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研究成果の概要（和文）：本研究では、cyclooxygenae-1(COX-1)の役割を明らかにすることを目的として、脳虚血障害
時の神経炎症の過程においてCOX-1がどのように変化するかをPET等のin vivoイメージング技術を活用して解析するこ
ととした。また、COX-1とCOX-2の遺伝子改変マウスを用い、神経炎症モデルおよび一過性脳虚血モデルを作製し、それ
ぞれのCOX阻害による影響について検討した。結果、COX-1はマイクログリアの活性化の誘導に関与しており、さらにCO
X-1遺伝子欠損マウスにおいては虚血障害が悪化したことから、COX-1はマイクログリアの神経保護的な役割に関与する
可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： Previously, we reported that <sup>11</sup>C-labeled ketoprofen-methyl ester (KTP-
Me), a derivative of COX-1 selective inhibitor, could visualize the activation of microglia in rat model o
f neuroinflammation. In order to assess the hypothesis that COX-1 may play a crucial role in neuroinflamma
tion, we evaluated the involvement of COX-1 in neuronal damages after transient middle cerebral artery occ
lusion (t-MCAO) in mice and rats. PET images with [<sup>11</sup>C]KTP-Me were well correlated with the tim
e-dependent changes of activated microglia in ischemic region after t-MCAO. The studies using COX-1 knocko
ut mice revealed that the deficiency of COX-1 reduced neuroinflammation but exacerbated neurotoxicity indu
ced by t-MCAO. These results raise the possibility that COX-1 may be involved in the neuroprotective funct
ions after focal cerebral ischemia. 
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１． 研究開始当初の背景 
炎症メディエーターであるプロスタグラ
ンジン（PG）の生合成酵素であるシクロオキ
シゲナーゼ(COX)は、炎症の発現・調節にお
いて重要な役割を担う蛋白である。近年、ア
ルツハイマー病やパーキンソン病などの神
経変性疾患、脳梗塞をはじめとする脳血管障
害において、COX阻害剤による神経保護作用
について報告されるなど、治療・診断のター
ゲットとして高い関心を集めている。しかし
ながら、神経変性疾患の発症に具体的に COX
がどのように関わるかについては未だ詳し
く分かっていない。特定分子の機能と局在を
in vivo で非侵襲的に計測することができる
Positron Emission Tomography (PET)を用
いた分子イメージング技術は、複雑な生体シ
ステムにおける COX の機能や病態メカニズ
ムとの関連を解明する上で有用な技術であ
ると考えられ、これまでにも、COX選択的阻
害剤のポジトロン核種標識化に関する研究
は国内外の多くの機関で行われていたが、炎
症特異的な in vivo イメージングに成功した
例はなかった。COXのアイソザイムとしては
主に、恒常的発現型 COX-1 と誘導的発現型
COX-2が同定されており、炎症では特に、刺
激によって誘導される COX-2 の機能が重要
であると考えられてきた。しかし最近、申請
者らは、COX-1選択的阻害剤をリード化合物
とする PET プローブ （[11C]Ketoprofen 
-methyl ester; KTP-Me）を用いて脳内炎症
の特異的イメージングに成功したことを報
告している。また、COX-1は脳内炎症時に活
性化されるマイクログリアに発現すること
も確認された。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、神経細胞死の過程で活性化さ
れるマイクログリアにおける COX-1 の寄与
を明らかにすることを目的として、脳虚血モ
デルラット等における脳内 COX-1 の変化に
ついて[11C]KTP-Me PETによる in vivoイメ
ージング解析、ならびに COX-1 阻害による
虚血障害の変化について検討することにし
た。 
 
３．研究の方法 
①COX-1, COX-2の遺伝子欠損によるマイク
ログリアの活性化への影響 
 COX-1 遺伝子欠損マウス（COX-1-/-）、
COX-2遺伝子欠損マウス（COX-2 -/-）および
それぞれの野生型マウスの脳内・線条体領域
に 30G マイクロシリンジを用いてリポポリ
サッカライド（LPS, 0.5 g）を微量注入し、
脳内炎症モデルを作製した。LPS注入 1日後
に 4 %PFAによる潅流固定を行い、摘出脳サ
ンプルから厚さ 20m の凍結切片を作成し、
マイクログリアのマーカーである Iba-1抗体
を用いた免疫染色を実施した。 
 
②一過性脳虚血ラット脳におけるマイクロ

グリア細胞と COX-1の変化 
 中大脳動脈閉塞再灌流による一過性脳虚
血障害ラットを作製し、COX-1 イメージン
グ用プローブである [11C]KTP-Me による
PETイメージングを実施した。また、ex vivo
オートラジオグラフィ（ARG）法により脳内
局所の[11C]KTP-Me 集積についても検討を
おこない、TTC染色で描出される神経細胞死
の領域との比較を行った。さらに、凍結脳切
片をもちいて、COX-1発現と活性化マイクロ
グリアのマーカー（OX-42）の免疫染色を実
施し、PET画像と比較することで in vivo と
in vitro の両側面から虚血障害時の脳内
COX-1の変化について解析を行った。 
 
③COX-1阻害による脳虚血障害への影響 

COX-1遺伝子欠損マウス（COX-1-/-）およ
び COX-2 遺伝子欠損マウス（COX-2 -/-）を
用いて、一過性脳虚血障害モデルを作製し、
障害の程度の違いについて野生型マウスと
の比較を行った。 

 
④脳虚血障害時に COX-1 が関与するプロス
タグランジン合成 
マイクログリアに発現する COX-1 が産生
するプロスタグランジン(PG)類について考
察する目的で、ラット一過性脳虚血障害モデ
ルのう凍結脳切片を用いて、PGE合成酵素お
よび PGD 合成酵素の発現について免疫染色
を実施した。 
 
４．研究成果 
①COX-1, COX-2の遺伝子欠損によるマイク
ログリアの活性化への影響 
 野生型マウスである COX-1+/+および 
COX-2+/+では LPS 注入領域において Iba-1
陽性のマイクログリアが反対側の正常領域
と比べて増加しており、その形態からこの時
のマイクログリアは活性化されていること
が確認された。COX-1-/-においても Iba-1 陽
性細胞は確認されるものの、COX-1+/+と比べ
てその活性化の程度は抑制されていること
が明らかとなった（図１）。一方、COX-2-/-

においては Iba-1陽性細胞の量、形態的変化
に COX-2+/+と差異がないことが判った。従っ
て、LPSにより誘発される脳内炎症モデル動 
 

図 1. COX-1, COX-2 遺伝子欠損マウスにおける
LPS線条体内投与 1日後の Iba-1陽性活性化マイ
クログリアの免疫染色結果 Scale=50 m 



物においては、COX-1がマイクログリアの活 
性化を誘導することに関与している可能性
が示唆された。 
 
②一過性脳虚血ラット脳におけるマイクロ
グリア細胞と COX-1の変化 
 中大脳動脈閉塞再灌流 3 日後のラットの
PET撮像の結果より、[11C]KTP-Meは TTC
染色により神経細胞死が顕著な梗塞巣コア
の部分に高い集積を示すことが判った（図 2）。 
 

図2. 一過性脳虚血ラットの[11C]KTP-Me PET撮
像結果と定量解析結果(n=3) 
 
さらに、中大脳動脈閉塞再灌流後の経時的な
変化を ex vivo ARG法により観察した結果、
5 時間から 1 日後の虚血初期の段階では
[11C]KTP-Me 集積は梗塞巣の周辺部分に認
められた。その後、3から 7日後においては
梗塞巣の中心部分に集積の分布が変化して
いることが明らかとなった（図 3）。免疫染色
の結果では、[11C]KTP-Me 集積が最も高い
値を示す 3 日後において、梗塞巣中心部に
OX42 陽性の活性化マイクログリアが顕著に
認められ、且つ活性化の変化には COX-1 の
発現を伴っていることが確認された。この
COX-1発現活性化マイクログリアの経時的 

図 3.中大脳動脈閉塞再灌流後の各時点における
TTC染色(ａ）、[11C]KTP-Me ex vivo ARG画像(b)、
COX-1（緑）と OX-42（赤）の二重免疫染色像 (c) 

な脳内分布の変化は、ex vivo ARG画像で描
出された[11C]KTP-Me の集積分布の変化と
ほぼ一致していた。 
 
③COX-1阻害による脳虚血障害への影響 
 COX-1-/-マウスを用いて中大脳動脈閉塞再
灌流による脳虚血モデルを作製し、観察を行
った結果、手術 1日から 3日後の間に野生型
マウスと比べて症状が増大した。サンプルを
採取する予定であった 3日後にはほぼ全ての
COX-1-/-マウスが重篤な状態となったため、
サンプル採取を中断し、TTC染色および免疫
染色による解析は不可であった。一方、
COX-2-/-マウスでは、行動・生理状態ともに
野生型マウスと差異は認められず、TTC染色
の結果でも虚血障害の程度に変化を認めな
かった。 
 
④脳虚血障害時に COX-1 が関与するプロス
タグランジン合成 
中大脳動脈閉塞再灌流 3 日後のラット脳サ
ンプルを用いて免疫染色を実施した結果、
COX-1 を発現するマイクログリアには PGD
合成酵素が共発現しており、一方で PGE 合
成酵素の発現は認められなかった（図 4）。こ
の結果から、脳虚血障害時に活性化される
COX-1 は PGD2 の産生に関与する可能性が
示唆された。 

図4. 一過性脳虚血ラットの梗塞巣における活性
化マイクログリア（赤）と PGD 合成酵素または
PGE合成酵素（緑）との二重免疫染色像 
 
以上の結果から、COX-1はマイクログリアの
活性化を誘導することに関係していること
が示唆された。また、COX-1の遺伝子欠損マ
ウスでは脳虚血障害が重篤化したことから、
COX-1 が寄与するマイクログリアの活性化
は脳虚血障害時には神経保護的な機能に関
係する可能性があると考えられた。 
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