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研究成果の概要（和文）：発熱メディエータ・プロスタグランジンE2(PGE2)を可視化し、脳出血による発熱のメ
カニズムを解明した。マウス脳出血発熱モデルで出血領域に高いPGE2陽性構造が認められた。このPGE2の一部は
cyclooxygenase-1(COX-1)によって産生されていた。このCOX-1は出血領域で凝集した血小板に由来することが示
唆された。COX-1の下流ではmicrosomal prostaglandin E synthase-1 (mPGES-1)がPGE2産生に主要な役割を果た
していることが明らかとなった。さらに脳出血発熱にはPGE2非依存性の部分があることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to clarify the molecular and cellular mechanism
 of fever following brain hemorrhage. Using a mouse model of brain hemorrhage fever, we confirmed 
that prostaglandin E2 (PGE2) was increased in the hemorrhaged region. This PGE2 production was 
dependent on cyclooxygenase-1 (COX-1). Aggregated platelets expressed high levels of COX-1 in the 
hemorrhaged region suggesting that platelets are involved in PGE2 production and fever following 
brain hemorrhage. In the downstream of COX-1, microsomal PGE synthase-1 (mPGES-1) played the major 
role in the production of PGE2. However, in some cases, fever was evident in the absence of PGE2 
production. These results suggest that fever following brain hemorrhage involves PGE2-dependent and 
PGE2-independent mechanisms, the former being mediated by COX-1 and mPGES-1 pathway and the latter 
being due to the functional impairment of the thermoregulatory center. 

研究分野：環境生理学
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１．研究開始当初の背景 
脳出血などの脳血管障害時に発熱が頻発す
ることはよく知られている。脳血管障害に伴
う体温上昇はエネルギー需要を高め、脳組織
のダメージを増大させる。そのためこの発熱
のメカニズムを解明し、適切に制御すること
は医学的に重要な課題である。研究代表者ら
はこれまでにラット、マウスにおいて、脳出
血による発熱（脳出血発熱）のメカニズムを
研究してきた。それによると、脳出血発熱の
少なくとも一部には脳内のプロスタグラン
ジン E2（PGE2）の産生が関わっていること
を明らかにした。しかし PGE2産生に関わる
細胞、その分子機構については不明な点が多
く残されている。また、脳出血発熱の全体が
PGE2で説明できるかも不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は次の３点である。 
(1） 脳出血時の PGE2 を免疫組織化学で可
視化する。 

(2） 脳出血時の PGE2 産生に関わる酵素群
を明らかにする。 

(3） 脳出血発熱の全体が PGE2 で説明でき
るか検討する。 

 
３．研究の方法 
(1） マウス脳出血発熱モデル 
① C57BL6マウス（雄、8週齢）をペント
バルビタールで麻酔し、腹腔内に体温測
定用テレメータを留置した。 

② 一週間以上の回復期間後、マウスをフォ
ーレンで麻酔し、脳定位装置に固定した。 

③ コラゲナーゼ（Sigma TypeVII、200 U/
ｍL、0.3 μL）を視索前野にマイクロシ
リンジにより 60 秒間で投与した。対照
群には生理食塩水を同様に投与した。 

④ 投与後 3時間の体温変化分を積分し、発
熱の指標（Fever Index, FI）とした。 
 

(2） 脳出血領域の PGE2の可視化 
① コラゲナーゼ投与後3時間でマウスをフ
ォーレン麻酔、次いでペントバルビター
ル麻酔し、安楽死させた。 

② 左心室よりインドメタシンを含むリン
酸緩衝生理食塩水（PBS）を注入し脱血、
次いで 4％パラホルムアルデヒドを潅流
し脳を固定した。 

③ 凍結脳切片を作製し、ブロッキング後、
抗 PGE2抗体（abcam ab2318、100倍
希釈）と 18 時間反応させた。洗浄後、
アルカリフォスファターゼポリマー標
識2次抗体（Vector, ImmPRESS Reagent）
と 120分反応させた。洗浄後、アルカリフォ
スファターゼ基質（Vector, ImmPRESS 
Vector RED）で発色させた。 

 
(3） 脳出血領域の PGE2の測定 
① コラゲナーゼ投与後3時間でマウスを上
記と同様に安楽死させ、左心室よりイン

ドメタシン含有 PBS を潅流した。脳を
取りだし、-60℃に冷却したヘキサンで
凍結させた。 

② クリオスタットにより脳の新鮮凍結切
片を作成し、一部はスライドガラスに貼
付け、一部はマイクチューブに保管した。
切片の溶解により PGE2 が合成される
のを防ぐため、マイクロチューブにはあ
らかじめ 30μM インドメタシン入りの
エタノールを入れておいた。 

③ マイクロチューブの脳切片を破砕し、遠
心分離した。上清からエタノールを揮発
させ残渣部分で EIA 法により PGE2 測
定を行った。 
 

(4） PGE2合成系酵素の阻害剤 
選択的 COX-1 阻害剤（SC560）をコラ
ゲナーゼ投与直後に腹腔内に投与した。
SC560は 5mg/100μLの濃度で DMSO
に溶解し、10 mg/kg となるように投与
した。25g のマウスの場合、5μL の投
与容量となる。 

 
(5） PGE2合成系酵素欠損マウス 

PGE2 合 成 の 最 終 段 階 の 酵 素
microsomal PGE合成酵素（mPGES）
欠損マウス（オリエンタルバイオサービ
ス）で、脳出血による発熱と脳内 PGE2
の測定を行った。 

 
４．研究成果 
(1） 脳出血時の PGE2の可視化 
脳出血領域では自家蛍光が高く蛍光免疫染
色は適さなかった。また出血領域の赤血球が
持つ酵素活性により、DABが発色するので、
通常の DAB を用いた酵素免疫染色も適さな
かった。これらの問題を避けるため、アルカ
リフォスファターゼによる発色を行い、陽性
の染色結果を得た（図１）。 

 
 
 
 
 
 
 
図１ 脳出血領域における PGE2 の免疫染色 
左の図の破線が出血領域を示す。 

 
図１左のように出血領域に対応して、強い
PGE2 染色像が得られた。このような像は、
1 次抗体を加えない場合には認められなかっ
た。この結果から、脳出血領域特異的に PGE2
が増加することが明らかとなった。さらに高
倍率で観察したところ、この PGE2陽性像は
明確な細胞構造とは対応せず、細胞外で広範
に広がっていた。すなわち、細胞外に放出さ
れた PGE2を検出している。そのため、PGE2
を産生する細胞の同定には至らなかった。 
 

脳出血あり 脳出血なし 



(2） 脳出血時の PGE2産生に関わる酵素群 
① COX-1の関与 
これまでの研究で、脳出血発熱が非選択的
COX阻害剤（ジクロフェナック、ケトプロフ
ェン）により抑制されることが明らかとなっ
た。しかし、選択的 COX-1阻害剤（SC560）、
選択的 COX-2 阻害剤（NS398）の単独投与
および両阻害剤を混合投与は脳出血発熱に
影響しなかった。これらの薬剤は疎水性が高
く、生理食塩水をベースとした溶媒では懸濁
状態となっている。そのため、生体での吸収
が不十分であった可能性がある。そこで
SC560を DMSOに溶解し、5μL程度の微量
で投与した。その結果、溶媒の DMSO と比
較して SC560 は脳出血発熱の指標（FI）と
出血領域の PGE2量を有意に低下させた（図
２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 選択的COX-1阻害剤の脳出血発熱と出
血領域 PGE2 量への効果。エラーバーは標準
偏差 
 

この結果は、脳出血発熱に関わる PGE2産生
を COX-1が担っていることを示す。 
 
② COX-1発現細胞の同定 
脳出血領域における COX-1 発現細胞を明ら
かにするために、免疫組織化学を行った。脳
には平常時からミクログリアが COX-1 を発
現している。これに加えて、脳出血領域では
形が不定で、大きさが 20~100μmの COX-1
陽性構造が散在していた（図３左）。この構
造は von Willebrand factor (vWF)陽性構造
（図３中）とほぼ重なっていた（図３右）。 
 
 
 
 
 
図３ 脳出血領域における COX-1(左)、von 
Willebrand Factor(中)とそれらの Merge 画
像（右）。スケールバーは 50μm 

 
vWF は血管内皮細胞と血小板のマーカーで
ある。今回の vWF 陽性構造はその形状から
血管内皮とは考えにくく、凝集した血小板と
考えられる。 
以上の結果は、脳出血領域での COX-1 を介
した PGE2 産生に血小板が関わっているこ
とを示す。 
 

③ mPGES-1の関与 
PGES（PGE合成酵素）は PGE2合成の最後
の段階の酵素である。PGESには複数のアイ
ソザイムが存在する。その中でmPGES-1が
様々な組織で主要な役割を果たしているこ
とがmPGES-1遺伝子欠損マウス（mPGES-1 
KO マウス）を用いた実験で明らかとなって
いる。感染性発熱モデルのマウスにおいても、
mPGES-1が発熱時の PGE2産生に本質的で
ある。そこで、mPGES-1 KOマウスを用い 
て脳出血発熱におけるmPGES-1の関与を検
討した(図４)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ mPGES-1 KO マウスと Wild マウス
の（A）脳出血発熱と（B）出血領域の PGE2 
  

mPGES-1 KO マウスでは脳出血による
PGE2量の増加がほぼ完全に抑制された（図
４B）。一方、発熱の指標である FI は有意に
抑制されたが、完全な抑制ではなかった。こ
の結果は、脳出血領域の PGE2 産生には、
mPGES-1 が主たる役割をはたしていること、
脳出血発熱には PGE2 を介さない部分も含
まれることを示す。 
 
(3） 脳出血発熱の PGE2非依存性部分 
個々の mPGES-1 KOマウスとWildマウス
において脳出血領域の大きさと FI の関係を
調べた（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 出血領域の大きさと FI の関係 
 



mPGES-1 KOマウスとWildマウス共に出血
領域と FI は正比例の関係を示した。出血領
域が小さい場合（＜6mm3）はmPGES-1 KO
マウスと Wild マウスの発熱の差は顕著であ
った。一方、脳出血領域がそれより大きい場
合は両者に差はみられなかった。脳出血発熱
は PGE2依存性の部分と、PGE2非依存性の
部分があり、出血領域が大きい場合には後者
が優勢になることを示唆する。 
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