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研究成果の概要（和文）：マウス血小板を用いた検討により、プロスタグランジン E2 受容体サ

ブタイプの EP2と EP4を選択的に刺激することで凝集抑制作用を示すことが示唆された。ヒト血

小板においても、マウス同様 EP2と EP4を刺激することで血小板凝集抑制作用が示されるが、特

に EP4アゴニストのヒト血小板に対する凝集抑制の効力が高いことが明らかとなり、EP4アゴニ

ストの新規抗血小板薬としての可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, it was suggested that selective activation of 
prostaglandin E2 receptor subtype EP2 or EP4 showed the inhibitory effect on platelet 
aggregation. Notably, an EP4 agonist can inhibit human platelet aggregation with high 
potency, suggesting a potential of EP4 agonists as novel anti-platelet agents. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) プロスタノイドは、プロスタグランジン
（PG）とトロンボキサン（TX）よりなる生理
活性脂質であり、生体において多彩な作用を
示す。プロスタノイド受容体には、PGD2、PGE2、
PGF2α、PGI2、TXA2の受容体として DP、EP、FP、
IP、TP が、さらに EP には EP1～EP4の 4 種類
のサブタイプが存在する。 
 
(2) 血小板は、生理的な止血機構や病理的な
血栓形成過程において中心的な役割を果た

す。従来、血小板の機能調節には、活性化作
用を示す TXA2 と抑制作用を示す PGI2 のバラ
ンスが重要と考えられてきた。一方、当研究
室では、PGE2が濃度に応じて血小板凝集を促
進あるいは抑制することを確認しているが、
各 PGE2 受容体サブタイプの役割についての
詳細は不明な点が多い。 
 
 
２．研究の目的 

(1) PGE2 の血小板凝集抑制作用が EP2 と EP4
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を介したものであることを明らかにするた
め、EP2と EP4の欠損マウスおよび EP2と EP4

の特異的アゴニストを用いて検討する。 
 
(2) PGE2の血小板機能調節における作用機序
を明らかにするため、cAMP 量を測定して EP2

および EP4の情報伝達経路を解析する。 
 
(3) 臨床に応用できる新規薬剤の開発を考
慮し、PGE2が EP2と EP4を介してヒト血小板に
作用するか否かについて検討する。 
 
 
３．研究の方法 

(1) マウスおよびヒトから採取した血液か
ら多血小板血漿（PRP）と乏血小板血漿（PPP）
を調製し、TP アゴニストである U-46619もし
くはアデノシン二リン酸（ADP）を添加して
血小板を 50%程度凝集させ、PGE2 や各受容体
アゴニストがこの血小板凝集反応を抑制す
るか否かを血小板凝集計を用いて解析する。 
 
(2) マウスおよびヒトから採取した血液か
ら洗浄血小板を調製し、EP2と EP4のアゴニス
トを添加した際の cAMP 量をラジオイムノア
ッセイ法により測定する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 研究の主な成果 
① マウスおよびヒト血小板における PGE2 受
容体の発現を RT-PCR法により解析した結果、
EP2、EP3、EP4の mRNAの発現を確認した。 
 
② U-46619 で凝集を惹起したマウス血小板
に及ぼす PGE2の作用を検討した結果、PGE2は
低濃度では血小板凝集を促進する一方、高濃
度では血小板凝集を抑制した。また、PGE2の
血小板凝集促進作用は、EP3欠損マウスにおい
てほぼ消失した。PGE2の血小板凝集抑制作用
は、IP 欠損マウスにおいて有意に減弱したも
のの EP2 と EP4 の欠損マウスにおいて差は認
められず、PGE2の血小板凝集抑制作用におけ
る EP2 と EP4 の寄与は小さいことが示唆され
た。一方、EP3と IP の両欠損マウスを用いた
検討では、PGE2の血小板凝集抑制作用のみが
認められた。 
 
③ EP2を選択的に刺激した際の血小板凝集に
及ぼす作用を解析するために、EP2のアゴニス
トである AE1-259 を用いて検討した（図 1）。
AE1-259 は、野生型マウス（WT）の血小板凝
集を濃度依存的に抑制し、この抑制作用は EP2

欠損マウス（EP2
–/–）において有意に減弱した

ことから、EP2を選択的に刺激することで血小
板凝集が抑制されることが示唆された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
④ 同様に、EP4を選択的に刺激した際の血小
板凝集に及ぼす作用を解析するために、EP4

のアゴニストである AE1-329を用いて検討し
た（図 2）。AE1-329は、野生型マウス（F2-WT）
の血小板凝集を濃度依存的に抑制し、この抑
制作用は EP4欠損マウス（EP4

–/–）において有
意に減弱したことから、EP4を選択的に刺激す
ることで血小板凝集が抑制されることが示
唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑤ マウス同様、ヒト血小板においても EP2

と EP4 を選択的に刺激することで凝集が抑制
されるか否かを明らかにするため、AE1-259
と AE1-329を用いて検討した（図 3）。AE1-259
は、ヒト血小板の凝集を濃度依存的に抑制し、
その抑制の効力はマウス血小板の場合と同
程度であった。一方、AE1-329 は、ヒト血小
板の凝集を濃度依存的に抑制したが、その抑
制の効力はマウス血小板の場合よりも高く、
代表的な IP アゴニストであるベラプロスト
と同程度であった。 

図 1  マウス血小板に対する EP2アゴニストの 

     凝集抑制作用 

F2-WT

EP4
–/– *

-Log [AE1-329] (M)

100

50

25

75

0

9 78 6 5 4

In
h
ib

it
io

n
 (

%
)

F2-WT

EP4
–/– *

-Log [AE1-329] (M)

100

50

25

75

0

9 78 6 5 4

In
h
ib

it
io

n
 (

%
)

WT

EP2
–/– *

-Log [AE1-259] (M)

100

50

25

75

0

9 78 6 5 4

In
h

ib
it

io
n

 (
%

)

WT

EP2
–/– *

-Log [AE1-259] (M)

100

50

25

75

0

9 78 6 5 4

In
h

ib
it

io
n

 (
%

)

図 2  マウス血小板に対する EP4アゴニストの 

     凝集抑制作用 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑥ ADP で凝集を惹起したヒト血小板に及ぼ
す AE1-329 の作用を検討した結果、U-46619
で凝集を惹起した場合と同様、濃度依存的に
凝集を抑制した。また、AE1-329 の血小板凝
集抑制作用は、EP4 アンタゴニストである
AE3-208 の添加によりほぼ完全に消失したこ
とから、AE1-329はたしかに EP4を介して血小
板凝集を抑制していることが示唆された。 
 
⑦ ヒト血小板に AE1-329を添加して cAMP量
を測定した（図 4）。AE1-329 は、濃度依存的
に血小板の cAMP 量を増加させた。また、こ
の増加は AE3-208の添加により抑制されたこ
とから、AE1-329は EP4を介して血小板の cAMP
量を増加させていることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 総括 
 血小板には IP、TP に加えて EP2、EP3、EP4

の mRNA の発現が認められ、血小板における
PGE2の作用は複数の受容体を介した複雑なも

のであることが予想される。実際、PGE2は低
濃度では血小板凝集を促進する一方、高濃度
では血小板凝集を抑制することが報告され
ており、本研究でも同様の結果が得られた。
PGE2 の血小板凝集促進作用に関しては、EP3

が関与していることを以前に当研究室より
報告している。PGE2の血小板凝集抑制作用に
ついても、一部 IP が関与していると報告さ
れているが、EP2と EP4の役割については未だ
不明な点が多い。本研究の EP3と IP の両欠損
マウスを用いた検討では、EP2と EP4を介して
いると思われる PGE2 の血小板凝集抑制作用
が確認された。一方、EP2および EP4欠損マウ
スと野生型マウスとの間に有意な差は認め
られず、EP3 存在下では PGE2 の血小板凝集に
対する作用への EP2 と EP4 の寄与は小さいこ
とが示唆された。そこで、EP2と EP4を選択的
に刺激した時の血小板凝集への作用につい
て検討するため、 EP2 アゴニストである
AE1-259とEP4アゴニストである AE1-329を用
いて検討した。AE1-259 と AE1-329 共に濃度
依存的な血小板凝集抑制作用を示し、それぞ
れの作用は EP2 および EP4 欠損マウスにおい
て有意に減弱したことから、EP2と EP4を選択
的に刺激することで血小板凝集抑制作用を
示すことが示唆された。また、AE1-259 と
AE1-329 は、ヒト血小板においても濃度依存
的に凝集を抑制した。AE1-259 の凝集抑制の
効力は、マウスとヒトの血小板で同程度であ
ったが、AE1-329 の凝集抑制の効力は、マウ
ス血小板に比べてヒト血小板では高いこと
が示唆された。さらに、EP4アンタゴニストで
ある AE3-208 を用いた検討により、AE1-329
はたしかに EP4を介して cAMP 量を増加させ、
血小板凝集を抑制していることが明らかと
なった。 
 
(3) 得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト 
 近年、PGE2が血小板の機能調節に関与して
いることが報告され、当研究室ではこれまで
に、PGE2 が EP3 を介して血小板の凝集を促進
することを明らかにした。加えて、本研究に
より、EP2と EP4を選択的に刺激することで血
小板凝集抑制作用を示すことを初めて明ら
かにした。 
 
(4) 今後の展望 
 古くから抗炎症薬として使用されている
アスピリンなどの NSAIDs に加え、近年、副
作用の少ない抗炎症薬として COX-2選択的阻
害薬が多くの分野で用いられている。しかし、
COX-2 阻害薬の一部が心血管系イベントのリ
スクを増加させることが報告された。その詳
細な機序は不明であるが、非選択的にプロス
タノイド産生を抑制する COX-2阻害薬の限界
を示すものであり、個々のプロスタノイド受

図 3  ヒト血小板に対する EP2アゴニストと 

     EP4アゴニストの凝集抑制作用 
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図 4  EP4アゴニストによるヒト血小板 

     cAMP 量の増加 



 

 

容体をターゲットとした新規の薬物の開発
が進められている。抗血小板薬に関しても、
血小板機能調節における TXA2 と PGI2 の役割
を基にこれら受容体を標的とする薬物が開
発されてきたが、PGE2受容体をターゲットと
した抗血小板薬は存在しない。本研究により、
EP4 アゴニストのヒト血小板に対する凝集抑
制の効力が高いことが明らかとなり、EP4アゴ
ニストの新規抗血小板薬としての可能性が
示唆された。 
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