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研究成果の概要（和文）：本研究では、蝸牛におけるプロスタグランディンE受容体サブタイプの役割を生理的条件下
および病的条件下で解析することにより、蝸牛におけるプロスタグランディンEシグナルの役割を解明し、新規治療法
開発に応用可能な知見を得ることを目的とした。EP2ノックアウトマウスを用いた解析により、生理的条件下ではEP2遺
伝子欠損が聴覚機能に大きな影響を及ぼさないこと、音響外傷および加齢に伴う難聴を増強する効果がないことが示さ
れた。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to explore the physiological roles of prostaglandin E-type recept
or subtypes in auditory function. First, we examined auditory function of EP2-deficient mice in normal con
dition in comparison with littermates, which showed no significant effect of genetic deletion of EP2 on au
ditory function in normal condition. Next, effects of noise exposure and aging in EP-deficient mice were i
nvestigated. EP2 deficiency did not accelerate either noise-induced or age-related hearing loss. These fin
dings indicate that EP2 may not play key roles in the development and maintenance of auditory function.
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１．研究開始当初の背景 
 プロスタグランディン E 製剤が突発性難聴
治療に使用されているが、その作用機序には
不明な点が多い。本研究では、蝸牛における
プロスタグランディンE受容体サブタイプの
役割を生理的条件下および病的条件下（音響
外傷）で解析することにより、蝸牛における
プロスタグランディンEシグナルの役割を解
明し、新規治療法開発に応用可能な知見を得
ることを目的とする。 
 プロスタグランディン E1 製剤は、これまで
に突発性難聴治療に用いられてきた薬物で
ある。しかし、これまでに行われた臨床研究
では、その治療効果について否定的な結果を
示すものが多い（Agarwal and Pothier 2009）。
しかしながら、Ogawa et al.は、高音域の回
復が良好である傾向と著明回復を示す症例
が存在することを報告しており（Ogawa et 
al., 2002）、明確なエビデンスにサポートさ
れた治療法とはいえないが、その臨床的な効
果を完全に否定することはできないという
のが現状である。過去のプロスタグランディ
ン E１および 2 の蝸牛に対する効果は、循環
障害改善を中心として、展開されてきた
（Nakashima et al., 2003）。 
 プロスタグランディン E については、受容
体のサブタイプとして EP1-4 の 4つが存在す
ることが報告されている（Sugimoto and 
Narumiya 2007）。これらの受容体は、細胞内
情報伝達系、効果発現について、ユニークな
特徴を持つ。EP1 は、細胞内カルシウム濃度
を上昇させ、血管系に対しては収縮効果を示
す。EP2 と EP4 は、細胞内の cAMP 濃度を上昇
させ、血管拡張の方向に働く。一方、EP3 は、
細胞内 cAMP 濃度を低下させ、血管収縮を誘
導する。このように、各サブタイプは、時に
拮抗的に働くことから、これらの受容体の発
現パターンがプロスタグランディンEの各器
官での主たる効果を決定づけると考えられ
ている（Legler et al., 2010）。神経系での
EP1-4 の働きについて注目すると、EP１およ
び EP3 は toxic に働き、EP4 は protective に
働くことが多い（Andereasson 2010）。EP2 に
ついては、詳細な検討がなされており、興奮
性アミノ酸毒性や虚血などの急性傷害にお
いては protective に作用するが、慢性炎症
では toxic に働くことが知られている
（Andereasson 2010）。このように、病態に
応じて効果が変化する場合があるが、主たる
メカニズムとしては、病態に応じて、標的と
なる細胞が変化することが指摘されている。
EP2は神経細胞に直接働く場合protectiveだ
が、慢性炎症では microglia に作用し、炎症
反応が増強される。 
蝸牛におけるプロスタグランディン研究は、
十分になされているとはいえないが、いくつ
かの報告が認められる（review by Nakagawa 
2011）。蝸牛で最も多く作られているプロス
タグランディンは、プロスタグランディン E2
とされている（Kawata et al., 1988）。プロ

スタグランディン産生の上流にある COX-1,2
が蝸牛に発現していることが示されており、
蝸牛の生理的機能および病態にプロスタグ
ランディンEが関与していることが推察でき
る。また、プロスタグランディン E受容体の
サブタイプであるEP1-4の蝸牛での発現も報
告されており（Stjernschantz et al., 2004; 
Hori et al., 2009; 2010）、中枢神経系と同
様に、蝸牛の様々な病態に EP1-4 が関与して
いることが推察される。EP1-4 は、蝸牛感覚
上皮、ラセン神経節、血管条といった蝸牛機
能において重要な役割を果たす細胞に発現
している。われわれは、これまでに主に EP4
の蝸牛における役割についての研究を、循環
改善ではなく、有毛細胞など蝸牛の細胞に対
する直接的な効果に着目した研究を展開し
てきた。EP4 ノックアウトマウスは、生理的
条件下で、軽度ではあるが有意の聴力低下を
示し、音響外傷による聴力低下および外有毛
細胞喪失が増強された（Hamaguchi et al., 
2012）。薬物で EP4 を抑制した場合にも、同
様に音響外傷が増強される結果が認められ、
EP4 作動薬投与では逆に音響外傷が軽減され
ることが判明した（Hamaguchi et al., under 
review）。これらの結果は、EP4 が蝸牛機能に
関与しており、音響外傷に対する防御機構に
重要な役割を果たすことを示している。EP4
作動薬による音響外傷に対する防御効果は、
モルモットでも認められている（Hori et al., 
2009）。さらに、EP4 作動薬によりラセン神経
節細胞での vascular endothelial cell 
growth factor の産生が増加することが報告
されている（Hori et al., 2010）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、EP2 および EP3 に焦点をあて、
蝸牛における EP2、EP3 の役割を解析するこ
とにより、プロスタグランディン E-EP シグ
ナルの蝸牛における役割を解明することに
ある。これまでの蝸牛における EP4 の役割に
関する研究結果は、同じシグナル伝達経路を
持つ EP2 も同様の作用を持つことを示唆し、
逆向きのシグナル経路を持つEP3が拮抗的な
作用を持つことを想起させる。生理的条件下
での EP2および EP3ノックアウトマウスの聴
覚機能解析に加え、EP2 ノックアウトマウス
においてEP4阻害薬を投与した場合の聴覚機
能を解析する。また、音響外傷モデルを用い
て、遺伝的欠損の効果に加え、薬物による活
性化、阻害を組み合わせ、音響外傷における
プロスタグランディン E-EP シグナルの役割
を解明する。 
 
３．研究の方法 
１）EP2 ノックアウトマウスの聴覚機能解析 
 4-10 週齢の EP2 ノックアウトマウス、ヘテ
ロ、ワイルドタイプを用い、聴性脳幹反応、
誘発耳音響放射による聴覚機能解析を行い、
蝸牛採取し、有毛細胞を中心とした形態学的
解析を行った。 



 
２）EP2 ノックアウトマウスの音響外傷に対
する脆弱性解析 
 音響外傷モデル構築のために 8 kHz の純音
を用い、 110 dB, 1h; 105 dB, 1h; 100 dB, 
2h; 100 dB, 1h の合計 4モデルをワイルドタ
イプマウスを用い、各群 3－4 匹を用いて、
聴性脳幹反応閾値の経時的変化を評価し、ワ
イルドタイプでの一過性閾値上昇を示す条
件を策定することを目的とした。一過性閾値
上昇クライテリアとして、音響曝露 24 時間
後に 15 dB 以上の閾値上昇が認められ、2 週
間後に 10 dB 以内に閾値が回復している状態
と定義づけた。 
 上記実験で決定した音響曝露条件を用い、
EP2 ノックアウトマウス、ワイルドタイプを
用いた実験を行った。音響曝露 2週間後の聴
覚閾値を聴性脳幹反応にて決定し、同時に誘
発耳音響放射による聴覚機能解析を行った。
機能解析終了後、蝸牛有毛細胞に関する形態
学的解析を行い、残存有毛細胞数の比較を行
った。 
 
３）EP2 ノックアウトマウス聴力に対する加
齢の影響 
 音響外傷以外の病的な条件として加齢性
難聴についての検討を行った。週齢 4、12、
48 での聴性脳幹反応閾値をワイルドタイプ、
ホモの間での比較検討を行った。 
 
４）蝸牛内有毛細胞求心性神経終末変性モデ
ル作製 
 有毛細胞障害以外でのフェノタイプ解析
として、蝸牛内有毛細胞求心性神経終末変性
に着目し、in vitro でのモデル作製を新生マ
ウス器官培養を用いて行った。蝸牛内有毛細
胞求心性神経終末変性誘導ための薬物とし
て興奮生アミノ酸であるカイニン酸および N
メチル Dアスパラギン酸（NMDA）を用い、薬
物濃度、曝露時間に関する至適条件決定のた
めの解析を行った。 
 
４．研究成果 
１）EP2 ノックアウトマウスの聴覚機能解析 
 10、20，40 kHz の周波数について聴性脳幹
反応閾値を検討した。ワイルドタイプ（WT）
8匹、ヘテロ（HT）17 匹、ノックアウト（KO）
10 匹を用いた。各周波数別の結果を図 1-3 に
示す。すべて縦軸は聴覚閾値（ｄB SPL）を
示す。結果、すべての周波数で各群間に有意
の差は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1：10 kHz 
 

図 2：20 kHz 

図 3：40 kHz 



 
また、誘発耳音響放射でも各群間に差は認め
られなかった。 
 以上の結果から、EP2 欠損のみでは、明ら
かな聴覚機能障害は誘導されないと考えら
れた。 
 
２）EP2 ノックアウトマウスの音響外傷に対
する脆弱性解析 
 ワイルドタイプで一過性閾値上昇が認め
られる音響曝露条件について解析した。すべ
て 8 kHz band noise とし、音圧と曝露時間
を変えて検討した。音圧は、100-110 dB SPL
とし、曝露時間は 1-2 時間とした。結果、100 
dB SPL、2 時間が最も安定した条件であるこ
とが判明した。 
 次に、この条件での音響曝露をワイルドタ
イプとノックアウトマウスに行い、音響曝露
後の聴性脳幹反応閾値変化を曝露2週間後ま
で経時的に観察した。各群4匹とした。結果、
実験群が聴覚閾値に有意の影響を与えない
ことが示唆された。また、ノックアウトマウ
スにおいても聴覚閾値上昇は一過性であり、
音響曝露2週間後には、すべての動物で10-40 
kHz の周波数で曝露前閾値に回復が認められ
た。以上の結果から、EP2 ノックアウトマウ
スでは、EP4 ノックアウトマウスと異なり、
音響外傷に対する脆弱性を持たないことが
示唆された。 
 
３）EP2 ノックアウトマウス聴力に対する加
齢の影響 
 EP2 ノックアウトマウスとワイルドタイプ
各 4匹を用い、加齢に伴う聴力変化を解析し
た。各周波数別に図 4-6 に示す。 
縦軸は聴覚閾値（ｄB ）。 

図 4：10 kHz 

図 5：20 kHz 
 

図 6：40 kHz 
 
各週端数ともに実験群が聴覚閾値変動に与
える有意の効果は認められなかった。したが
って、加齢による蝸牛変性にも EP2 は大きな
関与をしないことが示唆された。 
 
４）蝸牛内有毛細胞求心性神経終末変性モデ
ル作製 
 生後 1日目のマウス蝸牛感覚上皮を摘出し
た器官培養実験を行った。24 時間培養後、カ
イニン酸および NMDA を濃度、培養時間を変
え、内有毛細胞求心系神経終末におけるリボ
ンシナプス消失と自発的な修復再生の過程
を解析した。設定した至適条件は、有毛細胞
が残存している、ラセン神経節細胞が減少し
ていない、不可逆的なリボンシナプス減少が
生じるという条件である。結果、濃度 0.5mM
で 8時間培養により、上記条件を満たす内有
毛細胞求心系終末変性モデルが得られるこ
とが分かった。 
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