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研究成果の概要（和文）：　プロスタグランジンD2（PGD2）はアレルギー炎症の形成に重要な役割を担っている。PGD2
の作用は細胞表面受容体であるCRTH2/DP1、もしくは核内受容体を介していることが知られていたが、これまでの検討
から未知の細胞表面受容体の存在が示唆された。
　われわれはPGD2がケモカイン受容体CCR3の発現を抑制し、これが通常リガンド刺激で認められるinternalizationに
よるものであることを見いだした。そこでPGD2がCCR3を介して機能している可能性を、トランスフェクション細胞を用
いた受容体結合試験やカルシウムシグナルによる検討を行ったが、いずれにおいても否定的な結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：Prostaglandin D2 (PGD2) has been known to play an important role in allergic infla
mmation through cell surface receptor CRTH2 and DP1, and also through nuclear receptor PPARg. Our previous
 study suggested the presence of novel receptor other than these three known receptors for PGD2. 
Since we found that PGD2 induced chemokine receptor CCR3 internalization, we studied the possibility that 
PGD2 act through CCR3. Receptor binding assay and calcium signaling assay using CCR3-transfected cell indi
cated that PGD2 did not bind/activate CCR3.
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) プロスタグランジンD2は脳において覚
醒を司るほか、非常に強い気管の収縮や血管
透過性亢進など、広範な生物学的活性を有し
ており、最近ではアレルギー性炎症反応の増
悪に関与するという報告が相次いでいる。一
方、このプロスタグランジン D2 の受容体に
ついて明らかになってきたのは最近であり、
以前から知られていた細胞表面上の DP 受容
体に加え、もう一つの G蛋白共役型受容体と
して CRTH2 が 2001 年に報告された( Hirai H, 
et al.  J Exp Med. 2001)。この CRTH2 は、
肥満細胞・Th2 リンパ球や好酸球に選択的に
発現し、細胞の遊走・活性化を強く惹起する
ことが報告され（Iwasaki M et al. J Invest 
Dermatol. 2002）、アレルギー疾患の治療タ
ーゲットとして注目されている。 
 
(2) プロスタグランジン D2 は、血球系細胞
（リンパ球・肥満細胞・好酸球といった炎症
性細胞）ではその機能が徐々に明らかとなっ
ているが、気管支喘息をはじめとするアレル
ギー性気道炎症疾患の主要な炎症の場であ
る気道上皮に対する作用は知られていなか
った。そこでわれわれは、これまでヒト気道
上皮細胞に対するプロスタグランジン D2 の
機能ついて検索したところ、IL-8・GM-CSF と
いった炎症性サイトカインが産生されるこ
とを見出し、気道上皮細胞にはプロスタグラ
ンジン D2の受容体である DPと CRTH2 がとも
に発現していることも証明した( Chiba T et 
al. Int Arch Allergy Immunol．2006)。こ
のため、このサイトカイン産生作用は、これ
らの受容体を介して惹起されると予想した
が、実際に各々に選択的なアゴニストを使用
しても同様のサイトカイン産生は惹起され
ず、各アンタゴニストも機能しなかった。さ
らにプロスタグランジン D2 が弱いアフィニ
ティーを持つとされる TP 受容体や、核内受
容体である PPARγの関与なども検討したが、
いずれも否定的であった。さらに予備的な検
討からは MAPK のリン酸化を介した反応であ
ることから、既知の二つの受容体以外に新た
な細胞表面受容体が存在し、その受容体を介
して炎症性サイトカインの産生が行われて
いる可能性がある。これまでの検討や他の研
究者の報告からプロスタグランジン D2 の新
たな受容体が存在する可能性は十分高く、こ
の新規受容体の構造・機能を明らかにするこ
とは、世界的にも非常に先駆的・重要な研究
になるものと考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1)  これまでにCRTH2のノックアウトマウ
スが作成されているが、アレルギーにおける
表現形は好酸球の局所遊走を抑制した
（ Satoh et al. J Immunol.2006）という報

告 と 増 強 し た (Chevalier et al. J 
Immunol.2005)という報告があり、in vitro
の知見が必ずしも vivo で一致していないこ
とも、複数の受容体を持つプロスタグランジ
ン D2 の複雑な作用機序を示唆している。ま
た、気道上皮細胞に対するプロスタグランジ
ン D2 の機能的な役割は炎症性サイトカイン
を産生すること、MDC を産生する( Honda K et 
al. J Exp Med. 2003)ことがわかっているも
のの、作用機序は不明な点が多い。これらを
研究することにより気管支喘息や気道免疫
のメカニズムを明らかにできる。 
 
(2) プロスタグランジンD2のシグナル伝達
経路は、これまでの知見から CRTH2 は MAPK
やカルシウムシグナルが、一方 DP は cAMP が
関与しているものの、まだその詳細なカスケ
ードは証明されていない。プロスタグランジ
ン D2 刺激による気道上皮細胞からのサイト
カイン産生以外の機能的な生理活性を明ら
かにするため、好酸球などの他の細胞と比較
することにより、新たな受容体に関して、
様々なアプローチにより検索する。 
 
(3) これまでに発現や機能について知られ
ていない細胞表面受容体の評価を行う。 
  
 
３．研究の方法 
 
(1)  主要な CRTH2 の発現細胞として好酸球
がある。種々の刺激によってヒト好酸球のケ
モカイン受容体である CCR3 の発現変化を検
討していたところ、興味深いことに PGD2 は
CCR3の迅速なinternalizationを誘導するこ
とを見いだした。CCR3 は G蛋白共役型受容体
であり、リガンドにより internalization が
起こることがよく知られている。そこで PGD2
の未知の受容体候補としてCCR3を考え、CCR3
のトランスフェクション細胞(K562)におい
て、PGD2 が CCR3 を介して機能するか、細胞
内 Ca インジケータである fra-2 を用いて検
討した。 
 
(2)  PGD2 は、その親和性は弱いながらも
PGE 受容体（EP）、PGF 受容体（FP）、トロン
ボキサン受容体（TP）に結合することが知ら
れている。また、PGD2 は核内受容体である
PPARγに対しても弱い親和性を有するので、
それらの agonist や antagonist を用いてサ
イトカイン産生（IL-8, GM-CSF）に対する影
響を検討した。 
 
(3)  気道上皮細胞における PGD2 刺激によ
る IL-8, GM-CSF 産生シグナル伝達経路の検
討を、各種シグナルの抑制剤を用いて行った。 
 
(4)  気道上皮細胞株である NCI-H292 細胞
を用いて CRTH2 と CCR3 の siRNA によるノッ
クダウンを試みた。細胞培養後に siRNA を加



えるプロトコルと、細胞培養開始と同時に
siRNA を加えるプロトコルを比較し、結果は
qRT-PCR にて検討した。 
 
(5) 特に好酸球の遊走機能を調節する分子
とその受容体の発現と機能に関する検討を
並行して行う。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)  CCR3 のトランスフェクション細胞
(K562)を用いて、PGD2 が CCR3 を介して機能
するか、細胞内 Ca インジケータである fra-2
を用いて検討を行った。この結果、PGD2 によ
る Ca 流入は認めなかった。また、PGD2 の前
処理後にCCR3のリガンド(eotaxin-1)刺激を
行ったが、Ca流入の抑制は認められなかった。
さらに binding assay により、PGD2 は
eotaxin-1のCCR3への結合をほとんど阻害し
ないことが確認された。これらの結果から、
PGD2 は CCR3 のリガンドとして機能しないこ
とが示唆された。しかしながら、PGD2 により
ケモカイン受容体の細胞表面発現が抑制さ
れることは、好酸球の局所への遊走調節機能
を明らかにする上で重要な知見と考えられ
る。CRTH2 アゴニストによる検討からも、PGD2
は既知の受容体であるCRTH2を介してケモカ
イン受容体 CCR3 の発現を抑制していること
が明らかになった。さらに、ヒト末梢血の好
酸球で CCR3 と CRTH2 の発現をアレルギー患
者や健常人で検討したところ、細胞の表面発
現は正の相関関係にあることが明らかにな
った。 
 
(2)  PGD2 は、PGE 受容体（EP）、PGF 受容体
（FP）、トロンボキサン受容体（TP）および
核内受容体である PPARγに対しても弱い親
和性ながら結合することが知られている。こ
れらの受容体の刺激剤や抑制剤を用いて検
討したところ、いずれもその関与は否定的で
あった。 
 
(3)  各種シグナル抑制剤の効果の検討か
ら、ERKおよびp38MAPKの関与が示唆された。
また、Gi 蛋白の関与も疑われる結果となった。 
 
(4) 培養時間や濃度、試薬などを検討したが、
いずれの方法においてもノックダウンによ
り細胞死が認められ、適正な条件の設定がで
きなかった。 
 
(5) 好酸球の遊走を調節する分子として、
アディポサイトカインの一つであるアディ
ポネクチンを見いだした。ヒト末梢血好酸球
は ア デ ィ ポ ネ ク チ ン 受 容 体 で あ る
AdipoR1/R2 を蛋白･遺伝子レベルで発現して
おり、アディポネクチンで好酸球を刺激する
ことによって好酸球の遊走・接着能が減弱す
る。これは細胞内 Ca 流入反応の減弱と関与

していることが示唆された。これらの結果は
国際学会で報告するとともに国際誌へ報告
した(J Asthma.2013)。また、好酸球の G 蛋
白共役型受容体を介した遊走を調節する重
要な細胞内シグナルとして、イノシトールリ
ン脂質の一つである PI3K の機能検討を行っ
た。PI3K のアイソフォームのうちγの阻害薬
は、細胞毒性が弱いものの、下流のシグナル
である MAPK の減弱と遊走能を阻害すること
から、好酸球性炎症疾患の治療薬として有望
であることが示唆された。このほか、エスト
ロゲンの細胞膜受容体である GPER がヒト好
酸球に発現しており、遊走能と生存能を調節
していることを初めて見いだし、国際誌へ報
告した (Immunol Lett.2014)。 
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