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研究成果の概要（和文）：プロスタグランジン（PG)D2を作るL型とH型の合成酵素、及び、その受容体DPとCRTH2
に対する抗体や遺伝子操作マウスを作成して、睡眠や炎症における関与を調べた。脳のくも膜のL型酵素がPGD2
を産生し、アデノシンを介して側坐核のA2A受容体発現神経を刺激して睡眠を起こすことを証明した。新生血管
に発現するDP受容体が癌組織への血管新生を抑制することを見出した。高脂肪食により未成熟脂肪細胞でL型酵
素が誘導され、CRTH2受容体を介して肥満の制御に関わることを見出した。治療法の無い難病であるデュシェン
ヌ型筋ジストロフィーの筋委縮に関わるH型酵素の阻害薬を開発して、臨床試験を開始した。

研究成果の概要（英文）：Prostaglandin(PG) D2 is produced by L or H type of synthases, stimulates DP 
or CRTH2 receptors, and is involved in regulation of sleep and inflammation. By generating 
antibodies and various types of gene-manipulated mice for each enzyme and receptor, we demonstrated 
that PGD2 is produced as the sleep substance by L-PGD2 synthase in the arachnoid membrane, induces a
 release of adenosine as the second somnogen to stimulate A2A receptor-possessing neurons in the 
nucleus accumbens, a novel sleep center, and induces sleep; DP receptors are induced in endothelial 
cells in angiogenic microvessels around tumors and acts as a negative regulator of tumor growth; 
L-PGD2 synthase and CRTH2 receptors are induced by high fat diet in immature adipocytes and involved
 in obesity and insulin-resistance; and H-PGD2 synthase and CRTH2 receptors are involved in muscular
 necrosis of Ducchenne's muscular dystrophy. We developped potent inhibitors for human H-PGD2 
synthase and started clinical trials.

研究分野： 生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
睡眠物質に関する研究を発展させ、脳内の睡眠調節系を次々に明らかにした。マウス睡眠解析測定系を利用し
て、オレキシン受容体拮抗作用による新規睡眠薬スボレキサントの情動性脱力発作（カタプレキシー）、及び、
大麻成分による痙攣発作を見出し、両薬物の危険性を公表した。亜鉛酵母、清酒酵母、海藻や米糠のポリフェノ
ールなどの睡眠誘発素材を多数見出し、一部は睡眠サプリメントとして商品化された。国際宇宙ステーションの
無重力環境で作成した高品質の蛋白質結晶と大型放射光施設での高分解能構造解析により、炎症に関係する酵素
の阻害薬開発を進め、治療法の無い難病であるデュシェンヌ型筋ジストロフィーの臨床治験を開始した。



１．研究開始当初の背景 
プロスタグランジン(PG)D2 は造血器（hematopoietic, H）型とリポカリン（lipocalin, L）

型の合成酵素により全身で産出され、DP (DP1) 受容体を介して睡眠を調節し、CRTH2(DP2 
/GPR44) 受容体を介して炎症反応の進展や終息を行う。さらに、PPAR や Sox9 などの核内受容
体の内因性リガンドとしても報告されている。申請者は①両酵素の X 線結晶構造決定や阻害剤
開発、各酵素と受容体の遺伝子欠損マウスの作製を行い、②PGD2 による睡眠と炎症の調節系の
全体像の解明を目指して研究を継続して来た。そして、③H 型酵素阻害剤については、筋ジス
トロフィー治療薬の臨床治験に到達した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、H 型とL 型のPGD2合成酵素、及び、DPとCRTH2の2種類のPGD2受容体、それぞれに

対する阻害薬や拮抗薬、さらに、様々な遺伝子操作マウスを作製して、PGD2 による脳機能調節
と炎症反応との相互作用機構の解明を進める。そして、睡眠や炎症の新たな制御法を確立し、睡
眠障害や認知症・アルツハイマー病の予防に新たな戦略を導入する。 
 
３．研究の方法 
1) マウス睡眠解析：研究代表者が開発してきた非拘束条件下に、マウスの脳波と筋電、行動量
を測定してデジタル記録する睡眠バイオアッセイ系と、マウス脳波の周波数解析に基づくノン
レム睡眠・レム睡眠・覚醒の自動判定ソフト「スリープサイン」を利用して、様々な遺伝子操
作マウスや薬剤投与による睡眠覚醒の変化を測定する。 
2）遺伝子操作マウスの作成：H 型と L 型の PGD2 合成酵素、及び、DPと CRTH2 の 2種類の PGD2
受容体、それぞれの遺伝子欠損マウス、及び、H 型と L 型の PGD2 合成酵素の２重欠損マウス
は既に作製し、C57BL/6 系と BALB/c 系の２系統で維持している。さらに、ヒト型の H 型と L 型
の PGD2 合成酵素の大量発現マウスは FVB 系で維持している。H 型と L 型の PGD2 合成酵素、及
び、DP 受容体の flox マウスは C57BL/6 系を用いて作製した。様々な細胞特異的プロモーター
Cre マウスは、他施設から導入した。両者を交配して様々な細胞特異的遺伝子欠損マウスを作
製した。CRISPER/Cas-９法を用いて、DP受容体の N末端に Flag-tag を挿入、あるいは、C末端
側への IRES-Cre を挿入した TG マウスを作製した。これらのマウスを用いた Flag 抗体染色や蛍
光蛋白質の発現解析により DP 受容体の細胞局在を確認できる。 
3）DP と CRTH2 に対する抗体の作成：DP受容体と CRTH2 受容体の遺伝子欠損マウス(Balb/c 系)
を免疫して、マウス DP、マウス CRTH2、ヒト CRTH2 それぞれに対するモノクローナル抗体を作
製した。マウス CRTH2 に対するモノクローナル抗体は、当該受容体の細胞外ループの高次構造
を認識し、同受容体に対するアンタゴニストとしての機能性を示した（発表論文①）。 
4) H 型 PGD2 合成酵素の X線結晶構造解析と阻害剤開発：国際宇宙ステーションにある日本宇
宙実験棟の微小重力環境を利用した宇宙実験により、ヒト H 型 PGD2 合成酵素と阻害剤複合体
の高品質単結晶を作製する。そして、大型放射光施設 SPring-8 を使用して高分解能 X線結晶回
折データを収集し、高分解能構造座標を決定する。この構造座標を精密化して、TAS-205 と同
程度の薬効が期待できる阻害剤を理論的に設計する。 
5) デュシェンヌ型筋ジストロフィーモデルマウスでの筋委縮抑制実験：現在も有効な治療法の
無い遺伝的な難病であるデュシェンヌ型筋ジストロフィーのモデルマウス（mdx マウス）に、H 
型 PGD2 合成酵素阻害剤、CRTH2 受容体拮抗薬、DP 受容体拮抗薬を、生後 4週間から 8週間にか
けて投薬し、動物の行動量、骨格筋の障害により血液中に漏出する逸脱酵素であるクレアチニ
ン・キナーゼの血中濃度、骨格筋炎症に伴い産生される PGD2 の尿中代謝物濃度等を測定して、
筋壊死の抑制効果を調べる。 
 
４．研究成果 
1) PGD2 による睡眠誘発の情報伝達機構の解明 
1-1. くも膜細胞に分布する L型 PGD２合成酵素の睡眠調節への関与：脳では、L型 PGD2 合成酵
素は脳を包むクモ膜、脳室内で脳脊髄液の産生を行う脈絡叢、脳実質のオリゴデンドログリア
細胞に分布する。それぞれの細胞・組織特異的に本酵素を欠損させたマウスを作製して、睡眠
に対する効果を調べた。その結果、クモ膜特異的欠損マウスのレム睡眠量が僅かに増加したが、
生理的睡眠に関して、いずれの細胞特異的遺伝子欠損マウスもほとんど変化を示さなかった。
しかし、L型 PGD2 合成酵素の阻害剤として、野生型マウスに不眠を引き起こす SeCl4 を投与す
ると、脈絡叢やオリゴデンドログリア細胞特異的な遺伝子欠損マウスは野生型マウスと同じく
強力な睡眠抑制を示したが、クモ膜特異的遺伝子欠損マウスの睡眠は影響を受けなかった。こ
の結果は SeCl4 による睡眠抑制にはクモ膜の L型 PGD2 合成酵素が必須であり、脈絡叢やオリゴ
デンドログリア細胞で作られる PGD2 は睡眠に関与しないことを示唆する（発表論文㉕）。 
1-2. PGD２誘発睡眠におけるアデノシン A２A受容体の関与：我々は PGD2 誘発睡眠を仲介する
第二の睡眠物質はアデノシンであり、その睡眠誘発は主にアデノシン A2A 受容体を介して起き
ると提案してきた。これらの仮説を検証する目的で、アデノシン A2A 受容体遺伝子欠損マウス
を用いて、PGD2 の脳室内投与による睡眠誘発効果を調べた。その結果、アデノシン A2A 受容体
遺伝子欠損マウスは、低濃度 PGD2 投与による睡眠誘発を起こさなかったが、高濃度 PGD2 投与
では、野生型マウスに比べて睡眠誘発効果は低下したが、統計学的に有意にノンレム睡眠を増



加させた。従って、PGD2 誘発睡眠には、アデノシン A2A 受容体依存性と非依存性の 2種類の成
分が存在することが明らかとなった（発表論文④）。 
1-3. IL-1β誘発睡眠における PGD2 の関与：感染症などによる病理的な睡眠誘発には IL-1βや
TNFαなどのサイトカインが関与すると考えられている。これらのサイトカインによる睡眠誘発
に PGD2 が関与する可能性を検証する目的で、PGD2 誘発睡眠に必須の DP 受容体の遺伝子欠損マ
ウスを用いて、IL-1β投与による睡眠誘発を調べた。その結果、IL-1β投与による睡眠誘発は
DP 受容体欠損マウスでも野生型マウスと同程度に起こり、両者に差はなかった。さらに、非ス
テロイド性抗炎症薬の投与は、マウスやラットの PG産生を阻害したが、IL-1β投与による睡眠
に全く影響を与えなかった（発表論文⑦）。従って、IL-1β投与による睡眠誘発には PGD2 は関
与しないことが明らかになった。 
1-4. 睡眠覚醒調節における側坐核の重要性：我々はカフェインによる覚醒がアデノシン A2A
受容体欠損マウスでは起きないことを証明して、カフェインがアデノシン A2A 受容体に対する
拮抗薬として覚醒作用を示すことを証明し（Nat Neurosci 2004）、さらに、アデノ随伴ウイル
スを用いた RNA 干渉法を用いて、カフェイン覚醒に必要なアデノシン A2A 受容体は側坐核殻部
に局在することを証明した（J. Neurosci 2011）。そこで、アデノシン A2A 受容体プロモーター
の下流にチャネルロドプシンを挿入した遺伝子操作マウスを作製して、光刺激により睡眠誘発
される部位を調べた。その結果、側坐核核部のアデノシン A2A 受容体発現神経細胞を光刺激す
ると睡眠が誘発されることを見出した（発表論文④）。この側坐核核部のアデノシン A2A 受容体
発現神経細胞による睡眠誘発は、断眠による眠気の蓄積には関係しないことも明らかになり、
断眠依存的に活動が高まる腹外側視索前野（VLPO）の睡眠中枢とは異なる睡眠覚醒調節経路を
構成すると考えられる。 
2) マウス睡眠バイオアッセイシステムを用いた研究 
2-1. 睡眠誘発素材の探索：上記の研究用に開発したマウス用脳波・筋電測定系を利用して、様々
な食材や天然素材に含まれる睡眠誘発成分の同定を行った。その結果、亜鉛酵母（発表論文⑤）、
清酒酵母に含まれるメチルチオアデノシン（発表論文⑨⑪）、インド伝統医学アーユルベーダで
汎用される薬草アシュワガンダの睡眠成分トリエチレングリコール（発表論文⑥）、米糠に含ま
れるヒスタミン H1受容体拮抗作用を持つポリフェノール（発表論文⑬）、サトウキビや米糠に
含まれる植物ワックスの１種であるオクタコサノール（発表論文⑭）が、マウスに対してノン
レム睡眠の延長効果を示すことを見出した。これらの中で、亜鉛酵母と清酒酵母は睡眠サプリ
メントとして日本で商品化され、米糠ポリフェノールは韓国で商品化された。 
2-2. 新規睡眠導入薬スボレキサントによるカタプレキシー発作の証明：日本で新規睡眠導入薬
として認可され 2014 年末より発売が開始されたヒポクレチン（オレキシン）受容体拮抗薬スボ
レキサント（商品名ベルソムラ）が、その投与により内因性ヒポクレチン産生を強力に抑制し、
推奨用量でも野生型マウスに情動性の脱力発作（カタプレキシー）を起こすことを見出し公表
した（発表論文⑱、学会発表⑭⑮⑰⑲㉓、発表図書①）。 
2-3. ヒポクレチン遺伝子欠損マウスを用いたオレキシン補充療法の開発：ヒポクレチン遺伝子
欠損マウスはカタプレキシー発作を起こす。このマウスの脊髄クモ膜下腔にヒポクレチンを持
続注入することで、遺伝子欠損マウスのカタプレキシー発作を抑制できることを証明した（発
表論文㉒）。これはナルコレプシー患者の治療に直接利用できる技術である。 
2-4. 大麻成分Δ9-THC による癲癇発作：天然及び合成カンナビノイドを野生型マウスに投与す
ると、癲癇脳波が誘発されることを証明した。さらに、この癲癇発作はカンナビノイド CB1 受
容体拮抗薬の前投与により完全に抑制できることから、同受容体を介した作用であることも証
明した（発表論文⑰）。 
2-5. PGD2 大量発現によるペンチレンテトラゾール誘発癲癇の抑制：ヒト H型 PGD2 合成酵素大
量発現マウスを用いて、内因性 PGD2 の産生亢進により、ペンチレンテトラゾール誘発痙攣発作
が抑制されることを証明した（発表論文㉔）。 
3) 脂肪細胞における L型 PGD2 合成酵素・CRTH2 受容体系による脂質代謝制御機構の解明 
 L 型 PGD2 合成酵素と CRTH2 受容体は、繊維芽細胞の脂肪細胞への分化に伴って誘導され、脂
質代謝の制御に関わると予想される（発表論文⑫）。肥満制御における PGD2 のはたらきを調べ
るため、脂肪細胞で特異的に発現する aP2 遺伝子と AdipoQ 遺伝子のプロモーター下流に Cre
遺伝子を挿入したマウスを、L 型 PGD2 合成酵素-flox マウスと交配して、脂肪細胞特異的な L
型 PGD２合成酵素欠損マウスを作製し、高脂肪食を 11 週間与えて肥満に対する効果を調べた。
その結果、未成熟脂肪細胞から発現する aP2 遺伝子を用いた欠損マウスは、野生型マウスに比
べて体重増加が 20％以上減少し、内臓や皮下の脂肪量も減少した。さらに、糖尿病の指標とな
るインスリン感受性も改善された。一方、成熟脂肪細胞で発現する AdipoQ 遺伝子を用いて作
製した欠損マウスの体重増加は、野生型マウスと変化がなかった。今回の成果は肥満を調節す
る新たな酵素の発見であり、本酵素の活性を調節する化合物が抗肥満薬につながることが期待
される（発表論文㉖）。 
4) H 型 PGD2 合成酵素阻害剤と CRTH2 受容体拮抗薬によるデュシェンヌ型筋ジストロフィーモ
デルマウスの筋委縮抑制実験 
 現在も有効な治療法の無い遺伝的な難病であるデュシェンヌ型筋ジストロフィーのモデルマ
ウス（mdx マウス）に、H 型 PGD2 合成酵素阻害剤（HQL-79、TFC-007）、CRTH2 受容体拮抗薬
（Cay-10471、OC-000459）、DP 受容体拮抗薬（ONO-4127Na）を、生後 4 週間から 8 週間にかけ



て投薬し、動物の行動量、骨格筋の障害により血液中に漏出する逸脱酵素であるクレアチニン・
キナーゼの血中濃度、骨格筋炎症に伴い産生される PGD2 の尿中代謝物濃度等を測定して、筋壊
死の抑制効果を調べた。その結果、H型 PGD2 合成酵素阻害薬と CRTH2 受容体拮抗薬が筋壊死を
強力に抑制した。一方、DP受容体拮抗薬には筋壊死抑制効果は見られなかった。そして、H型
PGD2 合成酵素阻害薬の投与は、マウスの尿中 PGD２代謝物濃度を大きく低下させ、CRTH２受容
体拮抗薬と DP受容体拮抗薬は尿中 PGD２代謝物濃度を低下させなかった（未発表）。 
5) H 型 PGD2 合成酵素の X線結晶構造解析と阻害剤開発 
 国際宇宙ステーションにある日本宇宙実験棟の微小重力環境を利用した宇宙実験により、ヒト
H 型PGD2合成酵素と阻害剤TAS-205との複合体の高品質単結晶を作製した（発表論文②③）。そ
して、大型放射光施設Spring-8での高分解能X線結晶回折データを収集して、過去最高の分解能
（約1.5Å）の構造座標を決定した。この構造座標を精密化して、薬剤設計の分子モデリングを
行い、TAS-205と同程度の薬効が期待できる新規阻害剤を作製した（発表論文㉓）。 
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