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研究成果の概要（和文）：神経成長因子(NGF)存在下において、PC12細胞の神経突起伸張作用に対するプロスタ
グランジンD2（PGD2）単独刺激、PGD2/ヒスタミン併用刺激の影響、およびこれら刺激に対するエピナスチンの
効果を検討した。PGD2は神経突起伸張作用の有意な増加を示したが、ヒスタミンでは作用を認めなかった。
PGD2/ヒスタミン併用では、PGD2単独より神経突起伸張細胞率の更なる増加を認めた。PGD2とPGD2/ヒスタミン併
用による神経突起伸張細胞率の増加はエピナスチンにより有意に抑制された。
エピナスチンはPGD2単独およびPGD2/ヒスタミン併用刺激による神経突起伸張作用促進を抑制することが明らか
となった。

研究成果の概要（英文）：In the presence of nerve growth factor (NGF), the effects of prostaglandin 
D2 (PGD2) stimulation alone, PGD2 / histamine combination stimulation on neurite outgrowth of PC12 
cells, and the effect of epinastine on these stimulations were examined.PGD2 showed a significant 
increase in neurite outgrowth but no effect on histamine. PGD2 / histamine combination further 
increased neurite outgrowth cell rate than PGD2 alone. The increase of neurite outgrowth rate by 
PGD2 and PGD2 / histamine combination was significantly suppressed by epinastine.
Epinastine was found to suppress the promotion of neurite outgrowth by PGD2 alone and PGD2 / 
histamine combination stimulation.

研究分野：眼科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
プロスタグランジンD2とヒスタミンは相乗作用により、PGD2単独よりもPC12細胞における神経細胞伸張作用を促
進することがわかった。また、エピナスチンはPGD2単独およびPGD2/ヒスタミン併用刺激による神経突起伸張作
用促進を抑制することが明らかとなり、エピナスチン使用時に掻痒感の自覚症状が速やかに改善しているのは、
PGD2に対するエピナスチンの抑制作用が関与している可能性がある。
本研究において、かゆみの原因であるPGD2やヒスタミン、その相乗作用が掻痒感の増悪をもたらし、それらをタ
ーゲットとした新たな治療薬の可能性が示唆された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
アレルギー性結膜炎では花粉やダニ、ハウスダストなどを原因抗原とし、Ⅰ型アレルギー反
応が関与している。厚生省アレルギー総合事業疫学調査班の報告（1993 年）によると、人口の
約 15～20%がアレルギー性結膜疾患を有すると推定されており、近年ではさらにアレルギー性
結膜疾患を有する患者が増加していると考えられる。アレルギー性結膜炎では、他覚所見とし
て結膜充血、結膜浮腫、自覚症状としては掻痒感を生じる。掻痒感は日常生活の質を著しく損
ねる症状であり、いかに掻痒感をコントロールすることができるかということがアレルギー性
結膜炎において臨床上の問題点となる。 
アレルギー性結膜炎では、涙液中に外界から飛入したアレルゲンが結膜組織中のマスト細胞
上の抗原特異的 IgE 抗体を架橋することで脱顆粒が起こり、ヒスタミンをはじめとするケミカ
ルメディエーターが結膜局所に遊離される。主にヒスタミンが結膜の血管に作用し結膜充血、
血管浮腫を来たし、またヒスタミンは三叉神経の C 線維の自由終末に存在するヒスタミン H1
受容体に結合し、かゆみの原因となる。 
Ⅰ型アレルギー反応での脱顆粒の際には、ヒスタミンと同様、ロイトコリエンやプロスタグ
ランジン D2（PGD2）も遊離する。PGD2のアレルギー炎症における機能については不明な点が
多かったが、近年 PGD2はおもに受容体（DP 受容体と CRTH2）を介してアレルギー炎症に促進
的に働くことが報告されてきた(Science、2000)。しかしながら、アレルギー性炎症モデルにお
いても、血管内皮細胞や知覚神経の一種である三叉神経に対して PGD2がどのように関与して
いるかは不明である。 
現在、アレルギー性結膜炎に対してはⅠ型アレルギー反応を抑制する抗アレルギー点眼薬に
よる治療が主体となっている。抗アレルギー点眼薬としては、マスト細胞からメディエーター
遊離を抑制するメディエーター遊離抑制点眼薬と、マスト細胞から脱顆粒したヒスタミンが血
管や神経のヒスタミン H1受容体に結合するのを拮抗するヒスタミン H1受容体拮抗薬とに大別
される。抗アレルギー点眼薬でも自覚症状、他覚症状のコントロールが不良な場合も多く、そ
の場合には、ステロイドやシクロスポリン等の免疫抑制薬が必要となるが、これらには感染症
の合併、ステロイド緑内障など種々の副作用を引き起こす可能性がある点が問題となる。 
現在のところ、アレルギー性結膜炎において PGD2あるいはその受容体をターゲットとした
治療薬の開発には至っておらず、またヒスタミンと PGD2の相互作用等についてもいまだ解明
されていない。 
アレルギー性結膜炎モデルにおいて、PGD2を介したかゆみの分子メカニズムを解明すること
により、既存の治療で改善しないかゆみに対して、新たな治療法になり得るのではないかと考
えるに至った。 
 
２．研究の目的 
アレルギー性結膜炎は、Ⅰ型アレルギー反応により、結膜充血、結膜浮腫をきたす。アレル
ギー性結膜炎の自覚症状である掻痒感は、多くの患者の QOL 低下を招いていることが臨床上で
の大きな問題点となっている。現在アレルギー性結膜炎の誘因としてはヒスタミン以外に、プ
ロスタグランジン D2（PGD2）が知られているが、アレルギー性結膜炎において PGD2の炎症に
おける役割ならびに掻痒感のメカニズムについては、いまだ不明である。我々は PGD2による
炎症に伴う掻痒感の分子メカニズムの解明を行い、アレルギー性結膜炎の炎症に基づいた掻痒
感に対する新たな治療薬の開発を行うことを本研究での最終目標とする。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞 
ラット副腎褐色細胞腫由来の PC12細胞（ATCCより購入）を、10% horse serum、 5% fetal bovine 
serum（Thermo Fischer Scientific Inc.）、 100 U/ml penicillin Gおよび 100 µg/ml streptomycinを含
む RPMI1640培地（Thermo Fischer Scientific Inc.）で、5% CO2と 95% airの気相下、37℃で継代
培養した。実験には継代から 2日から 3日間培養した細胞を使用した。 
 
(2)神経突起形成の測定 
PC12細胞をⅣ型コラーゲンコートされた BioCoatTM Collagen Ⅳ 35mm Dish（コスモ・バイオ
株式会社）に 3×104 cells/dish で 2 日間培養した後スターブを行い、50 ng/mL Nerve growth 
factor-2.5S（NGF, SIGMA-ALDRICH）存在下で、PGD2（3 µM, Cayman chemical）あるいはヒス
タミン（100 µM, SIGMA-ALDRICH）単独あるいは併用で刺激した。エピナスチン塩酸塩（100 
µM, 東京化成工業株式会社）はこれら刺激の 1時間前に処置した。3日後に 3.7%ホルムアルデ
ヒド水溶液で細胞を固定し、位相差顕微鏡を用いて細胞観察を行った。一視野あたり 200個以
上の細胞をカウントし、全細胞数に対する神経突起が認められた細胞数の割合（神経突起伸長
細胞率）を算出し、平均値+標準偏差で示した。 
 
(3)統計学的処理 
NGF 処置群（control）、PGD2刺激群、ヒスタミン刺激群および PGD2／ヒスタミン併用刺激群
の神経突起伸長細胞率について、Tukeyの多重比較検定を行った。また、NGF処置群（control）、
PGD2刺激群およびエピナスチン塩酸塩前処置群の間、NGF処置群（control）、PGD2／ヒスタミ



ン併用刺激群とエピナスチン塩酸塩前処置群の間で、それぞれ Tukeyの多重比較検定を行った。 
p<0.05のとき統計学的に有意とした。 
 
1． 研究成果 
(1)PGD2 単独刺激、ヒスタミン単独刺激および    
PGD2/ヒスタミン併用刺激による神経突起伸長NGF
（50 ng/mL）存在下での control、PGD2単独（3 µM）、
ヒスタミン単独（100 µM）、PGD2／ヒスタミン併用
刺激による神経突起伸長細胞率を図 1 に示した。
PGD2 刺激では control と比較して神経突起伸長細
胞率の有意な増加を認めた。一方、ヒスタミン刺激
では controlと差異を認めなかった。PGD2／ヒスタ
ミン併用刺激では、control、PGD2 刺激あるいはヒ
スタミン刺激に比べ神経突起伸長細胞率の有意な増
加を認めた。 
 
(2) PGD2刺激による神経突起伸長におけるエピナスチン塩酸塩の抑制効果 
NGF（50 ng/mL）存在下での PGD2（3 µM）刺激

による神経突起伸長細胞率の増加に対するエピナ

スチン塩酸塩（100 µM）の抑制効果を図 2に示し

た。PGD2刺激により control と比較して有意に増

加した細胞突起伸長細胞率は、エピナスチン塩酸

塩前処置により有意に低値を示し、エピナスチン

塩酸塩は PGD2による神経突起伸長を抑制するこ

とが明らかとなった。 

 
(3)PGD2/ヒスタミン併用刺激による神経突起伸長におけるエピナスチン塩酸塩の抑制効果 
 NGF（50 ng/mL）存在下での PGD2（3 µM）／ヒ

スタミン（100 µM）併用刺激による神経突起伸長

細胞率の増加に対するエピナスチン塩酸塩（100 

µM）の抑制効果を図 3 に示した。PGD2／ヒスタ

ミン併用刺激により control と比較して細胞突起

伸長細胞率は有意に増加した。PGD2／ヒスタミン

併用刺激による神経突起伸長細胞率の増加は、エ

ピナスチン塩酸塩前処置により有意に低値を示し、

エピナスチン塩酸塩は PGD2／ヒスタミン併用刺

激による神経突起伸長作用を抑制することが明らかとなった。 
 
(4)各種刺激による PC12細胞の形態変化（NGF存在下）  
神経突起伸長に対する control（50 
ng/mL NGF単独）群、PGD2（3 µM）
刺激群、ヒスタミン（100 µM）
刺激群、PGD2／ヒスタミン併用
刺激群、エピナスチン塩酸塩（100 
µM）前処置後 PGD2刺激群および
エピナスチン塩酸塩前処置後
PGD2／ヒスタミン併用刺激群の
培養 3日後の細胞形態を図 4に示
した。PGD2 刺激により神経細胞
突起の伸長が認められ、ヒスタミ
ン刺激では何ら変化を認めなか
った。PGD2 とヒスタミンを併用
刺激することにより PGD2単独刺



激よりもさらに伸長が増強された。また、エピナスチン塩酸塩の前処置は PGD2 および PGD2

／ヒスタミン併用刺激による神経突起伸長を抑制した。 
 
本研究により、PGD2は NGF存在下において神経突起の伸長促進作用を示すことが明らかに
なった。PGD2代謝物の 15-デオシキ-Δ12,14-プロスタグランジン J2が NGF存在下で神経突起伸長
作用を有すること、15-デオキシ-Δ12,14-プロスタグランジン J2による作用には PGD2受容体であ
る CRTH2が関与していることが報告されており、今回認められた PGD2による神経突起伸長作
用は同様の機序で生じていると考えられた。本検討ではさらに、PGD2による神経突起の伸長促
進作用がヒスタミン共存により増強されることが明らかとなった。モルモットから単離培養し
た三叉神経節細胞にヒスタミンあるいは PGD2を作用させると、単独で観察される神経細胞の
活動電位の変化が併用により増強されると報告されている。今回の結果においても併用による
神経突起伸長の増強が確認されたことから、PGD2とヒスタミンは何らかの作用機序を介して互
いに神経細胞の活性化を増強し、アレルギー疾患の症状発現および増悪に重要な役割を果たし
ていることが示唆された。 
本研究において、エピナスチン塩酸塩は PGD2による神経細胞突起伸長を有意に抑制した。
エピナスチン塩酸塩点眼液は PGD2によるモルモットの眼引っ掻き行動を抑制することが既に
報告されている。今回の試験結果はこの in vivo 結果と一致しており、エピナスチン塩酸塩が
PGD2に対し抑制作用を有することが確認された。結果は提示していないが NGF単独作用時に
認められる神経突起伸長をエピナスチン塩酸塩は抑制しなかった。この結果もエピナスチン塩
酸塩が PGD2に対して抑制作用を示すことを裏付けるものと考えられる。なお、本抑制作用に
おけるエピナスチン塩酸塩の作用機序については更なる詳細な検討が必要である。 
今回、PGD2とヒスタミンの併用により、神経細胞の伸長に対して相乗作用が認められたことか
ら、痒みの過敏反応においても PGD2とヒスタミンが何らかの相互作用を果たしている可能性
が示唆された。アレルギー性結膜炎における神経線維伸長の関わりは十分に解明されていない
が、ヒスタミンを点眼したときの結膜の過敏性は健常人に比してアレルギー性結膜炎患者で亢
進しているとの報告がある。この結膜過敏反応には、PGD2による神経細胞のヒスタミン感受性
増加に加えて、本検討で観察された神経突起伸長の増強が関与しているかもしれない。
Mizoguchi らは、花粉症患者の初期療法においてエピナスチン塩酸塩点眼液がオロパタジン塩
酸塩点眼液よりも自覚症状スコアを有意に低減させると報告している。エピナスチン塩酸塩点
眼液の初期療法における自覚症状に対する優れた有効性は、PGD2に対する抑制作用が部分的に
関与しているのかもしれない。 

PGD2は NGF存在下において神経突起の伸長促進を示し、その作用はヒスタミンとの併用に
より増強することが明らかとなった。また、エピナスチン塩酸塩は、PGD2単独およびヒスタミ
ン併用により増強された神経突起の伸長促進を抑制することが明らかになり、これらの作用が
エピナスチン塩酸塩の抗アレルギー作用の一部を担っていると考えられる。 
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