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研究成果の概要（和文）：本研究では、生理活性脂質LTB4と免疫応答の関わりを明らかにし、その受容体BLT1を
免疫疾患の新たな創薬標的として提起することを目的として研究を行った。その結果、BLT1の新規結合分子とし
てRAGEを同定することができた。RAGEは糖尿病やアテローム性動脈硬化、アルツハイマー病など、様々な慢性炎
症疾患と関わりがあり、また、RAGEは、加齢依存的に発現上昇することが報告されており、加齢依存的にBLT1シ
グナルが増強される可能性も考えられる。RAGEを阻害することでLTB4-BLT1経路を抑制することができれば、炎
症部位への遊走などを止められる可能性があり、新規の創薬標的となりうるだろう。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated the role of LTB4-BLT1 axis in 
neutrophils and dendritic cells. We found that BLT1 interacts with receptor for advanced glycation 
end products (RAGE), which is important receptor for the regulation of various chronic inflammatory 
diseases including diabetes, atherosclerosis, Alzheimer's diseases and etc. We also showed that RAGE
 enhances LTB4-BLT1-dependent neutrophil migration in vitro and in vivo through the activation of 
MEK-ERK signaling pathway. RAGE is known to be up-regulated by aging, so it might be possible that 
BLT1 signaling is exaggerated by aging through RAGE induction in vivo. If we can inhibit RAGE, we 
might also inhibit LTB4-BLT1 signaling, and subsequent infiltration of neutrophils into inflammatory
 area. We therefore propose RAGE as a novel therapeutic target for various inflammatory diseases by 
targeting LTB4-BLT1 signaling.

研究分野： 脂質免疫学

キーワード： 生理活性脂質　好中球　樹状細胞　GPCR　ロイコトリエンB4　BLT1
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１．研究開始当初の背景 
	 我々はこれまでに、LTB4の高親和性受容体
である BLT1 を世界に先駆けて遺伝子同定し
(Yokomizo, Nature 1997)、その遺伝子欠損マウ
スの表現型解析を行ってきた。その結果、
BLT1欠損マウスでは、Th1、Th2、Th17応答
の全てが減弱するという興味深い知見を得
た(Toda, Biochimie, 2010, Terawaki, J Immunol, 
2005, Kihara, BBRC, 2009)。また BLT1が、リ
ンパ球に発現し免疫反応を制御するという
知見も報告され(Tager, Nat Immunol, 2003)、
LTB4-BLT1経路の免疫応答における役割が注
目されている。 
申請者は独自に樹立した抗マウス BLT1 単ク
ローン抗体を用いて、DCにおける BLT1の解
析を行ってきた。その結果、BLT1 の発現量
が異なる DC サブセット(BLT1hi DC、BLT1lo 
DC)を見出した(図 1)。 

	 これらの DC サブセットは、TLR9 リガン
ドに対するサイトカイン産生能、細胞内シグ
ナル伝達経路、TLR9 の細胞内局在の点で異
なっていた。 TLR9 には endosome 型と
endolysosome型が存在し、どちらのタイプで
あるかによって下流の経路を変えることが
報告されている (Ewald, Nature, 2008)。この
ような背景から申請者は、「LTB4-BLT1 経路
が DC において TLR9 の細胞内局在を変動さ
せ、下流のシグナル伝達経路のスイッチング
を行う」と考えた(図 2,仮説 1)。 

 一方で古くから炎症細胞として知られて
きた好中球は、近年の報告により免疫応答の

重要な調節細胞として考えられるようにな
ってきた。好中球は、①ケモカインを産生し、
T 細胞遊走を促進すること、②DC が取り込
むべき抗原を貪食することで免疫抑制に働
くこと、③Neutrophil Extracellular Traps (NETs)
を放出することで、DC の TLR9 を活性化す
ることが報告されている(Mantovani, Nat Rev 
Immunol, 2011)。BLT1は好中球に発現し、遊
走、活性化に関わることが知られているが
(Lammermann, Nature, 2013)、好中球を介した
免疫応答における LTB4-BLT1 経路の役割に
ついてはほとんどわかっていない。そこで申
請者は、「LTB4-BLT1 経路は好中球由来 NETs
が DC の TLR9 を活性化するのに関与し、好
中球を介した免疫応答制御に関与する」と考
えた(図 3, 仮説 2)。 
 

２．研究の目的 
	 生理活性脂質ロイコトリエンB4(LTB4)の高
親和性受容体 BLT1 は、好中球やマクロファ
ージに発現し、炎症反応惹起に重要であるこ
とが知られている。一方で BLT1 がエフェク
ターT リンパ球にも発現することが近年報告
され、炎症反応だけでなく免疫応答における
BLT1の役割が注目されている。本研究では、
①免疫応答の司令塔である「樹状細胞」と、
②近年、免疫調節にも重要な働きをすること
が示されている「好中球」に着目し、
LTB4-BLT1経路の免疫反応における機能解析
を行う。また、③「樹状細胞-好中球」の相互
作用にも着目し解析する。本研究では、以上
の研究を遂行する事により、生理活性脂質
LTB4と免疫応答の関わりを明らかにし、その
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受容体 BLT1 を免疫疾患の新たな創薬標的と
して提起することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
	 本研究では、1) 好中球における LTB4-BLT1
経路の免疫調節機能に対する役割の解明(in 
vitro, in vivo)、2) DCにおける LTB4-BLT1経路
の TLR9 細胞内局在に与える影響の解析(in 
vitro)、3) DCにおけるLTB4-BLT1経路の TLR9
シグナルに与える影響の解析(in vivo)、4) 好
中球とDCのNETs-TLR9経路を介した免疫応
答制御機構における LTB4-BLT1 経路の役割
の解明(in vitro, in vivo)を行う。 
	
４．研究成果	
	 申請者は、免疫沈降によるスクリーニング
を用いて、BLT1 の新規結合因子として終末糖
化産物受容体（RAGE）を見出した（図 4）。こ
の際、BLT1 と同じく走化性 Gタンパク質共役
型受容体である CXCR4 は RAGE と相互作用し
なかった（図 4C）。これは BLT1 が非 GPCR の
受容体と結合することを初めて見出したも
のになる。	

図 4.	BLT1は RAGEと相互作用する。A.	FLAG-BLT1を FLAG
抗体で免疫沈降し、HA-RAGE を HA 抗体で検出した。B.	

HA-RAGE を HA 抗体で免疫沈降し、FLAG-BLT1 を FLAG 抗

体で検出した。C.	HA-RAGE を HA 抗体で免疫沈降し、BLT1

と CXCR4 を検出した。	

	
次にこれらの相互作用が、LTB4 依存的な
GTPgammaS の結合および細胞内 Ca2+変動に影
響を及ぼすか検証した。その結果、BLT1 過剰
発現によって誘導された LTB4 の容量依存的
な GTPgammaS の結合および Ca2+動員は、RAGE
をさらに過剰発現させても、全く影響されな
いことがわかった（図 5）。	
さらに他のシグナル伝達経路への影響を検
証するべく、LTB4-BLT1 経路は MEK-ERK 経路
に影響することが知られているため、
MEK-ERK 経路に対する RAGE の影響を調べた。
その結果、RAGE は、LTB4-BLT1 依存的な ERK
の活性化を 2分をピークとして増強すること
がわかった（図 6A）。さらにこれら RAGE 依存
的な ERK の増強効果は、Gi 阻害タンパク質
PTX と Gq/11 阻害剤 YM-254890 によって、Gi
よりもむしろ Gq/11 を介したものであること
がわかった（図 6C,	6D）。一方、LTB4-BLT1
を介した Akt の活性化は、Gq/11 よりも Gi 依
存的であった（図 6C,	6D）。	
	

図 5.	RAGE は BLT1 依存的な GTPgammaS の結合および細

胞内 Ca2+動員に影響しない。A.	LTB4 の容量依存的な

GTPgammaS の結合。RAGE 過剰発現の影響は見られない。

B.	LTB4 の容量依存的な Ca2+動員。RAGE 過剰発現の影響

は見られない。	

図 6.	RAGE は BLT1 依存的な MEK-ERK 経路の活性化を増

強する。A.	LTB4 による時間依存的な ERK のリン酸化。

RAGE 過剰発現により増強されている。B.	LTB4 による ERK

のリン酸化。RAGE 過剰発現により増強されるが、Gi 阻

害薬 PTX により少しだけ抑制される。C.	LTB4 による ERK

のリン酸化。RAGE 過剰発現により増強されるが、Gq/11

阻害剤である YM-254890 によりかなり抑制される。	

dispensable for LTB4-BLT1-dependent GTPgS binding
and Ca2+ mobilization.

RAGE enhances LTB4-BLT1-dependent
phosphorylation of ERK

Because ERK is one of the most well-known kinases
downstream of the GPCRs (32), we next analyzed the
effect of RAGE expression on LTB4-BLT1-dependent
ERK phosphorylation. Consistent with previous reports
(33, 34), LTB4 stimulation ofHeLa cells expressingBLT1
induced phosphorylation of ERK, which was enhanced
by coexpression of RAGE (Fig. 3A). RAGE expression
alone did not activate ERK without BLT1, suggesting
possible synergistic activation of ERK by BLT1 andRAGE
(Fig. 3B). Because a previous report suggests BLT1 acts
primarily through PTX-sensitive Gi subfamilies of G-
proteins to activate ERK kinase (1), we investigated the
effect of PTX pretreatment on LTB4-BLT1-dependent
ERK activation. To our surprise, BLT1-dependent ERK
phosphorylation was not attenuated by PTX treatment in
HeLa cells, whereas BLT1-dependent Akt phosphoryla-
tion was completely abolished by PTX treatment. In ad-
dition, PTX treatment abolished only RAGE-dependent
enhancement of ERK phosphorylation (Fig. 3C). Fur-
thermore, to investigate whether another Ga subunit is
involved in LTB4-BLT1-dependent phosphorylation of
ERK and Akt inHeLa cells, we examined the effect of the
Gaq/11 inhibitor YM-254890 (35). BLT1-dependent ERK
phosphorylation was almost completely inhibited, whereas

Akt phosphorylation was slightly attenuated by YM-254890
treatment in HeLa cells (Fig. 3D). Our data indicated that
LTB4-BLT1-dependent ERK phosphorylation was medi-
ated mainly by Gq/11 and partially by Gi in our system, and
both Ga subunits were likely involved in RAGE-dependent
enhancement of ERK phosphorylation.

RAGE suppresses LTB4-BLT1-dependent induction of
proinflammatory cytokines, chemokines, and NF-kB
signaling by enhancing the MEK-ERK pathway

We next analyzed the effects of RAGE on LTB4-induced
production of cytokines and chemokines. LTB4 in-
duced the expression of TNF-a, IL-8 (CXCL8) and
CXCL2 in BLT1-expressing HeLa cells, and RAGE
overexpression significantly suppressed LTB4-BLT1-
dependent up-regulation of these cytokines and chemo-
kines (Fig. 4A). On the other hand, the expression of IL-18
was not directly regulated by LTB4 and was not changed
by coexpression of RAGE (Fig. 4B). Because the LTB4-BLT1
axis is known to activate NF-kB (9, 18, 36), we measured
NF-kB activity in a reporter assay. As expected, LTB4 in-
duced NF-kB reporter activity, and this effect was partially
suppressed by RAGE overexpression (Fig. 4C). Basal and
LTB4-dependent NF-kB activities were abolished by mutat-
ing all of theNF-kBREs in the reporter plasmid, confirming
the specificity of NF-kB activity (Fig. 4C). Furthermore,
RAGE-dependent inhibition of LTB4-BLT1-dependent
NF-kB activity was completely abrogated by addition of
the MEK inhibitor PD0325901 (Fig. 4D). Consistent with
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Figure 1. RAGE interacts with BLT1 in mammalian cells. A, B) HeLa cells stably expressing FLAG-tagged human BLT1 (FLAG-
BLT1) were transfected with an expression vector for N- or C-terminally HA-tagged human RAGE (HA(N)-RAGE or HA(C)-
RAGE). C) HeLa cells were transfected with an expression vector for HA(C)-RAGE, and FLAG-BLT1 or FLAG-tagged human
CXCR4 (FLAG-CXCR4). FLAG-BLT1 and HA-RAGE were immunoprecipitated with anti-FLAG antibody (A) and anti-HA
antibody (B, C), respectively. Immunoprecipitated (IP) proteins (IP:anti-FLAG and IP:anti-HA) and total lysates (input) were
then analyzed by Western blot with anti-HA antibody (for RAGE), anti-BLT1 antibody, or anti-CXCR4 antibody. Arrows: the band
for the heavy chain of IgG used for immunoprecipitation. The results are representative of 3 independent experiments.
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the results of the reporter assay, MEK inhibition reversed
theRAGE-dependent suppression of TNF-a induction (Fig.
4E). Because murine bone marrow–derived neutrophils
and RA-differentiated HL-60 cells endogenously express
BLT1 and RAGE, we confirmed the effect of endogenous
RAGE on LTB4-BLT1-dependent induction of cytokines
in these cells. LTB4 increased CXCL2 mRNA expression
in wild-type (WT) and RAGE knockout (KO) neutrophils,
and RAGE deficiency significantly increased LTB4-induced
CXCL2 expression (Fig 4F). The expression levels of TNF-a,
IL-8, andCXCL2 inLTB4-stimulatedHL-60 cells were slightly
higher than in vehicle-treated HL-60 cells and were signifi-
cantly up-regulated by addition of sRAGE, an inhibitory
protein for RAGE signaling, in a dose-dependent manner
(Fig. 4G). In contrast, themRNA expression of IL-18 was not
up-regulatedbyLTB4,andorbyadditionof sRAGE(Fig. 4H).
In addition, the expression levels of these cytokines were not
up-regulated by sRAGE alone (in the absence of LTB4), and
the endotoxin level of sRAGE recombinant protein was
negligible (data not shown). These results indicate that
RAGE suppresses LTB4-BLT1-dependent NF-kB signaling
andcytokine inductionbyenhancing theMEK-ERKpathway.

Genetic and pharmacologic inhibition of RAGE
attenuates LTB4-dependent migration of neutrophils
in vitro and in vivo

It iswidelyknownthatLTB4 is apotent lipidchemoattractant
for neutrophils, which is mediated by BLT1 (14, 37). To
investigate the effect of RAGE on LTB4-BLT1-dependent
neutrophil migration, we performed a chemotaxis assay us-
ing the TaxiScan-FL. Bone marrow-derived neutrophils
fromWTorRAGEKOmicewere collected and subjected to
the chemotaxis assay with LTB4. The mean migration ve-
locity of RAGE KO neutrophils was lower than that of
WT cells, whereas directionality was increased in RAGE KO
neutrophils (Fig. 5A). We next determined the effect of the
RAGE-inhibitory protein sRAGE on LTB4-BLT1-dependent
neutrophil migration. The mean migration velocity was sig-
nificantly reduced, whereas directionality was increased in
sRAGE-treated WT neutrophils in a dose-dependent fash-
ion (Fig. 5B). Consistently, pharmacological inhibition of
RAGE by FPS-ZM1 (FPS), a RAGE-inhibitory compound,
attenuated LTB4-dependent neutrophil migration and up-
regulated the directionality of WT neutrophils (Fig. 5C).
Neither sRAGE nor the FPS compound had an effect on
neutrophils from RAGE KO mice, suggesting that their ef-
fects are RAGE specific. To further assess the specificity of
BLT1 in the LTB4-dependent neutrophil migration, we per-
formed a chemotaxis assay in BLT1 KO mice. The mean
migration velocity and directionality toward LTB4 gradient
were dramatically decreased in BLT1 KO neutrophils in
vitro(Fig. 5D).Wehavealready reported that leukotrieneB4
receptor 2 (BLT2) is a low-affinity receptor for LTB4 (38),
but BLT2 is now regarded as a high-affinity receptor for
12-HHT (39). Therefore, we next evaluated BLT2’s in-
volvement in neutrophils migration. As a result, 12-HHT,
which is an endogenous ligand for BLT2, had no chemo-
tactic effect on neutrophils (Fig. 5E). Thus, these results
suggest that LTB4-dependent neutrophil migration is me-
diated only by BLT1, not by BLT2.

Furthermore, to investigate the physiologic effect of
RAGE on LTB4-dependent neutrophil migration, we per-
formed in vivo neutrophil recruitment experiments in an
LTB4-induced peritonitis mouse model. The degree of
neutrophil infiltration was assessed 4 h after intraperito-
neal administrationofLTB4.Thepercentageof infiltrating
mature neutrophils (Gr-1++ CD11b+ cells) in RAGE KO
mice after LTB4 injection was significantly lower than that
in WT mice, whereas RAGE deficiency did not affect the
percentage of mature neutrophils in vehicle-injectedmice
(Fig. 6A, B). Furthermore, to confirm the specificity of
BLT1 in the LTB4-induced neutrophil recruitment ex-
periment in vivo, we performed this experiment in BLT1
KO mice. The percentage of infiltrating mature neutro-
phils in BLT1 KOmice was significantly lower than that in
WT mice (Fig. 6C, D).These results indicate that RAGE
potentiates LTB4-dependent neutrophil migration in vitro
and in vivo.

RAGE deficiency suppresses LTB4-BLT1-dependent
phosphorylation of ERK in neutrophils

We next addressed the molecular mechanisms by which
RAGE affects LTB4-dependent neutrophil migration. We
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Figure 2. RAGE is not involved in LTB4-BLT1-dependent
G-protein activation and Ca2+ mobilization. A) [35S]GTPgS
binding assay was performed by using the membrane fraction
from HeLa cells stably expressing BLT1 and/or RAGE. B)
HeLa cells stably expressing BLT1 and/or RAGE were loaded
with Fluo-8 AM and LTB4-induced Ca2+ mobilization was
measured. All results are representative of 2 independent
experiments. Data are means 6 SE (n = 3 experimental
replicates). ns, not significant. ***P , 0.001, 2-way ANOVA.
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found that RAGE potentiates LTB4-BLT1-dependent
phosphorylation of ERK (Fig. 3). Thus, we examined
ERK phosphorylation in bone marrow–derived neutro-
phils from WT or RAGE KO mice. As shown in Fig. 7A,
LTB4-dependent ERK phosphorylation in RAGE KO neu-
trophils was significantly reduced compared with that in
WTneutrophils. Furthermore,LTB4-dependentneutrophil

migration was suppressed, and directionality was increased
after treatment with the MEK inhibitors PD0325901 or
U0126 (Fig. 7B), which is consistent with the effect of RAGE
deficiency or inhibition (Fig. 5). These data suggest that the
attenuation of LTB4-dependent neutrophil migration by
RAGE deficiency results from the suppression of ERK
phosphorylation.
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	 次に LTB4 依存的な炎症性サイトカイン産
生への RAGE の影響を検証した。その結果、
RAGEはLTB4-BLT1依存的な炎症性サイトカイ
ンの発現を特異的に抑制することがわかっ
た（図 7A,	7B）。この時、NF-kappaB の活性
は抑制されており、サイトカインの抑制は、
NF-kappaB の抑制によるものと推察された
（図 7C）。次にこれらの細胞を MEK 阻害剤 PD
を加えることで、RAGE による ERK の増強が
NF-kappaB および炎症性サイトカインの抑制
に寄与するか検証した。その結果、PD により
これらの現象はキャンセルされた（図 7D、7E）。
さらに、内因性の RAGE も同様の現象を引き
起こすか、RAGE	KO から好中球を単離し、炎
症性サイトカインの発現を見て見たところ、
LTB4 依存的なサイトカインの発現は増強さ
れていた（図 7F）。また、RAGE の阻害タンパ
ク質である soluble	RAGE	(sRAGE)を加えたと
ころ、やはり LTB4 依存的な炎症性サイトカ
インの産生を特異的に増強した（図7G,	7H）。
これらの結果は、RAGE が LTB4-BLT1 依存的な
炎症性サイトカインの産生を MEK-ERK の増強
を介して抑制することを示唆するものであ
る。

図 7.	RAGE は BLT1 依存的な炎症性サイトカインの産生

を抑制する。A.	 LTB4 による炎症性サイトカイン

（TNF-alpha、IL-8、CXCL2）の発現増強が RAGE 過剰発

現によって抑制される。B.	炎症性サイトカインである

IL-18 は LTB4 により発現誘導されず、RAGE 過剰発現に

よる産生抑制も見られない。C.	NF-kappaB プロモーター

アッセイ。100	nM	LTB4	を処理した 7時間後の結果。D.	

MEK阻害剤PDを処理したNF-kappaBプロモーターアッセ

イ。E.	定量的 RT-PCR の結果。RAGE 依存的なサイトカイ

ン抑制が PD によるキャンセルされる。F.	RAGE 遺伝子欠

損マウス由来好中球に 100	nM	LTB4 を処理した。3 時間

後に解析した。G,	H.	レチノイン酸刺激 HL-60 を用いて

LTB4、soluble	RAGE	(sRAGE)の影響を定量的 RT-PCR を

用いて解析した。*p<0.5,	**p<0.01,	***p<0.001,	2-way	

ANOVA	with	Bonferroni	post	hoc	tests	(A-F),	1-way	

ANOVA	with	Dunnett	post	hoc	tests	(G,H)。	

	 次に LTB4 依存的な好中球の走化性に対す
るRAGEの影響を検証した。野生型およびRAGE
遺伝子欠損マウスから好中球を単離し、
TaxiScan を用いて調べたところ、野生型に比
べて RAGE 遺伝子欠損好中球は LTB4 に対する
走化性が弱いことがわかった（図 8A）。これ

は、RAGE の阻害タンパク質である sRAGE を用
いても容量依存的に阻害された（図 8B）。ま
た、RAGE 阻害剤である FPS を用いても同様の
現象を確認した（図 8C）。なお、FPS および
sRAGEの効果はRAGE遺伝子欠損好中球におい
ては見られなかったので、それぞれの阻害効
果はRAGE特異的であると考えられる（図8C）。
さらにこの系は、LTB4-BLT1 経路に依存して
おり、BLT2 の内因性リガンドである 12-HHT
は全く影響を及ぼさないことを確認してい
る（図 8D,	8E）。	

図8.	RAGEはLTB4-BLT1依存的な走化性を促進する。A-C.	

RAGE 遺伝子欠損、sRAGE、FPS、3 種類の阻害様式を用い

て、LTB4 依存的な走化性を検証した。D.	LTB4 依存的な

走化性は、BLT1 遺伝子欠損マウス由来好中球では全く起

きなかった。E.	12-HHT(100	nM)は好中球の走化性を起

こさなかった。	

	
さらに図 8で見られた RAGE の LTB4 依存的な
走化性に対する影響を in	vivo で検証するた
めに、LTB4 腹腔内投与による腹膜炎モデルを
用いて検証した。その結果、野生型では、
Gr-1+CD11b+で示される成熟好中球の腹腔内
浸潤が LTB4 依存的に起きるのに対し、RAGE
遺伝子欠損マウスでは、引き起こされなかっ
た（図 9A,	9B）。なお、この走化性は、BLT1
遺伝子欠損マウスにおいては完全に消失し
たため、in	vitro と同じく、LTB4-BLT1 経路
に依存したモデルであることを確認してい
る（図 9C,	9D）。	

図 9.	LTB4 依存的な腹腔内好中球浸潤は、RAGE に

より促進される。A-D.	15	µg	LTB4 を腹腔内投与
し、4時間後の腹腔浸潤細胞を解析した。	

DISCUSSION

BLT1 is a chemotactic receptor for neutrophils and is
conserved in various animal species, including rat (40),
guinea-pig (41), and zebrafish (42). To date, several stud-
ies have shown that the LTB4-BLT1 axis plays important
roles in neutrophil migration and protection against in-
vasion by foreign organisms (1, 2, 14, 43). Despite the well-
known role ofBLT1 inneutrophil chemotaxis, the binding
proteins that modulate LTB4-BLT1 signaling have not
been identified. In the present study, we characterized
RAGE as a novel BLT1-binding protein. We also demon-
strated that RAGE suppressed LTB4-BLT1-dependent NF-
kB activation, and enhanced LTB4-dependent neutrophil
migration (Fig. 8). RAGE-dependentmodulation of BLT1
signaling is mediated by potentiation of MEK-ERK signal-
ing. Other reports have shown that, like BLT1, RAGE is

involved in neutrophil chemotaxis (44, 45). RAGE recog-
nizes a variety of ligands, including cytokine-like S100 pro-
teins, amyloid b, and high-mobility group box (HMGB)-1
(23). TheRAGE ligands, S100A8 and S100A9 constitute up
to 45% of all cytosolic proteins in neutrophils and acceler-
ate neutrophil chemotaxis (44, 45). Those reports support
our results that RAGE cooperatively promotes LTB4-
dependent neutrophil migration. In this study, we were
unable to evaluate the endogenous interaction between
RAGEandBLT1becauseof the lack of a specific antibody
that recognizes and immunoprecipitates endogenous RAGE
or BLT1. However, we were able to show that genetic and
pharmacologic inhibition of endogenous RAGE signaling
attenuates LTB4-BLT1 signaling in differentiated human
HL-60 cells andmouse neutrophils in vitro and in vivo (Figs.
4E, 5, and 6), suggesting functional interplay between en-
dogenous RAGE and BLT1.
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ANOVA with the Dunnett post hoc test (G, H ).
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An important finding of our study is that RAGE en-
hances BLT1-dependent ERK activation and subsequently
modulates downstream NF-kB activation and chemotaxis.
Although the relationship between NF-kB activation and
theMEK-ERK pathway is controversial, in accordance with
our results, several studies have reported that the MEK-
ERK pathway negatively regulates NF-kB activation. These
reports show that the MEK-ERK pathway controls phos-
phorylation of the p65 NF-kB subunit or NF-kB-binding
protein, TATA-bindingprotein (46, 47). In addition,MEK-
ERK signaling has been shown to contribute to neutrophil
migration (33, 48), and Fuhler et al. (49) showed that IL-8
induces neutrophil chemotaxis through the activation of

MEK-ERK signaling and the downstream small GTPase
Rac protein. Nakamae-Akahori et al. (50) demonstrated
that granulocyte colony-stimulating factor enhances neu-
trophil migration viaMEK-ERK activation, and that effect
is associated with redistribution of F-actin and phosphory-
lationofmyosin light chain.Basedonour studies and those
of others, it is therefore reasonable to hypothesize that
RAGE-dependent enhancement of MEK-ERK signaling
contributes to both suppression of NF-kB and acceleration
of neutrophil migration. Although previous reports showed
that RAGE signaling activates NF-kB and promotes in-
flammation, we revealed that RAGE suppresses LTB4-
BLT1-dependent induction of proinflammatory cytokines
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Figure 5. Inhibition of RAGE signaling attenuates LTB4-dependent migration of murine neutrophils. A) Bone marrow–derived
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andNF-kBsignaling in the current study.Ourdata showed
that RAGE overexpression itself had no effect on cytokine
expression andNF-kB activity inHeLa cells (Fig. 4A, C). A
RAGE inhibitory protein, sRAGE, also did not show any
consistent effect on cytokine expression in differentiated
HL-60 cells in the absence of LTB4 stimulation (data not
shown). These data suggest that RAGE-dependent sup-
pression of cytokine expression does not occur in the steady
state.Thus, anti-inflammatory functionofRAGEto suppress
cytokine production occurs only when BLT1 is activated
by LTB4. These anti-inflammatory and proinflammatory
functions of RAGE on LTB4-BLT1 signaling may appear to
be contradictory. However, similar controversial effects of
some molecules have been reported in many publications.
Forexample,TNF-ahasbeenreported for its dual effects on
neutrophils such as delaying apoptosis at low concentra-
tions,whilepromotingapoptosis athigh concentrations (51,
52).Thus, strict control of the local amountofTNF-a should
be required for maintaining the neutrophil survival. Al-
though further investigation are needed to show the physi-
ologic importance of RAGE-dependent suppression of
cytokine production, it is possible that RAGE affects neu-
trophil survival through the regulation of LTB4-dependent
TNF-a production and subsequently promotes sustained
migration toward an inflamed site.

The question remains of how RAGE potentiates LTB4-
BLT1-dependent ERK phosphorylation (Figs. 3 and 7). A
possible mechanism by which this may occur is that RAGE
potentiates ERK activation in a Ga-independent fashion

downstream of BLT1. RAGE did not affect either LTB4-
BLT1-dependent GTPgS binding or Ca2+ mobilization
(Fig. 2). Several studies havedemonstrated that activationof
ERK is dependent on Gbg or b-arrestins (53–55). Shenoy
et al. (55) showed that theb2-adrenergic receptor,whichwas
originally coupled to Gas-protein, could signal to ERK in a
Gas protein–independent but aG-protein regulatedkinase-
b-arrestin–dependentmanner.Of course,wecannot ignore
the possible involvement of theGi andGq proteins, because
our data showed that PTX and YM-254890 suppressed
RAGE-dependent enhancement of ERK phosphorylation
(Fig. 3). Therefore, our future studies will focus on the
molecular mechanisms via which RAGE-induced ERK po-
tentiation is regulated with respect to Ga-dependency.

Another interesting implication of our study is the
RAGE-dependent potentiation of LTB4-dependent re-
cruitment of neutrophils in vitro and in vivo (Fig. 5, 6).
Previous studies have reported that the LTB4-BLT1 axis
exacerbates a variety of acute and chronic inflammatory
diseases, including infection (6, 7, 14, 56), asthma (3, 11),
and atherosclerosis (8, 9, 57), all of which are promoted by
RAGE(20, 22, 58–61). For example, BLT1 plays important
roles in protecting against infection by bacterial pathogens
such as Pseudomonas aeruginosa (14) and Streptococcus pyo-
genes (56). In addition, we reported that BLT1 promotes
ovalbumin (OVA)-induced asthma by accelerating Th2-
type immune responses (11), andHeller et al. (57) showed
that BLT1 enhances atherogenesis in apoE-deficient ath-
erogenic mice. Similar to BLT1, RAGE accelerates lung

A B
CD11b CD11b

Gr-1Gr-1

WT RAGE KO

20.4% 13.5%

WT BLT1 KO
0

10

20

30

ne
ut

ro
ph

ils
(%

)

*

0

10

20

30

40

ne
ut

ro
ph

ils
(%

)

*

vehicle LTB4 vehicle LTB4

CD11b CD11b

Gr-1Gr-1

22.5% 10.3%

WT BLT1 KOC D

WT
RAGEKO

Figure 6. RAGE deficiency attenuates LTB4-dependent neutrophils migration in vivo. WT (A) or RAGE KO mice (B) or WT (C)
or BLT1 KO mice (D) were injected intraperitoneally with LTB4 (1.5 mg/mouse), and the number of infiltrating neutrophils in
the PECs was assessed by flow cytometry at 4 h after injection. Ethanol was used as a vehicle control for LTB4. A, C)
Representative dot plot showing the percentage of Gr1++ CD11b+ mature neutrophils in PECs. B, D) Summary of the percentage
of 20,000 neutrophils. Data are means 6 SE. Experiments were performed 3 times; n = 3–8 mice per group. *P , 0.05, (B) 2-way
ANOVA with Bonferroni post hoc tests; (D) unpaired Student’s t test.

FUNCTIONAL INTERPLAY BETWEEN BLT1 AND RAGE 1819
 Vol.30,  No.5 , pp:1811-1822, January, 2017The FASEB Journal. 133.95.72.72 to IP www.fasebj.orgDownloaded from 



さらに、RAGE 遺伝子欠損マウスにおける好中
球の遊走促進と RAGE による LTB4-BLT1 依存
的な MEK-ERK 経路の増強によるものか否か検
証するため、検証を行った。野生型および
RAGE 遺伝子欠損マウス由来骨髄から好中球
を単離し、LTB4 を用いて刺激し、ERK の活性
化を検討したところ、野生型に比べて、RAGE
遺伝子欠損好中球では、活性化が減弱してい
た（図 10A）。さらに、LTB4 依存的な野生型
好中球の遊走は、MEK 阻害剤である PD および
U0126 によって阻害されたが、RAGE 遺伝子欠
損好中球において見られた遊走の減弱は、さ
らに MEK 阻害剤を添加しても変動しなかった
（図 10B）。これらの結果は、RAGE が MEK-ERK
経路の増強を介して、LTB4-BLT1 依存的な走
化性を増強することを示唆した。	

図 10.	RAGE は MEK-ERK 経路の増強を介して、LTB4-BLT1

依存的な遊走を促進する。A.	LTB4 処理後の好中球タン

パク質のウェスタンブロッティング解析。野生型と RAGE

遺伝子欠損好中球を単離して与した。B.	野生型と RAGE

遺伝子欠損マウス由来好中球の MEK 阻害剤（PD、U-0126）

下での走化性を検証した。	

	
本研究では、生理活性脂質 LTB4と免疫応答の
関わりを明らかにし、その受容体 BLT1 を免
疫疾患の新たな創薬標的として提起するこ
とを目的として研究を行ってきた。その結果、
BLT1 のこれまで発見されていなかった新規
結合分子として RAGE を同定することができ
た。RAGE は糖尿病やアテローム性動脈硬化、
アルツハイマー病など、様々な慢性炎症疾患
と関わりがあり、BLT1 が関与する疾患とも相
関がある。また、RAGE は、加齢依存的に発現

上昇することが報告されており、加齢依存的
に BLT1 シグナルが増強される可能性も考え
られる。RAGE を阻害することで LTB4-BLT1 経
路を抑制することができれば、炎症部位への
遊走などを止められる可能性があり、新規の
創薬標的となりうるだろう（図 12）。	

図 12.	BLT1-RAGE の相互作用概略図。RAGE は、LTB4-BLT1

依存的に ERK を増強し、下流で起きるイベントの内、

NF-kappaB は抑制し、遊走は促進する	
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system mediated by inflammatory stimuli, RAGE, and the
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known as ALX), which also interact with RAGE (25). Al-
though a ligand for FPR1, formyl peptide (fMLP) is a
bacterial component derived from exogenous pathogens,
BLT1 and FPR2/ALXhave lipidmediators as endogenous
ligands (LTB4 for BLT1, and lipoxinA4 and resolvinD1 for
FPR2/ALX) (64, 65), leading us to consider a possible link
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and proresolving lipidmediator receptors (66–69). The
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BLT1. The vascular S1P gradient is necessary for lympho-
cyte trafficking via the chemotactic activity of S1P1 (66, 68).
LPA also regulates immune cell chemotaxis through mul-
tiple LPA receptors (69). Future studies will focus on the
potential physical and functional interactions between
RAGE and other GPCRs with lipid mediators, including
S1P and LPA receptors.

In summary, we identified RAGE as a novel binding
partner of BLT1, and our findings provide insights into the
roles of RAGE in the LTB4-BLT1 signaling pathway in vitro
and in vivo. Thesedata also contribute toourunderstanding
of the role of RAGE as a GPCR signaling modifier.
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Figure 7. RAGE deficiency attenuates LTB4-BLT1-dependent
phosphorylation of ERK. A) Bone marrow–derived neutrophils
from WT or RAGE KOmice were stimulated with 100 nM LTB4
for the indicated times. Whole-cell lysates were subjected to
Western blot analysis to detect p-ERK, ERK2. The bar graph
shows the densitometric ratio of phosphorylated to total ERK
compared with the same ratio in vehicle-treated cells. Data are
means 6 SE of results in 3 independent experiments. **P ,
0.01; ***P , 0.001, 2-way ANOVA with Bonferroni post hoc
test. B) Cells were pretreated with 400 nM PD or 20 mM U0126
for 1 h. Migration velocity and directionality were measured
by TaxiScan-FL and analyzed by ImageJ software. Each symbol
represents an individual cell. The results are representative of
2 independent experiments. Data are means 6 SE (n . 30).
*P , 0.05; **P , 0.01; ***P , 0.001, Kruskal-Wallis test with
Dunn’s post hoc test.
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Figure 8. The BLT1/RAGE interaction modulates LTB4-BLT1
signaling in both positive and negative ways. RAGE interacts
with BLT1 and enhances LTB4-BLT1-dependent ERK phos-
phorylation. RAGE suppresses LTB4-BLT1-dependent NF-kB
activation, whereas RAGE potentiates LTB4-dependent neu-
trophil migration. Both positive and negative regulation of
LTB4-BLT1-dependent output by RAGE are mediated by
enhanced activation of ERK by RAGE.
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phosphorylation of ERK. A) Bone marrow–derived neutrophils
from WT or RAGE KOmice were stimulated with 100 nM LTB4
for the indicated times. Whole-cell lysates were subjected to
Western blot analysis to detect p-ERK, ERK2. The bar graph
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compared with the same ratio in vehicle-treated cells. Data are
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with BLT1 and enhances LTB4-BLT1-dependent ERK phos-
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