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研究成果の概要（和文）：生理活性脂質LTB4はアラキドン酸からLTA4Hを介して産生される。LTA4Hは、LTB4を産
生する活性と、アミノペプチダーゼ活性の両方を持つ酵素である。本研究課題ではLTA4H遺伝子欠損マウスを作
製しその機能解析を行った。その結果、LTA4Hが接触性皮膚炎に重要であること、また、肥満の重要な制御因子
であることを同定した。前者はLTB4産生活性依存的で、後者は非依存的であることもわかった。さらに、新規脂
質メディエーターRvExがLTA4H依存的に産生されることを明らかにした。これらの結果は、LTA4Hの新規機能を明
らかにしただけでなく、新規脂質メディエーターの同定にも成功した重要な知見である。

研究成果の概要（英文）：　Leukotriene B4 (LTB4) is produced from arachidonic acid by leukotriene A4 
hydrolase (LTA4H). LTA4H adds water molecule on LTA4 to generate LTB4 and also degrades proteins by 
using its aminopeptidase activity. LTA4H thus uses lipid and protein as substrates. In the present 
study, I generated LTA4H knockout mice and analyzed the biological significance of LTA4H in vivo. I 
found that contact dermatitis was ameliorated and obesity was improved in LTA4H deficient mice. The 
former is dependent on the LTB4 producing activity of LTA4H, but the latter is independent on the 
activity. In addition, I identified novel lipid mediator namely RvEx produced by LTA4H.These results
 suggested the biological significance of LTA4H in inflammation and obesity.

研究分野：分子生物学、脂質生化学、免疫学

キーワード： LTA4水解酵素　脂質メディエーター　GPCR　ロイコトリエンB4　炎症　肥満
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究ではCRISPR/Cas9システムを用いてLTA4H遺伝子欠損マウスを世界で初めて樹立した。また、LTB4産生酵
素として知られるLTA4Hであるが、LTB4産生に関わる酵素に比べてかなり広範に発現する理由に関しては長年の
謎であった。今回見出した接触性皮膚炎の表現型に関してはLTB4受容体BLT1の遺伝子欠損マウスで矛盾しない結
果が得られるため、LTB4依存的であると考えられたが、肥満の表現型はBLT1遺伝子欠損マウスでは見られないた
め、LTB4非依存的であると考えられた。この発見は学術的に興味深いだけでなく、抗肥満薬の標的としてLTA4H
を提起した重要な知見であった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 申請者はこれまでに、LTB4の高親和性受容体であるBLT1と、低親和性受容体であるBLT2
を基点として、それぞれ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
が終末糖化産物受容体（RAGE）と相互作用することを見いだし、RAGE が LTB4依存的な
好中球走化性を増強することを明らかにした（Ichiki, Koga, et al. FASEB J., 2016, Ichiki, Koga, 
Yokomizo. DNA Cell Biol., 2016）。また BLT1 が、M2 マクロファージに発現し加齢黄斑変性
症を増悪させることや、Th1 を誘導する新規樹状細胞サブセット（BLT1hi樹状細胞）に発現
し接触性皮膚炎を増悪させることも見いだした（Sasaki, Koga, et al. JCI Insight, 2018, Koga, 
et al. in revision）。これらは血球系細胞における BLT1 の重要な役割を明らかにしたもので
あった。一方で BLT2 において申請者らは、これまでに腸管や皮膚でバリア機能を増強する
ことを報告してきた（Iizuka, et al. FASEB J., 2010, Liu, et al. J Exp Med., 2014, Ishii, et al. FASEB 
J., 2016）。さらに近年、BLT2 が、肺炎球菌感染症の宿主防御応答に必須であることや眼の
角膜創傷治癒を促進することを明らかにした（Shigematsu, Koga, et al. Sci Rep., 2016, Iwamoto, 
Koga, et al. Sci Rep, 2017.）。これらは体内と外界との境界に位置する様々な臓器における
BLT2 の重要な役割を理解することに貢献した。以上のように、これまでに申請者は、LTB4
の 2 種類の受容体解析(BLT1, BLT2)を遺伝⼦⽋損マウスを⽤いて⾏ってきた（右下図 1 参
照）。しかしながら、LTB4を産生する酵素の機能については未だ不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
 生理活性脂質である LTB4 は、アラキドン酸を
材料とし、5-LOX、FLAP、そして LTA4水解酵素
（LTA4H）を介した一連の酵素反応により産生さ
れる（右図 1 参照）。その中でも LTB4産生のタ
ーミナル酵素である LTA4H は、LTA4水解酵素活
性に加えて、アミノペプチダーゼ活性も併せ持つ
ため、脂質もペプチドもその基質にできる二重活
性酵素である。また、LTA4H は、5-LOX や FLAP
に比べてより多様な細胞でその発現が認められ
ている。本研究では、LTB4産⽣酵素である LTA4H
の炎症・免疫応答における役割を明らかにするこ
とを目的とし、1). CRISPR/Cas9 システムを用いた
LTA4H 遺伝子欠損マウスの樹立、2). 免疫細胞に
おける生理活性脂質産生と LTA4H の機能解析、
3). LTA4H 遺伝子欠損マウスの表現型解析、4). 
LTA4H 依存的に産生される新規脂質メディエー
ターの同定・機能解析を行う 
 
３．研究の方法 
1). CRISPR/Cas9 を用いて LTA4H 遺伝子欠損マ 
ウスを樹立する。近年、CRISPR/Cas9 を用いて 
樹立した場合に頻度は低いが、オフターゲッ 
ト効果が見られるという報告もあるため 
（Nakajima, Sci Rep., 2016）、野生型 C57BL/6J 
マウスを用いて戻し交配を進めて行く。 

2). 免疫細胞における生理活性脂質産生と LTA4H の機能解析。野生型および LTA4H 遺伝子 
欠損マウスから樹状細胞、マクロファージ、T 細胞を調整し、様々な刺激を与え、脂質 
メディエーターの産生能を検証する。検証には LC-MS/MS を用いる。 

3). LTA4H 遺伝子欠損マウスの表現型解析を行う。LTA4H の免疫疾患における役割を解析す 
るために、Th1 依存的な接触性皮膚炎、Th2 依存的な喘息モデル、Th17 依存的な実験的ア 
レルギー性脊髄炎およびイミキモド誘導性乾癬モデルを LTA4H 遺伝子欠損マウスを用い 
て作製し、野生型マウスとの比較解析を行う。BLT1 遺伝子の全身欠損マウス、各種細胞 
特異的欠損マウスとの表現型の違いも検証し、LTB4産生能に依存したものか否かを比較 
検討していく。 

4). LTA4H 依存的に産生される新規脂質メディエーターの同定・機能解析を行う。LTA4H 遺 
伝子欠損マウスもしくは野生型マウスから樹状細胞、マクロファージ、T 細胞を調整、刺 
激し、LC-MS/MS を用いたターゲット、ノンターゲット解析を行う。また、申請者はプレ 
実験の結果、樹状細胞やマクロファージが LTA4H 依存的に産生する機能未知な新規エイ 
コサノイドである（RvEx）を見いだしているため、その合成経路、機能、受容体等を解析 
する。 

 
 
 

図 1. LTB4の産生酵素とその受容体 
LTB4は、アラキドン酸から 5-LOXを介して LTA4H
の作用により産生される。産生された LTB4は BLT1
により認識される。一方、BLT2の内因性リガンド
である 12-HHTは、COXを介して産生される。 



４．研究成果 
申請者らは、CRISPR/Cas9 system を用いて LTA4H 遺伝子 

欠損マウスを樹立することに世界で初めて成功した(Koga, 
et al. in revision, 2020; 右図 2)。樹立した LTA4H 遺伝子欠損
マウスの骨髄から樹状細胞を分化・誘導し、LTA4H をウェ
スタンブロッティングにて検出したところ、タンパク質レ
ベルで欠損していることが確認でき
た(図 3A)。さらに生理活性脂質産生
能を LC-MS/MS を用いて解析したと
ころ、LTB4産生能が完全に欠損して
いることがわかった(図 3B)。 

次に LTA4H の免疫疾患における役割を
解析するために、LTA4H 遺伝子欠損マウ
スを用いて Th1 依存的な接触性皮膚炎モ
デルを作成した。その結果、LTA4H 遺伝子
欠損マウスにおいてジニトロフルオロベ
ンゼン(DNFB)誘導性の遅延型皮膚炎が軽
減することがわかった(左図 3C, 3D)。また
一方で、申請者が独自に樹立した樹状細胞
特異的 BLT1 遺伝子欠損マウスにおいて
も DNFB 誘導性の皮膚炎の軽減が観察さ
れたため(左図 3E, 3F)、この LTA4H 遺伝
子欠損マウスの表現型は、LTB4 産生活性
依存的な現象であると考えられた(Koga, 
et al. in revision)。 
一方で、申請者らは表現型解析を行う過

程で、LTA4H 遺伝子欠損マウスが太りに
くいことを発見した(Uzawa, Kohno, Koga, 
et al, submitted; 下図 4)。LTB4の受容体で
ある BLT1 遺伝子欠損マウスではこのよ
うな表現型は認められなかったため、こ
れはLTB4産生活性に非依存的な現象であ
ると考えられた。さらに骨髄置換モデル
を作成し検討したところ、この表現型は
造血性細胞ではなく、非造血性細胞に依
存することがわかった。 

また、LTA4H 遺伝子欠損マウスは、摂餌量等に
有意な差は認められなかった。さらに糞便に含ま
れるエネルギー量を測定したところ、これも野生
型と比べて大きな差は認められなかった。しかし
ながら、褐色脂肪組織(brown adipose tissue; BAT)
の活性が高く、LTA4H 遺伝子欠損マウスでは体温
が高く保たれていることがわかった(右図 4)。ま
た、脂肪肝も軽減されることもわかった。この活
性がアミノペプチダーゼ活性依存的か否か、アミ
ノペプチダーゼ活性を欠損する LTA4H 変異体ノ
ックインマウスを作成し検討したところ、LTB4産
生活性も十分の一程度に減少していたため、結論
を出すことができなかった。現在、分子メカニズ
ムの解明を引き続き行っている。これらの結果
は、代謝臓器における LTA4H 遺伝子の個体レベ
ルの機能を報告した初めての知見となる(Uzawa, 
Kondoh, Koga, et al. submitted)。 
 
さらに申請者は、LTA4H 遺伝子欠損マウスの樹立のため、骨髄由来樹状細胞を用いてエ

イコサノイド測定を行っていたところ、親 MS と娘 MS が RvE1 と同じで retention time が異
なる新規エイコサノイドを同定することに成功した。この新規エイコサノイド RvEx は、
LTA4H 依存的に産生されるもので、アラキドン酸やドコサヘキサエン酸(DHA)由来ではな
くエイコサペンタエン酸(EPA)由来であることがわかった。また、産生に関与する酵素の同
定を行ったところ、LTB4 産生酵素である 5-LOX と LTA4H、LTB4 不活性化酵素である
Cyp4f18 が必要であることがわかった(図 5)。 
 

図 2. CRISPR/Cas9による LTA4H遺伝子欠損マウスの樹立 
AatII により切断される LTA4H 遺伝子のエクソン 3 部位を
CRISPR/Cas9 の標的とした。標的領域を PCR にて増幅後、
AatIIにて切断した。AatII領域の変異が KOにて確認できた。 

図 3. LTA4H遺伝子欠損マウスでは接触性皮膚炎が軽くなる 
A.骨髄由来樹状細胞を用いたウェスタンブロッティング。B.
骨髄由来樹状細胞をカルシウムイオノフォア(A23187)で刺
激後、培養上清を回収して LTB4を LC-MS/MS にて測定し
た。C.LTA4H 遺伝子欠損マウスの腹部に 0.5%DNFB を塗
布し、5日後に耳介に 0.3%DNFBを塗布、遅延型過敏反応
を惹起した。惹起後 48時間の耳介切片 HE画像を載せてい
る。D.惹起後の耳介肥厚を計測した結果。E. BLT1樹状細胞
特異的欠損マウスを用いた接触性皮膚炎モデル。F. 耳介肥
厚の経時変化。***; p<0.001。 

図 4. LTA4H遺伝子欠損マウスは太りにくい 
LTA4H 遺伝子欠損マウスでは野生型に比べ

て脂肪がつきにくい(上図)。また、褐色脂肪組
織の白色化も顕著に抑制される(下図)。 
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図 5. RvExは EPA由来で LTA4Hに依存して産生される 
2 µM A23187処理後 30分の培養上清を回収し RvExを測定した。EPAを添加した時のみ、RvExの産生増強が起
きる。また、LTA4Hと Cyp4f18依存的に産生されることも観察される。 
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