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研究成果の概要：LTB4 受容体 BLT1, BLT2 を対象に、受容体の分子解剖、生体内リガン
ドの同定、遺伝子欠損マウスの表現型解析を行った。BLT1の Gタンパク質認識部位の同
定、BLT2 の形質膜発現におけるヘリックス 8 の役割の解明、BLT2 の生体内リガンドの
同定に成功した。遺伝子欠損マウスの解析から、樹状細胞に発現する BLT1が Th1型免疫
反応を促進すること、BLT2が腸管炎症に保護的に作用することを見いだした。 
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１. 研究開始当初の背景 
 
 生理活性脂質の中でもロイコトリエン
B4(LTB4)は、強力な好中球走化性因子として
知られていた。申請者は、LTB4 に対する受容
体として、高親和性のBLT1と低親和性のBLT2
を分子同定し、それぞれの遺伝子を欠損する
マウスを作成した。BLT1 欠損マウスは、炎症
反応の減弱に加えて、外来抗原に対する Th2
型の免疫反応が減弱しており、その結果、気
管支喘息モデルが減弱することがわかった。
一方、BLT2 欠損マウスは樹立には成功したも
のの、病態モデルにおける表現型の解析は行
われていなかった。 
 

２．研究の目的 
 
 本研究では、様々な免疫系の細胞に発現し
ている BLT1, BLT2 を主な研究対象として、
受容体欠損マウスを用いた免疫・炎症反応に
おけるロイコトリエン受容体の機能とその
メカニズムを細胞レベルで解明することを
目標に研究を遂行する。また、これらの受容
体を用いて GPCR による Gタンパク質活性化、
受容体の細胞膜移行にかかわる分子メカニ
ズムの解明を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1)GPCR の三量体 G タンパク質活性化のメカ
ニズムの解明 
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 BLT1 の細胞内ループに様々な変異を導入
し、Gi と Gq タンパク質の活性化を、リガン
ド結合、GTPγS 結合、細胞内カルシウム上昇、
細胞走化性の評価を行い、Gタンパク質の認
識の分子機序の解明を行った。 
 
(2)GPCR の形質膜移行の分子機構 
 特に BLT2 の細胞内ループに注目し、種々
の変異を導入した BLT2 遺伝子を用いて、BLT2
の形質膜移行をフローサイトメーター、蛍光
免疫染色を用いて検討した。また、これらの
変異受容体を用いて、細胞内シグナルの解析
も行った。 
 
(3)BLT1 受容体の樹状細胞活性化における役
割の解明 
 野生型マウス、BLT1 欠損マウスの骨髄から
分化培養した樹状細胞を用いて、リポポリサ
ッカライド(LPS)刺激時のサイトカイン産生
を測定した。また混合リンパ球試験を行い、
樹状細胞が T細胞を刺激する際の、BLT1 の発
現の意義を検討した。 
 
(4)BLT2 の内在性リガンドの探索 
 BLT2 の活性化に必要な LTB4 の濃度が、生
体内に存在すると考えられる濃度よりもは
るかに高いことから、LTB4 以外の内因性リガ
ンドの存在を想定し、これを同定することを
試みた。ラットの諸臓器より脂質を抽出し、
BLT2 過剰発現細胞に添加して細胞内シグナ
ルを観察することを指標とした。活性画分を
逆相の高速液体クロマトグラフィーで分離
し、活性測定を行った結果、BLT2 活性化能を
有するフラクションを部分精製し、質量分析
計を用いてその構造を推定した。 
 
(5)BLT2 欠損マウスの表現型解析 
 BLT2 を発現する腸管において BLT2 が何ら
かの役割を果たしていると考え、野生型マウ
ス、BLT2 欠損マウスを用いて腸炎のモデルを
作成した。腸炎の評価は、マウスの体重の経
時的変化、腸管の免疫染色、DNA マイクロア
レイ解析、定量的 PCR 法で、種々のサイトカ
イン、ケモカインの発現を観察することで行
った。 
 
４．研究成果 
 
(1)GPCR の三量体 G タンパク質活性化のメカ
ニズムの解明 

 BLT1 受容体は Gi と G16 という薬理学的に

異なる三量体 Gタンパク質を活性化すること

が知られているが、BLT1 のどのドメインが両

者を区別しているのかは明らかではなかっ

た。BLT1 の G タンパク質共役部位を同定する

目的で、BLT1 の細胞内ループの 4アミノ酸を

一単位として、全てアラニンに置換した変異

受容体を合計 14 個作成し、おのおのの変異

型受容体の細胞内シグナル伝達を観察した。

第三細胞内ループのアミノ末端に存在する

i3-1 に変異を加えた BLT1 は、G16 を正常に

活性化するが、Gi は全く活性化出来ず、この

部位で Gi タンパク質を認識していることが

明らかとなった。i3-1 変異型 BLT1 は細胞内

カルシウム上昇は正常であるが、アデニル酸

シクラーゼの抑制と LTB4 に対する細胞走化

性を消失しており、Gi タンパク質の活性化が

できないことを裏付けている。興味深いこと

に Gi を活性化出来ない変異 BLT1 は、高親和

性の LTB4 結合能を失っており、Gi タンパク

質との共役によって高親和性の構造をとる

ことが明らかとなった。(文献 9) 

 
(2)GPCR の形質膜移行の分子機構 
 BLT2 の C 末端を欠損した変異型 BLT2 は形
質膜へ移行できず、小胞体に貯留した。同様
の表現型が C末端 Helix8 の疎水性アミノ酸
をアラニンに置換した変異 BLT2 でも観察さ
れた。興味深いことに、BLT2 作動薬、拮抗薬
を加えると、これらの変異 BLT2 が形質膜に
発現したことから、BLT2 のヘリックス 8 は小
胞体からの脱出に必須のドメインであり、
GPCR リガンドは分子シャペロンとして機能
することが明らかとなった。(文献 26) 
 

(3)BLT1 受容体の樹状細胞活性化における役

割の解明 

 マウス樹状細胞に BLT1 の発現が認められ

た。骨髄由来の樹状細胞(BMDC)は LTB4 に対

して、ベル型の走化曲線を有する走化性を示

したが、この走化性は BLT1 欠損マウスの樹

状細胞で消失していたため、BLT1 を介してい

るものと考えられた。ヒト単球由来樹状細胞

にも BLT1 が発現していた。BMDC の培養上清

中のサイトカイン産生を定量したところ、

BLT1 欠損 BMDC では IL-12 の産生が低下して

おり、混合リンパ球培養試験における T細胞

の活性化が、BLT1 欠損樹状細胞を用いた場合

に減弱していた。また、外来抗原感作・惹起

による遅延型過敏反応が BLT1 で大きく減弱

していた。以上から、樹状細胞に発現する

BLT1はTh1型の免疫反応を亢進させる役割を

有していることが示唆された。 

 
(4)BLT2 の内在性リガンドの探索 
 ラットの様々な臓器より脂質抽出を行い、
BLT2 過剰発現細胞に添加して BLT2 の活性化
能を検討した。小腸から抽出したアセトン可
溶性の脂質画分を HPLC にて展開したところ、
LTB4 とは異なるフラクションに BLT2 活性化
能を検出し、これを精製・質量分析系にて構
造を決定したところ、12-HHT 



(12(S)-Hydroxyheptadeca-5Z, 8E, 
10E-trienoic acid)であることがわかった。
合成 12-HHT を用いて詳細な解析を行ったと
ころ、12-HHT は LTB4 よりも低濃度で BLT2 に
結合し、細胞内カルシウム上昇を引き起こす
ことが明らかとなった。これまで 12-HHT は
トロンボキサン A2 産生に伴うバイプロダク
トであり、生物活性は無い不飽和脂肪酸と考
えられてきたが、強力な BLT2 活性化能を有
する新規生理活性脂質であると考えられた。
(文献 18) 
 
(図)12-HHTはBLT2の生体内リガンドである。 

(A)12-HHTは BLT2発現 CHO細胞膜画分におけ

る GTPgS 取り込みを亢進させた。(B)LTB4 に

よる BLT2 を介した G タンパク質の活性化に

は 12-HHT よりも高濃度の LTB4 を必要とした。

(C)12-HHT は LTB4 よりも低い濃度で BLT2 に

結合した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5)BLT2 欠損マウスの表現型解析 
 ロイコトリエン B4(LTB4)第一受容体 BLT1, 
第二受容体 BLT2 を欠損するマウスを用いて
炎症反応における役割の解明を試みた。デキ
ストラン硫酸投与による大腸炎モデルにお
いて BLT2 欠損マウスは亢進した炎症反応を
示し、IFN-γ, IL-6 の発現の亢進を認めた。
一方で、BLT1 欠損マウスは野性型マウスと同
様の表現型を示した。以上から BLT2 は炎症
反応に抑制的に働いていることが示唆され

た。 
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