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研究成果の概要（和文）：炎症・免疫・上皮バリア機能におけるロイコトリエンB4受容体BLT1とBLT2の役割をあ
きらかにする目的で以下の実験を行った。細胞特異的BLT1欠損マウスの樹立のために、BLT1flox/floxマウスを
作製した。抗マウスBLT1抗体を樹立し、マクロファージと樹状細胞にBLT1の発現で規定されるサブセットが存在
し、サイトカインや生理活性脂質の産生プロファイルが異なることを見いだした。BLT2がシステニルLT受容体の
発現やシグナル伝達を抑制することで、肺炎球菌による急性肺障害を軽減させていることを見いだした。また、
BLT2依存性のバリア機能維持の分子メカニズムをあきらかにした。

研究成果の概要（英文）：Following experiments were performed to clarify the roles of leukotriene B4 
receptors BLT1 and BLT2 on inflammation, immunity and barrier function. I succeeded in establishing 
BLT1 flox/flox mice to generate cell-specific BLT1-deficient mice. We established a monoclonal 
antibody for mouse BLT1 and identified distinct subsets of macrophages and dendritic cells defined 
by BLT1 expression. These subsets are different in production of cytokines and lipid mediators. BLT2
 was found to protect acute lung injury by a toxin pneumolysin by inhibiting the expression and 
signaling of cysteinyl leukotrienes. I also clarified the detailed molecular mechanism of 
BLT2-dependent barrier function in epithelial cells.

研究分野： 生化学・免疫学

キーワード： 生理活性脂質　生体分子　シグナル伝達　バリア機能　アラキドン酸　非ステロイド性消炎鎮痛剤
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１．研究開始当初の背景 
	 生体は外来の病原体や異物を排除するた
めに、複雑な防御システムを備えている。自
然免疫は好中球・マクロファージを中心に、
獲得免疫は抗原提示細胞、T 細胞、B 細胞を
中心に機能しており、その分子メカニズムの
理解へのアプローチとして、サイトカインや
ケモカインの研究が活発に行われている。一
方で、ロイコトリエン(LT)やプロスタグラン
ジン (PG)に代表される生理活性脂質も炎
症・免疫反応を制御する重要な分子として注
目されているが、直接遺伝子にコードされて
いないこと、生体内に微量にしか存在しない
こともあって、依然として困難な研究対象で
あると考えられている。 
	 種々の生理活性脂質の中でも、ロイコトリ
エンは細菌感染の排除や気道炎症の発症に
重要な役割を果たすことが示されてきた。申
請者は 1997 年に世界で初めてのロイコトリ
エン受容体の遺伝子同定となる高親和性
LTB4 受容体 BLT1 の cDNA 単離を行った
(Yokomizo, Nature, 1997)。その後、BLT1と
相同性を有する BLT2 受容体を遺伝子を同定
し、低親和性の LTB4 受容体として報告した
(Yokomizo, J. Exp. Med., 2000連報)。更に
2008年には、BLT2受容体を LTB4よりも低
濃度で活性化する脂溶性リガンドをラット
小腸から生化学的に精製し、12-HHT(ヒドロ
キシヘプタデカトリエン酸)であることを証
明した(Okuno, J. Exp. Med., 2008)。これま
で 12-HHTはアラキドン酸からトロンボキサ
ン A2(TxA2)が生成する際の副産物とされ、
生物活性の無い脂肪酸と考えられていたた
め、この発見は大きな驚きをもって迎えられ
た。申請者は自ら単離した受容体 BLT1 と
BLT2 を全身性に欠損するマウスを作製し、
様々な病態モデルを作製することで、そのリ
ガンドである生理活性脂質の生体内におけ
る役割を明らかにしてきた。BLT1 欠損マウ
スでは抗原感作による気管支喘息病態の軽
減(Terawaki, J. Immunol. 2005)、卵巣摘除に
よる骨吸収の減少(Hikiji, PNAS 2010)、多発
性硬化症モデル (EAE)の症状改善 (Kihara, 
BBRC 2010)が観察された。BLT1欠損マウス
は、申請者の研究室に加えて、アメリカ合衆
国の２つの研究室でも樹立・解析され、いく
つかの炎症モデルにおいて減弱した表現型
を呈することが示されている。その後、申請
者は BLT1 を特異的に認識する単クローン抗
体の樹立に成功し、これを用いて種々の細胞
における BLT1の発現を観察した。その結果、
好中球・マクロファージにのみ発現している
と考えられてきた BLT1 が、樹状細胞、エフ
ェクターT 細胞、好酸球、グリア細胞など、
幅広い細胞に発現していることを見いだし、
臓器・細胞特異的な BLT1 欠損マウスを作製
し解析する必要があると考えるに至った。ま
た、マクロファージや受容細胞におけるBLT1
の発現は一様ではなく、BLT1 の発現の有無
によって異なるサブセットを形成している

可能性が示唆された。これまで申請者は受容
体を中心に研究を行ってきたが、生理活性脂
質の生理作用をより正確に明らかにするた
めには、これらの生理活性脂質を産生する酵
素を欠損するマウスを作製し解析すること
が必要であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
生体内における BLT1、BLT2 受容体の役割
をさらにあきらかにすることを目的とする。
具体的には、1)様々な炎症・免疫細胞にお
ける役割をあきらかにするツールとして、
臓器・細胞特異的な BLT1 欠損マウスを樹
立する、2)BLT1発現で規定される樹状細胞
とマクロファージサブセットの遺伝子発現
や生理活性脂質産生の違いを解析し、上記
疾患を重症化させる生理活性脂質を同定す
る、3) BLT2が腸管上皮細胞でバリア機能
を亢進させる分子メカニズム、ケラチノサ
イト遊走を促進する分子メカニズムをあき
らかにする、4) LTB4 産生酵素(LTA4 水解
酵素)を欠損したマウスを作製し、その表現
型を解析する。 
 
３．研究の方法 
1) 臓器・細胞特異的な BLT1 欠損マウスの樹

立：マウス BLT1 のタンパク質翻訳領域を
はさむ形で loxP 配列が挿入されたゲノ
ムを有する ES 細胞を、マウス KO コンソ
ーシウムから入手する。この ES 細胞を
B6マウス受精卵にマイクロインジェクシ
ョンし、キメラマウスを作製する。キメ
ラマウスを野生型 B6 マウスと交配し、
BLT1flox/flox マウスを得る。本マウスを各
種 Cre-Tg マウスと交配し、樹状細胞特異
的 BLT1 欠損マウス、T 細胞特異的 BLT1
欠損マウスを作製する。	

2) BLT1 発現が規定する抗原提示細胞サブセ
ット解析：BLT1 発現で規定される樹状細胞
とマクロファージサブセットの遺伝子発
現・生理活性脂質産生の違いを解析し、
上記疾患を重症化させる生理活性脂質を
同定する。	

3) 上皮細胞における BLT2 の役割の解明：
BLT2 がケラチノサイト、角膜上皮細胞の
遊走を促進する分子メカニズム、腸管上
皮細胞でバリア機能を亢進させる分子メ
カニズムをあきらかにする。	

4) 生理活性脂質産生酵素欠損マウスの樹立
と解析：LTB4 産生酵素(LTA4 水解酵素)を
欠損したマウスを作製する。	
	

４．研究成果	
1) 臓器・細胞特異的な BLT1 欠損マウスの樹

立：	BLT1flox/floxマウスの樹立に成功した。
本マウスを各種Cre-Tgマウスと交配し、
樹状細胞特異的 BLT1 欠損マウスを作製
した。	

2) BLT1 発現が規定する抗原提示細胞サブ
セット解析： 



マクロファージ：マウス骨髄細胞から M1、
M2 マクロファージを作製したところ、
BLT1 の発現が M2 マクロファージだけで
観察された。ヒトマクロファージ細胞株
THP-1 細胞でも M2 に分化させた場合の
み BLT1 の発現が確認できた。M2 マクロ
ファージは、VEGF を放出し病的血管形成
を促進することから、病的血管形成が疾
患を引き起こすことが知られている加
齢黄斑変性マウスモデル(AMD モデル)を
作製した。BLT1 欠損マウスではAMD モデ
ルにおける病的血管新生が減弱してい
たことから、BLT1 発現 M2 マクロファー
ジがAMDを悪化させていることがあきら
かとなった(論文 revise 中)。	
樹状細胞：マウス骨髄細胞から樹状細胞
(DC)を作製したところ、BLT1 を発現する
サブセットと、発現していないサブセッ
トに分かれることが分かった。マウス脾
臓の CD11c 陽性樹状細胞も同様に、BLT1
発現の有無によって二つのサブセット
に分かれることが分かった。これらの二
つのサブセットをセル・ソーティングで
分離し、遺伝子発現と生理活性脂質産生
を検討した。BLT1highDC では IL-6,	IL-12
や TNFαの発現量が高く、ロイコトリエ
ン B4 や C4 の産生量も高かった。また、
DC の注入で接触性皮膚炎を発症させる
モデルでも、BLT1highDC のほうが皮膚炎
の症状が重篤となった。従って、
BLT1highDCは炎症惹起性DCの特徴を有し
ていることが分かった(論文投稿準備
中)。	

3) 上皮細胞における BLT2 の役割の解明：		
急性肺損傷モデル：肺炎球菌毒素(PLY)
を気道内に投与するマウス急性肺障害
モデルを確立した。本モデルにおいて
BLT2 欠損マウスは短時間に死亡し、その
原因が肺血管の透過性の亢進であるこ
とを見いだした。血管透過性を亢進させ
ることが知られている CysLT1 受容体拮
抗薬 Montelukast の前投与で、BLT2 欠損
マウスの急性期死亡が抑制されたこと
から、BLT2 は CysLT1 受容体のシグナル
伝達を阻害することで、PLY による急性
肺障害から個体を保護していることが
明らかとなった(図 1,	文献 15)。	
(図 1)PLY による致死のメカニズム 

	
角膜創傷治癒モデル：マウス角膜に損傷
を加え、経時的な治癒を観察するモデル
を作製し、BLT2 欠損の影響を観察した。
BLT2 欠損マウス、非ステロイド性消炎鎮
痛薬投与マウスでは、対照マウスと比較
して角膜の修復が優位に遅かった。非ス
テロイド性消炎鎮痛薬投与マウスでは、
BLT2 アゴニスト点眼によって角膜創傷
治癒が促進された。ヒト初代培養角膜上
皮細胞を用いた in	vitro のスクラッチ
アッセイでも BLT2 作働薬によって創傷
治癒の促進が観察されたことから、
12-HHT/BLT2 は角膜上皮細胞の移動を促
進することで、角膜の創傷治癒を促進し
ていることが示された(図 2,文献 19)	
(図 2) 角膜損傷修復のメカニズム 

BLT2 依存性のバリア機能維持のメカニズ
ム：タイトジャンクションを形成するこ
とで知られるモデル細胞 MDCK 細胞に
BLT2 を発現させたところ、細胞シートを
介した電気抵抗値が上昇したことから、
BLT2 が上皮バリアを亢進させることが
分かった。BLT2 発現によって発現が変動
する遺伝子を、DNA マイクロアレイ法で
検索したところ、細胞接着因子であるク
ローディン 4(CLDN4)の発現が上昇して
いた。siRNA で CLDN4 遺伝子をノックダ
ウンしたところ、バリア機能の低下が観
察された。各種阻害剤を用いた実験から、
12-HHT/BLT2 が Gi タンパク質、p38	MAP
キナーゼを介してCLDN4の発現を上昇さ
せ、バリア機能を亢進させていることが
あきらかとなった。(文献 12,	46)	
(図 3) BLT2 によるバリア機能亢進の分子
メカニズム 



4) 生理活性脂質産生酵素欠損マウスの樹立
と解析：CRISPR/Cas9 システムを用いて、
全身で LTB4 産生酵素(LTA4 水解酵素)を
欠損したマウスを作製した。本遺伝子欠
損マウスの樹状細胞ではカルシウム上
昇刺激に伴う LTB4 産生が完全に消失し
ていた。本マウスでは通常食、高脂肪食
摂食時の体重増加が押さえられている
ことが明らかとなった。一方で LTB4 受
容体 BLT1 欠損マウスではこのような表
現型が観察されないことから、LTA4 水解
酵素の、LTB4 産生とは異なる機能の存在
が示唆された。	
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