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研究成果の概要（和文）：BLT2は上皮細胞に発現し、腸管バリア機能の維持や皮膚創傷治癒に必要な受容体であること
が分かった。BLT2アゴニストは難治性皮膚潰瘍の治療薬候補と考えられた。アスピリンはBLT2リガンドである12-HHTの
産生を抑制することで創傷治癒を遅延させた。BLT1、BLT2はゼブラフィッシュの胚発生に必須の遺伝子であった。遺伝
子欠損マウスの解析から、BLT1が多発性硬化症を増悪させたり、脊髄損傷の回復を遅らせること、BLT2が気管支喘息の
反応を抑制していることも分かった。

研究成果の概要（英文）：A G-protein coupled receptor BLT2 is expressed in epithelial cells, and important 
in interstinal barrier function and epidermal wound healing. Nonsteroidal anti-inflammatory drugs 
including aspirin delays skin wound healing by inhibiting the production of 12-HHT, a BLT2 ligand. A 
synthetic BLT2 agonist is a drug candidate for intractable skin ulcer in the future. Zebrafish 
embryogenesis requires BLT1 and BLT2. Gene knockout studies showed that BLT1 augments multiple sclerosis, 
and delays the recovery from spinal injury. BLT2 seems to attenuate asthmatic responses.

研究分野：生化学、分生生物学、免疫学
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１．研究開始当初の背景 
	
 G タンパク質共役型受容体(GPCR)は、ヒ
トに約 1,000種類の遺伝子が存在し、哺乳動
物で最大の遺伝子ファミリーを形成してい

る。臨床医学の現場で利用されている薬剤の

約半数が GPCR を標的としていることから
もその重要性は明らかである。GPCRに結合
するリガンドは、タンパク質、ペプチド、ア

ミノ酸、脂質、アミン類、光など多岐にわた

るが、本研究では脂溶性メディエーターとそ

の GPCRに焦点を当てて研究を遂行する。過
去の研究で、研究代表者らは高親和性ロイコ

トリエン B4(LTB4)受容体 BLT1、低親和性
LTB4 受容体 BLT2 を遺伝子同定した。さら
に 2008年に、LTB4よりも低濃度で BLT2を
活性化する内在性脂質リガンドを生化学的

に精製し、12-HHT(12-ヒドロキシヘプタデカ
トリエン酸 )であることを見いだした。
12-HHT はこれまで生物学的に不活性な脂肪
酸と考えられてきたが、研究代表者らは

BLT2 欠損マウスが炎症性大腸炎モデルで亢
進した病態を示すこと、BLT2 がゼブラフィ
ッシュ初期胚の発生に必須の分子であるこ

とを見いだしており、12-HHT が BLT2 を活
性化することで上皮細胞のバリア機能を維

持し、腸管における腸内細菌の侵入防止や、

ゼブラフィッシュ臓器形成に重要な役割を

有していると想定した。また、12-HHT の産
生は非ステロイド性消炎鎮痛剤(NSAIDs)の
標的であるシクロオキシゲナーゼに依存す

るため、NSAIDs の作用・副作用の一部が、
12-HHT 産生の抑制を介している可能性があ
る。申請者は、上記の研究を行うために、

1)BLT1, BLT2 を欠損したマウスの樹立、
2)12-HHT産生に必要な COX1, 2欠損マウス、
トロンボキサン A2 合成酵素欠損マウスの入
手、3)BLT1, BLT2拮抗薬の入手、4)抗 BLT1, 
BLT2抗体作成の為の準備を行ってきた。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、1)申請者が作製した BLT2 欠
損マウスの表現型解析(腸炎、皮膚損傷治癒モ
デル、脳梗塞モデル)、2)ゼブラフィッシュ
BLT 群の発現抑制による表現型解析を行う
ことで、BLT2 受容体とそのリガンドである
12-HHT の種を超えた役割を明らかにする。
3)また、BLT1 遺伝子欠損マウスの表現型解
析も併せて行い、BLT1 と BLT2 の役割の違
いについてもあきらかにする。さらに

4)12-HHT を同定した手法を他の孤児受容体
のリガンド探索に応用し、新規の生理活性脂

質を同定することで、脂質メディエーターの

研究領域を大きく拡大する。 
 
３．研究の方法 
1)皮膚創傷治癒における BLT2 の役割：マウ

ス皮膚に径 3 mmの創傷を施し、連日、創傷
面積を測定することで in vivo の創傷治癒の
過程を定量化する。また、新生児マウスの皮

膚から初代培養ケラチノサイト培養し、スク

ラッチアッセイを行う事で、in vitroでの創傷
治癒も観察する。その際、NSAIDs、BLT2遺
伝子欠損、BLT2 リガンドである 12-HHT、
BLT2 阻害剤などの効果を検証する。ケラチ
ノサイト株 HaCaT に BLT2 遺伝子を導入し、
表現型を観察する。 
 
2)腸管上皮における BLT2 の役割：マウスに
デキストラン硫酸塩(DSS)を飲水から投与し、
引き起こされる大腸炎の重症度を判定する。 
タイトジャンクション(TJ)研究に用いられる
MDCK細胞に BLT2遺伝子を導入し、TJ形成
やバリア機能における BLT2発現の影響を観
察する。 
 
3)ゼブラフィッシュ BLT群の解析：遺伝子相
同性を利用してゼブラフィッシュ BLT 遺伝
子を単離、配列決定を行う。モルフォリノオ

リゴを用いて発生期に BLT1, 2の発現を抑制
した際の発生に与える影響を判定する。 
 
4)孤児受容体のリガンド同定：孤児受容体の
発現ベクターライブラリをさらに拡大し、生

体材料からリガンドを精製・構造決定する。

受容体の活性化を高感度で検出する実験系

を構築する。 
 
４．研究成果 
1)皮膚創傷治癒における BLT2の役割：BLT2
欠損マウスの背部の皮膚に径 3 mmのパンチ
を行い、創傷治癒モデルを作製した。BLT2
欠損マウスでは、野性型マウス、コントロー

ルに用いた BLT1欠損マウスと比較して、創
傷治癒が有意に遅延した。野性型マウスに

NSAIDs であるアスピリンを投与すると、皮
膚創傷治癒が遅延するが、この遅延が BLT2
欠損マウスでは観察されなかった。全てのプ

ロスタノイド受容体欠損マウスを用いて同

様の実験を行ったが、創傷治癒の遅延を示す

マウスは存在しなかったことから、NDAIDs
による皮膚創傷治癒の遅延は、COX代謝物で
ある 12-HHTの産生低下によるものであるこ
とが分かった。以下、そのメカニズムについ

て検討を行ったところ、BLT2 がケラチノサ
イトに発現し、12-HHT 刺激によって活性化
される NF-kBを通じて、TNFα, メタロプロテ
イナーゼの発現を上昇させることで、細胞遊

走を促進して創傷治癒を速めていることが

分かった。BLT2 アゴニスト CP10583 は in 
vitro、in vivoの両方で創傷治癒を促進し、特
に糖尿病マウス db/db でその効果が顕著であ
った(図)ことから、難治性皮膚潰瘍の新規治



療薬として期待される(2014 J Exp Med)。 
 
2)腸管上皮における BLT2の役割：BLT2欠損
マウスは、野性型マウスでは異常を来さない

濃度である 1%のデキストラン硫酸塩(DSS)
の飲水によって、重篤な大腸炎を引き起こし

た。BLT2 遺伝子を導入したモデル細胞
MDCK を用いた実験では、BLT2 過剰発現
MDCK細胞では、培養細胞シート間の電気抵
抗値(TER)が上昇すると共に、シート上に添
加した FITC デキストランのシート下層への
漏れ込みが減少した。異常のことから、BLT2
は何らかの機序で腸管上皮細胞のバリア機

能を亢進させることで、腸内細菌の侵入を防

いでいることが分かった(2010 FASEB J)。そ
こで、MDCK細胞を用いてさらに詳細な検討
を行った。MDCK細胞培養系から一旦細胞外
カルシウムを除去しタイトジャンクション

を崩壊させた後にカルシウムを再添加し、タ

イトジャンクションを再構築させるカルシ

ウムスイッチ法を樹立し、BLT2発現、BLT2
刺激によってもたらされる変化を観察した。

カルシウムスイッチ、あるいは、12-HHT に
よる BLT2刺激によって、TJ形成に関わる接
着因子の遺伝子発現が上昇することを見い

だした。一連の接着因子の強制発現は、TER
を上昇させ、siRNAによる接着因子のノック
ダウンによって、TERは大きく減少した。阻
害剤を用いた実験から、12-HHT/BLT2 軸は、
百日咳毒素感受性の Giタンパク質、p38 MAP
キナーゼの活性化を介して、これらの接着因

子の遺伝子発現を上昇させ、上皮のバリア機

能を亢進させていることが明らかとなった。

BLT2 欠損マウスでは、皮膚のバリア機能も
減弱しており、反復抗原感作によって Th2免
疫応答が亢進し、抗原に対する抗体価が上昇

していることも分かり、BLT2 が様々な外界
に面する臓器の上皮細胞においてバリア機

能の維持に重要な分子であることを見いだ

した。(論文投稿中) 
 
3)ゼブラフィッシュ BLT群の解析：ゼブラフ
ィッシュゲノムには、BLT1遺伝子が 1つと、
BLT2遺伝子が 2つ存在した。哺乳動物のBLT
とゼブラフィッシュの BLT の間のアミノ酸
同一性は約 35%と高くは無かったが、両者と
もに哺乳動物 BLT1, 2と同様のリガンド特異
性を示した。In situ hybridizationによる発現部
位解析では、BLT1、BLT2共に、血球細胞で
の発現が確認された。モルフォリノオリゴを

用いたゼブラフィッシュ BLT1, 2の発現抑制
によって、ゼブラフィッシュ胚からの発生が

停止したことから、BLT1,2はゼブラフィッシ
ュの発生に必須の遺伝子であることが分か

った(2015 PLoS One)。 
 
4)12-HHT 産生経路の解析：ヒトとマウスの
血液、血小板を用いて、12-HHT の産生経路
を検証した。ヒト、マウスの血液凝固に伴っ

て大量の(約 200〜600 nM)の 12-HHT が産生
されたが、NSAIDs あるいはヘパリンの共存
下では、12-HHTの産生は観察されなかった。
一方、これまで想定されてきたトロンボキサ

ン合成酵素への依存性を検討した。トロンボ

キサン合成酵素阻害剤オザグレルは、血液凝

固に伴う 12-HHT産生を抑制したが、その抑
制は約 50%にとどまった。トロンボキサン合
成酵素欠損マウスの血液凝固に伴う 12-HHT



産生も、野性型マウスと比較して減少したも

のの、完全には抑制されず、トロンボキサン

合成酵素に依存しない 12-HHTの産生経路が
存在することが明らかになった。この PGH2
から 12-HHTへの変換には酵素は不要で、お
そらくヘム依存性の変換であることが示唆

された。トロンボキサン合成酵素阻害剤オザ

グレル投与、あるいは、トロンボキサン合成

酵素欠損マウスの血液凝固では、通常は観察

されないPGE2やPGD2の産生が観察された。
これはトロンボキサン合成酵素阻害剤やト

ロンボキサン合成酵素欠損によって余剰と

なった PGH2 がシャンティングによって
PGE2 や PGD2 へと変換されたものと推定さ
れ、頭痛や発熱といった、トロンボキサン合

成酵素オザグレルの副作用の発現機序と考

えられた(J Lipid Res 2013)。 
 
5)孤児受容体のリガンド同定：約 40種類の受
容体遺伝子発現ベクターを作成し、ライブラ

リに追加した。「脂質マシナリー」班員の青

木淳賢教授の研究室で開発された TGFα切
断アッセイを導入し、スクリーニングを行っ

たところ、一つの受容体に対する小分子リガ

ンドの同定に成功した。(研究継続中) 
 
6)その他：BLT1 が関与すると考えられた疾
患について疾患モデルを作製し、BLT1 欠損
マウスの表現型を観察した。多発性硬化症の

モデルとされる実験的アレルギー性脳脊髄

炎モデル(EAE モデル)において、BLT1 欠損
マウスは大きく減弱した表現型を示した。脊

髄の染色によって、BLT1 欠損マウスの病変
部位では、活性化好中球、活性化マクロファ

ージ、ヘルパーT 細胞のいずれの浸潤も低下
していたことから、BLT1 はこれらの炎症細
胞を活性化し、脊髄に浸潤させることで、EAE
を悪化させていることが示された。従って、

BLT1 拮抗薬は多発性硬化症の新規治療薬と
して期待される(BBRC 2010)。BLT1は好中球
やマクロファージの異物貪食を促進するこ

とが知られていたが、その細胞内シグナル伝

達は明らかでは無かった。骨髄細胞を GM-CSF

存在下で培養することで得られたマクロフ

ァージ(BMDM)に FITC-Zymozan を添加し、蛍

光顕微鏡で観察することで、マクロファージ

の貪食能を定量化する系を樹立した。LTB4 刺

激は、IgG でコーティングしたオプソニン化

Zymozan の貪食を促進した。種々の阻害剤を

用いた検討から、LTB4 刺激による貪食能の亢

進はチロシンキナーゼ阻害剤 PP2 や、

PI3Kinase 阻害剤,	
 Rac 阻害剤で抑制された。

LTB4刺激はFynや Lynのチロシンリン酸化を

促進しなかったが、Rac の活性化を引き起こ

したことから、Rac の上流でチロシンリン酸

化経路とクロストークしていることが示唆

された。そこで、Fcγ受容体のシグナル伝達を
欠損した common	
 γ鎖を欠損したマウスから
BMDM を作製し、恒常的活性化型 Rac をレトロ

ウイルスで戻す系を用いて解析を行った。興

味深いことに、Fcγ受容体シグナルの欠損下で
も、LTB4/BLT1 刺激で Rac が活性化されるだ

けでオプソニン化 Zymozan の貪食は亢進した。

以上より、LTB4/BLT1 刺激は PI3Kinase と Rac

の活性化のステップで Fcγ受容体シグナルと
クロストークし、異物貪食を促進しているこ

とが明らかとなった(JBC 2010)。LTB4/BLT1
は主として好中球の浸潤と組織障害を通じ

て、脊髄損傷(J. Neurochem 2013)、肝虚血再
灌流障害(FASEB J 2013)、などを悪化させて
いることをあきらかにし、BLT1 拮抗薬の新
規治療標的として期待される。また、BLT2
が Th2細胞からの Th2サイトカイン産生を抑
制することで、気管支喘息の発症に抑制的に

関与していることも見いだした (Faseb J 
2013)。 
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