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研究成果の概要（和文）：システイニルロイコトリエン(CysLTs)は日常臨床で用いられているCysLT1受容体によ
り鼻閉症状が改善するため重要なケミカルメディエーターであると考えられている。まだ臨床応用されていない
CysLT2受容体についても最近の我々の研究により局在が明らかになっている。近年第３のCysLT受容体の存在が
示唆されており、LTE4と結合するGPR99受容体が有力視されている。本研究によって鼻粘膜におけるGPR99の局在
は主に血管系に発現することが明らかになった。培養血管内皮細胞をLTE4にて刺激すると細胞内カルシウムイオ
ンの上昇が引き起こり、第3のCysLT受容体を介した反応である事が示唆された

研究成果の概要（英文）：The cysteinyl leukotrienes (CysLTs) are lipid mediators that have been 
implicated in the pathogenesis of allergic rhinitis. CysLT1 receptor is sensitive to the CysLT1 
receptor antagonist currently used to treat allergic rhinitis and asthma. Recent studies have begun 
to uncover receptors selective for LTE4: GPR99. To clarify the expression of GPR99 receptor in human
 nasal mucosa, we investigated immunohistochemical localization of GPR99 receptor in human nasal 
mucosa,  and intracellular calcium influx in vitro. The immunohistochemical study revealed that 
vascular smooth muscle and vascular endothelial cells showed intense immunoreactivity for GPR99 
receptor. LTE4 caused a rapid increase of the intracellular Ca2+ concentration. Both CysLT1 and 
CysLT2 receptor antagonists did not affect the LTE4-induced intracellular Ca2+ response. These 
results suggest that a potential third CysLT receptor such as GPR80/99 receptor may contribute 
LTE4-induced activation of nasal vascular cells.

研究分野：鼻アレルギー
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１．研究開始当初の背景 

システイニルロイコトリエン(CysLTs)は鼻ア

レルギー局所で遊離され、日常臨床で用いら

れているCysLT1受容体拮抗薬により鼻閉症状

が改善するため重要なケミカルメディエータ

ーであると考えられている。以前に我々は、

ヒト下鼻甲介におけるCysLT1受容体とCysLT

２受容体の発現と局在を報告した。それら受

容体の親和性についてはCysLT1受容体では

LTD4>LTC4>LTE4の順であり、CysLT2受容体にお

いてはLTC4=LTD4>LTE4とCysLT１受容体と

CysLT2受容体は,生体内で最も安定なLTE4に

対する親和性はほとんどない。LTE4は、これ

を気道に投与すると気道過敏性亢進と好酸球

浸潤が引き起こるため、好酸球性気道炎症に

何らかの役割を演じていると考えられていた

が、その特異的な受容体の存在は明らかにさ

れていなかった。２０１３年に米国のグルー

プが受容体ノックアウトマウスを用いた手法

で、GPR99受容体がLTE4受容体として作用する

ことが確認された。 

２．研究の目的 

ヒト上気道における第3のCysLT受容体の役割

を確認する目的として、ヒト鼻粘膜のGPR99

受容体の発現と局在を明らかにする。さらに

培養細胞を用いてLTE4の鼻粘膜や好酸球性炎

症に対する作用とGPR99受容体の役割をin 

vitroの系で明らかにする。 

３．研究の方法 

1) ヒト鼻粘膜の GPR99 受容体の発現と局在

について、免疫染色とウエスタンブロット法

で、その発現と局在について解析した。さら

に通年性アレルギー性鼻炎と非アレルギー

性鼻炎の発現量の違いの有無に関してウエ

スタンブロット法を用いて半定量した。 

2) 培養好酸球細胞株(EoL-1細胞)を butyric 

acid とサイトカイン（IL-3,IL-5,GM-CSF）

刺激でヒト末梢血好酸球様に分化させた後、

LTE4 刺激を行い細胞遊走が引き起こるかど

うかについて Boyden チャンバー法を用いて

解析した。 

3) 臍帯由来培養血管内皮細胞（HUVECs）に

細胞内 Ca2+のトレーサーである Fluo-4 を取

り込ませて LTE4 刺激にて細胞内カルシウム

イオンの上昇が引きおこるかをリアルタイ

ムに計測した。抗 GPR99 抗体を用いてウエス

タンプロット法にて HUVECs に GPR99 受容体

のタンパクレベルの発現があるか解析した。 

 

４．研究成果 

１)抗GPR99受容体抗体を用いたウエスタンブ

ロット法では、38kDaのバンドを確認した。通

年性鼻アレルギー６症例と非アレルギー６症

例の下鼻甲介のGPR99発現量をウエスタンブ

ロット法で半定量したが、有意な差は認めな

かった。ヒト下鼻甲介の免疫染色にて、血管

平滑筋細胞と血管内皮細胞にGPR99受容体発

現を認めたが、予想に反し好酸球などの浸潤

細胞には発現を認めなかった（図１）。

(Shirasaki H et al.Auris Nasus Larynx誌 

2017にて報告) 

 

図１ ヒト鼻粘膜におけるGPR99受容体の免

疫染色像。抗ヒトGPR99受容体抗体にて免疫染

色を施行しDABにて発色させた。上皮（ep）と

粘膜下腺組織（g）は染色されず、血管（v）

が強く陽性に染色された。Scale bar=500μm 

 



２）好酸球細胞株(EoL-1細胞)にはCysLT１受

容体とCysLT２受容体が発現していることを

ウエスタンブロット法にて確認した。LTD4刺

激を行うと濃度依存性に細胞遊走が引き起こ

り、この反応はCysLT１受容体拮抗薬にて著明

に抑制された。一方LTE4刺激では細胞遊走が

起こらず、GPR99受容の発現もタンパクレベル

では確認できなかった(Shirasaki H et 

al.Heliyon誌 2017にて報告) 

３）培養血管内皮細胞(HUVECs)をLTE4にて刺

激すると即時性の細胞内カルシウムイオンの

上昇が確認された。この反応は、CysLT１受容

体拮抗剤やCysLT２受容体拮抗剤では抑制さ

れず、GPR99などの第3のCysLT受容体を介した

反応である事が示唆された（図２）。

（Shirasaki H et al.米国アレルギー学会

(AAAAI)２０１８年３月の年次大会で発表） 

 

図２ 培養血管内皮細胞(HUVECs)に対し、

LTE4刺激を行うと即時性の細胞内カルシウム

イオンの上昇が引き起こるが、この反応は

CysLT1拮抗剤（MK571）やCysLT２拮抗剤

(BayCysLT2)では影響を受けない（図２左）。

一方、LTD4刺激による細胞内カルシウム上昇

反応はCysLT２拮抗剤によって著明に抑制さ

れる（図２右）。 

 以上の結果より、ヒト鼻粘膜には GPR99

受容体が発現しているが主に血管平滑筋に

限局しており好酸球などの浸潤細胞には

GPR99 受容体は発現しておらず、in vitro

で LTE4 刺激を行っても好酸球遊走作用は

認めずネガティブな結果に終わった。平成

２４−２６年度に行った研究課題“ヒト鼻粘

膜におけるロイコトリエン E4 受容体ー

P2Y12 受容体の発現”では気道上皮細胞

LTE4 刺激を行うと P2Y12 受容体を介する

ムチン分泌が引きおこることを確認した。

好酸球等から放出される LTE4 は、おそらく

P2Y12 受容体を介して好酸球性鼻副鼻腔炎

に特徴的な粘稠なムチン分泌を引き起こし

ていると推察されるが、本研究のターゲッ

トとした GPR99 受容体は好酸球性炎症への

関与は低いことが示唆される。鼻粘膜の血

管平滑筋と血管内皮細胞に局在する

GPR99 受容体の役割については今回の研

究期間内に明らかにすることができなかっ

たが、これらの細胞が局在する部位は容積

血管であるため鼻閉などの臨床症状に関与

する可能性大である。LTE4 を標的とした

本受容体の拮抗薬は未だ開発されていない

が、今後気道アレルギー疾患に対する新規

治療薬の開発に結びつくような研究成果を

獲得できるように発展させたい。 
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