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研究成果の概要（和文）：我々はBLT1の希有な活性制御機構を発見した。この情報伝達機構には BLT1のリン酸
化が重要な意味を持つ。我々はBLT1の全リン酸化部位を決定し、同時に、以下の知見も見出した。① BLT1は活
性化後も細胞内移行せずに細胞表面に留まる、② 低濃度LTB4で高親和性BLT1を活性化するとリン酸化が始ま
り、その後周辺LTB4濃度を徐々に高めると、このリン酸化度合は段階的に亢進する、③ BLT1はリン酸化度合の
亢進に伴い、リガンド親和性が低下する。本研究では、こうしたLTB4濃度に依存した段階的リン酸化亢進と親和
性低下がBLT1機能にどう寄与し、生理的に如何なる意義があるのか、その一旦を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：  LTB4 receptor type 1 (BLT1) is abundantly expressed in immune cells and 
plays crucial roles in various inflammatory diseases. We determined two types of BLT1 
phosphorylation, basal and ligand-induced, in the C-terminus of human BLT1 using the Phos-tag 
SDS-PAGE. Ligand-induced phosphorylation occurred at different LTB4 concentrations, and this 
modification facilitated basal phosphorylation. Because neutrophils migrate through the LTB4 
gradient toward inflammatory sites, the degree of phosphorylation could be enhanced in parallel with
 an increase in LTB4. At high concentrations of LTB4, deficiencies in these two types of 
phosphorylation impaired chemotaxis and β-hexosaminidase release in CHO-K1 and RBL-2H3 cells, 
respectively. These results suggest that an LTB4 gradient around inflammatory regions boosts BLT1 
phosphorylation in a stepwise manner to facilitate the precise migration of phagocytic and immune 
cells, and the initiation of local responses, including degranulation. 

研究分野： 脂質生化学

キーワード： ロイコトリエンB4　BLT1　リン酸化　ユビキチン修飾　βアレスチン　G蛋白質共役型受容体　GPCR
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　炎症時、局所で産生されたLTB4は血中に放出され、好中球はこの際のリガンド濃度勾配を頼りに局所へ向か
う。これまでこの濃度勾配は遊走の方向指示のみに重要とされてきたが、我々はこれに新たな意義を加える。
BLT1を介して好中球に局所応答の開始時期を伝える意義である。低親和性化したBLT1が濃度勾配の中で再活性化
されうる高いLTB4濃度に到達することで、この低親和性型を介して高親和性型とは異なる情報伝達が作動し、局
所応答が開始されるという考え方である。この仕組みは全く新奇なシグナル伝達調節の発見である。

※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 
	 ロイコトリエン B4（LTB4）は好中球に対して強力な遊走活性を示す生理活性脂質であり、

特異的受容体である BLT1 への結合で生理機能を発揮する。LTB4/BLT1 経路の情報伝達は、
炎症、アレルギーや関節リウマチ等の発症に深く関わることが BLT1欠損マウスや受容体拮抗
剤を用いた実験結果から示唆されているが、未だ臨床使用可能な BLT1拮抗剤はない。本研究
の核心は、新奇な BLT1 活性制御機構の発見とこの発見の BLT1 拮抗剤開発への応用である。
我々は、BLT1 拮抗剤創製への取り組みの中、最近、BLT1 の結晶構造解析に成功し、構造的
観点からの創薬ヒントを社会に発信した。また、BLT1 の C 末端領域のリン酸化が刺激 LTB4

濃度に依存して段階的に亢進することも発見し、このリン酸化亢進が受容体のリガンド親和性

に変化をもたらすと同時に、好中球の炎症応答にも非常に重要であることを示唆した。36年前、
好中球は遊走開始に関わる高親和性 LTB4受容体と脱顆粒などの惹起に関わる低親和性 LTB4

受容体の 2種類を持つことをカリフォルニア大学のD.W.Goldman博士とE.J.Goetzl博士が提
唱した（J.Exp.Med., 159, 1027-1041, 1984）。その後、この説を支持する報告は幾つも出たが、
今日現在、好中球に発現する LTB4受容体は BLT1 が唯一無二のものとされている。この矛盾
は長い間謎とされてきたが、その謎解きの中に、BLT1 拮抗剤開発へのヒントがあると考えた
ことが本研究の切掛けである。 

 
２．研究の目的 
	 この度発見したリガンド濃度に依存

する段階的リン酸化は、BLT1 を LTB4

高親和性から低親和性へと構造変化さ

せると我々は推察している（図１、右図

モデル）。好中球が遊走で局所到達後、

この低親和化した BLT1 は周辺の高濃
度 LTB4で再活性化され、好中球に局所

応答（脱顆粒や活性酸素産生など）の開

始を促すと考える。即ち、36 年前に提
唱された 2種類の LTB4受容体はどちら

も BLT1で説明できることになる。この考えを立証し、斬新な BLT1拮抗剤開発を提唱するこ
とが本研究の目標である。 

	 炎症時、局所で産生された LTB4は血

中に放出され、好中球はこの際に形成さ

れる LTB4濃度勾配を頼りに局所へ向か

う。これまでこの濃度勾配は遊走の方向

決定のみに重要とされてきたが、我々は

これに独創的な意義を加える。BLT1を
介した情報伝達で好中球に局所応答の

開始を伝える意義である。即ち、好中球

が LTB4の高濃度域に遊走で到達すると、

低親和化した BLT1は再活性化され、高
親和型とは異なる情報伝達を惹起し、局所応答が開始されるという考えである（図２、左図モ

デル）。１つの GPCRが低濃度リガンドを敏感に感受し、シグナル発信後も細胞膜上に留まり、

 



徐々に低親和性へと構造変化し、やがて高濃度下で再び活性化すると別のシグナル伝達が作動

する仕組みはこれまで報告例のない希有な GPCR情報伝達機構の発見である。本研究の目的の
１つはこの発見の確度を高め、新奇 GPCR制御機構を提唱することにある。創薬の観点からは、
従来の拮抗剤は高親和性 BLT1のみを標的としたが、例えばリン酸化部位を酸性アミノ酸に置
換することでリン酸化をミミックし、これが低親和性 BLT1を模倣するものであれば、これを
標的とした化合物を探索することで新たな BLT1拮抗剤の開発が期待できる。本研究の２つ目
の目的は、このリン酸化ミミック型 BLT1の阻害剤探索用ツールとしての提案である。 
 
３．研究の方法  
① BLT1 の C 末端領域内リン酸化候補部位の点変異体を PCR 法で作製し、phos-tag 
SDS-PAGE法にてリン酸化の欠失を評価しながら、リン酸化修飾部位を全て決定した。 
② 決定したリン酸化修飾部位のリン酸化とそれを誘発するリガンド刺激濃度（刺激有無に加

え、刺激濃度も検討）との関係を調べた。 
③ 全リン酸化欠損 BLT1を発現させた CHO-K1細胞を作製し、LTB4濃度依存的な細胞遊走

性を正常型 BLT1発現細胞とボイデンチャンバー法で比較した。 
④ 全リン酸化欠損 BLT1 を発現させた RBL-2H3 細胞を作製し、LTB4 刺激後の

β-hexosaminidase放出（脱顆粒能）を正常型 BLT1発現細胞と比較した。 
⑤ GPCRシグナル応答性レポーター法や TGFα-shedding法を活用し、全リン酸化部位を酸
性アミノ酸に置換したリン酸化ミミック BLT1や全リン酸化欠損 BLT1の LTB4に対する応答

性（活性化度合い）を評価した。 
⑥ 全リン酸化欠損 BLT1発現細胞での LTB4刺激時の ERK1/2活性化や PI3K/Akt経路活性
化を正常型 BLT1発現細胞と比較した。 
 
４．研究成果	 

① BLT1の C末端領域に存在する７箇所のリン酸化部位（T308, S310, S313, S314, T315, 
S320, T324）を全て決定した（図３）。 
 

図３説明：	 BLT1の C末端領域の段階的リン
酸化を示す。２箇所の誘導的リン酸化部位のう

ち、310 番目の Ser（S））残基が低濃度 LTB4

で先に修飾を受け、これに付随して下流の５箇

所のリン酸化が始まる。さらに高濃度 LTB4環

境下に移行すると 308 番目の Thr（T）残基の
リン酸化が起こり、下流５残基の修飾はさらに

亢進する。 
 

②	 ７箇所の内、２箇所は LTB4刺激依存的、残りの５箇所は先の２箇所のリン酸化がトリガ

ーとなって修飾が亢進することを明らかにした（図３）。 
③ 2 箇所の LTB4 刺激依存的リン酸化は、それぞれが異なる LTB4 濃度（一方が数 pM、他方が 20
〜30 nM 以上）で誘導されることを明らかにした。即ち、BLT1 の全リン酸化度合いは、周辺 LTB4 濃

度の上昇に伴い段階的に亢進することを発見した（図３）。 
④ 全リン酸化欠損 BLT1 発現細胞（CHO-K1 細胞）は、低濃度 LTB4 に対する遊走性は正常型

BLT1 発現細胞と差異が無いが（遊走開始応答） 、高濃度 LTB4 に対しては低下することを明らかに

した（図４）。 

 



	 	 図４説明：	 正常型 BLT1(BLT1/0N)、
又は、リン酸化欠損 BLT1(BLT1/0NΔ
phos)を発現させた CHO-K1 細胞の遊走
実験（ボイデンチャンバー法）。

Chemokinesis には違いが認められない
が、リン酸化欠損（Δphos）によって高
濃度（100 nM）LTB4域での Chemotaxis
は有意に低下した。 

⑤	 RBL-2H3細胞をホストとし、刺激後の

β-hexosaminidase放出を評価した。BLT1/0NΔphos発現細胞は、高濃度LTB4で惹起される脱

顆粒応答が減弱することが示唆された（図５）。 

 
図５説明： RBL-2H3 細胞を用いた脱顆粒実

験。BLT1/ 0NΔphos を発現させた同細胞は高

濃度（100 nM） LTB4 刺激時の脱顆粒が低下

した。図中カラム１は vehicle、カラム２は 10 nM
の LTB4 刺激、カラム３は 100 nM の LTB4 刺激、

カラム４はイオノフォア刺激の結果を示す。 

 
 

 
⑥ 全リン酸化部位を酸性アミノ酸に置換したリン酸化ミミック BLT1 は、低濃度 LTB4 に対する応答性

が減弱していることを見出した（GPCR シグナル応答性レポーター実験）。 
⑥	  BLT1/0NΔphos発現細胞では、高濃度LTB4刺激時のPI3K/Akt経路の情報	 

伝達に明らかな異常が認められた（図６）。 

 
図６説明： HEK293T 細胞での情報伝達解析。

BLT1/0N 発現細胞では低濃度（10 nM）LTB4

刺激直後のERK1/2の一過的な活性化（リン酸化）

と 100 nM 追加刺激以降の Akt の持続的な活性

化が認められた。一方、BLT1/0NΔphos 発現細

胞では、ERK1/2 の活性化に差異はないが、100 
nM 追加刺激後の Akt の活性化は低下した。 

    
 以上の結果、我々は、低濃度 LTB4 で始まる BLT1
のリン酸化亢進は高 LTB4 濃度環境下での細胞応答に不可欠な修飾と推察した（図７）。これは好中

球が局所に到達し、防御活動の開始時期を察知する “スイッチ機能” と解釈することもできる。こうした

知見の確度をより高めて新奇な BLT1 活性制御機構を明らかにし、且つ、新規拮抗剤開発に活かす

ことが本研究の今後の課題である。 
      

 

 

 



     
図７説明： 全リン酸化欠損 BLT1 を発現させ

た細胞で認められた応答異常をまとめた図。全

リン酸化の欠損により、高濃度 LTB4 環境下で

は遊走能に異常が認められ、また、脱顆粒応

答も減弱していた。 
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