
様式Ｃ-１９ 
 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 25 年 6 月 1 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

研究成果の概要（和文）：ロイコトリエン B4-BLT1経路が抗原依存的な免疫シナプス形成を促進

する事を見いだした。また、この機能には樹状細胞(DC)側の BLT1が重要である事も明らかにし

た。一方で、in vivo における BLT1 の役割を検討するために樹状細胞特異的 BLT1 遺伝子欠損

マウスの作製を進めており、現在 floxedマウスが得られている。 

 
研究成果の概要（英文）：I revealed the important role of LTB4-BLT1 axis in antigen-dependent 

immunological synapse (IS) formation between dendritic cells (DC) and CD4
+
 T cells. By using in vitro 

DC-T cell co-culture system, I also found that BLT1 in DC is important for IS formation. In parallel, to 

investigate the role of BLT1 in DC in vivo, I established the BLT1
floxed

 mice. I will generate DC-specific 

BLT1 conditional knockout mice. 
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１．研究開始当初の背景 
ロイコトリエン B4(LTB4)は、主に白血球にお
いて産生され、炎症細胞を活性化する生理活
性脂質である。その受容体である BLT1 は好
中球やマクロファージなどに多く発現して
おり、炎症反応を促進する。しかしながら近
年、BLT1がリンパ球や樹状細胞などの免疫細
胞にも発現し、免疫反応にも深く関わる事が
示唆されてきた。申請者らは BLT1 を世界に
先駆けて遺伝子同定し、BLT1遺伝子欠損マウ
スの解析を通じて、LTB4-BLT1 経路が Th1 お
よび Th2免疫応答の両経路を促進する事を明
らかにしてきた。この LTB4-BLT1経路による
免疫反応促進作用は、古典的な Th1/Th2バラ
ンスの制御では説明できず、樹状細胞-T細胞
免疫応答における LTB4-BLT1の役割について

は不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
上述のような背景の中、申請者は、樹状細胞
-T 細胞間の相互作用における BLT1 の役割を
明らかにすることを目的とし「LTB4-BLT1 経
路が樹状細胞と T細胞の物理的なコンタクト
を促進する」と仮説を立て、検討を行うもの
とした。これが明らかになれば新たな免疫抑
制剤の創薬標的として BLT1 を提起する事が
できるだけでなく、ほとんど明らかにされて
いない免疫応答における生理活性脂質の新
規機能を明らかすることができ、臨床•学術、
両面において重要な発見となると考えられ
る。 
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３．研究の方法 
マウス骨髄細胞から分化誘導した樹状細胞
(BMDC)とオボアルブミンペプチド特異的に
反応する T 細胞受容体を発現する OT-II ト
ランスジェニックマウスを用いて、抗原特異
的な BMDC と T 細胞との接触をモニタリン
グする。実験系の評価には多検体タイムラプ
スと FACS を用いた方法を使用する。また、
マイクロアレイのデータから候補分子を探
索し、分子メカニズムの解析を行う。一方で、
細胞特異的な BLT1 の in vivo 解析を行うた
めに、樹状細胞もしくは T 細胞特異的な
BLT1 コンディショナルノックアウトマウス
の作製を行う。具体的にはノックアウトマウ
スコンソーシアムから ES 細胞を購入し、キ
メラマウスを作製し、Germ line 

transmission の確認を行う。その後、
CAG-FLPe トランスジェニックマウスと掛
け合わせて、BLT1floxedマウスを完成させ、
Floxed マウスを CD11c- Cre もしくは
Lck-Cre マウス等と掛け合わせ、樹状細胞特
異的もしくはT細胞特異的BLT1ノックアウ
トマウスを作製する。 

 
４．研究成果 
1)多検体タイムラプスを用いた DC-T 細胞間
物理的コンタクトの定量. 
DCと T細胞間の物理的コンタクトを定量する
ために多検体対応型タイムラプス顕微鏡
(Molecular Device)を用いたシステムを構築
したが、T 細胞のプレートへの張り付きが悪
く、コラーゲンコート等を試したが、プレー
トが動くタイプのタイムラプス顕微鏡では
やはり評価できなかった。そこで、いくつか
の検討の結果、マウスリンパ節由来支持細胞
を T細胞の下に播くことで T細胞の張り付き
の問題を解決できる事を見いだした。このシ
ステムが完成すると一度に大量の検体を解
析する事ができるため、とても有用なツール
となる。現在、システム構築の継続中である。 
 
2)共焦点顕微鏡を用いた DC-T 細胞間物理的
コンタクトの定量. 
BMDCをWTとBLT1 KOの骨髄から誘導し、CMTMR
でラベルした。一方、OT-II マウスの脾臓か
ら単離した CD4+ T 細胞を CMFDA でラベルし
た。両細胞を DC:T 細胞=1:8 になるようにガ
ラスボトムディッシュに播き、共培養した。
48 時間後の DCと T 細胞の状態を共焦点顕微
鏡で観察し、DC１個当たりに接着する T細胞
の数をカウントした。その結果、図 1A & 1B
に示すように、赤で示される DCに接着する T
細胞の数は、WTに比べて BLT1欠損 BMDCの方
が、有意に少ない事が明らかとなった。また、
BLT1欠損 BMDCの直径は WTに比べて有意に大
きい事もわかった。 
 

図 1.共焦点顕微鏡による DC-T 細胞コンタク
トの観察. A.共焦点顕微鏡による観察像。
B.DC１個当たりの接着 T細胞数。C.DCの直径。 

 

 
 
 
3)フローサイトメトリーを用いた DC-T 細胞
間コンタクトの定量 
BMDCをWTとBLT1 KOの骨髄から誘導し、CMTMR
でラベルした。一方、OT-II マウスの脾臓か
ら単離した CD4+ T 細胞を CMFDA でラベルし
た。両細胞を DC:T 細胞=1:4 になるようにラ
ウンドボトムディッシュに播き、共培養した。
24 時間後の DCと T 細胞を回収し、ボルテッ
クスを用いて非特異的な細胞接着を外した。
それらの細胞をフローサイトメトリーを用
いて解析した。その結果、抗原を入れない場
合、DC-T 細胞間接着は BLT1 KO BMDC で少し
高く、抗原を入れた場合、細胞間接着は WT
で高いことがわかった(図 2A)。抗原の有無に
よる DC-T 細胞間接着のパーセンテージの差
を取り、抗原依存的な DC-T 細胞間接着を定
量したところ、BLT1 KO BMDCでは、T細胞と
の物理的な接着が有意に弱くなる事が示さ
れた(図 2B)。 
 

 
 

 
 

 
図 2.フローサイトメトリーによる DC-T 細胞
コンタクトの解析。A.フローサイトメトリー
による解析データ。KO:BLT1 KO, OVA:オボア
ルブミン, 抗原。B. CMFDA、CMTMR 両陽性細
胞の OVA(+)群と OVA(-)群との差を定量化し
たデータ。 
 
 



 

 

4)BLT1 による DC-T 細胞間相互作用の制御機
構の解明. 
2)、3)より BLT1が DC-T細胞相互作用に促進
的に働く事が明らかになった。そこで分子メ
カニズムを解明す
る目的で、BMDC を
WT と BLT1 KO の骨
髄から誘導し、DNA
マイクロアレイを
行った。その結果、
WT で２倍以上発現
が高い遺伝子が 16、
BLT1 KOで 2倍以上
発現量が高い遺伝
子が 8 つ検出され
た。現在これらの
遺伝子を候補分子
として、BLT1 によ
る DC-T細胞間相互
作用の制御機構の
解明を引き続き行
っている。 
 
図 3. WT、BLT1 KO DCの DNAマイクロアレイ
データ。両者を比較して WT で高いものほど
赤色で、低いものほど緑色で示している。 
 
 
5)DC 特異的 BLT1 コンディショナルノックア
ウトマウスの作製 
細胞特異的な BLT1 の役割を in vivo で解析
するために、BLT1コンディショナルノックア
ウトマウスの作製を行った。ES細胞をノック
アウトマウスコンソーシアムから購入し、
microinjection法および aggregation法によ
りキメラマウスの作製を試みた。その結果、
microinjection法により 50%キメラマウスが
3 匹得られ、aggregation 法によりほぼ 100%
のキメラマウスが 5匹得られた。これらを WT
マ ウ ス と 掛 け 合 わ せ 、 Germ line 
transmission を 確 認 し た と こ ろ 、
aggregation キメラマウスから産まれた仔マ
ウスに target alleleが受け継がれている事
が確認できた。これを NeoRおよび LacZ配列
を抜く目的で CAG-FLPe マウスと掛け合わせ
た結果、配列が抜けたのを確認した。これま
での結果より、BLT1floxedマウスを得る事が
出来た。現在、CD11c-Cre と Lck-Cre を導入
中で、出来次第、DC特異的、T細胞特異的な
BLT1 コンディショナルノックアウトマウス
を作製していく。 
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