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研究成果の概要（和文）：ロイコトリエンB４第二受容体(BLT2)は、皮膚表皮に高発現するGタンパク質共役型受容体（
GPCR）である。BLT2の高親和性リガンドである12-HHTは、血液凝固の際にシクロオキシゲナーゼ(COX)およびトロンボ
キサンA2合成酵素(TxA2S)依存的に大量に産生される。本研究では、12-HHT/BLT2シグナルが皮膚表皮ケラチノサイトの
動きを亢進し、創傷治癒を促進することを明らかにした。これまでに、アスピリン（COX阻害剤）の副作用として皮膚
創傷治癒の遅延が知られていたが、その原因が12-HHTの産生低下であることを明らかにした。また、BLT2作動薬が皮膚
創傷治療薬となり得ることを示した。

研究成果の概要（英文）：Leukotriene B4 receptor type 2 (BLT2) is a G protein-coupled receptor (GPCR) 
highly expressed in epidermal keratinocytes. 12-HHT is a high affinity ligand for BLT2 and produced 
during blood coagulation in a COX/TxA2S-dependent manner. In this study, we found that 12-HHT/BLT2 axis 
promotes skin wound healing by accelerating keratinocyte migration. It has been known that aspirin, a COX 
inhibitor, delays skin wound healing, but the precise mechanisms were wholly unknown. We showed that the 
impairment of 12-HHT production by aspirin treatment delays wound healing. We also showed that topical 
application of synthetic BLT2 agonist accelerates skin wound healing in wild-type C57BL/6J mice and 
diabetic db/db mice. These results suggest the possible application of BLT2 agonist as a therapeutic 
agent to accelerate wound healing, particularly for intractable wounds, such as diabetic ulcers.

研究分野： 生化学、免疫学
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１．研究開始当初の背景 
BLT2 は、腸管や皮膚の上皮細胞に発現する
GPCRである。発見当初、BLT2は高濃度の
ロイコトリエン B4 に対して応答することか
らロイコトリエン B4 の低親和性受容体とし
て報告されたが、その親和性の低さから他の
生体内リガンドの存在が示唆された。そこで、
小腸の抽出物を材料にリガンド探索を行っ
た結果、血液凝固の際に COX／TxA2S 依存
的に大量に産生される 12-HHT が高親和性
のリガンドであることが明らかとなった。
12-HHT は、TxA2 合成の際の単なる副産物
であると長い間考えられてきたため、その生
理機能については全く解明されていなかっ
た。 
申請者らは、これまでに BLT2欠損マウスに
おいてデキストラン硫酸(DSS)誘導性の大腸
炎が重篤化すること、BLT2 発現が上皮細胞
間の接着を亢進させることを示してきた。
BLT2 は皮膚表皮ケラチノサイトにも発現が
高いことから、皮膚のバリア機能にも寄与す
る可能性が想定されたが、未解明のままであ
った。 
 
２．研究の目的 
皮膚は、外界と接して生体防御の最前線に位
置しており、皮膚のバリア機能が破綻すると、
感染症をはじめとする様々な問題が生じる。
近年、特に生活環境の変化や高齢化などに伴
い、糖尿病性皮膚潰瘍、褥瘡、アトピー性皮
膚炎などが社会問題になっている。 
本研究では、BLT2 が皮膚表皮ケラチノサイ
トにおいて高発現していることに着目し、
BLT2欠損マウスを用いて、（1）皮膚の創傷
治癒モデル（2）アトピー性皮膚炎モデルを
行い、皮膚バリア機能における BLT2の役割
を明らかにする。また、アスピリンなどの
COX 阻害剤によって 12-HHT の産生が低下
することから、アスピリンの作用／副作用と
12-HHT/BLT2シグナルの関わりについても
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）皮膚の創傷治癒モデル 
BLT2 欠損やアスピリン投与の皮膚創傷治癒
に与える影響を、以下のマウスモデルにて解
析した。 
マウスの背中皮膚に直径 3mm の穴をあけ、
経時的に創傷面積を測定することで創傷治
癒速度を比較した。また、皮膚創傷後の組織
を経時的に採取し、HE 染色やマッソントリ
クローム染色や Ki67 染色を行うことで組織
学的に評価した。 
また、創傷時の滲出液中に含まれる 12-HHT
の量を質量分析計を用いて測定した。 
 
野性型と BLT2 欠損マウスの皮膚より RNA
を抽出し、DNA マイクロアレイ解析を行っ
た。BLT2 欠損により遺伝子発現に変化が見
られた分子に関しては、定量 PCR にて確認

を行った。 
 
ヒトやマウスの初代培養ケラチノサイトを
用いてスクラッチアッセイを行い、12-HHT
やBLT2作動薬のケラチノサイトの動きに与
える影響を調べた。また、HaCaT 細胞（ヒ
トケラチノサイト）を用いて BLT2過剰発現
細胞株を樹立し、初代培養細胞と同様の実験
を行った。更に、DNA マイクロアレイ解析
から抽出された分子の阻害剤と 12-HHT を
同時に添加し、ケラチノサイトの動きに与え
る影響を調べた。 
 
ワセリンと混合したBLT2作動薬を野性型マ
ウスと糖尿病モデルマウス(db/db)の皮膚創
傷部に連日塗布し、治癒に与える影響を調べ
た。 
 
(2)アトピー性皮膚炎モデル 
卵白アルブミン(OVA)の経皮投与と腹腔内投
与による免疫応答の比較を行った。 
経皮的投与：野性型および BLT2欠損マウス
の背中皮膚に OVA を含ませたパッチテスタ
ーを 2日間貼付し、1日外すというサイクル
を計 5回行った。5サイクル終了後、静脈採
血を行い、血中に含まれる OVA 特異的抗体
濃度測定した。また、所属リンパ節を採取し、
in vitroにて OVA再刺激を行った後、培養上
清中に含まれる Th2 サイトカインの濃度を
測定した。 
腹腔内投与：野性型および BLT2欠損マウス
の腹腔内に Alumと混合したOVAを投与し、
３週間後に再度 OVA を腹腔内投与した。2
回目の投与から 1週間後に採血および所属リ
ンパ節の採取を行い、経皮的投与の場合と同
様の測定を行った。 
 
MDCK 細胞はイヌ腎臓尿細管上皮細胞由来
の細胞株であり、単層培養をするとタイトジ
ャンクションを形成することから、上皮細胞
の細胞間接着の機能解析に汎用される。我々
は、BLT2 を過剰発現させた MDCK 細胞を
樹立して、12-HHTの添加や BLT2の発現が
細胞間接着に与える影響を解析した。 
細胞間接着の評価方法として、トランスウェ
ル上に単層培養した細胞の apical側と basal
側の間の抵抗値 (TER)を測定する方法、
apical 側に FITC デキストランを添加して
basal 側に漏出する量を測定する方法を用い
た。また、細胞間接着形成時の動的な変化を
モニターする目的で、カルシウムスイッチ法
（低カルシウム培地で細胞間接着を消失さ
せた後、塩化カルシウムを添加して細胞間接
着を再形成させる方法）を行い、TERを経時
的に測定した。 
 
BLT2発現MDCK細胞を用いてDNAマイク
ロアレイ解析を行い、12-HHT刺激により発
現が変動する分子を網羅的に解析した。 
 



12-HHT 依存的な TER 上昇亢進を抑制する
阻害剤のスクリーニングを行い、BLT2 と細
胞間接着の間を繋ぐ分子を探索した。 
 
４．研究成果 
（1）皮膚の創傷治癒モデル 
マウスを用いた皮膚創傷治癒モデルを施行
した結果、BLT2 欠損およびアスピリン投与
により治癒が遅延することが判明した。 

 
また、創傷時の浸出液に含まれるエイコサノ
イドを質量分析計にて一斉定量した結果、時
間が経つに連れて 12-HHT が蓄積してくる
ことが明らかになった。また、アスピリンを
投与したマウスでは 12-HHT の蓄積は観察
されなかった。 
BLT2 欠損およびアスピリン投与による創傷
治癒遅延の原因を明らかにする目的で、皮膚
の組織学的な解析を行った。その結果、皮膚
表皮ケラチノサイトによる再上皮化が遅延
していることが明らかとなった。しかし、ケ
ラチノサイトの増殖（Ki67 染色）には異常
がなかったことから、ケラチノサイトの動き
が遅延していると考えられた。 

12-HHT は、COX／TxA2S 依存的に TxA2
が産生されるのと同時に産生される。そこで、
TxA2S欠損マウスおよび TxA2受容体（TP）
欠損マウスを用いて同様の創傷治癒モデル
を行った結果、TxA2S欠損マウスでのみ治癒
の遅延が観察された。 
以上のことから、12-HHT/BLT2 が皮膚創傷
治癒に促進的に寄与すること、アスピリン投
与による創傷治癒の遅延は 12-HHT の産生
の低下によって引き起こされることが明ら
かとなった。 
 
12-HHT/BLT2の下流のメカニズムを明らか
にする目的で、皮膚組織を用いた DNA マイ
クロアレイ解析を行った。その結果、BLT2
の欠損により TNFαや MMP9 の発現が低下
することが明らかとなった。 
 
次に、ヒトおよびマウスの初代培養ケラチノ
サイト、BLT2 発現 HaCaT 細胞を用いてス
クラッチアッセイを行ったところ、12-HHT
やBLT2作動薬依存的に細胞の移動が亢進し
た。 

また、TNFα中和抗体やMMP9阻害剤の添加
により、12-HHT依存的な細胞の移動亢進が
消失したことから、12-HHT は TNFαや
MMP9の発現を上昇させることで、細胞の移
動を亢進させていると考えられる。 
 
最後に、BLT2 作動薬の皮膚創傷への治療効
果を明らかにする目的で、野性型および糖尿
病モデルマウス(db/db)の創傷部に BLT2 作
動薬を連日塗布した。その結果、BLT2 作動
薬は再上皮化を亢進することで創傷治癒を
促進することが明らかとなった。 
以上のことから、BLT2 作動薬は、皮膚表皮
を標的とした難治性皮膚創傷の治療薬とな
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り得るのではないかと考えている。 

以上の研究内容は、論文①にて報告している。 
 
（2）アトピー性皮膚炎モデル 
OVA の経皮的投与と腹腔内投与による免疫
応答を比較したところ、経皮的投与を行った
場合でのみ、BLT2欠損による Th２免疫応答
の亢進（抗原特異的 IgG1 の上昇、IL4 およ
び IL13 の産生上昇）が観察された。このこ
とから、BLT2 欠損マウスでは皮膚バリア機
能が低下している可能性が示唆された。 
 
そこで上皮細胞の細胞間接着における BLT2
の役割を明らかにする目的で、MDCK 細胞
に BLT2を過剰発現させた。BLT2の過剰発
現により、細胞間接着能の亢進（TERの上昇
および FITCデキストランの漏出低下）を示
す結果が得られた。そこで、カルシウムスイ
ッチ法にて細胞間接着形成時の動的な変化
を観察したところ、12-HHT 依存的に TER
上昇が亢進する様子が観察された。また、
DNA マイクロアレイ解析の結果から、タイ
トジャンクションの構成分子であるクロー
ディン 4（CLDN4）の発現が、12-HHT刺激
により上昇することも判明した。 
 
一方、TERを指標に各種阻害剤のスクリーニ
ングを行った結果、12-HHTによる細胞間接
着の亢進には、Gαiタンパク質と p38 MAPK
が関与することが示唆された。また、Gαiタ
ンパク質と p38 MAPKの阻害剤は、12-HHT
による CLDN4の発現上昇を抑制した。以上
のことから、12-HHT/BLT2は Gαiタンパク
質や p38 MAPK の活性化を介して CLDN4
の発現を上昇させることで、細胞間の接着を
亢進させていると考えられる。更に詳細な分

子メカニズムについては、現在解析中である。 
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