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３ 研究の狙い： 

G-タンパク質共役型受容体(GPCR)は生体内では様々な細胞の形質膜に発現し、特異的なリ

ガンドに結合して細胞内に情報を伝達することで、細胞の分化、増殖、形態形成、運動、細胞極

性の形成に重要な役割を果たしている。ヒトゲノムに約 800-1000 種類存在すると考えられている

GPCRの多くは未だにリガンドが不明であり(孤児受容体)、主として受容体過剰発現細胞を用いて

リガンドの探索がなされている。ところが、孤児受容体の多くは過剰発現の系において細胞膜に

発現させることが困難であり、効率の良いリガンド探索のためにはその細胞内移行のメカニズム

の解明が必要であると考えた。本研究では以下の 3点を主要な研究テーマとして設定した。 

細胞膜に容易に移行する高親和性ロイコトリエン B4 受容体(BLT1)、細胞膜に移行しにくいケモカ

イン受容体(CXCR4, CCR7)をモデルに、細胞膜移行に関わる受容体ドメインの同定や結合因子

の探索を行う。 

細胞膜に移行できた孤児受容体については、安定発現細胞株を構築し、リガンドのスクリーニ

ングを行う。 

高親和性ロイコトリエン B4 受容体(BLT1)の欠損マウスを作成し、炎症・免疫反応における役割

を in vivo で解明する。 

 

４ 研究成果： 

（１）GPCR の細胞内移行に関する研究 

細胞膜に移行しうる BLT1 の C 末端が細胞膜移行に必要なドメインであると考え、変異体受容

体を作成したところ、C 末端を欠損した BLT1 受容体は正常に細胞膜に移行したため、C 末端は

BLT1 の細胞膜移行に必須ではないことがわかった。しかし C末端欠損 BLT1 では、リガンド刺激

後の受容体の不活性化が生じず、リガンドに対する高親和性結合能と長時間にわたる細胞内シ

グナル伝達能を有していることが明らかとなった。以上より、BLT1 の C 末端は第 8 ヘリックスとも

いえる新規の構造を有しており、このドメインがリガンド刺激後の受容体の構造変化の支点として

機能していることを明らかにした(Okuno, J. Biol. Chem. 2003)。またBLT1に関しては詳細な細胞内

伝達機構を明らかにし、脱顆粒反応における細胞外からのカルシウム上昇とPI3キナーゼの活性

化の必要性を証明した(Ito, J. Biol. Chem. 2002)。CXCR4、CCR7 はリンパ球系の培養細胞(Jurkat, 

TART-1)に遺伝子導入すると細胞膜に移行するが、GPCR のリガンドスクリーニングに用いられる

培養細胞では細胞膜に移行せず、ゴルジ体に貯留する。そこで、TART-1細胞からcDNAライブラ

リを作成し、Yeast two-hybrid 法を用いてこれらの受容体を細胞膜に移行させる因子の単離を試

みた。複数の受容体結合因子を同定したが、そのいずれも直接受容体の細胞膜移行には関わっ

てはいなかった。より直接的に細胞膜移行に関わる因子を単離するため、レトロウイルスベクター

とセルソータを用いた発現クローニング法を試みたが、CXCR4、CCR7 を細胞膜移行させる因子を

単離することはできなかった。 

 

（２）孤児受容体のリガンド探索 

約20個の孤児受容体cDNAを単離し、過剰発現細胞を作成してリガンドの探索を行った。細胞

膜上に受容体を発現できた受容体は 6 種類であったが、そのうち 2 種類のリガンドの同定に成功

した。ペプチドロイコトリエン第二受容体CysLT2 は、LTC4、LTD4の両者に同様の結合能を示し、
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細胞内カルシウム上昇反応、アデニル酸シクラーゼの抑制を引き起こした(Ogasawara, J. Biol. 

Chem. 2002)。また、他のグループによってリゾリン脂質 LPCの受容体として報告されたG2A が、

LPCに反応しないことを見いだし、リガンドの探索を行ったところ、G2Aは細胞外のpHの低下を感

知し、G13 を介して低分子量 G タンパク質 RhoA の活性化を引き起こすプロトンセンサーであるこ

とを見いだした。さらに LPC が G2A に対して拮抗的に働くことを明らかにした(Murakami, J. Biol. 

Chem. 2004)。 

 

（３）BLT1 の生体内での機能の解明 

強力な炎症起炎物質であるロイコトリエンB4(LTB4)の高親和性受容体BLT1を欠損するマウス

を作成し、表現型の解析を行った。BLT1欠損マウスの好中球はLTB4依存性のカルシウム上昇、

脱顆粒反応を消失していたため、好中球における主要な LTB4 受容体であることがわかった。卵

白アルブミン感作・惹起による気管支喘息モデルにおいて、BLT1 欠損マウスは気道過敏性の上

昇を起こさず、気道への好酸球浸潤、血中 IgE 上昇がほぼ完全に消失しており、Th2 型免疫反応

の低下が推定された。感作後の傍気道リンパ節細胞を in vitro で抗原刺激した際の Th2 サイトカ

イン産生がBLT1 欠損マウスで大きく減弱していたことから、BLT1 は Th2型免疫反応に重要な役

割を演じていることが明らかとなった(Terawaki, 投稿中)。また、免疫反応における主要な抗原提

示細胞である樹状細胞にBLT1が発現していることを見いだした。BLT1欠損マウス由来の樹状細

胞ではLTB4依存性のカルシウム上昇と細胞走化性が完全に消失していた。アロジェニックなリン

パ球混合試験において、BLT1 欠損マウス由来の樹状細胞は極めて減弱した Th1反応を示した。

この原因は、BLT1欠損樹状細胞からのIL-12産生が減弱しているためであった。In vivoにおいて

も、BLT1 欠損マウスでは Th1 型遅延反応が大きく減弱しており、BLT1 は樹状細胞を介して Th1

型免疫反応を引き起こすための重要な因子であることを見いだした(Toda, 投稿中)。以上より、

BLT1 は、Th1/Th2 型免疫反応の両者に必要なユニークな分子であることを明らかにした。 

 

５ 自己評価： 

リガンド不明のGPCRのリガンドの同定を効率よく行うために、受容体の細胞膜移行の分子メカ

ニズムを明らかにすることが重要であるとの認識は現在でも変わっていない。しかしながら、複数

の GPCR を用い、複数の手法を用いて実験を行ったにもかかわらず、受容体膜移行に関わる分

子の同定は困難であり、当初の目的を果たすことはできなかった。世界的にも同様の問題意識を

もつGPCR研究者が多いにもかかわらず、これまでに明確にその経路を示した研究が存在しない

ことからも本研究の困難さが推定できる。今後は、新たなストラテジーを用いた研究方針の確立

が必要であると考えている。一方、並行して進めた孤児受容体のリガンド探索では、二つの受容

体のリガンドの同定に成功した。特にG2A受容体が細胞外プロトンを認識することを見いだした論

文(Murakami, JBC, 2004)のインパクトは大きく、G2A がリゾリン脂質 LPCの受容体であるとした過

去の論文(Science, 293, p702-705, 2001)は、つい最近リトラクションされるに至った(Science, 307, 

2005)。申請者が単離した生理活性脂質LTB4の受容体BLT1の欠損マウスの解析では予想外の

表現型を見いだすことができた。これまで局所の炎症反応を引き起こすとされた LTB4 が実は、

Th1/Th2型の免疫反応の制御を行っていること、特にTh1型免疫反応においては、樹状細胞にお

ける BLT1 の発現が重要であることを見いだした今回の発見は、サイトカイン・ケモカインに偏重し

た免疫反応の解釈に大きく影響を与えるものだと自負している。BLT1 欠損マウスでは Th1/Th2

の両方の免疫反応が減弱したことから、Th1/Th2 バランス(Th1 反応が減弱すれば Th2 反応が増

強する)の考え方が、必ずしも当てはまらないことを示すことができたと考える。今後は、脂質メディ

エーターとその受容体を中心に、in vitro と in vivo の両方の視点から、免疫反応・炎症反応を解析

し、将来の創薬につなげていきたいと考えている。免疫学的な実験に長けたポスドクの採用は有

効で、遺伝子改変マウスの解析に当たって実験手法の広がりと、予想以上の表現型の解析が得

られたものと評価している。 
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６ 研究総括の見解： 

ＧＰＣＲは対象とする受容体分子の数が多いだけに、研究開始の初期段階では、研究焦点の

分散化が懸念された。それが見事に克服され、注目すべき成果が現在着実に上げられつつある。

医学部出身者としての本領を活かして、医療分野への波及効果にも見るべきものがある。今後の

着実な成長とブレークスルーを期待できる逸材である。 
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