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本研究は マ ウス ロ イ コ トリ エ ン B 4 第 二 受容体 ( m B I ∫2) の 生物学的な役割を明 ら

かにす る 目的で過剰発現細胞を用 い た薬理学的な解析､ 発現臓器 ･ 発現細胞の 同定 ､

発現細胞に お ける機能解析を試 みた もの で あり , 下記の 結果を得て い る ｡

1 ･ m B L T 一 過性過剰発現 H E K 2 9 3 細胞を用 い て [ 3 H] u B 4 に対 す る結合実験

を行 っ た と こ ろ B L n 発現細胞は 0 .3 n M [
3 H ] L T B 4 に対 して は特異的な結合 を

示 さなか っ たが , 3 n M [ 3 H ] L T B 4 に対 して は特異的な結合を示 した . これ ら の

こ とより , B L T 2 は B L T l と比較して低親和性 の u B 4 受容体で あ る こ とが示 唆

され る ｡

2 ･ m B L T 2 を安定的に発現させ た C H O 細胞は m B L T l 発現細胞 と比 べ て 高濃度

の L r B 4 に対 して細胞内カル シ ウム 上昇 と百 日咳毒素感受性の G タ ン パ ク質 を

介 し た ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 抑 制 ､
e x t r a c e 皿u l a r- si g n al r e g u l a t e d k i n a s e

( E R K ) の リ ン酸化を示 した ｡ これ らの こ とよ り ､ B I ∫2 の 活性化に は BI ∫1 と比

較して ､ より高濃度 の u B 4 が必要で あ る こ とが示され た o B L T ア ンタ ゴニ ス

トと して 知られ る C P I O 5 6 9 6 は B L r l を介した細胞内カ ル シ ウム 上昇反応 を抑

制したが B L T 2 を介したそれ に は全く影響しなか っ た o

3 ･ m B L T 安定的過剰発現 C H O 細胞を用い て m B L T l お よび m B L T 2 の u B 4

の 立体異性体 (1 2 -

e D l
'

L T B 4 , 6 1 tlla n S
-

1 2 - e pl
'

u B 4 ) に対す る リガ ン ド認識 に

つ い て 調 べ た ｡ 1 2 - e pI L T B 4 は B L T l と B L T 2 の 両者 に対して特異的な結合を

示 し ､ また両者を介して細胞内カ ル シ ウム 上昇反応 ,
E R K の リ ン 酸化を引 き起

こ した ｡ 1 2 -

e p l
'

L T B 4 は B L T l ､ B L T 2 に対 して ア ゴ ニ ス テ ィ ツ ク に働く こ とが

示され た ｡ また 1 2 -

e pl u B 4 に よ るカル シ ウム 上昇反応 の 最大反応は B L T l に

対 して は L T B 4 の 最大反応 の 約 50 % , B L T 2 に対して は 8 0 % を示 した ｡ B L T 2

と比較して B L T l は 1 2 位の O H 基 の 立体構造を厳密に 認識す る こ とが示された o

一

方 6 - t T a n S
- 1 2 -

e p l

'

L T B 4 は B L T l に も B L T 2 に対 して も全く作用しな い こ と

が示 された ｡

4 ･ C o m p o u n d A ([ p e n t a n o yl ( p h e n yl) a m i n o] m e th yl ト 1 , 1
,

- bi p h e n yl - 2 -

c a r b o x yli c a cid が B L T 2 に対 して 特異的な結合を示す こ と ､ 細胞内カ ル シウム



上昇反応 ､ E R K の リ ン酸化を引き起 こ す こ とが ､ m B L r 2 安定的過剰発現 C H O

細 胞を用 い て示 された ｡ L T B 4 と比較 して低濃度で B L T 2 を活 性化 する こ とか ら

C o m p o u n d A は L T B 4 よりも強力な B L T 2 ア ゴニ ス ト活 性を持 つ こ とが確認 さ

れた ｡

5 . マ ウス ( C 5 7 B L / 6) に お ける B L T 2 の臓器分布をノ ザ ンブ ロ ツ テ ィ ン グと定

量的 R T - P C R に よ っ て 調 べ た ｡ m B L r 2 は小腸 と皮膚に発 現して い る こ とが

示された ｡

6 . 血 sl

'

t u h y b ri di z ati o n に よ っ て皮膚 ( C 5 7 B L / 6) に お ける発現細胞 を同定 し

た ｡ m B L r 2 は 皮膚 の ケ ラ チ ノ サ イ トに 発現し て い る こ と が示 され た ｡ ま た

B A L B / c マ ウス か らケ ラチ ノ サイ ト ､ ラ ンゲル ハ ン ス 細胞 ､ フ ァ イ ブロ ブ ラ ス

トを採取し, 定量 的 R T - P C R に よ っ て BIJ T 2 の 発現を確認した と こ ろ ､ ケ ラチ

ノ サイ トに最も多い 発現が ､ 続い て ラ ンゲル ハ ンス細胞 に も発現が確認さ れた ｡

7 . 初代培養ケ ラ チ ノサ イ ト を用 い て B L T 2 を介 した シ グナ ル 解析 を行 っ た o

L m 4 ､ B L T 2 特異的ア ゴ ニ ス ト刺激の 両者にお い て 濃度依存的な E R K の リ ン

酸化 が引 き起 こされ た ｡ また BI
_
T l 特異的ア ン タゴニ ス トで ある C P I O 5 6 9 6 の

前処理 に よ っ て も L T B 4 に よ る E R K の リ ン酸化が阻害され なか っ た こ とよ り ケ

ラチノ サイ トにお ける L T B 4 依存的な E R K の リ ン酸化に は B I J l の 関与が小さ

く ､ B L T 2 の 関与が大き い と考えられ る o ケ ラチ ノサイ トにお ける B L T 2 は細胞

内シ グナル を伝達す る機能的受容体 で ある こ とが示され た ｡

8 ･ L T B 4 ､ B L T 2 特異的ア ゴニ ス ト刺激の 両者は濃度依存的な初代培養ケ ラチノ

サイ トの 細胞遊走 を引 き起 こ した ｡ ケ ラチノ サイ トに お ける BI ∫2 の 発現が機

能的な発現で あ る こ とが示され た ｡

以上 ､ 本論文 で は薬理学的な解析から ､ m B L T 2 は m B L T l と比較 し て高濃度 の

L T B 4 をそ の 活性化 に必要 とす る こ とが明 らか と した . 生体内で の m B L T 2 発現臓

器 ･ 発現細胞 の 同定を行 い , さ らに 生体内細胞を用 い た 内在的な BI ∫2 を介した シ

グナ ル
, 細胞応答を明 らか に した ｡ 本研 究で 得られ た知見は これ まで 未知 に等 しか

っ た B L T 2 の 生物学的な役割の 解明 に重要な貢献をなす と考 え られ ､ 学位の 授与に

値す る も の と考え られ る ｡




