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論 文 内 容 要 旨

プロス タグ ランジン(PGs)や トロンボキサ ン(TXs),ロ イ コ トリエ ン(LTs)の ようなエ イコサ ノイ

ドはアラキ ドン酸代 謝産物 の1つ の ファ ミリーであ り,生 体 のホメオスタシス を維持 するために様 々な生

理作用 を発揮 してい る。エ イコサ ノイ ドの1つLTsは ア ラキ ドン酸 の5一 リポキシゲナーゼ系代 謝産物 に

おい て低 濃度で強 い生理 活性 を示 す一連 の生理活性脂 質 であ る。 現在 まで に,IUPHAR(International

unionofPharmacology)に よって,LTsの 受容体 は薬 理学 的に3つ に分類 されている。す なわち,LTB、 を

特異的 に認識 する受容体(BLT)と ペ プチ ドLTsを 認識する2つ の受容体(cysLTbcysLT2)で あ る。LTs

受容体遺伝子 と しては,BLTとcysLT1が 単 離同定 されているが,LTc、 に親和性 の高 い とされ るcysLT2の

遺伝子 は如何 なる種 において も単離 同定 されていない。そ こで,本 研 究では,LTs類 の受容体の構造お よ

び性質 を明 らか にする ことを目的 として,現 在 まで見出 され てい ない新規 遺伝子 の探索 を行 い,LTsに 応

答する受容体 の単離 同定 を行 った。

遺伝 子構造 が明 らか となってい る既知 のLTs受 容体,BLTとcysLT、 のみ ならず,PGsやTxsな どのエ イ

コサ ノイ ド受容体 はG蛋 白質共役型受容体(GPCR;G-proteincoupledreceptor)と 総称 され る受容体 ファ ミ

リー に属 している。GPCRは ア ミノ末端 を細胞外,カ ルボキシル末端 を細胞内 と し,細 胞 膜 を7回 貫通す

る構造 を共有す るス ーパー ファミリーを形成 している ことか ら 「7回 膜 貫通型受容体」 と総称 され る場 合

もある。従 って,ス ーパー ファ ミリー内での構造 の類似性か ら,比 較的容 易に新規GPCR遺 伝 子群 を抽 出

す ることが可能であ る。そ こで まず,LTB、 受容体BLTの ア ミノ酸配列 を もとに公共 データベ ースか ら新

規GPCRの 探索 を行 い,新 規GPCR遺 伝子JULF2を 見いだ した。JULF2が 反応する生体 内生理活性物 質の

探索 を行 った結果,JuLF2はLTB、 に反応 し,低 用量 でJuLF2発 現細 胞の細 胞内cAMp濃 度 を低下 させ る

こ とを見 いだ した(EC5。 ニ8.1nM)。 これ まで薬理学的 に,LTB、 の受容体がBLT以 外 に存在 す ることは全 く

示唆 されてい なか ったが,BLTとJULF2は 互い に37%の 相 同性 を有 してお り,さ らに,ゲ ノム配列 の解

析 か ら2つ の受容体 は染色体14qll-12に 並 んで存在 しているこ とが判明 した。 また,BLTは 種間 において

70-80%程 度 の相 同性 しか示 さないの に対 し,JULF2は クローニ ング した ヒ ト/ラ ッ ト/マ ウス間 におい

て90%以 上保存 されてい たこ とか ら,JULF2は 進化 の過程 で保 存 され るべ き重要 な遺伝 子であ るこ とが

推察 された。

LTB4は 炎症時 に産生 される強力 な白血球走化 因子 と して知 られている。 そ こで,ボ イデ ンチ ャンバー

を用 いて細胞 走化性 の検 討 を行 った ところ,JULF2発 現細胞がLTB、 に誘 引 されてチ ャンバー下層 に遊走

す るこ とが観察 された。BLT同 様,JULF2も また機能 的に細胞 走化性 に関与 してい ることが示 されたが,

この走化活性 はBLTに 比べて10倍 程度 弱い ものだ った。そ こで,JULF2とBLTの 発現分布 の比較検討 を

行 った結果,BLTは 穎粒球,特 に好 中球 に特異的 に発現 しているのに対 し,JULF2は リンパ球 に最 も強 く

発現 しているこ とが明 らか となった。 これ までLTB、 の受容体 は,薬 理学 的 な解析 か ら一つ のみが存在 す 「

る と考 え られて きた。 しか しなが ら,古 くよ りLTB、 受容体 を標 的 とした抗 炎症薬の研 究が盛 んに行 われ

て きたに もかかわ らず,開 発 され た多 くの阻害剤が動物実験 において著名な成績 を上 げる一方,臨 床 では
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ほ とん ど効果が得 られてい なか った。本研 究 に よるJULF2の 発見 は,LTB、 研究 の再考 を提起 し,慢 性炎

症 に関与の大 きい リンパ球 に発 現 しているLTB、 受容体 の発見 は,LTB、 と炎症疾患 との関連 を明 らか にす

る上で も重 要な意味 をもつ と考 え られた。

公 共デー タベース を用 いた新規GPCR探 索は,JULF2を 見いだす こ とには成功 したが,薬 理学的 に存在

が示唆 され ていなが ら実 態が明 らか となってい ないCysLT2の 発 見 には至 らなか った。 そ こで これ を単離

す るため,オ リゴキ ャップ法 にて作製 された ヒ ト完全長cDNAラ イブ ラリー をもとに新規GPCR探 索 を行

った。その結果,CysLT、 と31%の 相 同性 を有す る新規GPCR遺 伝子PSECOI46を 見い だ し,PSECOI46が

ペ プチ ドLTs(LTC、 とLTD、)に 同程 度 に作 用 して細胞内Ca2+の 流入 を引 き起 こす こ とを見 いだ した。 こ

のCa2+流 入は古典 的LTC4阻 害剤(CysLTl拮 抗剤)に よって遮 断 されず,ま た結合実験の結果,PSECO146

はLTC、 に対 してKd=2.99nMの 親和性 を有す る受容体であったこ とか ら,PSECO146は これ まで単離同定が

望 まれてい たCysLT2で あることが判明 した。

ペプチ ドLTsは 遅延型 アナ フ ィラキシー誘発物 質(SRS-A)と して初めて同定 された物質であ ることか

ら,cysLTI同 様CysLT2も また肺や気管 に発現 している と予想 されて きた。 しか しなが ら,PsEcO146の 発

現解析 の結 果,RT-PCRで は肺 に弱 く発 現 してい るこ とが確認 される ものの,Northernblot解 析 では肺 や

気管 におけるmRNAの 発 現 は検出で きなか った。む しろ非常 に興味深 いこ とに,pSECOI46の 発現 は心臓

における発現が極 めて高 かった。 そこで,循 環器領域 にお けるPSECO146の 発現 は心臓 におけ る発現 が極

めて高 かった。 そ こで、循環器領域 におけるPSECO!46の 性状/機 能解析 を開始 した。 まず,2つ のペ プ

チ ドLTs受 容体 の心血管系 におけるRT-PCRお よびfη5加hybridization解 析 を行 った結果,CysLTIは 心血部

位 ではほ とんど発現 していないの に対 し,CysLT2は 心筋細胞,繊 維芽細胞,そ して冠動脈平滑筋細胞 に

発現 している ことが明 らか とな った。sRs-Aの 作用点 とい う意味 では,受 容体 のCysLTlとCysLT、 のいず

れ も候補 とな りうるが,実 際の臨床の場 にお いて古典的LTD、 阻害剤が喘息治療薬 として用 い られ,著 名

な効果 を示 してい るこ とを考 える と,炎 症 やア レルギー にお けるCysLTlの 関与 は大 きい と思 われる。逆

に,ペ プチ.ドLTsが 引 き起 こす心収縮力や冠血流量の低下作用 を考 えた場合,CysLT、 の心血管系での発現

はほ とん ど認め られ なか った ことか ら,循 環器領域 にお けるCysLT、 の関与 は小 さい と予想 された。実際,

cysLT、 の発 現 の み が確 認 され た ヒ ト冠 状 動 脈 平 滑 筋 細 胞(HcAsMC)に 対 し,LTC、 は低 容 量

(EC,。=10.2nM)でCa2+流 入 を引 き起 こ し,細 胞遊走 も引 き起 こす ことが観 察 され た。 さらに,HCASMC

細胞 に対す る上記LTc、 の作用 は古典 的LTD、 阻害剤 に耐性 であったこ とか ら,作 用のほ とん どはcysLT,を

介 して発揮 される ものであ り,CysLT、 が循 環器領域 において機 能 していることをは じめて明 らか に した。

以上本研究 によ り,2種 の新規LT受 容体 の同定 に成功 し,全4種 のLTs受 容体の全て を明 らかに した。

す なわち,急 性期炎症 と関連す る好 中球LTB4受 容体 と してのBLT,慢 性期 炎症 と関連 する リンパ球LTB、

受容体 と してのJULF2(BLT2),炎 症/ア レルギー関連で機能す るCysLT、,そ して心1血管系で機能す る

PsEcO146(cysLT2)受 容体,と 定義づけた。未 だLTs受 容体 の機能 の一端 を証明 したばか りであ り,LTs

類の生理的役割の解明は完全ではないが,受 容体遺伝子 構造の全てを明 らか に したこ とで今後のLTs研 究

の一助 にな った と考 え られ る。
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審 査 結 果 の 要 旨

プロスタグランジンの ようなエ イコサ ノイ ドはアラキ ドン酸代謝産物 は生体 のホメオスタシス を維持 す

るため に様 々な生理作 用 を発揮 してい る。エ イ コサ ノ イ ドの1つ ロ イ コ トリエ ンはロ イコ トリエ ンB、

(LTB、)と 脂肪酸 にペ プチ ドが結 合 したペ プチ ドロイ コ トリエ ン(LTC、,LTD、,LTE、)の2つ に大別 され,

低濃度 で強い生理活性 を示す。この生理作用は個別 の細胞膜受容体 を介 して発揮 される と考 え られている。

そ こで,本 研 究では,ロ イコ トリエ ン類の受容体の構造お よび性質 を明 らかにす るこ とを目的 として,

現在 まで見 出 されていない新規 のG蛋 白質共役型受容体(GPCR)遺 伝子 の探索 を行 い,ロ イコ トリエ ン

に応答す るGPCRを 同定 した。 さらに同定 されたGPCRの 発現分布 を解析 し,生 理機能お よび病 態 との関

連性 の解明 を行 った。

唯一遺伝子が判 明 しているロイコ トリエ ン受容体BLT受 容体の一次配列 を もとに,ロ イコ トリエ ン類 に

応答す るであろ う新規 オー ファンGPCRを 探索 した結果,GPCRが 得 られ た。JULF2は36.6%の 相 同性 を

BLT受 容体 と示 したが,ペ プチ ドロ イコ トリエ ンには反応せず,JULF2はLTB、 の新規低親和性受容体 で

あるこ とが判明 した。発現解析か ら単核球に関連す る生理作用 を媒介する受容体 としてJULF2を 位置付 け

るこ とがで きた。

次 にCysLT、 受容体遺伝子 をヒ ト全長cDNAラ イブラリーか ら単離 した。 このPSECO146の 発現 に よって

LTqとLTD、 に同程度 の反応 して細胞内Ca++濃 度 を上昇 させ,し か も古典 的LTD、 受容体拮抗薬 によって作

用が遮 断 されない こ とが示 された。 これ らの特徴 が これ まで薬理学 的に示 されて きたCysLT2受 容体 の特

徴 と完全 に一致 し,PSECO146がCysLT2受 容 体であ ることを証 明で きた。 これ らの結果は生化学 的薬理学

お よび新薬開発 に寄与す るこ とが大である。

よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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