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研究実績 

の概要 

これまでの国内外の研究で、各種ロイコトリエン(LT)が、慢性炎症性疾患の一つである

肺線維症の進行に関わることが示されている。申請者らはこれまでの研究で、抗 LTC4モ

ノクローナル抗体を元に、抗LTC4単鎖抗体を作成し、これが各種LTの受容体への結合の

阻害を介して、LTの作用を抑制することを示してきた。本計画では、抗LTC4単鎖抗体の

ヒト化を目指すにあたっての基礎的検討として、各種変異体の作成によって抗原の特異的

認識に重要なアミノ酸の同定を試みるとともに、構造モデリングによりLTの特異的認識

の分子的根拠を明らかにすることにより、これまでに有効な治療法が知られていない肺線

維症の抗体治療薬開発の基盤的知見を得ることを第一の目的として実施した。 

また、もう一つの慢性炎症性疾患として非アルコール性脂肪性肝炎 (NASH)は、単純性

脂肪肝に、セカンドヒットとして酸化ストレスが加わることによって引き起こされると考

えられている。本計画では、NASH進行のセカンドヒットに関わるリポキシゲナーゼの分

子種を同定し、このリポキシゲナーゼがどのようにNASHの進行に関わるか、そのメカニ

ズムを解明することにより、NASHに対する新規予防法を確立するための基盤的知見を得

ることを第二の目的として実施した。 

※ 次ページに続く 



 

研究実績 

の概要 

NASHの進行に関わるリポキシゲナーゼ分子種としては、これまで白血球型 12-リポキ

シゲナーゼが着目され研究されてきたが、申請者らは昨年度までの研究で、NASHモデル

マウスで上昇する 12-リポキシゲナーゼのアラキドン酸生成物として、12-ヒドロペルオ

キシ酸以外に、白血球型酵素の生成物に特徴的な 15-ヒドロペルオキシ酸が含まれていな

いことを見出した。さらに、NASHモデルマウスの肝サイトソルで上昇する 12-リポキシ

ゲナーゼ活性が、抗血小板型 12-リポキシゲナーゼ抗体では免疫沈降するが、抗白血球型

12-リポキシゲナーゼ抗体では免疫沈降しないことを見出し、NASH モデルマウスの肝で

上昇する酵素が血小板型の12-リポキシゲナーゼであることを突き止めた。本年度は、こ

の酵素が肝臓にわすかに存在すると考えられる血小板に由来するのかどうかを明らかに

する目的で、肝組織を構成する細胞を密度勾配遠心法で分画しての抗血小板型 12-リポキ

シゲナーゼ抗体を用いたウェスタンブロッティングを行ったところ、本酵素が主に肝非実

質細胞に存在することが示された。さらに同じ抗体を用いた免疫染色により、本酵素が血

小板ではなく肝星細胞に存在することを明らかにした。興味深いことに、血小板型 12-リ

ポキシゲナーゼの mRNA は NASH モデルマウスのみならず、コントロールマウスにもほ

ぼ同じレベルで発現しており、さらにウエスタンブロットにより、酵素蛋白もコントロー

ルマウスに発現していることが示された。この酵素の NASH における活性化機構の解明

と、その病態生理学的な役割の解明が今後の課題となる。 

また、慢性炎症性疾患の一つである肺線維症の抗体治療薬開発に向けて、抗体による

LT の特異的認識の分子的根拠を明らかにすることを目的として、X 線結晶解析に基づき

網羅的に作成した抗 LTC4単鎖抗体変異体の中で、VL上の 54 番目のチロシン(Y)をトリプ

トファン(W)に、VL上の35番目のアスパラギン(N)をグルタミン(Q)に、VL上の37番目のチ

ロシン (Y)をフェニルアラニン (F)に変異させたトリプルミュータント

N35(L)Q/Y54(L)W/Y37(L)F は、LTE4への結合選択性が LTC4への結合を上回っていた。今

回行った構造モデリングによる解析の結果、Y37(L)の水酸基がなくなることにより、LTC4

と LTD4のグリシンへの水素結合がなくなり、さらに置換したQ35(L)と K55(L)の相互作用

が K55(L)を固定して LTE4との相互作用を安定化するメカニズムが明らかとなり、今後抗

LTC4単鎖抗体のヒト化に向けて新たな知見が得られた。 
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