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研究成果の概要（和文）：H1R遺伝子発現シグナルとステロイドシグナルに共通のシグナル分子としてヒートシ
ョック蛋白90（Hsp90）を同定した。本課題では、ステロイド及びH1R遺伝子発現抑制化合物マーキアインのH1R
シグナル及びステロイドシグナルへの影響について検討した。その結果、ステロイドのH1Rシグナル抑制効果は
動物実験での結果ほど明確ではなかった。一方、マーキアインはステロイドシグナルを介した抗炎症性遺伝子発
現を増強した。以上の結果から、ステロイドのH1Rシグナル抑制効果は間接的であり、また、マーキアインはヒ
スタミンシグナルの抑制に加えステロイドの抗炎症作用の増強により抗アレルギー効果を示すことが明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：The expression level of an allergic disease-sensitive gene is correlated 
with the symptoms severity. We demonstrated that histamine H1 receptor (H1R) gene is a 
pollinosis-sensitive gene. Maackiain was isolated as an anti-allergic compound that suppresses H1R 
signaling, and Hsp90 was identified as its intracellular target molecule that was common to the 
steroid signaling. We examined the effect of steroids on the H1R signaling.  We also investigated 
the effect of maackiain on the steroid signaling.  Suppression of H1R signaling by steroids was 
ambiguous compared to the results from the animal experiments.  Maackain increased 
steroid-stimulated up-regulation of anti-inflammatory gene expression. These data suggest that 
steroids might suppress H1R signaling indirectly through the histamine-cytokine network.  Data also 
suggest that maackiain show the anti-allergic effect through not only the suppression of H1R 
signaling but also reinforcement the anti-inflammatory effect of steroids.

研究分野：分子薬理学
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１．研究開始当初の背景 
近年、花粉症治療薬としてステロイド点鼻

薬が頻用されている。ステロイドはステロ

イド受容体（GR）と結合し、転写因子とし

てグルココルチコイド応答配列（GRE）ま

たは negative GREに結合し標的遺伝子群の

転写を促進または抑制する。また、AP-1や

NF-B と結合することでその作用を抑制す

る。このような機序によりステロイドは強

力な抗炎症・免疫抑制作用を発揮すると考

えられている。しかし、花粉症におけるス

テロイドの効果の作用機序については不明

である。我々は、 toluene 2,4-diisocyanate

（TDI）感作アレルギーモデルラットにおい

て、デキサメタゾンが TDIにより誘発され

る鼻過敏症状を抑制し、同時に、鼻粘膜ヒ

スタミン H1受容体（H1R）遺伝子発現亢進

も抑制することを見出した（Kitamura et al. 

Acta Otolaryngol. 2004）。一方、HeLa細胞

において、デキサメタゾンは、ヒスタミン

もしくはホルボールエステルである PMA

刺激に伴うH1R遺伝子発現亢進を抑制した

（Das, Mizuguchi et al. J Pharmacol Sci. 

2007; Nurul, Mizuguchi et al. Int. 

Immunopharmacol. 2011）。これらの結果か

ら、花粉症におけるステロイドの作用機序

がH1R遺伝子発現抑制である可能性が示唆

されたが、その分子機構は明らかでない。

我々は、スギ花粉症患者において、H1R 遺

伝子発現レベルが症状の重篤性と強く連関

することを証明した（Mizuguchi et al. 

Methods Find Exp Clin Pharmacol. 2010）。ま

た、抗アレルギー効果が伝承される機能性

食品や漢方薬、アユルベーダ医薬などの天

然物から同定したH1R遺伝子発現抑制化合

物が、アレルギー症状を軽減することを明

らかにした（ Dev, Mizuguchi et al. J 

Pharmacol Sci. 2008; Matsushita, Mizuguchi et 

al. J Trad Med. 2008; Mizuguchi et al. 

Allergology Int. 2009; 特願 2009-284069; 

PCT/KR2010/008995）。さらに、苦参から

同定したH1R遺伝子発現抑制化合物マーキ

アインの作用機構解明からマーキアインの

標的蛋白として Hsp90を同定した。また、

Hsp90阻害薬が H1R遺伝子発現亢進を抑制

し、アレルギー症状を軽減することを世界

で初めて示した（論文投稿中）。これらの

結果から、Hsp90が H1R遺伝子発現シグナ

ルとステロイドシグナルに共通のシグナル

分子であり、Hsp90 を標的とする化合物に

より両シグナルが制御可能であると考えら

れた。しかし、これまで、アレルギー疾患

治療薬の開発において、Hsp90 に着目した

研究はほとんどないのが現状である。 

 
２．研究の目的 
本研究では以下のことを明らかにする。 

(1) HeLa細胞における PMA刺激に伴う

H1R遺伝子発現亢進に対するステロイドの

抑制効果の分子機構解明： これまでに、

PMA刺激に伴う H1R遺伝子発現シグナル

経路について明らかにした。そこで、ステ

ロイドがどのシグナル蛋白を標的にするの

かを明らかにする。 

(2) Hsp90を標的とする天然物由来 H1R遺

伝子発現抑制化合物のステロイドシグナル

への影響：これまでに、H1R遺伝子発現抑

制化合物としてマーキアイン、ケルセチン、

アピゲニンなどを同定した。そこで、GRE

を組み込んだルシフェラーゼレポーターア

ッセイにより、これらの化合物のステロイ

ドシグナルへの影響を明らかにする。また、

GRと Hsp90の相互作用に対する化合物の

影響について抗体を用いた共免疫沈降法に

より明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) HeLa 細胞における PMA 刺激に伴う

H1R遺伝子発現亢進に対するステロイドの

抑制効果の分子機構解明：HeLa細胞におい

て、PMA 刺激に伴い H1R 遺伝子発現が亢



 

進し、そのシグナル経路の詳細について明

らかにした。また、デキサメタゾンが PMA

刺激に伴うH1R遺伝子発現亢進を抑制する

ことを見出している。そこで、以下の手法

によりデキサメタゾンの作用部位を明らか

にする。 

(2) Hsp90を標的とする天然物由来 H1R遺

伝子発現抑制化合物のステロイドシグナル

への影響：有機合成したマーキアインを用

いて以下の手法により、ステロイドシグナ

ルへの影響を明らかにする。(a) GR/Hsp90

複合体に対するH1R遺伝子発現抑制化合物

の効果：HeLa細胞にステロイドシグナルに

必要なGRが発現していることをウエスタ

ンブロット法により確認している。そこで、

マーキアインの GR/Hsp90 複合体の解離及

び、GRの核への移行への影響を免疫沈降

法及び蛍光免疫染色法により明らかにする。

(b) H1R遺伝子発現抑制化合物の GREシグ

ナルへの影響：GREを組み込んだレポータ

ープラスミドを構築する。これを HeLa 細

胞にトランスフェクションし、デキサメタ

ゾン刺激に伴うルシフェラーゼ活性上昇へ

のマーキアインの影響を検討する。(c)生体

において GRE による転写調節を受ける遺

伝子には炎症に関連する遺伝子とそうでな

い遺伝子がある。そこで、各々の遺伝子に

ついてデキサメタゾン刺激に伴う遺伝子発

現亢進に対するマーキアインの影響を検討

する。 

 
４．研究成果 

(1) HeLa細胞におけるPMA刺激に伴うH1R遺

伝子発現亢進に対するステロイドの抑制効果

の分子機構解明：デキサメタゾンのヒスタミ

ンH1受容体遺伝子発現への影響を検討した

ところ、ステロイドの濃度により遺伝子発現

を抑制または上昇させるという二面的な効果

があることがわかった。しかし、動物実験で

得られたヒスタミンH1受容体遺伝子発現効

果と比較してその効果は顕著ではなかった。

これは、in vivoにおいてはステロイドがヒス

タミンーサイトカインネットワークを介して

ヒスタミンH1受容体遺伝子だけでなく、サイ

トカイン遺伝子の発現にも影響した相乗効果

が見られているためと考えられた。また、ス

テロイドシグナルの抗アレルギー効果は大き

く分けて(1)ステロイド受容体・ステロイド複

合体の2量体がGREに結合し転写活性を上昇

または抑制するシグナル、(2)単量体ステロイ

ド受容体・ステロイド複合体がAP-1などの転

写活性を抑制することによるが、マーキアイ

ンは(2)への影響はないことが明らかとなった。  

(2) Hsp90を標的とする天然物由来H1R遺伝子

発現抑制化合物のステロイドシグナルへの影

響： Hsp90阻害薬のゲルダナマイシンは、

Hsp90のATP結合部位に結合することで、

Hsp90を阻害する。 (-)マーキアインはHsp90

とゲルダナマイシンの結合に対し競合したが、

そのIC50値(IC50 = 11 μM)はATP結合部位に結

合することが知られている別のHsp90阻害薬

の17-AAGのIC50値(IC50 = 0.64 μM)よりも17倍

大きかった。このことから、(-)マーキアイン

がHsp90のATP結合部位ではなく、その近傍に 

結合することが明らかとなった。また、(-)マ

ーキアインはHsp90のATPアーゼ活性を阻害

しなかった。以上の結果から、(-)マーキアイ 

ンはゲルダナマイシンや17AAGとは異なる結

合様式でHsp90に結合し、PKCδとHsp90との相

互作用を阻害することが明らかとなった。 次

にマーキアインのステロイドシグナルへの影

響について検討した。  ステロイド受容体

(GRα)は刺激のない状態ではHsp90と結合して

細胞質に安定に存在する。この結合をHsp90

阻害薬の17-AAGにより阻害するとGRαは分

解される。しかし、(-)マーキアイン処理によ

りHsp90は分解されなかった。また、ステロイ

ド刺激に伴い、GRα/ステロイド複合体は核内

へ移行するが、(-)マーキアインは、GRαの核



 

内移行を抑制しなかった。さらに、GREを組

み込んだレポータープラスミドをHeLa細胞

にトランスフェクションし、デキサメタゾン

刺激に伴うルシフェラーゼ活性上昇への(-)マ

ーキアインの影響を検討した結果、(-)マーキ

アインはGRαの転写活性を増強することが明

らかとなった。このマーキアインの効果が生

体内においてもおこっているかどうかを検討

した。GREにより調節される遺伝子としてス

テロイドによる抗炎症作用を引き起こすタン

パクの一つである  DUSP1(dual specificity 

phosphatase 1)、及びステロイドの抗炎症作用

とは関連しないSLC19A2 (solute carrier family 

19 member 2)を用いて、それぞれの遺伝子にお

けるデキサメタゾン刺激に伴う遺伝子発現亢

進に対するマーキアインの影響を検討した。

その結果、ステロイドの抗炎症作用と関連の

あるDUSP1においてマーキアインはデキサメ

タゾン刺激にともなう遺伝子発現亢進をさら

に増強した。一方、SLC19A遺伝子発現亢進に

は影響しなかった。  
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