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研究成果の概要（和文）：　炎症性サイトカインは、転写因子nuclear factor κB (NF-κB)の活性化を介し
て、細胞接着因子や生存因子等の遺伝子発現を誘導している。本研究では、炎症性サイトカインによって誘導さ
れるNF-κBシグナル伝達経路や遺伝子発現を阻害する小分子化合物の作用メカニズムを解明した。低酸素誘導因
子であるhypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α)は、低酸素応答に重要な転写因子である。本研究では、
HIF-1αの安定化を誘導する小分子化合物の作用メカニズムを解明した。

研究成果の概要（英文）：　Pro-inflammatory cytokines induce the expression of genes, such as those 
encoding cell adhesion molecules and survival factors, via the activation of the transcription 
factor nuclear factor κB (NF-κB). In this study, the mechanisms of action of small molecules on 
NF-κB signaling pathway and gene expression were elucidated. Hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α)
 is the transcription factor essential for hypoxic responses. In this study, the mechanism of action
 of a small molecule on HIF-1α stabilization was elucidated.

研究分野：細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では、炎症性サイトカインのシグナル伝達や遺伝子発現を阻害する小分子化合物の作用メカニズム、並
びに低酸素応答に重要な転写因子の安定化を誘導する作用メカニズムを解明した点で学術的意義がある。これら
の研究成果は、炎症反応や低酸素応答の分子メカニズムの解明、及び汎用性の高いバイオプローブの開発に貢献
することが期待される。さらに、社会的意義として、植物等の天然物由来の小分子化合物は、炎症性疾患、が
ん、虚血性疾患の予防薬・治療薬の開発に貢献することが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 Tumor necrosis factor α（TNF-α）や interleukin-1α（IL-1α）などの炎症性サイトカ
インは、転写因子 nuclear factor κB（NF-κB）の情報伝達経路を活性化し、サイトカイン、
ケモカイン、細胞接着因子、生存因子などをコードする遺伝子の発現を介して、炎症反応を制
御している。特に、炎症性サイトカインの刺激によって血管内皮細胞に発現される
intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1)や vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)
は、血液中を循環している白血球の捕捉と炎症部位への移動を促進する。 
 低酸素誘導因子 hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1)は、低酸素条件下で活性化される転写
因子であり、環境適応や恒常性維持などの重要な細胞機能を制御している。通常の酸素条件下
では、HIF-1 のサブユニットの一つである HIF-1αが翻訳後に速やかに分解されている。低酸素
条件下では HIF-1αが安定化され、HIF-1αと HIF-1βからなるヘテロダイマーが低酸素応答を
担う遺伝子の発現を誘導する。 
 
２．研究の目的 
 炎症性サイトカインは、血管内皮細胞の細胞表面に ICAM-1 の発現を誘導する。ヒト肺がん腫
A549 細胞を TNF-αもしくは IL-1αで刺激し、ICAM-1 の発現を Cell ELISA で定量化するバイオ
アッセイ系を構築した。このバイオアッセイ系を用いて、ICAM-1 の発現を抑制する微生物や植
物に由来する小分子化合物を同定した。本研究では、同定した小分子化合物の作用メカニズム
を解明し、バイオプローブとして活用することによって、炎症反応の情報伝達と遺伝子発現の
分子メカニズムを解明することを目的とした。 
 ヒト乳がん MCF-7 細胞において、ascochlorin は HIF-1αの発現量を減少させるが、その誘導
体である 4-O-methylascochlorin は HIF-1 αの蓄積を促進する。しかしながら、
4-O-methylascochlorin が HIF-1αの蓄積を促進するメカニズムはよく理解されていなかった。
本研究では、おもにヒト繊維肉腫 HT-1080 細胞を用いて、4-O-methylascochlorin の作用メカ
ニズムを解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 ヒト肺がん腫 A549 細胞（JCRB0076）とヒト繊維肉腫 HT-1080 細胞(JCRB9113)を、国立研究開
発法人医薬基盤・健康・栄養研究所 JCRB 細胞バンク（Osaka, Japan）より入手した。ヒト臍帯
血内皮細胞 human umbilical vein endothelial cells (HUVEC)を Lonza (Walkersville, MD, USA)
より入手した。細胞表面 ICAM-1 の発現量を Cell ELISA、もしくはフローサイトメトリーで定
量化した。MTT アッセイやクリスタルバイオレットアッセイを用いて細胞生存率を評価した。
細胞ライゼートを調製し、ウェスタンブロッティングを用いて、タンパク質量やタンパク質の
分子量を解析した。細胞からトータル RNA を抽出し、オリゴ dTプライマーと逆転写酵素を用い
て cDNA に変換した後、リアルタイム PCR 法を用いて mRNA を定量化した。NF-κB 応答性ルシフ
ェラーゼレポーターアッセイを行い、転写活性を解析した。免疫染色法と共焦点顕微鏡観察を
用いて、タンパク質の細胞内局在を解析した。クロマチン免疫沈降法を用いて ICAM-1 プロモー
ターへの転写因子の結合量を評価した。 
 
４．研究成果 
（1）Allantopyrone A は、TNF-αで誘導される TNF レセプター1複合体の構成因子に作用する 
  Allantopyrone A (図 1)は、分子内に 2 つのα,β-不飽和カルボニル構造を有する。これま
でに、allantopyrone A が NF-κB シグナル伝達経路を阻害することを明らかにした[1]。しか
しながら、allantopyrone A の標的タンパク質を含む詳細な作用機序は不明であった。本研究
では、allantopyrone A が TNF-α刺激で形成される TNF レセプター複合体において RIP1 の翻訳
後修飾を阻害することを見出した。すなわち、allantopyrone A は、TNF レセプター1、TRAF2、
RIP1、NF-κB サブユニット RelA、IκB キナーゼβの高分子量化を増加させたことから、
allantopyrone A はこれらのタンパク質に直接結合し、タンパク
質間のクロスリンクを促進していることが示された。さらに、
allantopyrone A は、TNF レセプター1 の細胞内領域に比べて、
細胞外のシステインリッチドメインに対してより強力にクロス
リンクを誘導した。以上の結果から、allantopyrone A が TNF-
αで誘導される TNF レセプター1 複合体の複数の構成因子に作
用することによって、RIP1 の翻訳後修飾を阻害することを明ら
かにした。 
 
（2）オイデスマン型セスキテルペンラクトンは、リンホトキシンβ刺激によって誘導される
NF-κBサブユニット RelB の核輸送を阻害する 
 先行研究によって、オイデスマン（eudesmane）型セスキテルペンラクトン（sesquiterpene 
lactone）が、TNF-αや IL-1αで誘導される古典的な NF-κB シグナル伝達経路の複数のステッ
プを阻害することを明らかにした[2]。さらに、その一つの誘導体である santonin-related 
compound 2 (SRC2) (図 2)が NF-κBサブユニット RelA の Cys−38 に作用し、RelA の核移行を阻
害することを明らかにした[3]。本研究では、非古典的な NF-κBシグナル伝達経路に対するオ



イデスマン型セスキテルペンラクトンの作用を解析した。SRC2 は、リンホトキシンβによる NF-
κB ルシフェラーゼレポーター活性を阻害した。SRC2 は、リンホトキシンβで誘導される NF-
κBサブユニット p100 の p52 へのプロセシングを阻害しなかったが、RelB と p52 の核移行を阻
害した。SRC2 は、リンホトキシンβで誘導される野生型 RelB と RelB (C144S) 変異体の核移行
を同程度阻害した。α-ブロモケトン構造を有するオイデスマン型セスキテ
ルペンラクトンは、単一のα,β-不飽和カルボニル構造を有するオイデスマ
ン型セスキテルペンラクトンに比べて、リンホトキシンβで誘導される
RelB の核移行をより強力に阻害した。これらの結果から、α-ブロモケトン
構造を有するSRC2がリンホトキシンβによって誘導される非古典的NF-κB
シグナル伝達経路において、RelB の核移行を阻害することを明らかにした。 
 
（3）キナクリンは NF-κBサブユニット RelA の DNA 結合を阻害し、ヒト肺がん腫 A549 細胞の
TNF-αと Fas リガンドに対する感受性を増強する 
 キナクリン(quinacrine) (図 3)は、寄生虫感染や炎症性疾患の治療薬として使用されてきた。
本研究では、キナクリンが A549 細胞において TNF-αや IL-1αによる ICAM-1 発現を減少させる
ことを見出した。キナクリンは、TNF-αと IL-1αの刺激によって誘導される ICAM-1 mRNA の発
現と NF-κB 応答性ルシフェラーゼレポーター活性を阻害した。キナクリンは、TNF-αで誘導さ
れる IκBαの分解、RelA Ser-536 のリン酸化、RelA の核移行を阻害し
なかった。一方、キナクリンは TNF-α刺激によって誘導される RelA の
ICAM-1 プロモーターへの結合を阻害した。さらに、キナクリンの存在
下で、TNF-αと Fas リガンドは顕著に A549 細胞の細胞生存率を低下さ
せた。キナクリンは、構成的及び TNF-α誘導性の c-FLIP と Mcl-1 の発
現を抑制した。これらの結果から、キナクリンが RelA の DNA 結合を阻
害することによって ICAM-1 の転写を抑制すること、及び TNF-αと Fas
リガンドに対する感受性を増強することを明らかにした。 
 
（4）Kujigamberol は、炎症性サイトカインによって誘導される細胞接着因子の発現と N 結合
型糖鎖修飾に作用する 
 Kujigamberol (図 4)は、岩手県久慈産琥珀から単離された norlabdane 型化合物であり、Ca2+

シグナル伝達に高感受性を示す酵母を利用したスクリーニングで発見された[4,5]。本研究では、
IL-1αと TNF-αで刺激した HUVEC に発現する細胞接着因子に対する作用を解析し、
kujigamberol が ICAM-1 の N 型糖鎖修飾に作用することを見出した。一方、kujigamberol は、
IL-1αと TNF-αで誘導される VCAM-1 と E-selectin の発現を mRNA レベルとタンパク質レベル
で阻害した。Kujigamberol B (図 4)は ICAM-1 の
分子量を低下させたが、kujiol A (図 4)は ICAM-1
の分子量を低下させなかった。Kujigamberol は、
酵母由来α-グルコシダーゼを適度に阻害し、
kujigamberol B はα-グルコシダーゼを弱く阻害
し、kujiol A はα-グルコシダーゼを阻害しなか
った。また、これらの 3 つの化合物はタチナタマ
メ由来α-マンノシダーゼを阻害しなかった。これ
らの結果から、kujigamberol が HUVEC において炎
症性サイトカインによって誘導される細胞接着因
子の発現と N結合型糖鎖修飾を作用することを明
らかにした。 
 
（5）アシアチン酸、コロソール酸、マスリン酸は ICAM-1 の細胞内輸送と N結合型糖鎖修飾に
作用する 
 これまでに、五環性トリテルペノイドであるウルソール酸（ursolic acid）が、ICAM-1 の小
胞体からゴルジ体への細胞内輸送を阻害することを明らかにした[6]。本研究では、IL-1αで誘
導される ICAM-1 の発現と ICAM-1 の細胞内輸送に対するウルソール酸の 3つの構造類縁体の作
用を解析した。アシアチン酸（asiatic acid）、コロソール酸（corosolic acid）、マスリン酸
(maslinic acid) (図 5)は、いずれも細胞表面の ICAM-1 発現に作用した。アシアチン酸、コロ
ソール酸、マスリン酸で処理した細胞では、エンドグリコシダーゼ H 感受性の糖鎖が ICAM-1



に結合していた。アシアチン酸とマスリン酸は、コロソール酸と異なり、ICAM-1 タンパク質の
発現を増加させた。さらに、アシアチン酸は ICAM-1 と小胞体マーカーカルネキシンの共局在を
増加させたが、ICAM-1 とシスゴルジ体マーカーGM130 との共局在を増加させなかった。アシア
チン酸、コロソール酸、マスリン酸は、酵母由来α-グルコシダーゼを阻害したが、タチナタマ
メ由来α-マンノシダーゼを阻害しなかった。これらの結果から、アシアチン酸、コロソール酸、
マスリン酸が細胞表面への ICAM-1 の輸送に作用し、エンドグリコシダーゼ H感受性の糖鎖が結
合した ICAM-1 を蓄積させることを明らかにした。 
 
（6）4-Hydroxypanduratin A と isopanduratin A は、TNF-αで誘導される遺伝子発現と NF-κB
シグナル伝達経路を阻害する 
 4-Hydroxypanduratin A と isopanduratin A (図 6)は、Boesenbergia pandurata の地下茎の
メタノール抽出物から単離された化合物であり、ヒトすい臓がん
PANC-1 細胞に対する抗腫瘍活性を有する[7]。本研究では、
4-hydroxypanduratin Aとisopanduratin AがTNF-αによるICAM-1
発現を抑制することを見出した。4-Hydroxypanduratin A と
isopanduratin A は、TNF-αで誘導される ICAM-1 mRNA の発現と
NF-κB応答性ルシフェラーゼレポーター活性を阻害した。さらに、
4-hydroxypanduratin A と isopanduratin A は、TNF-αで誘導され
るRelAの核移行とIκBαのリン酸化とプロテアソーム分解を阻害
した。これらの結果から、4-hydroxypanduratin A と isopanduratin 
A が TNF-α刺激で誘導される遺伝子発現と NF-κBシグナル伝達を
阻害することを明らかにした。 
 
（7）4-O-Methylascochlorin は HIF-1αのプロリン水酸化を阻害し、この阻害作用はアスコル
ビン酸によって解除される 
 先行研究により、4-O-methylascochlorin (図 7)がヒト乳がん MCF-7 細胞において、HIF-1α
の蓄積を促進することが見出された[8]。本研究では、ヒト線維肉腫HT-1080細胞におけるHIF-1
αの発現に対する 4-O-methylascochlorin の作用を解析した。4-O-Methylascochlorin は HIF-1
αmRNA 発現に影響せず、HIF-1αタンパク質量を増加させ、HIF 標的遺伝子の転写を促進した。
アスコルビン酸は、4-O-methylascochlorin による HIF-1αの蓄積と HIF-1αの転写活性の増加
を抑制した。4-O-Methylascochlorin は HIF-1α Pro-564 の水酸化を阻害し、この阻害活性は
アスコルビン酸によって解除された。4-O-Methylascochlorin
は細胞内のアスコルビン酸量を若干減少させた。これらの結
果から、4-O-methylascochlorin がプロリンの水酸化を阻害す
ることによって HIF-1αの蓄積を促進すること、及びアスコル
ビン酸が 4-O-methylascochlorin による HIF-1αのプロリン
水酸化の阻害を解除することを明らかにした。 
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