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研究成果の概要（和文）： 

天然物医薬由来ヒスタミン H1 受容体(H1R)遺伝子発現抑制化合物を探索し、マーキアインな
どを同定した。HeLa細胞におけるH1R遺伝子発現亢進は、PKCδ/ERK/PARP-1シグナルを介し、
PKCδのゴルジ体への移行が遺伝子発現に重要であった。マーキアインの標的分子として Hsp90
を同定した。マーキアインは Hsp90 と PKCδ の結合を阻害することで、PKCδ のゴルジ体への
移行を抑制、遺伝子発現を抑制した。既存 Hsp90 阻害薬は H1R 遺伝子発現亢進を抑制しアレル
ギー症状を軽減した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We explored natural resources-derived compounds that suppress histamine H1R gene 

expression and identified (-)-maackiaain as one of the active compounds.  H1R gene 

expression was mediated through the PKC/ERK/PARP-1 signaling pathway and 

translocation of PKC to the Golgi in response to PMA stimulation was found to be very 

important for H1R gene expression in HeLa cells.  We identified Hsp90 as a target protein 

for (-)-maackiain.  (-)-Maackiain inhibited binding of PKC to Hsp90 and suppressed PKC 

translocation to the Golgi, resulting the suppression of H1R gene expression.  Hsp90 

inhibitors suppressed the up-regulation of H1R gene expression and alleviated allergic 

symptoms in allergy model rats. 
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１．研究開始当初の背景 

アレルギー疾患は遺伝子発現異常を伴う
難治性多因子疾患であり、疾患感受性遺伝子

発現を制御する治療薬は有効であると考え
られる。しかし、現在アレルギー疾患治療薬
は抗ヒスタミン薬などアレルギーシグナル
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遮断薬が主流で遺伝子発現抑制を標的とす
る薬物はない。ヒスタミンはアレルギー疾患
の主要メディエーターであり、その作用は主
にヒスタミン H１受容体（H1R）を介する。
H1R を介するシグナル量は受容体の発現レ
ベルに依存すること、アレルギー疾患患者に
おいて H1R 遺伝子発現亢進が見られること、
H1R 遺伝子発現を抑制する薬物がアレルギ
ー症状を緩和させることから、H1R 遺伝子が
アレルギー疾患感受性遺伝子であることが
示唆された。我々は、ラット及びスギ花粉症
患者において、H1R 遺伝子発現と症状との間
に正の相関があり、H1R 遺伝子発現状態がア
レルギー症状の重篤性に深く関わることを
世界に先駆けて明らかにし、H1R 遺伝子発現
を制御する薬物がこれまでとは異なる新規
作用機序を持つ抗アレルギー薬として有効
であることが示唆された。そこで抗アレルギ
ー効果が伝承されている漢方薬やアユルヴ
ェーダ医薬、機能性食品などの天然物医薬資
源を材料に H1R 遺伝子発現抑制効果の有無
を検討し、いくつかの和漢薬や機能性食品に
H1R 遺伝子発現抑制効果をもつ成分の存在
を見いだし、これらがアレルギー症状の緩和
に有効であることを明らかにしてきた。 

 
２．研究の目的 
本課題における研究項目は以下の通りであ
る。 
(1)天然物医薬からの H1R 遺伝子発現亢進抑
制作用を有する化合物の同定及びその標的
分子の同定と作用機序解明 
 和漢薬、桑葉、茶葉、ツクシ、スギナ及び
インド伝承医薬のアユルヴェーダなど、アレ
ルギーに効くという伝承はあるが、その科学
的検証はほとんどない天然物医薬から生薬
学的手法により含有化合物を抽出・分離し、
まず、鼻過敏症アレルギーモデルラットを用
いた in vivo 試験によりアレルギー症状を抑
制し、H1R 遺伝子発現抑制作用を持つものを
選別する。次に、選別したものについて、HeLa
細胞における H1R 遺伝子発現亢進抑制活性
を指標に目的の化合物の精製を行う。精製し
た化合物について、in vitro における細胞試験
および、in vivo 試験により、そのアレルギー
抑制作用や細胞毒性などの再評価を行うと
ともに、構造を決定し、有機合成経路を確立
する。また、H1R 遺伝子発現調節シグナルに
おけるこれらの化合物の標的分子を同定し、
遺伝子発現抑制作用のメカニズムを分子レ
ベルで明らかにする。 
(2) H1R 遺伝子発現の調節メカニズムの解明 
我々は、HeLa 細胞において、ヒスタミン

刺激により H1R が up-regulation を受け、受
容体数を増加させることを初めて見出した。
ヒスタミン刺激に伴う H1R 遺伝子発現亢進
機構についてはこれまでに、プロテインキナ

ー ゼ Cδ(PKCδ)-extracellular signal-regulated 
kinase (ERK)シグナルを介することを明らか
にしてきた。また、転写に関与するプロモー
ター領域が２カ所存在することを見いだし
ている。本研究では、転写調節に関わる転写
因子を同定し、ヒスタミン刺激から H1R 遺伝
子発現へ至る経路を詳細に明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1) 天然物医薬からの H1R 遺伝子発現亢進抑
制作用を有する化合物の同定及びその標的
分子の同定と作用機序解明 
①鼻過敏症アレルギーモデルラットを用い
た H1R 遺伝子発現亢進抑制作用を持つ天然
物医薬資源のスクリーニング：和漢薬、桑葉、
茶葉、ツクシ、スギナ及びアユルヴェーダな
どには科学的根拠はないが、伝承的にアレル
ギー疾患に用いられているものがある。これ
らの天然物医薬の粗抽出液を作成し、鼻過敏
症アレルギーモデルラットを用いた in vivo試
験により、アレルギー症状を抑制し、かつ発
作誘発に伴う H1R 遺伝子発現亢進抑制作用
を有する天然物を探索する。 
②発掘した天然物医薬資源からの H1R 遺伝
子発現亢進抑制作用を有する化合物の単
離・精製：①により見出した天然物医薬を原
料に HeLa 細胞を用いた H1R 遺伝子発現亢進
抑制活性を指標にして、以下の手法により有
効成分の単離・精製を行う。まず、粗抽出液
について pH による分配クロマトを行う。次
に有効成分を含む画分を種々カラムクロマ
トにより分画する。展開溶媒の組成は TLC を
用いた予備試験から決定する。各画分の遺伝
子発現抑制活性を測定し活性画分を回収す
る。活性画分は HW40EC や HP20 カラム等を
用いた HPLC によりさらに精製を行う。精製
した有効成分の構造を NMR 等により決定し、
有機合成を試みる。 
③H1R 遺伝子発現亢進抑制作用を有する化
合物の標的分子の同定及び作用機序の解
明：有効成分の標的分子を同定しその作用機
序を分子薬理学的に明らかにする。H1R 転写
調節は PKCδ-ERK シグナルを介するため、
PMA による H1R 遺伝子発現亢進に対する化
合物の影響を明らかにする。影響がある場合、
PKCδの down-stream 側に、影響がない場合は
PKCδの up-stream側に化合物の標的分子が存
在すると考えられる。また、転写調節に関与
するシグナル分子のリン酸化状態への影響
を明らかにし、影響を受けたシグナル分子に
相互作用するタンパクを免疫沈降法や
Two-Hybrid 法により同定する。リコンビナン
トタンパクを用いて酵素活性などの生理活
性への直接的影響を明らかにする。シグナル
分 子 と 化 合 物 と の 分 子 間 相 互 作 用 を
BIACORE や等温滴定カロリメーターを用い
て明らかにする。同定した標的分子を細胞内



で過剰発現もしくは siRNA により遺伝子を
ノックダウンさせ、H1R 遺伝子発現亢進への
影響を明らかにする。 

(2) H1R 遺伝子発現の調節メカニズムの解
明 

H1R 遺伝子発現の調節メカニズムに関し
て、PKCδ-ERK 経路を介すること、ヒスタミ
ンもしくは PKC 活性化剤の PMA に応答する
プロモーター領域がヒト H1R 遺伝子第一エ
クソン上流約 2 kb 内に２カ所存在すること
を明らかにした。そこで、これらのプロモー
ター領域に結合する転写因子の同定、転写因
子の活性化の調節機構を明らかにし、H1R 遺
伝子発現の調節機構を詳細に明らかにする。 
①H1R 遺伝子におけるヒスタミン及び PMA
応答配列に結合する転写因子の同定：２カ所
のプロモーター領域それぞれについて、さら
に詳細な欠失変異体を用いたレポーターア
ッセイを行い、転写因子最小結合領域を明ら
かにし、バイオインフォマティクス的手法に
よりこの領域に結合する転写因子を探索す
る。(i) 既存の転写因子が結合する場合、転写
因子が結合できない変異 DNA を作製し、レ
ポーターアッセイにより転写因子の転写活
性への影響を明らかにする。(ii) 未知の転写
因子が結合する場合、そのヌクレオチド配列
をもつ DNA を固相化したアフィニティカラ
ムを用いて転写因子を精製・同定する。(iii) 
複数のDNA領域が転写活性に関与する場合、
免疫沈降法や結合領域を段階的に欠失した
種々変異 DNA を用いたレポーターアッセイ
により転写因子間の相互作用及び転写活性
への影響を明らかにする。転写因子の DNA
への結合は、EMSA および特異抗体を用いた
スーパーシフトアッセイにより明らかにす
る。また、in vivo における転写因子の関与を
クロマチン免疫沈降法により明らかにする。
転写因子を過剰発現もしくは siRNA による
ノックダウンさせることによる転写活性へ
の影響を明らかにする。 
②H1R 転写調節を制御するシグナル分子の
解明：ヒスタミンもしくは PMA 刺激に伴い
転写因子及び PKCδと相互作用するタンパク
を免疫沈降法や Two-Hybrid 法などを用いて
明らかにする。PKCδ-ERK シグナルに関与す
るシグナル分子はリン酸化・脱リン酸化によ
り活性が調節されるが、刺激に伴うシグナル
分子のリン酸化状態の変化を抗リン酸化抗
体によるウエスタンブロット法により明ら
かにする。また、シグナル分子のリン酸化で
きない変異体を過剰発現し、シグナルへの影
響を明らかにする。さらに、シグナル分子に
GFP などの蛍光タンパクをつけた融合タン
パクを作製し、これらタンパクの刺激に伴う
細胞内移行を明らかにし、リアルタイム共焦
点イメージングによる H1R 転写シグナルの
時間的空間的制御を明らかにする。 

 
４．研究成果 
(1)天然物医薬からの H1R 遺伝子発現亢進抑
制作用を有する化合物の同定及びその標的
分子の同定と作用機序解明 
和漢薬苦参、桑葉、つくし、阿波晩茶茶葉、

レンコン、及びインド伝承医薬アユルベーダ
など、抗アレルギー作用を有すると伝承され
る天然物医薬から HeLa 細胞におけるホルボ
ールエステル（PMA）刺激に伴う H1R 遺伝
子発現亢進、及び RBL-2H3 細胞における抗
原抗体刺激に伴う IL-4 遺伝子発現亢進に対
する抑制活性を指標に有効成分の単離・同定
に成功した。このうち、苦参、ツクシ、及び
桑葉の有効成分であるマーキアイン、アピゲ
ニン、及びケルセチンについて、その遺伝子
発現抑制機序の解明を行った。 
研究成果(2)に示すように、HeLa 細胞にお

けるヒスタミンや PMA 刺激に伴う H1R 遺伝
発 現 亢 進 に は 、 PKCδ/ERK/PARP-1 
(poly(ADP)ribose polymerase-1)シグナル経路
が関与する。ヒスタミン刺激もしくは PMA
刺激に伴い PKCδ が細胞質から Golgi 体に移
行することを明らかにした。PKCδ 選択性阻
害薬の rottlrein の前処理により Golgi 体への
移行は抑制された。マーキアイン、アピゲニ
ン及びケルセチンは PKCδの活性化に必要な
Tyr311 のリン酸化を抑制した。また、ヒスタ
ミンや PMA刺激に伴う PKCδのGolgi体への
移行を抑制した。さらに、苦参から単離した
マーキアインの分子薬理機構について更な
る解析を行った。結合に伴う内在性トリプト
ファンに由来する蛍光のクエンチング活性
を指標として、マーキアインの標的タンパク
として Hsp90 を同定した。マーキアインは、
Hsp90 と PKCδ の結合を阻害することで、
PKCδが Golgi 体へ移行することを抑制し、遺
伝子発現を抑制することが明らかとなった。
既存の Hsp90 阻害薬は HeLa 細胞及びアレル
ギーモデルラットにおいて 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
とを明らかにした。Hsp90 は分子シャペロン
であり、ステロイドホルモン受容体など多く
のシグナル分子と結合することが知られて
いるが、アレルギーに関連するという報告は
ほとんどなく、本研究により Hsp90 がアレル
ギー疾患の細胞内創薬ターゲットとなるこ
とを初めて明らかにできた。 
 
(2) H1R 遺伝子発現の調節メカニズムの解明 
HeLa細胞におけるヒスタミンや PMA刺激に
伴う H1R 遺伝子発現亢進には、PKCδ/ERK/ 
PARP-1 シグナル経路が関与し、刺激に伴い
PKCδ が細胞質から Golgi 体に移行すること
が H1R 遺伝子発現に重要であることを明ら
かにした。また、ヒト H1R 遺伝子には２カ所
のヒスタミン及び PMA に応答するプロモー



ターが２カ所存在し、上流に存在するプロモ
ーターには２分子のAP-1と Ets-1の結合が必
須であり、下流のプロモーターでは、PARP-1
によりKu86がポリADPリボシル化されるこ
とで DNA から解離することにより転写が促
進するという極めてユニークな転写調節機
構が存在することが明らかとなった。 
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