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研究成果の概要（和文）：キチナーゼ阻害物質アロサミジンの示す抗喘息作用の機能解析を行うため、アロサミジンの
ターゲット分子と推定されるキチナーゼ（AMCase）およびキチナーゼ様タンパク質（BRP39、Ym1、Ym2）の組換えタン
パク質および新規アロサミジンプローブを調製し、４種全てのタンパク質がアロサミジンと10-100 nM程度のKd値で結
合することを示した。BRP39がマウスプライマリー細胞に対して細胞死保護作用を有することを見出し、その作用に対
してアロサミジンは阻害活性を示さないことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Allosamidin, a chitinase inhibitor, shows anti-asthmatic activity toward model mic
e. Chitinase (AMCase) and chitinase-like proteins (BRP39, Ym1, and Ym2) are possible candidates as target 
molecules for anti-asthmatic activity of allosamidin. To Recombinant protein of each of the four proteins 
was prepared and their binding activity toward allosamidin probes, which were newly prepared, was investig
ated. All the recombinant proteins bound to allosamidin with low Kd values around 10-100 nM. It was found 
that BRP39 shows protecting activity against death of mouse primary cells. Allosamidin did not inhibit the
 activity of BRP39 for the cells. 
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者が 1986 年に発見したアロサミ
ジンは放線菌の代謝産物であり、キチンミミ
ックの擬似三糖構造を有している。アロサミ
ジンはファミリー18キチナーゼに、遷移中間
体ホモログとして強く結合し、キチナーゼ活
性を阻害する。ほぼ全ての生物はキチナーゼ
を生産することが知られているが、種々の生
物におけるキチナーゼの生理的役割は様々
である。アロサミジンは個々の生物における
キチナーゼの役割の解明に用いられて来た。
その中で近年、アロサミジンが喘息モデルマ
ウスにおいて抗喘息作用を示すことが明ら
かとなった。哺乳類はキチンを生体成分とし
て持たないことより、哺乳類の発現するキチ
ナーゼの生理的役割は不明であるが、アロサ
ミジンが抗喘息作用を示すことで哺乳類キ
チナーゼが喘息発症のメディエーターとし
て機能する可能性が示唆された。アロサミジ
ンの抗喘息作用のターゲット分子の解明は
新たな作用点を有する抗喘息剤の開発に有
用であり、喘息発症メカニズム解明の基礎研
究としても重要である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
抗喘息作用におけるアロサミジンのター
ゲット分子は当初、喘息マウスの肺において
発現が誘導される哺乳類酸性キチナーゼ
（AMCase）であるとされていた。しかし、
研究代表者と連携研究者はアロサミジン類
縁体であるデメチルアロサミジンがアロサ
ミジンよりはるかに優れた抗喘息作用を示
すことを、喘息モデルマウスを用いる実験で
見出した。また、アロサミジン、デメチルア
ロサミジンの抗喘息活性の違いは、AMCase
のキチナーゼ活性に対する阻害活性の違い
によるものではないことを明らかにした。即
ち、ターゲット分子が AMCaseだけであると
の考えでは、デメチルアロサミジンの強い抗
喘息作用は説明できず、抗喘息作用において
重要なアロサミジン類のターゲット分子が
別に存在することが示唆された。 
 そこで新たなターゲット分子を、喘息モデ
ルマウスの肺胞洗浄液中に探索することに
した。ビオチン残基が結合したアロサミジン
類のフォトアフィニティープローブを合成
し、結合するタンパク質を同定したところ、
マウスのキチナーゼ様タンパク質の一つで
ある Ym1 がアロサミジンと結合する分子と
して同定された。キチナーゼ様タンパク質は
キチナーゼと同じ構造を有するが、キチナー
ゼ活性に必須の酸性アミノ酸残基が他のア
ミノ酸に置換しておりキチナーゼ活性を欠

失している。しかし、多くのキチナーゼ様タ
ンパク質はキチンやキチンオリゴ糖と結合
する性質は保持している。マウスやヒトは数
種のキチナーゼ様タンパク質を持ち、それら
の発現が認められるが、キチナーゼ様タンパ
ク質の生理的役割はキチナーゼと同様に不
明である。 
 研究代表者らが、上述のアロサミジンの抗
喘息作用に関する研究を行っている間に、哺
乳類キチナーゼおよびキチナーゼ様タンパ
ク質と喘息との関連についての論文が数多
く出された。特に、マウスキチナーゼ様タン
パク質の一つである BRP39 およびそのヒト
でのホモログである YKL40 が、喘息発症機
構に強く関与していることを示唆するデー
タが多く出された。 
 
２．研究の目的 
喘息は、抗原によって活性化された Th2細
胞より分泌されるインターロイキン 13
（IL-13）が主なサイトカインとして機能し、
そのシグナルが好酸球の活性化、ケミカルメ
ディエーターの分泌を促し、気管支収縮等が
おこり発症するとされる。アロサミジン類は
IL-13 投与で誘導した喘息マウスにおいて好
酸球の活性化等の喘息症状を緩和した。従っ
て、アロサミジン類のターゲット分子は
IL-13 の下流でシグナル分子として機能する
と考えられる。また前述のように、アロサミ
ジンはキチナーゼ分子に特異的に結合する
ことより、そのターゲット分子候補として、
キチナーゼおよびキチナーゼ様タンパク質
が第一に考えられる。そこで、マウスの持つ
それら分子について、IL-13 によって発現が
誘導されるかどうか調べたところ、AMCase
と３種のキチナーゼ様タンパク質（Ym1、
Ym2、BRP39）の発現が上昇することが分か
った。 
以上より本研究では、アロサミジン類の抗
喘息作用機構を明らかにすることを目的に、
それらのターゲット分子である可能性が高
い、AMCase、Ym1、Ym2、および BRP39
とアロサミジン類との相互作用を調べるこ
とにした。それらタンパク質に対する、アロ
サミジンとデメチルアロサミジンの結合活
性に違いが見られる場合は、両者の抗喘息活
性の違いを探る手がかりになると考えられ
る。また、それらタンパク質の示す生理活性
に対するアロサミジン類の作用を調べるこ
ととした。 

 
３．研究の方法 
 AMCase、Ym1、Ym2、および BRP39と
アロサミジン類との相互作用を調べるため
に、それらの組換えタンパク質とアロサミジ
ンプローブを調製した。 
 His タグを付した組換え Ym1 において凝
集が見られたため、GST融合タンパク質とし
て大腸菌 BL21(DE3)株を宿主として大量発
現を行ったところ、GST-AMCase、GST-Ym1、

 



GST-Ym2、GST-BRP39のすべてにおいて発
現したタンパク質が不溶性画分に検出され
た。そこでmaltose binding protein (MBP)
との融合タンパク質として同じ大腸菌株を
用 い て 発 現 誘 導 を 行 っ た と こ ろ 、
MBP-AMCase、MBP-Ym1、MBP-Ym2、
MBP-BRP39 すべてにおいて可溶性画分に
目的のタンパク質の発現が見られた。それぞ
れの組換えタンパク質を MBPアフィニティ
ーカラムで精製した。 
 生体分子間相互作用解析装置（Octet）を
用いて相互作用解析を行うこととし、センサ
ーチップに固定するアロサミジン類のプロ
ーブを調製した。以前に調製した SS-biotin
プローブ以外に、スペーサー長を変えた
PEG4-biotinおよび PEG12-biotinプローブ
を調製し解析に用いた。 
 マウス脾臓由来のCD4+脾細胞にTNF-を
添加してアポトーシスを誘導する系で、
FITC 標識した Annexin V と propidium 
iodide (PI)で蛍光染色した細胞をフローサイ
トメトリーにより検出した。Annexin V+/PI+

の死細胞が継時的に増加することを見出し、
その死細胞の増加に対する BRP39 とアロサ
ミジン類の効果を調べた。 
 
４．研究成果 
 ４種のタンパク質を、可溶化することが多
いことが知られる MBP融合タンパク質とし
て調製した。発現用ベクターに pMAL-c5xを
用い、大腸菌 BL21(DE3)株を宿主として発
現を行った。発現は条件検討により、
MBP-AMCase、MBP-Ym1およびMBP-Ym2
では、IPTG濃度 1 mM、誘導温度 26.5℃、
誘導時間 30 分で行い、MBP-BRP39 では、
0.25 mM、26.5℃、1時間で行った。可溶性
画分に得られた融合タンパク質を MBPのア
フィニティーカラムで精製した。全てにつき
目的の分子量を持つタンパク質のバンドが
検出された。分解産物と考えられるマイナー
なバンドが存在していたため、発現条件の再
検討を行い、また、イオン交換等によるさら
なる精製を試みたが、カラム担体へのタンパ
ク質の吸着等により困難であった。そこで、
図 1に示したMBP融合タンパク質がメジャ
ーバンドとして存在する画分を今後の実験
に用いることにした。それぞれの組換えタン
パク質のキチナーゼ活性を測定したところ、
MBP-AMCase に活性があり、その活性がア
ロサミジンにより阻害されることを確認し
た。 
 相互作用解析に用いるセンサーチップに、
以前に調製したアロサミジン SS-biotin プロ
ーブ（図２）を固定して組換えタンパク質と
の結合を調べたところ、非特異的結合が大き
く特異的な結合の検出が困難であった。そこ
で、アロサミジン部位とビオチン残基間のス
ペーサー鎖長を変化させた PEG4-biotin お
よび PEG12-biotin プローブを作製して解析
に用いた（図２）。それらプローブはアロサ

ミジン類より調製した非還元末端糖の２位
N-デアセチル体より調製した。 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 組換え体タンパク質の調製 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ アロサミジンプローブ 
 
 
分子間相互解析装置Octetのセンサーチッ
プに、調製したアロサミジンプローブを固定
し、アナライトとして個々の組換えタンパク
質を用いて相互作用解析を行った。
PEG4-biotinプローブを用いた場合は特異的
な結合は検出できなかったが、PEG12-biotin
プローブではそれぞれの組換えタンパク質
との特異的な結合を検出することができた。
得られた結合曲線と解離曲線よりアロサミ
ジン PEG12プローブでの平衡解離定数（Kd
値）を算出すると、MBP-AMCaseで 30 nM、
MBP-BRP39 で 20 nM、MBP-Ym1 で 120 
nM、MBP-Ym2で 20 nMであった。得られ
た Kd値より、アロサミジンはそれぞれの組
換えタンパク質と強く結合することが示さ
れた。Ym2、BRP39 とアロサミジンが結合
することは今回初めて示された。デメチルア
ロサミジンプローブは現在作製しており、急
ぎ組換えタンパク質との相互作用を調べ、ア
ロサミジンプローブの場合との Kd値の比較
を行う予定である。 
 BRP39 の生理機能は不明であるが、マウ
ス脾臓由来の CD4+脾細胞のアポトーシスを
抑制するとの報告があり、また、IL-13 のレ
セプターである IL13Ra2 に結合するとの報
告がある。そこで、BRP39 のそれら作用に
対するアロサミジン類の影響を調べること
にした。まず、CD4+脾細胞のアポトーシスの
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検出を試みたが、死細胞の増加が早く、アポ
トーシス細胞数を目安にした BRP39 のアポ
トーシス抑制活性を検出することは困難で
あった。そこで試しに、死細胞の増加に対す
る MBP-BRP39 の作用を調べたところ、
MBP-BRP39 が死細胞の増加を抑制する作
用を有することが認められた。この BRP39
の細胞死抑制作用に対するアロサミジン類
の影響を調べたが、アロサミジン、デメチル
アロサミジンともに 160 Mの高濃度におい
ても BRP39 の細胞死抑制作用を阻害しなか
った。また、Hisタグを付した IL13Ra2の組
換え体の発現系を構築し、MBP-BRP39との
結合実験を行ったが特異的な結合が検出で
きなかったため、現在 IL13Ra2 の組換え体
調製法の検討を行っている。なお、BRP39
が IL13Ra2 に結合することを報告した Lee
教授の実験では、アロサミジンはそれらの結
合を阻害しないとのプライマリーな結果が
出ている（Lee教授よりの私信）。 
 今回得られた結果より、アロサミジン類が
AMCase、Ym1、Ym2、BRP39 に結合する
ことは確かであると考えられる。それらタン
パク質それぞれに関して、喘息発症に関与す
ることが示唆されているため、アロサミジン
類はそれぞれのタンパク質の作用を抑制す
る可能性を持つことが示された。しかし、そ
れらタンパク質の中に喘息発症に関して特
に重要な働きを有するものが存在するのか
どうかは不明である。デメチルアロサミジン
が強く作用するタンパク質が存在すること
を示すことができればその手がかりが得ら
れる可能性があると考えられる。BRP39 の
細胞死抑制作用と IL13Ra2 結合活性をアロ
サミジンは阻害しないとの結果が現在のと
ころ得られている。もし、BRP39 が示すそ
れらの活性が喘息発症の鍵となっているの
であれば、アロサミジンの抗喘息作用におけ
るターゲットは別に存在することになる。今
後、本研究で得られた結果をもとに、アロサ
ミジン類の抗喘息作用の分子機構をさらに
探って行く予定である。 
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