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研究成果の概要（和文）：Heat shock protein (HSP) は温熱処理（HT）により誘導されるタンパク質であり、HSP70は
紫外線によるストレスから細胞を防御する。Alkanninは皮膚において抗炎症作用を有することが知られている。本研究
ではUVB刺激前後の温熱誘導HSP70がアポトーシスに及ぼす影響とalkannin誘導HSP70がUVB誘導アポトーシスに及ぼす影
響について検討した。UVB照射前の温熱誘導HSP70は、UVB誘導アポトーシスを抑制した。また，alkanninはHaCaT細胞に
おいてHSP70生成を誘導し、これによりUVB誘導アポトーシスを抑制することが判明した。

研究成果の概要（英文）：Alkannin is an active constituent from the root extract of Alkanna tinctoria of 
the Boraginaceae family and it may have utility as HSP70 inducer in living organisms. Here, the effects 
of alkannin-induced HSP70 on UVB (40 mJ/cm2)-induced apoptosis were investigated in human keratinocyte 
HaCaT cells. Pretreatment of the cells with alkannin (1 &#61549;M) caused significant inhibition of 
UVB-induced apoptosis in HaCaT cells. Moreover, pretreatment with alkannin decreased UVB-induced cleavage 
of caspase-3. On the other hand, the stimulation of HSP70 inhibitor (KNK437) increased UVB-induced 
apoptosis in a dose-dependent manner. In addition, differences in gene expression were investigated using 
a genechip, associated with the suppression of UVB-induced apoptosis in presence of alkannin. The results 
indicate that alkannin suppress UVB-induced apoptosis via the induction of HSP70 in human keratinocytes, 
and therefore, this result suggests the usefulness of the compound as antiaging agent.

研究分野： 皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
我々の皮膚は，常に物理的刺激，化学的刺

激，温度変化，紫外線（UV）曝露など，外
界からの様々な刺激に曝されている．そのひ
とつである UV 曝露は，皮膚癌の発生率を高
める誘因として知られていると同時に，皮膚
の形態変化を引き起こす誘因ともなってい
る．UV は，遺伝子を傷つけ，安定性を乱す．
中でも特に UVB（290～320 nm）は，表皮
角化細胞で遺伝情報を含むシクロブタン型
ピリミジンダイマー（二量体）（CPD）や（6-4）
光産物などの DNA 損傷を介してアポトーシ
スを引き起こす． 

Heat shock protein (HSP)は，細胞に温熱
をはじめとする種々のストレスがかかった
とき，一時的に急激に合成誘導される一群の
タンパク質である．その分子量によって複数
のファミリーに分類され，細胞内のタンパク
質を凝集・変性から防御し，修復する役割を
担っている．中でも HSP70 ファミリーにお
いては非常に広く研究されており，温熱を含
む多くのストレス状態に応答して広範で誘
導・発現すること [Aufricht, 2005]，細胞の
ストレスマーカーとして使用されること 
[Flanagan et al., 1995，Goldbaum and 
Richter-Landsberg, 2001 ， Tomanek and 
Sanford, 2003]，細胞の apoptosis 開始を調
整する中心的な役割を果たすこと [Garrido 
et al.,2001 ， Parcellier et al., 2003 ，
Takayama et al., 2003]，温熱誘導 HSP72 が
UVB 誘 導 の 細 胞 死 を 抑 制 す る こ と 
[Merwald H et al.,2005]などが報告されてい
る．一方，一部の生薬に HSP 誘導効果を有
するものがある．近年 Mizushima らは，ヤ
バツイの抽出物が表皮細胞において強力に
HSP を 誘 導 す る こ と を 見 出 し た 
[Mizushima et al., 2006]． 
 
２．研究の目的 
我々はこれまでに紫外線誘導光老化に関

する研究に積極的に取り組み，多くの成果を
挙げており，ヒトリンパ腫細胞において数種
類の生薬成分が HSP70 を誘導したデータを
持っている．さらに我々は，温熱誘導 HSP70
が UVB 誘導アポトーシスを部分的な抑制効
果を示したことを確認した． 
 
３．研究の方法 
ヒト不死化ケラチノサイトであるHaCaT細

胞を用いて，各種生薬のHSP70誘導効果をDNA
断片化およびフローサイトメトリーによる
アポトーシスの測定，HSP70 のタンパク質産
生量の測定，caspase-3 activity の測定，
HSP70 inhibitor を用いた実験において評価
する．さらに GeneChip による網羅的発現遺
伝子解析法およびバイオインフォマティク
スによるネットワーク解析法を用いた検討
も行った（図 1）． 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1.生薬誘導 HSP70 が HaCaT 細胞における
UVB 誘導 DNA 傷害に及ぼす影響 
 
４．研究成果 
Alkannin (1 μM) の前培養は，HaCaT 細胞

において UVB (40 mJ/cm2) 誘導アポトーシス
を調べた時，それを有意に抑制した．フロー
サイトメーターを用いてcaspase-3のタンパ
ク質発現の変化を検討したところ，alkannin
の前培養により UVB 誘導 cleaved caspase-3
のタンパク質発現を有意に抑制した．一方，
HSP70の阻害剤であるKNK437は添加濃度依存
的に HSP70 のタンパク質発現を抑制し，UVB
誘導アポトーシスを促進した．遺伝子発現レ
ベルは，UVB 照射により大きな変動を示した．
さらに，alkannin の UVB 誘導アポトーシスに
対する細胞保護機能に関与する可能性のあ
る遺伝子ネットワークが明らかになった． 
以上の結果から，alkannin は，HaCaT 細胞

において HSP70 生成を誘導し，UVB 誘導アポ
トーシスを抑制することから，抗老化におい
て有効であることが示唆された． 
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