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略号一覧 

 

略号（用語） 内容（定義） 

TDI Toluene-2,4-diisocyanate 

H1R ヒスタミン H1 受容体（histamine H1 receptor） 

HDC ヒスチジン脱炭酸酵素（histidine decarboxylase） 

スプラタスト トシル酸スプラタスト（suplatast tosilate） 

PKCδ Protein kinase C-δ 

ERK Extracellular signal-regulated kinase 

PARP-1 Poly (ADP-ribose) polymerase-1 

CN Calcineurin 

NFAT Nuclear factor of activated T cells 

rrIL-4 リコンビナントラット IL-4（recombinant rat IL-4） 

GAPDH Glycelaldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

FCS ウシ胎児血清（Fetal calf serum） 

PMA Phorbol-12-myristate-13-acetate 

INCA-6 Inhibitor of NFAT-calcineurin association-6 
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1. 第一章 緒言 
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花粉症を含むアレルギー性鼻炎は世界で最も罹患率の高い疾患の一つである．

アレルギー性鼻炎の発症には様々な因子が関与するとされ，その解明のため数多

くの研究がなされているが，未だ不明な点も多い．治療法としては，アレルギー

の原因物質，アレルゲンの除去と回避が第一とされ，また，薬物治療としては抗

ヒスタミン薬等を用いた対症療法が主である．しかし，完治に繋がるような薬剤

は未だ無く，その開発が望まれている． 

これまで我々の研究室では，工業国における喘息の主要な原因の一つとして知

られている toluene-2,4-diisocyanate（TDI）を感作させたラットを用いて作製した

鼻アレルギーモデルにおいて，神経因性炎症を介した肥満細胞からのヒスタミン

産生増加に伴う鼻過敏症が誘発されること，鼻粘膜中のヒスタミン H1 受容体

（H1R），ヒスチジン脱炭酸酵素（HDC）の発現量が亢進することなどを明らかに

した．これらの知見により，H1R と HDC 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，それらを抑制する薬剤開発は，新しい抗アレルギー薬の

開発に繋がることが考えられた．また Th2 サイトカインもアレルギー性炎症の病

因において重要な役割を持つことが知られており，我々は TDI 感作ラット鼻粘膜

において IL-4 と IL-5 mRNA の発現が亢進し，TDI 感作ラットの鼻過敏症にも関

与していることを報告している． 

近年，ヒスタミンがいくつかのサイトカインの産生と活性に影響を及ぼし，ま

た，いくつかのサイトカインがヒスタミンの産生と放出に関与するといった，ヒ

スタミン-サイトカインネットワークが存在し，アレルギー性炎症に深く関わると

いった知見も増え，その重要性が高まっている． 

本研究において我々は，好酸球浸潤，IgE 産生とアレルギー性炎症を抑制する

免疫調節薬であり，すでに臨床においてアレルギー疾患治療薬として用いられて

いるトシル酸スプラタスト（スプラタスト）に着目した．以前の検討において，

スプラタストは TDI 感作ラットにおける TDI 誘発の H1R mRNA 発現亢進をほぼ

完璧に抑制することを見いだしている．しかしながら，ヒスタミンシグナルにお

けるスプラタストの効果はまだ十分に説明出来ておらず，またサイトカインシグ

ナルの抑制がヒスタミンシグナルへどのような影響を及ぼすかも不明である． 

第二章「トシル酸スプラタストのヒスタミンシグナル抑制作用の検証」では

TDI 感作鼻アレルギーモデルを用いて，TDI 誘発の鼻症状，H1R，HDC 及び IL-4 

mRNA 発現亢進に対するスプラタストの作用を評価し，加えて，同モデルの鼻粘

膜における IL-4 発現増加と H1R 発現増加の相関も検討した． 

その後我々の研究室において，protein kinase C-δ (PKCδ) / extracellular sig-

nal-regulated kinase (ERK) / poly (ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1) シグナルが上

記現象に関わること，PKCδ はアレルギー性鼻炎における重要な治療ターゲット

の一つであることを明らかにした．また，スプラタストの抗アレルギー作用は
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PKCδ シグナル経路抑制を介してではなく，他の経路の抑制を介していることも

示唆された．更なる研究により，calcineurin (CN) / Nuclear factor of activated T cells

（NFAT）シグナルを介することを明らかにしている． 

第三章「鼻アレルギーに対する H1 受容体拮抗薬とスプラタストの併用効果」

において，PKCδ シグナル経路を抑制する H1 受容体拮抗薬と CN/NFAT シグナル

を抑制するスプラタストを TDI 感作鼻アレルギーモデルに併用することによる，

TDI 誘発の鼻症状，H1R，HDC 及び TH2 サイトカイン mRNA 発現亢進に対する

作用を評価した．さらに関与するシグナルを検証するため，Jurkat 細胞における

IL-2，RBL-2H3 細胞における IL-9 発現亢進に対するスプラタストの作用も検証し

た． 

以上の検討により，アレルギー性鼻炎に対するスプラタストの作用メカニズム

ならびにスプラタストと抗ヒスタミン薬との併用効果について考察した． 
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2.1 序論 

アレルギー性鼻炎は世界で最も罹患率の高い疾患の一つであり，人口の約

5-22%において，性・年齢・社会および民族などを超越し，健康と QOL に影響を

及ぼしている[1]．また，アレルギー性鼻炎は他の慢性気道疾患をしばしば伴うこ

とも知られており，アレルギー性鼻炎患者の約 60-80%は，喘息または気管支過敏

症を併発するとの報告もある[2]． 

アレルギー性鼻炎に対する様々な治療薬は既にあるが，いずれの治療薬も完治

に繋がるとは到底言えず，アレルギー性鼻炎の高い発生率，QOL の著しい低下，

喘息，副鼻腔炎や中耳炎などの疾患が併発することからも，アレルギー性鼻炎に

対するより有用な治療薬開発が望まれている． 

アレルギー性鼻炎はくしゃみ，そう痒，うっ血，鼻漏と嗅覚の喪失を伴う上気

道の炎症性疾患に分類される．これらの症状は鼻腔上皮粘膜に存在する肥満細胞

の IgE を介した活性化が原因であることが報告されている[3]．肥満細胞の活性化

はヒスタミンや他の多くの伝達物質の放出を引き起こす．ヒスタミンはアレルギ

ーの初期反応において，ヒスタミン H1 受容体（H1R）への結合を介することが

報告され[4, 5]，アレルギー性鼻炎患者鼻腔内擦過物中の H1R mRNA の増加が認

められること[6]や，通年性アレルギー性鼻炎患者において H1R mRNA の増加が

認められること[7]も報告されている． 

Toluene-2,4-diisocyanate（TDI）は高活性化学物質の一つであり，工業国におけ

る喘息の主要な原因の一つとして知られている[8]．これまでに我々は，TDI をラ

ットまたはモルモットの鼻腔内に頻回投与することで，神経因性の炎症を介して

肥満細胞からのヒスタミン誘発が起こり，それにより鼻過敏症が引き起こされる

動物モデルの報告を行った[9-11]．また，TDI 感作ラットを用いた鼻アレルギーモ

デルにおいて，鼻粘膜中の H1R mRNA とタンパク発現量が亢進することも報告し

ている[12, 13]． 

ヒスチジン脱炭酸酵素（HDC）は，ほ乳類においてヒスチジンからヒスタミン

を合成する唯一の酵素であり，HDC 活性を調節することはヒスタミンシグナルを

コントロールする上で重要な因子である．我々は HDC mRNA 量，HDC 活性及び

ヒスタミン量は TDI 感作ラット鼻粘膜において有意な増加が認められることを報

告している[13]． 

これらの知見により，H1R と HDC 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，H1R と HDC の発現レベルはアレルギー症状の重症度に影響

を及ぼすと考えられる．またヒスタミンシグナルを抑制する薬剤は，新規抗アレ

ルギー薬の開発に繋がることも考えられる． 

IL-4，IL-5，IL-9 と IL-13 を含む Th2 サイトカインもアレルギー性炎症の病因

において重要な役割を持つことが知られている[14]．特に IL-4 はアレルギー性炎
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症において中心的な役割を果たしており，Th2 細胞の成長因子として T リンパ球

の成熟や IgE の合成と肥満細胞の活性化にも関わる[15]．また，我々は TDI 感作

ラット鼻粘膜において IL-4 と IL-5 mRNA の発現が亢進しており，TDI 感作ラッ

トの鼻過敏症に関与していることを報告した[16, 17]． 

近年，ヒスタミンがいくつかのサイトカインの産生と活性に影響を及ぼし，ま

た，いくつかのサイトカインがヒスタミンの産生と放出に関与するといったヒス

タミン-サイトカインネットワークがアレルギー性炎症へ深く関わる現象とその

重要性に関する知見やエビデンスが増えてきている[18-20]．ヒスタミン，プロス

タグランジン，ロイコトリエンやサイトカインの放出と FcεRI へのサイトカイン

の反応は，IL-4 の前処置により活性化することが報告されており[21, 22]，一方ヒ

スタミンは T 細胞からの IL-4 と IFN-γ 産生を調節し[23]，IL-5 の放出を引き起こ

すことも報告されている[24]． 

トシル酸スプラタスト（スプラタスト）は IL-4 と IL-5 の産生を抑制すること

により好酸球浸潤，IgE 産生とアレルギー性炎症を抑制する免疫調節薬であり[25]，

鼻アレルギーに対する有用性などが報告されている[26]．従って，スプラタスト

はアレルギー性鼻炎の治療または予防にも有用であることが考えられる．以前

我々は，ヒスタミンシグナルを抑制する化合物を探索し，TDI 感作ラットにおけ

る TDI 誘発の H1R mRNA 発現亢進を，d-クロルフェニラミンは部分的にしか抑制

しないが，スプラタストはほぼ完璧に抑制することを見いだした[27]．この知見

により，TDI 感作ラットにおける H1R 発現亢進に関わる二つのシグナル，一つは，

H1 受容体拮抗薬感受性かつスプラタスト感受性の経路，他の一つは，H1 受容体

拮抗薬非感受性の経路の存在が示唆された．しかしながら，ヒスタミンシグナル

におけるスプラタストの効果はまだ十分に明らかにされていない． 

本検討において我々は，TDI 感作鼻アレルギーモデルを用いて，TDI 誘発の鼻

アレルギー様症状，H1R，HDC 及び IL-4 mRNA 発現亢進に対するスプラタスト

の作用を評価した，加えて，同モデルの鼻粘膜における IL-4 発現増加と H1R 発

現増加の相関も併せて検討した． 
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2.2 実験方法 

2.2.1 使用試薬など 

トシル酸スプラタストは，大鵬薬品工業株式会社から贈与されたものを使用し

た．[Pyridinyl 5-3H] mepyramine（比活性 20 Ci/mmol）は PerkinElmer 社から，ラ

ットとヒト glycelaldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）の TaqMan assay

試薬はアプライドバイオシステムから，MEM-α medium，TRIzol reagent はインビ

トロジェン社から，BCA protein assay kit はシグマアルドリッチ社から，TDI，酢

酸エチル，リコンビナントラット IL-4（rrIL-4）は和光純薬工業株式会社よりそ

れぞれ入手した．その他全ての実験試薬は分析化学用を使用した． 

 

2.2.2 動物 

6 週齢雄性 Brown Norway ラット（日本エスエルシー株式会社）を使用した（使

用時体重：200-250ｇ）．ラットは自由摂餌，自由飲水下にて，室温 25±2℃，湿

度 55±10%，12 時間毎の明暗サイクル環境下で飼育した．ラットは 4 匹ごと三群

（コントロール群，TDI 感作群，被験薬投与群）に分けた．なお，全ての実験動

物に対する処置は「徳島大学動物実験指針」に基づき徳島大学動物実験委員会に

おいて動物実験計画書の承認を受け，適正に使用した． 

 

2.2.3 TDI 感作，鼻アレルギーの誘発及びスプラタストの投与 

Kitamura らの方法[12]の変法を用いた．ラットに対し 10% TDI-酢酸エチル溶液

を 10 μL，両方の鼻前庭に 5 日間連日塗布することで 1 度目の感作作業を行った．

2 日，間を開けた後に，2 度目の感作作業を 5 日間繰り返した．2 度目の感作作業

から 9 日後に，10% TDI-酢酸エチル溶液を 10 μL 両方の鼻前庭に塗布することで

鼻アレルギー様症状を惹起した．コントロールラットには酢酸エチルのみを同手

順で塗布した．スプラタスト（100 mg/kg）は滅菌水に溶解させ，初回感作の 7 日

後から 14 日間連日経口投与した．スプラタストの投与量が多いように一見思われ

るが，大鵬薬品工業株式会社における前臨床試験においても 30-300 mg/kg の用量

で検討されており，100 または 300 mg/kg の用量で気道過敏の発現を抑制するこ

とが報告されている．また，同様の用量を用いた検討の報告が多数なされている

[28-32]．本試験においてスプラタストの低用量での効果は不明であるため，十分

な効果が期待出来る 100 mg/kg の用量を用いた．また，我々の予備的な検討にお

いて，TDI 感作ラットに対する TDI 誘発鼻アレルギー症状，H1R, HDC 及び IL-4 

mRNA 発現に対するスプラタストの抑制効果は，3 または 7 日間のスプラタスト

前投与により抑制され，その効果はスプラタスト単回投与にくらべより効果的で
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あった（未掲載データ）．これらの知見と臨床においてもスプラタストは長期投与

されていることから，我々はスプラタストを 2 週間投与することとした． 

 

 
 

図 1 TDI 誘発鼻アレルギーモデルの作製と薬剤投与スケジュール 

 

10 µL の 10% TDI - ethyl acetate（酢酸エチル）溶液をラット鼻腔内に 2 週間投与

（5 日間連投，2 日間休みのサイクル）することで感作を行った．最終投与から 9 日

後に 10 µL の 10% TDI - 酢酸エチル溶液を投与することで病態を惹起させた．コン

トロール群は酢酸エチル溶液のみを用いて同様の操作を行った．suplatast（スプラタ

スト）投与群は 100 mg/kg/day の用量を，TDI 初回投与 1 週間後より 2 週間連日経口

投与した．なお，スプラタストの投与は TDI 感作 1 時間前に行った． 

 

2.2.4 鼻アレルギー様症状の評価 

鼻アレルギー様症状の評価には，Abe らの方法[9]を用いて，くしゃみ回数と鼻

漏の程度によって評価した．TDI 暴露後，動物はプラスチックケージに入れ，10

分間におけるくしゃみ回数と鼻漏の程度を評価した．鼻漏の程度は表 1 に示した

指標に基づき評価した． 

 

表 1 鼻アレルギー様症状の評価基準 

 

 

⿐症状 スコア
0 1 2 3

⽔様性⿐漏 (-) ⿐腔中 1と3の間 ⿐から落ちる
⿐の腫れ及び発⾚ (-) 少し膨らむ 1と3の間 強く腫れ上がる
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2.2.5 mRNA の定量 

2.2.5.1 ラット鼻粘膜組織の調製 

TDI によるアレルギー様症状の惹起後，ラットを安楽死させ鼻粘膜組織を採取

し，ただちに RNAlater（Applied Biosystems）中に浸漬し，使用まで保存した（-80℃）． 

 

2.2.5.2 組織からの total RNA 抽出，cDNA の作製 

保存していた組織を取り出し，Polytron (Model PT-K; Kinematica) を用いてホモ

ジナイズした．Total RNA の抽出には TRIzol reagent (Invitrogen) を用い，手順は

添付マニュアルに従った．得られた RNA を SuperScript II reverse transcriptase 

(Invitrogen) を用いて cDNA へと逆転写させた． 

 

2.2.5.3 リアルタイム定量 RT-PCR 

TaqMan プライマーとプローブは Primer Express software (Applied Biosystems) 

を用いて設計した．用いたプライマーとプローブの塩基配列は表 2 に示した．リ

アルタイム定量 RT-PCR は GeneAmp 7300 sequence detection system (Applied Bio-

systems) を用いて行った．PCR 産物と PCR 反応の特異性はアガロースゲル電気

泳動を用いて確認を行った．PCR 産物の塩基配列の確認は遺伝子解析システム 

(Beckman CEQ 8000; Beckman Coulter) を用いて行った．またリアルタイム定量

RT-PCR の主な変動の要因である RNA の純度や逆転写効率の差を補正する内部標

準として，細胞の活性化あるいは増殖といった環境条件に伴う発現の変動が理論

上無く，常に一定レベルで発現していると考えられているハウスキーピング遺伝

子 GAPDH を用いた． 
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表 2 本試験で使用したリアルタイム定量 RT-PCR 用 

プライマーとプローブの塩基配列 

 

 

2.2.5.4 正常ラット（TDI 未処置ラット）鼻粘膜に対する IL-4 処置

による H1R 発現に対する作用評価 

PBS に溶解させた rrIL-4 10 μL (0-1.0 μg/rat) を両側鼻腔内に投与した．投与 4

時間後にラットを安楽死させ鼻粘膜組織を採取し，H1R mRNA の定量を行った． 

 

2.2.5.5 正常ラット鼻粘膜に対するヒスタミン処置による IL-4 発現

に対する作用評価 

ヒスタミン 10 μL (0-3 mg/rat) を両側鼻腔内に 1 日 1 回投与した（1，3，7 日

間）．最終投与 4 時間後にラットを安楽死させ鼻粘膜組織を採取し，H1R mRNA

の定量を行った． 

 

2.2.6 [3H] mepyramine binding assay 

鼻粘膜を採取し，10 倍量 (w/v) の 50 mM Na2/K phosphate buffer 中でポリトロ

ンを用いてホモジナイズした．上清を遠心操作（18,000 rpm，30 分，4℃）にて除

去し，沈殿を 10 倍量 (w/v) の 50 mM Na2/K phosphate buffer で再懸濁させ，[3H] 

mepyramine binding assay における細胞膜サンプルとして使用した．タンパク量と

して 100 μg の細胞膜サンプルを，1 nM の[3H] mepyramine と 10 µM のトリプロリ

Primer/probe name Sequence
Rat H1R mRNA

Sense primer 5′-TATGTGTCCGGGCTGCACT-3′
Anti-sense primer 5′-CGCCATGATAAAACCCAACTG-3′

Probe FAM-CCGAGAGCGGAAGGCAGCCA-TAMRA
Human H1R mRNA

Sense primer 5′-CAGAGGATCAGATGTTAGGTGATAGC-3′
Anti-sense primer 5′-AGCGGAGCCTCTTCCAAGTAA-3′

Probe FAM-CTTCTCTCGAACGGACTCAGATACCACC-TAMRA
Rat HDC mRNA

Sense primer 5′-GCAGCAAGGAAGAACAAAATCC-3′
Anti-sense primer 5′-CAACAAGACGAGCGTTCAGAGA-3′

Probe FAM-AAAGCGCATGAGCCCAATGCTGCTGAT-TAMRA
Rat IL-4 mRNA

Sense primer 5′-CAGGGTGCTTCGCAAATTTTAC-3′
Anti-sense primer 5′-CACCGAGAACCCCAGACTTG-3′

Probe FAM-CCCACGTGATGTACCTCCGTGCTTG-TAMRA
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ジン存在下，非存在下にて 25℃，60 分インキュベートした（最終容量：500 µL）．

事前に 1% polyethyleneimine に浸した Whatman GF/B フィルターにて濾過を行う

ことで反応を停止し，フィルターにトラップされた放射活性を液体シンチレーシ

ョンカウンターにて測定した．10 µM トリプロリジンを処置した群での結合活性

を非特異的な結合として減じ，得られた放射活性を特異的な結合として算出した． 

 

2.2.7 HeLa 細胞の培養及び薬剤処置 

HeLa 細胞は 8%ウシ胎児血清（FCS，Sigma-Aldrich）およびペニシリン（100 

IU/mL, Sigma-Aldrich）ストレプトマイシン（50 µg/mL, Sigma-Aldrich）を添加し

た MEM-α 培地を用い，37℃，5%CO2 インキュベーターにて培養を行った．35mm 

dish で約 70%コンフルエントの細胞に 10 μM ヒスタミンまたは 5 ng/ml rrIL-4 を

処置した．10 µM の d-クロルフェニラミン（1 時間前）または 100 µM のスプラ

タスト（24 時間前）の処置後，ヒスタミンまたは IL-4 処置 3 時間後における H1R 

mRNA の発現を評価した． 

 

2.2.8 鼻腔内洗浄液中のヒスタミン含量の測定 

鼻腔内洗浄液の採取は Durland らの方法[33]の変法を用いた．ラットをジエチ

ルエーテル麻酔下で吸引器に接続したポリエチレンチューブを左鼻腔内に入れ弱

い陰圧を掛けた．37℃に温めた PBS を右鼻腔内に 1.5 mL 注入することで鼻腔内

を洗浄し洗浄液を得た．同じ操作を左右逆にして繰り返した．得られた鼻腔内洗

浄液を新しいチューブに移した後に，10 µL の 60%過塩素酸を加えた．混合後，

上清を遠心操作（10,000 x g，4℃，15 分）により得た後に 200 µL を新しいチュー

ブに移し，測定まで-20℃で保存した．鼻腔内洗浄液中のヒスタミン含量の測定は

HPLC システムを用いて行った（後述）． 

 

2.2.9 鼻粘膜中の HDC 活性とヒスタミン含量の測定 

鼻粘膜を採取し，10 倍量 (w/v) の氷冷 HDC buffer 中でポリトロンを用いてホ

モジナイズした後に，遠心操作（10,000 x g，4℃，15 分）により上清を得た（上

清 A）．上清 A の半量を十分量の HDC buffer 中で透析操作を 3 回行い（4℃，6 時

間），上清 B を得た．残りの上清 A を用いてヒスタミン含量を HPLC システム

（cation exchanger (Tosoh)，automated o-phthalaldehyde fluorometric detection system 

(Hitachi)）を用いて，過去に検討した方法[13]で測定した．HDC 活性は，上清 B

を 0.25 mM ヒスチジンと 4 時間 37℃で反応させることにより測定した．ヒスタミ

ン合成量はブランク値を引いて算出した． 
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HDC buffer の組成 

0.1 M potassium phosphate buffer (pH 6.8) 

0.2 mM DTT 

0.01 mM pyridoxal-5’-phosphate 

1% polyethylene glycol (average M.W. 300 kDa) 

100 μg/ml PMSF 

 

2.2.10 タンパク定量 

タンパク定量は BCA protein assay kit (Sigma-Aldrich) を用いて，BSA 標品を指

標に測定した． 

 

2.2.11 統計処理 

実験データは，平均±標準誤差で示した．また，GraphPad Prism software 

(GraphPad Software INC.) を用いて，One-way ANOVA および Dunnett’s multiple 

comparison test により統計処理を行い，p<0.05 を有意な変化とした． 
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2.3 実験結果 

2.3.1 TDI 誘発鼻アレルギー様症状に対するスプラタストの効果 

TDI 感作ラットにおいて，TDI 処置により鼻アレルギー様症状（くしゃみ，鼻

水）が引き起こされた．スプラタストを 2 週間，本モデルに前投与することによ

り，TDI 誘発のくしゃみと鼻かき行動を有意に減少させたが（図 2a, 2b），鼻アレ

ルギー様症状スコアには影響しなかった（図 2c）．なお，コントロールラットに

おいて TDI 処置による鼻アレルギー様症状は認められなかった． 

 

 

 

図 2 TDI 誘発鼻アレルギー症状に対するスプラタストの効果 

 

実験方法の項目に記載の手法でラットの感作，病態惹起を行った． 

惹起後 10 分間における， 

a. number of sneezes（くしゃみ回数） 

b. number of rubbings（鼻かき行動の回数） 

c. nasal score（鼻膨張，発赤及び鼻漏の程度を表 1 の基準に従いスコア化） 

を示した． 

データは平均±標準誤差（N=4）で示した． 

＊：p<0.01 vs コントロール群，#：p<0.01 vs TDI 群 
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2.3.2 鼻粘膜中の TDI 誘発 H1R mRNA 及びタンパク発現亢進に対す

るスプラタストの効果 

TDI 感作ラットに TDI を繰り返し処置することにより H1R mRNA 発現亢進作

用が認められ，その発現は TDI 誘発後 4 時間で最大となる[12]．スプラタストの

前投与は，TDI 感作ラット鼻粘膜における H1R mRNA の発現を有意に減少させた

（図 3a）． 

次に，H1R タンパク発現についても検討した． TDI 感作ラット鼻粘膜におい

て TDI 処置による[3H] mepyramine 結合活性は有意に増加し（図 3b），スプラタス

トの前投与により結合活性は有意に低下し（図 3b），TDI 感作ラット鼻粘膜にお

いて H1R の発現が減少したことが示された． 

 

 

図 3 TDI 感作ラットの TDI 誘発 H1R mRNA（a） 

及び H1R タンパク発現亢進（b）に対するスプラタストの効果 

 

実験方法の項目に記載の手法でラットの感作，病態惹起を行った． 

a. TDI による病態惹起 4 時間後にラットを安楽死させ，H1R mRNA 量を測定した． 

b. TDI による病態惹起 24 時間後にラットを安楽死させ，実験方法の項目に記載の

方法で[3H] mepyramine 結合活性を測定した． 

データは平均±標準誤差（N=4）で示した． 

＊：p<0.01 vs コントロール群，#：p<0.01 vs TDI 群 
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2.3.3 TDI 誘発 HDC mRNA 発現と HDC 活性亢進に対するスプラタ

ストの効果 

TDI 感作ラット鼻粘膜におけるヒスタミンの増加は HDC 活性の増加に伴うと

考えられ，TDI 感作ラットにおいて HDC mRNA 発現と HDC 活性が有意に亢進し，

TDI 投与後 4 または 9 時間後に最大となることが報告されている[13]．よって我々

は TDI 投与後 9 時間の鼻粘膜を採取し，HDC 活性に対するスプラタストの効果を

検討した．図 4a に示したように，スプラタストの前投与により TDI 感作ラット

鼻粘膜における HDC 活性の顕著な抑制効果が認められた．TDI 感作ラット鼻粘膜

における HDC 活性の亢進は HDC mRNA 発現亢進によって引き起こされ，また，

スプラタストによる HDC 活性の抑制作用は，HDC mRNA 発現を抑制することに

よるものと考えられた． 

この仮説を検証するため，我々は TDI 感作ラット鼻粘膜における HDC mRNA

発現とそれに対するスプラタストの効果を検討した．その結果，TDI を繰り返し

TDI 感作ラットに処置することにより，鼻粘膜中の HDC mRNA 発現亢進作用が

認められ，スプラタストは有意にその発現亢進を抑制した（図 4b）． 

 

2.3.4 鼻腔内洗浄液及び鼻粘膜中における TDI 誘発ヒスタミン増加

作用に対するスプラタストの効果 

TDI 投与後の鼻アレルギー様症状は鼻腔内におけるヒスタミン産生と強く相

関する．よって我々は鼻腔内洗浄液中のヒスタミン含量に対するスプラタストの

効果を検討した．その結果，スプラタストは鼻腔内中のヒスタミン含量を顕著に

低下させた（図 4c）． 

また，鼻粘膜中のヒスタミン含量は TDI 投与後 9 時間において最大になるとい

う報告があり[13]，次に我々は TDI 投与後 9 時間における鼻粘膜中のヒスタミン

含量に対するスプラタストの効果を検討した．その結果，スプラタストの前投与

は鼻粘膜中ヒスタミン含量を減少させる傾向にあったが有意な作用ではなかった

（図 4d）． 
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図 4 TDI 感作ラットの TDI 誘発 HDC 活性（a），HDC mRNA（b）， 

鼻洗浄液中のヒスタミン含量（c）及び鼻粘膜中のヒスタミン含量（d） 

に対するスプラタストの効果 

 

実験方法の項目に記載の手法でラットの感作，病態惹起を行った． 

a. TDI による病態惹起 9 時間後にラットを安楽死させ，鼻粘膜中の HDC 活性を

HPLC で測定した． 

b. TDIによる病態惹起 4時間後にラットを安楽死させ，HDC mRNA量を測定した． 

c. TDI による病態惹起 10 分後のラットからエーテル麻酔下で両側鼻腔より nasal 

lavage fluid（鼻洗浄液）を回収した．そのヒスタミン含量を HPLC で測定した． 

d. TDI による病態惹起 9 時間後にラットを安楽死させ，nasal mucosa（鼻粘膜）

中のヒスタミン含量を HPLC で測定した． 

データは平均±標準誤差（N=4）で示した． 

＊：p<0.01 vs コントロール群，#：p<0.01 vs TDI 群 
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2.3.5 TDI 誘発 IL-4 mRNA 発現亢進に対するスプラタストの効果 

IL-4 はアレルギー疾患の病因において重要な役割を担っており，TDI 感作ラッ

ト鼻粘膜において IL-4 mRNA の発現が TDI 処置後 4 時間において最大となる．

スプラタストは Th2 サイトカイン阻害薬であることから，我々は TDI 誘発 IL-4 

mRNA の発現亢進に対するスプラタストの作用を検討した．その結果，スプラタ

ストはほぼ完全に TDI 誘発 IL-4 mRNA の発現亢進を抑制した（図 5）． 

 

 

図 5 鼻粘膜における TDI 誘発 IL-4 mRNA 発現亢進 

に対するスプラタストの効果 

 

実験方法の項目に記載の手法でラットの感作，病態惹起を行った． 

TDI による病態惹起 4 時間後にラットを安楽死させ，IL-4 mRNA 量を測定した． 

データは平均±標準誤差（N=4）で示した． 

＊：p<0.01 vs コントロール群，#：p<0.01 vs TDI 群  
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2.3.6 TDI 未処置の正常ラット鼻粘膜における IL-4 またはヒスタミ

ン処置による H1R 及び IL-4 mRNA 発現に対する作用 

TDI 感作ラット鼻粘膜においてヒスタミン及び IL-4 mRNA 発現が亢進するこ

とから，ヒスタミンと IL-4 シグナルとの間に何らかの関係があることを仮説とし

て考えた．我々は以前，TDI 感作ラットに対する H1 受容体拮抗薬の予防的投与

が TDI 誘発の H1R と IL-4 mRNA 発現亢進作用を抑制すると報告しており[34]，

上記仮説を支持するものである．この仮説を検証するため，我々は rrIL-4 または

ヒスタミンを正常ラット鼻腔内に直接投与した際の H1R または IL-4 mRNA 発現

に対する作用を検討した． 

予備検討において，rrIL-4 またはヒスタミンを正常ラット鼻腔内に直接投与す

ることで，H1R 及び IL-4 mRNA の発現が投与 4 時間後に最大となるデータが得

られている（未掲載データ）．図 6 に示したように，IL-4 をラット鼻腔内に投与

した結果，IL-4 濃度依存的な H1R mRNA 発現上昇作用が認められた．一方ヒス

タミンは鼻腔内へ 1 週間投与することで，濃度依存的な IL-4 mRNA 発現上昇作用

が認められた（図 7a）．しかしながら，ヒスタミンの単回投与では IL-4 mRNA レ

ベルの有意な上昇作用は認められなかった（図 7b）． 

 

 

図 6 正常ラット鼻粘膜への IL-4 処置による H1R mRNA 発現に対する作用 

 

rrIL-4 を正常ラット鼻腔内に処置し（0-1.0 µg/rat），4 時間後に安楽死させ，H1R mRNA

量を測定した． 

データは平均±標準誤差（N=4）で示した． 

＊：p<0.01 vs コントロール群  
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図 7 正常ラット鼻粘膜へのヒスタミン処置による 

IL-4 mRNA 発現に対する作用 

 

a. 濃度依存反応 

10 µL のヒスタミンを正常ラット両側鼻腔内に 1 週間処置した（0-3 mg/rat）． 

b. 時間依存反応 

3 mg のヒスタミンを正常ラット両側鼻腔内に single（1 日）または 1 week（1

週間連日）処置した． 

鼻粘膜をヒスタミンの最終投与 4 時間後に回収し，IL-4 mRNA 量を測定した． 

データは平均±標準誤差（N=4）で示した． 

＊：p<0.05 vs コントロール群，＊＊：p<0.01 vs コントロール群 
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2.3.7 HeLa 細胞におけるヒスタミンまたは IL-4 誘発の H1R mRNA

発現亢進作用に対するスプラタストの効果 

HeLa 細胞をヒスタミンで刺激することにより，有意かつ一過性の H1R mRNA

発現亢進が刺激後 9 時間をピークとして引き起こされ，さらに H1R を介すること

が示されている[35]．図 8a に示したように，10 μM の d-クロルフェニラミンを 1

時間前処置することにより，ヒスタミン誘発 H1R mRNA 発現亢進作用は完全に阻

害された．スプラタストは TDI 感作ラット鼻粘膜における H1R mRNA 発現亢進

の抑制作用を持つことから，我々は次に HeLa 細胞におけるヒスタミン誘発 H1R 

mRNA 発現亢進に対するスプラタストの作用を検討した．その結果スプラタスト

の前処置は HeLa 細胞におけるヒスタミン誘発 H1R mRNA 発現亢進には作用を及

ぼさなかった（図 8a）． 

また，我々は HeLa 細胞において IL-4 誘発 H1R mRNA 発現亢進作用を見いだ

しており[36]，IL-4 誘発 H1R mRNA 発現亢進作用に対するスプラタストの作用も

検討した．図 8b に示したとおり，IL-4 誘発 H1R mRNA 発現亢進作用に対するス

プラタストの濃度依存的な抑制作用が認められた． 

なお，スプラタスト自身には H1R mRNA 発現亢進作用は無いことは確認して

いる． 
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図 8 HeLa 細胞におけるヒスタミン誘発（a）及び IL-4 誘発（b） 

H1R mRNA 発現亢進に対するスプラタストの効果 

 

HeLa 細胞は無血清培地で 37℃，24 時間血清飢餓培養を行った後に，10 µM ヒスタ

ミン（a）または 5 ng/mL IL-4（b）を処置した． 

a. 10 µM の chlorpheniramine（d-クロルフェニラミン，陽性対照）または 100 µM

のスプラタストをヒスタミン処置 1 時間前に前処置した． 

b. 0-200 µM のスプラタストを IL-4 処置 24 時間前に前処置した． 

ヒスタミン処置 3 時間後または IL-4 処置 4 時間後に細胞を回収し，H1R mRNA 量を

測定した． 

データは平均±標準誤差（測定は triplicate で行い，独立した 4 回の検討を行った）で

示した． 

＊＊：p<0.01 vs コントロール群，##：p<0.01 vs ヒスタミン投与群， 

††：p<0.01 vs IL-4 投与群 
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2.4 考察 

本検討において，我々はアレルギー性鼻炎のモデルとして TDI 感作ラットを使

用した． 

TDI 感作モルモットとラットは，TDI を鼻腔内投与することにより，鼻粘膜に

おけるニューロペプチドを介して肥満細胞からヒスタミン放出が生じ，くしゃみ

と鼻漏などの鼻アレルギー様症状を引き起こす[9-12, 37, 38]．一般的にはアレル

ギー性鼻炎とは IgE を介した疾患であり，IgE を介さない鼻炎である TDI 誘発鼻

炎とは異なると考えられるが，TDI によって引き起こされる鼻アレルギー様症状

はアレルギー性鼻炎患者で観察される症状と似ている[39, 40]．加えて，好酸球や

肥満細胞の浸潤といったヒトにおけるアレルギー性鼻炎で特徴的な多数の所見と

同様な所見が，TDI 感作ラットにおいても示されている[41]． 

また，TDI 感作動物からのヒスタミン産生が IgE ではなくニューロペプチドに

よって引き起こされるにも関わらず，サイトカインレベルの上昇[8, 42-44]，H1R 

mRNA 及びタンパク量の増加[12]，HDC mRNA 発現量，HDC 活性及びヒスタミ

ン含量の増加[13]，さらに TDI 処置による IL-4, IL-5 mRNA の発現亢進が認めら

れる知見もあり[16,17]，我々は TDI 感作ラットをアレルギー性鼻炎のモデルであ

ると考えている． 

くしゃみと鼻かき行動などのアレルギー様症状は TDI 処置 10 分後に観察され

ており，TDI 感作時期に形成されたケミカルメディエーターによって主に引き起

こされる初期のアレルギー反応であると考えられ，本検討においてスプラタスト

は初期のアレルギー反応に対する作用を評価していると考えられる． 

スプラタストの前処置はくしゃみと鼻かき行動を有意に減少させたが（図 2a, 

2b），鼻の膨張と鼻漏は減少させなかった（図 2c）．ヒスタミンは知覚神経終末に

ある H1R に結合し，くしゃみと鼻かき行動を引き起こすことが報告されている

[45]．これに対し，鼻の膨張，鼻漏とうっ血に関してはロイコトリエンやプロス

タグランジンといった他のメディエーターが主に関与すると報告されている[46]．

このことが鼻スコアに対してスプラタストが有意な作用を及ぼさなかった理由で

あると考えている． 

H1R mRNA の発現は，通年性アレルギー患者の鼻粘膜における上皮，内皮お

よび神経細胞において増加することが報告されている[47, 48]．また，鼻アレルギ

ーの進行に伴い鼻粘膜における H1R の結合活性が増加することも報告されてい

る[49]．我々も TDI 感作ラットにおける鼻粘膜中 H1R mRNA とタンパク両方の発

現亢進を報告している[12,13]．したがって，TDI 感作ラットの鼻アレルギー様症

状の発現は，鼻粘膜における H1R の発現増加によるものと考えられる． 

スプラタストは H1R mRNA 発現を有意に抑制し（図 3a），TDI 感作ラットで

TDI 処置により増加した鼻粘膜中の H1R タンパク発現も有意に抑制した（図 3b）．
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これらのデータより，スプラタストは TDI 誘発の H1R 発現亢進を抑制すること

で鼻過敏状態を改善していることが示唆された． 

HDC によるヒスタミンの合成はヒスタミンシグナルの重要な調節機構を担っ

ている．また，HDC mRNA 発現はアレルギー性鼻炎患者の鼻粘膜において増加す

るといった報告[50]や，TDI によって誘発される HDC mRNA 発現，HDC 活性及

びヒスタミン含量が有意に増加するといった報告[13]は，アレルギー反応におけ

る HDC の重要性を示している． 

スプラタストの前処置は，鼻粘膜における HDC 活性と HDC mRNA 発現亢進

を有意に抑制し（図 4a,4b），鼻粘膜におけるヒスタミン含量も顕著ではないもの

の減少させた（図 4d）．しかし，ヒスタミン処置ラットにおいて HDC 活性は 30%

ほど残っており（図 4a），図 4d での鼻粘膜に残存したヒスタミンは，この残った

HDC 活性によるものと考えられる．ヒスタミンはアレルギー性鼻炎の重要なケミ

カルメディエーターであることから，HDC 活性と HDC 発現抑制によるヒスタミ

ン発現抑制は，アレルギー性鼻炎に対するスプラタストの有用な効果となり得る

ことが考えられる． 

アレルギー性鼻炎症状の進展は，鼻腔内粘膜における肥満細胞の活性化及びヒ

スタミン放出に付随して起こる．本検討においてスプラタストは鼻腔内洗浄液へ

のヒスタミン放出を有意に抑制した（図 4c）．スプラタストは腸間膜肥満細胞に

おける抗原誘発脱顆粒を抑制し，ラット腹膜滲出細胞からのヒスタミン放出を抑

制することが報告されている[51]．従って，スプラタストの前処置により鼻腔内

洗浄液中のヒスタミン含量が低下したことは，肥満細胞からのヒスタミン放出を

抑制したことによると示唆された． 

アレルギー性鼻炎は IL-4，IL-5 などの Th2 サイトカインの増加を引き起こす特

徴も持っている．IL-4 は Th2 細胞の成熟，IgE 産生亢進，肥満細胞の活性化など，

アレルギー反応の様々な段階における制御に関わっている[52]． 

スプラタストは Th2 サイトカイン阻害薬として知られているが，IL-4 遺伝子発

現に対するスプラタストの作用はまだ検討されていなかった．我々のデータによ

り，IL-4（図 5）と IL-5（未掲載データ）発現を翻訳レベルで抑制することが明

確になった．しかし，本試験において我々は，IL-4 と IL-5 発現亢進に伴う好酸球

浸潤に対するスプラタストの効果を検討出来ていない．ただ，TDI 感作モルモッ

トにおいて TDI 誘発の好酸球と肥満細胞の浸潤が起こることが報告されており

[41]，TDI 感作ラットにおいて TDI 誘発の好酸球浸潤の知見を我々も得ている（未

発表データ）． 

以上より，スプラタストは IL-4 と IL-5 の発現を抑制することから，スプラタ

スト処置により好酸球の浸潤が抑制されることが強く期待できる． 
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アレルギー性炎症に関わるサイトカインネットワークについて色々と解明さ

れつつあり，いくつかのサイトカインの発現と活性にヒスタミンが影響し，同様

にヒスタミンの産生と放出にサイトカインが関わっている，ヒスタミン-サイトカ

インネットワークの重要性についてのエビデンスが世の中で蓄積してきている

[18, 19, 53]．我々は TDI 感作ラットにおいて H1R 遺伝子発現亢進が H1 受容体拮

抗薬（d-クロルフェニラミンやオロパタジン）により部分的に抑制されることを

報告した[27]．この TDI 誘発 H1R 遺伝子発現亢進はスプラタストによって完全に

抑制された（図 3a）．これらの知見は H1R mRNA 発現亢進に関わる経路に H1R

を介在する経路の他，非介在の経路の存在を示唆する． 

以前の検討において我々は，H1 受容体拮抗薬の予防的投与が TDI 感作ラット

における H1R だけでなく IL-4 mRNA の発現亢進も抑制することを報告した[34]．

また，IL-4 を非 TDI 処置ラットの鼻腔内へ直接投与することで H1R mRNA の発

現亢進が引き起こされることを見いだした（図 6）．IL-4 処置による H1R mRNA

発現亢進は HUVEC やリウマトイド滑液線維芽細胞でも起こることも報告されて

いる[54, 55]． 

一方，ヒスタミンを 1 週間正常ラットの鼻腔内に投与することで IL-4 mRNA

発現が亢進した（図 7a）．しかしながら，ヒスタミンの単回投与ではそれは観察

されなかった（図 7b）．この理由として，ヒスタミン刺激による IL-4 産生には IL-4

産生細胞の鼻粘膜への集積が必要であり，それによるタイムラグの可能性が示唆

されるが，その細胞の同定には至ってない．以上の知見により，ヒスタミンと IL-4

のクロストークの存在（ヒスタミンが H1R を介して IL-4 遺伝子発現亢進を引き

起こし，IL-4 も H1R の発現亢進を引き起こす）が示唆される． 

以前の我々の検討において，HeLa 細胞をヒスタミン処置することにより H1R

の発現亢進が起こることを示した[35]．この反応は，d-クロルフェニラミンによ

り抑制されることから，HeLa細胞におけるヒスタミン誘発の H1R発現亢進は H1R

を介することが分かっている[35]．加えて，IL-4 も H1R 遺伝子発現を HeLa 細胞

で引き起こす（図 8b）．以上のことより，TDI 感作ラットにおける H1R 遺伝子の

発現亢進に関し IL-4 は重要な因子の一つであると考えられる． 

以上ヒスタミンが H1R を介して IL-4 遺伝子発現亢進を，IL-4 も H1R の発現亢

進を引き起こすという知見から，ヒスタミンと IL-4 の関係において「アレルギー

悪循環サイクル」が存在し，つまり，H1R 発現亢進はヒスタミン感受性の亢進と

アレルギー症状の悪化に繋がることが考えられる． 

図 3a と図 5 に示したように，スプラタストは H1R と IL-4 両方の TDI 誘発遺

伝子発現亢進を抑制する．従って，H1R だけでなく IL-4 を介した H1R の発現亢

進をスプラタストは抑制し，「アレルギー悪循環サイクル」を遮断することで TDI

感作ラットにおけるアレルギー症状の回復に繋がることが考えられる． 



27 

また，HeLa 細胞におけるヒスタミン誘発 H1R 発現亢進は，ヒスタミンと H1R

との間に上記のサイクルとは他の「アレルギー悪循環サイクル」が存在すること

を示唆し，ヒスタミンによる H1R 発現亢進はヒスタミンへの感受性向上とアレル

ギー症状の悪化に繋がることが考えられる．鼻腔内洗浄液中におけるヒスタミン

含量のスプラタストによる低下は，この二つめの「アレルギー悪循環サイクル」

も遮断すると考えられたが，スプラタストは HeLa 細胞において，H1R を介した

H1R 発現亢進は抑制せず（図 8a），濃度依存的な IL-4 誘発 H1R 発現亢進抑制作用

のみを示した（図 8b）．このことより，HeLa 細胞においてスプラタストは，H1R

を介する H1R 発現亢進のシグナル経路に直接は作用せず，IL-4 を介する経路を抑

制することが示唆された．また，TDI 感作ラットにおける TDI 誘発の H1R 介在

H1R の発現亢進に対するこのスプラタストの抑制効果は，HDC 発現抑制によるヒ

スタミンの低下によるものと考えられた． 

近年，マウスを用いた TDI 誘発鼻炎モデルの作製と特徴付けが行われ[56]，TDI

によって引き起こされる Th1/Th2 混合型の炎症反応の存在と，それが下気道でな

く上気道において炎症と遺伝子発現変化を引き起こすことが報告された．このこ

とから，TDI 誘発の鼻炎はアレルゲン誘発の鼻炎とは異なることが示唆された．

よって我々の知見は，スプラタストの臨床における効果をすべて説明できる訳で

はないが，いくつかの臨床データを説明しうるデータであると考えた． 

他にも，スプラタストを抗原抗体反応の作動相（OVA 感作マウスへの OVA 暴

露 3 日前）に投与することで抗原誘発粘液分泌過多と好酸球浸潤を阻害したが，

誘導相にスプラタストを投与しても効果はなかったとの報告もある[32]．我々の

予備的な検討において，鼻粘膜における TDI 誘発 H1R, HDC 及び IL-4 mRNA 発

現亢進と鼻アレルギー様症状に対してスプラタストは，単回投与では有意な作用

がないが，3 日以上連投することでより効果があることを見いだしている（未掲

載データ）．これらの二つの知見により，TDI 及び抗原誘発鼻炎両方に対しスプラ

タストの長期投与が効果的であると考えた． 

H1 受容体拮抗薬は H1R へ結合することによりヒスタミンシグナル抑制を引き

起こすことが知られている．小児アトピー性喘息の予防のために早期にスプラタ

ストを投与することで，H1 受容体拮抗薬の一つであるケトチフェンと比較して喘

鳴と喘息をより予防することが報告されている[57]．この知見は我々のデータで

説明できると考える．つまり，スプラタストは H1R を介した H1R の発現亢進だ

けでなく IL-4 誘発 H1R 発現亢進も抑制するが，H1 受容体拮抗薬は H1R を介した

H1R 発現亢進だけしか抑制しない．したがって，スプラタストはケトチフェンよ

り効果的であると考えられる． 

結論として，TDI 感作ラットのアレルギー性鼻炎に対するスプラタストの投与

は鼻アレルギー様症状を寛解した．そのメカニズムとして，TDI 誘発 H1R 及び IL-4
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を介した H1R 発現亢進の抑制作用が示唆された．また，IL-4 誘発 H1R 遺伝子発

現亢進を，IL-4 mRNA の発現を低下することで抑制した．加えて，HDC 遺伝子発

現の抑制とヒスタミン放出の抑制によって H1R を介する H1R 発現亢進を抑制し

た．よって我々の検討はヒスタミンがアレルギー症状の悪化の過程において，単

なるケミカルメディエーターとしてだけではなく「アレルギー悪循環サイクル」

の重要な調節因子として重要な役割を担うことを示したと考える． 
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3. 第三章 

鼻アレルギーに対する 

H1 受容体拮抗薬と 

スプラタストの併用効果 
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3.1 序論 

花粉症は草木の花粉に対する過敏症に起因する季節性アレルギー性鼻炎で，米

国では 3600 万人以上，日本においても人口の約 30%にのぼる患者がいるとされ

ている[1. 2]．代表的な症状として，発作性かつ反復性のくしゃみ，鼻漏と鼻閉が

挙げられる． 

ヒスタミンは，特に初期相のアレルギー反応における主要なケミカルメディエ

ーターであり，主にヒスタミン H1 受容体（H1R）の活性化を介する．ゆえに，

H1 受容体拮抗薬はアレルギー性鼻炎における各種鼻症状に対する第一選択薬と

して広く使用されている． 

以前我々の研究室において，H1R 遺伝子の発現がスギ花粉症患者のアレルギー

症状の重症度と強く相関していることを証明した[3]．また，TDI 感作ラットにお

いて H1R 発現亢進抑制とアレルギー症状を軽減することも報告している[4-7]．さ

らに，我々は H1R が恒常的に発現している HeLa 細胞を用いた検討により，ヒス

タミンと phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) 刺激による H1R mRNA及びタンパ

ク発現増加が H1R の活性化を介して起こることを示しており[8]，さらに同細胞

において，PKCδ / ERK / PARP-1 シグナル経路が PMA 誘発 H1R 遺伝子発現に関与

することを示している[9]． 

これらの知見は PKCδシグナル経路が花粉症の症状の進行にとって重要であり，

PKCδ シグナル経路を抑制する薬剤設計はアレルギー疾患に対して効果的な薬剤

開発に繋がることが期待出来る．しかし，我々がこれまでに行ってきた TDI 感作

ラットを用いた H1 受容体拮抗薬の長期投与の検討において，TDI 誘発 H1R 発現

亢進を基礎レベルまで抑制しても，鼻アレルギー様症状を完全には抑制しない知

見を得ている [10]．よってこれらのことから，アレルギー性疾患に上記とは異な

るシグナル経路の関与が示唆される． 

スプラタストは，IL-4 及び IL-5 産生を抑制することによって，好酸球浸潤，IgE

産生とアレルギー性炎症を抑制する免疫調節物質である[11，12]．第二章におい

て，スプラタストは TDI 感作ラットにおける鼻アレルギー様症状と H1R と IL-4 

mRNA 上昇を軽減すると報告した[5]．しかし，スプラタストは，HeLa 細胞にお

けるヒスタミン誘発の H1R 発現亢進を抑制しなかった[5]．このことよりスプラ

タストの抗アレルギー作用は PKCδ シグナル経路抑制を介してでは無く，他の経

路の抑制を介していることが示唆される．これら未知のシグナル経路を解明する

ことは，アレルギー疾患の新しい治療戦略に繋がることが考えられる． 

本検討において我々は，PKCδ シグナル経路を抑制する H1 受容体拮抗薬とス

プラタストを併用することによるアレルギー症状に対する作用を検討した． さら

に，Jurkat 細胞と RBL-2H3 細胞における IL-2，IL-9 発現亢進に対するスプラタス

トの作用を確認することにより，関与するシグナルについて考察した． 
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3.2 実験方法 

3.2.1 使用試薬など 

トシル酸スプラタスト及び主代謝物 M-1 は，大鵬薬品工業株式会社及び沢井製

薬株式会社から贈与された．モノクローナル抗ジニトロフェニル（DNP）IgE 抗

体（抗 DNP-IgE 抗体，clone SPE-7）と MEM (MEM; with Earle’s salts, L-glutamine, 

and nonessential amino acids without NaHCO3) は Sigma-Aldrich より，RPMI-1640

培地は Gibco BRL Life Technology，RNAiso Plus, PrimeScript RT Reagent Kit, and 

Premix ExTaq は Takara Bio Inc からそれぞれ入手した．その他全ての実験試薬は分

析化学用を使用した． 

 

3.2.2 動物 

6 週齢雄性 Brown Norway ラット（日本エスエルシー）を使用した（使用時体

重：200-250ｇ）．ラットは自由摂餌，自由飲水下にて，室温 25±2℃，湿度 55±

10%，12 時間毎の明暗サイクル環境下で飼育した．ラットは 4 匹毎三群（コント

ロール群，TDI 感作群，被験薬投与群）に分けた．なお，全ての実験動物に対す

る処置は「徳島大学動物実験指針」基づき徳島大学動物実験委員会において動物

実験計画書の承認を受け，適正に使用した． 

 

3.2.3 TDI 感作，鼻アレルギーの誘発及びスプラタストの投与 

第二章と同じ方法を用いた[5]．ラットに対し 10% TDI-酢酸エチル溶液を 10 μL，

両方の鼻前庭に 5 日間連日塗布することで 1 度目の感作作業を行った．2 日間を

開けた後に，2 度目の感作作業を 5 日間繰り返した．2 度目の感作作業から 9 日後

に，10% TDI-酢酸エチル溶液を 10 μL 両方の鼻前庭に塗布することで鼻アレルギ

ー様症状を惹起した．コントロールラットには酢酸エチルのみを同手順で塗布し

た． 

エピナスチン（24 mg/kg/day）とスプラタスト（80 mg/kg/day）は，初回感作の

7 日後から 14 日間連日経口投与した．我々のこれまでの検討に従い，上記の投与

量を決定した．なお，二つの薬剤の併用効果をより明確にするため，これまで用

いていた投与量の 8 割に減少させた． 
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図 1 TDI 誘発鼻アレルギーモデルの作製と薬剤投与スケジュール 

10 µL の 10% TDI - ethyl acetate（酢酸エチル）溶液をラット鼻腔内に 2 週間投与（5

日間連投，2 日間休みのサイクル）することで感作を行った．最終投与から 9 日後に

10 µL の 10% TDI - 酢酸エチル溶液を投与することで病態を惹起させた． 

コントロール群は酢酸エチル溶液のみを用いて同様の操作を行った． 

epinastine（エピナスチン，24 mg/kg/day）と suplatast（スプラタスト，80 mg/kg/day）

を TDI 初回投与 1 週間後より 2 週間連日経口投与した．なお，エピナスチンとスプ

ラタストの投与は TDI 感作 1 時間前に行った． 

 

3.2.4 鼻アレルギー様症状の評価 

鼻アレルギー様症状の評価も第二章と同じ方法で[5]，くしゃみ回数と鼻漏の程

度によって評価した．TDI 暴露後，動物はプラスチックケージに入れ，10 分間に

おけるくしゃみ回数と鼻漏の程度を評価した．鼻漏の程度は表 1 に示した指標に

基づき評価した． 

 

表 1 鼻アレルギー様症状の評価基準 

 

 

⿐症状 スコア
0 1 2 3

⽔様性⿐漏 (-) ⿐腔中 1と3の間 ⿐から落ちる
⿐の腫れ及び発⾚ (-) 少し膨らむ 1と3の間 強く腫れ上がる
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3.2.5 細胞培養 

Jurkat 細胞は 10% FCS（Sigma-Aldrich）およびペニシリン（100 IU/mL, Sig-

ma-Aldrich），ストレプトマイシン（50 µg/mL, Sigma-Aldrich）を添加した RPMI-1640

培地を用い，RBL-2H3 細胞は同じ添加物を混合した MEM 培地を用い，37℃，

5%CO2 インキュベーターにて培養を行った． 

 

3.2.6 リアルタイム定量 RT-PCR 

6well plate で約 70%コンフルエントの細胞にスプラタスト（24 時間前）または

M-1（36 時間前）の処置後，イオノマイシン (1 µM) と PMA (50 nM) 処置（Jurkat

細胞）またはイオノマイシン (1 µM) のみ処置（RBL-2H3 細胞）を行った．Jurkat

細胞では 6 時間後，RBL-2H3 細胞では 2 時間後に 700 µL の RNAiso Plus (210 µL 

chloroform 混合) を用いて細胞の回収を行った後に，遠心操作（15,000 rpm，4℃，

15 分）により上清を得た．IgE 処置実験においては，RBL-2H3 細胞に対し抗 DNP 

IgE抗体を 100 ng/mLの濃度で 4時間処置し，RNAiso Plusを用いて細胞を回収し，

同様の遠心操作を行った．それぞれの上清を回収した後に，イソプロピルアルコ

ールを加えることで RNA を沈殿させた．遠心操作（15,000 rpm，4℃，15 分）に

より得た RNA 沈殿を氷冷 70%エタノールで洗浄した．Total RNA は 10 µL の DEPC

処理水に再溶解させ，1 µg 相当量の RNA サンプルを逆転写反応に供した． 

 

3.2.7 ラットにおける mRNA の検出 

第二章と同様の方法で実施した[5]． 

TDI によるアレルギー様症状の惹起後，ラットを安楽死させ鼻粘膜組織を採取

し，直ちに RNAlater（Applied Biosystems）中に浸漬し，使用まで保存した（-80℃）． 

鼻粘膜は 10 倍量の RNAiso Plus 中で Polytron (Model PT-K; Kinematica) を用い

てホモジナイズした．上記と同様の方法で Total RNA を抽出した後に，20 µL の

DEPC 処理水に溶解させた． 

RNA サンプルは PrimeScript RT Reagent Kit を用いた逆転写反応により cDNA

を得た． 

TaqMan プライマーとプローブは Primer Express software (Applied Biosystems) 

を用いて設計した．用いたプライマーとプローブの塩基配列は表 2 に示した．IL-2 

mRNA に関しては TaqMan gene amplification primers and probes (Hs00174114_m1; 

Applied Biosystems) を用いて検出した．第二章の時と同様に内部標準として

endogenous control human GAPD と rodent GAPDH control reagents (Applied Biosys-

tems) を用いて，各 mRNA の発現量は GAPDH mRNA の発現量で除した ratio で示

した． 
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表 2 本試験で使用したリアルタイム定量 RT-PCR 用 

プライマーとプローブの塩基配列 

 

3.2.8 統計処理 

実験データは，平均±標準誤差で示した．また，GraphPad Prism software 

(GraphPad Software INC.) を用いて，One-way ANOVA および Dunnett’s multiple 

comparison test により統計処理を行い，p<0.05 を有意な変化とした． 

  

Primer/probe name Sequence
Rat H1R mRNA

Sense primer 5′-TATGTGTCCGGGCTGCACT-3′
Anti-sense primer 5′-CGCCATGATAAAACCCAACTG-3′

Probe FAM-CCGAGAGCGGAAGGCAGCCA-TAMRA
Rat HDC mRNA

Sense primer 5′-GCAGCAAGGAAGAACAAAATCC-3′
Anti-sense primer 5′-CAACAAGACGAGCGTTCAGAGA-3′

Probe FAM-AAAGCGCATGAGCCCAATGCTGCTGAT-TAMRA
Rat IL-4 mRNA

Sense primer 5′-CAGGGTGCTTCGCAAATTTTAC-3′
Anti-sense primer 5′-CACCGAGAACCCCAGACTTG-3′

Probe FAM-CCCACGTGATGTACCTCCGTGCTTG-TAMRA
Rat IL-5 mRNA

Sense primer 5′-CAGTGGTGAAAGAGACCTTGATACAG-3′
Anti-sense primer 5′-GAAGCCTCATCGTCTCATTGC-3′

Probe FAM-TGTCACTCACCGAGCTCTGTTGACG-TAMRA
Rat IL-9 mRNA

Sense primer 5′-GACGACCCATCAAAATGC-3′
Anti-sense primer 5′-CTGTGACATTCCCTCCTGYAA-3′

Probe FAM-TTGTGCCTCCCCATCCCATCTGAT-TAMRA
Rat IL-13 mRNAとhuman IL-2 mRNAの測定は，TaqMan gene amplification primers and probes
(Rn00587615_m1 for IL-13 and Hs00174114_m1 for IL-2; Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA)を使⽤した．
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3.3 実験結果 

3.3.1 TDI 誘発鼻アレルギー様症状鼻アレルギー様症状に対するエ

ピナスチン，スプラタスト単独，または併用による効果 

3 週間の TDI 処置は，TDI 感作ラットにおいてくしゃみ，鼻水を含む鼻アレル

ギー様症状を引き起こした（図 2）．我々の報告[10]において，エピナスチン単剤

を前処置することにより，TDI によって誘発されたくしゃみと鼻アレルギー様症

状スコアを有意に低下させ，スプラタスト単剤の前処置は，エピナスチンよりは

弱いが有意に鼻アレルギー様症状を減弱させることが示されている．図 2 に示し

たように，それぞれ単剤の処置に比べ，エピナスチンとスプラタストの併用はく

しゃみと鼻アレルギー様症状スコアを著しく低下させた． 

なお，コントロールラットは TDI 誘発の鼻アレルギー様症状を示さなかった． 

 

 

図 2 TDI 誘発鼻アレルギー症状に対する 

エピナスチンとスプラタストの効果 

 

実験方法の項目に記載の手法でラットの感作，病態惹起を行った．惹起後 10 分間に

おける， 

A. くしゃみ回数 

B. 鼻膨張，発赤及び鼻漏の程度を表 1 の基準に従いスコア化 

を示した． 

データは平均±標準誤差（N=4）で示した． 

＊＊：p<0.01 vs TDI 群，#：p<0.05, ##：p<0.01 vs エピナスチン投与群， 

$：p < 0.05, $$：p < 0.01 vs スプラタスト投与群 
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3.3.2 TDI 誘発 H1R，HDC 及び Th2 サイトカイン遺伝子発現上昇に

対するエピナスチン，スプラタスト単独，またはそれらの併用

による効果 

これまでに比べてエピナスチンの投与量が少なく，投与期間も短かったことか

ら，TDI 誘発 H1R 及び HDC 遺伝子発現上昇に対するエピナスチンの作用は弱か

ったが，スプラタストはエピナスチンに比べ抑制効果が強かった（図 3A）．両薬

剤を併用して前処置することにより，各薬剤単独投与に比べ TDI 誘発 H1R 及び

HDC 遺伝子発現上昇を有意に抑制した（図 3A, B）． 

次に我々は TDI 誘発 Th2 サイトカイン遺伝子発現上昇に対するエピナスチン

とスプラタスト単独，またはそれらを併用した際の作用を検討した．その結果，

スプラタストは単独で TDI 誘発 IL-4, IL-5, IL-9 及び IL-13 遺伝子発現上昇に対す

る有意な抑制作用を示した（図 4）． 

 

 

図 3 TDI 感作ラットの TDI 誘発 H1R mRNA (A) 及び HDC mRNA (B)  

発現亢進に対するエピナスチンとスプラタストの効果 

 

実験方法の項目に記載の手法でラットの感作，病態惹起を行った． 

TDI による病態惹起 4 時間後にラットを安楽死させ， 

A. H1R mRNA 

B. HDC mRNA 

の量をそれぞれ測定した． 

データは平均±標準誤差（N=4）で示した． 

＊＊：p<0.01 vs TDI 群，#：p<0.05 vs エピナスチン投与群 



38 

 
図 4 TDI 感作ラットの TDI 誘発 Th2 サイトカイン mRNA 発現亢進 

に対するエピナスチンとスプラタストの効果 

 

実験方法の項目に記載の手法でラットの感作，病態惹起を行った．TDI による病態惹

起 4 時間後にラットを安楽死させ， 

A. IL-4 mRNA 

B. IL-5 mRNA 

C. IL-9 mRNA 

D. IL-13 mRNA 

の量をそれぞれ測定した． 

データは平均±標準誤差（N=4）で示した． 

＊：p<0.05，＊＊：p<0.01 vs TDI 群，#：p<0.01 vs TDI 群 
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3.3.3 Jurkat 細胞におけるイオノマイシン/PMA 誘発 IL-2 遺伝子発現

亢進に対するスプラタストの効果 

CN/NFAT シグナル経路は Th2 サイトカイン遺伝子発現の調節に関わると報告

されていることから[13-15]，我々は CN/NFAT シグナル経路に対するスプラタス

トの作用を検討した．以前の検討において，CN/NFAT シグナルが T 細胞におけ

る IL-2 遺伝子発現に関係していることを確認しており，また NFAT は AP-1 と共

に IL-2 の転写を活性化することが示されている[14,15]．従って，スプラタストで

抑制されるシグナル経路を確認するために，我々は Jurkat 細胞におけるイオノマ

イシン/PMA 誘発 IL-2 遺伝子発現亢進に対するスプラタストの作用を検討した． 

図 5 に示したように，Jurkat 細胞においてイオノマイシン / PMA の刺激により

IL-2 mRNA 発現上昇が認められた．この IL-2 mRNA 発現上昇は Inhibitor of 

NFAT-calcineurin association-6（INCA-6）及び cyclosporin A の処置（両薬剤とも

CN/NFAT シグナル経路を阻害することが既知[13, 16, 17]）により有意な抑制作用

が認められた．これにより，Jurkat 細胞におけるイオノマイシン/PMA 誘発 IL-2

遺伝子発現亢進への CN/NFAT シグナル経路の関与が示された． 

スプラタストまたはその主要代謝物である M-1[18]の前処置はイオノマイシン

/PMA 誘発 IL-2 遺伝子発現亢進を，濃度及び処置時間依存的に抑制した（図 5）．

時間経過に伴う結果から代謝物 M1 が主要な活性物質であり，スプラタストは「プ

ロドラッグ」であることも考えられた（図 5A，C）． 
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図 5 Jurkat 細胞におけるイオノマイシン / PMA 誘発 IL-2 遺伝子発現亢進 

に対するスプラタスト（A, B）及び代謝物 M-1（C, D）の効果 

 

A, C イオノマイシン / PMA 処置前に，500 µM のスプラタスト（A）及び 

500 µM の M-1（C）を図に示された時間で処置した． 

B, D イオノマイシン / PMA 処置前に，36 時間のスプラタスト（B）及び 

24 時間の M-1（D）を図に示された濃度で処置した． 

イオノマイシン / PMA 処置 6 時間後に細胞を回収し，IL-2 mRNA 量を測定した．陽

性対照として 50 µM の INCA-6（A），0.5 µM の cyclosporin A（B-D）をそれぞれイオ

ノマイシン / PMA の 1 時間前に処置した． 

CsA：cyclosporin A，P/I：PMA / イオノマイシン 

データは平均±標準誤差（N=3-4）で示した． 

＊＊：p<0.01 vs イオノマイシン / PMA 処置群  
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3.3.4 RBL-2H3 細胞における IgE 及びイオノマイシン誘発 IL-9 遺伝

子発現亢進に対するスプラタストの効果 

IL-4，IL-13 を含むサイトカイン産生に繋がるいくつかのシグナル経路を，IgE

は単独で活性化させることが報告されている[19]．我々の検討においても

RBL-2H3 細胞対して IgE の処置により IL-9 遺伝子発現の亢進が認められた（図

6A）． 

IgE の処置により細胞内 Ca2+ 濃度が上昇することが報告されているため[20, 

21]，我々は RBL-2H3 細胞における IL-9 遺伝子発現に対するイオノマイシン処置

による作用を検討した．1 µM，2 時間のイオノマイシン処置により，RBL-2H3 細

胞における IL-9 遺伝子発現亢進作用が認められた．このイオノマイシン誘発 IL-9

遺伝子発現の亢進は cyclosporin A及び INCA-6の処置により有意に抑制された（図

6B, 6C）．これにより，RBL-2H3 細胞におけるイオノマイシン誘発 IL-9 遺伝子発

現における CN/NFAT シグナル経路の関与が示唆された． 

スプラタストまたは M-1 の前処置は IL-9 遺伝子発現亢進を，濃度及び処置時

間依存的に抑制した（図 6D-G）．これらのデータよりスプラタストまたは M-1 は

RBL-2H3 細胞において，CN/NFAT シグナル経路を阻害することにより IL-9 遺伝

子発現を抑制することが示された． 
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図 6 RBL-2H3 細胞における単量体 IgE (A) 及びイオノマイシン (B-G) 誘

発 IL-9 遺伝子発現亢進に対するスプラタスト及び代謝物 M-1 の効果 

 

A 100 ng/mL の抗 DNP-IgE 抗体処置 4 時間後に細胞を回収し， 

IL-9 mRNA 量を測定した．スプラタスト (500 µM) は IgE 処置 72 時間前に処置した． 

B, C 0.5, 1 μM の cyclosporin A または 50, 100 µM の INCA-6 を 

イオノマイシン処置の 1 時間前に処置した． 

D, F イオノマイシン処置前に，500 µM のスプラタスト（D）及び 300 µM の M-1（F） 

を図に示された時間で処置した． 

E, G イオノマイシン処置前に， 72 時間のスプラタスト（E）及び M-1（G） 

を図に示された濃度でそれぞれ処置した． 

（B-G）はそれぞれイオノマイシン処置 2 時間後に細胞を回収し，IL-9 mRNA 量を測定した． 

IO：イオノマイシン 

データは平均±標準誤差（N=3）で示した． 

＊：p<0.05, ＊＊：p<0.01 vs イオノマイシン 群  
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3.4 考察 

本検討において我々は，H1 受容体拮抗薬とスプラタストの併用により TDI 感

作ラットにおける鼻アレルギー様症状を顕著に改善することを示した． 

H1 受容体拮抗薬は，アレルギー性鼻炎の鼻症状治療の第一選択薬として使わ

れている．以前我々は，H1R 遺伝子の発現がスギ花粉症患者でアレルギー性症状

の重症度と非常に相関していることを証明している[3]．また，HeLa 細胞におい

てヒスタミンは H1R 遺伝子の発現亢進を引き起こすことも示しており[8]，それ

には PKCδ シグナル経路が関与することを示している．加えて，H1 受容体拮抗薬

はインバースアゴニストとして H1R の阻害及び PKCδシグナル経路の抑制をする

ことも示している[9]．しかしながら，PKCδ シグナル経路の抑制が TDI 感作ラッ

トにおける鼻アレルギー様症状を完全には抑制しないことも示しており，鼻アレ

ルギー様症状における他のシグナル経路の存在を示唆している． 

ヒスタミンに加え，IL-4，IL-5，IL-9 及び IL-13 などの Th2 サイトカインはア

レルギー性炎症の病因において重要な役割を示すことが知られている[22]．さら

に，ヒスタミンは Th2 サイトカインの発現及び活性に影響を及ぼし，また Th2 サ

イトカインはヒスタミンの産生と放出に関与しているといった，ヒスタミンと

Th2 サイトカインのクロストークの存在だけでなく，その重要性も報告されてい

る[23, 24]． 

我々も H1 受容体拮抗薬の予防的投与により TDI 感作ラットにおける TDI 誘発

H1R 及び IL-4 mRNA 発現亢進を抑制し，非 TDI 感作ラット鼻腔への IL-4 直接投

与により H1R mRNA 発現が亢進することを示している[10]．さらに，正常ラット

において鼻腔内へのヒスタミン処置は IL-4 の mRNA 発現亢進を引き起こすこと

が示されている[5]．加えて，H1R 発現レベルが花粉症患者で IL-5 の発現と強く

相関していることも示している[25]．これらの知見により，TDI 感作ラットの鼻

アレルギー様症状に対する Th2 サイトカインの関与が示されたと考える． 

トシル酸スプラタストは，IL-4，IL-5 など Th2 サイトカインの産生を抑制する

[11, 12]．第二章で示した検討において，TDI 感作ラットにおける TDI 誘発の HDC

遺伝子発現亢進をスプラタストが抑制し，ヒスタミン合成を減少させ，H1R mRNA

発現亢進の抑制につながることを示している[5]．従って，スプラタストの鼻アレ

ルギー様症状改善作用には PKCδ シグナル経路の抑制が一部関与しているが，大

部分は Th2 サイトカイン遺伝子発現のシグナル経路の抑制によって引き起こされ

ていることが考えられる（図 4）． 

CN/NFAT シグナル経路は，免疫反応によって誘導される遺伝子発現において

中心的な役割を示している[26,27]．NFAT はヒト IL-2 遺伝子プロモーターの

antigen-receptor response element 末端に結合する因子として初めて同定された

[28-30]．加えて，NFAT は IL-4，IL-5 や IL-13 などを含む沢山のサイトカインの
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プロモーター領域に結合することが示されている[13-15]．我々の検討においても，

スプラタストは TDI 誘発の Th2 サイトカイン遺伝子発現亢進を抑制することが示

されていることから，我々はそのスプラタストの抑制効果は CN/NFAT シグナル

経路の抑制を介するのではと推測した．スプラタストとタクロリムス（CN 阻害

剤）の併用治療がアトピー性皮膚炎の患者においてタクロリムスの有効濃度を低

下させる知見[31]は，上記仮説と整合性があり，また我々のデータは，Jurkat 細胞

におけるイオノマイシン/PMA 誘発の IL-2 遺伝子発現亢進に対し，スプラタスト

が抑制効果を持つことを示している． 

NFAT と AP-1 は，協調して IL-2 遺伝子の転写を調整することが報告されてい

る[14，15]．我々は HeLa 細胞においてヒスタミン誘発 H1R 遺伝子発現亢進には

スプラタストは作用を示さないことを示しており，その遺伝子発現には AP-1 の

活性化が不可欠であることを示している[5, 9]．また，Jurkat 細胞を用いた検討に

おいて，AP-1 のサブユニットの一つである c-Fos の活性化にはスプラタストは関

与しないことも併せると，我々のデータから，スプラタストと M-1 は CN/NFAT

シグナル経路の抑制に関わっていることが強く示唆された． 

臨床においてスプラタストの併用が，CN/NFAT シグナル経路を抑制するタク

ロリムス軟膏の使用量減少，さらには使用中止を可能にすることが報告されてい

る[31, 32]．ケラチノサイトにおける胸腺間質性リンパ球新生因子の産生と NFAT

シグナル経路の関与も報告されている[33]．これらの知見はスプラタストが

CN/NFAT シグナル経路の抑制を示すという我々のデータと矛盾せず，さらにスプ

ラタストのアトピー性皮膚炎に対する治療効果の説明に繋がる可能性があるとも

考えられる． 

また，我々のデータは TDI 感作ラットにおける TDI 誘発 IL-9 遺伝子発現亢進

作用に対するスプラタストの強い抑制作用を示した（図 4C）．IL-9 はヘルパーT

細胞から産生される多面的なサイトカインであるが，肥満細胞を活性化させるこ

とや[34-36]，さらにアレルギー性炎症や喘息症状といった Th2 特異的なアレルギ

ー反応を引き起こすことも知られている[37, 38]．また，IL-9 は IL-4，IL-5 または

IL-13 の発現亢進に関わるとの報告もある[39]．このことから，スプラタストによ

る IL-9 発現の抑制は，これら Th2 サイトカイン産生の抑制に関与することが示唆

される． 

我々のデータは，スプラタストによる Th2 サイトカイン転写活性抑制作用の作

用機序が CN/NFAT シグナル経路の抑制を介することを示唆した．IL-9 遺伝子発

現における CN/NFAT シグナル経路の関与について，すべてが証明された訳では

ないが，RBL-2H3 細胞におけるイオノマイシン誘発 IL-9 遺伝子発現の亢進にお

いて，CN/NFAT シグナル経路が関与することを我々のデータは示している．最近

の報告において，NFAT と NFκB が相乗的に IL-9 の転写を亢進していることが CD4
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陽性 T 細胞において示されており，それには IL-9 プロモーター領域へ NFκB のア

クセスが容易になるようなクロマチンプラットフォームを NFAT が生成すること

が示されている[40]．よって，RBL-2H3 細胞におけるイオノマイシン誘発 IL-9 遺

伝子発現の亢進において NFκB が関与する可能性は除外できないが，スプラタス

トの抑制効果は CN/NFAT シグナル経路の抑制を介していることが考えられる． 

結論として，H1 受容体拮抗薬とスプラタストの併用治療はアレルギー性鼻炎

における鼻症状を軽減するために有用であり，そのメカニズムとして H1R シグナ

ル抑制及び CN/NFAT シグナル経路が関与する可能性が考えられた． 
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本研究では，ヒスタミンとアレルギーのシグナルネットワークにおけるスプラ

タストの作用機序解明を目的として検討を行った． 

まず我々は第二章において，TDI 感作ラットにおける鼻アレルギー様症状，H1R，

HDC，IL-4 遺伝子発現亢進及び H1R を発現している HeLa 細胞に対するスプラタ

ストの作用を検討した． 

TDI の暴露により鼻アレルギー様症状，HDC 活性，鼻洗浄液中のヒスタミン

含量，H1R, HDC, IL-4 mRNA 発現がそれぞれ亢進した．スプラタストの 2 週間前

投与は，TDI 誘発の鼻アレルギー様症状，H1R, HDC, IL-4 mRNA 発現亢進をそれ

ぞれ有意に抑制した．スプラタストは，さらに鼻粘膜中の HDC 活性，鼻洗浄液

中のヒスタミン含量を減少させた．また，正常ラットの両側鼻腔内に，IL-4 を投

与すると H1R mRNA の発現が亢進し，ヒスタミンを投与すると IL-4 mRNA の発

現が亢進した．さらに，スプラタストは HeLa細胞において，IL-4誘発の H1R mRNA

発現亢進は抑制したが，ヒスタミン誘発の H1R mRNA 発現亢進は抑制しなかった． 

これらの結果から，スプラタストはヒスタミンシグナルを抑制することで TDI

感作ラットの鼻アレルギー様症状を減弱し，それは，HDC 及び IL-4 遺伝子発現

抑制を介してヒスタミン及び IL-4 誘発の H1R 遺伝子発現を阻害することによる

ことが示唆された． 

次に第三章において，スプラタストと H1 受容体拮抗薬の併用は TDI 感作ラッ

トの鼻アレルギー様症状を顕著に減弱させることを示した．また，CN / NFAT シ

グナルが関与する，Jurkat 細胞におけるイオノマイシン / PMA 誘発 IL-2 遺伝子発

現亢進をスプラタストは抑制した．同じく CN / NFAT シグナルが関与する，

RBL-2H3 細胞におけるイオノマイシン処置による IL-9 mRNA 発現亢進に対して

も，スプラタストは抑制効果を示した．これらの結果より，アレルギー性鼻炎に

対してスプラタストと H1 受容体拮抗薬の併用は有用であることが示唆され，そ

れは H1R と CN/NFAT シグナル両方を抑えることによるものと考えられた． 

以上より，スプラタストは CN/NFAT シグナル経路を介してヒスタミンシグナ

ルを抑制することでアレルギー性鼻炎の治療効果を示し，さらに PKCδ シグナル

経路を抑制する薬剤との併用により，より効果の高い治療効果が得られることが

示唆された． 

鼻アレルギー診断ガイドラインによると，アレルギー性鼻炎はⅠ型アレルギー

疾患の中でも治療が難しいとされ，重症化し QOL の低下を生じさせる．通年性

アレルギー性鼻炎の治療においてスプラタストは，「軽症」及び鼻閉型または鼻閉

を主とする完全型の「中等症」で，花粉症の治療においては「初期療法」での使

用が推奨されている．また，中等症の通年性アレルギー性鼻炎の治療において鼻

噴霧用ステロイド薬との併用も推奨されている． 
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今回の検討結果により，実臨床においてもスプラタストと抗ヒスタミン薬との

併用効果が期待出来ると考えられ，実際に，スギ花粉症初期治療における抗ヒス

タミン薬へのスプラタストの上乗せ効果（鼻閉症状及び患者満足度）が確認され

ており（伊藤聡久 他．アイピーディ®のスギ花粉症に対する初期治療効果，耳鼻

咽喉科臨床 2003 96 (11) 1017-1021），本検討結果をさらに支持すると考える． 

さらに，本研究において H1R と CN/NFAT シグナル両方を抑えることがより高

い治療効果を得られるという知見は，「アレルギー悪循環サイクル」を抑えうる薬

剤のターゲットとして有益であり，創薬ターゲットとしても興味深いと考えられ

る． 
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