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第１章	 緒言  
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アレルギー性鼻炎は日本において罹患率の高い疾患であり、通年性のものと季節性のもの

に分類される。花粉症は代表的なアレルギー疾患の一つであり樹木や草の花粉により誘発

される季節性のアレルギー性鼻炎である。アレルギー性鼻炎の治療法は、アレルギーの原

因となるアレルゲンへの曝露を回避することが主とされ、薬物療法は抗ヒスタミン薬等を

用いた対症療法となっている。そのため、医療におけるアレルギー性鼻炎の新薬のニーズ

は非常に高く、日本の医師に対して新薬ニーズを調査した PatientsMap 2014(株式会社社
会情報サービス、エムスリー株式会社)では、季節性アレルギー性鼻炎・花粉症は認知症に
次ぐ第 2位であり、新薬の開発が望まれる。 
これまでに、我々の研究室では、職業性喘息の原因物質として知られる

toluene2,4-diisocyanate(TDI)を用いて作製する鼻過敏症モデルラットにおいて、発作誘発
に伴い、鼻粘膜のヒスタミン H1受容体(H1R)、ヒスチジン脱炭酸酵素及びアレルギー性炎
症に関与することが知られる Th2 サイトカインであるインターロイキン(IL)-4 等の遺伝子
発現が亢進することを明らかにし、抗ヒスタミン薬の反復投与によって、鼻症状の抑制に

伴い H1R遺伝子発現亢進が抑制されることを見出した。さらに、我々の研究室では、花粉
症患者の鼻粘膜における H1R遺伝子発現と症状が相関することを明らかにしている。 
また、HeLa細胞を用いた研究により、H1Rはヒスタミン刺激により遺伝子発現が亢進し、

H1R遺伝子発現亢進において Protein kinase C(PKC)δが関与することを明らかにした。さ
らに、PKCδ はヒスタミン及び PMA 刺激により細胞質から Golgi に移行すること見出し、
H1R 遺伝子発現は PKCδ に加えて extracellular signal-regulated kinase(ERK)及び
poly(ADP-ribose) polymerase-1を介したシグナルによるものであることを明らかにした。 
以上の知見から、H1R 遺伝子発現の亢進を抑制することは、効果的なアレルギー性鼻炎
の治療に繋がると考えられ、PKCδを初めとした H1R遺伝子発現シグナルに関与する分子
を標的とした化合物の探索は新規作用機序を有する治療薬の開発に繋がると考えられる。 
これまでに、我々は様々な天然物に着目して研究を行ってきた。その中で、苦参が鼻過敏

症モデルラットにおいて、鼻症状及び H1R や IL-4 等の遺伝子発現亢進を抑制することを
見出した。そして、苦参より有効成分として(-)-maackiainを単離・同定した。本研究では、
苦参より単離された抗アレルギー物質である(-)-maackiainに着目した。(-)-maackiainの鼻
過敏症モデルラット及び H1R遺伝子発現亢進に対する効果を検討し、標的分子の探索を行
った。 
第 2 章「アレルギー疾患感受性遺伝子の遺伝子発現亢進に対する(-)-maackiain の効果」
において、(±)-maackiain の全合成を試みた。合成によって得た(±)-maackiain を鼻過敏症
モデルラットに投与し、その効果を検討した。また、HeLa 細胞を用いて(-)-maackiain の
H1R遺伝子発現亢進に対する効果を検討した。さらに、(±)-maackiainをキラルカラムによ
り (-)-maackiainと(+)-maackiainに分割し、(+)-maackiainの H1R遺伝子発現亢進に対す
る効果も検討した。加えて、H1R 遺伝子発現に強く関与する PKCδ のキナーゼ活性及び
PKCδ の活性化に必要と考えられているリン酸化に対する(-)-maackiain の効果について検
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討を行った。 
第 3 章「(-)-Maackiain 標的分子の探索及びヒスタミン H1 受容体遺伝子発現に対する

(-)-maackiain標的分子の関与」において、(-)-maackiainの標的分子の探索を試みた。さら
に、H1R遺伝子発現における(-)-maackiain標的分子の関与について検討を行った。 
以上により、(-)-maackiainは H1R遺伝子発現亢進を抑制し鼻過敏症モデルラットにおい
て鼻症状を改善する効果を示し、(-)-maackiain の標的分子は H1R 遺伝子発現に関与して
いることを明らかにした。 
  



4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

第２章	アレルギー疾患感受性遺伝子の遺伝子発現亢進に対す

る(-)-maackiain の効果  
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2.1  序論  
 
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る。アレルギー性鼻炎は通

年性のものと季節性のものに分類される。花粉症は代表的なアレルギー疾患の一つであり

樹木や草の花粉により誘発される季節性鼻過敏症であり、日本人の約 30％が羅患している
国民病である[1, 2]。ヒスタミンはアレルギー性鼻炎を引き起こす主要ケミカルメディエー
ターである。ヒスタミンによるヒスタミン H1受容体(H1R)の活性化は、くしゃみ、鼻汁、
痒みを含むアレルギー性鼻炎の症状を引き起こす。 
これまでに、我々の研究室は、toluene2,4-diisocyanate(TDI)を用いて作製する鼻過敏症
モデルラット及び花粉症患者においてH1R遺伝子発現が鼻症状と強く相関することを報告
している[3, 4]。さらに、恒常的に H1R を発現する HeLa 細胞において、ヒスタミン及び
phorbol-12-myristate-13-acetate(PMA)刺激により、H1R 遺伝子発現が亢進することを明
らかにした [5]。加えて、H1R 遺伝子発現は、PKCδ、extracellular signal-regulated 
kinase(ERK)及びpoly(ADP-ribose) polymerase-1を介したシグナルによるものであること
を明らかにした[6]。以上より、H1R遺伝子発現亢進を抑制する化合物はアレルギー症状を
緩和すると考えられる[7-9]。 
また、Th1/Th2バランスが Th2側に傾くと鼻過敏症や喘息の症状を起こる[10]。それゆえ、
インターロイキン(IL)-4、IL-5、IL-9 および IL-13 のような Th2 サイトカインはアレルギ
ー性鼻炎において重要なメディエーターである。その中でも IL-4は B細胞における IgE産
生や Th2 反応の増大に中心的な役割をはたしている[11]。我々の研究室は、鼻過敏症モデ
ルラットにおいて、IL-4の遺伝子発現が亢進していることを明らかにした[12]。 
一方で、我々の研究室は、抗アレルギー作用を有することが古くから知られる天然物に着

目して研究を行ってきた。その中の一つである苦参が鼻症状や H1R や IL-4 の遺伝子発現
亢進を抑制することを鼻過敏症モデルラットにおいて見出している[13]。苦参は外用の炎症
抑制剤として用いられる和漢薬であり、アトピー性皮膚炎などに処方される消風散の生薬

原料としても用いられる。そして、RBL2H-3 細胞における IL-4 遺伝子発現亢進に対する
抑制活性を指標として、苦参より有効成分として(-)-maackiain を単離・同定した。苦参は
鼻過敏症モデルラットにおいて、鼻症状や H1R 遺伝子発現亢進を抑制することから、
(-)-maackiain も H1R 遺伝発現亢進抑制活性を示すこと、鼻過敏症モデルラットにおいて
鼻症状を緩和する効果を示すことが考えられる。 
本研究では、鼻過敏症モデルラットに対する(-)-maackianの効果を検討するため、実験に
用いる(±)-maackiainの全合成を試みた。既存の合成方法は水銀やタリウムといった有毒の
重金属類を用いるため、生体や環境に対する負荷が大きいと考えられる[14, 15]。そこで、
より安全性の高い合成経路の検討を行った。合成した(±)-maackiainを鼻過敏症モデルラッ
トに経口投与し、鼻過敏症モデルラットの鼻症状及び H1R遺伝子発現亢進に対する効果を
評価した。また、HeLa 細胞を用いて、(-)-maackiain 及び(±)-maackiain より単離した



6 

(+)-maackiain の H1R 遺伝子発現亢進に対する効果を検討した。HeLa 細胞におけるヒス
タミン刺激及び PMA 刺激による H1R 遺伝子発現亢進は PKCδ 選択的阻害剤である
rottlerinにより抑制されることから、H1Rの遺伝子発現において PKCδは強く関与してい
ることが考えられる。そこで、PKCδ のキナーゼ活性及び PKCδ の活性化に必要であると
されているチロシン(Y)311のリン酸化に対する(-)-maackiainの効果の検討を行った。 
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2.2 実験方法 
 
2.2.1. 使用した試薬・キット 

Toluene2,4-diisocyanate(TDI)は和光純薬工業株式会社から、MEM-alpha 培地は Gibco
から、RNA later 及び High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits は Applied 
Biosystems から、プロテアーゼインヒビター(Complete Mini)及びフォスファターゼイン
ヒビター(Phos STOP)は Roche から、ウサギ抗ヒト PKCδ 抗体(C-20)は Santa Cruz 
Biotechnology から、ウサギ抗ヒト p-PKCδ(Tyr311)抗体及びマウス抗ヒト β-actin 抗体は
Cell Signaling Technology から、Goat anti-rabbit IgG(H+L)-HRP conjugate 及び
Immuno-Star goat anti-mouse IgG(H+L)-HRP conjugate は Bio-Rad から、Immobilon 
Western Chemiluminescent HRP Substrate は Merk Millipore から、PKCδ kinase 
enzyme system及び ADP-Glo kinase assay kitは Promegaからそれぞれ購入した。その
他のすべての実験試薬は分析用試薬を使用した。 
 
2.2.2. (±)-Maackiainの合成 

(±)-Maackiainの全合成は Breytenbachらの方法[14]を一部改良して行った。 
1H NMRと 13C NMRは CDCl3を溶媒、TMSを基準物質として、Bruker AV400Nを用
いて測定した。MS は LCTPREMIER(Waters /Micromass)を用いて測定した。IR は
FT/IR-6000(JASCO)によって測定した。Silica gel 60N(関東化学)をカラムクロマトグラフ
ィに用いた。 

Bis(benzonitrile)palladium(II)dichlorideは既知法に従って合成した[16]。 
2-Bromo-4,5-methylenedioxyphenolは下記の方法により合成した。セサモール (300 mg, 

2.17 mmol)を塩化メチレンに溶解し、氷冷しながら N-Bromosuccinimide (464 mg, 2.606 
mmol)をゆっくり添加した。炭酸水素ナトリウム水溶液で反応を止め、塩化メチレン層を飽
和食塩水で洗浄、硫酸マグネシウムで乾燥し、エバポレータで濃縮した。これをカラムク

ロマトグラフィ (hexane-chloroform, 1:2)により精製した。 
(±)-3-Benzylmaackiaing は下記の方法により合成した。Breytenbach らの方法に従って
合 成 し た 7-Benzyloxy-2H-1-benzopyran 300mg (1equiv) 、

2-Bromo-4,5-methylenedioxyphenol 1093mg(3equiv) 、 potassium acetate 
1300mg(9equiv)を、 DMF 5mL に加えて 40℃、 argon 雰囲気下で撹拌した。

bis(benzonitrile)palladium( )dichlorideを一日ごとに 49mg(0.1equiv)ずつ加え(計 4回)、
4日間反応させた。反応液をろ過し、palladiumを除いた後、brineで洗った。抽出は ethyl 
acetate で行い、Na2SO4で乾燥させた。ろ過し、エバポレートしたものをカラムクロマト

グラフィ(methylene chloride-hexane, 1:1)で精製した。 
(±)-Maackainは(±)-3-benzylmaackiaingより Breytenbachらの方法によって合成した。 
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2.2.3. 動物実験 
2.2.3.1 実験動物 

6週齢 Brown- Norway系雄性ラット(SLC, Hamamatsu, Japan)を使用した。動物は 22 ± 
1℃の室温で 12時間毎の昼夜サイクルで飼育した。すべての動物実験は、「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た。 
 
2.2.3.2 鼻過敏症モデルラット 

TDI をラットの両側鼻前庭に反復塗布し感作させた後に TDI を塗布し誘発させることで
鼻過敏症モデルラットを作製した。TDI感作は、Sharabanti Dらの方法に従って行った[13]。
TDI感作として、Brown- Norway系雄性ラットの両側鼻前庭に極細耳鼻用綿棒を用い、10 
µLの 10% TDI酢酸エチル溶液を 1日 1回連日 2週間塗布し(TDI感作)、その後 1週間無
処置期間をおいた上で 10% TDI酢酸エチル溶液の鼻前庭塗布にて誘発した(Fig. 1)。 
なお、以上の実験における症状の観察および実験結果の比較のため、TDI塗布と同時に同
回数酢酸エチルのみを塗布した対照動物を用いた。 

 

Figure 1. 鼻過敏症モデルラット作製スケジュール   
 
2.2.3.3 (±)-Maackiainの投与 

(±)-Maackiainは 2.3.2. Maakiainの合成により得たものを投与した。 
0.5% Carboxymethylcellulose懸濁液(蒸留水)に懸濁した(±)-maackiain  (5, 10, 20mg/kg)
を経口で TDI誘発前に単回投与および、3週間早期連続投与した(Fig. 1)。 
 
2.2.3.4 鼻過敏症症状の評価 
鼻過敏症症状は、くしゃみ回数を数え、鼻症状をスコアかすることで評価した。くしゃみ

回数は 10% TDI酢酸エチル溶液塗布による誘発後 10分間のくしゃみ回数をカウントした。
鼻症状のスコア化は、水溶性鼻漏及び鼻の腫れ・発赤を Table1に示す指標により評価しス
コア化した。 
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Table 1. 鼻症状スコア 

鼻症状 
スコア 

0 1 2 3 
水溶性鼻漏 (-) 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 
 
2.2.3.5 ラット鼻粘膜組織サンプルの調整 

TDI感作 21日目(TDI誘発直前)、4時間後に断頭し、鼻粘膜組織を採取して、mRNAの
定量に供した。なお、採取した組織サンプルは後で処理するため、解剖後直ちに 500 µL の
RNA later中に浸漬し、-80 で保存した。 
 
2.2.3.6 組織からの total RNA抽出 

RNA laterに保存していた組織を溶液から取り出し、組織量の 10倍量の TRIzol Reagent 
(4 M guanidium isothiocyanate、0.5% sodium lauryl sulfate、100 mM 2-mercaptoethanol, 
25 mM sodium citrate; pH 7.0) に浸漬し、Polytron(Model PT-K; Kinematica AG, 
Littau/Luzern, Switzerland)を用いて直ちにホモジナイズして細胞を粉砕した後、遠心 
(12000 rpm、10 分、4℃) して、可溶化されないゴミを沈殿させて取り除いた後、上清を
以下の操作に用いた。室温で 5分間放置した後、0.2 mLの chloroformを加え 15秒間強く
振盪し 2-3分室温で放置後、遠心(15000 rpm、15分、4℃)して水層を 0.45 mL採取した。
この水層に 0.45 mlの isopropanolを加え 15秒間強く振盪した後 5分放置し、遠心(15000 
rpm、5分、4 ℃)するとペレット状の RNAが沈殿した。沈殿したペレットに 75% EtOH 
(-20 ℃) を 1 ml加え洗浄し、vortexして 10分室温放置した。さらに遠心(15000 rpm、5
分、4℃)後、得られたペレット状の RNAに diethylpyrocarbonate処理水(DEPC水) 20 µL
を加え RNA solutionとした。その後波長 260 nmで吸光度を測定し total RNA濃度を求
めた。 
 
2.2.4 培養細胞を用いた実験 
2.2.4.1 細胞培養及び薬剤処置 

HeLa細胞は 8%ウシ胎児血清（FBS、Sigma、MO、USA）および抗生物質(10000 Units/mL 
penicillin G sodium、10mg/ml streptomycin in 0.9% saline)を添加したMEM-alpha培地
(Gibco Grand Island, NY, USA)を用い培養シャーレにまき、37℃、5% CO2インキュベー

タ に て 静 置 培 養 し た 。 共 に 約 80% confluent の 状 態 で 実 験 を 行 っ た 。
phorbol-12-myristate-13-acetate(PMA、100 nM) または histamine (100 µM)刺激 24時
間前に FBSを抜き(-)-maackiain及び(+)-maackiainを処置した。刺激 3時間後に細胞をか
きとり total RNAを抽出した。 
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2.2.4.2 Total RNA抽出 

HeLa細胞を 35 mmディッシュで培養し刺激後 PBS(-)で洗浄した後、0.7 mL RNAisoを
加えかきとった。140 µL の chlorform を加え、15 秒間強く振盪し二層に分離させた後、
15000 rpm、15分、4℃で遠心した。RNAを含む上層を採取し、上層と同量の isopropanol
を加え 15秒間強く振盪し室温で 5分間放置したものを 15000 rpm、10分、4℃で遠心する
と RNAのペレットが得られた。75% EtOH (-20℃) 1 mLで洗浄した。15000 rpm、10分、
4℃で遠心後、得られたペレットに 20 µL diethylpyrocarbonate (DEPC) 水を加え RNA 
solutionとした。これを NanoDrop ND-1000 (NanoDrop、Technologies、Wilmington、
DE、USA)により波長 260 nm、280 nmで吸光度測定し、260nmの吸光度と 2つの波長の
比による検定で、それぞれ total RNA濃度と純度を測定した。 
 
2.2.5. 定量リアルタイム RT-PCR 
2.2.5.1 逆転写反応 

DEPC 水を用いて、total RNA 2 µg/10µL の RNA solution を調製し、High-Capacity 
cDNA Reverse Transcription Kitsを用いて cDNAに逆転写反応を行った。 
 
2.2.5.2 定量リアルタイム RT-PCR 

Fast Start Universal Probe Master (ROX)(Roche, Mannheim, Germany)を含む以下の
試薬を混合し、Micro Amp Optical 96-well Reaction Plateの 1ウェル当たり 20 µLの反応
液を調製した。Sequence Detector (GeneAmp 7300 Sequence Detection System、Applied 
Biosystems)にて PCR 反応を行い、PCR 産物の増幅曲線をリアルタイムで検出し、

Sequence Detectionソフトウェアを用いて解析、定量化した。 
 
Rat H1R、IL-4および GAPDH  human H1Rおよび GAPDH 
cDNA 3.0 µl cDNA 3.0 µl 
DEPC水 1.45 µl DEPC水 2.0 µl 
Forward primer 1.5 µl Forward primer  1.5 µl 
Reverse primer 1.5 µl Reverse primer 1.5 µl 
Probe Master (ROX) 10 µl Probe Master (ROX) 10 µl 
probe 1.0 µl probe 1.0 µl 
GAPDH For 0.275 µl GAPDH probe+primer 1.0 µl 
GAPDH Re 0.275 µl Total 20 µl 
GAPDH probe 1.0 µl   
Total 20 µl 
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定量は Calibrator（陽性対象；Lotも含めて同一の cDNA溶液）を使用して mRNA発現
量の相対値を求める、Relative Standard Curve Method (Separate Tubes)により行った。
human H1R mRNA、rat H1R mRNA及び rat IL-4 mRNAのそれぞれのプライマーを
Table 2に示す。また、定量的 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 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 の GAPDH
（Glycelaldehyde-3-phosphate dehydrogenase）遺伝子に特異的な TaqMan Probe と
Primerを用いた。Table 3のプログラムで PCR反応を行った。 
 
Table 2. リアルタイム PCRプライマーおよびプローブ 
Primer/probe name Sequence 

human 
H1R  
mRNA 
 

Sense primer 
Anti sense primer 
Probe 

5'-CAGAGGATCAGATGTTAGGTGATAGC-3' 
5'-AGCGGAGCCTCTTCCAAGTAA-3'  
FAM-CTTCTCTCGAACGGACTCAGATACCACC- 
TAMRA 

rat H1R  
mRNA 
 

Sense primer 
Anti sense primer 
Probe 

5'- TATGTGTCCGGGCTGCACT -3' 
5'- CGCCATGATAAAACCCAACTG -3'  
FAM- CCGAGAGCGGAAGGCAGCCA -TAMRA 

rat IL-4 
mRNA 

Sense primer 
Antisense primer 
Probe 

5'- CAGGGTGCTTCGCAAATTTTAC -3' 
5'- CACCGAGAACCCCAGACTTG -3' 
FAM- CCCACGTGATGTACCTCCGTGCTTG - TAMRA 

rat GAPDH mRNA及び human GAPDH mRNAは Applied Biosystemsの製品を用いた。 
 
Table 3. PCR反応プログラム 

 Initial Steps Melt Anneal/Extend 
Stage Hold Hold Cycle (40 cycles) 
Temperature 50.0ºC 95.0ºC 95.0ºC 60.0ºC 
Time（min） 2:00 10:00 00:15 1:00 

 
2.2.6. ウエスタンブロット 
2.2.6.1 タンパク抽出 

100 mm dish に HeLa 細胞を 24 時間培養し 24 時間 FBS を除いた。FBS を除く際に
(-)-maackiainを同時に処置する。24時間後に 100 nM PMAを 10分間処置することで刺
激を行った。その後、PBS(-)で 2 回洗浄した後、200 µL のプロテアーゼインヒビター 
(Complete Mini：Roche) およびフォスファターゼインヒビター(Phos STOP：Roche)を含
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む TBS buffer (20 mM Tris-HCl (pH 8)、0.15 M NaCl)を加えてセルスクレーパーで細胞を
かきとり、1.5 mLチューブに移し、3000 rpm、10分、4℃で遠心した。得られたペレット
に上記の TBS bufferを 60 µL加え、ソニケーションにより細胞を破砕し、15000rpm、15
分、4℃で遠心し、この上清を全細胞溶解液とした。この溶液のタンパク質濃度を BCA 法
によって測定し、タンパク量が 30 µg/10 µLとなるように全細胞溶解液を滅菌MilliQ水で
希釈したものと、SDS sample buffer (62.5 mM Tris HCl (pH6.8)、10% Glycerol、2％ SDS、
0.1% 2-Mercaptoethanol、0.001% Bromophenol blue)を 1：1で混合して全量を 20 µLと
し、100℃で 3分間処理したものをサンプルとした。 
 
2.2.6.2 SDS-PAGE 
以下の組成の分離ゲルをまずゲル板に流し込んで固化させ、その上に濃縮ゲルを流し込み

コームをセットして固化させ、SDS-PAGE用のゲルを作製した。ゲルを泳動装置にセット
し、サンプルをゲルにアプライした後、泳動 Buffer (25 mM Tris、192 mM Glycine、0.1％ 
SDS)中、30 mAで電気泳動を行った。 
 

 分離ゲル(10％) 濃縮ゲル 
29％AA-1％BisAA溶液 2 mL 300 µL 
1M Tris-HCl (pH 8.8) 2.25 mL - 
1M Tris-HCl (pH 6.8) - 375 µL 
10％ SDS 60 µL 30 µL 
3％ APS 190 µL 95 µL 
滅菌超純水 1.5 mL 2.2 mL 
TEMED 2.5 µL 2.5 µL 

 
2.2.6.3 ウエスタンブロット 

SDS-PAGE により分離したタンパクを Immun-Blot PVDF Membrane (BIO-RAD) に
160 mA の電流を流して転写した。メンブレンを 1% BSA を含む TBS-t buffer (20 mM 
Tris-HCl (pH 8)、0.15 M NaCl、0.1% Tween-20)(ブロッキング溶液)に浸し、室温で 60分
ブロッキングした。ブロッキング液に一次抗体［ウサギ抗ヒト PKCδ 抗体(C-20)、ウサギ
抗ヒト p-PKCδ(Tyr311)抗体、マウス抗ヒト β-actin抗体］を適切な濃度に希釈したものに
メンブレンを浸し、4℃で overnightインキュベーションした。その後、一次抗体の動物種
に対する HRP 結合型二次抗体［Goat anti-rabbit IgG(H+L)-HRP conjugate 及び
Immuno-Star goat anti-mouse IgG(H+L)-HRP conjugate］をブロッキング液で適切な濃
度に希釈したもので室温、1 時間インキュベーションした。 Immobilon Western 
Chemiluminescent HRP Substrate で 化 学 発 光 し 、 検 出 は LAS-4000 imaging 
system(Fujifilm)で行った。 
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2.2.7. PKCδキナーゼアッセイ 

PKCδキナーゼアッセイは PKCδ kinase enzyme system及び ADP-Glo kinase assay kit
を用いて行った。ADP-Glo kinase assay kit の取り扱い説明書に従った操作を行い、200 
wellプレートに 3 ngの recombinant PKCδと基質(50µmol/L ATP、0.2 mg/mL CREBtide)
を加え、種々の濃度の(-)-maackian存在下、非存在下及び陽性対照として PKC阻害剤であ
る staurosporine存在下の各条件で 25℃、20分インキュベーションした。ADP-Glo Reagent 
solution を加えて反応を停止後、 Infinite M200 micriplate reader(Tecan Japan, 
Kanagawa, Japan)を用いて蛍光を測定した。 
 
2.2.8. (±)-Maackiainの分割 

(±)-Maackiainの分割は Chiral Pack IC(0.46 cmID x 25 cmL, ダイセル化学工業株式会
社)を用いて行った。移動相は hexane/ethanol=80/20(v/v)、流速は 0.4 mL/min で、サンプ
ルは 0.5 mg の(±)-maackiainを 1 mLの移動相に溶かして調製した。調製したサンプルを
1 mLインジェクトし、検出は 310nmの吸光により行った。ピークをそれぞれ分取した。
旋光度の測定はサンプルを移動相(hexane/ethanol=80/20(v/v))に溶かし、F-4500(日立)を用
いて行った。それぞれ単離した(-)-maackiain 及び(+)-maackiain は HeLa 細胞に処置し、
PMA刺激による H1R mRNA発現亢進に対する影響を検討した。 
 
2.2.9. 統計処理 
実験データはMean value ± S.E.Mで示し Fisher’s paired least-significant difference 

testまたは One-way ANOVAおよび Dunnet’s multiple comparison testを用いて統計処
理を行った。 
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2.3 実験結果 
 
2.3.1. (±)-Maackiainの合成 
セサモールと N-Bromosuccinimide を用いて、2-Bromo-4,5-methylenedioxyphenol を

295.9 mg(1.36 mmol, 63%yield) 得 た 。 7-Benzyloxy-2H-1-benzopyran と

2-Bromo-4,5-methylenedioxyphenolを用いて(±)-3-Benzyloxymaackiainを 77.1 mg(0.206 
mmol, 16.4% yield)得た。(m.p. 146-147  ; IR(KBr): 3446, 2924, 1619, 1541, 1506, 1474, 
1434, 1377, 1329, 1269, 1146, 1038, 939, 828, 779 cm-1; 1H NMR(400MHz; CDCl3): δ 
7.48-7.31 (m, 6H), 6.77-6.70 (m, 2H), 6.57 (d, J = 2.4, 1H), 6.45 (s, 1H), 5.93 (d, J = 10.8, 
1H), 5.93 (d, J = 10.8, 1H), 5.51 (d, J = 6.8, 1H), 5.08 (s, 2H), 4.25 (dd, J = 11.2, 5.2, 1H), 
3.68 (dd, J = 11.2, 11.2, 1H), 3.50 (ddd, J = 11.2, 6.8, 5.2, 1H); 13C NMR(400MHz, 
CDCl3): δ 160.2 (C), 156.5 (C), 154.2 (C), 148.1 (C), 141.7 (C), 136.7 (C), 131.7 (CH), 
128.6 (CH × 2), 128.0 (CH), 127.4 (CH × 2), 117.9 (C), 112.7 (C), 109.8 (CH), 104.7 (CH), 
102.7 (CH), 101.2 (CH2), 93.8 (CH), 78.4 (CH), 70.0 (CH2), 66.5 (CH2), 40.2 (CH); MS: 
m/z=397.1054.) 
以上の結果から、Breytenbachらの方法を一部改良することにより Fig. 2のスキームを確
立した。 
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Figure 2 (±)-maackiain 全合成のスキーム  
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2.3.2. 鼻過敏症モデルラットに対する(±)-maackianの効果 
鼻過敏症モデルラットにおいてTDI誘発により鼻粘膜中のH1R及びTh2サイトカインで
ある IL-4の遺伝子発現が亢進することが明らかになっている。過去の研究において、苦参
抽出物を 22 日間連日経口投与することにより、鼻過敏症モデルラットの症状及び H1R 及
び IL-4 遺伝子発現亢進は抑制された。苦参より抗アレルギー成分として単離同定された
(-)-maackiain の鼻過敏症モデルラットに対する効果を検証するために、合成により得た
(±)-maackiainを 22日間連日経口投与することにより、その効果を検討した。 
その結果、(±)-maackiainの投与により、鼻過敏症モデルラットにおけるくしゃみや鼻の腫
れ、鼻水等の症状や H1R及び IL-4遺伝子発現が有意に抑制された(Fig. 3)。 
(a)                                           (b) 

 
(c)                                           (d) 

  
Figure 3 鼻過敏症モデルラットにおける (± )-maackiain の効果  
(a): くしゃみ回数   (b):鼻症状   (c):  H1R 遺伝子発現   (d): IL-4 遺伝子発現  
*: P<0.05 vs TDI n=3  **: P<0.01 vs TDI n=3 
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2.3.3. Maackiainの H1R遺伝子発現亢進に対する効果 
HeLa 細胞に苦参より単離した(-)-maackiain を処置し、PMA 刺激による H1R 遺伝子発
現亢進に対する抑制効果を検討した。その結果、HeLa細胞において、(-)-maackiainは PMA
刺激による H1R遺伝子発現亢進を有意に抑制した(Fig. 4 a)。 
また、合成した(±)-maackiainをキラルカラム(Chiral Pack IC、ダイセル化学工業株式会
社)を用いて分割し、(-)-maackiainと(+)-maackiainをそれぞれ分取した(Fig. 5)。分取した
(-)-maackiainと(+)-maackiainを HeLa細胞に処置し、PMA刺激による H1R遺伝子発現
亢進に対する抑制効果を検討した。その結果、HeLa 細胞において、(+)-maackiain は
(-)-maackiainと同様に PMA刺激による H1R遺伝子発現亢進を有意に抑制した(Fig 4 b)。 
(a) 

  
(b) 

 
Figure 4 PMA 刺激による H1R 遺伝子発現亢進に対する maackiain の効果  
(a): (-)-maackiain (**: P<0.05 vs PMA n=3) 
(b): (-)-maackiain 及び (+)-maackiain (**: P<0.01 vs PMA n=3) 
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Figure 5 (±)-maackiain の分割  
旋光度の測定により、RT 73.7sec のピークが(-)-maackiain、RT 99.6 sec のピークが
(+)-maackiainであった。 
 
2.3.4. PKCδのリン酸化に対する(-)-maackiainの効果 

PKCδ の活性化には Y311 のリン酸化が必要であるという報告がある[17]。HeLa 細胞を
PMA で刺激すると、PKCδ のリン酸化が起こる。そこで、PMA 刺激による PKCδ のリン
酸化に対する(-)-maackiainの影響を検討した。HeLa細胞に(-)-maackiainを前処置するこ
とにより、PMA刺激による PKCδのリン酸化は抑制された(Fig. 6)。 

 
Figure 6 PKCδ のリン酸化に対する (-)-maackiain の効果  
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2.3.5. PKCδのキナーゼ活性に対する(-)-maackiainの効果 
PKCδ kinase enzyme system及び ADP-Glo kinase assay kitを用いて、recombinant 

PKCδ のキナーゼ活性に対する(-)-maackiain の効果を検討した。PKC 阻害剤である
staurosporineを陽性対照として用いた。Staurosporineによって PKCδのキナーゼ活性は
有意に抑制されたが、(-)-maackiainは PKCδのキナーゼ活性を抑制しなかった(Fig. 7)。 
 

 
Figure 7 PKCδ キナーゼ活性に対する (-)-maackiain の効果  
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2.4  考察  
 
過去の研究において、我々の研究室は苦参より活性成分として(-)-maackiain を単離・同
定した。(-)-maackiain はマメ科植物に広く分布していることが知られており、プテロカル
パン骨格を有するフラボノイドである。(-)-maackiain は抗がん作用や抗菌作用を有するこ
とや、芳香族炭化水素水酸化酵素を阻害することが報告されているが[18-20]、しかし、
maackiaing が抗アレルギー作用を有する報告はない。本章で、我々は(-)-maackiain の鼻
過敏症モデルラットに対する効果及び H1R遺伝子発現亢進に対する効果を検討した。 
鼻過敏症モデルラットに対する(-)-maackiain の効果を検討するにあたり、投与する

(±)-maackiainの合成を検討した。水銀やタリウムといった有毒の重金属類を用いる既存の
方法とは異なる合成方法を検討し、新たな合成方法を確立した(Fig. 2)。 
合成した(±)-maackiain を鼻過敏症モデルラットに 22 日間経口投与し、鼻症状及び H1R
及び IL-4遺伝子発現亢進に対する効果を検討した。その結果、くしゃみや鼻の腫れ、鼻水
等の鼻症状及び H1R、IL-4遺伝子発現亢進は(±)-maackiain投与により抑制された(Fig. 3)。
(±)-maackiain 5 mg/kg投与群において、H1R及び IL-4遺伝子発現亢進の抑制はわずかで
あるが、くしゃみや鼻症状は抑制された。過去に、我々の研究室は、ラットにヒスタミン

を鼻腔内投与することにより、IL-4及び IL-5遺伝子発現が亢進し、IL-4鼻腔内投与により
H1R遺伝子発現が亢進することを見出した[12]。また、我々の研究室は、H1R遺伝子発現
は IL-5 等の遺伝子発現と強く相関することを報告している[21]。これらの知見から、H1R
シグナルと IL-4シグナルがクロストークすることが示唆されている。このクロストークに
より、低容量の(±)-maackiain 投与群において、H1R や IL-4 の mRNA 発現抑制はほとん
ど認められないが、鼻症状の抑制が認められた可能性が示唆される。 

HeLa 細胞における PMA 刺激による H1R 遺伝子発現亢進に対して、苦参より単離した
(-)-maackiain 及び合成した(±)-maackiain より分割した(-)-maackiain と(+)-maackiain の
効果を検討した結果、(-)-maackiain と(+)-maackiain は H1R 遺伝子発現亢進を抑制した
(Fig. 4, 5)。過去に、我々の研究室は、H1R遺伝子発現は PKCδ、ERK及び poly(ADP-ribose) 
polymerase-1 を介したシグナルによるものであることを報告している[6]。また、H1R 遺
伝子発現亢進は PKCδ選択的阻害剤である rottlerinにより強く抑制されることから、H1R
遺伝子発現において PKCδは強く関与していると考えられる。 

PKCδ の活性には、PKCδ の Y311 のリン酸化が必要であることが報告されている[17]。
そこで、HeLa細胞における PMA刺激による PKCδの Y311のリン酸化に対する影響を検
討した。その結果、(-)-maackiainは PKCδの Y311のリン酸化を抑制した(Fig. 6)。一方で、
PKCδ のキナーゼ活性に対する影響を recommbinant PKCδ を用いて検討した結果、
(-)-maackiainは PKCδのキナーゼ活性を抑制しなかった(Fig. 7)。 
これまでに我々の研究室は、(-)-maackiain以外に、epigallocatechin-3-O-gallate(EGCG)
や quercetinが HeLa細胞や鼻過敏症モデルラットにおける H1R遺伝子発現亢進を抑制す
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ることを明らかにしている[7, 9]。これらの化合物は、PKCδ の Y311 のリン酸化を抑制す
る[7, 9]。これらの知見から、PKCδの抑制はアレルギー症状の治療に有効であると考えら
れ、鼻粘膜細胞における PKCδ が鼻症状に関与している可能性が示唆される。ヒト鼻粘膜
の上皮細胞及び血管内皮細胞に H1R が発現していることが報告されている[22]。また、慢
性気道疾患を引き起こすことが知られているディーゼル排気微粒子刺激によりヒト鼻内皮

細胞において、H1R mRNAが増加すること、ヒト鼻内皮内皮細胞において、ヒスタミン刺
激によって granulocyte macrophage-colony-stimulating factor(GM-CSF)及び IL-8の産生
が引き起こされるが報告されている[23]。さらに、気管支の上皮細胞において、ヒスタミン
刺激による GM-CSFや IL-8産生にH1R-PKC-ERKシグナルが関与することが報告されて
おり[24]、ヒト鼻上皮細胞には PKCδが発現していることも報告されている[25]。上記の知
見より、HeLa細胞は、アレルギー反応に関係する細胞に由来するものではないが、上皮細
胞より生じた子宮頸がん細胞由来の細胞株であることから、鼻粘膜におけるヒスタミン刺

激によるH1R遺伝子発現亢進の分子メカニズム解析のための有用なモデルであると考えら
れる。 
以上の検討において、合成した(±)-maackiainは鼻過敏症モデルラットの鼻症状及び H1R
遺伝子発現亢進を抑制し、(-)-maackian及び(+)-maackiainは HeLa細胞における PMA刺
激による H1R遺伝子発現亢進を抑制した。また、(-)-maackianは HeLa細胞における PMA
刺激による PKCδの Y311のリン酸化を抑制したが、PKCδのキナーゼ活性阻害作用は示さ
なかった。この結果から、(-)-maackiain の H1R 遺伝子発現シグナルにおける標的分子は
PKCδに関連のタンパク質であることが示唆された。 
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第３章	(-)-Maackiain 標的分子の探索及びヒスタミン H1受容体遺

伝子発現に対する(-)-maackiain標的分子の関与 
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3.1. 序論 
 
花粉症は代表的なアレルギー疾患の一つであり、樹木や草の花粉に暴露することで症状が

現れるアレルギー性鼻炎であり、日本人の約 30％が羅患している国民病である。ヒスタミ
ンはアレルギー性鼻炎を引き起こす主要ケミカルメディエーターであり、ヒスタミン H1受

容体(H1R)を介してくしゃみ、鼻汁、痒み等の症状を引き起こす。 
これまでに、我々の研究室は、toluene2,4-diisocyanate(TDI)を用いて作製する鼻過敏症
モデルラット及び花粉症患者において H1R遺伝子発現が鼻症状と強く相関すること、H1R
遺伝子発現は、PKCδ、extracellular signal-regulated kinase(ERK)及び poly(ADP-ribose) 
polymerase-1を介したシグナルによるものであることを報告している。 
第 2章の結果より、抗アレルギー作用を有することが知られる和漢薬である苦参より有効
成分として単離・同定された(-)-maackiain は、鼻過敏症モデルラットにおいて鼻症状と
H1R 遺伝子発現亢進を抑制した。さらに、(-)-maackiain は H1R 遺伝子発現に関与する
PKCδ の活性化に必要とされる Y311 のリン酸化を抑制した。しかし、(-)-maackiain は
PKCδ のキナーゼ活性を抑制しなかった。このことから、H1R 遺伝子発現における

(-)-maackiainの標的となるタンパク質は、PKCδではなく PKCδのリン酸化に関与するタ
ンパク質であることが示唆された。H1R遺伝子発現に関与する PKCδの活性を調整してい
る (-)-maackiain の標的タンパク質を同定し、H1R 遺伝子発現シグナルにおける

(-)-maackiain の標的タンパク質の役割について研究することは、新規作用機序を有する花
粉症治療薬の開発に繋がると考えられた。 
本章では、 (-)-maackiain が結合するタンパク質の探索を行い、 Heat shock 

protein(HSP)90を同定した。HSP90は細胞質に豊富に存在するタンパク質の一つであり、
細胞質の全タンパク質の約 2%である[1]。HSP90 は、様々な細胞シグナルやストレスに対
する反応に必要な多数のクライアントタンパク質の安定化や活性化に関与することが知ら

れおり、これまでに HSP90とクライアントタンパク質の相互作用を阻害する HSP90阻害
剤は抗がん剤として応用する研究が行われている[2]。本章において我々は、HSP90阻害剤
として知られる 17AAG(17-N-Allylamino-17-demethoxygeldanamycin)、celastrol 及び
novobiocin を用いて H1R 遺伝子発現亢進に対する HSP90 の関与を検討した。また、
celastrolを鼻過敏症モデルラットに投与し、その効果を検討した。さらに、H1R遺伝子発
現シグナルに強く関与している PKCδに対する HSP90の関与を検討し、HSP90がどのよ
うに H1R 遺伝子発現に関与しているか、(-)-maackiain の HSP90 に対する作用及び
(-)-maackiain の H1R 遺伝子発現亢進を抑制し抗アレルギー作用を示すメカニズムについ
て考察した。 
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3.2. 実験方法 
 
3.2.1. 使用した試薬・キットなど 

MEM-alpha 培地は Gibco から、RNA later 及び High-Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kits は Applied Biosystems から、プロテアーゼインヒビター(Complete 
Mini)及びフォスファターゼインヒビター(Phos STOP)は Rocheから、ウサギ抗ヒト PKCδ
抗体(C-20)は Santa Cruz Biotechnologyから、ウサギ抗ヒト p-PKCδ(Tyr311)抗体、ウサ
ギ抗ヒト HSP90抗体及びマウス抗ヒト β-actin抗体は Cell Signaling Technologyから、
Goat anti-rabbit IgG(H+L)-HRP conjugate 及 び Immuno-Star goat anti-mouse 
IgG(H+L)-HRP conjugateは Bio-Radから、Immobilon Western Chemiluminescent HRP 
SubstrateはMerk Milliporeからそれぞれ購入した。その他のすべての実験試薬は分析用
試薬を使用した。 
 
3.2.2. 細胞培養及び薬剤処置	

第 2章と同様の方法で HeLa細胞を培養及び薬剤処置を行った。PMA(100 nM)またはヒ
スタミン(100 µM)による刺激の 24時間前に FBSを抜き化合物を処置した。PMAまたはヒ
スタミン刺激 3時間後に細胞をかきとった。 
ヒスタミン刺激はヒスタミン 100 µM を用いて行い、刺激 24 時間前に FBS を除き、

(-)-maackiain、17-AAG、celastrolや noboviocinの化合物を処置した。刺激 3時間後に細
胞をかきとり total RNAを抽出した。 
 
3.2.3. (-)-maackiainの分子標的の探索 

HeLa 細胞溶解液を用いて Böhl らの方法[3]により行った。HeLa 細胞を 37℃、5%CO2

インキュベーターで、8%ウシ胎児血清(FBS, Sigma, MO, USA)及び抗生物質［（10000 
Units/mL penicillin G sodium (Sigma)、10mg/ml streptomycin (Sigma) in 0.9% saline）］
を添加したMEM-α培地(Gibco Grand Island, NY, USA)を用いて 150 mm 7枚に培養した。
24時間のスタベーション後、プロテアーゼインヒビター (Complete Mini, Roche Applied 
Science) およびフォスファターゼインヒビター(Phos STOP, Roche Applied Science)を含
む TBS buffer (20 mM Tris-HCl (pH 8)、0.15 M NaCl)を用いて細胞をかきとり、1.5 mL
チューブに移し、3000 rpm、10分、4℃で遠心した。得られたペレットに上記の TBS buffer
を 60 µL加え、ソニケーションにより細胞を破砕し、15000rpm、15分、4℃で遠心し、こ
の上清を細胞溶解液とした。細胞溶解液 700 µLを、TBS bufferで平衡化した陰イオン交
換カラム(HiTrap Q FF, 5mL: GE Healthcare)にアプライした。0〜5M NaClのリニアグラ
ジエントにより、各フラクションが 4 mLになるように分画した。各フラクション 1 mLに
DMSOを 1 µL加え 1分インキュベートし、蛍光(Ex 285/Em 335 nm)を測定した。続いて
各フラクション 1 mLに DMSOに溶かした 100mM (-)-maackiainを 1 μL加え 1分イン



24 

キュベートし、蛍光(Ex 285/Em 335 nm)を測定した。(-)-Maackiainによる蛍光のクエンチ
が強かったフラクションを 10% SDS-PAGEで泳動し、銀染色MSキット(和光純薬工業株
式会社)を用いて銀染色した。検出したバンドに含まれるタンパク質をトリプシンにより消
化し、ESI-MS/MS によるタンパク質同定法[4]により同定した。ペプチドの分析は、
nano-flow-HPLC/ nanospray ionization MS/MS on an Esquire 3000 ion trap mass 
spectrum (Bruker-Daltonics, Bremen, Germany)を用いて行った。MS/MS データは、
MASCOTアルゴリズム(Matrix Science Ltd., London, UK)を用いて処理し、ペプチド配列
を NBCIデータベースで帰属した。 
 
3.2.4. HSP90と(-)-maackiainの相互作用 
ヒト HSP90αの cDNAを Table 1に示したプライマーを用いて PCRにより増幅した[5]。
増幅したフラグメントは pGEM-T-Easy vector(Promega)を用いてクローニングし、シーケ
ンス解析を行った後、pCold I(タカラバイオ株式会社)に挿入し(SalI 及び PstI サイト)、
BL21(DE3)pLys 細 胞 (Novagen) に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。

1-thio-β-D-galactopyranoside により HSP90 の発現を誘導し、タンパク質発現はウエスタ
ンブロットにより確認した。 Recombinant HSP90 は TALON metal affinity 
resin(Clontech)及び His Trap HP(GE Healthcare)を用いて精製した。精製した
recombinant HSP90を用いて、10µM〜30µMの(-)-maackiainを添加し、蛍光(Ex 285/Em 
335 nm)を測定した。 
 
Table 1 ヒト HSP90αプライマー 
Forward primer 5’-AAATAAGTCGACATGCCTGAGGAAACCCAG-3’ 
Revers primer 5’-CTTCATCTGCAGTTAGTCTACTTCTTCCAT-3’ 
 
3.2.5. (-)-Maackiain immobilized beads binding assay 
3.2.5.1 (-)-Maackiain immobilized beadsの作製 

(-)-Maackiain immobilized beadsの作製は FGビーズ(エポキシビーズ:多摩川精機)を用
いて行った。FGビーズに(-)-maackiainを結合させる反応を Fig. 1に示す。DMF 100 µL
に、エポキシビーズ 0.5 mg、DMSOに溶かした(-)-maackiain 100mM 2µL、炭酸カリウム
2.8 mgを加えて 60 ℃で 24時間インキュベートした。その後、15000rpm、室温、5分遠
心し上清を破棄し 50% DMF 500 µLで洗った。これを 2回行った後、滅菌MilliQ水 500µL
で洗い、50% メタノールで 3回洗ったものを(-)-maackiain immonilized beadsとした。 
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Figure 1 FG ビーズと (-)-maackiain の結合反応  
 
3.2.5.2 HeLa細胞溶解液サンプルの調製 

100 mm dishに HeLa細胞を培養し、24時間 FBSを除いた。5 mLの PBSで 2回洗い、
200 µLのプロテアーゼインヒビター (Complete Mini：Roche) およびフォスファターゼイ
ンヒビター (Phos STOP：Roche)を含む TBS buffer (20 mM Tris-HCl (pH 8)、0.15 M 
NaCl)を加えてセルスクレーパーで細胞をかきとり、1.5 mlチューブに移し、3000 rpm、
10分、4 で遠心した。上清破棄後、NP-40 lysis buffer(150 mM NaCl、 1% NP-40、 50 
mM Tris-HCl(pH 8.0)、1 mM DTT、0.5mM PMSF)を 50 µL加え 30分氷上にインキュベ
ートし 10分ごとに voletexした。15000rpm、4℃、10分遠心し上清を 50 µLとり、100 mM 
KCl bufferを 150 µL加えて 15000rpm、4℃、30分遠心した上清を HeLa細胞溶解液とし
た。 
 
3.2.5.3 各試薬溶液の調製 
以下に示す方法で各試薬溶液を調製した。 
・	 2x100 mM KCl buffer(500 mL) : 2.5 M KCl 40mL、グリセロール 126 g、1 M 

HEPES-NaOH溶液 (pH 7.9) 20mL、1M MgCl2溶液 200 µL、1 M CaCl2溶液 200 µL 、
0.5 M EDTA溶液(pH 8.0) 400 µL、10% NP-40溶液 10mLを混合し、MilliQ水にて
500 mLまでメスアップする。 

・	 100 mM KCl buffer : MilliQ水 25 mL、2x100 mM KCl buffer 25 mLを混合する。使
用前に 1 M DTT溶液 50 µL、1 M PMASF溶液を 10 µL添加する。 

・	 1 M KCl buffer : 2.5 M KCl 18 mL、MilliQ水 7 mL、2x100 mM KCl buffer 25 mL
混合する。使用前に 1 M DTT溶液 50 µL、1 M PMASF溶液を 10 µL添加する。 

・	 1 M DTT溶液および 1 M PMSF溶液 : DTTをMilliQ水に、PMSFを DMSOに溶か
し 1 Mにする。 

 
3.2.5.4 (-)-Maackiain immobilized beads binding assay 

(-)-Maackiain immobilized beadsを 100 mM KCl buffer 200µLに懸濁し、スピンダウン
後に磁気分離し上清を破棄する操作を 3回行った。(-)-maackiainを HeLa細胞溶解液に加
えるものは、DMSOに溶かした(-)-maackiain 100 mMを 2 µL加えて 30分氷上でインキ
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ュベーションした。 immobilized beadsに HeLa細胞溶解液を加え室温、1時間ローテー
タにて撹拌した。撹拌後、スピンダウン、磁気分離により上清を破棄し 100 mM KCl buffer
で beadsを 5回洗い、1M KCl 30 µLによる洗浄を 2回行う。残った beadsに 2倍に希釈
した SDS sample bufferを 40 µL加え、5分間煮沸した。煮沸後スピンダウン、磁気分離
により上清を回収し、サンプルとした。検出はウエスタンブロットにより行った。サンプ

ルは 20 µLをゲルのウェルにアプライした。 
 
3.2.6. ATP beads binding assay 

(-)-Maackiainおよび 17-AAGを処置した HeLa細胞溶解液中の HSP90の ATPに対する
結合の変化を検討した。Baliらの方法[6]を参考に行った。100 mm dishに HeLa細胞を培
養し 24時間 FBSを除いた。(-)-maackiainおよび 17-AAGは FBSを除く際に処置した。
細胞を 5 mL PBSで 2回洗浄後、200 µLのプロテアーゼインヒビター (Complete Mini：
Roche) およびフォスファターゼインヒビター (Phos STOP：Roche)を含む TBS bufferで
かきとり、3000 rpm、10分、4℃で遠心した。上清を破棄し、TNESV buffer(50 mM Tris, 
2 mM EDTA, 100 nM NaCl, 1 mM sodium orthovanadate, 25 mM NaF, and 1% Triton 
X-100, pH 7.5)を 100 µL加え、30分間氷上でインキュベートした後、20秒間のソニケー
ションで細胞を破砕した。12000 rpm、30分、4℃で遠心し、上清を回収し、BCA法によ
りタンパク質濃度を測定し、200 µg/200 µL になるように溶液を希釈した。そこに
γ-Aminophenyl-ATP Immobilized agarose beads (Jena Bioscience)を 50 µL加え、4℃で
over night ローテータにて撹拌した。その後 3000 rpm、2 分、4 で遠心し、上清破棄後

TNESV bufferで beadsを 3回洗った。洗浄後 beadsに 50 µLの SDS sample bufferを加
え、5分間煮沸した。煮沸後 3000 rpm、2分、4℃で遠心し、上清をサンプルとした。検出
は western blotにより行った。サンプルは 20 µLをゲルのウェルにアプライした。 
 
3.2.7. ゲルダナマイシン competition assay 

HSP90α assay kit(BPS Bioscience)を用いて(-)-maackiainの HSP90の ATP結合部位に
対する相互作用を検討した。5×Hsp90 assay buffer、40 mM DTT、2 mg/mL BSA、MilliQ
水を混和し、1×HSP90 assay bufferとした。100 nM FITC-geldanamycin in 1×HSP90 
assay bufferを 96 well plateの positive control、negative control、test inhivitorの well
へ 5 µLずつ加えた。各濃度の 17-AAG (1 nM、3.16 nM、10 nM、31.6 nM、100 nM、316 
nM、1 µM)及び(-)-maackiain (1 µM、3.16 µM、10 µM、31.6 µM、100 µM、316 µM、1 mM)
を test inhibitorの wellへ 10 µLずつ加え、blank、positive control、negative controlの
wellへは 10 µLの 10% DMSOを加えた。20 µLの 1×HSP90 assay bufferを negative 
controlの wellへ、25 µLの 1×Hsp90 assay bufferを blankの wellへ加えた。35 ng/µL 
HSP90α in 1×Hsp90 assay bufferを positive control、test inhibitorの wellへ 20 µLず
つ加えた。25℃、50 rpm で振盪しながら 2 時間インキュベーションし、PerkinElmer 
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Enspire Multimode Plate Reader (PerkinElmer)を用いて蛍光(Ex 485/Em 530 nm)を測定
した。 
 
3.2.8. HSP90 ATPase assay 

Rowlandsらの方法[7]に従い、HSP90 ATPase活性に対する(-)-maackiainの効果を検討
した。0.0812% (w/v) malachite green: 2.32% (w/v) polyvinyl alcohol: 5.72% (w/v) 
ammonium molybdate in 6 M HCl: MilliQ水=2：1：1：2の比率で測定の 1.5時間前に混
合し、室温で放置した。100 mM Tris-HCl、20 mM KCl、6 mM MgCl2を混合し、pH 7.4
に調整し、assay bufferとした。 
各濃度の 17AAG(0.05 µM, 0.2 µM, 1 µM, 4 µM, 20 µM)及び(-)-maackiain (5 µM, 20 µM, 

100 µM, 400 µM, 2 mM)を調製し PCRチューブに 5 µLずつ加えた。blankと negative 
controlのチューブへは assay bufferと DMSOを 5 µLずつ加えた。0.20 mg/mL Hsp90 in 
assay bufferを各 PCRチューブへ 10 µLずつ加えた。blankの PCRチューブへは assay 
bufferを 10 µL加えた。2.5 mM ATP in assay bufferを各 PCRチューブへ 10 µLずつ加
えた。37℃で 16時間インキュベートし、その後 PCRチューブから 96 well plateへサンプ
ルを移し、マラカイト試薬を各 wellへ 80 µLずつ加えた。34％ sodium citrateを各 well
へ 10 µLずつ加え、軽く振盪し、室温で 15分間インキュベートし、PerkinElmer Enspire 
Multimode Plate Reader (PerkinElmer)を用いて、620 nmの吸光度を測定した。 
 
3.2.9. 定量リアルタイム RT-PCR 

2.2.5と同様の方法で行った。 
 
3.2.10. ウエスタンブロット 

2.2.6と同様の方法で行った。 
 
3.2.11. 鼻過敏症モデルラットに対する celastrolの効果 

2.3.3と同様の方法で鼻過敏症モデルラットを作製し celastrolの投与を行った。Celastrol
は 1mg/kgを 1日 1回、経口で TDI誘発前に単回投与および、1週間早期連続投与した。 
 
3.2.12. 共免疫沈降 

100 mm dish に HeLa 細胞を 24 時間培養し 24 時間 FBS を除いた。FBS を除く際に
(-)-maackiainおよび 17AAGを処置した。5 mLの PBSで細胞を 2回洗い、200 µLのプロ
テアーゼインヒビター (Complete Mini：Roche) およびフォスファターゼインヒビター 
(Phos STOP：Roche)を含む TBS bufferでかきとり、3000 rpm、10分、4℃で遠心した。
上清を破棄し、lysis buffer (20 mM Tris-HCl pH7.5、 100 mM NaCl、 0.5% Triton X、 プ
ロテアーゼインヒビター、フォスファターゼインヒビター)を 100 µL 加えて 10 分ごとに
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voltexしながら 60分間氷上でインキュベートした。その後 26G針のシリンジで 10回ピペ
ッティングし、15000 rpm、10分、4℃で遠心した。上清を回収し、BCA法によりタンパ
ク質濃度を測定し、500 µg/200 µLとなるように細胞溶解液を調製した。そこに 2.5 µLの
rabbit control IgGを加え、4℃、30分間ローテータで撹拌し、40 µLの rProtein A Sepharose 
Fast Flow(GE Healthcare)(50%懸濁液)を加え 4℃、30分間ローテータで撹拌した。3000 
rpm、4℃、1分遠心し上清を回収した後に、rabbit control IgG 2.5 µLまたはPKCδ抗体 5µL
を加え 4℃、2時間ローテータにて撹拌し、40 µLの rProtein A Sepharose Fast Flow(50%
懸濁液)を加え 4℃、2時間ローテータで撹拌した。3000 rpm、4℃、1分遠心し上清を破棄
した後、残った beadsを 1 mLの lysis bufferで 3回洗浄した後、45 µLのSDS sample buffer
を加え、5 分間煮沸したものをサンプルとした。検出はウエスタンブロットにより行った。
サンプルは 20 µLをゲルのウェルにアプライした。 
 
3.2.13. 免疫蛍光染色 

35 mm ガラスベース dishに HeLa細胞を 24時間培養し 24時間 FBSを除いた。FBSを
除く際に(-)-maackiainおよび 17AAGを同時に処置した。100 nM PMA処置は 24時間後
に行った。PMA処置後、5分後に PBS 2 mLで 2回洗い、-20℃メタノールを 2 mL加え、
-20℃で 10分静置し固定した。PBSで 3回洗浄後、0.1% Triton X-100を含む PBSを 2 mL
加え室温で 15分間静置した。PBSで 3回洗浄後、1% BSA、0.1% Tween 20を含む PBS(ブ
ロッキング液)を 1 mL 加え、室温で 1 時間静置する。そこに PKCδ(および 58 K Golgi 
marker protein(abcam)抗体を 2 µL加え、4℃で over night静置した。0.1% Tween 20を
含 む PBS で 3 回 洗 浄 後 、 Cy3-conjugated Donkey anti-rabbit IgG(Jackson 
ImmunoResearch)および DyLight488-conjugated Donkey anti-rabbit IgG : Jackson 
ImmunoResearchをブロッキング液で 500倍に希釈したものを 1 mL加え 50分間室温で
静置し、その後 0.25 µg/mLとなるように DAPIを加え 10分間静置した。0.1% Tween 20
を含む PBSで 1回洗浄し、PBSで 3回洗浄した。95%グリセロールを含む PBSを用いて
封入し、共焦点レーザー顕微鏡(LSM510, ZEISS)で観察した。 
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3.3. 実験結果 
 
3.3.1. (-)-maackiainの分子標的の探索 

HeLa細胞溶解液を陰イオン交換カラムクロマトグラフィーにより Fig. 2のようなチャー
トを得た。分取した各フラクションの蛍光の(-)-maackiain の蛍光抑制を測定し、フラクシ
ョン F16に最も強い蛍光抑制が見られた(Fig. 3)。そして F16を銀染色し、検出されたバン
ドに含まれるタンパク質を ESI-MS/MS によるタンパク質同定法による解析を行い、F16
より HSP90を見出した(Fig. 4) 
 

 
Figure 2 陰イオン交換カラムクロマトグラフィー  

 

Figure 3 各フラクションの蛍光 (Ex 285/Em 335 nm) 
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Figure 4 F16 の銀染色  
F16を 10% SDS-PAGEで分離した。電気泳動後、銀染色MSキットで染色した。 
 
3.3.2. HSP90と(-)-maackiainの相互作用 
タンパク質と低分子化合物が相互作用することで、タンパク質の内在トリプトファンに由

来する蛍光が抑制される[3]。Böhl らの方法にしたがって、(-)-maackiain の添加による
recombinant HSP90 の内在トリプトファンの蛍光の抑制を測定することで HSP90 と
(-)-maackiainの相互作用を検討した。その結果、(-)-maackiainは濃度依存的に蛍光を抑制
した(Fig. 5)。 

 
Figure 5 HSP90 内在性トリプトファン由来の蛍光  
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3.3.3. (-)-Maackiain immobilized beads binding assay 
(-)-Maackiain immobilized beadsを作製し、HeLa細胞溶解液中に beadsを懸濁しインキ
ュベーションした後に、プルダウンし beadsに結合した HSP90を、HSP90抗体を用いた
ウエスタンブロットにより検出した。その結果、(-)-maackiain immobilized beadsにHSP90
が結合し、それが遊離(-)-maackiainにより阻害された(Fig. 6)。この結果から、HSP90は
(-)-maackiainの結合タンパク質であることが示唆された。 

 

 
Figure 6 (-)-maackiain immobilized に対する HSP90 の結合  
ウエスタンブロットの条件 
＜1次抗体＞ 
HSP90抗体(rabbit) 1:1000 
＜2次抗体＞ 
anti-rabbit抗体 1:20000 
 
3.3.4. ATP beads binding assay 

HSP90には ATP結合部位が存在し、HSP90の構造変化や機能に関与することが報告さ
れている[8-10]。そこで、HSP90の ATP結合部位に対する(-)-maackiainの影響を検討し
たところ、HeLa細胞に(-)-maackiainを処置すると、HSP90のATP結合が減少した(Fig. 7)。 
 

(a)                                         (b) 

   
Figure 7 HSP90 の ATP 結合に対する (-)-maackiain の影響  
(a): ATP beads  (b): total lysate 
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western blotの条件 
＜1次抗体＞ 
HSP90抗体(rabbit) 1:1000 
β-actin抗体(mouse) 1:3000 
＜2次抗体＞ 
anti-rabbit抗体 1:20000 
anti-mouse抗体(β-actin) 1:30000 
 
3.3.5. ゲルダナマイシン competition assay 

HSP90 のゲルダマイシンの結合に対する(-)-maackiain の影響を検討した。その結果、
(-)-maackiainの FITC標識ゲルダナマイシンのHSP90の ATP結合部位に対する結合阻害
が認められた(Fig 8、IC50: 10µM)。一方で、17-AAGの IC50は 0.64 µMであり、(-)-maackiain
は約 16倍高い IC50であった。 
 

 
Figure 8 (-)-maackiain のゲルダナマイシン competition assay 
■: 17-AAG 
●: (-)-maackiain 
 
3.3.6. HSP90 ATPase assay 

(-)-Maackiainの HSP90の ATPase活性に対する影響を検討した結果、(-)-maackiainは
HSP90の ATPase活性に対して抑制傾向を示した(Fig. 9)。一方で、(-)-maackiainのHSP90
の ATPase活性に対する抑制効果は、17-AAGと比較して非常に弱いものであった。 
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Figure 9 (-)-maackiain の HSP90 ATPase 活性に対する効果  
■: 17-AAG 
●: (-)-maackiain 
 
 
3.3.7. HSP90阻害剤の H1R遺伝子発現亢進に対する効果 

HSP90の阻害剤である 17-AAG、celastrol及び novobiocinをそれぞれ用いて、HeLa細
胞における PMA刺激による H1R遺伝子発現亢進に対する HSP90の関与を検討した。そ
の結果、17-AAG、celastrol及び novobiocinの処置により、PMA刺激による H1R遺伝子
発現亢進は有意に抑制された(Fig. 10)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



34 

(a)                                           (b)

  
 
(c) 

 

 
Figure 10 HSP90 阻害剤の H1R 遺伝子発現に対する効果  
(a): 17-AAG  (b): celastrol  (c):  novobiocin 
*: P<0.05 vs PMA n=3 
**: P<0.01 vs PMA n=3 
 
3.3.8. 鼻過敏症モデルラットに対する celastrolの効果 

HSP90の阻害剤である celastrolを鼻過敏症モデルラットに、1日 1mg/kgを経口で 1週
間連続投与し、鼻過敏症モデルラットに対する効果を検討した。その結果、celastrol の投
与により、鼻過敏症モデルラットにおけるくしゃみや鼻の腫れ、鼻水等の症状や H1R及び
IL-4遺伝子発現が有意に抑制された(Fig. 11)。 
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(a)                                            (b) 

      
 
(c)                                            (d) 

      

 
Figure 11 鼻過敏症モデルラットに対する celastrol の効果  
(a): くしゃみ回数   (b):鼻症状   (c):  H1R 遺伝子発現   (d): IL-4 遺伝子発現  
*: P<0.05 vs TDI n=4 
**: P<0.01 vs TDI n=4 
 
3.3.9. PKCδのリン酸化に対する効果 

HeLa細胞における PMA刺激による PKCδのリン酸化に対する 17-AAGの影響を検討し
た。17-AAGの処置により、PKCδのリン酸化は抑制された(Fig. 12)。この結果から、HSP90
はPKCδを介したH1R遺伝子発現メカニズムにおいて重要な役割を担っていることが示唆
された。 



36 

 
Figure 12 17AAG の PKCδ-ERK シグナルに対する影響  
ウエスタンブロットの条件 
＜1次抗体＞ 
p-PKCδ Y311抗体 1:1000 
PKCδ抗体(rabbit) 1:1000 
β-actin抗体(mouse) 1:3000 
＜2次抗体＞ 
anti-rabbit抗体 1:20000 
anti-mouse抗体(β-actin) 1:30000 
 
3.3.10. HSP90-PKCδの相互作用 

PKCδと HSP90が複合体を形成するという報告がある[11-13]。そこで、PKCδ抗体を用
いた共免疫沈降で(-)-maackiainの PKCδ-HSP90複合体に対する影響を検討した。HeLa
細胞において、HSP90は PKCδと複合体を形成して存在しており、(-)-maackiain及び
17-AAGの処置により、HSP90-PKCδ複合体形成は阻害された(Fig. 13)。この結果から、
(-)-maackiainは HSP90- PKCδの相互作用を阻害することで、PKCδシグナルを抑制する
ことが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



37 

(a) 

 

 
(b) 

 
 
Figure 13 PKCδ-HSP90 複合体に対する (-)-maackiain の影響  
(a): IP(PKCδ)  (b): total lysate 
＜1次抗体＞ 
PKCδ抗体(rabbit) 1:500 
HSP90抗体(rabbit) 1:500(IP)、1:1000(total lysate) 
β-actin抗体(mouse) 1:3000 
＜2次抗体＞ 
anti-rabbit抗体 1:15000 
anti-mouse抗体(β-actin) 1:30000 
 
3.3.11. PKCδの Golgiへの移行に対する HSP90の関与 
我々は、ヒスタミン及び PMA刺激により、PKCδが細胞質から Golgiに移行すること明
らかにした[14]。この PKCδの Golgiへの局在化は H1R遺伝子発現に関与していると考え
られる。そこで、PKCδ抗体と 58 K Golgi marker protein抗体を用いた免疫蛍光染色によ
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り、PKCδトランスロケーションに対する(-)-maackiainおよび 17-AAGの影響を検討した。
PMA 刺激により、PKCδ は Golgi 周辺に局在化するが、(-)-maackiain および 17-AAG 処
置によりそれは抑制された(Fig. 14)。 

 

(a) 
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(b) 

 
Figure 14. PKCδ のトランスロケーションに対する (-)-maackiain 及び 17-AAG の
影響  
(a): (-)-maackiain  (b): 17-AAG 
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3.4 考察 
 
本章では、(-)-maackiainが結合するタンパク質の探索を行い、(-)-maackiainが H1R遺
伝子発現亢進を抑制するメカニズムを解明する目的で研究を行った。 

Böhlらの方法を用いて HeLa細胞溶解液中のタンパク質より(-)-maackiainと相互作用す
るタンパク質を探索した[3]。この方法は、トリプトファンに由来するタンパク質の蛍光が
低分子の結合により消光することを利用して、低分子が結合するタンパク質を探索する方

法である。その結果、(-)-maackiainに結合する標的タンパク質の候補として、HSP90を見
出した。Recombinant HSP90を用いて(-)-maackianとHSP90の相互作用を検討した結果、
(-)-maackiainは濃度依存的に recombinant HSP90由来の蛍光を抑制した(Fig. 5)。磁気ビ
ーズに(-)-maackiainを固定化し、HeLa細胞溶解液中の HSP90との結合を検討した。スペ
ーサーの先端がエポキシ基の磁気ビーズを用いて(-)-maackiainを結合させ、(-)-maackiain 
immobilized beadsを作製した。HeLa細胞溶解液中に(-)-maackiain immobilized beads
を懸濁しインキュベーションした後に、プルダウンし(-)-maackiain immobilized beadsに
結合した HSP90を、HSP90抗体を用いたウエスタンブロットにより検出した。その結果、
(-)-maackiain immobilized beadsにより HSP90がプルダウンされており、HeLa細胞溶解
液と beadsをインキュベーションする際に遊離の(-)-maackiainを添加するとプルダウンさ
れる HSP90の量が減少した(Fig. 6)。この結果から、(-)-maackiainは HSP90に結合する
ことが明らかとなった。さらに、(-)-maackiainを処置した HeLa細胞の細胞溶解液に ATP
を固定化した ATP beadsを懸濁させ、ATP beadsに結合した HSP90をウェスタンブロッ
トにより検出した結果、(-)-maackiainの処置により ATP beadsに結合した HSP90の量は
減少した(Fig. 7)。この結果から、(-)-maackiainは HSP90の ATPへの結合に影響を与え、
HSP90の機能を阻害することが示唆された。 
ゲルダナマイシンは HSP90の N末端の ATP結合部位に結合し、HSP90の活性を阻害す
る阻害剤である。そこで、HSP90 の ATP 結合部位へのゲルダマイシンの結合に対する
(-)-maackiain の影響を、FITC 標識ゲルダナマイシンを用いたゲルダナマイシン

competition assayにより検討した。その結果、(-)-maackiainの FITC標識ゲルダナマイシ
ンの HSP90の ATP結合部位に対する結合阻害が認められた(Fig 8、IC50: 10µM)。一方で、
17-AAGの IC50は 0.64 µMであり、(-)-maackiainは約 16倍高い IC50であった。この結果

から、(-)-maackiainはHSP90の ATP結合部位とは異なるサイトに結合すると考えられた。
HSP90は ATPase活性を持ち、HSP90に ATPが結合することによりクライアントタンパ
ク質との親和性が向上することが知られており、クライアントタンパク質に対する種々の

機能に重要であることが知られている[6-10]。そこで、マラカイトグリーン試薬を用いて
HSP90 の ATPase 活性による ATP の分解により発生する遊離リン酸を測定する HSP90 
ATPase assayにより、(-)-maackiainの HSP90の ATPase活性に対する効果を検討した。
その結果、(-)-maackiainは HSP90の ATPase活性に対して抑制傾向を示したが、17-AAG



41 

と比較して非常に弱いものであった(Fig. 9)。この結果及びゲルダナマイシン competition 
assayの結果から、(-)-maackiainは HSP90の ATP結合部位の近傍だが若干異なる部位に
結合することが示唆された。また、これらの結果は ATP beads binding assayの結果と異
なる傾向を示したが、その理由は HSP90の環境の違いである可能性が考えられる。ゲルダ
ナマイシン competition assay や HSP90 ATPase assayは recombinant HSP90を用いた
のに対し、ATP beads binding assayは(-)-maackiainを HeLa細胞に処置し、その細胞溶
解液を用いて実験を行なった。コシャペロン等の HSP90の活性に影響を与える因子の存在
の有無が結果に影響を与えたと考えられた。 
次に、HSP90 の H1R 遺伝子発現に対する関与を検討するために、HSP90 の阻害剤であ
る 17-AAG、celastrol 及び novobiocin をそれぞれ HeLa 細胞に処置し、PMA 刺激による
H1R 遺伝子発現亢進に対する HSP90 の関与を検討した。17-AAG はゲルダナマイシン誘
導体であり、HSP90の N末端の ATP結合部位に結合し、HSP90の活性を阻害する阻害剤
である[9]。Celastrol は HSP90 の C 末端領域に結合し、HSP90 とコシャペロンとの相互
作用を阻害する[15, 16]。Novoviocinは、HSP90の二量体化に関与する C末端領域に結合
し、コシャペロンやクライアントタンパク質への相互作用を阻害する[17]。検討の結果、
17-AAG、celastrol及び novobiocinは HeLa細胞における PMA刺激による H1R遺伝子発
現亢進を有意に抑制した(Fig. 10)。さらに、celastrol を鼻過敏症モデルラットに投与した
結果、celastrol の投与により、鼻の腫れ、鼻水等の症状や H1R 及び IL-4 遺伝子発現は抑
制された(Fig. 11)。以上の結果から、HSP90は H1R遺伝子発現及び花粉症に関与すること
が示唆された。 

PKCδと HSP90が複合体を形成するという報告がある[11-13]。このことから、H1R遺伝
子発現シグナルにおいて、HSP90は PKCδと複合体を形成し PKCδの活性化を調節するこ
と H1R 遺伝子発現に関与していると考えられた。そこで、HSP90 阻害剤である 17-AAG
を用いて、HeLa細胞における PMA刺激による PKCδの Y311のリン酸化に対する影響を
検討した。その結果、17-AAGの処置により PMA刺激による PKCδのリン酸化は抑制され
た(Fig. 12)。さらに、PKCδ抗体を用いた共免疫沈降の結果、HSP90は PKCδと複合体を
形成していることが確認できた。そして、(-)-maackiain 及び 17-AAG の処置により、

HSP90-PKCδの相互作用は阻害された(Fig. 13)。さらに、これまでの研究で、我々はヒス
タミン及び PMA刺激により、PKCδが細胞質から Golgiに移行すること明らかにしている
[14]。PKCδ抗体と 58 K Golgi marker protein抗体を用いた免疫蛍光染色により、PKCδ
トランスロケーションに対する(-)-maackiainおよび 17-AAGの影響を検討した結果、PMA
刺激により、PKCδは Golgi周辺に局在化するが、(-)-maackiainおよび 17-AAG処置によ
りそれは抑制された(Fig. 14)。この結果より、PKCδのトランスロケーションには HSP90
が関与しており、(-)-maackiainは HSP90の機能を阻害して PKCδのトランスロケーショ
ンを抑制することが示唆された。 
本章において、我々は、(-)-maackiain の標的タンパク質を探索し、HSP90 を見出した。
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HSP90阻害剤である 17-AAG、celastrol及び novobiocinは HeLa細胞における PMA刺激
による H1R 遺伝子発現亢進を抑制し、17-AAG は PKCδ の Y311 のリン酸化を阻害した。
PKCδ抗体を用いた共免疫沈降により、 (-)-maackiain及び 17-AAGは HSP90-PKCδ複合
体形成を阻害することが明らかとなった。さらに、(-)-maackiain及び 17-AAGは PKCδの
Golgiへのトランスロケーションを阻害した。上記の結果、HSP90 は PKCδと複合体を形
成し PKCδ の活性を調節することで H1R 遺伝子発現に関与しており、(-)-maackiain は
HSP90-PKCδ 複合体形成を阻害することで H1R 遺伝子発現亢進を抑制することが明らか
となった。 
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本研究では、苦参より単離された抗アレルギー物質である(-)-maackiain の鼻過敏症モデ
ルラット及び H1R遺伝子発現亢進に対する効果を検討し、(-)-maackiain の H1R遺伝子発
現亢進抑制効果の作用機序の解明を目的として研究を行った。 
ま ず 、 我 々 は 第 2 章 に お い て (±)-maackiain の 全 合 成 を 試 み た 。

Bis(benzonitrile)palladium(II)dichlorideを用いることで、水銀などの有害な重金属を使用
する従来の方法と異なる合成法を確立した。合成によって得た(±)-maackiainは鼻過敏症モ
デルラットにおいて鼻症状及び H1R、IL-4 遺伝子発現亢進を抑制した。また、HeLa 細胞
において、(-)-maackiain 及び(±)-maackiain より分割した(+)-maackiain は、PMA 刺激に
よる H1R遺伝子発現亢進を抑制した。このことから、(-)-maackiainは(±)-maackiainと同
様に鼻過敏症モデルラットの症状を抑制すると考えられた。H1R 遺伝子発現に強く関与す
る PKCδ のキナーゼ活性に対して(-)-maackiain は抑制効果を示さなかった。一方で、
(-)-maackiainは PKCδの活性化に重要と考えられている Y311のリン酸化を抑制した。以
上の結果より、(-)-maackiain は H1R 遺伝子発現亢進を抑制する効果を持ち、花粉症に対
して有効であることが示唆された。さらに、(-)-maackiainは PKCδの Y311のリン酸化を
抑制したが、PKCδ のキナーゼ活性阻害作用は示さなかったことから、(-)-maackiain の標
的分子は PKCδに関連のタンパク質であると考えられた。 
第 3 章では、(-)-maackiain が相互作用するタンパク質の探索を行い、候補タンパク質の

H1R 遺伝子発現に対する関与について検討した。HeLa 細胞の細胞溶解液を陰イオン交換
カラムクロマトグラフィーにより分画し、各フラクションに(-)-maackiain を添加しトリプ
トファンに由来するタンパク質の蛍光が低分子の結合により消光することを利用し、もっ

とも変化が大きかったフラクションより HSP90を見出した。Recombinatn HSP90を用い
た検討においても(-)-maackiainは蛍光を抑制し、(-)-maackiain immobilized beadsを用い
た検討において、HeLa細胞溶解液中の HSP90の結合が認められた。一方で、ゲルダナマ
イシン competition assayにおいて、(-)-maackiainの ATP結合部位に対する結合は非常非
常に弱く、HSP90 ATPase assayにおいても、(-)-maackiainは抑制傾向は示すものの、抑
制効果は弱かった。以上の結果より、(-)-maackiainは HSP90に結合するが、(-)-maackiain
の結合部位はゲルダナマイシンと若干異なる ATP結合部位の近傍部であることが示唆され
た。 

17-AAG、celastrol及び novobiocinはHSP90阻害剤として知られている化合物であるが、
これらは HeLa細胞における H1R遺伝子発現亢進を抑制した。17-AAGは PKCδの Y311
のリン酸化を阻害し、celastrolは鼻過敏症モデルラットにおいて、鼻症状及び H1R遺伝子
発現亢進を抑制した。PKCδ抗体を用いた共免疫沈降により、HSP90は PKCδと複合体を
形成しており、(-)-maackiain及び 17-AAG は HSP90-PKCδ複合体形成を阻害することが
明らかとなった。さらに、(-)-maackiain及び 17-AAGは PKCδの Golgiへのトランスロケ
ーションを阻害した。以上の結果より、HSP90は PKCδと複合体を形成し PKCδの活性を
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調節することで H1R遺伝子発現に関与することが示唆された。 
本研究の結果より、我々は、(-)-maackiainの H1R遺伝子発現亢進の抑制のメカニズムは

HSP90-PKCδ複合体形成を阻害し、PKCδ活性を阻害することであることを明らかにした。
H1R 遺伝子発現メカニズムの一端を担う分子として見出された HSP90 は、花粉症をはじ
めとしたアレルギー疾患治療における標的分子になる可能性を持っており、HSP90阻害剤
は、H1R 遺伝子発現を制御しアレルギー症状の改善や症状の進行を抑制する新たな治療薬
になりうると考えられた。 
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