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Abstract
【目的】近年、アトピー性皮膚炎の患者数は増加傾向にあるが、薬剤塗布や保湿といった手間のかかる現
在の治療法、治療費の負担などでQOLが低下しやすいといった点が問題となっている。一方、アトピー性
皮膚炎の治療薬として、炎症性サイトカイン産生に関わるJanus kinase(JAK)カスケードを阻害すること
でこのサイクルを断ち切るJAK阻害薬が注目され、開発が進展している。本研究では、日常的に摂取する
食品の中から症状の緩和に有効な成分を探索することを目的とし、JAK下流に位置する転写因子である
Signal Transducer and Activator of Transcription(STAT)ファミリーの中でも特にSTAT5に注目し、動物
培養細胞を用いたSTAT5転写活性を安定に測定する評価系を構築し、さらに抗炎症作用を有する食品成分
の探索・解析をおこなうこととした。

【方法・結果】 STAT5応答配列を含むレポーターベクターをHEK293細胞にトランスフェクションした後、
抗生物質Hygromycinによる薬剤選抜をおこなった。さらに限界希釈法を用い、レポーターアッセイによ
りSTAT5転写活性の高いシングルクローンを選抜・測定の最適条件を検討し、STAT5転写活性を安定に測
定できる細胞株である 1-B-9株を獲得するに至った。次に構築した評価系を用いて、食品成分がSTAT5転
写活性に及ぼす影響を検討したところ、いくつかの化合物がSTAT5阻害活性を有することが示された。そ
こでマクロファージモデル細胞を用いて、食品成分がIFN-βによるIL-6 mRNA発現および分泌亢進に及ぼ
す影響をreal-time PCR法およびELISA法を用いて検討した。その結果、LuteolinはIFN-β によるIL6
mRNA発現および分泌亢進を有意に抑制し、RNA干渉法によりこれがSTAT5を介していること確認された。
Luteolinの抗炎症作用における構造活性相関を確認するため、Luteolinの構造類似体であるChrysoeriol、
Diosmetinを用いてIL-6 ｍRNA発現亢進に及ぼす影響を確認したところ、ともに阻害活性を示した。この
ことから、LuteolinのSTAT5下流IL-6 ｍRNA発現亢進はフラボン骨格B環4位のOH基またはOCH₃基が重
要であることが確認された。 Western blot法を用いてIFN-βによるSTAT5リン酸化および総タンパク量
の増加について検討したところ、Luteolinはどちらも抑制する効果が確認された。
以上、本研究よりLuteolinはアトピー性皮膚炎の緩和・緩解期の持続に有用となる可能性が示された。
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厚生労働省患者調査をもとに作成
(https://www.mhlw.go.jp/toukei/saikin/hw/kanja/10syoubyo/dl/h29syobyo.pdf)

平成

患者数の44％は成人

近年、新しい治療薬として
JAK阻害薬が注目を浴びている
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JAK-STAT経路とJAK阻害薬

Methods and Results

HEK293細胞

STAT5レポーターベクター
遺伝子導入

限界希釈法による
クローン選抜

レポーターアッセイ

シングルクローン単離

STAT5安定応答HEK293細胞として1B9株を獲得し
STAT5転写活性安定評価系を構築した

転写活性が高く、
かつ細胞の増殖が最も早い

1B9株を選抜した

最適条件の検討

IFN-β濃度 100ng/mL
細胞数 1×10⁴cells/well

とすることとした

① STAT5転写活性安定評価系の構築

抗生物質Hygromycin
(800µg/mL)による薬剤選抜

Each value means ±SE（n=4）

②構築した系を用いた食品成分のスクリーニング

IFN-β濃度(ng/mL)

STAT5-Luc/HEK293

IFN-β+食品成分

37℃・4ｈ

レポーターアッセイ

37℃・O/N

Kaempferol、Apigenin、Ginkgolide B、Luteolinが
STAT5転写活性を阻害した

③IFN-βによるIL-6 mRNA発現・分泌亢進に対する食品成分の影響

Each value means ±SE（n=4） a,b,c:Tukey’s test p<0.05

J774.1 細胞

Apigenin
Ginkgolide B

Luteolin

IFN-β
100ng/ｍL+ IL-6

real-time PCR

Each value means ±SE（n=4 or 3）
a,b:Tukey’s test p<0.05

Each value means ±SE（n=4 or 3）
Student’s test *p<0.05

IL-6 mRNA発現はSTAT5を介して
亢進していることが示唆された

Apigenin、LuteolinはSTAT5下流IL-6 mRNA発現を阻害した
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DiosmetinはLuteolinと同程度、Chrysoeriolは
Luteolinよりもやや強くIL-6 mRNA発現亢進を抑制した

B環4位のOHあるいはOCH₃の存在が重要であることが示された

B環3位のOHがOCH₃となることでより強く抑制する傾向がみられた

IL-6
ELISA

IFN-β 100ng/ｍL
+Luteolin

37℃

48h

RAW264.7 細胞
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LuteolinはIL-6分泌亢進を抑制する
傾向があることが示唆された

④ LuteolinがSTAT5リン酸化・タンパク量増加に及ぼす影響

LuteolinはIFN-β誘導STAT5リン酸化亢進、
STAT5総タンパク量増加を抑制した

Conclusion

HEK293細胞を用いてSTAT5転写活性安定評価系を構築した
LuteolinはIFN-βによるSTAT5転写活性、IL-6 mRNA発現・分泌、

STAT5リン酸化亢進およびタンパク量増加を抑制した
以上、本研究よりLuteolinは抗炎症作用を有することが示唆された
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