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研究成果の概要（和文）：本研究は、指定難病であるシェーグレン症候群（SS）の新規治療標的の探索のため、
研究代表者が独自に探索し所有しているBAFFシグナル阻害作用を有する化合物の作用機序を明らかにすることを
目的としている。研究代表者はこれらの化合物がBAFF受容体を介したBAFFによる単球の活性化と単球が寄与する
B細胞の機能亢進を抑制する知見を得た。さらにこれらの化合物がNav1.7チャンネル阻害活性を有しており、SS
患者末梢血単球でのNav1.7チャンネルの発現亢進とBR3発現の相関を示した。これらの結果は単球の活性化にお
けるBAFFおよびNavチャンネルシグナルのクロストーク機構の関与を示唆している。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to search a novel therapeutic target to treat 
Sjogren’s syndrome (SS), one of the intractable autoimmune diseases. We discovered efficacious 
compounds, which inhibited binding of BAFF to a BAFF receptor (BR3). We found that these compounds 
inhibited activation of monocytes triggered by BAFF and IgG production by B cells co-cultured with 
BAFF stimulated monocytes. Notably, we found that our compounds showed inhibitory activity against 
Nav1.7 channel, which is involved in IL-6 production by monocytic lineage. Moreover, specific 
inhibitor against Nav1.7 suppressed IL-6 and IgG production by BAFF-stimulated monocytes and B cells
 co-cultured with BAFF-stimulated monocytes, respectively. In addition, the expression level of 
Nav1.7 in monocytes was elevated and positively correlated with BR3 expression in the cells of SS 
patients. Our results suggest that the crosstalk between BAFF signaling and sodium channel 
contributes to activation of monocytes.

研究分野：免疫学　細胞生物学

キーワード： B細胞活性化因子（BAFF）　BAFF受容体　単球　自己免疫疾患　シェーグレン症候群　イオンチャンネル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、指定難病のシェーグレン症候群（SS）に対する根治療法の開発を最終目標として、研究代表者が独自
に所有するBAFFシグナル阻害作用を有する化合物の作用機序の詳細と新規治療薬標的の探索を目的する。これら
の化合物はin vitroおよびin vivoの検討により、単球やB細胞の活性化を抑制し、Navチャンネル阻害活性も有
していることが明らかとなった。これは全く新規な発見であり、単球におけるBAFFシグナルとNavチャンネルシ
グナルのクロストーク機構を中心とした取り組みは世界でも報告が無く、独創性および新規性が極めて高く、治
療法のない難病分野への新規治療法の提案は社会的意義が極めて高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) シェーグレン症候群の現状 
シェーグレン症候群（SS）は厚生労働省により指定難病と定められた自己免疫疾患である。SS
は慢性唾液腺炎や乾燥性角結膜炎などに加え、関節炎、間質性肺炎など多彩な症状が出現し、生
命予後が不良なケースも稀ではない。このような症状は患者の QOL を著しく害し、重要なアン
メットメディカルニーズが存在する疾患である。しかしながら病態形成機序が未だに不明であ
るため、根治につながる治療薬が存在せず、その開発が強く求められている。現在の SS に対す
る治療は人口涙液、人工唾液、ステロイド剤など対症療法が主であり、その効果は限定的で根治
療法の確立には至っていない。近年、BAFF に対する抗体製剤であるベリムマブを用いた SS を
対象疾患とする治験が欧米で実施されたが、これまでのところベリムマブは腺外症状を改善し
たものの、腺症状の改善には至らず(Mariette X, et al. 2015)、BAFF のみを治療標的とする戦
略には限界があると考えられる。 
(2) シェーグレン症候群の病態形成における BAFF の関与 
これまでの研究代表者の研究を含む多くの研究から、SS の発症原因の一つは B 細胞の機能異常
によって起こる多様な炎症と考えられている。特に B 細胞の分化増殖および生存に必須の分子
である B 細胞活性化因子（BAFF）については、SS 患者の血清中の濃度や病変腺組織での発現
が高値であることや、血中の BAFF 濃度と疾患特異的自己抗体の血清中濃度や疾患活動性
（ESSDAI）の間に正の相関関係があるなどが報告されている。また病変腺組織には多くの
BAFF 陽性細胞が浸潤しており、これらが SS の病態形成に重要な役割を担っている可能性があ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究は、国の定める指定難病であり、代表的なアンメットメディカルニーズであるシェーグレ
ン症候群（SS）に対する根治療法の開発のため、申請者が独自に所有する化合物 A（図 1）の作
用機序の詳細を明らかにし、その機序に基づく新規な治療薬標的を探索することを目的として
いる。BAFF 受容体（BR3）を介した BAFF シグナル経路に寄
与する別の経路や分子を見いだせれば、両者を阻害するこ
とにより相乗的な阻害効果が現れ、結果として有効性の高
い SS の治療薬の開発が可能となると考えた。そこで、BAFF
シグナルとクロストークするシグナルの探索とその機序
の解明を本研究の「問い」として設定した。 
 
３．研究の方法 
(1) THP-1 を用いた既承認薬のリポジショニング 
ヒト単球由来細胞株である THP-1に IFNγ（200ng/ml）刺激を加え 24時間培養後に BAFF（2µg/ml）
と既承認薬ライブラリーから得た薬剤（20 および 2µM）存在下で 4 日間培養した。培養上清中の
IL-6 量について ELISA 法を用いて定量した。 
 
(2) 化合物の Nav1.7 チャンネル阻害活性 
Nav1.7 チャンネル（SCN9A gene）遺伝子を導入し、Nav1.7 を発現させた CHO 細胞を用いてパッ
チクランプ法（QPatch HT® Sophion Bioscience A/S, Denmark)により化合物 A の Nav1.7 阻害
活性を測定した。 
 
(3) BAFF 刺激単球での Nav1.7 と NF-kB 発現増強 
SS 患者および健常人末梢血より CD14 マイクロビーズ（Miltenyi Biotech 社）を用いて autoMACS 
pro separator®（Miltenyi Biotech）により単球を単離し、5X10^5/well 2ml/well で rhBAFF 
(recombinant human BAFF 2µg/ml)存在下で 4 日間培養した。回収した細胞より RNA を抽出し、
Nav1.7 および NF-kB(NF-ｋB1、NF-kB2)発現について定量 PCR 法を用いて解析した。 
 
(4) SS 患者および健常人末梢血単球における BAFF 受容体（BR3）と Nav1.7 チャンネル発現の検
討 
①SS 患者および健常人末梢血を用いて、単球での BR3 および Nav1.7 発現についてフローサイト
メトリー法で解析した。具体的には、PE 標識抗ヒト BR3 抗体、PE-Cy5.5 標識抗ヒト Nav1.7 抗
体、PE-Cy7 標識抗ヒト CD14 抗体（いずれも BD Bioscience）を用いて末梢血細胞を染色し、
MACSQuant Analyzer(Miltenyi Biotech 社)でそれぞれの分子の単球での発現率について解析し
た。 
②SS患者および健常人末梢血よりCD14マイクロビーズ（Miltenyi Biotech社）を用いてautoMACS 
pro separator®（Miltenyi Biotech）により単球を単離し、RNA 抽出、cDNA 変換を経て、BR3 お
よび Nav1.7 発現について定量 PCR 法を用いて解析した。 
 
(5) BAFF 活性化単球からの IL-6 産生と BAFF を含んだ B 細胞活性化よる IgG 産生に対する化合



物 A および Nav1.7 阻害剤の抑制効果 
①末梢血単球からの IL-6産生に対する化合物 A もしくは Nav1.7 選択的阻害剤の効果 
健常人および患者末梢血より CD14 マイクロビーズ（Miltenyi Biotech）を用いて、autoMACS  
separator（Miltenyi Biotech）により単球を分離した。5 X 10^5/well 2ml/培養プレートで 
rhBAFF(2µg/ml)存在下で 4 日間培養し、培養上清中の IL-6 を ELISA 法にて定量した。培養開始 
時より化合物 A もしくは Nav1.7 選択的阻害剤を 10µMより段階希釈を行い加え、BAFF による単 
球からの IL-6 産生に対する影響を検討した。 
 
②B 細胞からの IgG 産生に対する化合物 A および Nav1.7 選択的阻害剤の効果 
健常人および患者末梢血より末梢血単核球（PBMC）を Ficoll 比重遠心法を用いて分離し、B 細
胞刺激カクテル（抗 IgM 抗体、抗 CD40 抗体、rhBAFF、rhIL-21）と Nav1.7 選択的阻害剤あるい
は化合物 A 存在下で 96 well 培養プレートに 1 X 10^6/well 200µl/well で播種し 7 日間培養し
た。培養上清中の IgG 量について ELISA 法を用いて定量した。 
 
４．研究成果 
(1) THP-1 細胞を用いた BAFF 誘導 IL-6 産生阻害作用を有する既承認薬のスクリーニング 
THP-1を用いたスクリーニングの結果いくつかのイオンチャンネル阻害薬が BAFF誘導 IL-6産生
抑制作用を示すことが明らかとなった（図 2）。これらの結果は単球における BAFF 誘導 IL-6 産
生機構への Nav1.7 の関与を示唆するものである。 

 

(2) 化合物 A の Nav1.7 阻害活性検証 

パッチクランプ法により化合物 A の Nav1.7 阻害活性を検証した（図 3）。この結果、化合物 A は

Nav1.7 阻害活性を有することが明らかとなっ

た。陽性コントロールとして Lidocaine を用いた。 

 

(3) BAFF 刺激末梢血単球での Nav1.7

および NF-kB(NF-kB1、NF-kB2)発現 

SS患者および健常人末梢血より単離し

た単球を BAFF 存在下で 4 日間培養し、

細胞における Nav1.7 および NF-kB1 

NF-kB2発現について定量 PCR法を用い

て解析した（図 4；患者、健常人非刺激

単球での各遺伝子発現を 100 とした場

合の比で示す）。この結果、患者単球で

は BAFFにより Nav1.7および NF-kB2発

現の亢進が認められることが明らかと

なった。NF-kB2 は B 細胞では BAFF シ

グナル経路で機能することが知られて

いる転写因子であることから、単球でも BAFF シグナルと Nav1.7 にはクロストーク機構の存在

が推測された。 

 

(4) SS 患者および健常人末梢血単球における BR3 と Nav1.7 発現の検証 

①SS 患者（n=38）および健常人(n=19)の末梢血を用いて、単球における BR3 及び Nav1.7 発現に

ついて FACS 法を用いて解析した（図 5）。この結果、SS 患者末梢血単球における BR3 及び Nav1.7

発現は健常人と比較して有意に亢進していることが明らかとなった。さらに SS 患者末梢血単球

における BR3 と Nav1.7 の陽性率は有意な正の相関があることが明らかとなった（図 6）。健常人

末梢血単球では両者の陽性率に有意な相関は認められなかった。これらの結果から、SS 患者単



球では BR3 発現亢進に伴い、BAFF による単球活性化が促進され、炎症性サイトカインなどの産

生を引き起こす過程に Nav1.7 が関与する可能性が示唆された。 

 

②SS 患者および健常人末梢血単球における BR3 および Nav1.7 の遺伝子発現 

SS患者および健常人末梢血単球における BR3および Nav1.7発現について定量 PCR法を用いて解

析した（図 7）。その結果 BR3 および Nav1.7 とも患者単球での発現亢進が確認された。 

 

(5)BAFF 活性化単球からの IL-6 産生と活性化 B 細胞からの IgG 産生に対する化合物 A および

Nav1.7 選択的阻害剤の抑制作用 

①BAFF により刺激を受けた末梢血単球からの IL-6 産生に対する化合物 A および Nav1.7 選択的

阻害剤の抑制効果 

BAFF 刺激と共に化合物 A もしくは Nav1.7 選択的阻害剤存在下で末梢血単球を培養し、細胞から

の IL-6 産生を定量した。化合物 A および Nav1.7 選択的阻害剤は濃度依存的に IL-6 産生を抑制

することが明らかとなった（図 8）。 

②B 細胞からの IgG 産生に対する化合物 A および Nav1.7 選択的阻害剤の効果 

SS 患者末梢血より末梢血単核球（PBMC）を単離し、B 細胞に特化した刺激（抗 IgM 抗体、抗 CD40

抗体、rhBAFF、ｒｈIL-21）を加え産生される IgG 量に対する化合物 A および Nav1.7 選択的阻害

剤の影響を検討した。その結果、化合物 A および Nav1.7 阻害剤とも濃度依存的に B 細胞からの

IgG 産生を抑制したが、化合物 A の方がその効果が強い傾向にあった（図 9）。これらの結果よ



り、B 細胞からの IgG 産生に対しても Nav1.7 阻害による抑制作用が認められたが、化合物 A は

BAFF シグナル阻害作用も有しているため、より B 細胞からの IgG 産生を抑制する傾向にあると

考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(6) 補助資料 

化合物 A について試験的に自己免疫疾患病態モデルマウスに対し、腹腔内投与を実施した。マウ

スは自己免疫疾患病態モデルマウスとして知られている MRL/lpr メスを用いて、1mg/kg 

0.2mg/kg saline の 3 群

（5匹/群 3回投与/週）

を設定し、9 週齢より 24

週間投与を実施した。そ

の結果、化合物 A を腹腔

内投与することにより、

血清中抗dsDNA抗体価の

上昇の抑制や脾臓にお

けるB細胞の割合を抑制

することが明らかとな

った。これらの結果は化

合物 A が in vivo でも B

細胞機能抑制を有する

ことを示している（補助

資料１）。 
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