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研究成果の概要（和文）：本研究では、指定難病である全身性エリテマトーデス（SLE）の治療薬開発を目指
し、TLR7選択的な低分子阻害剤であるCB-7の有効性評価を行った。CB-7はマウス及びヒトの免疫細胞において明
確なTLR7阻害効果を示した。一方、SLEモデルマウスにおける有効性は低く、その原因としてCB-7の体内動態・
代謝安定性に問題があることがわかった。この問題を解決するために、誘導体合成を行った。その結果、CB-7よ
りも高い活性を有する複数の誘導体が得られ、構造活性相関も明らかとなった。既に構造生物学を基盤とした最
適化合成に着手している。今後、より活性が高く体内動態・代謝安定性に優れた化合物の創出が期待できる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we evaluated the effectiveness of CB-7, a selective small 
molecule inhibitor of TLR7, aiming at developing therapeutic agents for systemic lupus erythematosus
 (SLE). CB-7 showed inhibitory activities against TLR7 in murine and human immune cells. However, 
the effectiveness of CB-7 in SLE model mice was not proven, and we found that CB-7 has problems in 
pharmacokinetics and metabolic stability. In order to solve these problems, CB-7 derivatives were 
synthesized. Several derivatives showed higher inhibitory activities than CB-7, and the 
structure-activity relationship on TLR7 inhibition was also revealed. We have already undertaken 
further synthesis of derivatives based on structural biology to optimize the biological activity. 
This will allow us to obtain a more potent TLR7 inhibitor with high metabolic stability.

研究分野：免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

指定難病である全身性エリテマトーデス
（SLE）の患者数は国内においても増加傾向
にあり（平成 25 年度の特定疾患医療受給者
証交付件数は 61,528 件）、その薬物治療は依
然としてステロイド剤に依存しているため、
ステロイド剤の長期使用による副作用が大きな問
題となっている。従って、疾患関連分子を選択的
に標的とした副作用の少ない治療薬の開発が求め
られている。これまで、SLE 治療薬として承認
されている抗体医薬はB細胞を不活性化する
ベリムマブ（抗 BAFF 抗体）のみであるが（国
内では第Ⅲ相試験中）、一部の患者にしか有
効性を示さない。現在、IFN-αやその受容体
に対する抗体を用いた臨床試験が進められ
ており、有効性評価において良好な結果が得
られているが、低頻度ながら複数の有害事象
の発生が報告されている。また、抗体医薬は
定期的・長期的な注射投与が必要であり、患
者に与える身体的・経済的な負担が大きい。 
 マクロファージや樹状細胞等の自然免疫
細胞には、Toll-like receptor (TLR) と呼
ばれる病原体センサーが発現している。病原
体の構成成分を認識した TLR は、炎症性サイ
トカイン等の産生を誘導することで、感染防
御反応を引き起こす。近年、ウイルス由来の
1本鎖 RNAを認識する TLR7 が、自己由来の核
酸を誤って認識することによって、自己免疫
疾患の発症・増悪に関与することが明らかに
されている。実際に、TLR7 シグナルが異常活
性化する複数のモデルマウスでは、ヒトの
SLE に類似した炎症病態が観察されることが
報告されている（Immunol. Res., 53:58-77, 
2012）。特に、TLR7 を高発現する形質細胞様
樹状細胞から産生される IFN-αが、B細胞の
自己抗体産生を促進する等、獲得免疫系を活
性化することで病態形成に重要な役割を担
うことが知られている。TLR7 は細胞内のエン
ドソームに発現することから、抗体医薬の活
用は困難なことが予想される。また、オリゴ
ヌクレオチドを基にした TLR7 阻害剤が報告
されているが、実用化には至っていない（J. 
Immunol., 191:3240-3253, 2013）。 
 
２．研究の目的 

研究代表者は、TLR7 の異常活性化は SLE 治
療戦略における重要な標的であると考え、そ
の活性化を阻害するには、低分子化合物が有
用であるとの着想に至った。そこで、マウス
TLR7 を発現するレポーター細胞を用いて、
TLR7の活性化を阻害する低分子化合物を探索
した。その結果、マメ科植物由来のシクロバ
クチオール類化合物の一つ「CB-7」が、TLR7
リガンド刺激による NF-κB の活性化を完全
に阻害することを見出した（IC50 = 8.4 µM）。
本研究では、SLE において異常活性化する
TLR7 を標的とすることで、CB-7 を活用した
新規 SLE 治療薬の創出を目指し、CB-7 の薬理
作用を動物レベル及び細胞レベルで解析す
るとともに、CB-7 の作用機序を解明すること

を目的とした。 
 
３．研究の方法 

（1）動物レベルでの有用性評価： 
①正常マウスにおける CB-7 の TLR7 阻害効果
の検討：正常マウス（C57BL/6N, 雌）に 3.5 µg
の R848（TLR7 リガンド）を腹腔投与すると、
1 時間後に血清 IFN-αレベルが上昇する。
R848投与の4時間前に生理食塩水に懸濁した
500 µg の CB-7 または溶媒（5% DMSO）を腹腔
投与することで、R848 投与による血清 IFN-
αレベルの上昇が抑制されるかどうか検討
した（n = 10）。 
②SLEモデルマウスにおけるCB-7の予防効果
の検討：以下の 2種類のモデルを用いた。 
（a）イミキモド塗布モデル 
マウスの右耳に 25 mgの 5%イミキモドクリー
ム（商品名：ベセルナクリーム）を週 3 回 4
週間塗布することにより誘導されるSLE様の
病態が、CB-7 の腹腔投与で予防されるかどう
か検討した（n = 5）。イミキモドクリーム塗
布と同時に、生理食塩水で懸濁した 100 µg
の CB-7 または溶媒のみ（2.5 % DMSO）を腹
腔投与し、4 週間後及び 8 週間後に、脾腫、
血清抗 dsDNA 抗体価、脾臓における炎症性細
胞の割合を解析した。 
（b）Unc93b1D34A/D34A変異モデル 
発症前（8週齢）の Unc93b1D34A/D34A変異マウス
に、生理食塩水で懸濁した 500 µg の CB-7（n 
= 8）または溶媒（5% DMSO）（n = 7）を週 3
回、8週間腹腔投与した。次に、CB-7 は難水
溶性化合物であるため、生理食塩水に懸濁し
ての腹腔投与は生体利用率が低いと考えた。
そこで、8週齢の Unc93b1D34A/D34A変異マウスに、
オリーブ油で懸濁した 1.0 mg の CB-7（n = 10）
または溶媒（10% DMSO）（n = 10）を連日、8
週間経口投与した。投与期間終了後、未処置
の野生型マウス（n = 8）も含めて全てのマ
ウスを安楽死させ、疾患活動性（脾腫、血小
板数、血清抗 dsDNA 抗体価、血清 ASTレベル、
血清 ALT レベル、血清クレアチニンレベル、
血清尿素窒素レベル、脾臓またはリンパ節に
おける炎症性細胞の割合）を評価した。 
③体内動態解析：正常マウス（C57BL/6N, 雌）
にオリーブ油で懸濁した 1.0 mg の CB-7 を経
口投与し、経時的に採血した。血漿中に含ま
れる CB-7 を LC/MS/MS を利用して定量化した。 
④代謝安定性評価： 
肝ミクロソーム・サイトゾルと CB-7 を 30 分
間または 2 時間インキュベートし、LC/MS を
利用して代謝産物の組成及び割合を解析し
た。 

（2）細胞レベルでの有効性評価： 
①正常マウスまたはSLEモデルマウス由来の
免疫細胞（骨髄由来のマクロファージ及び樹
状細胞）、②健常人または SLE 患者由来の免
疫細胞（末梢血単核球及び樹状細胞）を用い
て、TLR7 リガンド刺激による IL-6 及び IFN-
αの産生が、CB-7 の前処理で抑制されるかど
うか検討した。 



（3）作用機序の解明： 
①TLR7 細胞外ドメインの精製蛋白質を用い
て、CB-7 と TLR7 との相互作用解析を等温滴
定カロリメトリー法または表面プラズモン
共鳴法を利用して行った。 
②CB-7 と TLR7 結晶構造とのドッキングシミ
ュレーションを各種ソフトウェアを利用し
て行った。 

（4）誘導体合成及び構造活性相関の解明： 
CB-7 よりも活性が高く、動物レベルで有効性
を示す阻害剤を開発するために、誘導体合成
を外部企業（Albany Molecular Research, Inc., 
米国）に委託した。全ての誘導体の活性評価
を行うことで、TLR7 阻害作用における化合物
の構造活性相関を考察した。 
 
４．研究成果 

（1）動物レベルでの有用性評価： 
①正常マウスにおける CB-7 の TLR7 阻害効果
の検討：正常マウスにおいて、R848 投与によ
り上昇する血清 IFN-αレベルは、CB-7 の前
処置で抑制される傾向を示した（p = 0.053
で有意差なし）。 
②SLEモデルマウスにおけるCB-7の予防効果
の検討：以下の 2種類のモデルを用いた。 
（a）イミキモド塗布モデル 
CB-7の投与を開始してから4週間後に血清中
の抗 dsDNA 抗体価を調べたところ、CB-7 投与
群では溶媒投与群に比べて抗体価が低い傾
向を示した（p = 0.079 で有意差なし）。しか
し、処置から 8週間後に表現型を解析したと
ころ、脾腫、血清抗 dsDNA 抗体価、脾細胞に
おける活性化 B 細胞（CD69 陽性 B220 陽性細
胞）及び活性化 T細胞（CD69 陽性 CD3 陽性細
胞）の割合は、CB-7 投与群と溶媒投与群で差
は認められなかった。 
（b）Unc93b1D34A/D34A変異モデル 
CB-7の腹腔投与を開始してから8週間後にお
いて、未処置の野生型マウスに比べて、
Unc93b1D34A/D34A 変異マウスの溶媒投与群では
血小板数の減少が認められた。一方、CB-7 投
与群では1匹のみ野生型と同等の血小板数を
維持したが、溶媒投与群との有意な差は認め
られなかった。また、血清抗 dsDNA 抗体価、
脾腫または脾細胞における各種免疫細胞の
組成に関しては、CB-7 投与群と溶媒投与群で
差は認められなかった。また、CB-7 の経口投
与を開始してから 8週間後において、CB-7 投
与群では1匹のみ野生型と同等の血小板数を
維持したが、溶媒投与群との有意な差は認め
られなかった。脾腫に関しては CB-7 投与群
と溶媒投与群で差は認められなかった。一方、
未 処 置 の 野 生 型 マ ウ ス に 比 べ て 、
Unc93b1D34A/D34A変異マウスの溶媒投与群では、
脾細胞中のナイブーT 細胞の減少やメモリー
T細胞の増多またはリンパ節中のIFN-γ産生
細胞及び IL-17 産生細胞の増多を認めたが、
CB-7 投与群ではこれらの表現型に改善傾向
を示した。また、Unc93b1D34A/D34A変異マウスの
溶媒投与群では、投与前に比べて投与後では

血清抗 dsDNA 抗体価が増加したが、CB-7 投与
群ではその増加が抑えられる傾向を示した。
ただし、これらの指標に関して、CB-7 投与群
と溶媒投与群との間に有意な差は認められ
なかった。 
③体内動態解析：上記の通り、動物レベルに
おける CB-7 の有効性はほとんど認められな
かったため、経口投与後の CB-7 の血中濃度
変化を LC/MS/MS を利用して測定した。その
結果、血中濃度が最大となる投与後 1時間に
おいても、CB-7 の血中濃度は約 1.0 µM であ
り、IC50値（8.4 µM）には達していなかった。
また、投与後 4 時間で CB-7 は血中からほと
んど消失していた。 
④代謝安定性評価：肝ミクロソーム・サイト
ゾルを用いて CB-7 の代謝安定性を検討した
ところ、2時間の反応で CB-7 の 85%が修飾さ
れていた。従って、今後、動物レベルで有効
性を示す化合物を得るためには、TLR7 阻害活
性を高めるだけでなく、薬物動態・代謝安定
性に優れた誘導体を創出する必要があるこ
とがわかった。 

（2）細胞レベルでの有効性評価： 
①正常マウスまたはSLEモデルマウス由来の
免疫細胞（マクロファージ及び樹状細胞）： 
（a）正常マウス 
骨髄由来のマクロファージ及び樹状細胞に
おいて、CB-7 は R848 刺激による IL-6 の産生
をほぼ完全に抑制した。また、他の TLR のリ
ガンドに対する抑制効果はほとんど認めら
れなかったことから、CB-7 は TLR7 選択的な
阻害剤であることが示唆された。 
（b）SLE モデル（Unc93b1D34A/D34A変異モデル）
マウス 
骨髄由来の形質細胞様樹状細胞において、
CB-7 は TLR7 リガンドである ssPoly U 刺激に
よる IFN-αの産生を完全に抑制した。 
②健常人または SLE 患者由来の免疫細胞（末
梢血単核球及び樹状細胞）： 
（a）健常人 
健常人末梢血から単離した形質細胞様樹状
細胞を用いて、CB-7 の TLR7 阻害効果を検討
した（n = 6）。その結果、CB-7 は TLR7 リガ
ンドであるロキソリビンの刺激による IFN-
αの産生をほぼ完全に抑制した。 
（b）SLE 患者 
SLE 患者（n = 31）または対照として関節リ
ウマチ患者（n = 27）の血液から調製した末
梢血単核球を用いて、CB-7 の TLR7 阻害効果
を検討した。その結果、CB-7 は TLR7 リガン
ドであるガーディキモド及びCL264の刺激に
よる IL-6 の産生をほぼ完全に抑制した。ま
た、SLE患者由来末梢血単核球におけるTLR7、
IFN-β及び Mx1 遺伝子の発現量は、関節リウ
マチ患者のものと比べて有意に高かった。こ
れらの遺伝子発現量と SLE の疾患活動性（血
清 C3/C4 補体価、血清抗 dsDNA 抗体価、血小
板数等）との間に相関性は認められなかった。
今後、疾患活動性が高い未治療の SLE 患者由
来の末梢血単核球を用いて同様の解析を行



い、外来通院患者または健常人と比較する。 

（3）作用機序の解明： 
表面プラズモン共鳴法を利用した相互作用
解析の結果、CB-7 は TLR7 細胞外ドメインに
結合することが示された。ドッキングシミュ
レーションの結果、CB-7 は TLR7 のリガンド
結合部位近傍に結合しうることが示唆され
た。現在、R848 存在下及び非存在下での
TLR7/CB-7 複合体の X 線結晶構造解析を進め
ている。 

（4）誘導体合成及び構造活性相関の解明：
メディシナルケミストリーによる誘導体合
成により、中間体を含めて 91 種類の化合物
の合成に成功した。活性評価の結果、その内
6 個の化合物に CB-7 よりも高い TLR7 阻害活
性があることを見出した（最小のIC50値は2.4 
µM）。また、全ての誘導体の活性評価とドッ
キングシミュレーションの結果を相互に参
照することで、構造活性相関を明らかにした。
現在、最適化合成を進めている。 
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