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研究成果の概要（和文）：抗体投与で関節リウマチ治療効果が認められた抗CD81マウスIgG抗体を産生するハイ
ブリドーマから抗体のH鎖とL鎖遺伝子のクローニングを行い、V領域をマウス、C領域をラットとするキメラ抗体
遺伝子の作製に成功した。このキメラ抗体遺伝子からは分子量約15万のキメラ抗体が生産され、これがCD81に結
合することを確認した。このキメラ抗体遺伝子を遺伝子治療用ベクターに搭載し、これをリウマチモデルラット
の関節内に投与して遺伝子治療実験を行った。まずGFP遺伝子搭載ベクターを投与すると滑膜周辺にGFP遺伝子が
効率よく導入された。次に抗CD81キメラ抗体遺伝子搭載ベクターを投与して、現在治療効果を検証中である。

研究成果の概要（英文）：We have established mouse hybridoma clones which produce anti-CD81 
monoclonal antibodies effective for treatment of rheumatoid arthritis. The genes encoding this 
anti-CD81 antibody (H+L) chains were cloned from mouse hybridoma cells and the chimeric genes 
containing mouse V region derived from this cloned gene and rat C region were constructed. The 
chimeric gene was introduced into CHO cells and chimeric antibodies were produced in the medium of 
cultured CHO cells. These chimeric antibodies also bound to CD81 protein. Then these chimeric genes 
were cloned into vectors for gene therapy. At first, control vector containing one GFP gene was 
introduced into the joints of CIA rats. Control vectors were effectively introduced into synovial 
tissue of the joints. Then chimeric genes have been introduced into the joints of CIA rats for 
treatment of rheumatoid arthritis. 

研究分野： 生化学、分子生物学

キーワード： 関節リウマチ　CD81　テトラスパニン　遺伝子治療　キメラ抗体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究は関節リウマチの治療を遺伝子治療で行う初めての試みである。我々は既に、siRNAや抗体治療実験
によって、CD81分子が関節リウマチの治療標的になりうることを示しているが、今回、この治療用抗体遺伝子を
クローニングして遺伝子治療用ベクターに搭載し、関節内にこのベクターを導入し、持続的に抗体を関節で生産
させることで、従来の抗体投与治療のように、何回も侵襲を受け、しかも高価な抗体費用を負担することなく、
一回の遺伝子投与だけで、完全な治療効果を得ることができるという、全く新しいタイプの関節リウマチ治療薬
の実用化を目指した。まずリウマチモデルラットを用いた遺伝子治療実験を行って成果を挙げている。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 クラスター分化抗原 CD81 は TAPA-1 とも呼ばれ、22-26kDa の III 型膜貫通蛋白（4回膜
貫通型分子テトラスパニンファミリー）の一つである。造血系、神経外胚葉系、間葉系に
発現し、細胞増殖やシグナル伝達に関係すると考えられている。 
 我々は、以前より、リウマチ性疾患の原因因子や診断マーカーの探索研究を進めてきた
が、ヒト型高密度 DNA チップを用いた変形性関節症（OA）滑膜細胞と関節リウマチ（RA）
滑膜細胞の遺伝子発現比較において、RA で発現亢進する遺伝子群の中に CD81 を見い出し
た。そこで、ヒト滑膜由来滑膜肉腫細胞株である SW982 を用いて、CD81 の刺激に対するこ
の細胞の応答を、ヒト全ゲノム型 DNA チップを用いて解析したところ、RAにおいて滑膜細
胞の異常増殖を引き起こす原因遺伝子シノビオリン遺伝子（Amano et al. Genes Dev. 2436, 
2006）の発現が誘導されることがわかった。 
 我々はこのシノビオリンの発現を促進する可能性のある細胞膜上因子として初めて
CD81 を同定した。作用機序の解明を進めたところ、これはシノビオリンプロモーター上の
EBS-1(Ets 結合)部位に依存した応答であり、さらに、TNF-αの刺激によって上昇するシノ
ビオリンの発現を CD81siRNA がキャンセルすることから、CD81 はこのシノビオリン発現誘
導に直接関与していることが示唆された。また、CD81siRNA は滑膜細胞からの TNFα産生も
阻止することから、CD81 は、RAにおける炎症発症や細胞異常増殖などの病態に total とし
て大きく関与していることがわかった(Hanada, Nakanishi et al. J Hard Tissue Biol 22, 
195,2013)。 
 そこで、リウマチモデル動物において、この分子の発現を siRNA で抑制するとリウマ
チ症状が大きく改善されるという画期的発見に至った。CD81 を標的とする RA 治療薬は
対症療法に終始しているので、CD81 の阻害はリウマチ性疾患の新たな根絶的治療薬の開
発につながる可能性があると考えられた。そこで、抗CD81モノクローナル抗体を樹立し、
これをモデル動物の腹腔あるいは関節に投与して抗体治療実験を行い一定の治療成果を得
ることができた。しかし、このデータを基に抗体治療薬開発を進める場合、治験用にヒト
型抗体を頻回投与するためその開発コストは高く、また競合他社との比較検討が必要なこ
とや生産における不安定性も大きいという背景が当時あった。 
 
２．研究の目的 
 そこで、この問題を解決して少しでも早く治療薬を患者のもとへ届けるため、近年見直
されている遺伝子治療法の検討を行うこととした。この CD81 を標的とする新規次世代リ
ウマチ遺伝子治療薬開発においては、安全かつ細胞内で抗体分子を長期持続的に生産可能
な特別なステルスベクターを用いることが大きなポイントであった。 
 高齢化社会を迎えつつある現在の日本において、生活習慣病の予防は健康増進と医療費
削減の上での大きな課題であり、この中でもリウマチ性疾患のような運動器疾患の根絶的
治療は、対象患者の activity を高め、生き甲斐をもたらすと共に、社会の活性化や可労働
人口の増大をうながす。しかしながらリウマチ性疾患の診断、治療においては、根絶的治
療につながる効果的な分子標的が未だ見い出されていない。 
 このような状況下、CD81 の抑制がリウマチの根本的治療につながる可能性があることを
示した我々の一連の研究は大きな反響をよんでいてリウマチ患者の期待も大きい。この研
究において、我々は治療薬開発をリードする立場にあった。治療のためのモノクローナル
抗体も既に開発し。今回、上に述べたように、産業総合技術研究所との共同研究によって、
その独自技術である特殊なベクター技術、即ち 4ヶ月以上の長期発現と siRNA による人為
的なベクター除去をも可能にしたステルスベクターを利用して、新しい遺伝子治療薬を開
発することとなった。治療用抗 CD81 モノクローナル抗体遺伝子を治療用ベクターに搭載し、
このベクターを関節に導入して滑膜で発現させて、持続的に分子標的治療を実施するとい
う、かつてない独創的な試みを行う。これが成功すれば、抗体医薬品の頻回静脈投与によ
る侵襲やそれに伴う高額な医療費の負担といった現在の抗体治療の問題点が一掃され、画
期的なリウマチ治療法開発の第一歩が築かれることになる。 
 
３．研究の方法 
・持続発現可能なステルスセンダイウイルスベクターSeVdp の関節内導入実験   
 産業技術総合研究所で開発された、長期発現持続可能でベクター自体を人為的に除去可
能なステルスベクターSeVdp にマーカー遺伝子（EGFP や Keima-Red など）を搭載して、こ
れをコラーゲン誘導関節炎(CIA)ラットの関節内に導入する。導入後、マーカー遺伝子の発



現を指標に導入部位や導入効率、持続性等を判定する。 
・治療用抗 CD81 マウスモノクローナル抗体遺伝子のクローニングとラット遺伝子とのキメ
ラ体作製   
 既に抗体治療実験に用い成果をあげている抗 CD81 マウスモノクローナル抗体を産生す
るハイブリドーマから、この抗体遺伝子の H鎖と L鎖遺伝子をクローニングする。さらに、
ラット C領域を別途クローニングあるいは合成しておき、マウスの C領域と組換えること
でマウスーラットのキメラ抗体遺伝子を作製する。このキメラ遺伝子を発現ベクターに搭
載し、これを動物細胞に導入して実際に発現させることで、キメラ抗体タンパク質が培養
上清に生産されていることを確認する。さらに ELISA により、この抗体がマウスの抗体と
同様に CD81 への結合能を有していることを確認する。 
・ステルスセンダイウイルスベクターSeVdp を用いた遺伝子治療実験 
 ステルスベクターSeVdp に、上で作製したキメラ抗体遺伝子の H 鎖と L 鎖をタンデムに
挿入して抗体発現用ステルスベクターを作製する。これを CIA ラットの関節内に導入して、
治療用抗体として持続的に抗体分子を発現させて、CD81 を分子標的とした関節リウマチの
遺伝子治療実験を行う。抗体の発現部位や発現量について、治療実験後の組織や関節液を
採取してウェスタンブロットや RT-PCR により解析する。さらにこのベクターの、関節から
の流出がないかどうか、治療動物から、血清や臓器のサンプルを採取して上記同様に解析
する。 
 
４．研究成果 
 遺伝子治療に向けて、既にラットのリウマチ治療モデル実験で治療効果が認められてい
るマウスIgG抗体のラットキメラ化を進めて効果の再確認を行うと共に、この抗体の遺伝子
クローニングを行うことで遺伝子治療法の開発を進めるために、マウスIgG抗体産生性ハイ
ブリドーマから、この抗体のH鎖とL鎖遺伝子のクローニングを試みた。 
 PCRと5'LACEを組み合わせた遺伝子クローニングを行い、得られたクローンの塩基配列決
定を行った。その結果、H鎖とL鎖に相当すると思われる遺伝子のクローニングに成功した
が、この遺伝子の他にも短い複数のクローンが得られた。これらについてはミエローマか
ら抗体としては産生されていないものの発現されている抗体遺伝子が存在し、それらを単
離したものと考えられた。 
 次に、クローニングしたH鎖とL鎖の遺伝子について、このC領域をラットIgG遺伝子のC領
域と置き換える抗体のキメラ化に取り組んだ。ラットIgG抗体H鎖とL鎖のC領域の遺伝子ク
ローニングを同様に行い、これらの遺伝子をマウスIgG遺伝子と組換えて、H鎖、L鎖それぞ
れでV領域をマウス、C領域をラットIgG遺伝子とするキメラ抗体遺伝子の作製に成功した。 
 これらH鎖とL鎖のキメラ抗体遺伝子をCHO細胞に導入すると、細胞の培養上清に分子量約
15万のこのキメラ抗体が生産されることをWesten blotによって確認した。さらにこのキメ
ラ抗体がCD81への結合性を有することを確認するため、CD81LEL抗原を固定化したELISAを
行った。その結果、CHO細胞で生産されたこのキメラ抗体がCD81に対して結合性を有してい
ることがわかった。これらの結果から、今回作製したキメラ抗体遺伝子を治療用遺伝子と
して使用することが可能と判断された。 
 そこで、リウマチモデルラットを用いて、その関節内に抗CD81抗体遺伝子(H鎖とL鎖)を
搭載した治療用ベクターを注入する遺伝子治療実験を進めた。これらキメラ抗体遺伝子H鎖
とL鎖を、遺伝子治療用 ベクターに並べて搭載し、このベクターを細胞に導入して、同様
にキメラ抗体タンパク質が生産されることと、生産された抗体がCD81に対する結合能を有
することを確認した。そこで、実際にこの遺伝子治療用ベクターをリウマチモデルラット
の関節内に投与して、リウマチ治療実験を行うこととした。最初に最適投与容量について
確認するため緩衝液をラット関節に注入して容量を決定した。次に、GFP遺伝子を遺伝子治
療用ベクターに搭載したコントロールベクターを作製して、これを、リウマチモデルラッ
トの関節内に投与して、滑膜周辺の遺伝子導入部位やその発現量、さらに発現持続期間等
について検討を行った（次頁図）。それらの結果を基に、現在、抗CD81キメラ抗体遺伝子
搭載遺伝子治療ベクターを、実際にリウマチモデルラットの関節内に投与して、関節リウ
マチ治療効果を解析中である。 

 

 



 
 SD ラット 8w♂の右足首関節に 10μlの GFP 搭載コントロールベクターを注入して 2日後の 
 結果。左は PBS のみ注入、右は GFP 搭載コントロールベクターを注入。 
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