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研究成果の概要（和文）：近年､ペプチド･蛋白質･核酸医薬品等の画期的バイオ医薬シーズが創製されつつあるものの､
バイオ医薬は生体膜透過性に乏しい上に消化酵素によって分解されやすく､多くのバイオ医薬が注射による投与を余儀
なくされている｡
経皮投与は理想的な投与方法として注目されているものの､皮膚は外部環境から生体内部環境を保護するバリアとして
機能しており､ここに経皮投与薬創製の難しさがある｡本研究では､独自の生体バリア制御研究基盤を有効活用すること
で､皮膚の重層上皮バリア機能を担うClaudin-1 (CL-1) に着目し、CL-1 binderを用いてCL-1を標的とした経皮吸収促
進戦略を検証した。

研究成果の概要（英文）：Epithelium plays pivotal roles in barriers that separate the inside of the body 
from the outside environment. Passage across epithelial barriers is the first step in drug absorption. 
Epidermal absorption is an ideal route for drug administration because it is non-invasive and easily 
controlled. Claudin-1 (CLDN1) seals tight junctions in the stratum granulosum, but whether modulation of 
CLDN1 enhances epidermal permeability is unclear. We developed anti-CLDN1 antibody, and we investigated 
the effect of an anti-CLDN1 antibody on the epidermal epithelial barrier by using human epidermal 
keratinocytes (NHEK), a popular in vitro model of human epithelial cell sheets. Treatment of NHEK 
monolayers with anti-CLDN1 antibody decreased the integrity of tight junctions between adjacent cells and 
enhanced the permeation of solutes across the cell sheets. These findings suggest that CLND1 may be a 
target for specific modulation of epidermal barrier.

研究分野： 薬物送達学
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１．研究開始当初の背景 
皮膚の構造は､表面から順に角層､重層上皮

細胞層､および真皮層によって構成されてお
り､真皮層中に毛細血管が存在している｡従来
の経皮投与研究では､皮膚表面に存在する角
層ﾊﾞﾘｱの透過制御に焦点が当てられてきたも
のの､ﾆﾄﾛｸﾞﾘｾﾘﾝ等､皮膚透過性に優れた薬物
について実用化されているに過ぎない｡ 
1998年以降､京大月田ｸﾞﾙｰﾌﾟにより､ﾀｲﾄｼﾞｬ

ﾝｸｼｮﾝ構成蛋白質claudin（CL）が皮膚や粘膜
などの生体ﾊﾞﾘｱ能を担っていることが見出さ
れた｡CLには27種類の亜分子が存在し､発現お
よびﾊﾞﾘｱ能には組織特異性がある｡2002年､角
層の下部に存在する重層上皮細胞層にCL-1が
存在し､CL-1によって重層上皮細胞層におけ
る物質透過が抑制されていることが証明され､
従来の「皮膚ﾊﾞﾘｱ=角層」という概念から､「皮
膚ﾊﾞﾘｱ=角層+重層上皮細胞層」という新たな
概念が提唱され､CL-1ﾊﾞﾘｱ制御法が経皮投与
薬創製の基盤技術となることが示唆された（J. 
Cell Biol., 156, 1099, 2002）｡しかしなが
ら､CLは抗原性が低い上に蛋白質精製も難し
く､CL-1 modulatorの創製は皆無であり､依然
として角層ﾊﾞﾘｱ制御に基づいた経皮投与研究
しか進展していない｡ 
まず､申請者は､平成 15-16年度科研費萌芽

研究（課題名:ﾀｲﾄｼﾞｬﾝｸｼｮﾝ構成分子 claudin
を標的とした新規吸収促進戦略）において､ｳ
ｴﾙｼｭ菌下痢毒素断片（C-CPE）が臨床応用さ
れている吸収促進剤であるｶﾌﾟﾘﾝ酸に比して
400 倍の薬物吸収促進活性を有すること､こ
の吸収促進活性には C-CPE と CL-4 との相互
作用が必須であることを見出し､世界に先駆
けて CL modulator を利用した薬物送達法の
有用性を証明した（Mol. Pharmacol., 67, 749, 
2005 他)｡さらに､平成 18-19 年度科研費若手
研究 B（課題名:Claudin modulator を利用し
た新規薬物送達方法の構築）において､C-CPE
をﾌﾟﾛﾄﾀｲﾌﾟとして用いた新規 CL modulator
創製を図るために､C-CPE の機能ﾄﾞﾒｲﾝを同定
した（Biochem. Pharmacol., 75, 1639, 2008
他）｡次に､機能ﾄﾞﾒｲﾝをﾗﾝﾀﾞﾑなｱﾐﾉ酸に置換
した C-CPE 変異体提示ﾌｧｰｼﾞﾗｲﾌﾞﾗﾘ（ﾗｲﾌﾞﾗﾘｻ
ｲｽﾞ:5.6 X 107種類）を作製し､各種 CL 発現細
胞やCL細胞外領域の合成ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞを用いてCL 
modulator のｽｸﾘｰﾆﾝｸﾞを試みたものの､C-CPE
変異体提示ﾌｧｰｼﾞが非特異的に吸着してしま
い､これらのｼｽﾃﾑはｽｸﾘｰﾆﾝｸﾞ系として機能し
なかった｡ 
東大先端研浜窪隆雄博士は､膜蛋白質がﾊﾞｷ

ｭﾛｳｲﾙｽ（BV）上にintactな状態で高密度提示
されることを見出し､膜蛋白質提示BVを利用

したﾘｶﾞﾝﾄﾞｽｸﾘｰﾆﾝｸﾞを実施していた｡そこで､
平成21-23年度科研費若手研究A（課題
名:Claudin modulatorを利用した非侵襲性投
与技術の開発）において､CL提示BVを用いたCL 
modulatorｽｸﾘｰﾆﾝｸﾞ系を構築し､C-CPEに比し
て20倍以上のCL-4結合性を有するC-CPE変異
体 ､ CL-1 、 -2 、 -4 、 -5 に結合性を示す
broad-specific CL binderを創製した。これ
らのbinderは優れたCLﾊﾞﾘｱ制御活性を有して
おり、CL提示BVがCL modulator創製系として
機能することを見出している（PLoS One, 6, 
e16611, 2011; Biochem. Biophys. Res. 
Commun., 410, 466, 2011他）｡また､CL提示BV
を免疫したCL欠損ﾏｳｽの脾臓を用いて一本鎖
抗体（scFv）ﾗｲﾌﾞﾗﾘを作製し､CL結合性scFv
の創出にも成功している（FASEB J., 25, 
620.12, 2011）｡ 
以上､これまでに､C-CPE 変異体ﾗｲﾌﾞﾗﾘ､

scFv ﾗｲﾌﾞﾗﾘ､および CL 提示 BV などを用いた
CL modulator 創製ｼｽﾃﾑを構築してきた｡ 
 
２．研究の目的 
上述した独自の CL modulator 研究の成果

をシステムアップすることで､当該申請課題
では､CL-1 binder を創製、本 binder の皮膚
バリア制御活性を解析し、CL-1 を標的とした
経皮吸収促進戦略の可否について検証を試
みた。 
 
３．研究の方法 
(1)CL-1 抗体の作製 
CL-1 発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを自己免疫疾患ﾏｳｽ皮下

に免疫､抗体価の上昇が観察されたﾏｳｽの皮
下ﾘﾝﾊﾟ組織から B 細胞を採取し､常法に従い
ﾊｲﾌﾞﾘﾄﾞｰﾏを作製した｡CL-1 発現細胞を用い
たﾌﾛｰｻｲﾄﾒﾄﾘｰ(FCM)解析により､CL-1 抗体産
生ｸﾛｰﾝのｽｸﾘｰﾆﾝｸﾞを行った｡ 
 
(2)CL-1 抗体の結合特異性解析 
各 CL 発現細胞を用いた FCM 解析により､

CL-1 抗体の CL 結合特異性を詳細解析した｡ 
 
(3)CL-1 抗体のﾊﾞﾘｱ制御活性 
ﾋﾄ皮膚ﾓﾃﾞﾙとして汎用されている正常ﾋﾄ

新生児包皮表皮角化細胞(NHEK 細胞)の重層
培養系を用いて､皮膚ﾊﾞﾘｱ制御活性を評価し
た｡ 
NHEK 細胞を trans well に播種し､実験前培

養を行った｡抗 CL-1 抗体を添加し､その後経
時的にﾊﾞﾘｱ機能の指標である経上皮電気抵
抗値(TEER 値)を測定した｡ 
さらに､抗体添加 48 時間後に､分子量 4,000
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のﾄﾚｰｻｰを用いて経皮吸収促進活性を評価し
た｡ 
 
４．研究成果 
CL-1発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを免疫したBXSB ﾏｳｽ 20匹

のうち 3匹で､血清中に CL-1 抗体の産生が認
められた｡抗体価の上昇が認められたﾏｳｽの
皮下ﾘﾝﾊﾟ組織より B 細胞を採取し､常法に従
いﾊｲﾌﾞﾘﾄﾞｰﾏを作製した｡その後､内在性の
CL-1 発現細胞および CL-1 欠損株を用いた
FCM 解析により､CL-1 抗体産生ｸﾛｰﾝをｽｸﾘｰﾆﾝ
ｸﾞし､CL-1抗体産生ﾊｲﾌﾞﾘﾄﾞｰﾏを4ｸﾛｰﾝ樹立し
た｡Ig ｱｲｿﾀｲﾌﾟを解析したところ､IgG2b が 2 ｸ
ﾛｰﾝ､IgG2a が 1 ｸﾛｰﾝ､IgG1 が 1 ｸﾛｰﾝ含まれて
いた｡ 
いずれの抗体ｸﾛｰﾝも CL-2､CL-4､CL-5､CL-6､

CL-7およびCL-9発現細胞には結合せず､CL-1
発現細胞特異的な結合性を有していた｡ 
次に､ﾋﾄ皮膚ﾓﾃﾞﾙとして汎用されている

NHEK 細胞の重層培養系を用いてﾊﾞﾘｱ制御活
性等を検討した｡4 ｸﾛｰﾝいずれも TEER 値の上
昇(ﾊﾞﾘｱ機能)を抑制した｡このうち 1 ｸﾛｰﾝに
ついて詳細解析したところ､分子量4千のﾃﾞｷ
ｽﾄﾗﾝの透過性を亢進していた｡CL-1 抗体はﾋﾄ
腸管ﾓﾃﾞﾙ細胞系ではﾊﾞﾘｱ阻害活性を有して
いなかったことから､CL-1 を標的とすること
で皮膚ﾊﾞﾘｱを特異的に制御できるものと推
察される｡ 
 現在､CL-1 抗体のｴﾋﾟﾄｰﾌﾟの詳細解析を進め
おり､立体構造解析等も視野に入れつつ
druggable CL-1 binder の開発を進めていく
予定である｡ 
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