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研究成果の概要（和文）：マウス樹状細胞を用いて、2つの新規合成誘導体がmicroRNA刺激によるTLR7活性化を
抑制することを確認した。また、これらの誘導体が健常人樹状細胞及びSLE患者単核球におけるTLR7活性化を抑
制することも確認した。また、クライオ電顕及び分子動力学シミュレーションにより、合成誘導体B2-24-4-5Aが
TLR7二量体化構造と安定的に結合することを明らかにした。さらに、SLEモデルマウスNZB/WF1マウスへの合成誘
導体B2-24-4投与が血清抗Sm抗体価や糸球体腎炎、尿タンパク量を有意に改善すること、またB2-24-4-5A投与が
マウスの生存率を大幅に改善することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Using mouse dendritic cells, we confirmed that two newly synthesized 
derivatives inhibit microRNA-stimulated TLR7 activation. We also confirmed that these derivatives 
inhibit TLR7 activation in human dendritic cells from healthy donors and mononuclear cells from SLE 
patients. Cryo-EM analysis and molecular dynamics simulations revealed that the synthetic derivative
 B2-24-4-5A stably binds to the TLR7 dimerization structure. Furthermore, we found that 
administration of the synthetic derivative B2-24-4 to NZB/WF1 mice significantly improved serum 
anti-Sm antibody titer, glomerulonephritis, and urinary protein levels, and that administration of 
B2-24-4-5A significantly improved mouse survival rate.

研究分野：免疫学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、合成誘導体B2-24-4及びB2-24-4-5Aが内因性リガンドによるTLR7活性化を阻害することを明ら
かにするとともに、SLEモデルマウスにおいて顕著な抗SLE作用を示すことを明らかにした。また、クライオ電顕
とMDシミュレーションの解析から、B2-24-4-5AのTLR7阻害機序の一端を明らかにすることができた。今後は、開
発化合物として絞り込んだB2-24-4-5Aを用いて安全性試験/毒性試験を実施後、ヒト臨床試験を開始する予定で
ある。更なる研究の推進により、革新的なSLE治療薬の開発に繋がり、近い将来SLE診療に大きなインパクト・貢
献をもたらすことが期待できる

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
自己免疫病の全身性エリテマトーデス（Systemic Lupus Erythematosus：SLE）は厚生労働省
の指定難病の一つであり、これまでに承認された治療薬は少なく、医療ニーズが存在する重要な
疾患である。これまでに抗炎症剤、ステロイド剤、免疫抑制剤、抗マラリア剤、一部の抗体医薬
が病態寛解維持のために使用されてきたが、不十分な治療効果、副作用の発現と高額の医療費が
問題であり、新しいタイプの SLE 治療薬の開発が求められている。 
近年、SLE 治療の標的分子として、自然免疫系の核酸センサーである Toll-like receptor 7
（Toll 様受容体 7：TLR7）が脚光を浴びている。死細胞や組織障害に由来する microRNA 等の自
己 RNA の過剰な蓄積が、形質細胞様樹状細胞に高発現する TLR7 の異常活性化とそれに続く多量
のⅠ型インターフェロン（IFN）の産生及び自己抗体の産生を誘導することから、TLR7 が SLE の
発症や増悪に極めて重要な役割を果たすことが明らかにされている。一方、TLR7 は細胞内のエ
ンドソームに発現するため、抗体が到達しにくく、抗体医薬の開発は不適当と考えられている。 
 そこで研究代表者は、TLR7 の異常活性化阻害には低分子化合物が有用であると着想した。約
1,600 種類の天然薬物・化合物をスクリーニングした結果、TLR7 選択的な阻害作用を持つ世界で
初めての低分子化合物としてシクロバクチオール化合物（コードネーム：CB−7）を見いだし、知
的財産を確保した（特願 2015-184215、PCT/JP2016/077496）。CB-7 をリード化合物とした最適化
合成を、日本医療研究開発機構（AMED）の産学連携医療イノベーション創出プログラム（課題
ID:17938337）にて実施した結果（H29.10〜H31.3）、CB-7 よりも強い TLR7 阻害活性をもつ誘導
体を 16個合成することに成功し、最も強い活性をもつ新規誘導体の TLR7 阻害活性は、リード化
合物の約 30 倍と飛躍的に向上した。しかし、当該誘導体が強い TLR7 阻害活性を示す分子機序及
び動物レベルでの有効性、ヒト TLR7 に対する阻害効果は全く未解決であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、TLR7 の活性化を選択的且つ強力に阻害する低分子化合物の分子機序を解明し、
アンメットメディカルニーズが高い SLE に対する革新的な治療薬シーズを確立することを目的
とした。具体的には以下の 3項目について研究計画を進めた。 
1)新規合成誘導体による TLR7 活性化選択的阻害作用の分子機序の解明 
2)新規合成誘導体によるヒト TLR7 活性化阻害の検証 
3)SLE モデルマウスにおける新規合成誘導体の有効性評価の検証 
 
３．研究の方法 
(1)新規合成誘導体による TLR7 活性化選択的阻害作用の分子機序の解明：TLR7 と合成誘導体（コ
ードネーム：B2-24-4、B2-24-4-5A）との結合について、カロリーメトリー法及びクライオ電顕、
分子動力学的（MD）シミュレーションを用いて検証した。TLR7 精製蛋白は研究協力者の大戸（東
大薬）により供与され、カロリーメトリー法とクライオ電顕の解析は大戸により実施された。MD
シミュレーションは研究協力者の広川（産総研）が実施した。MD シミュレーションは、大戸が
解明したブタ TLR7 と B2-24-4-5A とのクライオ電顕の解析結果を参考に実施した。 
 
(2)新規合成誘導体によるヒト TLR7 活性化阻害の検証：SLE 患者より末梢血単核球（PBMC）を、
健常人末梢血より形質細胞様樹状細胞（pDC）を単離し、これらの細胞における TLR7 活性化を
B2-24-4 及び B2-24-4-5A が阻害することを ELISA 法やリアルタイム PCR 法で検証した。Ⅰ型 IFN
の産生及び発現を活性化の指標とした。SLE 患者末梢血は研究分担者である多喜及び篠田（富山
大）より供与され、本学で PBMC を単離し、培養を行った。pDC はセルソーターを用いて単離さ
れた。 
 
(3)SLE モデルマウスにおける新規合成誘導体の有効性評価の検証：古典的な SLE モデルマウス
であり、TLR7 依存的に SLE 症状を呈することが示されている NZB/WF1 マウスを用いて、合成誘
導体の有効性を評価した。B2-24-4 または B2-24-4-5A を NZB/WF1 マウスに経口投与し、血清抗
二本鎖 DNA 抗体価や糸球体腎炎の改善効果を ELISA 法や病理組織切片、尿タンパクの測定等を
用いて解析し、さらに生存率に与える影響を評価した。 
 
４．研究成果 
(1)新規合成誘導体による TLR7 活性化選択的阻害作用の分子機序の解明：TLR7 と B2-24-4 また
は B2-24-4-5A との結合について、カロリーメトリー法を用いて検証した。しかし、いずれの場
合も熱産生が観察されず、両者の相互作用に関するデータを得ることができなかった。そこで、
代謝安定性が良好であった B2-24-4-5A を用いて、 ブタ TLR7 との結合をクライオ電顕を用いて
検証した。その結果、B2-24-4-5A は TLR7 二量体と 2 か所で結合し、その部位は既報の化合物
Cpd7 の結合位置と類似していた（Nat Commun 11, Article number 5204, 2020）。さらに MDシ
ミュレーションを用いて解析した結果、B2-24-4-5A は TLR7 二量体化構造と安定的に結合するこ
とが示唆された。一方、TLR7 単量体とは結合が解離する傾向を確認した。 



 
(2)新規合成誘導体によるヒト TLR7 活性化阻害の検証：SLE 患者末梢血より PBMC を単離し、合
成 TLR7 リガンド gardiquimod による IL-6 産生を合成誘導体が抑制するかどうか検討した。そ
の結果、B2-24-4 及び B2-24-4-5A が濃度依存的に IL-6 産生を抑制することを確認した。また、
内因性 TLR7 リガンド候補である microRNA の一つ miR574 を合成し、合成誘導体が miR574 によ
る TLR7 活性化を阻害するかどうか、SLE 患者 PBMC 及び健常人 pDC を用いて解析した。その結
果、B2-24-4 及び B2-24-4-5A が miR574 刺激による SLE 患者 PBMC の TNF-α発現誘導及び健常人
pDC の IFN-α産生を抑制することを明らかにした。 
 
(3)SLE モデルマウスにおける新規合成誘導体の有効性評価の検証：NZB/WF1 マウス腎臓の病理
組織学的評価を行うために、まず予備的な検討を行った。野生型C57BL/6マウス及び高齢NZB/WF1
マウス（40 週齢）より腎臓を採取し、PAS 染色及び IgG 蛍光染色を実施した。その結果、高齢
NZB/WF1 マウスの腎臓において、糸球体における管内増殖やワイヤーループ病変などのループス
腎炎に特徴的な病理学的変化や糸球体における IgG の沈着が認められた。一方、C57BL/6 マウス
の腎臓ではこれらの所見を認めなかった。そこで、B2-24-4 の薬効を評価するために、20週齢の
NZB/WF1 マウスに B2-24-4 を 10 mg/kg で連日経口投与し、15 週間後に腎臓及び血清、尿を採取
し解析した。溶媒（生理食塩水）投与群と比べて、B2-24-4 投与群では血清抗 Sm 抗体価や糸球
体腎炎、尿タンパク量が有意に改善した。次に、B2-24-4-5A の生存率に与える影響を評価した。
20 週齢の NZB/WF1 マウスに B2-24-4-5A または対照薬としてヒドロキシクロロキンを 10 mg/kg
で 24 週間連日経口投与した。その結果、24週間後の生存率は溶媒（生理食塩水）投与群では 10%、
ヒドロキシクロロキン投与群では 35%であったが、B2-24-4-5A 投与群では 85%と大幅に改善し
た。 
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