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研究成果の概要（和文）： 

投与の利便性や患者の QOL を考慮すると、経鼻・経肺・経口などの非侵襲性投与が理想的な投

与法であるものの、元来粘膜面は生体内外を隔てる障壁として機能しており、ここに非侵襲性

投与法開発の難しさがある。本研究では、粘膜バリアの分子基盤である claduin に着目し、独

自の claudin binder を有効活用することでバイオ医薬の非侵襲性投与に資する新規 claudin 

modulator の創製を試みた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Claudins (CL) are a family of tetra-transmembrane proteins that are the structural and 

functional components of tight junctions (TJ).  CLs are promising targets for drug 

development because of their role in mucosal drug absorption and carcinogenesis.  However, 

CL-targeted drug development has been delayed because CLs have low antigenicity and 

preparing CL proteins is difficult.  We developed a novel CL binder by using the 

C-terminal fragment of Clostridium perfringens enterotoxin (C-CPE) and a baculoviral 

display system.  After screening CL binders from a C-CPE mutant-displaying library by 

using CL-displaying budded baculovirus (BV) we isolated a C-CPE mutant called m19, which 

bound to CL1, CL2, CL4 and CL5.  A 3-dimensional analysis showed that m19 has a structural 

backbone similar to C-CPE.  The charge density of the CL-binding domains of m19 and C-CPE 

differed, suggesting that electrostatic interactions may occur between m19 and CLs.  

Treatment of epithelial cells with m19 decreased the paracellular but not transcellular 

integrity, and m19 enhanced jejunal absorption.  This is the first report of the isolation 

of a CL binder with broad specificity.  These findings will contribute to future 

preparation of CL binders for CL-targeted drug development. 
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１．研究開始当初の背景 

少子高齢社会を迎え、投与の利便性および患

者の QOL 向上に資する経皮・経鼻・経肺・経

口などの非侵襲性投与が理想的な投与法と

して注目されている。しかしながら、元来粘

膜面および皮膚は生体内外を隔てる障壁と

して機能しており、ここに非侵襲性投与法開

発の難しさがある。 

1998 年以降、京大月田グループにより、

タイトジャンクション構成蛋白質 claudin が

皮膚、粘膜などの生体バリア能を担っている

ことが見出された。Claudin には 24 種類の亜

分子が存在し、発現およびバリア能には組織

特異性が認められており、claudin-1 は皮

膚・粘膜、claudin-4 は粘膜バリア、claudin-5

は血液脳関門を担っている。このことは、

claudin を制御することで経皮・経粘膜など

の非侵襲性投与法開発に繋がることを示し

ているものの、claudin modulator は抗体を

含めて皆無であり、依然として claudin を標

的とした投与法の開発は立ち遅れている。 

 

２．研究の目的 

当 該 申 請 課 題 で は 、 後 述 す る 独 自 の

claudin-4 modulator の成果を基に、新規

claudin modulator の創出を図り、非侵襲性

投与法開発に資する基盤技術の創出を試み

た。 

 

３．研究の方法 

各種 scFv ライブラリ、各種 C-CPE ライブラ

リ、各種ペプチドライブラリ等を作製し、ス

クリーニングソースとして実験に供した。さ

らに、バキュロウイルス発現系を用いて作製

した claudin binder スクリーニング系を利

用することで、ライブラリの中から claudin 

binder の探索を試みた。得られた claudin 

binder について、常法に従いバリア制御活性

解析・X線構造解析などを実施した。 

 

４．研究成果 

C-CPE を prototype として用い新規 claudin 

binder 創製を図るために、C-CPE の機能ドメ

インを同定し、機能残基をランダムなアミノ

酸に置換した C-CPE 構造変異体ライブラリを

作製した。 

また、claudin 提示バキュロウイルスが

claudin を膜上に高密度インタクトな状態で

提示していることを見出し、claudin binder

スクリーニング系を確立した。 

次に、C-CPE 構造変異体ライブラリを

claudin-1 提示バキュロウイルスを固層化し

たチューブに添加することで、claudin-1 

binder のスクリーニングを行い、claudin-1

結合性 C-CPE 構造変異体を取得した。興味深

いことに、本分子は claudin-2, -3, -4, -5

に対しても結合性を有しており、はじめての

広域 claudin binder であった。 



本分子は、C-CPE に比して優れた粘膜バ

リア制御活性を有していたことから、非侵襲

性投与技術のリードとしての応用が期待さ

れた。 

そこで本分子の立体構造を解析し、

claudin 結合性と C-CPE の立体構造相関に関

する情報を収集した。 

これらの成果は、claudin を標的とした

非侵襲性投与法開発に向けた有用な情報と

なる。 
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