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研究成果の概要（和文）：本研究ではシェーグレン症候群（SS）の病態に深く関与している患者末梢血単球でのBAFFシ
グナル伝達経路の解析と、既承認薬のリポジショニングによるBAFFシグナル伝達阻害物質の探索を試みた。その結果、
SS患者末梢血単球ではIKKaやIKKbのリン酸化が亢進していること、単球からのBAFFによるIL-6産生がNF-kB阻害剤で強
く抑制されることを見出した。また複数の既承認薬がBAFFにより刺激されたSS患者末梢血単球からのIL-6産生を抑制す
ることも見出した。今後これらの薬剤のBAFFシグナル経路への影響と治療薬への展開の可能性を検討する。

研究成果の概要（英文）：Our in vitro experiments have shown that elevated expression level of BAFF (B 
cell activating factor) receptor, BR3, is associated with the pathogenesis of Sjogren’s syndrome (SS). 
These results suggest that inhibitors against BAFF signaling pathways through BR3 may be drug candidates 
for SS. In this study, we tried to identify the molecules involved in the pathways in SS monocytes, and 
performed drug repositioning to search for BAFF signaling inhibitors. As a result, we found that IKKa and 
IKKb, which are involved in NF-kB pathway, were highly phosphorylated in SS monocytes, and that NF-kB 
inhibitors strongly suppressed IL-6 production by BAFF-stimulated monocytes. In addition, we discovered 
several approved drugs inhibited IL-6 production by BAFF-stimulated monocytes. Based on these results, we 
will further investigate molecular mechanisms of action of these drugs as BAFF signaling inhibitors to 
develop novel therapies for SS.

研究分野： 臨床免疫学
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１．研究開始当初の背景 
我々はこれまでの研究で、SS 患者の末梢血か
ら調製した単球ではB細胞活性化因子（BAFF）
の受容体の発現量及び BAFF シグナルの伝達
経路に異常があることを世界で初めて見出
した。しかし、SS 単球における BAFF シグナ
ルの伝達経路の詳細は未解明のままである。
このことより単球において BAFF シグナルを
阻害することで単球の活性化を抑制するこ
とが可能であると考えられ、BAFF シグナル阻
害剤が SS 治療薬の開発につながる可能性が
ある。 
 
２．研究の目的 
本研究では単球由来細胞株および末梢血単
球を用い、細胞レベルでの BAFF の異常なシ
グナル伝達を特異的に阻害する化合物を探
索し、これが作用する分子を明らかにし、治
療薬開発への橋渡しとなることを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト単球由来細胞株 THP-1 を用いた BAFF
シグナル抑制剤の探索 
BAFF により産生亢進された IL-6 を指標に

して抑制的に作用する薬剤を網羅的に探索
する。具体的には IFNγ刺激した THP-1 細胞
に BAFF 存在下で化合物ライブラリーより入
手した薬剤を添加して培養し、培養上清中に
産生された IL-6 を ELISA 法を用いて定量す
る方法を用いる。薬剤を加えない場合と比較
して IL-6 産生量が 60%以上低下した化合物
を選択する。 
(2)ヒット化合物の細胞毒性の検討 
BAFF により誘導された IL-6 産生の抑制作

用に対する化合物の濃度依存性、細胞毒性な
どの検討をする。具体的には THP-1 細胞をヒ
ット化合物存在下で培養し、細胞増殖に対す
る影響を XTT assay を用いて検定する。 
(3) BAFFシグナル抑制剤のヒト末梢血単球に
おける影響の検討 
具体的にはTHP-1細胞を用いて選抜された

化合物のpSSおよび健常人末梢血単球にたい
する BAFF 誘導 IL-6 産生に対する影響を検討
する。CD14 抗体が吸着したマイクロビーズを
用いて末梢血より単球を単離し、BAFF 存在下
で化合物と共に培養し、培養上清中の細胞か
ら産生された IL-6 量を ELISA 法で定量する。 
(4)末梢血単球におけるBAFFシグナル経路の
探索 
pSS 患者末梢血単球を BAFF 存在下で NF-kB

阻害剤、PI3kinase 阻害剤、シクロスポリン
などのシグナル阻害剤を添加し培養し、単球
より産生された IL-6 産生に対する影響を
ELISA 法を用いて検討する。またシグナル経
路に存在する分子に対して、BAFF による活性
化を検討するため、BAFF 刺激末梢血単球を用
いてウェスタンブロッティングなどでリン
酸化蛋白質の検出を行う。 
 

４．研究成果 
(1) ヒト単球由来細胞株THP-1を用いたBAFF
シグナル抑制剤の探索 
これまでの研究で BAFF による単球からの
IL-6 産生亢進が明らかとなっているが、ヒト
単球由来細胞株であるTHP-1を用いて単球に
おける BAFF シグナル抑制剤の探索を施行し
た。THP-1 細胞は IFNγ刺激後に BAFF を作用
させることで IL-6 産生が誘導される性質を
有している。対象薬剤は既承認薬および市販
の化合物ライブラリーより選抜した。合計約
250 種類の医薬品および化合物の検定を施行
した結果、図１に示すように強い抑制作用を
示す薬剤および化合物を複数見出した（薬剤
名および化合物名は知財確保のため匿名表
示）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１：THP-1 からの BAFF 誘導 IL-6 産生に対
する薬剤の影響 
 
(2)ヒット化合物の毒性試験 
 得られたヒット化合物のTHP-1細胞に対す
る毒性試験を細胞増殖試験により施行した。
その結果、殆どの化合物において IL-6 産生
50％以上阻害濃度での有意な細胞増殖阻害
は認められなかった。 
 
(3) ヒト末梢血単球を用いた BAFF シグナル
抑制ヒット化合物の BAFF により誘導される
IL-6 に対する阻害作用の検証 
 THP-1 細胞を用いた検討で細胞毒性を示さ
ない濃度で BAFF による IL-6 産生を抑制した
化合物をヒト末梢血単球からの BAFF 誘導
IL-6 産生での効果を検討した。図 2は THP-1
においても BAFF により誘導される IL-6 産生
抑制作用を有した薬剤のヒト末梢血単球か
らの BAFF 誘導 IL-6 産生に対する効果を示し
た例である。 
これらの結果から THP-1 を用いて探索した
BAFF シグナル抑制剤はヒト末梢血単球にお
いても BAFF シグナル抑制作用を有すること
が明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 



  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2：ヒト末梢血単球からの BAFF による IL-6
産生に対する候補化合物の影響 
 
(4) ヒト末梢血単球における BAFF シグナル
経路の探索 
 本研究は単球における BAFF シグナルに関
わる分子の探索が目的であることから、シグ
ナル阻害剤を用いてその標的の解明を試み
た。BAFF 存在下でヒト末梢血単球を NF-kB 阻
害剤、PI3kinase 阻害剤、シクロスポリンと
共に培養し、産生される IL-6 に対する影響
を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３：ヒト末梢血単球からのBAFFによるIL-6
産生に対する NF-kB 阻害剤の影響（縦軸は％ 
of control） 
 
図３に示すようにヒト末梢血単球からの
BAFF による IL-6 産生は NF-kB 阻害剤により
強く抑制されることが明らかとなった。一方
でサイトカインシグナル経路で広く知られ
る PI3kinase 阻害剤は BAFF 誘導 IL-6 産生に
対し強い阻害作用を示さなかった（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４：ヒト末梢血単球からのBAFFによるIL-6
産生に対する PI3kinase 阻害剤の影響（縦軸
は％ of control） 
 
以上の結果から単球における BAFF シグナル

にはNF-kB経路が強く関与していることが示
唆された。 
 
BAFF は B 細胞活性化因子であり、BAFF シグ
ナルを介し B細胞を活性化し B細胞の生存お
よび分化増殖に関与することが知られてい
る。これまで B 細胞における BAFF シグナル
経路では NF-kB 経路の IKKa および IKKb の関
与が報告されている。そこで、これらの分子
の活性化度を健常人とpSS患者末梢血単球を
用いてウェスタンブロット法にて比較した
（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５：末梢血単球における IKKa および IKKb
分子のリン酸化 
 
これらの結果より pSS 患者末梢血単球では
NF-kB 経路のうち IKKa および IKKb の活性化
が亢進していることが示唆された。 
 
(5)考察と今後の展望 
本研究により末梢血単球における BAFF シグ
ナルを抑制する薬剤の探索と BAFF シグナル
に関与する分子が明らかとなった。詳細な機
序が不明である点は存在するが、単球におけ
る BAFF シグナルは図５に示すような機序が
推察できる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図６：単球における BAFF シグナル 
 
これまでにこのような報告は未だなく、今後
は本研究にて選抜された既承認薬の BAFF シ
グナル分子への影響について詳細な検討を
行っていく。その結果は迅速な pSS 治療薬の
創製に寄与すると考えられる。 
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