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研究成果の概要（和文）：4回膜貫通型タンパク質テトラスパニンであるCD81を標的とする低分子型新規次世代
リウマチ治療薬開発のため低分子化合物のスクリーニングを行った。最初にCD81分子を細胞表面に発現する
SW982細胞を用いて結合試験によるスクリーニングを行った。抗CD81モノクローナル抗体と化合物を添加したと
ころ、この抗体の結合を大きく上昇あるいは減少させる化合物が8種存在した。そこで次にこれらの化合物につ
いてSW982細胞における炎症性サイトカインやリウマチ因子のシノビオリンの発現を減少させることを指標に2次
スクリーニングを行った。その結果3種の化合物を選択した。

研究成果の概要（英文）：Screening of low MW compounds was performed for development of novel 
therpeutic compounds toward the treatment of rheumatoid arthritis targeting CD81, tetraspanin 
molecule. At first, cell binding screening was performed using SW982 cells. When anti-CD81 
monoclonal antibodies and the compounds were added to cells, eight compounds were found to increase 
or decrease the binding of antibodies. Among them, three compounds were effective to decrease the 
expression of inflammatory cytokines and synoviolin.

研究分野：生化学・分子生物学
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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 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。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この CD81 を
見い出した。さらにヒト滑膜由来滑膜肉腫
細胞株である SW982 を用いて、RA における
滑膜細胞の異常増殖を引き起こす原因遺伝
子と考えられているシノビオリン遺伝子の
発現を直接促進する可能性のある因子とし
て初めて CD81 を同定した。そこで、この分
子を標的とした根絶的リウマチ治療薬開発
の可能性について検討を進め、リウマチモ
デル動物を用いた実験で、この分子の発現
を siRNA で抑制するとリウマチの症状が大
幅に改善されるという画期的発見に至った。
このように CD81 を標的とする創薬が、現在、
対症療法に終始しているリウマチ性疾患の
新たな根絶的治療薬開発につながる可能性
があるため、我々は、CD81 の細胞外領域を
組換えタンパク質として大量発現し、これ
を抗原とすることで抗 CD81 モノクローナ
ル抗体の樹立を行ってこれを用いたモデル
動物の治療実験に進めて一定の治療効果を
得るに至った。こうして CD81 を標的とする
リウマチ治療用抗体医薬品開発に一定の道
筋を付けることに成功した。 
 
２．研究の目的 
 上記のように、モデル動物を用いた実験
において、CD81 分子の発現を siRNA で抑制
するとリウマチの症状が大幅に改善された。
また、CD81 の細胞外領域を大腸菌で大量発
現してこれを抗原として抗 CD81 モノクロ
ーナル抗体の樹立を行い、これを用いたリ
ウマチモデル動物の治療実験を行ったとこ
ろ、同等の治療成績を得るに至った。これ
らの画期的成果をさらに広範な適用が可能
な一般的治療法として発展させるために、
今回、CD81 を標的とした低分子型新規次世
代リウマチ治療薬の開発に着手した。今回、
CD81 に結合してこれを阻害する低分子化
合物をスクリーニングにより探索すること
で、リウマチ治療において、first choice
として広く用いることが可能な画期的な新
薬を開発することを目的としている。また、
このようなステップで見いだされたリード
化合物について、モデル動物を用いた治療

実験を行い、リウマチ治療効果と副作用に
ついて検証し、将来的に必要に応じてさら
に化合物の modification を行って、より高
活性で低副作用の化合物の開発を進めるこ
とも視野に入れている。 
 
３．研究の方法 
 上記で樹立した抗 CD81 モノクローナル
抗体とCD81を発現するSW982細胞を用いて
一次スクリーニング系を構築した。すなわ
ち、固定化した SW982 細胞と抗 CD81 モノク
ローナル抗体を液相で結合させ、二次抗体
（抗マウス抗体）でこの結合物を検出する
が、この際、スクリーニングしたい低分子
化合物を少量添加して、抗原抗体結合物形
成への阻害効果の有無を判定する。この反
応は 96well のプレートを用いて行い、二次
抗体を添加して形成される免疫複合体は、
酵素反応により検出する。約 1,300 種類の
低分子化合物ライブラリーは、連携研究者
である、慶應大学薬学部 水島 徹教授と
LTT ファーマより提供を受けた。CD81 機能
阻害型低分子化合物を選別する二次スクリ
ーニングは以下のように行った。TNFαが
CD81 を介して滑膜細胞内シノビオリンの
発現を誘導することや、CD81 が滑膜細胞に
おける TNFαの産生自体を制御しているこ
とを明らかにした結果を利用して、低分子
化合物が滑膜細胞における TNFαの産生を
抑制することや、TNFα誘導性のシノビオリ
ン発現上昇を抑制することを指標に選別を
行った。 
 
４．研究成果 
 まず 4 回細胞膜貫通型テトラスパニン
CD81 を標的とする低分子型新規次世代リ
ウマチ治療薬を開発するための一次スクリ
ーニング系の検討を行った。まず CD81 分子
を細胞表面に発現する SW982 細胞を用いて
結合試験に関するスクリーニング系の検討
を進めることとし、既に樹立した抗 CD８１
モノクローナル抗体を、固定化した SW982
細胞に結合させてさらに別の抗 CD８１モ
ノクローナル抗体をこれに作用させたとこ
ろ、抗体によっては最初に結合した抗体の
結合を上昇させたり減少させたりすること
がわかった。そこでこの系を低分子化合物
のスクリーニング系に適用し、実際に抗 CD
８１モノクローナル抗体と低分子化合物を
添加してモノクローナル抗体の結合率を調
べたところ、化合物の種類によって抗体の
結合率が上昇したり減少したりした。上昇
する場合、結合率が 200%以上変化するもの



があり、減少する場合、結合率が 50%以上
減少するものがあった。これは化合物が
CD81 に結合することで、抗体の結合を修飾
しているものと考えられた。特に減少する
場合に化合物が細胞にダメージを与えてい
ないことを確認した上で、結合率が 200%以
上上昇したものと 50%以上減少したものを
選別して、これらの化合物について作用の
容量依存性を確認した。その結果、ほとん
どの検体はこれらの作用に容量依存性を示
していたが、最大の効果を示す容量は検体
によって異なっていた。この系を用いて
1000 個以上の化合物のスクリーニングを
行った結果、結合率が 200%以上上昇した化
合物と 50%以上減少した化合物合計 8 個を
選別した。次に、これらについて機能試験
を行う二次スクリーニングを実施した。ま
ず機能試験について予備検討を行った。機
能試験には炎症性サイトカインの発現とリ
ウマチ因子シノビオリンの発現を指標に用
いることとした。最初に、SW982 細胞に抗
CD81 モノクローナル抗体を添加すると、
TNFα やシノビオリンの発現が減少するこ
とを定量 PCR にて確認した。次に抗体の代
わりに化合物を添加すると、同じように
TNFα やシノビオリンの発現を変化させる
ものが存在した。そこで上記、一次スクリ
ーニングで選別した 8個の化合物について
このスクリーニングを実施したところ、こ
の中の 3個について、定量 PCR によりシノ
ビオリンの発現を抑制する効果が認められ
た。しかし、これらの中には TNFαの発現
に対しては抑制的に働くものや促進的に働
くものがあった。また、これら 3個の化合
物は、いずれも容量依存的に SW982 細胞の
増殖を抑制する効果を有していたが、他の
CD81 非発現細胞には影響を及ぼさなかっ
たことから、CD81 分子を介して増殖に影響
を与えているものと考えられた。現在、こ
の 3 個のうち、TNFα とシノビオリンの発
現の両方を減少させるものについて、リウ
マチモデル動物への投与、治療実験を行う
べく予備試験を行っている。 
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