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研究成果の概要（和文）：本研究においてtight junction (TJ)バリアを制御可能なclaudin (CLDN) modulatorとしてd
aunorubicinとrebeccamycinを同定した。DaunorubicinとrebeccamycinはDNA damageのセンサー分子であるATM/ATR kin
aseを活性化した後、下流分子であるChk1が活性化される。Chk1は何らかの作用によりバリア機能強化分子であるCLDN-
5の発現を誘導し、CLDN-5がTJへ移行することでバリア機能を上昇させた。また、CLDN2レポーターシステムを構築して
新規CLDN2 modulatorの取得に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we identified daunorubicin and rebecamycin as novel claudin 
modulators, which can enhance tight junction (TJ) barrier function in intestinal cells. Daunorubicin and 
rebeccamycin stimulate ATM and ATR kinases in the nucleus, resulting in activation of the downstream 
molecule, Chk1. Activated Chk1 increases claudin-5 expression, and the product of claudin-5 transitions 
to TJ following enhanced TJ-barrier. Furthermore, we constituted claudin-2 reporter system, and 
identified novel claudin-2 modulators from chemical library. In the future, we will investigate 
therapeutic effect of multiple claudin modulators for an inflammatory bowel disease.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 上皮バリア機能制御　炎症性腸疾患治療法　クローディン発現
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１．研究開始当初の背景 
 インフルエンザウイルス、エイズウイルス
など感染性病原体の多くは粘膜面を介して
生体内に侵入することから、感染症対策の最
重要基本戦略の第一は粘膜面に免疫防御網
を構築し生体内への侵入を阻止すること、第
二は粘膜面の防御網をすり抜け体内に侵入
した病原体および感染細胞を排除するため
に全身系の体液性・細胞性免疫機構を構築す
ることにある。ワクチンは感染症対策の切り
札として期待されているものの、現在汎用さ
れている注射型ワクチンでは全身系体液性
免疫の誘導に限局され、粘膜面における侵入
防御網の構築活性を持たず感染予防効果を
期待できない。一方、粘膜ワクチンは、粘膜
系免疫と全身系体液性・細胞性免疫の活性化
能を併せ持つことから、効果的な感染予防・
治療法であるといえる。なかでも経口ワクチ
ンは、粘膜系免疫と全身系体液性・細胞性免
疫の活性化能をもち、抗原分子の脳内移行の
危険性が拭いきれない経鼻ワクチンと異な
り、安全性も高いことを考慮すると理想的な
ワクチンと考えられる。しかしながら、消化
酵素による分解を回避しつつ腸管粘膜免疫
誘導組織パイエル板に抗原を効率的に送達
するシステムが開発されていないことから、
経口ワクチンの開発は立ち遅れているのが
現状である。 
 近年、粘膜免疫組織を覆う上皮組織に tight 
junction 構成タンパク質である claudin-4
（CL-4）が高発現していることから、CL-4
を標的とした粘膜ワクチン開発の可能性が
示唆されている。そこで当研究グループはこ
れまでに CL-4 binder として知られるウエル
シュ菌毒素C末断片であるC-CPEを利用し、
CL-4 を標的とした経鼻粘膜ワクチン開発を
試みた。モデル抗原として卵白アルブミン
OVA と C-CPE 融合タンパクを用いて検証し
た結果、CL-4 を標的とした粘膜ワクチンの
proof of concept の実証に成功した。次に、腸
管粘膜免疫誘導組織パイエル板を覆う上皮
組織にも CL-4 が高発現していることから、
腸管粘膜免疫組織を標的とした経口粘膜ワ
クチンの開発を試みたが、抗体価の上昇は観
察されなかった。この原因として、(1) 経口
ワクチンは経鼻ワクチンに比して 10 倍以上
の抗原を粘膜免疫組織に送達する必要があ
るため抗原送達量が低かったこと、(2) 抗原
が消化酵素分解により分解されることが考
えられた。この解決法として、（1）腸管粘膜
免疫組織への抗原送達率を高めるため、既存
の C-CPE よりも高い CL4 結合性を示す
C-CPE 変異体の創出する、(2) 消化酵素耐性
であるリポソームに抗原を封入することに
より、抗原の分解を回避するという方法が考
えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、腸管粘膜免疫組織パイエル板に
CL-4 が高発現していることに着目し、CL-4 

指向性分子を修飾したリポソームを有効活
用することで、初めてのパイエル板指向性経
口ワクチン開発の基盤研究を行うことを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) C-CPE 構造変異体ライブラリの作製 
 CL-4への結合に重要なC-CPEのC末側を改
変したC-CPE構造変異体ライブラリを作製し、
CL-4高結合性C-CPE変異体のスクリーニング
を行った。 
 
(2) C-CPE 変異体による抗原送達能の検証 
 モデル抗原である卵白アルブミン（OVA）
と C-CPE変異体との融合タンパク質を作製し、
経鼻投与後の免疫賦活化作用を検証した。ま
た、担がんマウスを用いることにより抗腫瘍
ワクチン効果を検証した。 
 
(3) C-CPE 変異体修飾リポソームの検証 
 OVA を封入した C-CPE 変異体修飾リポソー
ムをハイドレーション法および凍結乾燥復
水法により作製した。CL-4 発現細胞への結合
性を確認するため FACS analysis を行った。
In vivo での動態を検討するため、マウス腸
内に C-CPE 変異体修飾リポソームを導入し、
パイエル板を回収した後、リポソームの局在
を観察した。 
 
４．研究成果 
 当グループが独自に開発した CL-4 binder
である C-CPE (ウエルシュ菌下痢毒素の受容
体結合領域である C 末側 14 kDa のポリペプ
チド断片) を prototype とし、C-CPE の C 末
端側に存在し CL-4 への結合性に重要なアミ
ノ酸残基を改変した C-CPE 構造変異体ライ
ブラリを作製した。当ライブラリから従来の
C-CPE に比して CL-4 への結合性が約 10 倍以
上も優れた、C-CPE 変異体の取得に成功した。
次に、取得した変異体の抗原送達能を確認す
るため、C-CPE変異体とモデル抗原であるOVA
との融合タンパク質を作製した。本タンパク
質をマウスに経鼻投与した結果、OVA 融合
C-CPE 変異体は OVA-C-CPE に比して有意な全
身免疫および粘膜免疫の誘導活性が認めら
れた。また、細胞性免疫および液性免疫に関
しても各種サイトカイン、IgG サブクラスの
上昇が観察された。さらに、OVA 融合 C-CPE
変異体によるワクチン効果を担癌モデルマ
ウスを用いた抗腫瘍効果の観点から評価し
たところ、OVA-C-CPE 投与群に比して OVA 融
合 C-CPE変異体投与群では有意な腫瘍増殖抑
制効果が観察された。これらの成果から
C-CPE 変異体は C-CPE に比して粘膜免疫組織
への抗原送達が効率よく行えるものと考え
られる。 
 CL-4高結合性C-CPE変異体の取得に成功し
たことから、C-CPE 変異体を修飾したリポソ
ームの経口ワクチン開発に向けた基礎的な
検討を行った（帝京大鈴木亮博士との共同研



究）。抗原封入のための凍結乾燥復水操作に
よるリポソームの粒子径への影響は少ない
ことが明らかとなった。また、樹状細胞やマ
クロファージに効率的に抗原をデリバリー
するために、PEG を修飾していない粒子径約
600 nm の OVA 封入 C-CPE 変異体修飾リポソー
ムを調製した。この C-CPE 変異体修飾リポソ
ームは CL-4 発現細胞に特異的に結合するこ
とをフローサイトメトリーおよび共焦点顕
微鏡による検討から明らかとした。また、本
リポソームの in vivoにおける動態を評価し
た結果、パイエル板への移行性を確認した。
さらに一部のリポソームが抗原の取り込み
を担うM細胞にも到達していることを確認し
た。以上の結果より、C-CPE 変異体修飾リポ
ソームは経口ワクチンとしての可能性を有
することを確認した。 
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