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略語表 
 

略語 名称 
BALF 気管支肺胞洗浄液 
cAMP 環状アデノシン 1 リン酸 
CCL17 CC chemokine ligand 17，CC ケモカインリガンド 17 
CCL22 CC chemokine ligand 22，CC ケモカインリガンド 22 
CCR4 CC chemokine receptor 4，CC ケモカイン受容体 4 
CFSE carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester，生細胞蛍光染色色素 
CHO 細胞 チャイニーズハムスター卵巣細胞 
CIA コラーゲン誘導関節炎 
CXCL10 CXC chemokine ligand 10，CXC ケモカインリガンド 10 
CXCR3 CXC chemokine receptor 3，CXC ケモカイン受容体 3 
EAE 実験的自己免疫性脳脊髄炎 
EC50 50％効果濃度 
ELISA 酵素免疫測定法 
FCA フロイント完全アジュバンド 
GPCR G 蛋白質共役型受容体 
IC50 50％阻害濃度 
IFA フロイント不完全アジュバンド 
MBP ミエリン塩基性蛋白質 
MOG ミエリンオリゴデンドロサイト糖蛋白質 
MS 多発性硬化症 
OVA 卵白アルブミン 
PBMC 末梢血単核球細胞 
PTX 百日咳毒素 
S1P スフィンゴシン 1-リン酸 
S1P 受容体 S1P（スフィンゴシン 1-リン酸）受容体 
Th1/Th2 細胞 T helper type 1/ T helper type 2 細胞 
Th17 細胞 T helper type 17 細胞 
Treg Regulatory T cell，制御性 T 細胞 
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第一章 緒言 
 

1-1. 本研究の背景 

 自己免疫疾患は，本来，生体にとって異物（抗原）であるものに対して働く免疫系

が自己の細胞や組織に反応してしまい，それを攻撃する抗体を作り出してしまう疾患

群である．自己の細胞や組織を異物と誤認識する機序は不明であるが，自己か異物か

の判断は主に T 細胞が担っている 1．自己免疫疾患は誤認識される標的細胞や組織に

より病態が異なる．例えば，中枢神経の髄鞘の蛋白質が異物と誤認されると，髄鞘が

攻撃を受けて破壊され，多発性硬化症という疾患が発症する．一般に，自己免疫疾患

は全身に影響が及ぶ全身性自己免疫疾患と，特定の臓器だけが影響を受ける臓器特異

的自己免疫疾患に分けられる．全身性自己免疫疾患には，関節リウマチや全身性エリ

テマトーデスなどがあり，臓器特異的疾患には，多発性硬化症，潰瘍性大腸炎，尋常

性乾癬，強皮症，重症筋無力症などがある（図 1）．高齢化や社会環境の変化に伴い，

自己免疫疾患は増加傾向にあり，例えば，本邦で特定疾患に指定されている全身性エ

リテマトーデス，多発性硬化症及び潰瘍性大腸炎の特定疾患患者として認定されてい

る数は，調査が開始された 1974 年にはそれぞれ 5,072，1,544，0 人であったが，2012

年には 60,122，17,073，143,733 人に増加している（図 2）．また，米国では少なくと

も 1,470～2,350 万人が自己免疫疾患に罹患しており，その数は増加しているとの報告

がある 2． 

自己免疫疾患の病因については解明されていないところが多い．関節リウマチでは，

1990 年代に炎症性サイトカインである TNFαに対する抗体医薬が開発され，強力な

抗炎症作用と骨破壊抑制作用を有することが明らかとなった．また，その他の薬物療

法として，免疫系を抑制する薬剤（カルシニューリン阻害剤や代謝拮抗剤）や炎症を

抑制するステロイド剤が使用されている（表 1）．しかし，これらの薬剤は非特異的に

免疫系を抑制するために重篤な感染症や悪性新生物の拡大を抑制出来なくなる．更に，

高血糖，高血圧，及び腎臓や肝臓の機能障害などの副作用も報告されている．そのた

め，治療薬として病態特異的に作用し副作用の少ない免疫調節薬の登場が切望されて

いる． 
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図 1 多種多様な自己免疫疾患 

                          難病情報センター情報改変 

図 2 特定免疫疾患の医療受給者証交付件数 

 1974 年から 2012 年までの代表的な自己免疫疾患の認定者数の推移を表している． 
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表 1 既存の自己免疫疾患治療薬 

 

種類 薬剤 
有効性／

安全性 
主な副作用 

ステロイド剤 プレドニゾロン，メチルプレド

ニゾロン 
高／低 感染症，糖尿

病，骨粗鬆症 

代謝拮抗剤 メトトレキサート，アザチオプ

リン，ミゾリビン，ミコフェノ

ール酸モフェチル，レフルノミ

ド，ラパマイシン 

中程度～

高／低 
肝障害，骨髄抑

制，間質性肺

炎，感染症 

カルシニュー

リン阻害剤 
シクロスポリン，タクロリムス 高／低 腎障害，肝障

害，感染症 

サイトカイン

阻害剤 
インフリキシマブ，エタネルセ

プト，アダリツマブ，アクテム

ラ，トファシチニブ 

非常に高

／低 
感染症，結核，

アナフィラキ

シーショック 

 

1-2. 本研究の目的 

自己免疫疾患において，病変臓器には T 細胞，B 細胞，マクロファージなどの免疫

細胞が浸潤しており，その結果，病変部において強い免疫及び炎症反応が誘導される．

主に T 細胞と B 細胞から成るリンパ球の血管から病変部への浸潤はセレクチン，ケモ

カイン，及びインテグリンによって制御されている（図 3）．また，リンパ球は血管と

リンパ管の二つの脈管系を交通路として生体内を移動している 3．リンパ球は，リン

パ節やパイエル板などの二次リンパ組織に血行性に移動し，二次リンパ組織から移出

する際には，輸出リンパ管から移動しリンパ管を経て再び血液に戻る循環を繰り返す
3．2002 年，二次リンパ組織からのリンパ球の移出には生理活性脂質であるスフィン

ゴシン-1 リン酸（S1P）が重要な役割を担っていることが明らかとなった（図 3）4．

私は，特定のリンパ球の循環動態を制御する薬剤が異常な免疫のみを抑える新規の免

疫調節薬になり得るのではないかと考え，リンパ球の循環動態システムに注目した．

そして，リンパ球の体内循環過程の中でケモカイン／ケモカイン受容体及び S1P／

S1P 受容体に着目し，特に CC ケモカイン受容体 4（CCR4）の阻害薬と S1P 受容体 1

（S1P1）作動薬の創製を目指した．CCR4 阻害薬は病態特異的な T 細胞サブセットで

ある Th2 細胞の病変部への浸潤を阻害することで，また，S1P1 作動薬はリンパ球の病

変部への浸潤を阻害することで共に安全性が高く，有効性に優れた薬剤になることが

期待される．ケモカイン受容体及び S1P 受容体は G 蛋白共役型受容体（GPCR）であ
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る．医薬品全体の少なくとも 30％は GPCR を標的としており 5，GPCR は低分子化合

物によって制御できる可能が高いと考えられる（図 4）． 

 

 
図 3 リンパ球の体内循環とリンパ球の循環動態を制御するアプローチ 

 

 
図 4 CCR4 及び S1P1受容体 
 CCR4 及び S1P1 受容体は GPCR であり，CCR4 は CCL17 及び CCL22，S1P1 は S1P
をリガンドとし，G 蛋白質と呼ばれる三量体蛋白質を介してシグナル伝達が行われる． 
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第二章 CCR4 阻害薬 
 

2-1. 序論 

 ケモカイン受容体は白血球の遊走に関わる細胞膜上の受容体である．ヒトでは 19

種類が同定されており，白血球によって発現するケモカイン受容体が異なっている

（図 1）．CD4 陽性の T 細胞は，様々な病原体に対する獲得免疫への関与と共に自己

免疫疾患やアレルギー性炎症の促進に重要な役割を果たしている 1．炎症時及び T 細

胞受容体の活性化後に，特定のサイトカインと転写因子によってナイーブ CD4 陽性 T

細胞は，少なくとも 4 つのサブセット，すなわち，Th1，Th2，Th17，制御性 T 細胞

（Treg）に分化する 2，3．また，CD4 陽性 T 細胞のサブセット分化誘導に関わるサイ

トカインや転写因子は，サブセットへの初回誘導の際にサブセット特異的なケモカイ

ン受容体の発現も誘導することが知られている．例えば，Th1 細胞では分化誘導の際

に選択的に CCR5 及び CXCR3 が発現し，Th2 細胞では CCR3，CCR4，CCR8 及びプ

ロスタグランジン D2 受容体 CRTH2 が発現する 4～8． 

 

 

 

図 1 ケモカイン受容体の種類 
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 Th2 細胞には数種類のケモカイン受容体が発現しているが，これまで Th2 細胞遊走

の重要な因子として CCR4 の役割に関する研究が中心に行われてきた．CCR4 は抗原

特異的な Th2 細胞の炎症組織への浸潤に関与しており 9～11，喘息患者では，気道に

CCR4 陽性 T 細胞が優先的に浸潤しており IL-4 や IL-5 などの Th2 型サイトカイン産

生に関与する 12，13．また，CCR4 のリガンドである CCL17 及び CCL22 の産生が喘息

患者の肺で亢進していることが報告されている 14～16．一方，CCR4 遺伝子欠損マウス

や薬理学的にCCR4を阻害したマウスの研究ではいくつかの相反する結果が得られて

おり，アレルギー性炎症における CCR4 の関与については意見が分かれている 17～22．

最近の生体内における T 細胞遊走の役割に関する研究では，抗原特異的 T 細胞上での

ケモカイン受容体の発現は，抗原チャレンジ後の急性と慢性期で変動することが示さ

れている 23，24．T 細胞遊走には病態ステージで多数のケモカインやケモカイン受容体

が関与しており，各受容体の役割は炎症組織や病態のステージに依存して変化すると

考えられる． 

 私は新規の CCR4 阻害薬である E0001-163 を同定し，その薬理学的作用を検討した．

上記したように，マウスを用いた CCR4 阻害薬の研究では相反する結果が報告されて

おり，CCR4 陽性 T 細胞の浸潤を CCR4 阻害薬によって抑制できるかは不明である．

そこで，CCR4 を介した T 細胞遊走に対する CCR4 阻害薬の in vivo での阻害作用を検

討するため，私は CCR4 リガンドを投与することでリンパ球浸潤を観察できるマウス

モデルを構築した．これは，CCL22 過剰発現細胞をマウスの背部に作製したエアーポ

ーチ内に投与することで持続的に CCL22 を産生させ，同組織にマウス Th2 細胞を浸

潤させる実験系である．また，病態時での T 細胞浸潤に対する CCR4 阻害薬の抑制作

用について検討するため，卵白アルブミン（OVA）特異的な抗原を発現した DO11.10 

Th2 細胞をマウスに移入し，OVA を吸入惹起することで肺胞洗浄液中に移入 Th2 細胞

及び好酸球を浸潤させる抗原惹起の Th2 細胞浸潤系を構築した．更に，マウスにおけ

る Th2 細胞の遊走阻害作用の検討だけでなく，ヒトの Th2 細胞を作製し CCR4 発現と

T 細胞遊走反応との関係，及び E0001-163 の遊走阻害作用についても検討した． 
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2-2. 材料と方法 

2-2-1. E0001-163 

 E0001-163，6-ブロモ-2-（（3-（2-ジメチルアミノエチルオキシ）-4-メトキシフェニ

ル） メチルオキシ）- 3-（4-メチルフェニルスルホニルアミノ）ピラジンは小野薬品

工業株式会社（Osaka, Japan）で合成された 25． 

 

2-2-2. 実験動物 

雄性 BALB/cAnNCrj マウス及び雄性 DBA/2NCrj マウスは日本チャールス・リバー

株式会社（Yokohama，Japan）から入手した．また，雄性 BALB/c-TgN (DO11.10)マウ

スは The Jackson Laboratory（Maine, USA)から入手した．動物を用いた試験は，小野

薬品工業株式会社 研究本部 ｢動物実験に関する規程｣を遵守して試験を実施した． 

 

2-2-3. CCL22 刺激による CCR4 発現細胞内 Ca2+濃度変化 

 ヒトCCR4発現CHO細胞を用い，ヒトCCR4受容体に対するCCL22（終濃度10 nM）

を用いて Fura2 法により細胞内 Ca2+濃度変化を測定した．すなわち，測定の 48 時間

前に細胞を 1 ウェルあたり 1.5×104cells/100μL の濃度で 96 穴プレートに播種した．

測定当日，5μM Fura 2-AM を含む培地に置換し遮光下 37℃で 1 時間静置することに

より Fura 2 を細胞内に取り込ませた．その後，20 mM/L Hepes（Life Technologies，

Carlsbad, CA, USA）含有Hanks溶液（Life Technologies）で二回洗浄し，Spectrofluorometer

（FDSS-6000，浜松ホトニクス株式会社）を用いて OD340nm/OD380nm の変化を測定

した．測定開始 30 秒後に化合物を，化合物添加 3 分後にリガンドを加え，その後 4

分間の細胞内 Ca2+濃度をモニターし，vehicle 添加群の Ca2+濃度変化に対する各化合物

の抑制率ならびに IC50値を算出した． 

 

2-2-4. 競合結合実験 

CCRF-CEM 細胞株（ATCC, Virginia, USA）を，20 mM Hepes 及び 1 %ウシ血清アル

ブミン（BSA; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA）を含む RPMI-1640（Life Technologies）

培地にて 96 穴プレートに 1 ウェルあたり 5×105 個になるように播き込んだ．

[125I]-CCL17（Perkin Elmer Life and Analytical Sciences, Waltham, MA, USA）及び様々な

濃度の E0001-163 を添加して，4℃で 1 時間放置した．反応後，セルハーベスターを

用いて 0.5％polyethyleneimine で前処置した GF/B filter plate に細胞を吸着させた．更

に，反応プレートに 200μL PBS を添加して同様に GF/B filter plate に吸着させ，この

操作を 3 回行ってフリーのラベル体を除去した．その後，1 穴あたり 50μL 

Microscint-20 を添加して TopCount 383 にて測定した（全ての試薬及び機器は Perkin 
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Elmer Life and Analytical Sciences より購入）．トータル結合量の測定のために vehicle

として 1％DMSO 溶液を添加した．また，非特異的な結合量の測定のため，cold 

competition としてラベル体の 1000 倍量の非ラベル体 CCL17（Peprotech, Rocky Hill, NJ, 

USA）を添加した． 

 

2-2-5. ヒト末梢血からの Th1 及び Th2 細胞の調製 

本実験は，小野薬品工業株式会社研究本部「ヒト組織を用いた研究」倫理規程を遵

守して実施した．インフォームドコンセントにより協力を得た 2 名の健常人ボランテ

ィアから血液を入手した．Lympho-prep 密度勾配遠心分離（Accu-Prep，Oslo，Norway）

によって血液から末梢血単核球細胞（PBMC）を単離し，更に CD4 Subset Column（R&D 

Systems, Minneapolis, MN, USA）を用いて CD4 陽性 T 細胞を調製した．この CD4 陽

性 T 細胞を（Day0），2μg/mL 抗 CD3 抗体（OKT3; Janssen Pharmaceuticals，Titusville，

NJ，USA）で前処置した 24 穴プレートに培養培地（10％ウシ胎児血清（FBS; 

Sigma-Aldrich），2-メルカプトエタノール，ペニシリン-ストレプトマイシン，10 mM 

Hepes，0.1mM MEM non-essential amino acid solution 及び 1 mM MEM sodium pyruvate

を含んだ RPMI1640（FBS 以外の試薬は Life Technologies より購入））にて 1 ウェルあ

たり 2 × 105 個になるように播き込み，1μg/mL 抗 CD28 抗体及び 4 ng/mL IL-2 を加え

て 5 日間培養した．この際，Th1 細胞に分化誘導する場合には 5 ng/mL IL-12 と 1μg/mL 

抗 IL-4 抗体，また，Th2 細胞に分化誘導する場合は 5 ng/mL IL-4 と 1μg/mL 抗 IFN-

γ抗体を添加した（全ての蛋白及び抗体は BD Biosciences，San Jose，CA，USA から

購入）．5 日後（Day5），活性化状態の Th1 及び Th2 細胞を回収し，1 ng/mL IL-2（BD 

Biosciences）存在下で 4 日間培養した．その後，休止期の Th1 及び Th2 細胞（Day9）

を OKT-3 にて前処置したプレートに播いて再刺激を 5 日間行った．この時，上記し

た濃度のサイトカインと抗体に加え，二回目以降の刺激時には細胞のアポトーシスを

抑制するため 1μg/mL 抗 CD95L 抗体（BD Biosciences）も添加した．5 日後（Day14）

に細胞を回収し，再び 1 ng/mL IL-2 存在下で 7 日間培養した．この方法を用い，活性

化及び休止期状態の Th1 及び Th2 細胞を 3 サイクルにわたり継代培養した． 

 

2-2-6. ヒト Th1 及び Th2 細胞におけるケモカイン受容体の発現解析 

CD4 陽性 T 細胞の調製日（Day0），及び Th1/Th2 細胞への分化誘導後，Day5，9，

14，17，21，24 及び 29 での CD4 陽性細胞における CCR4 の発現強度を経時的に測定

した．各測定日の細胞を回収し，抗ヒト CD4 抗体，抗ヒト CCR4 抗体，抗ヒト CXCR3

抗体（全ての試薬は BD Biosciences より購入）を添加し，氷中で 30 分間反応させた．

PBS にて 1 回洗浄した後，フローサイトメトリー（FACSCalibur，BD Biosciences）に
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て解析を行った．CD4 陽性 T 細胞における CCR4 の相対的発現レベルは，各抗体で染

色した際の蛍光強度の中央値から isotype control の中央値を引いて算出した．各サン

プルは 15,000 以上のイベント数を測定した． 

 

2-2-7. マウス脾臓からの Th1 及び Th2 細胞の調製 

BALB/c マウスの脾臓から，マウス CD4 subset enrichment column（R&D）を用いて

CD4 陽性 T 細胞を調製した．5μg/mL 抗マウス TCRβ抗体を前処置した 24 穴プレー

トに 1 ウェル当たり CD4 陽性 T 細胞を 1.5～2.0×105 細胞を播き，2-2-5 で使用した培

養培地を用いて 37℃で 2日間培養した．この時，Th1に分化誘導を行う場合は 20 ng/mL 

マウス IL-12（BD Biosciences），2.5μg/mL 抗マウス IL-4 抗体（BD Biosciences），1.0

μg/mL 抗マウス CD28 抗体（Southern Biotechnology Associates, Birmingham, Alabama, 

USA）を添加し，Th2 に分化誘導を行う場合は 20 ng/mL マウス IL-4（BD Biosciences），

2.5μg/mL 抗マウス IL-12 抗体（BD Biosciences），1.0μg/mL 抗マウス CD28 抗体を

それぞれ添加した．刺激 2 日間後に細胞（Day2）を回収し，その後，2 ng/mL マウス

IL-2（BD Biosciences）存在下で 3 日間培養して休止期 T 細胞（Day5）を誘導し，In vitro

での細胞遊走評価及び in vivo での CCL22 刺激 Th2 遊走モデルでの実験に用いた． 

Th1 及び Th2 細胞への分化状態を解析するため，Th1/Th2 細胞へ分化誘導した細胞

をマウス TCRβ抗体にて前処置した 24 穴プレートで細胞内蛋白質輸送阻害薬である

モネンシン（Santa Cruz Biotechnology, CA, USA）存在下で 6 時間培養した．4％パラ

フォルムアルデヒドにて固定後，0.5％Triton X-100 で透過処理をしてブロッキングを

行った．その後，抗 IL-4 抗体及び抗 IFN-γ抗体（共に BD Biosciences）にて染色操作

を行い，細胞内 IL-4 と IFN-γ発現細胞数をフローサイトメトリーにて測定した． 

抗原惹起の気道炎症モデルでは，OVA 特異的な TCR を過剰発現させたトランスジ

ェニックマウスである DO11.10 マウスを用いた．DO11.10 マウスの脾臓からマウス

CD4 subset enrichment column を用いて CD4 陽性 T 細胞を調製した．また，feeder 細胞

として DO11.10 マウスのバックグラウンドである BALB/cマウスから脾細胞を調製し，

マイトマイシン C（Sigma-Aldrich）にて処理を行った．これらの細胞を 24 穴プレー

トに 1 ウェルあたり CD4 陽性 T 細胞を 5.0×105 細胞，feeder 細胞を 5.0×105 細胞それ

ぞれ播き，OVA ペプチド 323-339（Bachem, Bubendorf, Switzerland）を終濃度 1μg/mL

となるように添加し，37℃で 3 日間培養した．この時，Th2 に分化誘導するため 20 

ng/mL マウス IL-4，2.5μg/mL 抗マウス IL-12 抗体を添加した．3 日後に細胞を回収

し，2 ng/mL マウス IL-2 存在下で更に 3 日間培養して休止期 Th2 細胞を作製し，移入

細胞として使用した． 
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2-2-8. in vitro 細胞遊走実験 

 ヒトあるいはマウス T 細胞を用いた細胞遊走評価は，3μm ポアサイズの 24 穴ト

ランスウェル（Corning Incorporated, Corning, NY, USA）を用いた．ヒトCCL17（hCCL17），

hCCL22，hCXCL10，マウスCCL1（mCCL1），mCCL11，mCCL17，mCCL22又はmCXCL12

（ヒトケモカインは Peprotech，マウスケモカインはR&D Systemsよりそれぞれ購入）

は，0.6 mL の 5％FBS を含む RPMI1640 培地で希釈してトランスウェルの下室に添加

した．上室には 2～4×105 細胞懸濁液を加え，37℃で 1.5 時間反応させた．E0001-163

を評価する場合，反応開始時に上下両室に化合物を添加した． 反応後，下室に移動

した細胞を回収し，フローサイトメトリー（FACSCalibur, BD Biosciences）により細

胞数を測定した． 

 Chemotactic Index は，ケモカインによって遊走した細胞数を自然落下した細胞数で

割ることで算出した．また，E0001-163 の遊走阻害率は，以下の式より算出した． 

遊走阻害率（％） ＝ （1-（（化合物処置による細胞数 - 自然落下の細胞数）／

（ケモカインによる細胞数 - 自然落下の細胞数）））× 100 

 

2-2-9. E0001-163 のマウス動態試験 

 20％可溶化溶媒（ソルトール：プロピレングリコール＝7:3）水溶液で E0001-163

を溶解させた．BALB/c マウスに単回経口投与 0.5，2，6 及び 24 時間後にマウス腹部

大静脈より血液を採取した．E0001-163 の血漿中濃度は高速液体クロマトグラフタン

デム型質量分析計（Agilent 1100; Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA）によって

測定した． 

 

2-2-10. マウス CCL22 発現細胞の調製 

 マウス CCL22 全長 cDNA を含んだ pUCSR-FLAG ベクター（小野薬品工業）を

Lipofectamine 2000（Invitrogen）を用いてヒト胎児由来腎臓細胞 293T 細胞(293T cells; 

ATCC)に一過性に強制発現させた．マウス CCL22 の全長 cDNA（Accession no. 

NM_002990）は BALB/c マウスの脾臓よりクローニングし，マウス CCL22 全長 cDNA

を含まないベクター（mock）をコントロールとして用いた． 

 

2-2-11. マウスエアーポーチ内の CCL22 濃度の測定 

CCL22-又は mock-293 T 細胞をエアーポーチ内に投与してから，6，14，24 時間後

にエアーポーチ内の滲出液をそれぞれ回収し，遠心分離後に上清を採取して ELISA

法により定量した．上清は抗 FLAG-M2 抗体で前処置したプレートに添加し 37℃で 1

時間反応させた．次に，ビオチン標識された抗マウス CCL22 抗体を加えて 37℃で 1
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時間反応させた後，ストレプトアビジン-ペルオキシダーゼを加えて再び 37℃で 1 時

間反応させた．ペルオキシダーゼ用の ELISA 発色基質として TMB を用いた． 

 

2-2-12. CCL22 惹起によるマウス Th2 細胞浸潤モデル 

 DBA/2 マウス（CD5.1 アロ抗原）の背部に 2.5 mL の空気を皮下に注入し，3 日後に

も同カ所に 2.5 mL の空気を入れてエアーポーチを作製した．2 度目の空気注入から 3

日後に E0001-163 3，10，30 mg/kg 又は 20％可溶化溶媒（ソルトール：プロピレング

リコール＝7:3）水溶液を DBA/2 マウスに経口投与し，0.5 時間後に CCL22-293T 又は

mock-293T 細胞をマウスあたり 1×107 細胞をエアーポーチ内へ皮下投与した．更に，

1 時間後に in vitro で分化誘導した BALB/c マウス（CD5.2 アロ抗原）由来の Th2 細胞 

2×107個をDBA/2マウスへ尾静脈内投与した．Th2細胞を投与して 23時間後に 2.5 mL

の PBS でエアーポーチ内を洗浄し，滲出液を回収した．細胞懸濁液は，抗マウス

CD16/32 抗体（2.4G2; BD Biosciences）で前処置して非特異的な免疫グロブリンの結

合を阻害した後，FITC 標識の抗 CD5.2 抗体（Immunotech, Marseille, France）及び PE

標識の抗マウス CD4 抗体（BD Biosciences）にて染色した．洗浄操作後，フローサイ

トメトリーにて CD5.2 陽性 CD4 陽性 T 細胞を測定することで，エアーポーチ内に浸

潤したドナー由来 Th2 細胞数を算出した． 

 

2-2-13. 抗原惹起によるマウス Th2 細胞浸潤モデル 

 2-2-7 で作製した DO11.10 マウス由来の 5.0×106 Th2 細胞を BALB/c マウスに尾静

脈内投与した（Day0）．移入翌日から 5%OVA（Sigma-Aldrich）の吸入を開始し，7 日

間連日 20 分間吸入させた（Day1～7）．コントロール群は Th2 細胞を移入し，PBS を

吸入させた．E0001-163 10，30 mg/kg 又は 20％可溶化溶媒（ソルトール：プロピレン

グリコール＝7:3）水溶液を OVA 吸入の 30 分前に経口投与した．Day 8 に BALB/c マ

ウスから気管支肺胞洗浄液及び肺を回収した．気管支肺胞洗浄はマウスの気管に 1 mL

の PBS を注入した．気管支肺胞洗浄液中の細胞は，抗マウス CD16/32 抗体で Fc ブロ

ックを行った後，OVA特異的T細胞抗体であるFITC標識KJ1-26（CALTAG Laboratories, 

Burlingame, CA, USA）及び PE 標識の抗マウス CD4 抗体にて染色し，フローサイトメ

トリーにて OVA 特異的 T 細胞数を測定した．気管支肺胞洗浄液中の好酸球数は，多

項目自動血球計数（SF-3000; Sysmex Corporation, Kobe, Japan）を用いて測定した．気

管支肺胞洗浄液及び肺での IL-4，CCL17，及び CCL22 産生量は ELISA 法により測定

した． 

 

2-2-14. 統計解析 
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 統計解析は，SAS System Release 9.2 TS2M3（SAS Institute Japan Inc.）及び EXSAS 

Version. 7.7.1 (CAC EXICARE Corporation)を用いて行った．有意差検定は，2 群間の比

較は t 検定，多群間比較の場合は Dunnett を用いた．両側検定とし，有意水準は 5％と

した． 
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2-3. 結果 

2-3-1. CCR4 阻害薬 E0001-163 の同定 

 ケモカイン受容体は GPCR であり，リガンドが結合すると細胞内にシグナルが伝わ

ると共に細胞内 Ca2+濃度が上昇する 2．細胞内 Ca2+濃度が上昇することを利用して，

CCR4 過剰発現細胞を用いて CCR4 阻害化合物を探索した．CCL22 添加によって誘発

される細胞内 Ca2+濃度上昇を指標に小野薬品工業株式会社の化合物ライブラリを評

価し，ヒット化合物として R2055-200 を取得した（図 2）．同系において，R2055-200

の IC50 値は 1.7μM であった．同化合物の構造を基に周辺化合物の合成及び評価を行

い，強力な CCR4 阻害活性を示す置換基を探索した．その後，適した置換基の組み合

わせを行うことで阻害活性が向上した E0001-163 を取得した．E0001-163 は CCR4 に

対して 0.056μM の阻害活性を示し，R2055-200 に比べて 30 倍以上阻害活性が向上し

た（図 2）．また，CCR4 のもう一つのリガンドである CCL17 のラベル体を用い，CCR4

を発現している T 細胞株 CCRF-CEM への CCL17 結合に対する E0001-163 の阻害作用

を評価した．その結果，E0001-163 は CCL17 の結合を濃度依存的に阻害し，IC50 値は

21 nM であった（図 3）． 
 

 
図 2 CCR4 阻害薬 E0001-163 の創製 
 化合物スクリーニングの結果，ヒット化合物 R2055-200 を取得した．同化合物から

合成展開を行って阻害活性が向上した E0001-163 を見出した．それぞれの化合物の数

値は Ca2+アッセイでの IC50 値を示している． 
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図 3 CCRF-CEM 細胞への[125I]-CCL17 結合に対する E0001-163 の阻害作用 
各プロットは平均値を示している（n=2）． 
 
 

2-3-2. E0001-163 は CCR4 を介したヒト Th2 細胞の遊走を選択的に阻害する 

 CCR4 はリガンドである CCL17 及び CCL22 との相互作用によって，アレルギー炎

症部位へ CCR4 陽性 T 細胞を浸潤させることが報告されている 15．E0001-163 が Th2

細胞の遊走を阻害するかを検証するため，最初にヒト末梢血単核球細胞（PBMC）か

ら Th2 細胞を作製し Th2 細胞の CCR4 発現とその時の CCR4 リガンドに対する遊走反

応について検討した．最初に，二名の健常人ボランティアから血液を採取して PBMC

から CD4 陽性 T 細胞を調製し，調製日を Day0 とした．この時の CD4 陽性 T 細胞中

の CCR4 陽性の割合を調べた結果，それぞれ 21.0％，11.5％に発現しており，他のグ

ループから報告されているものと同様の結果が得られた 26．しかし，この CD4 陽性 T

細胞を用いて CCL17 あるいは CCL22 誘発による in vitro 遊走実験を行ったが，T 細胞

は遊走反応を示さなかった 25．次に，Th1 及び Th2 細胞に分化誘導するため，T 細胞

活性化抗体である抗 CD3 抗体と抗 CD28 抗体，及び分化誘導のためのサイトカインと

抗体を用いて CD4 陽性 T 細胞を処置した．抗 CD3/CD28 抗体で 3～5 日間刺激した活

性化 T 細胞を，その後 IL-2 存在下で 3～7 日間培養して休止期 T 細胞を調製するサイ

クルを 3 回繰り返し，Day31 まで観察した（図 4a）．Th1 に分化誘導した CD4 細胞で

は IFN-γを，Th2 に分化誘導した CD4 細胞では IL-4 を優位に産生することが確認さ

れた．CCR4 の発現を継時的に解析した結果，全てのサイクルにおいて，抗 CD3/CD28

抗体の刺激を加た直後の活性化 T 細胞では CCR4 の発現量は減少し，刺激を除いて

IL-2存在下で培養した休止期T細胞ではCCR4の発現が増加するパターンがみられた．
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また，Th1 と Th2 に分化誘導した細胞を比べると，Th2 に誘導した細胞の方が CCR4

発現量は増加しており，CCR4はTh2優位な受容体であることが分かった（図 4b，4c）．

CCL17 及び CCL22 に対する遊走反応は，刺激を 3～5 日間加えた直後の活性化 T 細胞

（Day 14）は弱かった．しかし，その後 3 日間 IL-2 存在下で培養した休止期 T 細胞

（Day 17）は，CCL17 及び CCL22 に対する高い遊走反応がみられた（図 4d）．同様

に 3 サイクル目の休止期 T 細胞（Day 29-31）を用いた遊走実験でも，Th2 細胞は CCL22

に対して高い遊走反応を示した．以上の結果から，抗 CD3/CD28 抗体刺激の入った細

胞は CCR4 の発現量が減少し CCR4 リガンドに対して遊走反応を示さないが，その後，

休止期状態で細胞を培養するとCCR4発現量は増加し遊走反応もみられるようになり，

CCR4 発現量と遊走反応には相関があることが分かった． 

次に，CCL22 に対する遊走反応の高い Th2 細胞を用いて，E0001-163 の遊走阻害活

性を評価した．E0001-163 は，CCL22 誘発の Th2 細胞遊走を濃度依存的に阻害し，IC50

値は 11.9 nM であった．一方，Th1 細胞は CXCR3 のリガンドである CXCL10 に対し

高い遊走反応を示すが，E0001-163 は 1000 nM でも CXCL10 による Th1 遊走反応を阻

害しなかった（図 4e）．これらの結果から，E0001-163 は CCR4 を介した遊走反応を

選択的に阻害することが示された． 
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図 4 分化誘導したヒト Th 細胞の CCR4 発現及び遊走活性の解析，Th2 細胞遊走に対

する E0001-163 の遊走阻害作用 

（a）Th1/Th2 分化誘導のプロトコール．（b）フローサイトメトリーを用いた Th1 及

び Th2 細胞の CCR4 発現解析．細胞は抗 CCR4 抗体（黒実線），又は IgG1 コントロー

ル抗体（灰色塗）で反応させ，CD4 陽性 T 細胞に絞り込んで解析した．データは同様

の結果が得られた 2 検体のうちの代表例を示している．（c）Th1（■）及び Th2 細胞（□）

の CCR4 発現プロファイル．CCR4 に結合した抗体の蛍光強度の中央値を CCR4 の相

対的な発現レベルとして示している．データは同様の結果が得られた 2 検体のうちの

代表例を示している．（d）活性化 Th2（，Day14）及び休止期 Th2 細胞（，Day17）

を CCL22 又は CCL17 誘発で処置し，細胞の遊走反応を評価した．各プロットは，平

均値±標準誤差を示している（n=3）．（e）1 nM CCL22 によって遊走する Th2 細胞

（Day31）に対する E0001-163（3～300 nM）の阻害作用を 24 穴トランスウェルによ

って評価した．選択性評価のため，1 nM CXCL10 によって遊走する Th1 細胞（Day31）

に対する E0001-163（100～1000 nM）の阻害作用を評価した．各プロットは，平均値

±標準誤差を示している（n=3）． 
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2-3-3. E0001-163 は CCR4 を介したマウス Th2 細胞の遊走を阻害する 

 ケモカイン受容体阻害薬の研究開発において，CCR1,CCR2 及び CCR5 などに対す

る阻害薬が報告されている．しかし，これら阻害薬の多くはヒト受容体に対して阻害

作用を示すものの，げっ歯類の受容体では阻害作用が減弱あるいは消失しているため，

げっ歯類を用いた検討が難しく阻害薬の研究開発を困難にしている 2．E0001-163 の種

差の有無について検討するため，E0001-163 のマウス Th2 細胞の遊走に対する阻害活

性を評価した．マウス脾臓から CD4 陽性 T 細胞を調製し，ヒトと同様に Th2 細胞へ

の分化誘導を行った．抗 TCR 抗体刺激下で Th2 に分化誘導した細胞は IL-4 を主に産

生し，IFN-γの産生は僅かであった．一方，Th1 に分化誘導した細胞は IFN-γを産生し，

Th1 及び Th2 への分化誘導が起こっていることを確認した（図 5a）．E0001-163 は

CCL22 によって誘導される Th2 細胞の遊走を濃度依存的に抑制し，IC50 値は 13.4 nM

であった（図 5b）． 一方，Th2 細胞は CXCR4 のリガンドである CXCL12 に対しても

遊走反応を示したが，E0001-163 は CXCL12 誘発の細胞遊走を抑制しなかった．

E0001-163 はヒト及びマウスの Th2 細胞の遊走を同程度に抑制し，種差が少ないこと

が示された． 
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図 5 マウス Th2 細胞に対する E0001-163 の遊走阻害作用 

（a）マウス Th1 及び Th2 細胞に分化誘導した場合の IL-4，IFN-γに対する細胞内染色．

（b）1 nM CCL22 又は 10 nM CXCL12 によって遊走する Th2 細胞に対する E0001-163

（1～1000 nM）の阻害作用を 24 穴トランスウェルを用いて評価した．各プロットは，

平均値±標準誤差を示している（n=3）． 
 
 

2-3-4. E0001-163 は経口活性を有する 

 E0001-163 のマウス血中動態について検討した．本化合物をマウスに 10 mg/kg 単回

経口投与した場合，良好な血中濃度推移を示し（Cmax=8977 ng/mL; T1/2=3.2 h; 

AUC=13349 ng·h/mL），血漿中濃度は 12 時間以上にわたって in vitro で評価したマウ

ス Th2 細胞の遊走阻害作用の IC50 値を上回っていた（図 6）．E0001-163 は in vivo で

CCR4 を阻害した際の妥当性を検証するための薬理学的なツールとして適していると

考えられた． 

 
 

 

 
図 6 BALB/c マウスに E0001-163 10 mg/kg を単回経口投与した時の血しょう中濃度

の推移．各プロットは，平均値±標準誤差を示している（n=3）．マウス Th2 細胞にお

ける E0001-163 の遊走阻害活性の IC50 値（13.4 nM）を破線にて示す． 
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2-3-5. E0001-163 はマウスで CCL22 誘発の Th2 細胞浸潤を抑制する 
E0001-163 が in vivo においても Th2 細胞の遊走を阻害するできるかを検証するため，

CCL22 誘発のマウスエアーポーチへの Th2 細胞浸潤モデルを構築した．集積部位を

エアーポーチとしたのは，同部位に刺激物を注入した後で漏出液を容易に回収できる

ためである 27．最初に CCL22 蛋白をエアーポーチ内に注入したが T 細胞の浸潤は観

察されなかった 25 ことから，局所への細胞浸潤は CCL22 の持続的な産生が必要と考

え，CCL22 を過剰発現させた 293T 細胞をエアーポーチ内に注入した．CCL22 過剰発

現 293T 細胞を注入した結果，6～24 時間で CCL22 が産生され，in vitro でマウス Th2

細胞が遊走する濃度を持続的に確保できていることを確認した（図 7a）．更に，BALB/c

マウスの脾細胞から in vitro で Th2 細胞に分化誘導させて，これを DBA/2 マウスに移

入した．ドナーTh2 細胞は，アロ抗原の違いからレシピエント T 細胞とは識別できる

ようにした．CCL22 過剰 293T 発現細胞をエアーポーチ内に投与した後で Th2 細胞を

尾静脈内投与した結果，mock 293T 細胞をエアーポーチ内に投与した時に比べて，Th2

細胞の有意な増加がみられた（図 7b）．E0001-163 3, 10 又は 30 mg/kg を経口投与した

結果，E0001-163 は CCL22 によって遊走する Th2 細胞のエアーポーチ内への浸潤を用

量依存的に阻害し，3 mg/kg で 60％，10 及び 30 mg/kg でほぼ 100％抑制することが明

らかとなった．すなわち，E0001-163 は in vivo においても CCL22 によって誘導され

る Th2 細胞浸潤を抑制する能力を有していることが明らかとなった（図 7b）． 
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（b） 

 

 
図 7 CCL22 誘発マウスエアーポーチへの Th2 細胞浸潤に対する E0001-163 の抑制作

用 

（a）エアーポーチ内の CCL22 濃度．1×107 個の mock 又は CCL22 発現 293T 細胞を

エアーポーチ内に投与し，投与 6，14，24 時間後の CCL22 濃度を測定した．各棒グ

ラフは，平均値±標準誤差を示している（n=3～4）．t 検定で mock と CCL22 発現 293T

細胞移入群を比較した．**，P<0.01；***，P<0.001．（b）E0001-163 3，10，30 mg/kg

又は可溶化溶媒を DBA/2 マウスに経口投与した．0.5 時間後に 1×107 個の mock 又は

CCL22 発現 293T 細胞をエアーポーチ内に投与し，更に，1 時間後に BALB/c マウス

（CD5.2 アロ抗原）由来の Th2 細胞を 2×107 個の DBA/2 マウス（CD5.1 アロ抗原）

に尾静脈内投与した．23 時間後に 2.5 mL PBS でエアーポーチを洗浄し漏出液を回収

した．フローサイトメトリーにて CD4 陽性 T 細胞で CD5.2 アロ抗原が陽性の細胞を

測定し，ドナー由来 Th2 細胞数を求めた．各棒グラフは，平均値±標準誤差を示して

いる（n=5）．Dunnett 検定で E0001-163 投与群と CCL22 発現細胞投与（コントロール）

群を比較した．#，P<0.05；###，P<0.001．t 検定で，mock とコントロール群を比較し

た．***，P<0.001． 
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2-3-6. E0001-163 はマウスで抗原惹起による Th2 細胞浸潤を部分的に抑制する 
 次に，抗原惹起によって起こる T 細胞の組織浸潤に対する E0001-163 の抑制作用を

評価するため，抗原惹起によるマウス気道炎症モデルを構築した．これは，OVA 特

異的 T 細胞受容体を過剰発現させたトランスジェニックマウス（DO11.10）の T 細胞

を用い，同細胞を BALB/c マウスに移入して OVA 吸入によって移入 T 細胞を肺に集

積させる評価系である．T 細胞をマイトマイシン C 処理した脾細胞，OVA ペプチド，

IL-4 及び抗 IFN-γ抗体で処置し Th2 細胞に分化誘導した．作製した Th2 細胞の各種ケ

モカインに対する遊走反応を調べたところ，CCL22 に対して最も高い遊走反応を示し，

CCL17 及び CXCR4 のリガンドである CXCL12 にも遊走反応を示した．一方，Th2 細

胞は，他の Th2 型ケモカインである CCL1（CCR8 リガンド），CCL11（CCR3 リガン

ド）には遊走反応を示さなかった（図 8a）．E0001-163 は CXCL12 誘発の Th2 細胞の

遊走は阻害しないことを確認している（図 5b）．この Th2 細胞を BALB/c マウスに移

入し，移入日を Day0 とした．翌日より 7 日間連続して OVA 吸入を行った．OVA を

吸入惹起したマウスは，PBS を吸入させたマウスに比べて気管支肺胞洗浄液及び肺組

織で CCL22 及び CCL17 が有意に増加しており，CCR4 陽性 T 細胞の浸潤を誘導して

いることが推察された（図 8b）．OVA 吸入群では，気管支肺胞洗浄液中に OVA 特異

的 T 細胞数が有意に増加した（図 8c）．E0001-163 は，10 又は 30 mg/kg を OVA 吸入

前に 1 日 1 回反復経口投与した．その結果，E0001-163 投与群では，気管支肺胞洗浄

液中への OVA 特異的 T 細胞の浸潤を抑制する傾向がみられたものの有意な差ではな

かった（図 8c）．また，気管支肺胞洗浄液中に好酸球浸潤が顕著にみられ，Th2 優位

な応答が誘導されていることを確認した．しかし，E0001-163 は好酸球浸潤に影響を

及ぼさなかった（図. 8d）．更に，主に T 細胞から産生されると考えられる肺及び気管

支肺胞洗浄液での IL-4 産生を E0001-163 投与群で抑制する傾向がみられたが，その程

度はわずかであった（図 8e）．E0001-163 で有意な Th2 細胞浸潤抑制作用がみられな

かったのは，血中暴露量が不十分である可能性が考えられたため，E0001-163 10 又は

30 mg/kg を 1 日 2 回経口投与したが，1 日 1 回と同程度にしか抑制作用を示さなかっ

た 25． 
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（e） 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
図8 Th2細胞移入による抗原惹起マウスモデルでのTh2細胞浸潤に対するE0001-163
の抑制作用 
（a）分化 Th2 細胞の in vitro での遊走反応．評価には，1 又は 10 nM の CCL22，CCL17，
CXCL12，CCL11，CCL1 を用いた．各棒グラフは，平均値±標準誤差を示している（n=3）．
（b）抗原惹起による肺での CCL22 及び CCL17 の濃度．BALB/c マウスに 5×106 個の

DO11.10 マウス由来の Th2 細胞を移入した．翌日から，BALB/c マウスへの 5％OVA
吸入惹起を開始し，7 日間連続して吸入させた．コントロール群のマウスには DO11.10
マウス由来の Th2 細胞を移入し，OVA の代わりに PBS を吸入させた．最終吸入日の

翌日に気管支肺胞洗浄を実施し，気管支肺胞洗浄液及び肺組織中のCCL22及びCCL17
濃度を測定した．各棒グラフは，平均値±標準誤差を示している（n=5）．t 検定にて，

PBS と OVA 吸入群の有意差を検定した．*，P<0.05；***，P<0.001．（c）気管支肺胞

洗浄液中の移入 T 細胞数．（d）気管支肺胞洗浄液中の好酸球数．（e）肺胞洗浄液及び

肺組織中の IL-4 産生量．E0001-163 10，30 mg/kg 又は可溶化溶媒を OVA 吸入前に反

復経口投与した．各棒グラフは，平均値±標準誤差を示している（n=8～9）．t 検定に

て PBS と OVA 吸入群の有意差を検定した．***，P<0.001． 
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2-4. 小括 

 ケモカインとその受容体は様々な炎症疾患病態に関与しており，新規免疫調節薬の

有望な標的候補群と考えられている．特に CCR4 は，その発現が喘息やアトピー性皮

膚炎などのアレルギー性炎症疾患の疾患活動性と相関すること 28，29，及び CCR4 のリ

ガンドである CCL22 と CCL17 が喘息患者の気管支肺胞洗浄液中で産生が亢進してい

ることから 14～16，CCR4 阻害薬はアレルギー性炎症疾患の新規薬剤候補として注目さ

れている．一方，これまでの論文報告の中には，アレルギー疾患における CCR4 の関

与は低いとする論文も報告されており，例えば，Chvatchko 氏らは，OVA 惹起の喘息

モデルにおいてCCR4欠損マウスと野生型マウスで肺への免疫細胞の浸潤と気道抵抗

値の上昇に差がみられなかったことを報告している 17．また，Conroy 氏らは，モルモ

ット喘息モデルにおいて抗CCR4抗体を投与してもT細胞浸潤を殆ど抑制できないこ

とを報告しており 18，アレルギー性炎症疾患における CCR4 の役割は明確ではない． 

 私は，CCL22 によって誘発される細胞内 Ca2+濃度上昇を指標に CCR4 阻害化合物を

探索し，E0001-163 を見出した（図 2）．そして，アレルギー性炎症病態における CCR4

の役割を検証するため，in vitro 及び in vivo における E0001-163 の薬理学的作用につい

て検討した．In vitro において，E0001-163 はヒト及びマウスの Th2 分化細胞の CCL22

刺激による遊走を抑制し，IC50 値はそれぞれ 11.9 nM，13.4 nM であった．一方，

E0001-163 は T 細胞の CXCL10（CXCR3 リガンド）や CXCL12（CXCR4 リガンド）

刺激による遊走を抑制せず，E0001-163 は CCR4 を介した T 細胞遊走を選択的に抑制

することが分かった． 

 ヒト血液から CD4 陽性 T 細胞を単離し，CCR4 の発現率を調べた結果，CD4 陽性 T

細胞の 20％程度に CCR4 が発現しており，これは他グループの報告と同様の結果であ

った 8，26．そして，in vitro での Th2 細胞への分化誘導条件において，抗 CD3 抗体刺

激後の活性化 Th2 細胞では CCR4 発現が低下し，刺激を除去し IL-2 存在下で細胞増

殖が亢進している休止期Th2細胞ではCCR4発現が増加することが分かった（図4c）．

更に，活性化 Th2 細胞は CCL22 や CCL17 刺激に対して遊走反応を示さないが，休止

期 Th2 細胞は劇的に遊走するようになった（図 4d）．すなわち，CCR4 の発現増加に

伴い Th2 細胞は CCL22/CCL17 に対して高い遊走反応を示すことが分かった．このこ

とは，in vitro の分化誘導条件ではあるが，休止期状態の T 細胞はケモカイン受容体の

発現増加に伴い，Th1 あるいは Th2 型ケモカインに対して高反応性になることを示し

ている．更に，Th2 細胞よりも遊走反応は劇的ではないものの，Th1 細胞も CCL22 や

CCL17 刺激に対して遊走した 25．このことは，CCR4 は Th2 細胞優位であるものの，

Th2 細胞集団に特異的ではないことを示唆している． 
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 T細胞を介した炎症機序はヒト喘息及びアレルギー性炎症疾患の動物モデルにおい

て検証され，Th2 細胞がヒト喘息の病態において重要な役割を果たしていることが明

らかとなっている 30．しかし，最近の知見では，Th2 だけでなく Th1，Th17 及び Treg

細胞といったその他のサブセットも病態に関わっていると考えられている 31．マウス

疾患モデルにおいて，CCR4 の重要度を検証するために多くの試験が行われてきたが，

上述の通り，統一した結果は得られていない．その矛盾の潜在的な原因は，動物疾患

モデルでの疾患関連 T 細胞の不均一性にあるのかもしれない．また，T 細胞遊走には

複数のケモカイン受容体が関わっており 32，CCR4 を阻害してもその他のケモカイン

受容体によって補われている可能性がある．更に，CCR4 は Treg 細胞にも発現してい

ることが報告されており 33，34，CCR4 阻害は Treg 細胞を阻害することでアレルギー性

炎症を悪化させることも考えられる．そして，これらの CCR4 阻害による矛盾した結

果は，既存の CCR4 阻害薬が in vivo において Th2 細胞の遊走を抑制する能力を有し

ているのかといった疑問を生じさせる．そこで，私は in vivo での E0001-163 の Th2

細胞浸潤に対する抑制作用について検証するため，CCL22 刺激によって Th2 細胞を

遊走させる独自のマウスモデル系を構築した．CCL22 蛋白をマウスのエアーポーチや

気管支内に投与してもレシピエント及びドナーの T 細胞は組織に集積することはな

かった 25．そこで，T 細胞を集積させるためには CCL22 を持続的に産生させる必要が

あるとの仮説を立て，CCL22 を過剰発現させた 293T 細胞をマウスのエアーポーチ内

に投与することで，in vitro で Th2 細胞が遊走するのに十分な CCL22 濃度をエアーポ

ーチ内で持続させることに成功した（図 7a）．CCL22 発現 293T 細胞をエアーポーチ

内に投与することで，mock 293T 細胞に比べてエアーポーチ内への移入 Th2 細胞の浸

潤増加が確認された（図 7b）．そして，E0001-163 はエアーポーチ内への CCL22 によ

って誘導される Th2 細胞の浸潤を用量依存的に阻害し，10 mg/kg 以上の経口投与によ

ってほぼ完全に Th2 細胞の浸潤を阻害した（図 7b）．このことから，E0001-163 は in vivo

において CCR4/CCL22 を介した Th2 細胞の浸潤を阻害する能力があることが明らか

となった． 

 次に，病態時の組織へのT細胞浸潤に対するE0001-163の抑制作用を検討するため，

マウスにOVA特異的なTh2細胞を移入し OVAを吸入惹起させるアレルギー性気道炎

症モデルを作製した．本評価系は，T 細胞によって誘導される好酸球浸潤などの気道

炎症を評価する際に汎用されるモデルである 19，23．PBS を吸入させたコントロール群

に比べて OVA を吸入惹起した群では，気管支肺胞洗浄液と肺組織において CCL22 と

CCL17 の有意な産生増加がみられ（図 8b），CCR4 を介した T 細胞浸潤を誘導してい

ることが示唆された．CCR4 リガンドの産生は，ドナーマウス由来の細胞によると考

えており，マウスでのアレルギー反応を誘導する実験において CCL22 及び CCL17 は
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それぞれ肺胞マクロファージ，気管支上皮細胞から産生されることが報告されている
35，36．本モデルにおいて，E0001-163 はマウスエアーポーチモデルにおいて Th2 細胞

浸潤を完全に抑制した 10 及び 30 mg/kg の用量を 1 日 1 回経口投与した．E0001-163

投与群では，気管支肺胞洗浄液中の OVA 特異的な T 細胞数は対照群に比べて 20％程

度抑制した（図 8c）．一方，E0001-163 投与では気管支肺胞洗浄液中への好酸球の浸

潤に影響はなかった（図 8d）．この結果は，E0001-163 によって Th2 細胞の浸潤を若

干抑制した程度では，気道内腔への好酸球やその他の炎症細胞の浸潤を，気管支肺胞

洗浄液中の結果と同様に阻害できないことを示唆している．Kaminuma らのグループ

は，CCR4 阻害薬である Compound 22 を 100 mg/kg の用量で 1 日 2 回皮下投与するこ

とで，本モデルと同様の OVA 吸入マウスモデルにおいて，肺への Th2 細胞と好酸球

の浸潤を有意に抑制したことを報告している 19．本モデルにおいて Th2 細胞浸潤を部

分的にしか抑制できなかったのはE0001-163の血中暴露量が不十分であった可能性も

考慮し，10 及び 30 mg/kg を 1 日 2 回経口投与したが，Th2 細胞浸潤の抑制作用は

E0001-163 の 1 日 1 回経口投与の場合と同程度であった．私と Kaminuma 氏らのグル

ープの実験結果の違いの理由は不明であるが，実験条件の違いに因るものかもしれな

い．また，Mikhak 氏らのグループも，同様の抗原惹起の系において，OVA を吸入惹

起するとCCR4欠損マウス由来の抗原特異的Th2細胞及び好酸球の肺胞洗浄液中への

浸潤がそれぞれ 50，53％阻害されたことを報告している 23．Mikhak 氏らの実験では，

マウスに OVA を 3 日間連続吸入させた後，最終吸入の 24 時間後の肺胞洗浄液中の T

細胞浸潤数を評価している．一方，私はマウスに OVA を 7 日間連続吸入させ，最終

吸入の 24 時間後の T 細胞浸潤数を評価した．CCR4 は主に急性期の肺への T 細胞浸

潤に関与しており，慢性期においてはその役割は弱いのかもしれない．また，Th2 細

胞には CCR4 の他，CCR3 も発現しているとの報告がある 7 ことから，私は OVA 惹起

のマウス Th2 細胞浸潤モデルで既存の CCR3 阻害薬 37 を 30 mg/kg の用量で 1 日 2 回

反復経口投与した．その結果，CCR3 阻害薬は E0001-163 と同程度にしか Th2 細胞浸

潤を抑制しなかった 25．このことは，T 細胞の遊走には複数のケモカイン/ケモカイン

受容体が関与しており，OVA 惹起による気道炎症の条件下では CCR3 と共に CCR4

は Th2 細胞浸潤に部分的に関与していることを示唆している． 

 以上，E0001-163 は経口投与可能な CCR4 阻害薬であり，CCR4 を介した T 細胞遊

走を抑制した．また，マウスのエアーポーチモデルにおいて，E0001-163 は CCL22 に

よってエアーポーチ内へ浸潤する Th2 細胞を用量依存的に抑制した．一方，OVA 惹

起によるマウス気道炎症モデルにおいては，Th2 細胞の浸潤を 20％程度しか阻害せず，

同病態条件下ではCCR4はTh2細胞浸潤に部分的にしか関与していないことが示唆さ

れた．これまで，アレルギー性疾患で T 細胞浸潤における CCR4 の寄与度は高いとす
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る報告 13，28，29 はあるが，それを検証するには，臨床で E0001-163 のように in vivo で

も作用する CCR4 阻害薬を用い，CCR4 陽性 T 細胞の浸潤を抑制することで治療効果

を発揮できるかを確かめる必要がある．  
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第三章 S1P 受容体作動薬 
 

3-1. 序論 

 近年，S1P1 受容体欠損マウスを用いた解析と S1P 受容体作動薬の作用機序の解明に

より，リンパ球の二次リンパ組織からの移出に S1P/S1P1 受容体が重要な役割を果たし

ていることが明らかとなった 1，2．S1P は，血漿中に多量に存在する（100～400 nM）

脂質メディエーターであり，S1P の濃度勾配によりリンパ球は二次リンパ組織から血

液へ再循環する 3，4． 

S1P 受容体は S1P1～S1P5 受容体の 5 つのサブタイプが知られている．FTY720（フ

ィンゴリモド）はファーストインクラスの S1P 受容体作動薬であり，多発性硬化症

（MS）患者を対象とした臨床試験において有効性が確認され 5，6，2010 年に再発寛解

型 MS の再発予防薬として承認を取得した．MS は脱髄と神経変性によって中枢神経

系が障害を受ける慢性の自己免疫疾患である．MS の病因は複雑であるが，神経軸策

を取り巻く髄鞘を認識する自己反応性 T 細胞の活性化が病因の初期イベントと考え

られており，髄鞘が脱髄消失した病変部ではリンパ球が浸潤し中枢神経系を障害する
7，8．フィンゴリモドは生体内でスフィンゴシンキナーゼによりリン酸化体となり，

S1P2 を除く 4 つの S1P 受容体と結合し 9，末梢血リンパ球減少作用を示す 10，11．フィ

ンゴリモドの治療効果は S1P1 を介していると考えられており，一方，フィンゴリモ

ドの副作用として知られる除脈などは S1P3作動活性を介していることがげっ歯類を

用いた動物実験の結果から示されている 12，13． 

私は，CCR4 に次ぐ二番目の標的として S1P 受容体に着目し，S1P1受容体を活性化

させることでリンパ球の循環動態を制御し，更に S1P3 作動活性を回避することでフ

ィンゴリモドよりも安全性の高い薬剤を創製できると考えた．同コンセプトに基づい

て S1P 受容体作動薬を探索した結果 14，15，フィンゴリモドよりも S1P 受容体に対す

る選択的を高めた ONO-4641 を創製した 16．ONO-4641 は経口活性を有し，フィンゴ

リモドと異なり未変化体で活性を示す化合物であった．現在，ONO-4641 は MS を対

象に臨床試験を実施している．本研究では，ONO-4641 の生体内のリンパ球循環動態

を制御する作用機序について検討すると共に，多発性硬化症や関節リウマチの動物疾

患モデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）モデルやコラーゲン惹起関節炎

（CIA）モデルで ONO-4641 の有効性を評価し，自己免疫疾患治療薬としての可能性

を検証した． 
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3-2. 材料と方法 

3-2-1. ONO-4641 とその他の化合物 

 ONO-4641 は小野薬品工業株式会社で合成された 14～16．S1P と SEW2871 は Alexis

（San Diego, CA, USA）と Merck KGaA （Darmstadt, Germany）よりそれぞれ入手した．

プレドニゾロンは Sigma-Aldrich, Inc より入手した． 

 

3-2-2. S1P 受容体発現細胞株 

 ヒト S1P1，ヒト S1P2，ヒト S1P3，ヒト S1P4，ヒト S1P5 及びラット S1P1 受容体の

各安定発現細胞は，各全長 cDNA を含んだ pIRESneo-Myc ベクターを Lipofectamine 

2000（Invitrogen）を用いて CHO-K1 細胞に導入し作製した．mock/CHO-K1 細胞は

CHO-K1 細胞を宿主とし発現ベクターを安定導入させた． 

 

3-2-3. 実験動物 

 雌性 LEW/CrlCrlj 系ラットは日本チャールス・リバー株式会社より入手した．雌性

non-obese diabetic（NOD）/ShiJcl マウスは日本クレア（Tokyo, Japan）より入手した．

動物を用いた試験は，小野薬品工業株式会社 研究本部 ｢動物実験に関する規程｣を

遵守して試験を実施した． 

 

3-2-4. 競合結合実験 

 ヒト S1P1，ヒト S1P2，ヒト S1P3，ヒト S1P4，ヒト S1P5 及びラット S1P1 の各安定

発現細胞から調製した膜画分を用い，各受容体への [33P]-S1P（American Radiolabeled 

Chemicals, St Louis, MO, USA）の特異的結合に対する ONO-4641 の競合結合実験を行

った．96 ウェルプレート（AGC Techno Glass, Shizuoka, Japan）に，全結合群では媒体

を，非特異的結合群では過剰量の S1P（Merck, NJ, USA）を，被験物質群では各濃度

の ONO-4641 を，対照物質群では各濃度の S1P をそれぞれ添加した後，[33P]-S1P 及び

膜画分をそれぞれ加えた．プレートを室温で 60 分間インキュベーションした後，セ

ルハーベスター（PerkinElmer，UniFilter96 ハーベスター）を用いてグラスファイバー

フィルター上に膜画分を回収し，膜画分に結合した放射活性を測定した．全結合群に

おける[33P]-S1P の特異的結合量に対する被験物質及び対照物質の各濃度での特異的

結合量の相対値から，[33P]-S1P の特異的結合を 50％置換する被験物質及び対照物質

の濃度（IC50 値，nM）を求めた後，それらの阻害定数（Ki 値）を計算した． 

 

3-2-5. cAMP 産生抑制作用 
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 ヒト S1P1，ヒト S1P5，ラット S1P1 受容体発現細胞及び mock 細胞に forskolin

（Sigma-Aldrich）と ONO-4641 または S1P を同時に処置し，37℃で 0.5 時間静置した．

その後細胞を溶解し cAMP 量を ELISA 法（Applied Biosystems）にて定量した．forskolin

刺激による cAMP産生に対するONO-4641及びS1Pの抑制作用は，溶媒処置群の cAMP

量に対する相対値を算出し，EC50 値で評価した． 

 

3-2-6. S1P1 受容体発現解析 

 ヒト S1P1 受容体を安定発現させた CHO 細胞を ONO-4641，S1P または SEW2871

で処置（37℃，1 時間静置）した後，4％ パラフォルムアルデヒド/PBS を用いて細胞

を固定した．その後，受容体の N 末端に付与した Myc タグに対する抗体（anti-c-Myc 

monoclonal antibody clone 9E10，Sigma-Aldrich）を 1 次抗体として，次に蛍光標識 2

次抗体（R-phycoerythrin goat anti-mouse IgG，Invitrogen）を反応させた．結合した抗体

の蛍光強度をフローサイトメーター（FACSCalibur，BD Biosciences）を用いて測定し，

細胞膜表面の S1P1 受容体の発現解析を行った．各化合物の細胞膜表面からの S1P1 受

容体発現減少作用は，EC50 値を算出して評価した． 

 

3-2-7. 末梢血リンパ球数の測定 

 雌性 Lewis ラットに ONO-4641 0.01，0.03，0.1，0.3，1 mg/kg 又は媒体として 0.5％

MC を 10 mL/kg の容量で，経口ゾンデ（CLEA Japan）を用いて単回経口投与した．

投与液量は，投与当日の個々の体重に基づいて算出した．投与前（群分け時），投与

2，4，8，12，24，48，72，96 及び 120 時間後に，エーテル麻酔下にてラット尾静脈

より 200μL 採血した．また，雌性 NOD マウスは，ONO-4641 0.01，0.03，0.1 mg/kg，

又は媒体として 0.5％MC を 10 mL/kg の容量で，経口ゾンデを用いて単回経口投与し

た．投与液量は，投与当日の個々の体重に基づいて算出し，投与 24 時間後にマウス

腹部大静脈より採血した．採取した血液は速やかに EDTA-2Na 粉末含有の微量採血管

（Terumo Corporation）に移し，多項目自動血球分析装置（SF-3000, Sysmex Corporation）

にて末梢血リンパ球数を測定した． 

 

3-2-8. 二次リンパ組織におけるリンパ球数測定 

 雌性 Lewis ラットから摘出した頸部，鼡径及び腸間膜リンパ節由来の細胞を 1.5 

vol％fetal bovine serum（Sigma-Aldrich），49 vol％RPMI1640（Life Technologies），49 

vol％Hanks’ balanced salt solution（Life Technologies）を含む 10 mM Hepes（Life 

Technologies）培地に細胞を懸濁した．CFSE（Dojindo, Kumamoto, Japan）で標識した
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後，細胞密度が 5×107 cells/mL となるように PBS に懸濁し，養子細胞懸濁液を調製

した． 

ONO-4641 0.1 mg/kg 及び媒体を雌性 Lewis ラットに経口投与し，投与 2.5 時間後に

養子細胞懸濁液 1 mL を静脈内投与により移入した．移入 1.5 時間後に鼡径リンパ節，

腋下リンパ節，腸間膜リンパ節の摘出及び採血を行った．二次リンパ組織及び末梢血

中の標識リンパ球数は，フローサイトメーターを用いて測定した各検体中の標識リン

パ球のイベント数及び Flow-Count 標準粒子（Beckman Coulter）のイベント数を用い

て算出した． 

 

3-2-9. リンパ球活性化に対する ONO-4641 の評価 

 本実験は，小野薬品工業株式会社研究本部「ヒト組織を用いた研究」倫理規程を遵

守して実施した．インフォームドコンセントにより協力を得た健常人ボランティアか

ら血液を入手した．密度勾配遠心分離法を用いて，ヒト血液から PBMC を調製した．

続いて，磁気ビーズによるリンパ球分離用キット（R&D Systems）を用いて，PBMC

から T 細胞及び B 細胞を調製した．T 細胞は 10μg/mL 抗 CD3 及び 3μg/mL 抗 CD28

抗体（共に R&D Systems）で 4 日間刺激を加えて，細胞増殖及び IFN-γ産生を測定し

た．B 細胞は 20μg/mL 抗 IgM（Jackson ImmunoResearch Laboratories，PA，USA）及

び 10 ng/mL IL-4（R&D Systems）で刺激し，細胞増殖の場合は 4 日間，IgG 産生の場

合は 9 日間培養した後で測定した． 

 

3-2-10. ラット EAE モデル 

 結核死菌（Difco Laboratories, MI, USA）を注射用蒸留水に懸濁し，MBP（Myelin Basic 

Protein，SIGMA-ALDRICH, Inc.）を溶解させた（結核死菌：1000μg/mL，MBP: 60μ

g/mL）．この溶液を FCA（フロイント完全アジュバント，CHEMICON International, Inc.）

と等量混合してエマルジョンを調製し，これを惹起剤とした．雌性 Lewis ラットの足

蹠に惹起剤 0.1mL を皮下投与することで免疫処置を行った．ONO-4641（0.01，0.03，

0.1 mg/kg）及びプレドニゾロン（3 mg/kg）は免疫 4 日目から 21 日目まで 1 日 1 回反

復経口投与した．免疫処置日及び免疫 9 日目から 22 日目まで神経症状を観察し，麻

痺の程度をスコア化して神経症状スコアとした（正常：0，尾弛緩：1，後肢部分麻痺：

2，後肢完全麻痺：3）17．観察期間内における動物毎の神経症状スコアの最大値を最

大神経症状スコアとした． 

また，脊髄への細胞浸潤に対する ONO-4641 の評価について，雌性 Lewis ラットの

足蹠に惹起剤を皮下投与してから 16 日目に脊髄を摘出した．脊髄をホルマリン固定

した後，腰仙髄の HE 染色標本を作製し，HE 染色標本上の囲管性細胞浸潤血管数を
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測定することで細胞浸潤を評価した 18．また，細胞浸潤がみられた動物の未染色標本

を，抗 CD3 抗体（DAKO, Denmark）を用いて免疫染色した．このうち，対照群の免

疫染色標本について細胞浸潤巣における CD3 陽性 T 細胞を観察した． 

 

3-2-11. マウス再発寛解 EAE モデル 

 雌性 NOD マウスに Myelin oligodendrocyte glycoprotein 35-55（MOG 35-55, AnaSpec, 

CA, USA）を含む惹起剤を皮下投与し，Pertussis toxin（PTX; Sigma-Aldrich, Inc.）を静

脈内投与した．初回発症の後に寛解を示した動物を選抜して群割り付けした後，

ONO-4641（0.01，0.03 及び 0.1 mg/kg）又は 0.5％MC を 1 日 1 回 8 週間反復経口投与

した．免疫処置日（惹起剤投与前）及び免疫処置 7 日後から投与開始 56 日後まで神

経症状を観察し，麻痺の程度をスコア化して神経症状スコアとした（正常：0，尾弛

緩：1，後肢部分麻痺：2，後肢麻痺：3，前肢麻痺：4，瀕死または死亡：5）19．また，

群分け後に神経症状スコア 1 以上を示すことを再発とし，実験終了日までに再発した

動物の割合（再発率）を求めた． 

 

3-2-12. ラット CIA モデル 

 ウシ II 型コラーゲン（コラーゲン技術研修会）とアジュバント・ペプチド（ペプチ

ド研究所）を含む希釈液を作製し，Incomplete Freund Adjuvant（IFA）（DIFCO）と等

量混合してコラーゲンエマルジョン液を調製してこれを惹起剤とした．惹起剤をエー

テル麻酔下にて雌性 LEW ラットの背部に 10 ヶ所 0.1 mL ずつ皮内投与した．初回感

作日を 0 日目とし（Day 0），更に，7 日後に惹起剤 0.12 mL を尾根部に皮内投与した

（Day 7）．ONO-4641 は 0.03 及び 0.1 mg/kg を Day0 より Day27 まで 1 日 1 回反復経

口投与した．また，対照物質として用いた MTX 1.2 及び 2.4 mg/kg は週 3 分割して，

Day0 より Day22 まで間欠経口投与した（各週の第一日目に 1 日 2 回，第二日目に 1

日 1 回投与して，第 3～7 日目は 0.5%MC を 1 日 1 回投与）．タクロリムスは 1，3 mg/kg

は 1 日 1 回反復経口投与した．無処置群には何も投与しなかった．マウス・ラット後

肢足浮腫容積測定装置（TK-101CMP；BrainScience Idea, Osaka, Japan）を用いて，Day0，

10，13，16，19，22，25，28 に足容積を測定した．関節炎スコアは，足容積測定日と

同じ日に観察及び測定し，下記の様に紅斑と腫脹の強さにより前肢及び後肢について

個別に評点した．すなわち，指節間関節は，腫脹なし：0，少なくとも一つの関節に

腫脹：1，手根間関節は，腫脹なし：0，僅かな腫脹：1，中等度の腫脹：2，高度の腫

脹：3 とした．また，足根間関節は，同じ日に測定した足容積をもとに評点し，関節

炎を発症したラットについて，足容積が 1.4mL 未満；1，足容積が 1.4ｍL～1.6mL：2，

足容積が 1.6ｍL 以上：3 とした．この評点法に従うと 30 点満点となる． 
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3-2-13. 統計解析 

 統計解析は，SAS System Release 9.2 TS2M3（SAS Institute Japan Inc.）及び EXSAS 

Version. 7.7.1 (CAC EXICARE Corporation)を用いて行った．有意差検定は，2 群間の比

較は t 検定，多群間比較の場合は Dunnett を用いた．両側検定とし，有意水準は 5％と

した． 
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3-3. 結果 

3-3-1. ONO-4641 は S1P1 及び S1P5に高い結合親和性及びアゴニスト作用を有する 

各ヒト S1P 受容体発現 CHO 細胞から調製した膜各分を用い，各受容体への 33P-S1P

の特異的結合に対する ONO-4641 の競合結合実験を行った．ONO-4641 は S1P1 及び

S1P5 受容体への 33P-S1P の特異的結合を濃度に応じて阻害し，それらの Ki 値は，それ

ぞれ 0.626，0.574 nM であった．ONO-4641 は S1P4 受容体への 33P-S1P の特異的結合

も阻害したが，その Ki 値は 28.8 nM と S1P1 及び S1P5 受容体に比べて 50 倍ほど結合

親和性が乖離していた．一方，S1P2 及び S1P3受容体への 33P-S1P の特異的結合に対す

る ONO-4641 の阻害率は 10μM においても 50％未満であった．また，種差を検討す

るため，ONO-4641 のラット S1P1 受容体に対する競合結合実験を行い，ONO-4641

は 0.772 nM の Ki 値を示し，ラット S1P1 受容体に対しても高い結合親和性を有して

いた（表 1）． 

 

表 1 ONO-4641 及び S1P の S1P 受容体に対する結合親和性 

 

受容体 
Ki 値（nM)（95％信頼区間） 

ONO-4641 S1P 

hS1P1 0.626（0.567-0.694） 0.221（0.195-0.249） 

hS1P2 ＞5450 0.543（0.453-0.649） 

hS1P3 ＞5630 0.0507（0.0459-0.0560） 

hS1P4 28.8（25.8-32.2） 5.57（5.11-6.07） 

hS1P5 0.574（0.513-0.644） 0.225（0.207-0.243） 

rS1P1 0.772（0.656-0.906） 0.298（0.253-0.350） 
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 S1P1及びS1P5受容体はGi蛋白とカップリングしているという報告がある 20．次に，

ONO-4641 の S1P1 及び S1P5 受容体に対するアゴニスト作用を，アデニル酸シクラー

ゼ活性化剤である forskolin 刺激による環状アデノシン 1 リン酸（cAMP）産生に対す

る抑制作用を指標に検討した．ヒト S1P1 あるいは S1P5 受容体発現 CHO 細胞に

forskolin と ONO-4641 を同時に処置し，その後に細胞を溶解して cAMP 濃度を測定し

た．その結果，ONO-4641 は S1P1 及び S1P5 受容体発現 CHO 細胞において，ONO-4641

はいずれも濃度に応じた cAMP 産生抑制作用を示し，EC50 値はそれぞれ 0.0273 及び

0.334 nM であった．また，ラット S1P1 受容体発現 CHO 細胞を用いて同様の実験を行

った結果，ONO-4641 の EC50 値は 0.0286nM であり，S1P1 受容体に対するアゴニスト

作用にヒトとラット間で種差はみられなかった（表 2）． 

 
表 2 ONO-4641 及び S1P の S1P1/5 受容体に対するアゴニスト活性 
 

 
EC50（nM）（95％信頼区間） 

hS1P1 hS1P5  rS1P1 

ONO-4641 
0.0273 

（0.0121～0.0617） 
0.334 

（0.244～0.456） 
0.0286 

（0.00972～0.0843） 

S1P 
0.627 

（0.280～1.40） 
0.681 

（0.461～1.01） 
0.518 

（0.360～0.746） 
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3-3-2. ONO-4641 は細胞膜上の S1P1受容体を内在化させる 

 フィンゴリモドや SEW2871 といった S1P 受容体作動薬は細胞表面からの S1P1受容

体を内在化することでリンパ球減少作用を発揮すると考えられている 21～23．

ONO-4641 の細胞膜上の S1P1 受容体に対する内在化作用を検討するため，Myc タグを

付加した S1P1 を発現させた CHO 細胞を用いてフローサイトメーターにて解析した．

この際，S1P 及び選択的 S1P1 受容体作動薬として知られる SEW2871 を対照物質とし

て使用した．結果，ONO-4641 は濃度に応じた S1P1 受容体内在化作用を示し，125 nM

の濃度で 90％以上の S1P1 受容体を細胞内へ内在化させた（図 1a）．ONO-4641，S1P

及び SEW2871 の EC50値はそれぞれ 0.778，132 及び 118 nM であり，ONO-4641 は S1P

及び SEW2871 よりも強力な S1P1 受容体内在化作用を有していた（図 1b）． 
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（b） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 ONO-4641 による S1P1 受容体の内在化作用 
ヒト S1P1受容体を安定的に発現させたCHO-K1細胞にONO-4641（0.008～125 nM，

黒実線）又は DMSO（黒破線）を 37℃で 1 時間反応させた．ネガティブコントロー

ルとして，ヒト S1P1受容体を発現していない CHO-K1 細胞を用いた（灰色塗）．デー

タは 3 回の独立した実験の代表結果を示している．（b）ONO-4641（0.008～125 nM），

S1P（10～10,000 nM）及び SEW2871（0.8～12,500 nM）の S1P1 受容体の内在化作用

の検討．コントロール群の S1P1 受容体の平均発現量を 100％とした時の S1P1 受容体

の発現量（％）を示す．3 回の実験結果の平均値±標準誤差を示す． 
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3-3-3. ONO-4641 は末梢血リンパ球数を減少させる 

 S1P1 受容体作動薬は，リンパ球上に発現している S1P1 受容体を内在化させること

で末梢血リンパ球数を減少させると考えられており 21，22，ONO-4641 も S1P1 受容体の

内在化作用を有していた（図 1）．次に，ONO-4641 の末梢血リンパ球の減少作用及

びその強度を検討するため，雌 Lewis ラットに ONO-4641 0.01，0.03，0.1，0.3 及び 1 

mg/kg を単回経口投与した時の末梢血リンパ球数を測定した．投与前，投与後 2，4，

8，12，24，48，72，96 及び 120 時間に尾静脈より採血を行い，0.5％MC（媒体投与）

群と ONO-4641 投与群の各時点における末梢血リンパ球数を測定した． 

 ONO-4641 は 0.01 及び 0.03mg/kg 群の末梢血リンパ球数は投与後 4 時間より，0.1，

0.3 及び 1mg/kg 群の末梢血リンパ球数は投与後 2 時間より，用量に応じて減少し，

0.1mg/kg 以上の用量において最大作用が認められた．ONO-4641 投与群の末梢血リン

パ球数は，いずれも投与後 12 時間で作用がピークに達し，その後 48～120 時間かけ

て媒体投与群と同程度の値まで回復した．ONO-4641 は，可逆的な末梢血リンパ球減

少作用を示し，0.1mg/kg 以上の用量において最大作用が認められた（図 2）． 
 
 

 
 
図 2 ラットでの ONO-4641 の末梢血リンパ球減少作用 

雌性 Lewis ラットに，ONO-4641 0.01，0.03，0.1，0.3，1 mg/kg 又は 0.5％MC を単

回経口投与した後，ラット尾静脈より継時的に採血して末梢血球数を測定した．媒体

投与群（○）ONO-4641 0.01（ ），0.03（ ），0.1（ ），0.3（ ），又は 1 mg/kg（ ）

は平均値±標準誤差で示す（n=6）． 
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3-3-4. ONO-4641 は循環リンパ球を二次リンパ組織へ集積させる 

 S1P1 受容体作動薬の末梢血リンパ球減少作用は，循環リンパ球を二次リンパ組織に

集積させることで末梢血のリンパ球を減少させる機序が提唱されている 24～26．

ONO-4641 の循環リンパ球の二次リンパ組織への集積作用を検討するため，末梢血リ

ンパ球減少の最大作用がみられた ONO-4641 0.1mg/kg の用量を用いて養子細胞移入

法によって検討した．雌 Lewis ラットから摘出したリンパ節由来の細胞を CFSE で蛍

光標識し，養子細胞懸濁液を調製した．ONO-4641 0.1mg/kg 又は 0.5%MC を雌 Lewis

ラットに単回経口投与し，投与後 2.5 時間に養子細胞懸濁液を静脈内投与により移入

した．ONO-4641 を投与した 4 時間後に頸部，鼡径及び腸間膜リンパ節の摘出及び採

血を行い，各リンパ節及び末梢血中の標識リンパ球数を解析した．ONO-4641 0.1mg/kg

投与群の各リンパ節中における標識リンパ球数は，いずれも媒体投与群と比較して有

意に高値であった．一方，ONO-4641 0.1mg/kg 投与群の末梢血中の標識リンパ球数は

媒体投与群と比較して有意に低値であった．ラットにおいて，ONO-4641 0.1mg/kg は

循環リンパ球の二次リンパ組織への集積作用を示した（図 3）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     鼠径リンパ節   腋窩リンパ節   腸間膜リンパ節  血液 
 
図 3 ONO-4641 による二次リンパ組織へのリンパ球集積作用 
 フローサイトメトリーにて各組織の移入細胞数を測定した．媒体投与群（□）及び

ONO-4641 0.1 mg/kg 群（■）のデータは平均値±標準誤差で示し（n=10），群間の比較

は t 検定にて行った．#，P<0.05；##，P<0.01；###，P<0.001．  
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3-3-5. ONO-4641 はリンパ球の活性化には影響を及ぼさない 

ONO-4641 のヒトリンパ球の細胞増殖，IFN-γ産生及び IgG 産生に対する作用を評

価した．ONO-4641 の T 細胞の細胞増殖，IFN-γ産生，B 細胞の細胞増殖及び IgG 産

生に対する IC50 値はいずれも>1000 nM であり，1～1000 nM において明らかな作用は

認められなかった．陽性対照に用いたカルシニューリン阻害剤タクロリムスの T 細胞

の細胞増殖，IFN-γ産生，B 細胞の細胞増殖及び IgG 産生に対する IC50 値はそれぞれ

0.20，0.10，0.29 及び>1 nM であった（表 3）． 
 
 
表 3 ヒトリンパ球の機能に対する ONO-4641 の評価 
 

化合物 

IC50（nM）（95％信頼区間） 
T 細胞 B 細胞 

細胞増殖 IFN-γ産生 細胞増殖 IgG 産生 

ONO-4641 >1000 >1000 >1000 >1000 

タクロリムス 
0.20 

(0.03-0.36) 
0.10 

(0.01-0.19) 
0.29 

(0.11-0.47) 
>1 

 
  

- 49 - 
 



 

3-3-6. ONO-4641 は EAE モデルの病態発症及び脊髄への細胞浸潤を抑制する 

 EAE モデルは多発性硬化症の動物モデルとして広く用いられており，その発症には

脳脊髄へのリンパ球浸潤が関与していることが知られている 27．雌 Lewis ラットを用

いた EAE モデルにおいて，ONO-4641 がリンパ球浸潤を阻害することで EAE 発症抑

制作用を示すかを検討した．雌 Lewis ラットの足蹠に髄鞘の構成成分であるミエリン

塩基性蛋白（MBP）を含む惹起剤を皮下投与することで免疫処置した．ONO-4641 0.01，

0.03 及び 0.1 mg/kg，プレドニゾロン 3 mg/kg 又は 0.5％MC を免疫 4 日後から 21 日後

まで 1 日 1 回反復経口投与した．免疫処置日及び免疫 9 日後から 22 日後まで神経症

状を観察し，麻痺の程度をスコア化した．ONO-4641 0.03 及び 0.1mg/kg 群の神経症状

スコアは媒体を投与した対照群に比べ低値で推移した（図 4a）．また，ONO-4641 投

与群の最大神経症状スコアは用量に応じて低値を示し，ONO-4641 0.03 及び 0.1mg/kg

群では対照群に比べ有意に低値であった（表 4）．特に ONO-4641 の 0.1mg/kg 群では

8 例中 7 例で発症が完全に抑制された．プレドニゾロン 3mg/kg 群の最大神経症状ス

コアは対照群に比べ有意に低値を示した（表 4）． 

 次に，EAE モデルにおける脊髄（腰仙髄）への細胞浸潤に対する ONO-4641 の作用

を検討した．免疫処置 16 日後に脊髄を摘出し，腰仙髄の Hematoxylin-Eosin 染色標本

を作製した．標本上において周辺に細胞浸潤が認められる血管の数（周囲性細胞浸潤

血管数）を測定することで細胞浸潤を評価した 18．対照群の脊髄における周囲性細胞

浸潤血管数は 78.3±21.31 を示した．また，抗 CD3 抗体免疫染色標本を作製して細胞

浸潤巣における T 細胞の浸潤を確認した 16．ONO-4641 0.03 及び 0.1mg/kg 群の周囲性

細胞浸潤血管数はそれぞれ 34.4±6.53 及び 7.3±2.86 と用量に応じて低値を示し，い

ずれも対照群との間に有意差が認められた（図 4b，4c）． 
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（b） 

         非惹起群          対照群 

 

 

 

 

 

 

 

        ONO-4641 (0.03 mg/kg)     ONO-4641 (0.1 mg/kg) 
 

 

 

 

 

 

 
 
（c） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 ラット EAE モデルにおける ONO-4641 の発症抑制作用 
（a）対照群，ONO-4641 群，及びプレドニゾロン群の神経症状スコアの変動．雌性

Lewis ラットの足蹠に惹起剤を皮下投与して免疫した．0.5％MC，ONO-4641 0.01，0.03，
0.1 mg/kg，又はプレドニゾロン 3 mg/kg を免疫後 4 日目から 21 日目まで 1 日 1 回反
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復経口投与した．神経症状スコアは，免疫処置日及び免疫 9 日目から 22 日目まで観

察した．対照群（○），ONO-4641 0.01（ ），0.03（ ），0.1 mg/kg（ ），及びプレ

ドニゾロン （ ）は平均値±標準度差で示した（n=8）．（b）腰仙髄での囲管性細胞浸

潤血管数の代表写真．ONO-4641 投与群または惹起群に惹起剤を処置し，MBP 無しの

アジュバントのみで処置した非惹起群も設定した．0.5％MC，又は ONO-4641 0.03，
0.1 mg/kg を免疫後 4 日目から 15 日目まで 1 日 1 回反復経口投与した．16 日目に HE
染色標本作製のため脊髄を摘出し，囲管性細胞浸潤血管数を顕微鏡下にて測定した

（スケールバーは 100μm）．矢印は囲管性細胞浸潤血管を示している．（c）囲管性細

胞浸潤数を各群 8 例の平均値±標準誤差で示した．対照群と ONO-4641 投与群間の比

較は Dunnett 検定にて行った．#，p<0.05；##，p<0.01．対照群と非惹起群の比較は t
検定にて行った．**，p<0.01． 

 
表 4 ラット EAE モデルにおける最大臨床スコア 
 
 
 
 
 
 
 
 
各ラットで，期間内に観察された最も高い臨床スコアを最大臨床スコアとした．最

大臨床スコアを各群 8 例の平均値±標準誤差で示した．対照群と ONO-4641 投与群間

の比較は Steel 検定にて行った．#，p<0.05；###，p<0.001．対照群とプレドニゾロン

群の比較は Wilcoxon rank sum 検定にて行った．***，p<0.001． 
  

群構成 最大臨床スコア 
対照群 2.9 ± 0.13 
ONO-4641 0.01 mg/kg 群 2.6 ± 0.26 
ONO-4641 0.03 mg/kg 群 1.9 ± 0.35 # 
ONO-4641 0.1 mg/kg 群 0.1 ± 0.13 ### 
プレドニゾロン 3 mg/kg 群 0.6 ± 0.32 *** 
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3-3-7. ONO-4641 は再発寛解型 EAE モデルの再発を抑制する 

 MS 患者の大部分は再発・寛解を繰り返す再発寛解型 MS であり，再発を予防す

ることが MS の長期予後の改善に重要と考えられている．NOD マウスを用いて再発

寛解型 EAE モデルを作製し，ONO-4641 の再発抑制作用について検討した．先に，正

常 NOD マウスにおける ONO-4641 の末梢血リンパ球減少作用を検討した．ONO-4641 

0.01，0.03又は 0.1 mg/kgを単回経口投与して 24時間後に，末梢血のリンパ球数は 0.5％

MC 投与（対照群）に比べておよそ 20，60，80％減少した（図 5a）．NOD マウスに

髄鞘の構成成分であるミエリンオリゴデンドロサイト糖蛋白（MOG）を含む惹起剤

を免疫処置することで再発寛解型 EAE モデルを作製した．初回発症の後に寛解を示

したマウスを選抜して群割り付けした後，ONO-4641 又は 0.5％MC（対照群）を 1 日

1 回 8 週間反復経口投与した．対照群では投与開始 3 日後から再発例がみられ，再発

率は 90.0％（10 例中 9 例）を示し，再発例のうち 2 例が死亡した．対照群の累積神経

症状スコアは 65.4±18.50 であった．一方，ONO-4641 0.1 mg/kg 群において再発した

動物はみられず，ONO-4641 は 0.1 mg/kg の用量で再発を完全に予防した．ONO-4641 

0.03 mg/kg 群において投与開始 32 日後から再発例がみられ，再発率は 22.2％（9 例中

2 例）であった．ONO-4641 0.01 mg/kg 群では投与開始 5 日後から再発例がみられ，

再発率は 80.0％（10 例中 8 例）を示し，再発例のうち 2 例が死亡した（図 5b）．ONO-4641 

0.01，0.03 及び 0.1 mg/kg 群の累積神経症状スコアはそれぞれ 65.4±22.93，9.8±6.60

及び 0.0±0.00 であり，0.03 及び 0.1 mg/kg 群の累積神経症状スコアはいずれも対照群

に比べ有意に低値であった（図 5c，表 5）． 
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群分け後日数 
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図 5 マウス再発寛解型 EAE モデルにおける ONO-4641 の再発予防作用 
（a）ONO-4641（0.01，0.03，0.1 mg/kg）の単回経口投与 24 時間後の正常 NOD マウ

スでの末梢血リンパ球減少作用．末梢血リンパ球数を各群 5 例の平均値±標準誤差で

示した．対照群と ONO-4641 投与群間の比較は Dunnett 検定にて行った．##，p<0.01．
###，p<0.001．（b）0.5％MC，又は ONO-4641 0.01，0.03，0.1 mg/kg を群分け日（Day 
0）から Day 55 まで 1 日 1 回反復経口投与した．免疫処置日，及び免疫処置 7 日目か

ら化合物投与 Day 55 まで，マウスの神経症状スコアを観察した．対照群（n=10），
ONO-4641 0.01（n=10），0.03（n=9），0.1 mg/kg（n=10）の神経症状スコアを平均値±
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標準誤差で示した．（c）群分けから実験最終日までの各動物の神経症状スコアの累積

値を累積神経症状スコアとして平均値±標準誤差で示した．対照群と ONO-4641 投与

群間の比較は Steel 検定にて行った．##，p<0.01；###，p<0.001． 

 
 
表 5 マウス再発寛解型 EAE モデルにおける再発率 
 

 
 
 
 
 
 

群分けから実験最終日の期間で，1 以上の臨床スコアが観察された場合に再発と判

定した． 
  

群構成 (動物数) 再発率 
対照群（n=10） 90.0% 
ONO-4641 0.01 mg/kg 群（n=10） 80.0% 
ONO-4641 0.03 mg/kg 群（n=9） 22.2% 
ONO-4641 0.1 mg/kg 群（n=10） 0.0% 
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3-3-8. ONO-4641 は CIA モデルでの後肢浮腫及び関節炎スコアの増加を抑制する 

 次に，関節リウマチの動物モデルとして汎用されているラット CIA モデルにて，

ONO-4641 の関節炎発症抑制作用について検討した．ONO-4641 は 0.03，0.1 mg/kg の

用量にて 1 日 1 回 28 日間反復経口投与した．メトトレキサート（MTX）は，臨床の

投与方法に準拠した間欠経口投与（1 週間に 3 回投与）によって評価を行い，タクロ

リムスは 1，3 mg/kg を 1 日 1 回経口投与した．MTX は 1.2，2.4mg/kg/week の 2 用量

を設定し，MTX 投与群は，0.5%MC 群に比べ Day13 で有意な後肢浮腫の抑制，関節

炎スコア増加の抑制作用がみられたものの，Day13 以降は有意な抑制傾向を示さなか

った．タクロリムスは 1，3 mg/kg/day の 2 用量を用い，1 mg/kg/day 群では Day13 以

降，足容積及び関節炎スコアの増加を 30％抑制した．3 mg/kg/day 群では関節炎の発

症を完全に抑制した．ONO-4641 投与群では，足容積増加及び関節炎スコア増加に対

して用量に応じた抑制作用がみられ，0.1 mg/kg では関節炎発症を強く抑制した（図

6a，6b）． 
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（b） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 ラット CIA モデルにおける ONO-4641 の後肢浮腫及び関節炎スコア増加に対す

る抑制作用 
（a）Lewis ラットの背部に惹起剤を皮内投与し（Day0），更に 7 日後に惹起剤を尾根

部に皮内投与した（Day7）．0.5％MC，ONO-4641 0.03，0.1 mg/kg，及びタクロリムス 
1，3 mg/kg は Day0 より Day27 日目まで 1 日 1 回反復経口投与した．MTX 1.2，2.4 mg/kg
は週 3 分割して，Day0 より Day22 まで間欠経口投与した（各週の第一日目に 1 日 2
回，第二日目に 1 日 1 回投与して，第 3～7 日目は 0.5%MC を 1 日 1 回投与）．正常群

は何も投与しなかった．各群の足容積を平均値±標準誤差で示した（正常群は n=5，
それ以外は全て n=10）．0.5％MC 群と化合物投与群の足容積の比較は，各時点につい

て Dunnett 検定により行った．0.5％MC 群と MTX 群の比較：+，p<0.05；+++, p<0.001．
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0.5％MC群とタクロリムス群の比較：##，p<0.01；###，p<0.001．0.5％MC群とONO-4641
群の比較：***，p<0.001． 
（b）各群の関節炎スコアを平均値±標準誤差で示した．0.5％MC 群と化合物投与群の

関節炎スコアの比較は，各時点について Steel 検定により行った．0.5％MC 群と MTX
群の比較：+，p<0.05；+++, p<0.001．0.5％MC 群とタクロリムス群の比較：##，p<0.01；
###，p<0.001．0.5％MC 群と ONO-4641 群の比較：**，p<0.01；***，p<0.001． 
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3-4. 小括 

 S1P と S1P1 受容体は，リンパ球が二次リンパ組織から移出する際に重要である 1．

この機能は，免疫抑制剤として開発されていた FTY720（フィンゴリモド）がリンパ

球上の S1P1受容体に作用することが発見されたことが契機となり，明らかとなった 2．

今回，フィンゴリモドよりも S1P 受容体選択性を高めた第二世代 S1P 受容体作動薬

ONO-4641 を創製し 14，15，本化合物のリンパ球循環動態に対する影響及び MS の動物

疾患モデルでの有効性を検討した．ONO-4641 は S1P1 及び S1P5 受容体に選択的に結

合し（表 1），S1P1/S1P5 受容体に対するアゴニスト作用（表 2）を有していた．また，

S1P1 受容体に対してはリガンドである S1P よりも強力な細胞膜表面からの S1P1 受容

体内在化作用を示した（図 1）．S1P は S1P1受容体に対する結合親和性とアゴニスト

作用は同程度の値（それぞれ，Ki=0.221 nM，EC50=0.627 nM）であったが，ONO-4641

の結合親和性（Ki=0.626 nM）とアゴニスト作用（EC50=0.0273 nM）には乖離がみら

れた．この理由は明らかではないが，ONO-4641 は S1P に比べて強力な S1P1 受容体内

在化作用を有しており，これは強いアゴニスト作用に起因している可能性がある． 

ファーストインクラスの S1P 受容体作動薬であるフィンゴリモドは，再発寛解型の

MS 治療薬として使用されている．フィンゴリモドはプロドラッグ体であり，スフィ

ンゴシンキナーゼによって可逆的なリン酸化を受けて活性体（フィンゴリモドリン酸

化体）となる 9，10．フィンゴリモドリン酸化体はリンパ球上に発現している S1P1 受容

体に結合し，S1P1 受容体の内在化を誘導することで機能的アンタゴニストとして作用

する．細胞膜上の S1P1 受容体が欠失したリンパ球はリンパ管で高濃度に保たれてい

る S1P に反応しなくなり，その結果，二次リンパ組織からリンパ球が移出するのを抑

制することが提唱されている 1，28．フィンゴリモドと同様に，ONO-4641 も S1P1 受容

体の機能的アンタゴニスト作用を有していると考えられる．実際，ONO-4641 は S1P1

受容体の内在化作用を示し，Lewis ラットにおいて，二次リンパ組織へのリンパ球の

集積作用及び末梢血リンパ球減少作用を示した（図 2，3）．更に，MS の病態モデル

である Lewis ラットを用いた EAE モデルにおいて，ONO-4641 の反復経口投与によっ

て用量に応じた細胞浸潤抑制作用及び発症抑制作用を示し（図 4），ONO-4641 にお

いても S1P 受容体作動薬の作用仮説を支持する結果が得られた（図 7）．EAE モデル

における脊髄での浸潤巣において CD3 陽性 T 細胞が確認された 16ことから，

ONO-4641 は中枢神経組織内への T 細胞の浸潤を抑制することで EAE 発症抑制作用

を示すと考えられた．EAE モデルにおける ONO-4641 0.1 mg/kg 群では，8 例中 1 例が

神経症状スコア 1 を示したのみであったことから，ONO-4641 の本モデルにおける抑

制作用は，0.1 mg/kg で最大効果を示すと考えられた（表 4）．正常 Lewis ラットを用
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いた ONO-4641 の末梢血リンパ球減少作用も 0.1mg/kg で最大作用を示したことから

（図 2），ONO-4641 の末梢血リンパ球減少作用と EAE 発症抑制作用は相関していた． 

また，MS の臨床病態をより正確に反映していると考えられる NOD マウスの再発

寛解型 EAE モデルにて ONO-4641 の有効性評価を行った．本モデルは，他の再発寛

解型 EAE モデル 29 と異なり明確な寛解期（神経症状スコア 0）を示すことから，被験

物質のMSにおける再発予防薬としての可能性を評価するのに適したモデルと考えら

れた．本モデルにおいて，ONO-4641 は 0.03 mg/kg 以上の用量で再発予防効果を示し，

0.1 mg/kg の用量では再発を完全に予防した（図 5b，表 5）．免疫処置を行っていな

い NOD マウスにおいて，ONO-4641 0.01，0.03 及び 0.1 mg/kg は単回投与 24 時間後に

末梢血中のリンパ球数をそれぞれ約 20，60 及び 80％減少させた（図 5a）．このこと

から，ラット EAE モデルの場合と同様に，ONO-4641 のリンパ球減少作用と NOD マ

ウス再発寛解モデルにおける EAE 再発予防効果には相関がみられ，ONO-4641 はリン

パ球の再循環抑制作用を介して EAE 再発予防効果を示すと考えられた． 

ONO-4641 の末梢血リンパ球減少作用は可逆的であり，ONO-4641 を休薬すること

で末梢血リンパ球数は回復した．末梢血リンパ球は様々なリンパ球サブセットから構

成され，中でもT及びB細胞は獲得免疫システムにおいて重要な役割を果たしており，

それぞれ S1P1 受容体の発現が報告されている 30，31．ONO-4641 は末梢血中の T 細胞

及び B 細胞数を減少させることを確認している 16．一方，ONO-4641 のヒトリンパ球

活性に対する作用を検討した結果，ONO-4641 は 1000 nM でもヒト T 細胞の増殖及び

IFN-γ産生，B細胞の増殖及び IgG産生に対して明らかな作用を示さなかった（表 3）．

この濃度は，ONO-4641 が末梢血リンパ球数を 70～80%減少させるときの血中濃度か

ら更に 30～100 倍高い濃度に相当する 16．以上のことから，ONO-4641 はリンパ球の

機能には影響せず，リンパ球の循環動態を制御することで病巣へのリンパ球浸潤を抑

制し，免疫調節作用を発揮すると考えられた． 

最近の S1P1 受容体欠損マウスの知見では，S1P1 受容体はアストロサイトなどの中

枢神経細胞にも作用することで EAE 病態に関与していることが報告されており 32，33，

更に，フィンゴリモドは免疫学的作用だけでなく神経学的な作用によっても MS 病態

発症を抑制している可能性が示唆されている．また，ONO-4641 は S1P1 だけでなく

S1P5 受容体に対するアゴニスト活性を有しており，S1P5 受容体はオリゴデンドロサイ

トの機能に関与することが報告されている 34，35．また，ONO-4641 はラットを用いた

動態試験において脳に移行することが分かっており，中枢神経細胞の S1P1/S1P5 受容

体への作用が示唆される．ONO-4641 の中枢神経細胞に対する作用は明らかとなって

おらず，今後の検討課題である． 
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動物実験のデータから，S1P3 受容体に対する作用が循環器系及び呼吸器系に対して

有害な副作用の原因になる可能性が報告されている 12，13．フィンゴリモドは 5 つの

S1P 受容体のうち S1P2以外の S1P 受容体に作用し，臨床試験では心拍数低下作用，

肺機能障害，横斑浮腫などが報告されている．ONO-4641 は S1P1 及び S1P5 受容体に

選択的に作用し，S1P3受容体には作用しないことからフィンゴリモドよりも安全性の

高い薬剤になることが期待される．実際，覚醒下サルテレメトリー試験において，フ

ィンゴリモドは 3mg/kg 以上の用量で全てのサルで心拍数減少作用を示したが，

ONO-4641 は 30mg/kg の 1/3 例で心拍数減少を示したのみであった．このことから，

ONO-4641 はフィンゴリモドよりも心拍数低下作用が軽減されていると考えられた．

しかし，臨床試験において，ONO-4641 も心拍数低下作用を有していることが明らか

となり 36，S1P 受容体の機能にはヒトとげっ歯類で種差があると考えられている 37．

また，ONO-4641 とフィンゴリモドのその他の差別化点について，フィンゴリモドは

生体内でリン酸化されて S1P 受容体に作用することからリン酸化体の血中濃度にヒ

トでばらつきが生じやすい．一方，ONO-4641 は未変化体で直接作用すること 16 から

作用調節がし易いことが想定される．更に，ヒトでのフィンゴリモドの消失半減期は

6～9 日と長く，投与を中止しても同剤の血中からの消失には最長で 2 ヵ月を要し 38，

その間リンパ球減少作用の薬力学的作用も持続するため感染症などの発現時には注

意を要する．ONO-4641 の消失半減期は 3 日程度とフィンゴリモドよりも短く休薬後

のリンパ球回復も早いこと 39 から，この点からも作用調節が容易な薬剤と言える． 

 以上，S1P1/S1P5 受容体作動薬である ONO-4641 は，リンパ球の循環動態を制御す

ることで EAE モデルにおいて強力な有効性を示した．更に，ONO-4641 は関節リウマ

チの動物疾患モデルである CIA モデルにおいても有効性を示したことから，

ONO-4641 は病態にリンパ球浸潤が関与する MS や MS 以外の自己免疫疾患に対する

治療薬になることが期待される． 
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図７ ONO-4641 の作用機序 

（a）リンパ球が二次リンパ組織から移出する過程では，S1P とリンパ球に発現し

ている S1P1 受容体が結合することで移出が可能となる．（b）ONO-4641 はリンパ球

上の S1P1 受容体に結合してその内在化を誘導する．それにより，リンパ球は二次リ

ンパ節から移出することができず，末梢血中のリンパ球数が減少し病変部への浸潤も

抑制される． 
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第四章 結語 
 

 本研究では，二つのアプローチによってリンパ球の循環動態を制御する新規免疫調

節薬の創製を試みた．CCR4 阻害薬 E0001-163 は，独自に開発したマウスエアーポー

チへの CCL22 誘発による T 細胞浸潤を完全に抑制したが，病態時のマウス気道への

T 細胞浸潤抑制は僅かであった．この理由として，ケモカイン／ケモカイン受容体は

機能が重複しており，CCR4 を阻害しても他のケモカイン受容体が代替している可能

性が考えられた．そのため，CCR4 を標的とする場合，CCR4 選択的ではなく，それ

以外のケモカイン受容体も幅広く阻害する薬剤の方が強力に T 細胞の浸潤を抑制で

きる可能性が考えられた．一方で，機能重複のないケモカイン受容体も報告されてお

り，CCR9 は腸管指向性の T 細胞に発現しており，CCR9 以外のケモカイン受容体は

腸管特異的な T 細胞遊走に関与していないようである 1．CCR9 のように，他の受容

体との機能重複性がない方が標的として適しているかもしれない．CCR4 阻害薬

E0001-163 は T 細胞浸潤を抑制できず，アレルギー疾患治療薬としての限界が示され

た．但し，同標的の領域（Scope）と限界（Limitations）を示したという意味で研究の

意義は小さくなく，本研究は薬剤候補の効果を確認するだけの薬効薬理試験とは趣を

異にしている． 
 二つ目のアプローチとして，二次リンパ組織からのリンパ球の移出に関与する S1P1

受容体に着目し，S1P1/S1P5 受容体選択的な作動薬 ONO-4641 を創製した．ONO-4641
を投与すると二次リンパ組織からのリンパ球移出が阻害され，その結果，末梢血のリ

ンパ球数が減少した．EAE モデルでは，末梢血リンパ球減少が誘導される用量で

ONO-4641 は病変部へのリンパ球浸潤を阻害し EAE 発症を抑制することが明らかと

なった．これらの研究成果を基に，現在，ONO-4641 は MS を対象に臨床試験を実施

している 2．再発寛解型 MS 患者での第 II 相試験において，ONO-4641 0.05，0.1，0.15 
mgを1日1回26週間投与した結果，投与前に比べて末梢血リンパ球数をそれぞれ40％，

60％，65％減少させた（図 1）．また，プラセボ群に比べて MRI 検査による累積病巣

数をそれぞれ 82％，92％，77％抑制した（図 2）．ONO-4641 は 0.05 mg/person といっ

た非常に低用量で有効性を示す可能性が示唆され，同用量での心拍数減少作用は軽度

でその他の有害事象の発生頻度も低かった 2．ONO-4641 は循環器系副作用との関与

が示唆される S1P3 受容体の作動活性を回避しており，第 II 相試験結果から，フィン

ゴリモドに比べて安全性の高い薬剤になり得る可能性が示唆されている．また，

ONO-4641 は MS 以外の自己免疫疾患への応用も期待され，MS 以外の自己免疫疾患

モデルでの効果と作用機序について検討中である．今後も，リンパ球の循環動態制御

に関する研究を進め，病気で苦しむ患者にとって福音となる革新的な免疫調節薬の創

製に取り組んでいく． 
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図 1 再発寛解 MS 患者での ONO-4641 の末梢血リンパ球減少作用 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 2 10～26 週に実施した MRI 検査における Gd 増強 T1 強調画像での累積病巣数 
プラセボ群との比較は Wilcoxon rank sum 検定にて行った．a，P<0.0001  
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