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序論 

 

アレルギー性鼻炎，喘息，蕁麻疹などに代表されるアレルギー疾患は，I 型過敏反

応によって引き起こされる。すなわち，B 細胞から産生された抗原特異的

immunoglobulin（Ig）E がマスト細胞上の IgE 受容体 FcεRI に結合し（感作），再度侵

入した同一抗原がその IgE に結合するとマスト細胞に IgE 架橋刺激が入る。IgE 架橋

によって刺激されたマスト細胞は，種々の細胞内シグナル伝達を経て，顆粒内容物，

アラキドン酸代謝産物およびサイトカインの 3群に大別されるメディエーターを分泌

する 1, 2）。これらのメディエーターが，血管拡張，血管透過性亢進，浮腫，粘液過分

泌，平滑筋収縮，痛み，痒み，細胞浸潤，組織破壊などの様々な反応や症状を引き起

こす 1, 3-6）。以上が I 型過敏反応の機序であるが，これから示される通り，IgE 架橋マ

スト細胞から分泌される 3 群のメディエーターは，アレルギー疾患の病態形成を担う

主役と言える 1, 2）。事実，これらメディエーターを標的とする多くの薬剤がアレルギ

ー疾患治療薬として臨床的に使用され，ヒスタミン H1 受容体拮抗薬や cysteinyl 

leukotriene（LT）1 受容体拮抗薬などはその例である 1, 2）。一方，これら既存薬の多く

は単一メディエーターの阻害薬であるため，幅広いアレルギー症状を抑えるためには，

機序の異なる複数の薬剤を併用する必要がある 2, 7）。ステロイド薬（合成グルココル

チコイド）は，サイトカイン産生抑制を主たる作用機序とする薬剤であり，強力かつ

広範な抗炎症作用を発揮する結果，幅広いアレルギー症状を抑制し得る 1, 3, 8）。一方で，

ステロイド薬の副作用に不安を感じる患者は多く，また，投与経路が経口的でない（局

所的）ことも多いため，アドヒアランスが低いことが本薬剤の問題点である 9, 10）。以

上を鑑みると，現行のアレルギー疾患治療のオプションは未だ十分ではないと言える。

3 群のメディエーターをいずれも抑制することで幅広いアレルギー症状に有効性を示

し，かつ経口投与が可能な新規薬物に対してアンメットニーズが存在すると考えられ

る。 



2 

 

過剰な免疫応答が引き起こす疾患として，アレルギー疾患のほかに自己免疫疾患が

挙げられる。アレルギー疾患は抗原が外来性であるのに対し，自己免疫疾患では内在

性のタンパク等が抗原となる。自己免疫疾患の臨床に目を向けると，抗サイトカイン

抗体や受容体デコイなどの生物学的製剤が登場して以来，当該疾患の治療はパラダイ

ムシフトとも呼ばれるべき劇的な進展がもたらされている。関節リウマチ（rheumatoid 

arthritis; RA），乾癬，全身性エリテマトーデス（systemic lupus erythematosus; SLE），多

発性硬化症（multiple sclerosis; MS），クローン病などの自己免疫疾患の治療において

生物学的製剤が用いられているが 11-14），特に RA 治療における抗 tumor necrosis factor

（TNF）-α 抗体の貢献は顕著とされる。一方で，生物学的製剤の問題点や不便さもま

た指摘されている。主要な問題点は副作用であり，感染，注射による合併症，薬剤そ

のものに対する免疫反応等が問題視されている。生物学的製剤を用いた治療に対して，

不応答あるいは応答が十分でない患者が相当割合で存在することも問題である。加え

て，投与経路（静脈内または皮下注射）の不快さを訴える患者，また高額な治療費を

不満に感じる患者も多い。したがって，自己免疫疾患治療においてもアンメットニー

ズが存在し，高い有効性を有することに加えて，安全であること，経口投与可能であ

ること，安価であることも兼ね備えた新規低分子薬物が求められている 15-18）。 

Spleen tyrosine kinase（Syk）は，マスト細胞，単球，マクロファージ，好中球，B

細胞等の免疫細胞に主として発現する非受容体型チロシンキナーゼで，Ig 架橋刺激に

よって誘導される細胞内シグナル伝達，さらにはその先の細胞反応において中心的な

役割を担っている 17）。マスト細胞においては，IgE 架橋刺激時の FcεRI に Syk が直接

的に会合し，細胞内シグナル伝達経路を最上流で調節する。結果として，IgE 架橋刺

激による 3 群のメディエーター分泌に対しても不可欠な機能を果たす 1, 2）。このこと

から Syk とアレルギーの関係性が示唆され，Syk を欠損したマスト細胞は IgE 架橋刺

激によるメディエーター分泌を完全に欠失すること 19），Syk のアンチセンスはラット

におけるアレルギー性気道炎症を抑制すること 20）が報告されている。以上の知見よ
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り，Syk 阻害薬は，IgE 架橋マスト細胞からの 3 群すべてのメディエーター分泌を抑

制し，上記アンメットニーズを満たし得る有望なアレルギー疾患治療薬となることが

期待される。加えて，前述のように，Syk はマスト細胞以外の免疫細胞にも発現し，

IgE のみならず IgG によって引き起こされる細胞反応においても重要な役割を果たす

17）。Syk が寄与するこれら IgG の反応は，自己免疫疾患の病態形成に大きく関わって

いる 17, 21, 22）ため，Syk 阻害薬には自己免疫疾患治療薬としての可能性も期待される。 

JTE-852 は，日本たばこ産業株式会社医薬総合研究所（大阪，日本）において見出

された化合物である。JTE-852 の化学構造と化学名を Fig. 1 に示す。本研究では，

JTE-852 の薬理学的な基本特性を把握するとともに，アレルギー疾患治療薬ならびに

自己免疫疾患治療薬としての有用性を検討した。第 1 章では，JTE-852 の Syk 阻害作

用，種差および選択性について検討を行った。第 2 章では，IgE を介する細胞反応お

よび in vivo 反応，さらにはアレルギー疾患の動物モデルにおける JTE-852 の作用を検

討し，JTE-852 のアレルギー疾患治療薬としての有用性を考察した。第 3 章では，IgG

を介する細胞反応および in vivo 反応，さらには自己免疫疾患の動物モデルにおける

JTE-852の作用を検討し，JTE-852の自己免疫疾患治療薬としての有用性を考察した。 

 

 

 

Fig. 1 Chemical structure and chemical name of JTE-852 
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第 1 章 JTE-852 の基本特性に関する検討 

 

第 1 節 緒言 

 

 JTE-852 は，Syk 阻害薬の創製を目的としたスクリーニングおよび構造活性相関の

過程で見出された化合物である。この段階で，JTE-852 の Syk 阻害作用ならびにマス

ト細胞からの顆粒内容物（β-hexosaminidase）分泌に対する抑制作用が確認されていた

が，2 濃度のみの大まかな阻害/抑制作用の成績が得られているのみであった。 

本章では，JTE-852 の基本的な特性を把握する目的で，Syk 阻害作用，種差ならび

に選択性について詳細な検討を行った。具体的には，ヒトおよびラットのリコンビナ

ント Syk を用いた酵素阻害作用の検討，ヒトのリコンビナント Syk を用いた速度論的

解析，ラットマスト細胞株を用いた細胞内 Syk 阻害作用の検討，Syk 以外のヒトキナ

ーゼを用いた選択性の検討を行った。 

 

第 2 節 材料および方法 

 

1.2.1. 被験物質および媒体 

 日本たばこ産業株式会社医薬総合研究所において合成した JTE-852を被験物質とし

て使用した。Dimethyl sulfoxide（DMSO）をナカライテスク株式会社（京都，日本）

から購入し，媒体として薬液調製に使用した。 

 

1.2.2. ヒト Syk のキナーゼ活性評価 

リコンビナントヒト全長 Syk は，バキュロウイルスを用いて Sf21 昆虫細胞に発現

させたものを Millipore Co.（Burlington, MA, USA）から購入した。ビオチン標識した

Syk 特異的ペプチド基質（Biotin-EDPDYEWPSA）23）は，Sigma-Aldrich, Co.（St. Louis, 
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MO, USA）で委託合成した。Adenosine 5’-triphosphate（ATP）および[γ-
33

P] ATP は，

それぞれ Sigma-Aldrich, Co.および PerkinElmer, Inc.（Waltham, MA, USA）より購入し

た。 

文献の方法 24, 25）を参考にキナーゼ活性評価を実施した。すなわち，JTE-852，ヒト

Syk，ATP，[γ-
33

P] ATP，ペプチド基質を 96 ウェルプレートに添加し混和した。DMSO，

ヒト Syk，ATP，[γ-
33

P] ATP，ペプチド基質のウェル中最終濃度は，それぞれ 0.5%，

3.0 nmol/L，10 μmol/L，1.11 kBq/μL，2.5 μmol/L とした。JTE-852 のウェル中最終濃度

は，0.1，0.3，1，3，10，30，100，300 nmol/L とした。プレートを室温で 30 分間静

置（酵素反応）した後，100 mmol/L ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）を含む 20% 

streptavidin sepharose beads 溶液を添加した。この溶液は，酵素反応を停止する目的と

リン酸化ペプチド基質（酵素反応生成物）を捕捉する目的で添加した。ハーベスター

機器を用いてリン酸化ペプチド基質を UniFilter
®

-96, GF/B
®
 （PerkinElmer, Inc.）に吸

着させ，シンチレーションカクテル MicroScint-20（PerkinElmer, Inc.）をフィルターの

各ウェルに添加した。MicroPlate Scintillation Luminescence Counter（PerkinElmer, Inc.）

を用いて count per minute, channel A（CPMA）を測定し，反応速度 V（nmol/L/min）を

算出した。測定は 2 ウェルずつ行い，3 回の独立した実験を行った。 

 

1.2.3. ラット Syk のキナーゼ活性評価 

リコンビナントラット全長 Syk は，バキュロウイルスを用いて Sf9 昆虫細胞に発現

させたものを日本たばこ産業株式会社医薬総合研究所において作製した。Lithium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis（LDS-PAGE）後の Coomassie blue 染色

ならびに western blotting により，精製タンパクがラット Syk であることを確認した。 

DMSO，ラット Syk，ATP，[γ-
33

P] ATP，ペプチド基質のウェル中最終濃度は，それ

ぞれ 0.5%，3.0 nmol/L，50 μmol/L，1.11 kBq/μL，3.0 μmol/L とした。その他は，ヒト

Syk のキナーゼ活性評価（1.2.2.項参照）と同様に行った。 
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1.2.4. ヒト Syk 酵素を用いた速度論的解析 

 ATP のウェル中最終濃度を 5，10，25，50，75，100，150 μmol/L と変化させた。JTE-852

は，最終濃度 0.5，1，2 nmol/L とした。その他の反応組成は，ヒト Syk のキナーゼ活

性評価（1.2.2.項参照）と同様に行った。GraphPad Prism ソフトウェア（GraphPad 

Software, Inc., San Diego, CA, USA）を用いて Michaelis-Menten 曲線への当てはめを行

い，最大反応速度（maximum velocity; Vmax）ならびにミカエリス定数（Michaelis 

constant; Km）を算出した。また，Lineweaver-Burk 直線を作製して JTE-852 の阻害様

式を推定した。さらに，Lineweaver-Burk の 2 次プロットから JTE-852 の阻害定数

（inhibition constant; Ki）を算出した。測定は 2 ウェルずつ行い，3 回の独立した実験

を行った。 

 

1.2.5. 各種キナーゼの活性評価 

 ヒト lymphocyte-specific protein tyrosine kinase（Lck），ヒト zeta-chain associated protein 

kinase（ZAP）70，ヒトmitogen-activated protein kinase-activated protein kinase（MAPKAP-K）

2，ヒト mitogen-activated protein kinase kinase（MEK）1，ヒト v-kit Hardy-Zuckerman 4 

feline sarcoma viral oncogene homolog（c-Kit），ヒト epidermal growth factor （EGF）

receptor に対するキナーゼ活性評価を Millipore Co.にて実施した。上記の Syk キナーゼ

活性評価（1.2.2.項，1.2.3.項および 1.2.4.項参照）と同じく，[γ-
33

P] ATP を用いた放射

性同位体（radioisotope; RI）法により酵素活性を評価した。 

 まず，JTE-852 の最終濃度を 1 律 300 nmol/L に設定し，スクリーニング

（KinaseProfiler
TM）を行った。各測定を 4 ウェルずつとした 1 回の実験を行った。そ

の結果，Lck に対しては 50%以上の阻害が認められたため，JTE-852 の最終濃度を 1，

3，10，30，100，300，1000，3000，10000 nmol/L とした濃度依存性実験（IC50Express
TM）

を行った。各測定を 2 ウェルずつとした 1 回の実験を行った。 
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1.2.6. 細胞内 Syk 活性の評価 

 ラットマスト細胞株 rat basophilic leukemia（RBL）-2H3 細胞は，ヒューマンサイエ

ンス振興財団/研究資源バンク（大阪，日本）より購入し，継代数 12 代目の細胞を使

用した。培養培地として 10% fetal bovine serum（FBS），100 units/mL ペニシリンおよ

び 100 μg/mL ストレプトマイシンを含む EAGLE-MEM（EMEM）を用いた。モノクロ

ーナルマウス抗 dinitrophenyl（DNP）IgE は，ヤマサ醤油株式会社（東京，日本）か

ら購入した。DNP-bovine serum albumin（BSA）は LSL Co., Ltd（東京，日本）より購

入し，抗原として使用した。抗リン酸化 linker for activation of T cell（LAT）抗体（Tyr191）

および抗 Syk 抗体は，Cell Signaling Technology, Inc.（Danvers, MA, USA）より購入し，

それぞれリン酸化LAT検出用1次抗体およびSykの免疫沈降用抗体として使用した。

抗リン酸化チロシン抗体 clone 4G10
®は，Millipore Co.から購入し，免疫沈降後のリン

酸化 Sykを検出するための 1次抗体として使用した。抗 α tubulin抗体B-7は Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.（Dallas, TX, USA）より購入し，α tubulin 検出用 1 次抗体として使

用した。Horseradish peroxidase（HRP）標識抗ウサギ IgG 抗体ならびに HRP 標識抗マ

ウス IgG 抗体は，GE Healthcare UK Ltd.（Little Chalfont, UK）より購入し，それぞれ

リン酸化 LAT 検出用 2 次抗体ならびにリン酸化 Syk および α tubulin 検出用 2 次抗体

として使用した。 

 IgE 架橋刺激：培養培地で 2×10
7
 cells/mL に調製した細胞懸濁液に，モノクローナ

ルマウス抗 DNP IgE を最終濃度 1.25 μg/mL となるように添加し，室温で 1 時間転倒

混和した。洗浄後，感作細胞をアッセイ培地（0.1% FBS，100 units/mL ペニシリンお

よび100 μg/mLストレプトマイシンを含むEMEM）にて再度2×10
7
 cells/mLに調製し，

2.4×10
7
 cells/1.2 mL/tube で播種した。JTE-852 を最終濃度 0.03，0.3，3 μmol/L となる

ように添加し，37°C 設定温浴中で 10 分間静置した。DNP-BSA を最終濃度 1 μg/mL

となるように添加し，37°C 設定温浴中で正確に 1 分間インキュベーションした後，
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細胞を溶解した。 

 Syk の免疫沈降（immunoprecipitation; IP）：IP 用ビーズ懸濁液（Protein G Sepharose
TM

 

4 Fast Flow，GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden）に抗 Syk 抗体を添加し，

4°C下で 2時間転倒混和した。遠心後のペレットを抗 Syk抗体結合 IP用ビーズとした。

これと並行して，細胞溶解液の予備洗浄（IP 用ビーズに非特異的に結合するタンパク

質の除去）を行った。すなわち，IP 用ビーズ懸濁液と細胞溶解液を混合し，4°C 下で

1 時間転倒混和した。遠心後の上清を予備洗浄済溶解液とした。次に，抗 Syk 抗体結

合 IP 用ビーズと予備洗浄済溶解液を混合し，4°C 下で 2 時間転倒混和した。遠心後，

ペレットを回収し IP サンプルとした。 

 LDS-PAGE：IP サンプルおよび非 IP 細胞溶解液に対して，LDS 含有緩衝液と還元剤

を添加し，70°C 下で 10 分間加熱した。遠心後の上清を用い，200 ボルト定電圧の条

件下で PAGE を行った。泳動装置として PowerPac HC
TM（Bio-Rad Laboratories, Inc., 

Hercules, CA, USA）を用いた。 

 Western blotting：LDS-PAGE により分離したタンパク質を polyvinylidene difluoride

（PVDF）膜に転写した。転写はトランスブロットシステム TRANS-BLOT
®
 SD 

Semi-Dry Transfer Cell（Bio-Rad Laboratories, Inc.）を用い，25 ボルト定電圧 1 時間の

条件で行った。タンパク質を転写した PVDF 膜をブロッキングし，500 倍に希釈した

各種 1 次抗体（抗リン酸化 LAT 抗体（Tyr191），抗リン酸化チロシン抗体 clone 4G10
®

または抗 α tubulin 抗体 B-7）を滴下した。室温で 2 時間静置した後，PVDF 膜を洗浄

し，2,000 倍に希釈した各種 2 次抗体（HRP 標識抗ウサギ IgG 抗体または HRP 標識抗

マウス IgG 抗体）に浸した。室温で 1 時間振盪した後，PVDF 膜を洗浄し，発光試薬

（HRP を検出）に浸した。ルミノイメージアナライザーLAS-3000（富士写真フィル

ム株式会社，東京，日本）を用いて化学発光を検出した。 

 実験概略を Fig. 2 に示す。1 回の実験を行い，各測定は 1 チューブずつとした。 
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Fig. 2 Experimental outline for the evaluation of intracellular Syk activity 

BSA, bovine serum albumin; DNP, dinitrophenyl; HRP, horseradish peroxidase;  

IP, immunoprecipitation; Ig, immunoglobulin; LAT, linker for activation of T cell; 

LDS-PAGE, lithium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis;  

PVDF, polyvinylidene difluoride; RBL, rat basophilic leukemia; Syk, spleen tyrosine kinase 

 

第 3 節 結果 

 

1.3.1. Syk のキナーゼ活性に対する JTE-852 の作用 

 ヒトおよびラットのリコンビナント Syk を用いて，JTE-852 の Syk キナーゼ活性に

対する阻害作用ならびにその種差について検討を行った。JTE-852 は，添加濃度に応



10 

 

じて両種の Syk キナーゼ活性を阻害した（Fig. 3）。それぞれの阻害曲線は，ほぼ重な

る形状を示した。JTE-852 の 50%阻害濃度（50% inhibitory concentration; IC50）値は，

ヒト Syk に対して 1.25 ± 0.14 nmol/L，ラット Syk に対して 1.28 ± 0.22 nmol/L であっ

た（Table 1）。 

なお，ヒト Syk およびラット Syk の媒体群における反応速度は，それぞれ 24 およ

び 43 nmol/L/min であった。 

 

 

 

Fig. 3 Inhibitory effects of JTE-852 on kinase activities of human and rat Syk 

The kinase activity of Syk was determined by RI method with [γ-
33

P] ATP. In brief, JTE-852, 

Syk, ATP, [γ-
33

P] ATP, and substrate peptide were mixed and kept at room temperature for 30 

min. Radioactivity of the phosphorylated substrate was measured with scintillation 

luminescence counter. Data express the mean ± standard error of the mean (SEM), which 

were calculated from three experiments. 

 

1.3.2. JTE-852 の Syk 阻害作用に関する速度論的解析 
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 JTE-852 は Syk のキナーゼ活性を阻害したが（1.3.1.項参照），その阻害作用をさら

に詳細に確認するため，リコンビナントヒト Syk を用いた速度論的解析を行った。

JTE-852 の濃度ごとに Lineweaver-Burk 直線を作成したところ，各直線はグラフの Y

軸上で交差した（Fig. 4A）。したがって，JTE-852 は ATP に対して拮抗型の阻害様式

を示すと推定された。次に，Lineweaver-Burk の 2 次プロットを作成し，その回帰直線

のX切片から JTE-852のATPに対するKi値を算出した。JTE-852のKi値は 0.40 ± 0.04 

nmol/L であった（Fig. 4B および Table 1）。  
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Fig. 4 Kinetic assay of JTE-852 with human Syk 

The kinase activity of Syk was determined by RI method with [γ-
33

P] ATP. (A) is the 

Lineweaver-Burk plot. (B) is the Lineweaver-Burk secondary plot. Both are the results of 

experiment No. 3, a representative of the three experiments. 
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Table 1 IC50 and Ki values of JTE-852 on kinase activities of human and rat Syk 

Enzyme IC50 value (nmol/L) Ki value (nmol/L) 

human Syk 1.25 ± 0.14 0.40 ± 0.04 

rat Syk 1.28 ± 0.22 -- 

The IC50 values were calculated by sigmoid-curve fitting with SAS System version 8.2 and 

SAS Preclinical Package version 5.0 (SAS Institute Japan Inc., Tokyo, Japan). The Ki value 

was exhibited as a crossing point between regression line in the Lineweaver-Burk secondary 

plot and the horizontal axis. All values show the mean ± SEM (n = 3). 

 

1.3.3. 各種キナーゼの活性に対する JTE-852 の作用 

 JTE-852 のキナーゼ選択性を検討する目的で，ヒト Lck，ZAP70，MAPKAP-K2，

MEK1，c-Kit および EGF receptor のキナーゼ活性に対する JTE-852 の阻害作用を評価

した。JTE-852 の IC50値は，Lck に対して 80 nmol/L，その他のキナーゼに対してはす

べて 300 nmol/L 以上であった（Table 2）。 

 

Table 2 Effects of JTE-852 on various human kinases 

Enzyme IC50 value (nmol/L) 

human Lck 80 

human ZAP70 > 300 

human MAPKAP-K2 > 300 

human MEK1 > 300 

human c-Kit > 300 

human EGF receptor > 300 

The enzyme assays were based on RI method with [γ-
33

P] ATP. The values show the mean of 

two or four measurements in one experiment. 

 



14 

 

1.3.4.  細胞内 Syk のキナーゼ活性に対する JTE-852 の作用 

 JTE-852 は，リコンビナント Syk のキナーゼ活性を阻害したが（1.3.1.項参照），そ

の阻害作用が細胞内の環境においても，また native な Syk に対しても認められること

を検証する目的で，IgE 架橋刺激マスト細胞を用いた実験を行った。 

Fig. 5A に，IgE 架橋によって刺激されたマスト細胞内における Syk の機能を図示し

た。すなわち，IgE が抗原によって架橋されるとその受容体である FcεRI が凝集し，

immunoreceptor tyrosine-based activation motif（ITAM）領域を持つ β 鎖に Proto-oncogene 

tyrosine-protein kinase（Src）ファミリーのチロシンキナーゼである Lck/yes-related novel 

tyrosine kinase（Lyn）が会合する。同じく ITAM 領域を持つ FcεRI の γ 鎖に会合した

Syk は，Lyn によってリン酸化される。これによって活性化した Syk は，LAT などの

アダプタータンパク質をリン酸化し，シグナルがさらに下流へと伝達される 1）。 

本実験では，細胞内 Syk のキナーゼ活性を評価するため，IgE 架橋刺激による Syk

および LAT のリン酸化を検出した。無刺激（spontaneous）群に対して IgE 架橋刺激

（control）群では，リン酸化Sykおよびリン酸化LATのバンドが検出された（Fig. 5B）。

JTE-852 は，添加濃度に応じてリン酸化 LAT の発現強度を低下させたが，リン酸化

Syk に対しては影響を及ぼさなかった。ローディングコントロールとして用いた α 

tubulin の発現強度は，すべての群においてほぼ同等であった。 
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Fig. 5 Inhibitory effect of JTE-852 on intracellular Syk activity 

(A) displays phosphorylation events just under FcεRI following IgE-crosslinking. Syk is 

phosphorylated by Lyn and phosphorylates LAT. (B) shows the bands of phosphorylated Syk, 

phosphorylated LAT, and α tubulin. RBL-2H3 cells were sensitized with anti-DNP IgE 

antibody and were challenged with DNP-BSA for 1 min. JTE-852 was added 10 min before 

challenge. For detection of phosphorylated LAT and α tubulin, PAGE and western blotting 

were performed according to standard procedures. For detection of phosphorylated Syk, Syk 

was concentrated from cell lysate by immunoprecipitation; subsequently, PAGE and western 
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blotting were performed. 

 

第 4 節 考察 

 

 本章では，JTE-852 の基本的な特性を把握する目的で，Syk 阻害作用，種差ならび

に選択性について検討を行った。 

 JTE-852 は，Syk のキナーゼ活性を強力に阻害した。Syk 阻害薬は臨床試験ステー

ジに進んだものも含めて他にも報告（R112 や R406 など）されているが 26），JTE-852

の Ki 値 0.40 nmol/L は，それらの中でも最も強い効力（ポテンシー）と思われる。こ

の JTE-852 の強力な Syk 阻害作用は，ATP 拮抗型の様式により発揮されていると考え

られた。また，ヒト Syk とラット Syk の全長アミノ酸配列の相同性は 94%であるが，

本章における実験結果からも，JTE-852 の Syk 阻害作用は，ヒトとラットの間に種差

がないことが示唆された。 

 IgE 架橋刺激マスト細胞において，JTE-852 は Syk の基質である LAT のリン酸化を

阻害した。一方，Syk 自身のリン酸化に対しては影響を及ぼさなかった。この結果は，

JTE-852 が Lyn のキナーゼ活性を阻害せず，Syk のキナーゼ活性を阻害することを示

している。したがって，リコンビナント Syk を用いた cell-free 評価に加え，細胞内の

環境においても，JTE-852 は Syk 阻害作用を示すと考えられた。Syk にはリン酸化を

受けるチロシンが複数あり，Lyn がリン酸化するチロシンと Syk が自己リン酸化する

チロシンは別であることが報告されている 27）。今回，JTE-852 が Syk のリン酸化を阻

害しなかったのは，Lyn によってリン酸化されたチロシン（Tyr346）を検出したため

と考えられた。R112，R406，BAY61-3606 などの他の Syk 阻害薬でも同様の結果（Syk

の基質のリン酸化を阻害し，Syk 自身のリン酸化を阻害しない）が報告されている 2, 24, 

27）。 

 Syk 以外の各種ヒトキナーゼを用いて，JTE-852 のキナーゼ選択性を検討した。評
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価対象の 1つであるZAP70は，Sykとの構造的相同性が最も高いチロシンキナーゼで，

T 細胞においては Syk のカウンターパートとしての機能を果たす 2, 29, 30）。また，Lck

は Lyn と同じく Src ファミリーに属し，T 細胞において ZAP70 をリン酸化するチロシ

ンキナーゼである 28）。Syk に近い構造や機能を有するこれらキナーゼも含めて，評価

した各種キナーゼに対する JTE-852 の阻害作用は，Syk 阻害作用に比して弱いもので

あった。上述した通り，Lyn は Src ファミリーに所属するチロシンキナーゼで 28），IgE

架橋刺激マスト細胞内で FcεRI に会合しながら Syk をリン酸化する 1）。本章では，マ

スト細胞内リン酸化 Syk を検出することで Lyn に対する JTE-852の阻害作用を検討し

た。JTE-852 はリン酸化 Syk に対して阻害を示さなかったことから，Lyn のキナーゼ

活性を阻害しないと考えられた。R112 および R406 は，臨床試験ステージにも進んだ

Syk阻害薬であるが，今回の JTE-852と同様の方法でLynに対する阻害作用を評価し，

ともに Lyn を阻害しないことが報告されている 2, 24）。JTE-852 の Lyn に対する選択性

は，これら他の Syk 阻害薬と同様であると考えられた。また，各種の受容体，非キナ

ーゼ酵素，イオンチャネル，トランスポーターを含む cell-free 系スクリーニングにお

いて，JTE-852 の IC50値はいずれも 10 μmol/L 以上であった（data not shown）。これら

の結果から，JTE-852 の作用は Syk 選択的と考えられた。 

 以上の知見を総合すると，JTE-852 は強力かつ選択的な Syk 阻害薬であると考えら

れた。 
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第 2 章 Syk 阻害薬 JTE-852 のアレルギー疾患治療薬としての有用性に関する検討 

 

第 1 節 緒言 

 

 序論に記載したように，アレルギー疾患は I 型過敏反応の結果として発症，増悪す

るが，その主役は IgE 架橋刺激マスト細胞から分泌される 3 群のメディエーター（顆

粒内容物，アラキドン酸代謝産物およびサイトカイン）が担っていると考えられる 1, 2）。

具体的なメディエーターとしては，顆粒内容物の代表であるヒスタミン（histamine; 

hist），アラキドン酸代謝産物の代表である cysteinyl LT（LTC4/D4/E4; LTs），thromboxane

（TX）A2および prostaglandin（PG）D2，サイトカインの代表である interleukin（IL）

-13 などが挙げられる。臨床においては，ヒスタミン H1 受容体拮抗薬，cysteinyl LT1

受容体拮抗薬，TXA2合成酵素阻害薬，TXA2受容体拮抗薬，TXA2受容体と PGD2受

容体の dual 拮抗薬，IgE に対するヒト型中和抗体（omalizumab），マスト細胞安定化

薬（disodium cromoglycate（DSCG）や tranilast）などがアレルギー疾患の治療に用い

られ 1, 2, 5, 31-34），このことからも「IgE 架橋刺激マスト細胞から分泌される 3 群のメデ

ィエーター」がアレルギーの病態形成に重要であることが窺える。これらの既存薬の

多くは単一メディエーターに対する阻害薬であるため，幅広いアレルギー症状を抑え

るためには，作用機序の異なる複数の薬剤を併用する必要がある 2, 7）。ステロイド薬

は，マスト細胞のみならず多くの免疫細胞からのサイトカイン産生に対して抑制作用

を示し，強力かつ広範な抗炎症作用を発揮する結果，幅広いアレルギー症状を抑制し

得る 1, 3, 8）。一方，ステロイド薬はその副作用に不安を抱く患者が多く，また，経口的

ではなく局所的に投与されることが多いため，アドヒアランスが低いという問題を有

している 9, 10）。以上のように，現行のアレルギー疾患治療のオプションは十分ではな

く，アンメットニーズが存在すると考えられる。すなわち，3 群のメディエーター（顆

粒内容物，アラキドン酸代謝産物およびサイトカイン）をいずれも抑制することで幅
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広いアレルギー症状に有効性を示すこと，および経口投与可能であることの 2 点が新

規薬物に求められる特長と考えられる。 

 マスト細胞において，Syk は IgE 架橋刺激による細胞内シグナル伝達経路の最上流

に位置し，3 群のメディエーター分泌に対して不可欠な機能を果たす 1, 2）。したがって，

Syk を阻害する薬物は IgE 架橋マスト細胞からの 3 群すべてのメディエーター分泌を

抑制できる可能性があり，上記アンメットニーズを満たし得る有望なアレルギー疾患

治療薬となることが期待される。 

 第 1 章より，JTE-852 は強力かつ選択的な新規 Syk 阻害薬であることが示された。

本章では，JTE-852 のアレルギー疾患治療薬としての有用性を検証した。はじめに，

JTE-852 が 3 群のメディエーター分泌を抑制するかどうかを検討するため，ヒトおよ

びラットのマスト細胞を用いて，IgE 架橋刺激による顆粒内容物，アラキドン酸代謝

産物およびサイトカインの分泌に対する JTE-852 の作用を評価した。続いて，JTE-852

がメディエーター関与の in vivo アレルギー反応を抑制するかどうかを検討するため，

ラット passive cutaneous anaphylaxis（PCA）反応に対する JTE-852 の作用を評価した。

さらに，JTE-852 が幅広いアレルギー症状に有効性を示すかどうかを検討するため，

複数のアレルギー疾患動物モデルにおける JTE-852 の作用を評価した。今回，アレル

ギー疾患動物モデルの代表として，ラットを用いた 4 種のモデル（くしゃみ，鼻漏，

気道収縮，気道炎症）を設定した。くしゃみおよび鼻漏はアレルギー性鼻炎の症状で

あり，気道収縮および気道炎症は喘息の特徴である。 

 アレルギー性鼻炎は，鼻粘膜上で起こる I 型過敏反応に基づく疾患であり，主要症

状としてくしゃみ，鼻漏，鼻の痒み，鼻閉が挙げられる 1, 35）。これらの症状は，鼻の

マスト細胞がダニや花粉などの抗原によって IgE 架橋刺激された際に分泌する 3群の

メディエーターによって引き起こされる 7）。臨床においては，ヒスタミン H1 受容体

拮抗薬，cysteinyl LT1 受容体拮抗薬，TXA2受容体と PGD2受容体の dual 拮抗薬

（ramatroban），ステロイド薬などがアレルギー性鼻炎の治療に用いられる 1, 33）。 
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喘息は，気道収縮，気道炎症ならびに気道過敏性に特徴づけられる呼吸器疾患であ

る 10, 31）。喘息患者の肺にはマスト細胞が認められ，また抗原特異的 IgE も検出される

3, 36）ことから，上記の気道所見には，IgE 架橋マスト細胞から分泌されたメディエー

ターが関与することが示唆される 1, 3, 10）。事実，cysteinyl LT1 受容体拮抗薬や DSCG

などのマスト細胞安定化薬が，臨床における喘息治療に使用されている 3, 32）。

Omalizumab（XOLAIR
®）もまた臨床的に使用される 1, 10）。非臨床動物モデルにおい

ては，FcεRI 欠損マウスが IgE 架橋マスト細胞からのメディエーター分泌を欠失する

こと，またアレルギー性気道炎症の顕著な低下を認めることが報告されている 37）。以

上より，喘息の病態形成には，IgE 架橋マスト細胞由来のメディエーターが重要な役

割を担っていると考えられる。 

本章では，これらアレルギー疾患の動物モデル 4 種に加え，PCA 反応の評価も実施

した。In vivo 実験における JTE-852 の用量について，以下のように設定した。PCA 反

応に対しては，JTE-852 の用量依存性を確認するため 1，3，10，30 mg/kg の 4 用量を

設定した。くしゃみモデルにおいては，JTE-852 の用量依存的な作用を再度確認する

ため，PCA 反応と同様の 4 用量を評価した。鼻漏モデル，気道収縮モデルおよび気道

炎症モデルでは，JTE-852 の用量依存性の代わりに既存のアレルギー疾患治療薬を評

価し，各薬物の最大効果（エフィカシー）比較を行った。この時の JTE-852 の用量と

しては，JTE-852 がその作用機序である Syk 阻害を最大限に発揮できる用量と考えら

れる 30 mg/kg（本章第 4 節に後述）を採用した。既存薬は，ketotifen，pranlukast およ

び prednisolone の 3 薬物を用いたが，これらの評価用量も同様の視点で選択した。す

なわち，それぞれの作用機序であるヒスタミン拮抗作用，LTC4/D4/E4拮抗作用および

抗炎症作用を最大限発揮できる用量を過去の予備的試験結果や文献情報を参考に考

慮し，いずれも 30 mg/kg とした 38-41）。JTE-852 を含めた 4 薬物いずれも各作用機序を

最大限発揮できる用量を用いることにより，各薬物の最大効果比較を行った。 
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第 2 節 材料および方法 

 

2.2.1. 被験物質，対照物質および媒体 

1.2.1.項記載の JTE-852 を被験物質として使用した。Cysteinyl LT1 受容体拮抗薬であ

る pranlukast は，日本たばこ産業株式会社医薬総合研究所において ONON
®カプセル

（小野薬品工業株式会社，大阪，日本）から抽出し，対照物質として使用した。ヒス

タミン H1 受容体拮抗薬 ketotifen およびステロイド薬 prednisolone は，Sigma-Aldrich, 

Co.から購入し，対照物質として使用した。 

In vitro 試験では，1.2.1.項記載の DMSO を媒体として薬液調製に使用した。メチル

セルロース（methylcellulose; MC）Metolose
®
 SM-1500 を信越化学工業株式会社（東京，

日本）より購入し，その 0.5%水溶液を in vivo 試験における媒体として薬液調製に使

用した。 

 

2.2.2. 動物 

Sprague-Dawley（SD）ラットおよび Brown-Norway（BN）ラットを日本チャールス・

リバー株式会社（神奈川，日本）より購入した。動物は温度 23.0 ± 3.0°C，湿度 55 ± 15%，

照明時間 12 時間（8:00 点灯 20:00 消灯）の環境下で飼育し，固形飼料 CRF-1（オリエ

ンタル酵母工業株式会社，東京，日本）および紫外線照射水道水を自由摂取させた。

各 in vivo 試験は，実施前に日本たばこ産業株式会社医薬総合研究所の動物実験委員会

の承認を受け，「動物の愛護および管理に関する法律」に準拠して実施した。 

 

2.2.3. ヒトマスト細胞からのメディエーター分泌の評価 

ヒト CD34 陽性細胞単離キットは Miltenyi Biotec Inc.（Bergisch Gladbach, Germany）

より購入した。リコンビナントヒト stem cell factor（SCF）およびリコンビナントヒト

IL-6 は，PeproTech, Inc.（Rocky Hill, NJ, USA）より購入し，ヒトマスト細胞への分化
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因子として使用した。リコンビナントヒト IL-4 は R&D Systems, Inc.（Minneapolis, MN, 

USA）より購入し，ヒトマスト細胞の FcεRI 発現を増強させるために使用した。ヒト

IgE は Millipore Co.より購入し，感作用抗体として使用した。ポリクローナル抗ヒト

IgE 抗体は，Chemicon International, Inc.（Temecula, CA, USA）より購入し，ヒト IgE

を架橋する抗体（抗原の代替）として使用した。カルシウムイオノフォア A23187 は，

Sigma-Aldrich, Co.から購入した。ヒスタミン enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）

キット，LTC4/D4/E4 enzyme immunoassay（EIA）キット，TXB2 ELISA キット，PGD2 EIA

キットおよびヒト IL-13 EIA キットは，それぞれ Medical & Biological Laboratories Co., 

Ltd.（愛知，日本），GE Healthcare UK Ltd.，Neogen Co.（Lansing, MI, USA），Cayman 

Chemical Company（Ann Arbor, MI, USA）および Beckman Coulter Company（Pasadena, 

CA, USA）より購入した。 

ヒトマスト細胞の取得：斎藤らの方法 42）を参考に，臍帯血由来ヒトマスト細胞（cord 

blood mast cells; CBMCs）を調製した。すなわち，ヒト CD34 陽性細胞単離キットを用

いた細胞磁気分離法により，ヒト臍帯血から CD34 陽性造血幹細胞を単離した。この

細胞を培養培地 1（100 ng/mL リコンビナントヒト SCF，50 ng/mL リコンビナントヒ

ト IL-6，0.1% BSA，1% insulin-transferrin-selenium-G supplement（ITS），55 μmol/L 

2-mercaptethanol（ME），100 units/mL ペニシリンおよび 100 μg/mL ストレプトマイシ

ンを含む Iscove’s modified Dulbecco’s medium（IMDM））中で 6 週間培養した。その後，

細胞を培養培地 2（10% FBS を含む培養培地 1）中でさらに 4 週間培養した。得られ

た細胞中のトリプターゼおよびキマーゼの発現を免疫染色法にて検出し，ほぼ 100%

がトリプターゼ陽性およびキマーゼ陰性であることを確認した。この細胞を CBMCs

として実験に使用した。なお，臍帯血の入手に当たっては，事前に日本たばこ産業株

式会社医薬総合研究所の研究倫理審査委員会の承認を受け，ドナーのインフォームド

コンセントを得た上で入手した。 

IgE 架橋刺激：FcεRI の発現増強ならびに当該受容体への IgE の結合（感作）を目
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的として，10 ng/mLリコンビナントヒト IL-4および 1 μg/mLヒト IgE存在下でCBMCs

を 5 日間培養した 43）。培養は 37°C，5% CO2設定のインキュベーター内で行った。感

作した CBMCs を洗浄後，アッセイ培地（0.1% BSA，1% ITS，55 μmol/L 2-ME，100 

units/mL ペニシリンおよび 100 μg/mL ストレプトマイシンを含む IMDM）にて 1×10
6
 

cells/mLに懸濁し，96ウェル丸底プレートに1.2×10
5
 cells/wellとなるように播種した。

JTE-852 を最終濃度 0.01，0.03，0.1，0.3，1，3 μmol/L となるように添加し，インキ

ュベーター内で 10 分間静置した。ヒスタミン，LTC4/D4/E4，TXA2および PGD2分泌

の実験では，ポリクローナル抗ヒト IgE 抗体を最終濃度 3 μg/mLとなるように添加し，

30 分間インキュベーションした。IL-13 分泌の実験では，最終濃度 1 μg/mL で 5 時間

インキュベーションした。各時間のインキュベーションの後，上清を回収し，上清中

のメディエーター濃度を EIA 法により測定した。測定には，市販のキットおよびマイ

クロプレートリーダーVERSAmax（Molecular Devices Co., Sunnyvale, CA, USA）を用

いた。なお，本実験では物性的に不安定な TXA2の代わりにその安定代謝物（加水分

解体）である TXB2濃度を測定し，TXA2濃度とした。この手法は EIA キットの説明

書にも記載されており，確立された TXA2の定量法である。7 ドナーの臍帯血から分

化誘導した 7 ロットの CBMCs を用いて実験を行い（7 回の実験），各実験の測定は 2

ウェルずつで行った。 

A23187 刺激：CBMCs をアッセイ培地で 1×10
6
 cells/mL となるように懸濁し，96 ウ

ェル丸底プレートに 1.2×10
5
 cells/well で播種した。JTE-852 を最終濃度 10 μmol/L とな

るように添加し，10 分間インキュベーションした。その後，A23187 を最終濃度 10 

μg/mL となるように添加し，30 分間インキュベーションした。上清を回収し，上清中

のヒスタミン濃度を EIA 法により測定した。IgE 架橋刺激と同様に，2 ウェルずつの

測定と 7 回の実験を行った。 
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Fig. 6 Experimental outlines for the evaluation of mediator secretion from human mast 

cells 

CBMCs, cord blood mast cells; FBS, fetal bovine serum; Hist, histamine; IL, interleukin;  

Ig, immunoglobulin; LTs, leukotriene C4/D4/E4; PG, prostaglandin; SCF, stem cell factor;  

TX, thromboxane 

 

2.2.4.  ラットマスト細胞からのメディエーター分泌の評価 

 継代数 12 代目の RBL-2H3 細胞を使用した。モノクローナルマウス抗 DNP IgE およ

び DNP-BSA は，1.2.6.項記載のものを使用した。ヒスタミン ELISA キットおよび

LTC4/D4/E4 EIA キットは，2.2.3.項記載のものを使用した。ラット IL-13 ELISA キット
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は，Biosource International, Inc.（Camarillo, CA, USA）から購入した。 

 IgE 架橋刺激：RBL-2H3 細胞を培養培地（1.2.6.項参照）で 8×10
5
 cells/mL に懸濁し，

モノクローナルマウス抗 DNP IgE を最終濃度 50 ng/mL となるように添加した。これ

を 96 ウェル平底プレートに 8×10
4
 cells/well となるように播種し，インキュベーター

内で 2 時間静置した。接着および感作した RBL-2H3 細胞を洗浄し，EMEM と JTE-852

を順次添加した。JTE-852 の最終濃度は 0.003，0.01，0.03，0.1，0.3，1，3 μmol/L と

した。10 分間のインキュベーションの後，DNP-BSA を最終濃度 30 ng/mL で添加し，

ヒスタミンおよび LTC4/D4/E4分泌の実験では 30 分間，IL-13 分泌の実験では 4 時間イ

ンキュベーションした。30 分あるいは 4 時間後，上清を回収し，上清中のメディエー

ター濃度を EIA 法により測定した。測定は 2 ウェルずつ行い，3 回の独立した実験を

行った。 

 

2.2.5. PCA 反応の評価 

 JTE-852 を被験物質として，pranlukast および prednisolone を比較対照物質として使

用した。Ketotifen は陽性対照物質として使用した。モノクローナルマウス抗 DNP IgE

および DNP-BSA は，1.2.6.項記載のものを使用した。Evans blue および formamide は，

和光純薬工業株式会社（大阪，日本）から購入し，それぞれ色素および色素抽出用溶

媒として使用した。 

 8 週齢の雄性 SD ラットを麻酔し，毛刈りした背部に 30 ng/mL のモノクローナルマ

ウス抗 DNP IgE を 100 μL/site で皮内投与した。翌日，感作ラットの一般状態を観察し

体重を測定した。一般状態に問題のないラットを，体重が均等になるように各群 8 匹

9 群に割り付けた。 

 被験物質および対照物質を 5 mL/kg の容量で経口投与した。JTE-852 の投与用量は

1，3，10，30 mg/kg とし，pranlukast，prednisolone および ketotifen の投与用量は 30 mg/kg

とした。経口投与の 1 時間後，0.3 mg/mL DNP-BSA と 5 mg/mL Evans blue の混合液を
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覚醒ラットの尾静脈内に 1 mL の容量で投与した。偽処置群のラットに対しては，

DNP-BSA を含まない 5 mg/mL Evans blue 溶液を同様に静脈内投与した。30 分後，頸

椎脱臼によりラットを安楽死させ，biopsy punch を用いて背部の色素漏出部位を摘出

した。摘出した皮膚を 2 mL の formamide に浸漬し，37°C 温度下で 6 日間振盪するこ

とにより色素を抽出した。抽出液を濾過し，波長 620 nm における濾液の吸光度をマ

イクロプレートリーダーVERSAmax で測定した。 

 Evans blue と formamide を用いて作製した標準直線からサンプル中の色素濃度

（μg/mL）を換算し，この濃度に formamide の容量 2 mL を乗じることで漏出色素量

（μg/site）を算出した。さらに，JTE-852 に関しては，用量反応をシグモイド曲線に

当てはめ，50%有効用量（50% effective dose; ED50）を算出した。算出には，SAS シス

テム version 8.2および SAS前臨床パッケージ version 5.0（SAS Institute Japan株式会社）

を用いた。 

 

2.2.6. くしゃみモデルの評価 

 Toluene 2,4-diisocyanate（TDI）は Honeywell International Inc.（Morris Plains, NJ, USA）

より購入し，ハプテンとして使用した。 

 Day 1 に，6 週齢の雄性 BN ラットの両鼻孔に対して，10% TDI 溶液を 5 μL ずつ点

鼻投与した。この処置を Day 2 から Day 5，Day 8 から Day 12 にも行い，計 10 回の点

鼻投与により動物を感作した。Day 22 に，一般状態に問題のないラットの体重を測定

し，体重が均等になるように各群 14 匹 6 群に割り付けた。 

 翌日の Day 23 に，JTE-852 を 1，3，10，30 mg/kg の投与用量となるように 5 mL/kg

の容量で経口投与した。1 時間後，5% TDI 溶液をラットの両鼻孔に対して 5 μL ずつ

点鼻投与した。偽処置群のラットには，TDI の溶媒である酢酸エチルを同様に点鼻投

与した。この惹起操作の直後の 30 分間について，くしゃみの回数を計測した。計測

はブラインド下で行った。 
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2.2.7. 鼻漏モデルの評価 

 JTE-852 を被験物質として，pranlukast および prednisolone を比較対照物質として使

用した。Ketotifen は陽性対照物質として使用した。卵白アルブミン（albumin from 

chicken egg white; OVA）は，Sigma-Aldrich, Co.から購入し，抗原として使用した。Imject
®
 

Alum（40 mg/mL 水酸化アルミニウムおよび水酸化マグネシウム）は，Pierce 

Biotechnology, Inc.（Rockford, IL, USA）より購入し，アジュバントとして使用した。

Chicago sky blue 6B は Alfa Aesar（Heysham, UK）より購入し，色素として使用した。 

 10 μg/mL OVA と 10 mg/mL Alum を含む生理食塩液（OVA/Alum 懸濁液）を調製し，

7 週齢の雄性 SD ラットに 1 mL の容量で腹腔内投与した。この処置を 3 日間連続で行

い，動物を感作した。初回腹腔内投与の 15 日後，ラットの一般状態を観察し，体重

が均等になるように各群 12 匹 5 群に割り付けた。 

 被験物質および対照物質を，投与用量 30 mg/kg となるように 5 mL/kg の容量で経口

投与した。1 時間後，ペントバルビタールの静脈内投与によりラットを麻酔し，40 

mg/mL の Chicago sky blue 6B を 3 mL/kg の容量で尾静脈内に投与した。5 分後，ラッ

トの気管を露出させ，そこから鼻腔の方向へカニューレを挿入した。別途，肺方向へ

もカニューレを挿入し，自発呼吸を確保した。鼻腔方向へのカニューレにシリンジポ

ンプ EICOM EP-60（Eicom Co.，京都，日本）を接続し，37°C に加温した生理食塩液

を 20 分間かん流させて鼻腔内を洗浄した。かん流は 0.1 mL/min の流速で行い，鼻孔

から排出された洗浄液は廃棄した。続いて，同様のかん流を 10 分間行い，排出液を

「0 分サンプル」として回収した。次に，6 mg/mL の OVA 溶液を 10 分間かん流させ，

排出液を「10 分サンプル」として回収した。各サンプルを遠心後，波長 620 nm にお

ける上清の吸光度をマイクロプレートリーダーVERSAmax で測定した。 

 Chicago sky blue 6B と生理食塩液を用いて作製した標準直線からサンプル中の色素

濃度を換算した。個体ごとに「10 分サンプル」の色素濃度から「0 分サンプル」の色
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素濃度を差し引き，10 分間の OVA 惹起による色素漏出を算出した。 

 

2.2.8. 気道収縮モデルの評価 

 JTE-852 を被験物質として，ketotifen および prednisolone を比較対照物質として使用

した。Pranlukast は陽性対照物質として使用した。OVA および Alum は 2.2.7.項記載の

ものを使用した。 

 6 週齢の雄性 BN ラットに 2.2.7.項と同様の OVA/Alum 懸濁液を 1 mL の容量で腹腔

内投与した。この処置を 3 日間連続で行い，動物を感作した。初回腹腔内投与の 10

日後，ラットの一般状態観察と体重測定を行い，体重が均等になるように各群 8 匹 6

群に割り付けた。 

 翌日，被験物質および対照物質を 30 mg/kg の投与用量となるように 5 mL/kg の容量

で経口投与した。1 時間後，超音波式ネブライザーNE-U17（OMRON Co.，京都，日

本）を用いて 2% OVA 溶液を 15 分間ラットに吸入させた。偽処置群のラットに対し

ては，生理食塩液を同様に吸入させた。吸入惹起の 1 時間後，無拘束呼吸機能測定装

置 whole body plethysmograph PLY3215（Buxco Electronics, Inc., Wilmington, NC, USA）

を用いて enhanced pause（Penh）を測定した 44）。 

 

2.2.9. 気道炎症モデルの評価 

 JTE-852 を被験物質として，ketotifen および pranlukast を比較対照物質として使用し

た。Prednisolone は陽性対照物質として使用した。OVA および Alum は 2.2.7.項記載の

ものを使用した。ラット IL-13 ELISA キットは，2.2.4.項記載のものを使用した。 

 生理食塩液に OVA と Alum をともに 10 mg/mL となるように添加し，OVA/Alum 懸

濁液を調製した。これを 6 週齢の雄性 BN ラットに 1 mL の容量で腹腔内投与した。

この処置を 3 日間連続で行い，動物を感作した。初回腹腔内投与の 2 週間後，ラット

の一般状態を観察し，体重が均等になるように各群 12 匹 6 群に割り付けた。 
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 被験物質および対照物質を 5 mL/kg の容量で経口投与した。投与用量はいずれも 30 

mg/kg とした。1 時間後，ネブライザーを用いて 0.5% OVA 溶液をラットに 15 分間吸

入させた。偽処置群のラットには，生理食塩液を同様に吸入させた。吸入惹起 24 時

間後，ラットをペントバルビタール麻酔下で放血致死させた。ラットの気管を露出さ

せ，そこから気管支の方向へカニューレを挿入した。続いて，以下の手順で気管支肺

胞洗浄液（bronchoalveolar lavage fluid; BALF）を回収した。すなわち，洗浄用緩衝液

として 2 mmol/L EDTA および 0.5% BSA を含む phosphate-buffered saline（PBS）を調

製し，その 2.5 mL を気道および肺胞に送達して回収した。この操作をさらに 5 回行

い，計 6 回の洗浄を行った。 

 BALF 中の総白血球濃度を血液学検査装置 ADVIA120（Siemens Healthcare 

Diagnostics Inc., Tarrytown, NY, USA）により測定した。また，集細胞遠心装置 Cytospin 

2 cytocentrifuge（Thermo Fisher Scientific K.K.，神奈川，日本）を用いて BALF から細

胞塗沫標本を作製し，Diff-Quik stain
TM

 キット（Funakoshi Co., Ltd.，東京，日本）を

用いた Wright-Giemsa 染色を行った。その後，塗沫標本上の好酸球，好中球ならびに

単核球数をブラインド下で計測した。残りの BALF を遠心し，上清中の IL-13 濃度を

EIA 法により測定した。 

 総白血球濃度および IL-13 濃度に回収した BALF 容量を乗じ，総白血球数および

IL-13 量を算出した。計数した好酸球および好中球の比率を計算し，それぞれの比率

に総白血球数を乗じることで好酸球数および好中球数を算出した。 

 

2.2.10. 統計解析 

 各 in vivo 試験の群分け時の体重について，以下の有意差検定を実施した。Bartlett

の検定により等分散性を確認した後，1 元配置分散分析（one-way analysis of variance; 

one-way ANOVA）により群間に有意な差がないことを確認した。有意水準は両側 5%

とした。 
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 各 in vivo 試験の評価項目について，以下の有意差検定を実施した。2 群間の比較に

おいては，まず F 検定により分散性を確認し，等分散データに対しては Student の t

検定を，不等分散データに対しては Aspin-Welch の t 検定を実施した。3 群以上の群間

比較においては，まず Bartlett の検定により分散性を確認した。その結果，いずれの

データも不等分散であったため，次いで Steel の検定を実施した。検定の有意水準は

両側 5%とした。 

 検定には，SAS システム version 8.2 および SAS 前臨床パッケージ version 5.0 を用

いた。 

 

第 3 節 結果 

 

2.3.1. ヒトマスト細胞からのメディエーター分泌に対する JTE-852 の作用 

 Syk は，IgE 架橋刺激によるマスト細胞内シグナル伝達経路の最上流に位置し，顆

粒内容物，アラキドン酸代謝産物およびサイトカインの分泌に対しても不可欠な機能

を果たす 1, 2）。第 1 章において，JTE-852 は Syk を阻害することが示されたため，上記

3 群のメディエーター分泌に対しても JTE-852 が抑制作用を示すことが期待される。

この仮説を検証するため，CBMCs からのメディエーター分泌に対する JTE-852 の作

用を検討した。 

 顆粒内容物の代表としてヒスタミン，アラキドン酸代謝産物の代表として

LTC4/D4/E4，TXA2および PGD2，サイトカインの代表として IL-13 をそれぞれ測定し

た。IgE 架橋刺激によって CBMCs からヒスタミン，LTC4/D4/E4，TXA2，PGD2および

IL-13 が分泌された。JTE-852 は，これらすべてのメディエーター分泌を抑制し（Fig. 

7），その IC50値はそれぞれ 0.044 ± 0.005，0.044 ± 0.007，0.069 ± 0.007，0.088 ± 0.015

および 0.063 ± 0.006 μmol/L であった（Table 3）。JTE-852 の抑制作用は濃度依存的で

あり，1 μmol/L の濃度でほぼ完全な抑制が認められた（Fig. 7）。 
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 IgE 架橋刺激によるメディエーター分泌に加えて，カルシウムイオノフォア A23187

刺激によるメディエーター分泌に対する JTE-852 の作用もあわせて検討した。メディ

エーターの代表として，ヒスタミンを測定した。JTE-852 は，10 μmol/L の濃度におい

てもA23187刺激 CBMCsからのヒスタミン分泌を抑制しなかった（Fig. 7および Table 

3）。JTE-852 の 10 μmol/L は，IgE 架橋刺激によるメディエーター分泌を完全に抑制す

ると思われる濃度である（Fig. 7）。 

 なお，IgE 架橋刺激の実験における媒体群のメディエーター濃度は，ヒスタミンが

38 μmol/L，LTC4/D4/E4が 339 pg/mL，TXA2が 9.9 ng/mL，PGD2が 638 ng/mL，IL-13

が 307 pg/mL であった。A23187 刺激の実験における媒体群のヒスタミン濃度は，46 

μmol/L であった。 

 

 

 

Fig. 7 Effects of JTE-852 on mediator secretion from human mast cells 

CBMCs were primed with recombinant human IL-4 and human IgE; subsequently, the cells 

were challenged with anti-human IgE for 30 min (histamine, LTC4/D4/E4, TXA2, and PGD2) 

or 5 hr (IL-13). Meanwhile, non-primed plain CBMCs were stimulated with A23187 for 30 
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min (histamine). JTE-852 was added 10 min before challenge or stimulation. The 

concentrations of mediators in the supernatants were measured by EIA. Data express the 

mean ± SEM, which were calculated from seven experiments (seven donors). 

 

2.3.2. ラットマスト細胞からのメディエーター分泌に対する JTE-852 の作用 

 RBL-2H3 細胞を用いて同様の検討を行った。顆粒内容物，アラキドン酸代謝産物お

よびサイトカインの代表として，それぞれヒスタミン，LTC4/D4/E4および IL-13 を測

定した。IgE 架橋刺激 RBL-2H3 細胞から分泌されたこれらメディエーターに対し，

JTE-852 は濃度依存的な抑制作用を示し，1 μmol/L の濃度で完全な抑制が認められた

（Fig. 8）。IC50値はそれぞれ 0.064 ± 0.004，0.047 ± 0.011 および 0.034 ± 0.006 μmol/L

であった（Table 3）。 

 なお，媒体群におけるヒスタミン，LTC4/D4/E4および IL-13 濃度は，それぞれ 1.8 

μmol/L，181 pg/mL および 483 pg/mL であった。 

 

 

 

Fig. 8 Suppressive effects of JTE-852 on mediator secretion from rat mast cells 
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RBL-2H3 cells were sensitized with anti-DNP IgE antibody and were challenged with 

DNP-BSA for 30 min (histamine and LTC4/D4/E4) or 4 hr (IL-13). JTE-852 was added 10 min 

before challenge. The concentrations of mediators in the supernatants were measured by EIA. 

Data express the mean ± SEM, which were calculated from three experiments. 

 

Table 3 Effects of JTE-852 on mediator secretion from human and rat mast cells 

Cell Stimulation Mediator IC50 value (μmol/L) 

CBMCs IgE-crosslinking Histamine 0.044 ± 0.005 

CBMCs IgE-crosslinking LTC4/D4/E4 0.044 ± 0.007 

CBMCs IgE-crosslinking TXA2 0.069 ± 0.007 

CBMCs IgE-crosslinking PGD2 0.088 ± 0.015 

CBMCs IgE-crosslinking IL-13 0.063 ± 0.006 

CBMCs A23187 Histamine >10 

RBL-2H3 IgE-crosslinking Histamine 0.064 ± 0.004 

RBL-2H3 IgE-crosslinking LTC4/D4/E4 0.047 ± 0.011 

RBL-2H3 IgE-crosslinking IL-13 0.034 ± 0.006 

CBMCs or RBL-2H3 cells were sensitized with IgE; they were challenged with anti-IgE 

antibody or antigen, respectively. CBMCs were also stimulated with A23187. Concentrations 

of the secreted mediators were measured by EIA. The IC50 values were calculated by a 

sigmoid-curve fitting with SAS System version 8.2 and SAS Preclinical Package version 5.0 

(SAS Institute Japan Inc.). The values show the mean ± SEM (n = 7, CBMCs; n = 3, 

RBL-2H3 cells). 

 

2.3.3. PCA 反応に対する JTE-852 の作用 

 JTE-852 は，IgE 架橋刺激マスト細胞からの顆粒内容物，アラキドン酸代謝産物お
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よびサイトカイン分泌を抑制した（2.3.1.項および 2.3.2.項参照）。これらメディエータ

ーが関与する in vivo アレルギー反応を JTE-852 が抑制するかどうかを検証するため，

本項では，メディエーターの 1 つであるヒスタミンが寄与する PCA 反応 45）を用いて

JTE-852 の作用を検討した。加えて，既存のアレルギー疾患治療薬である ketotifen，

pranlukast および prednisolone の作用も同時に検討した。 

 結果を Fig. 9 に示す。媒体群における漏出色素量（μg/site）は，偽処置群に比して

有意に高値であった。陽性対照物質である ketotifen（ヒスタミン H1 受容体拮抗薬）

は，色素漏出を有意に抑制し，その抑制率は 97.6%であった。JTE-852 は用量依存的

かつ有意に色素漏出を抑制し，ED50値は3.1 mg/kgであった。ステロイド薬 prednisolone

も有意な抑制作用を示したが，その抑制度合いは部分的であった。Cysteinyl LT1 受容

体拮抗薬 pranlukast は，明らかな作用を示さなかった。 

 

 

 

Fig. 9 Effects of JTE-852 and anti-allergic drugs on PCA reaction in rats 

SD rats were sensitized by intradermal injection of anti-DNP IgE antibody and were 
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challenged by intravenous injection of DNP-BSA and Evans blue mixture. In the sham group, 

Evans blue without DNP-BSA was dosed intraveneously. After 30 min, the rats were 

euthanized; the region skins were extirpated. All compounds were administered orally 1 hr 

before challenge. Evans blue was extracted from the region skins, and its absorbance was 

measured. Data express the mean + standard deviation (SD); n = 8 rats per group. †† P < 

0.01; vs. sham group (Aspin-Welch’s t-test): $$ P < 0.01; vs. vehicle group (Aspin-Welch’s 

t-test): * P < 0.05, ** P < 0.01; vs. vehicle group (Steel test). 

 

2.3.4. くしゃみモデルにおける JTE-852 の作用 

 JTE-852 は，IgE 架橋マスト細胞からの 3 群のメディエーター分泌をすべて抑制し

（2.3.1.項および 2.3.2.項参照），さらに，これらメディエーターが関与する in vivo ア

レルギー反応も抑制する（2.3.3.項参照）ことが示された。これらの知見より，JTE-852

は幅広いアレルギー症状を抑制し得る可能性が期待され，このことを検証する目的で，

複数のアレルギー疾患動物モデルにおける JTE-852 の作用を検討した。はじめに，ラ

ットくしゃみモデルの評価を行った。 

 結果を Fig. 10 に示す。媒体群において約 100 回のくしゃみが観察され，偽処置群

に比して有意に高値であった。JTE-852 は，このくしゃみ回数を用量依存的に抑制し

た。その抑制作用は 3，10，30 mg/kg の用量において有意であり，ED50値は 2.4 mg/kg

であった。 
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Fig. 10 Suppressive effect of JTE-852 on sneezing in rats 

TDI was administered intranasally to BN rats at a volume of 5 μL/each nose, once daily from 

Day 1 to Day 5 and from Day 8 to Day 12. On Day 23, the sensitized rats were challenged by 

intranasal administration of TDI. Ethyl acetate was administered to rats in the sham group. 

Immediately after challenge, the number of sneezes in 30 min was counted in a blind manner. 

JTE-852 was administered orally 1 hr before challenge. Data express the mean + SD; n = 14 

rats per group. †† P < 0.01; vs. sham group (Aspin-Welch’s t-test): ** P < 0.01; vs. vehicle 

group (Steel test). 

 

2.3.5. 鼻漏モデルにおける JTE-852 の作用 

 次に，ラット鼻漏モデルの評価を行った。第 1 節に記載した通り，本モデルでは，

JTE-852 に加えて ketotifen，pranlukast および prednisolone の評価を行い，各薬物の最

大効果比較を行った。 

 陽性対照物質として設定した ketotifen は，媒体群で認められた色素漏出を有意に抑
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制した（Fig. 11）。JTE-852 も色素漏出を有意に抑制し，その抑制度合いは ketotifen に

匹敵した。Prednisolone も有意な抑制作用を示し，ketotifen および JTE-852 と同等の抑

制度合いを示した。一方，pranlukast は有意な作用を示さなかった。 

 

 

 

Fig. 11 Effects of JTE-852 and anti-allergic drugs on rhinorrhea in rats 

SD rats were sensitized by intraperitoneal injection of OVA/Alum for 3 consecutive days. 

Fifteen days after the first intraperitoneal injection, the rats were given intravenous injection 

of Chicago sky blue 6B dye and were then challenged by intranasal perfusion with OVA for 

10 min. The fluid drained from rat nares was collected, and absorbance of the dye was 

measured. All compounds were orally administered approximately 2 hr before challenge. Data 

express the mean + SD; n = 12 rats per group. $$ P < 0.01; vs. vehicle group (Student’s 

t-test): * P < 0.05, ** P < 0.01; vs. vehicle group (Steel test). 
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2.3.6. 気道収縮モデルにおける JTE-852 の作用 

 続いて，ラット気道収縮モデルの評価を行った。Fig. 12 に示す通り，媒体群におけ

る Penh は偽処置群に比して有意に高値であった。陽性対照物質として設定した

pranlukast は，Penh の上昇を有意に抑制した。JTE-852 も Penh の上昇を有意に抑制し

たが，その抑制度合いは pranlukast よりも高く，ほぼ完全な抑制作用が認められた。

Prednisolone は Penh 上昇を抑制する傾向を示したものの，統計学的な有意差は認めら

れなかった。Ketotifen は，この反応に対して影響を及ぼさなかった。 

 

 

 

Fig. 12 Effects of JTE-852 and anti-allergic drugs on airway constriction in rats 

BN rats were sensitized by intraperitoneal injection of OVA/Alum for 3 consecutive days. 

Eleven days after the first intraperitoneal injection, the rats were challenged by inhalation of 

OVA. In the sham group, rats inhaled saline. After 1 hr, Penh of each rat was measured. All 

compounds were administered orally 1 hr before challenge. Data express the mean + SD; n = 
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8 rats per group. †† P < 0.01; vs. sham group (Aspin-Welch’s t-test): $$ P < 0.01; vs. vehicle 

group (Student’s t-test): ** P < 0.01; vs. vehicle group (Steel test). 

 

2.3.7. 気道炎症モデルにおける JTE-852 の作用 

 最後に，ラット気道炎症モデルの評価を行った。本モデルでは，BALF 中の総白血

球数，好酸球数，好中球数および IL-13 量を解析し，気道への炎症性細胞浸潤ならび

にサイトカイン分泌の指標とした。 

 Fig. 13 に結果を示す。媒体群において，BALF 中総白血球数（A），好酸球数（B），

好中球数（C）および IL-13 量（D）の有意な増加が認められた。陽性対照物質である

prednisolone は，すべての指標を有意かつほぼ完全に抑制した。JTE-852 も prednisolone

と同様に，有意かつほぼ完全な抑制作用を示した。Pranlukast は，総白血球数と好酸

球数に対してのみ有意な抑制を示したが，その作用は JTE-852 や prednisolone よりも

軽微であった。Ketotifen は，いずれの指標に対しても有意な抑制を示さなかった。 
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Fig. 13 Effects of JTE-852 and anti-allergic drugs on airway inflammation in rats 

BN rats were sensitized by intraperitoneal injection of OVA/Alum for 3 consecutive days. 

Two weeks after the first intraperitoneal injection, the rats were challenged by inhalation of 

OVA. In the sham group, rats inhaled saline. After 24 hr, BALF was collected from the rats. 
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The numbers of total leukocytes (A), eosinophils (B), and neutrophils (C) in the BALF were 

determined. The amount of IL-13 (D) in the BALF was also determined. All compounds were 

administered orally 1 hr before challenge. Data express the mean + SD; n = 12 rats per group. 

†† P < 0.01; vs. sham group (Aspin-Welch’s t-test): $$ P < 0.01; vs. vehicle group 

(Aspin-Welch’s t-test): * P < 0.05, ** P < 0.01; vs. vehicle group (Steel test). 

 

第 4 節 考察 

 

 第 1 章において，JTE-852 は強力かつ選択的な Syk 阻害薬であることが示された。

そこで本章では，JTE-852 のアレルギー疾患治療薬としての有用性を検証した。すな

わち，新規薬物に求められる特長である①マスト細胞からの 3群のメディエーター（顆

粒内容物，アラキドン酸代謝産物およびサイトカイン）分泌をいずれも抑制すること

で幅広いアレルギー症状に有効性を示すか，②経口投与可能であるか，の 2 点につい

て JTE-852 の可能性を検討した。 

 はじめに，マスト細胞からの IgE 架橋刺激による 3 群のメディエーター分泌に対す

る JTE-852 の作用を検討した。JTE-852 は，CBMCs からのヒスタミン，LTC4/D4/E4，

TXA2，PGD2および IL-13 分泌，RBL-2H3 細胞からのヒスタミン，LTC4/D4/E4および

IL-13 分泌をほぼ同等の IC50値で抑制した。同一条件下における直接的な横並び比較

ではないものの，JTE-852 のメディエーター分泌抑制作用は，治験段階にも進んだ Syk

阻害薬R112やR406よりも強い効力と思われた 2, 24）。例えば，CBMCsからのLTC4/D4/E4

分泌に対する JTE-852，R112およびR406の IC50値は，それぞれ44，115および93 nmol/L

である。また，IgE 架橋刺激マスト細胞からの TXA2および IL-13 分泌に対する Syk

阻害薬の抑制作用はこれまでに報告されておらず，今回の JTE-852 の結果が初めての

報告と思われる。TXA2は複数の既存抗アレルギー薬の標的メディエーターであり 5, 31, 

33, 34），アレルギーの病態形成に重要な役割を果たす。したがって，TXA2の分泌抑制
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作用は，JTE-852 の魅力的な特徴と考えられる。IL-13 も IgE クラススイッチ 46, 47）や

FcεRI の発現増強 43）などの作用を有し，アレルギーの発症，増悪に寄与するメディエ

ーターである。したがって，IL-13 分泌に対する抑制作用も JTE-852 の興味深い特徴

と言える。 

感作したマスト細胞に対する IgE 架橋の手法について，CBMCs の実験では抗 IgE

抗体を用いて，RBL-2H3 細胞の実験では抗原を用いて IgE 架橋を誘導した。本検討の

結果より，JTE-852 はいずれの IgE 架橋刺激によるメディエーター分泌も抑制するこ

とが確認された。また，JTE-852 の Syk 阻害作用は，ヒトとラットの間に種差がない

ことが 1.3.1.項で示唆されたが，これと矛盾のない結果が CBMCs および RBL-2H3 細

胞からのメディエーター分泌においても示された。 

今回，CBMCs を用いた検討においては，カルシウムイオノフォア A23187 刺激によ

るヒスタミン分泌もあわせて評価した。ヒスタミンは，IgE 架橋刺激実験でも測定し

たメディエーターである。IgE 架橋刺激によるマスト細胞内シグナル伝達経路におい

て，カルシウム流入は Syk より下流に位置し，さらなるシグナル伝達を経て最終的に

メディエーター分泌が引き起こされる 1, 48）。したがって，カルシウム流入を直接的に

誘導するカルシウムイオノフォア刺激によるメディエーター分泌は，Syk を介さない

反応である（Fig. 14）。JTE-852 は 10 μmol/L の高濃度においても，A23187 刺激 CBMCs

からのヒスタミン分泌を抑制しなかった。このことから，JTE-852 は，Syk が関与し

ないメディエーター分泌に対しては抑制を示さないと考えられた。 
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Fig. 14 Mediator secretion from mast cells stimulated by IgE-crosslinking or calcium 

ionophore 

 

 以上の検討結果より，JTE-852はマスト細胞からの IgE架橋刺激による顆粒内容物，

アラキドン酸代謝産物およびサイトカインの分泌をいずれも強力に抑制することが

明らかとなった。 

 次に，これらメディエーターが関与する in vivo のアレルギー反応を JTE-852 が抑制

するかどうかの検討を行った。メディエーターの代表としてヒスタミンを取り上げ，

PCA 反応に対する JTE-852 の作用を評価した。PCA は，IgE 架橋マスト細胞から分泌

されたヒスタミンによって引き起こされる皮膚の血管透過性亢進反応である 45）。ヒス
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タミン H1 受容体拮抗薬 ketotifen は，この PCA 反応を抑制することが報告されており

45），今回の実験においても報告と同様の ketotifen の抑制作用が確認された。

Prednisolone は PCA 反応を部分的に抑制したが，この結果も文献報告 49）と一致する。

ステロイド薬は，血管内皮への直接的な作用を介して血管透過性亢進を非特異的に抑

制する作用を有しており，この作用がステロイド薬による PCA 反応抑制の機序と考

えられる。JTE-852 は，経口投与により PCA 反応を用量依存的かつ有意に抑制した。

マスト細胞を用いた in vitro 実験の結果と合わせ考えると，JTE-852 は，IgE 架橋マス

ト細胞からのヒスタミン分泌を抑制することにより，PCA 反応を抑制すると考えられ

た。 

JTE-852 は経口投与の条件において，ヒスタミンが関与する in vivo アレルギー反応

を抑制することが明らかとなった。加えて，JTE-852 はマスト細胞からの 3 群すべて

のメディエーター分泌を抑制するため，ヒスタミンのみならず他のメディエーターが

関与する in vivo アレルギー反応も抑制できる可能性が示唆された。 

 そこで次に，JTE-852 が幅広いアレルギー症状を抑制し得るかどうかを検討するた

め，複数のアレルギー疾患動物モデルにおける JTE-852 の作用を評価した。1 つ目の

モデルとして，ラットくしゃみモデルを用いた。第 1 節に記載した通り，くしゃみは

アレルギー性鼻炎の主要症状の 1 つである。IgE 架橋や substance P などの神経ペプチ

ドによって刺激されたマスト細胞がヒスタミンを分泌し，これが三叉神経に作用する

ことで引き起こされる反射反応がくしゃみである 35）。今回評価したくしゃみモデルに

おいて，経口投与した JTE-852 は，抗原誘発くしゃみ反応を用量依存的かつ有意に抑

制した。 

 2 つ目のモデルとして，ラット鼻漏モデルを用いた。鼻漏もアレルギー性鼻炎の主

要な症状の 1 つである。鼻漏は，IgE 架橋マスト細胞から分泌されたヒスタミンが鼻

粘膜の血管透過性を亢進させる反応であり，治療にはヒスタミン H1 受容体拮抗薬が

用いられる 1, 35, 49, 50）。本モデルにおける JTE-852 の評価用量は，その作用機序を最大
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限発揮できる用量を考慮し 30 mg/kg とした。すなわち，JTE-852 の作用機序である

Syk 阻害を in vivo で計る最も適当な評価系として PCA 反応を考え，この反応をほぼ

完全に抑制する用量である 30 mg/kg を設定した。経口投与した 30 mg/kg の JTE-852

は，抗原誘発の鼻漏反応を有意に抑制した。 

 3 つ目のモデルとして，ラット気道収縮モデルを用いた。第 1 節に記載した通り，

気道収縮は喘息の主要な特徴の 1 つである。JTE-852 は，同じく 30 mg/kg の用量を経

口投与した。その結果，JTE-852 は抗原誘発気道収縮反応を有意に抑制した。 

 4 つ目のモデルとして，ラット気道炎症モデルを用いた。気道炎症も喘息の主要な

特徴の1つである。炎症は，サイトカインと炎症性細胞の間の相互作用が重要である。

すなわち，炎症局所で分泌されたサイトカインが炎症性細胞を引き寄せ，その炎症性

細胞がサイトカインを含むさらなるメディエーターを分泌し，さらに多くの炎症性細

胞を引き寄せるというサイクルが，炎症の増悪と持続化を引き起こす 1, 8, 35）。IL-5 と

好酸球の相互作用が，この増悪サイクルの 1 例として挙げられる 3, 35）。今回のラット

気道炎症モデルでは，BALF 中の炎症性細胞数とサイトカイン量を評価したが，

JTE-852 は経口投与により抗原誘発気道炎症を有意に抑制した。ラット BALF 中のサ

イトカイン量に対する JTE-852 の抑制作用は，Syk 阻害薬の当該作用に関する初めて

の報告と思われる。 

 今回，アレルギー性鼻炎や喘息の症状を発現する 4 つの動物モデルを用いて

JTE-852 の作用を評価した。JTE-852 は，いずれのモデルにおいても有意な抑制作用

を示した。アレルギー性鼻炎の動物モデルにおける Syk 阻害薬の抑制作用はこれまで

に報告されておらず，今回の JTE-852の結果は，それを示す初めての報告と思われる。 

 鼻漏，気道収縮ならびに気道炎症の 3 モデルにおいては，JTE-852 に加えて，既存

のアレルギー疾患治療薬である ketotifen，pranlukast および prednisolone の評価も行っ

た。本検討の目的は 4 薬物の最大効果比較であるため，各薬物の投与用量は，それぞ

れが作用機序を最大限に発揮できる用量を設定した（本節および第 1 節参照）。上記
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の 3 モデルにくしゃみモデルも合わせて，4 つの動物モデルの結果を Table 4 にまとめ

た。 

 

Table 4 Effects of JTE-852 and anti-allergic drugs in animal models of allergy 

Model 
Suppression of reaction (%) by each compound 

JTE-852 Ketotifen Pranlukast Prednisolone 

Sneezing 90 §§ NE NE NE 

Rhinorrhea 80 §§ 70 §§ 27 73 § 

Airway constriction 98 §§ 8 60 §§ 45 

Airway 

inflammation 

Total leukocyte 102 §§ 22 56 § 100 §§ 

Eosinophil 98 §§ 27 54 § 98 §§ 

Neutrophil 96 §§ -41 -44 96 §§ 

IL-13 99 §§ -29 48 100 §§ 

Rats were sensitized and challenged with hapten or antigen. Allergic reactions displayed by 

the rats were measured and analyzed. Percent suppression values (%) and statistical 

significances at 30 mg/kg of each compound are shown in this table. § P < 0.05, §§ P < 0.01; 

vs. vehicle group. NE, not examined 

 

3 種の既存薬物（ketotifen，pranlukast および prednisolone）は，いくつかのモデルに

おいて有意な抑制を示さなかった。一方，JTE-852 はすべてのモデルにおいて有意な

抑制作用を示した。これらのモデルで認められるアレルギー反応にはマスト細胞由来

のメディエーターが関与すると考えられるが，Syk 阻害薬 JTE-852 は，そのメディエ

ーター分泌をすべて抑制する結果，すべてのアレルギー反応を抑制したと考えられた。

一方，ketotifen および pranlukast はそれぞれヒスタミンおよび LTC4/D4/E4を阻害する

薬物であり，prednisolone はサイトカイン阻害作用を有する薬物である。すなわち，
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これらの薬物は，単独ではすべてのメディエーターの作用を抑制することはできない

と考えられる。Table 4 に示す抑制作用の違いは，それぞれの薬物の作用機序の違いを

反映した結果と思われる。 

序論，本章第 1 節および本節冒頭にも記載した通り，アレルギー疾患の新規治療薬

に求められる特長は，①マスト細胞からの 3 群のメディエーター（顆粒内容物，アラ

キドン酸代謝産物およびサイトカイン）分泌をいずれも抑制することで幅広いアレル

ギー症状に有効性を示すこと，②経口投与可能であること，の 2 点と考えられる。本

章における検討により，JTE-852 はマスト細胞からの 3 群のメディエーター分泌をい

ずれも抑制し，経口投与により既存薬よりも幅広いアレルギー反応を抑制することが

明らかとなった。このことは，JTE-852 が新規薬物に求められる 2 つの特長を満たす

可能性を示唆している。これまでに，アレルギー疾患を対象とした臨床試験を実施し

た Syk 阻害薬が報告されているが，現状，上市には至っていない 26）。臨床試験撤退の

理由は化合物固有の問題と考えられ，また，早期の臨床試験において有効性が検証さ

れたものもある。したがって，アレルギー疾患治療における Syk 阻害の戦略は否定さ

れておらず，Syk は依然として有望な創薬標的と考えられる。JTE-852 も臨床試験に

おける検証は必須であるが，本章で得られた知見を総合すると，JTE-852 は現状のア

ンメットニーズを満たし，既存薬よりも優れた有望な新規アレルギー疾患治療薬とな

る可能性が期待される。 
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第 3 章 Syk 阻害薬 JTE-852 の自己免疫疾患治療薬としての有用性に関する検討 

 

第 1 節 緒言 

 

序論にも記載した通り，自己免疫疾患は，本来寛容されるべき内在性タンパク等に

対して不必要な免疫応答が誘導される結果引き起こされる炎症性の疾患である。これ

まで，自己免疫疾患の病態生理や病態形成機序を解明するために多くの研究や取り組

みがなされ，その成果の一部として開発された生物学的製剤は，自己免疫疾患の治療

に劇的な進展をもたらした。一方，生物学的製剤にも，不応答患者の存在，易感染性

等の副作用，タンパク製剤であるが故の問題点（投与経路や治療費），などが指摘さ

れており，したがって，自己免疫疾患治療のオプションは現状においても依然充足さ

れていないと考えられる。すなわち，自己免疫疾患治療においてもアンメットニーズ

が存在し，高い有効性を有することに加えて，安全であること，経口投与可能である

こと，安価であることも兼ね備えた新規低分子薬物が求められている 15-18）。 

Syk はマスト細胞，単球，マクロファージ，好中球，B 細胞などの免疫細胞に主と

して発現する非受容体型チロシンキナーゼで，IgE や IgG によって誘導される細胞内

シグナル伝達，ひいてはその先の細胞反応において中心的な役割を担っている 17, 21, 22）。

Syk が寄与する IgG の反応は，自己免疫疾患の病態形成に大きく関わっている 17, 21, 22）

ため，Syk の阻害は自己免疫疾患に対する有望な治療戦略となることが期待される。 

第 1 章より，JTE-852 は強力かつ選択的な新規 Syk 阻害薬であることが示された。

また，第 2 章における検討により，JTE-852 は IgE を介する in vitro および in vivo の反

応を抑制し，アレルギー疾患の動物モデルにおいて有効性を示すことが確認された。

本章では，JTE-852 の自己免疫疾患治療薬としての有用性を検証した。はじめに，

JTE-852 が IgG によって誘導される細胞反応を抑制するかどうかを検討するため，ヒ

トのマスト細胞および単球からのメディエーター分泌に対する JTE-852の作用を評価
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した。ヒト単球を用いた実験では，Syk を介さない機序によるメディエーター分泌に

対する JTE-852 の作用もあわせて評価した。続いて，JTE-852 が IgG 関与の in vivo 反

応を抑制するかどうかを検討するため，II 型過敏反応であるラット reversed cutaneous 

anaphylaxis（RCA）反応ならびに III 型過敏反応であるラット reversed passive Arthus

（RPA）反応に対する JTE-852 の作用を評価した。これら 2 つの反応に加え，ラット

遅発型過敏（delayed-type hypersensitivity; DTH）反応の評価も行い，Syk を介さないと

考えられる IV 型過敏反応に対する JTE-852 の作用を考察した。さらに，JTE-852 が自

己免疫疾患の病態に有効性を示すかどうかを検討するため，自己免疫疾患の動物モデ

ルにおける JTE-852の作用を評価した。今回，自己免疫疾患動物モデルの代表として，

ラットコラーゲン誘発関節炎（collagen-induced arthritis; CIA）モデルを用いた。CIA

モデルにおいては，JTE-852 に加えて，methotrexate（MTX）の評価も行った。MTX

は，RA や乾癬などの自己免疫疾患治療に使用される主要な低分子薬物である 51, 52）。 

 

第 2 節 材料および方法 

 

3.2.1. 被験物質，対照物質および媒体 

1.2.1.項記載の JTE-852 を被験物質として使用した。Prednisolone は 2.2.1.項記載のも

のを使用し，cyclosporin A および MTX は，それぞれ和光純薬工業株式会社および

Sigma-Aldrich, Co.から購入した。Prednisolone，cyclosporin A および MTX は，対照物

質として使用した。 

1.2.1.項記載の DMSO を in vitro 試験における媒体，2.2.1.項記載の 0.5% MC 水溶液

を in vivo 試験における媒体として薬液調製に使用した。 

 

3.2.2. 動物 

SD ラット，Wistar ラットおよび Lewis ラットを日本チャールス・リバー株式会社
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より購入した。飼育条件ならびに動物福祉は，2.2.2.項の記載と同様に行った。 

 

3.2.3. ヒトマスト細胞からのメディエーター分泌の評価 

 ヒトマスト細胞は，2.2.3.項で取得した 7 ロットの CBMCs を用いた。ミエローマ由

来ヒト IgG は EMD Biosciences, Inc.（Madison, WI, USA）より購入し，感作用抗体と

して使用した。抗ヒト IgG 抗体は Bethyl Laboratories, Inc.（Montgomery, TX, USA）よ

り購入し，ヒト IgG を架橋する抗体（抗原の代替）として使用した。ヒスタミン ELISA

キットは，2.2.3.項記載のものを使用した。 

 CBMCs を 10 μg/mL ヒト IgG 存在下で 3 日間培養した。培養は 37°C，5% CO2設定

のインキュベーター内で行った。感作した CBMCs を洗浄後，アッセイ培地（2.2.3.

項参照）にて 1×10
6
 cells/mL に懸濁し，96 ウェル丸底プレートに 1.2×10

5
 cells/well と

なるように播種した。JTE-852 を最終濃度 0.01，0.03，0.1，0.3，1，3 μmol/L となる

ように添加し，インキュベーター内で 10 分間静置した。次いで，抗ヒト IgG 抗体を

最終濃度 10 μg/mL となるように添加し，30 分間インキュベーションした。プレート

を 4°C 設定下で遠心した後，上清を回収し，上清中のヒスタミン濃度を ELISA キッ

トおよびマイクロプレートリーダーVERSAmax を用いて測定した。7 ドナーの臍帯血

から分化誘導した 7 ロットの CBMCs を用いて実験を行い（7 回の実験），各実験の測

定は 2 ウェルずつで行った。 

 

3.2.4. ヒト単球からのメディエーター分泌の評価 

ヒト IgG，Escherichia coli 由来 lipopolysaccharide（LPS），rhodamine 123 は，いずれ

も Sigma-Aldrich, Co.より購入した。Phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA），

dihydrorhodamine 123，ヒト TNF-α EIA キットは，それぞれ和光純薬工業株式会社，

Biotium, Inc.（Fremont, CA, USA），Invitrogen Co.（Waltham, MA, USA）より購入した。

Lymphoprep
TM（Axis-Shield PoC AS, Oslo, Norway）を用いた密度勾配遠心法により，
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社内ボランティア末梢血からヒト末梢血由来単核球（peripheral blood mononuclear 

cells; PBMCs）を単離した。なお，ヒト末梢血の入手に当たっては，事前に日本たば

こ産業株式会社医薬総合研究所の研究倫理審査委員会の承認を受け，ボランティアの

インフォームドコンセントを得た上で入手した。 

IgG 架橋刺激による活性酸素種（reactive oxygen species; ROS）分泌：96 ウェル平底

黒プレートに，ヒト IgG を 10 μg/100 μL/well の濃度で添加した。無刺激群のウェルに

は，PBS を 100 μL/well 添加した。プレートをインキュベーター内で 1 時間静置し，

その後 PBS で洗浄した。これを IgG コーティングプレートとし，dihydrorhodamine 123

および JTE-852 を 10 分間前処置した PBMCs 懸濁液を播種した。PBMCs および

dihydrorhodamine 123の最終濃度は，それぞれ 1×10
6
 cells/100 μL/wellおよび 300 nmol/L

とした。JTE-852 の最終濃度は 0.01，0.03，0.1，0.3，1，3 μmol/L とした。細胞播種

後，プレートを 2 時間インキュベーションし，波長 505 nm の励起光に対する 534 nm

の蛍光を測定した。測定にはマイクロプレートリーダーSpectraMax Gemini XPS

（Molecular Devices Co.）を使用した。Rhodamine 123 を用いて検量線を作製し，これ

から換算したサンプル中の rhodamine 123 濃度を ROS 濃度とした。 

IgG 架橋刺激による TNF-α分泌：JTE-852 を前処置した PBMCs 懸濁液を IgG コー

ティングプレートに播種した。コーティングプレートの作製，前処置および播種は，

「IgG 架橋刺激による ROS 分泌」実験と同様に行った。細胞播種後，プレートを 6

時間インキュベーションし，上清を回収した。上清中の TNF-α 濃度を EIA キットお

よびマイクロプレートリーダーVERSAmax を用いて測定した。 

PMA 刺激による ROS 分泌：Dihydrorhodamine 123 および JTE-852 を前処置した

PBMCs 懸濁液を 96 ウェル平底黒プレートに播種し，直ちに PMA を添加した。前処

置および播種は，「IgG 架橋刺激による ROS 分泌」実験と同様に行った。PMA の最終

濃度は 1 μmol/L とした。PMA 添加後，プレートを 1 時間インキュベーションし，蛍

光を測定した。 
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LPS 刺激による TNF-α分泌：JTE-852 を前処置した PBMCs 懸濁液を 96 ウェル平底

黒プレートに播種し，直ちに LPS を添加した。前処置および播種は，「IgG 架橋刺激

による ROS 分泌」実験と同様に行った。LPS の最終濃度は 0.1 ng/mL とした。6 時間

のインキュベーション後，上清を回収し，上清中の TNF-α 濃度を測定した。 

実験概略を Fig. 15 に示す。3 ドナーの末梢血から調製した 3 ロットの PBMCs を用

いて実験を行い（3 回の実験），各実験の測定は 2 ウェルずつで行った。 
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Fig. 15 Experimental outlines for the evaluation of mediator secretion from human 
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monocytes 

Ig, immunoglobulin; LPS, lipopolysaccharide; PBMCs, peripheral blood mononuclear cells; 

PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate; ROS, reactive oxygen species;  

TNF, tumor necrosis factor 

 

3.2.5. RCA 反応の評価 

 JTE-852 を被験物質として，prednisolone を陽性対照物質 53）として使用した。

Prednisolone の用量は，抗炎症作用を十分に発揮できる 30 mg/kg を設定した 38）。抗ラ

ット血清は，Nordic Immunological Laboratories（Bergen, Norway）から購入した。ラッ

トの血清を免疫したウサギの血清であり，ラット血清に対する特異性が確認されてい

る。2.2.5.項記載の Evans blue を色素として使用した。 

 6 週齢雄性 SD ラットの背部を麻酔下で毛刈りした。翌日，ラットの一般状態観察

と体重測定を行い，体重が均等になるように各群 9 匹 6 群に割り付けた。 

 被験物質および対照物質を 5 mL/kg の容量で経口投与した。JTE-852 の投与用量は

1，3，10，30 mg/kg とし，prednisolone の投与用量は 30 mg/kg とした。1 時間後，8

倍希釈抗ラット血清と1 mg/mL Evans blueの混合液を，麻酔ラットの背部に100 μL/site

の容量で皮内投与した。同一個体に対して，抗ラット血清を含まない 1 mg/mL Evans 

blue 溶液を同様に皮内投与した。2 時間後，ラットを麻酔下で放血致死させ，直径 14 

mm の biopsy punch を用いて背部の皮内投与部位を摘出した。摘出部位の重量を測定

し，以下の式により浮腫率を算出した。 

  A：抗ラット血清と Evans blue の混合液を投与した部位の重量 

  B：Evans blue のみを投与した部位の重量 

  式：% swelling = (A - B) / B × 100 

2.2.5.項記載の方法により，JTE-852 の ED50値を算出した。 
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3.2.6. RPA 反応の評価 

 JTE-852 を被験物質として，prednisolone を陽性対照物質 54）として使用した。

Prednisolone の用量は，3.2.5.項と同じく 30 mg/kg を設定した 38）。2.2.7.項記載の OVA

を抗原として使用した。抗 OVA 抗体は Sigma-Aldrich, Co.より購入した。2.2.5.項記載

の Evans blue および formamide を，それぞれ色素および色素抽出用溶媒として使用し

た。 

 6 週齢の雄性 Wistar ラットを麻酔し，背部を毛刈りした。翌日，ラットの一般状態

観察と体重測定を行い，体重が均等になるように各群 8 匹 7 群に割り付けた。 

 12.5 mg/mL OVA と 4 mg/mL Evans blue の混合液を，2 mL/kg の容量でラットに静脈

内投与した。偽処置群のラットには，OVA を含まない 4 mg/mL Evans blue 溶液を同様

に投与した。30 分後，被験物質および対照物質を 5 mL/kg の容量で経口投与した。

JTE-852 の投与用量は 1，3，10，30 mg/kg とし，prednisolone の投与用量は 30 mg/kg

とした。1 時間後，麻酔したラットの背部に，4 倍希釈した抗 OVA 抗体を 100 μL/site

の容量で皮内投与した。さらに 4 時間後，頸椎脱臼によりラットを安楽死させ，直径

14 mm の biopsy punch を用いて背部の色素漏出部位を採取した。 

 色素の抽出，色素濃度（μg/mL）の測定，色素量（μg/site）の算出ならびに JTE-852

の ED50値の算出は，2.2.5.項と同様の方法で行った。 

 

3.2.7. DTH 反応の評価 

 JTE-852 を被験物質として，cyclosporin A を陽性対照物質として使用した。

Cyclosporin Aの用量は，T 細胞抑制作用を十分に発揮できる 15 mg/kgを設定した 55）。

4-Ethoxymethylene-2-Phenyl-2-Oxazolin-5-One（oxazolone）は，Sigma-Aldrich, Co.から

購入し，ハプテンとして使用した。 

 Day 1 に，8 週齢雌性 Lewis ラットの一般状態観察と体重測定を行い，体重が均等

になるように各群 6 匹 5 群に割り付けた。 
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 同日，アセトンとオリーブオイルの 4:1 混合液を溶媒として 1% oxazolone 溶液を調

製し，除毛したラットの腹部に 100 μL の容量で塗布した。Day 8 に，0.2% oxazolone

溶液を同様に調製し，感作ラットの左耳介外側に 25 μL の容量で塗布した。偽処置群

のラットに対しては，oxazolone を含まないアセトンとオリーブオイルの 4:1 混合液を

同様に塗布した。翌日の Day 9 にラットを頸椎脱臼死させ，ブラインド下で左耳介を

切除した後，その重量を測定した。被験物質（10 および 30 mg/kg の JTE-852）ならび

に対照物質（15 mg/kg の cyclosporin A）は，Day 1 から Day 9 までの 9 日間，5 mL/kg

の容量で 1 日 1 回経口投与した。なお，Day 1，Day 8 および Day 9 の経口投与は，そ

れぞれ腹部塗布，左耳介塗布および左耳介切除の 1 時間前に行った。 

 

3.2.8. CIA モデルの評価（発症前投与） 

 JTE-852 を被験物質として，MTX を陽性対照物質として使用した。MTX の用量は

0.1 mg/kg とした。過去の予備的検討において，0.1 mg/kg の MTX は忍容性があるこ

と，また，後肢の腫脹を十分に抑制することが確認されている。コラーゲン技術研修

会（東京，日本）より II型コラーゲンを購入し，抗原として使用した。Freund’s incomplete 

adjuvant（FIA）は Difco Laboratories（Detroit, MI, USA）より購入し，アジュバントと

して使用した。 

 7 週齢の雌性 Lewis ラットの一般状態を観察し，体重を測定した。次いで，体重が

均等になるように各群 8 匹 7 群に割り付けた。 

翌日（Day 1），II 型コラーゲン乳濁液を調製した。すなわち，0.01 mol/L 酢酸に II

型コラーゲンを 2 mg/mL となるように溶解し，さらに等量の FIA と混合，乳化させ

ることで II 型コラーゲン乳濁液を調製した。正常群以外の 48 匹のラットについて背

部を毛刈りし，さらに麻酔下で II 型コラーゲン乳濁液を 0.1 mL ずつ計 10 か所に皮内

投与した。1 匹あたり 1 mL の乳濁液（1 mg の II 型コラーゲン）を投与したことにな

る。Day 8 に，感作ラット 48 匹の尾根部を毛刈りし，新しく調製した II 型コラーゲ
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ン乳濁液を麻酔下で左右 2 か所に 0.1 mL ずつ皮内投与した。 

Day 1，8，11，14，16，18 および 22 に，56 匹すべてのラットの後肢容積を測定し

た。測定はプレシズモメーターTK-101（Unicom，千葉，日本）を用いた水置換法で

行った。被験物質および対照物質は，Day 1 から Day 22 までの 22 日間，5 mL/kg の容

量で 1 日 1 回経口投与した。JTE-852 の投与用量は 0.3，1，3，10 mg/kg とし，MTX

の投与用量は 0.1 mg/kg とした。 

Day 22 に，各群から後肢容積の平均値に近い 6 匹のラットを選抜し，麻酔下で放血

致死させた。これらラットの右後肢を切除し，その足根骨骨密度を実験動物用 X 線

computed tomography（CT）装置 LCT-100（日立アロカメディカル株式会社，東京，日

本）で測定した。さらに，各群の足根骨骨密度の平均値に最も近い後肢について，X

線画像を撮影した。撮影には，マイクロフォーカスコーンビーム X 線 CT 装置

MCT-CB100MF（株式会社日立メディコ，東京，日本）を用いた。 

実験概略を Fig. 16 に示す。 
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Fig. 16 Experimental outline for rat CIA model (before-onset treatment) 

id, intradermal (ly); MTX, methotrexate; po, per os 

 

3.2.9. CIA モデルの評価（発症後投与） 

 3.2.8.項記載の方法を一部改変して実施した（Fig. 17）。 

 7 週齢の雌性 Lewis ラットに対して，II 型コラーゲン乳濁液を Day 1 および Day 8

に皮内投与した。Day 18 にラットの後肢容積を測定し，その容積が均等になるように

各群 8 匹 6 群に割り付けた。II 型コラーゲン乳濁液を投与していない 8 匹を正常群と

した。 

 Day 8，11，15，18，22，25 および 29 に後肢容積を測定し，被験物質および対照物

質を Day 18 から Day 29 までの 12 日間経口投与した。JTE-852 の投与用量は 0.3，1，

3，10 mg/kg とし，MTX の投与用量は 0.3 mg/kg とした。MTX の 0.3 mg/kg は，発症

前投与実験で有意な抑制作用を示した 0.1 mg/kg（3.3.6.項参照）の 3 倍用量であり，

また，過去の探索的実験において，連日投与で忍容性を示す最大用量であることが確
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認されている。MTX は，発症後投与で作用が減弱することが予想されたため，本実

験では投与可能な最大用量である 0.3 mg/kg で評価を行った。Day 29 に，各群から 6

匹のラットを選抜し，足根骨骨密度の測定ならびに X 線画像の撮影を行った。 

 

 

 

Fig. 17 Experimental outline for rat CIA model (after-onset treatment) 

id, intradermal (ly); MTX, methotrexate; po, per os 

 

3.2.10. 統計解析 

 In vivo 試験における群分け時の体重あるいは後肢容積について，以下の有意差検定

を実施した。Bartlett の検定により等分散性を確認した後，one-way ANOVA により群

間に有意な差がないことを確認した。有意水準は両側 5%とした。 

 In vivo 試験の各評価項目について，以下の有意差検定を実施した。2 群間の比較に

おいては，まず F 検定により分散性を確認し，等分散データに対しては Student の t

検定を，不等分散データに対しては Aspin-Welch の t 検定を実施した。3 群以上の群間
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比較においては，まず Bartlett の検定により分散性を確認し，等分散データに対して

は Dunnett の検定を，不等分散データに対しては Steel の検定を実施した。いずれの検

定も有意水準を両側 5%とした。 

 検定には，SAS システム version 8.2 および SAS 前臨床パッケージ version 5.0 を用

いた。 

 

第 3 節 結果 

 

3.3.1. ヒトマスト細胞からのメディエーター分泌に対する JTE-852 の作用 

 JTE-852 は，マスト細胞からの IgE 架橋刺激によるメディエーター分泌を抑制した

（2.3.1.項および 2.3.2.項参照）。Syk は，IgE 架橋のみならず IgG 架橋によって誘導さ

れる細胞内シグナル伝達においても不可欠な機能を果たす 17, 21, 22）ため，JTE-852 は，

IgG 架橋刺激による細胞反応も抑制する可能性が示唆される。この仮説を検証するた

め，CBMCs からの IgG 架橋刺激によるメディエーター分泌に対する JTE-852 の作用

を検討した。メディエーターの代表としてヒスタミンを測定した。 

 IgG 架橋刺激によって CBMCs からヒスタミンが分泌された。このヒスタミン分泌

に対して，JTE-852 は濃度依存的な抑制作用を示した（Fig. 18）。1 μmol/L の濃度で完

全な抑制が認められ，IC50値は 0.064 ± 0.009 μmol/L であった（Table 5）。 

 IgE架橋刺激CBMCsからのヒスタミン分泌に対する JTE-852の抑制作用（2.3.1.項）

を，再度 Fig. 18 および Table 5 に掲載した。当該反応に対する JTE-852 の IC50値は，

0.044 ± 0.005 μmol/L であった。 

 なお，媒体群のヒスタミン濃度は，IgG 架橋刺激および IgE 架橋刺激それぞれの実

験において 9.0 および 38 μmol/L であった。 
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Fig. 18 Suppressive effects of JTE-852 on histamine secretion from human mast cells 

CBMCs were sensitized with human IgG and challenged with anti-human IgG. After 30 min, 

the supernatants were collected; and concentrations of histamine were measured by EIA. 

JTE-852 was added 10 min before challenge. Data of histamine secretion mediated by 

IgE-crosslinking are adapted from the results in section 2.3.1. All data express the mean ± 

SEM, which were calculated from seven experiments (seven donors). 

 

3.3.2. ヒト単球からのメディエーター分泌に対する JTE-852 の作用 

 CBMCs を用いた検討（3.3.1.項参照）に加え，PBMCs からの IgG 架橋刺激によるメ

ディエーター分泌に対する JTE-852の作用を検討した。メディエーターの代表として，

ROS および TNF-α を測定した。 

 IgG 架橋刺激によって，PBMCs から ROS および TNF-α が分泌された。JTE-852 は

これらの分泌をともに抑制し（Fig. 19），IC50値はそれぞれ 0.077 ± 0.009 および 0.083 ± 

0.019 μmol/L であった（Table 5）。JTE-852 の抑制作用は濃度依存的であり，1 μmol/L

の濃度でほぼ完全な抑制が認められた。 

 上記の IgG 架橋刺激に加えて，PMA 刺激による ROS 分泌ならびに LPS 刺激による
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TNF-α 分泌に対する JTE-852 の作用もあわせて検討した。JTE-852 は，3 μmol/L の濃

度までこれら2つの分泌を抑制しなかった（Fig. 19およびTable 5）。JTE-852の3 μmol/L

は，IgG 架橋刺激による ROS および TNF-α の分泌を完全に抑制した濃度である（Fig. 

19）。 

 なお，媒体群におけるメディエーター濃度は，IgG架橋刺激によるROSが170 nmol/L，

IgG 架橋刺激による TNF-α が 12 ng/mL，PMA 刺激による ROS が 378 nmol/L，LPS 刺

激による TNF-α が 1.8 ng/mL であった。 

 

 

 

Fig. 19 Effects of JTE-852 on mediator secretion from human monocytes 

PBMCs were seeded into a plate that was coated with human IgG. Two hours after seeding, 

concentrations of ROS were determined by measuring the fluorescence of rhodamine 123. 

The supernatants were collected 6 hr after seeding and concentrations of TNF-α were 

measured by EIA. JTE-852 was added 10 min before seeding.  

PBMCs were also seeded into a plain plate and stimulated with PMA or LPS for 1 hr or 6 hr 

to elicit secretion of ROS or TNF-α, respectively. The mediators were detected in a same way 

as described above. JTE-852 was added 10 min before stimulation. 
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Data express the mean ± SEM, which were calculated from three experiments (three donors). 

 

Table 5 Effects of JTE-852 on mediator secretion from human mast cells and 

monocytes 

Cell Stimulation Mediator IC50 value (μmol/L) 

CBMCs IgE-crosslinking Histamine 0.044 ± 0.005 
#
 

CBMCs IgG-crosslinking Histamine 0.064 ± 0.009 

PBMCs IgG-crosslinking ROS 0.077 ± 0.009 

PBMCs IgG-crosslinking TNF-α 0.083 ± 0.019 

PBMCs PMA ROS >3 

PBMCs LPS TNF-α >3 

CBMCs or PBMCs were stimulated by IgG-crosslinking. PBMCs were also stimulated with 

PMA or LPS. Concentrations of the secreted histamine and TNF-α were measured by EIA. 

Concentrations of the secreted ROS were determined by measuring the fluorescence of 

rhodamine 123. The IC50 values were calculated by a sigmoid-curve fitting with SAS System 

version 8.2 and SAS Preclinical Package version 5.0 (SAS Institute Japan Inc.). The values 

show the mean ± SEM (n = 7, CBMCs; n = 3, PBMCs). 

# The IC50 value for histamine secretion from CBMCs with IgE-crosslinking is quoted from 

the results in section 2.3.1. for comparison. 

 

3.3.3. RCA 反応に対する JTE-852 の作用 

 JTE-852 は IgG を介する細胞反応を抑制した（3.3.1.項および 3.3.2.項参照）ため，

次に，IgG が関与する in vivo 反応を JTE-852 が抑制するかどうかの検討を行った。は

じめに，II 型過敏反応である RCA 反応 53）に対する JTE-852 の作用を評価した。 

 陽性対照物質である prednisolone は，浮腫を有意に抑制した。JTE-852 は用量に応
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じて浮腫を抑制し，ED50値は 3.5 mg/kg であった（Fig. 20 および Table 6）。JTE-852

の抑制作用は 3，10，30 mg/kg において有意であり，その抑制度合いは prednisolone

に匹敵した。 

 なお，媒体群における皮膚の重量増加（3.2.5.項における A - B の値）は，87 mg で

あった。 

  

 

 

Fig. 20 Suppressive effect of JTE-852 on RCA reaction in rats 

A mixture of anti-rat serum and Evans blue was injected into clipped dorsal skins of SD rats. 

Evans blue without anti-rat serum was also injected to the same rats. After 2 hr, regions on the 

dorsum were harvested and weighed. JTE-852 or prednisolone was administered orally 1 hr 

before intradermal injection. Data express the mean + SD; n = 9 rats per group. $$ P < 0.01; 

vs. vehicle group (Student’s t-test): * P < 0.05, ** P < 0.01; vs. vehicle group (Dunnett’s test). 
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3.3.4. RPA 反応に対する JTE-852 の作用 

 IgG 関与の in vivo 反応を JTE-852 が抑制するかどうかを検討するため，続いて，III

型過敏反応である RPA 反応 54）に対する JTE-852 の作用を評価した。 

 Fig. 21 に示す通り，媒体群における漏出色素量（μg/site）は，偽処置群に比して有

意に高値であった。陽性対照物質である prednisolone は，この色素漏出を有意に抑制

した。JTE-852 も 3，10，30 mg/kg の用量において，色素漏出を有意に抑制した。JTE-852

の ED50値は，3.5 mg/kg であった（Table 6）。 

 

 

 

Fig. 21 Suppressive effect of JTE-852 on RPA reaction in rats 

A mixture of OVA and Evans blue was injected to the tail vein of Wistar rats. Evans blue 

without OVA was injected to rats in the sham group. After 1.5 hr, anti-OVA antibody was 
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injected into clipped dorsal skins of all rats. After 4 hr, dye-leaked regions on the dorsum were 

extirpated; and absorbance of dye that was extracted from the regions was measured. JTE-852 

or prednisolone was administered orally 1 hr before intradermal injection. Data express the 

mean + SD; n = 8 rats per group. †† P < 0.01; vs. sham group (Aspin-Welch’s t-test): $$ P < 

0.01; vs. vehicle group (Student’s t-test): * P < 0.05, ** P < 0.01; vs. vehicle group (Dunnett’s 

test). 

 

3.3.5. DTH 反応に対する JTE-852 の作用 

 JTE-852 が IV 型過敏反応を抑制するかどうかを検討する目的で，DTH 反応 56, 57）に

対する JTE-852 の作用を評価した。 

 結果を Fig. 22 および Table 6 に示す。媒体群における耳介重量は，偽処置群に比し

て有意に高値であった。陽性対照物質として設定した cyclosporin A は，この耳介重量

増加を有意に抑制した。一方，JTE-852 は，30 mg/kg の用量においても影響を及ぼさ

なかった。JTE-852 の 30 mg/kg は，PCA 反応，RCA 反応，RPA 反応いずれに対して

も有意な抑制を示した用量である（2.3.3.項，3.3.3.項，3.3.4.項参照）。 
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Fig. 22 Effect of JTE-852 on DTH reaction in rats 

Lewis rats were applied with oxazolone on the depilated abdomen on Day 1. On Day 8, the 

rats were again applied with oxazolone on the outer face of the left ear. An acetone/olive oil 

mixture was applied to the ears of rats in the sham group. On Day 9, the left ears of the rats 

were removed in a blinded manner and weighed. JTE-852 or cyclosporin A was administered 

orally once daily from Day 1 to Day 9. Data express the mean + SD; n = 6 rats per group. †† 

P < 0.01; vs. sham group (Student’s t-test): $$ P < 0.01; vs. vehicle group (Student’s t-test).  
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Table 6 Effects of JTE-852 on type I to type IV hypersensitivities in rats 

Type of 

hypersensitivity 
Reaction 

ED50 value 

(mg/kg) 

Type I PCA 3.1 
#
 

Type II RCA 3.5 

Type III RPA 3.5 

Type IV DTH >30 

Each reaction was elicited in rats. JTE-852 was administered orally to the rats. Repeated 

administration of JTE-852 was performed only in DTH evaluation. The ED50 values were 

calculated by a sigmoid-curve fitting with SAS System version 8.2 and SAS Preclinical 

Package version 5.0 (SAS Institute Japan Inc.).  

# The ED50 value for PCA reaction is quoted from the result in section 2.3.3. for comparison. 

 

3.3.6. CIA モデルにおける JTE-852 の作用（発症前投与） 

 JTE-852 は，RCA 反応および RPA 反応を抑制した（3.3.3.項および 3.3.4.項参照）。

これらを含む IgG 関与の反応は，自己免疫疾患の病態形成に大きく寄与する 17, 21, 22）

ため，JTE-852 は当該疾患の病態に対して有効性を示す可能性が示唆される。この仮

説を検証するため，自己免疫疾患の病態モデルにおける JTE-852 の作用を評価した。

今回，自己免疫疾患モデルの代表として，ラット CIA モデルを検討した。はじめに，

JTE-852 を関節炎発症前から投与する実験を行った。 

 媒体群の後肢容積は，Day 14 以降に顕著に増加した。JTE-852 は，この後肢容積の

増加を用量依存的に抑制した（Fig. 23A）。最終日 Day 22 の各群の後肢容積を棒グラ

フで表したものが Fig. 23B であるが，媒体群で有意に増加した後肢容積に対して，

JTE-852 は用量依存的な抑制作用を示した。その作用は 1，3，10 mg/kg において有意

であり，10 mg/kg 群の後肢容積は正常群とほぼ同等であった。 
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 Day 22 における足根骨骨密度は，正常群に比して媒体群で有意に低値であった。

JTE-852 はこの骨密度低下を用量依存的に抑制し，3 および 10 mg/kg において有意な

作用が認められた（Fig. 24A）。JTE-852 10 mg/kg 群における骨密度は，正常群とほぼ

同等であった。骨破壊に対する JTE-852 の有効性は，後肢の X 線画像から視覚的にも

確認された（Fig. 24B）。 

 JTE-852 と同様に発症前から投与した MTX は，後肢容積ならびに骨密度に対して

有意な抑制作用を示した（Fig. 23 および Fig. 24）。 
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Fig. 23 Preventive effect of JTE-852 on hind paw swelling in CIA rats 

On Day 1, Lewis rats (except for the normal group) were given intradermally an emulsion of 

type II collagen and FIA into 10 sites on the clipped dorsal skin. On Day 8, the same rats were 

again dosed intradermally with the emulsion into 2 sites on the clipped tail base. Hind paw 

volume of all rats were measured on Days 1, 8, 11, 14, 16, 18, and 22. JTE-852 or MTX was 

administered orally once daily from Day 1 to Day 22. (A) shows the time-course changes in 
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hind paw volume and (B) shows the hind paw volume on Day 22. Data express the mean + 

SD; n = 8 rats per group. †† P < 0.01; vs. normal group (Aspin-Welch’s t-test): $$ P < 0.01; 

vs. vehicle group (Student’s t-test): * P < 0.05, ** P < 0.01; vs. vehicle group (Steel test). 

 

 

 

Fig. 24 Preventive effect of JTE-852 on bone erosion in CIA rats 

On Day 1, Lewis rats (except for the normal group) were given intradermally an emulsion of 
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type II collagen and FIA into 10 sites on the clipped dorsal skin. On Day 8, the same rats were 

again dosed intradermally with the emulsion into 2 sites on the clipped tail base. On Day 22, 

the right hind paws of the rats were excised and their tarsal bone densities were measured. 

Radiographs of the hind limbs were also taken. JTE-852 or MTX was administered orally 

once daily from Day 1 to Day 22. (A) shows the tarsal bone densities on Day 22 and (B) 

shows the radiographs of hind limbs that were most representative of the mean tarsal bone 

density in each group. Data express the mean + SD; n = 6 rats per group. †† P < 0.01; vs. 

normal group (Aspin-Welch’s t-test): $ P < 0.05; vs. vehicle group (Student’s t-test): * P < 

0.05, ** P < 0.01; vs. vehicle group (Dunnett’s test). 

 

3.3.7. CIA モデルにおける JTE-852 の作用（発症後投与） 

 次に，同じくラット CIA モデルを用いて，JTE-852 を関節炎発症後から投与する実

験を行った。 

 本実験では，Day 18 に群分けを実施し，投与を開始した（3.2.9.項参照）。Day 18 に

おける正常群以外の各群の後肢容積は，正常群に比して高値であった。媒体群の後肢

容積は，その後 Day 18 から Day 29 まで高値のまま推移した。JTE-852 はこの後肢容

積の増加を用量依存的に抑制し，投与開始 4 日後（Day 22）の早期より顕著な抑制作

用が認められた（Fig. 25A）。最終日 Day 29 の各群の後肢容積を Fig. 25B に示す。媒

体群の後肢容積は正常群に比して有意に増加し，JTE-852 はこれを用量依存的に抑制

した。JTE-852 の抑制作用は 1，3，10 mg/kg において有意であった。 

 Day 29 における足根骨骨密度は，正常群に比して媒体群で有意に低値であった。こ

の骨密度低下に対して，JTE-852 は用量依存的な抑制作用を示し，その作用は 1，3，

10 mg/kg において有意であった（Fig. 26A）。骨破壊に対する JTE-852 の有効性は，後

肢の X 線画像においても確認された（Fig. 26B）。 

 関節炎発症後から投与した MTX は，後肢容積，骨密度いずれに対しても抑制作用
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を示さなかった（Fig. 25 および Fig. 26）。評価に用いた 0.3 mg/kg の用量は，発症前投

与で有意な抑制作用を示した 0.1 mg/kg の 3 倍用量である。 

 

 

 

Fig. 25 Therapeutic effect of JTE-852 on hind paw swelling in CIA rats 

On Day 1, Lewis rats (except for the normal group) were given intradermally an emulsion of 

type II collagen and FIA into 10 sites on the clipped dorsal skin. On Day 8, the same rats were 
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again dosed intradermally with the emulsion into 2 sites on the clipped tail base. Hind paw 

volume of all rats were measured on Days 8, 11, 15, 18, 22, 25, and 29. JTE-852 or MTX was 

administered orally once daily from Day 18 to Day 29. (A) shows the time-course changes in 

hind paw volume and (B) shows the hind paw volume on Day 29. Data express the mean + 

SD; n = 8 rats per group. †† P < 0.01; vs. normal group (Student’s t-test): $$ P < 0.01; vs. 

vehicle group (Student’s t-test): * P < 0.05, ** P < 0.01; vs. vehicle group (Steel test). 
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Fig. 26 Therapeutic effect of JTE-852 on bone erosion in CIA rats 

On Day 1, Lewis rats (except for the normal group) were given intradermally an emulsion of 

type II collagen and FIA into 10 sites on the clipped dorsal skin. On Day 8, the same rats were 

again dosed intradermally with the emulsion into 2 sites on the clipped tail base. On Day 29, 

the right hind paws of the rats were excised and their tarsal bone densities were measured. 

Radiographs of the hind limbs were also taken. JTE-852 or MTX was administered orally 
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once daily from Day 18 to Day 29. (A) shows the tarsal bone densities on Day 29. (B) shows 

the radiographs of hind limbs that were most representative of the mean tarsal bone density in 

each group. The left panel is low magnification and the right panel is high magnification. Data 

express the mean + SD; n = 6 rats per group. †† P < 0.01; vs. normal group (student’s t-test): 

* P < 0.05; vs. vehicle group (Steel test). 

 

第 4 節 考察 

 

 第 1 節に記載した通り，自己免疫疾患治療のアンメットニーズを満たす薬物は，高

い有効性を有することに加えて，安全であること，経口投与可能であること，安価で

あることも兼ね備えた新規低分子薬物であると考えられる 15-18）。第 1 章において，

JTE-852 は強力かつ選択的な Syk 阻害薬であることが示された。本章では，JTE-852

の自己免疫疾患治療薬としての有用性を検証した。 

 はじめに，IgG 架橋刺激マスト細胞からのメディエーター分泌に対する JTE-852 の

作用を検討した。JTE-852 は，マスト細胞からの IgG 架橋刺激によるヒスタミン分泌

を抑制し，その作用は IgE 架橋刺激によるヒスタミン分泌の抑制作用（第 2 章）とほ

ぼ同等であった。次に，単球を用いて同様の実験を行った。JTE-852 は，IgG 架橋刺

激単球からの ROS および TNF-α 分泌をほぼ同等に抑制した。これらの結果ならびに

第 2 章の結果より，JTE-852 は，IgE 架橋刺激のみならず IgG 架橋刺激によるメディ

エーター分泌も抑制することが明らかとなった。抑制作用の効力（IC50値）は，細胞

の種類，架橋刺激の種類，またメディエーターの種類に依らず，いずれもほぼ同等で

あることが示された。 

今回，単球を用いた検討においては，PMA 刺激による ROS 分泌および LPS 刺激に

よる TNF-α 分泌もあわせて評価した。ROS および TNF-α は，IgG 架橋刺激実験でも

測定したメディエーターである。JTE-852 は，3 μmol/L の高濃度においても両メディ
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エーターの分泌を抑制しなかった。PMA は protein kinase C を直接的に刺激する試薬

であるが，このキナーゼは IgG 架橋刺激による細胞内シグナル伝達経路において，Syk

より下流に位置する 24, 58）。したがって，PMA 刺激によるメディエーター分泌は，Syk

を介さない反応である。LPS は toll-like receptor（TLR）4 のリガンドであるが，TLR4

刺激による細胞内シグナル伝達に Syk は関与しない 24）。したがって，LPS 刺激による

メディエーター分泌も Syk を介さない反応である。マスト細胞においても同様の検討

を第 2章で実施しており，JTE-852は，Sykを介さないカルシウムイオノフォアA23187

刺激によるヒスタミン分泌を抑制しなかった。これらのことから，JTE-852 は Syk が

関与しないメディエーター分泌に対して抑制を示さないと考えられた。 

細胞を用いた以上の検討結果より，JTE-852 は IgG を介した細胞反応を Syk 依存的

に抑制することが示唆された。 

自己組織の障害および破壊は，自己免疫疾患の病態形成の最終過程であるが，この

段階において主要な機序を担うのが IgG 関与の細胞反応である（Fig. 27）17, 21, 22, 56）。

例えば RA においては，自己抗原と免疫複合体を形成した IgG が関節に沈着し，マク

ロファージや好中球などのエフェクター細胞を活性化する。こうして活性化したエフ

ェクター細胞は，ROS や炎症性サイトカインを分泌し，結果として重篤な関節破壊を

引き起こす 21）。II 型および III 型過敏反応は IgG が中心的役割を果たし，自己免疫疾

患の組織障害を象徴する反応である 21, 22, 56）。すなわち，II型過敏反応は自己反応性 IgG

を認識したエフェクター細胞の活性化に基づく組織障害であり，III 型過敏反応は自己

抗原—IgG から成る免疫複合体を認識したエフェクター細胞の活性化に基づく組織障

害である 56）。今回，II 型過敏反応である RCA 反応ならびに III 型過敏反応である RPA

反応に対する JTE-852 の作用を検討した。JTE-852 は経口投与により，RCA 反応なら

びにRPA反応をともに抑制した。細胞を用いた in vitro実験の結果と合わせ考えると，

JTE-852 は IgG を介する細胞反応を抑制する結果，これらの in vivo 過敏反応を抑制す

ると考えられた。 
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第 2 章に記述した通り，JTE-852 は IgE 関与の細胞反応を抑制し，また I 型過敏反

応（PCA 反応）を抑制した。本章では，上記 II 型および III 型過敏反応に加えて，IV

型過敏反応に対する JTE-852 の作用も評価した。I 型，II 型および III 型過敏反応と異

なり，JTE-852 は IV 型過敏反応である DTH 反応に対して影響を及ぼさなかった。IV

型過敏反応は，抗原特異的 T 細胞によって引き起こされる反応であり 56, 59），T 細胞の

活性化においては，Syk ではなくそのカウンターパートである ZAP70 が中心的役割を

担う 2, 21, 22, 60）。JTE-852 は ZAP70 のキナーゼ活性を阻害しないため（第 1 章参照），IV

型過敏反応に対しても抑制作用を示さなかったものと考えられる。 

本研究で実施した I 型～IV 型過敏反応の検討結果より，JTE-852 は経口投与の条件

において，IgE が関与する in vivo 反応，IgG が関与する in vivo 反応を抑制する一方，

T 細胞が関与する in vivo 反応を抑制しないことが明らかとなった。 

JTE-852は，IgGが関与する in vitroおよび in vivoの反応を抑制することが示された。

このことは，JTE-852 が自己免疫疾患の病態に対しても有効性を示す可能性を示唆し

ている。この可能性を検証するため，自己免疫疾患の動物モデルにおける JTE-852 の

作用を評価した。自己免疫疾患動物モデルの代表として，CIAモデルを用いた。JTE-852

は発症前投与，発症後投与いずれの実験においても，後肢の腫脹および骨密度低下を

抑制した。発症後投与の実験においては，後肢腫脹に対する JTE-852 の速やかな改善

作用が確認された。また，本検討では，JTE-852 に加えて MTX の評価も行った。MTX

は自己免疫疾患治療に使用される主要な低分子薬物である 51, 52）が，特に RA 治療に

おいてはアンカードラッグとして使用され 61），生物学的製剤が登場した現在もなお，

その位置づけは変わっていない。CIA モデルにおいて，発症前投与の MTX は後肢の

腫脹および骨密度低下を抑制した。一方，発症後投与の条件では，いずれの評価指標

に対しても抑制作用を示さなかった。今回，発症後投与の実験において JTE-852 と

MTX の作用に違いが認められたが，過去に実施した探索的検討（肢組織および血清

中のメディエーター量に関する発症後投与実験）でも同様の差異が認められた。すな
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わち，JTE-852 は肢組織中 IL-1β，肢組織中 IL-6 および血清中 cartilage oligomeric matrix 

protein（COMP）の各メディエーター量を有意に低下させたが，MTX はいずれに対し

ても低下作用を示さなかった。これらの結果より，CIA モデルの発症後投与において，

JTE-852 と MTX の作用には明確な違いがあることが示唆された。 

JTE-852とMTXの作用の違いは，各薬物の作用機序の違いに依るものと思われる。

MTX は増殖が活発な細胞において葉酸代謝を阻害し，プリンおよびピリミジンの de 

novo 合成を阻害する 62）。自己免疫疾患においては，MTX の免疫抑制作用および抗炎

症作用に対して幾つかの薬理学的機序が考察されているが，T 細胞の増殖抑制がその

作用の主要機序とされている 62, 63）。また，カルシニューリン阻害剤である tacrolimus

も T 細胞の増殖を抑制する一方，CIA モデルの発症後投与において薬効を示さないこ

とが報告されている 64）。これらの知見は，T 細胞抑制を機序とする抗炎症薬は，CIA

発症後の投与ではその病態を抑制できないことを示している。発症後投与実験の投与

期間は，CIA の病態形成ステップの後半であり，T 細胞活性化ステップの経過後であ

ることがその理由と考えられる。一方，JTE-852 は発症前投与，発症後投与いずれの

実験においても，CIA 病態を抑制した。CIA の病態形成の最終段階（エフェクター相）

には，IgG 関与の反応が大きく寄与していると考えられ，JTE-852 はこの反応を抑制

する結果，発症後投与においても関節炎を抑制し得たと考察される。 

RA を対象とした臨床試験において，他社の Syk 阻害薬 R788（R406 のプロドラッ

グ）は MTX 応答不十分患者の疾患活動性を低下させ，その有効性は投与開始 1 週間

ですでに認められたことが報告されている 65-67）。CIA モデル発症後投与実験で認めら

れた JTE-852 の速やかな関節炎抑制作用は，この R788 の報告と一致する。JTE-852

は MTX 応答不十分な RA 患者に対して，投与後早期より有効性を示す可能性が示唆

された。一方，JTE-852 と R788/R406 の比較に関しては，以下のように考えられる。

まず，酵素および細胞において，JTE-852 は R406 よりも効力が強いと思われた（第 1

章第 4 節および第 2 章第 4 節）。また，in vivo の PCA 反応および CIA モデルにおいて
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も，JTE-852 は R788 よりも強い効力を示した（data not shown）。このことは，JTE-852

がより低い投与用量で有効性を発揮できる可能性を示しており，それに伴い安全性リ

スクも低減する可能性が示唆される。アレルギー疾患や自己免疫疾患の治療薬は長期

にわたり服用する必要があるため，効力の強さ，投与用量の低さ，安全性の高さは大

きなメリットと考えられる。 

本章における検討により，JTE-852 は，IgG を介する in vitro 細胞反応および in vivo

反応を抑制することが明らかとなった。さらに，JTE-852 は CIA モデルの病態に対し

ても抑制作用を示すことが明らかとなった。CIA は，RA のみならず自己免疫疾患の

代表モデルとしても汎用されるモデルであり，今回も CIA モデルの結果をもとに自己

免疫疾患に対する JTE-852 の有効性を考察した。 

抗原の種類や傷害される組織は，自己免疫疾患ごとに様々であるが，疾患の病態形

成過程は概ね Fig. 27 に示す同様の免疫学的プロセスを経るものと考えられる 56）。す

なわち，自己免疫疾患の病態は抗原認識相，リンパ球活性化相およびエフェクター相

の 3 相によって形成される 56）。 
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Fig. 27 Immunological process in pathogenesis of autoimmune diseases (brief 

illustration) 

 

Syk は IgG 関与の細胞反応において中心的役割を担うが，当該反応には，エフェクタ

ー細胞による組織障害のみならず樹状細胞による抗原提示の反応も含まれる 17）。加え

て，Syk は B 細胞受容体を介した B 細胞活性化にも重要な役割を果たす 17）。すなわ

ち，Syk は自己免疫疾患の病態形成における多様な反応に深く関与することが示唆さ

れる。事実，SLE 患者の B 細胞では健常人に比して Syk のリン酸化が有意に増強して

おり，Syk のリン酸化は SLE の疾患活動性と有意に相関することが報告されている 68）。 

これらの知見より，Syk 阻害薬 JTE-852 は，複数の細胞機能を抑制することで 3 相

すべての病態形成プロセスを抑制し，結果として自己免疫疾患に対して高い有効性を

示す可能性が示唆される。 

序論，本章第 1 節および本節冒頭にも記載した通り，自己免疫疾患治療のアンメッ

トニーズを満たす薬物は，高い有効性を有することに加えて，安全であること，経口
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投与可能であること，安価であることも兼ね備えた新規低分子薬物であると考えられ

る。本章における検討により，JTE-852 は IgG 関与の細胞反応を抑制し，また，経口

投与により IgG 関与の in vivo 反応も抑制することが明らかとなった。自己免疫疾患の

動物モデルを用いた検討では，病態の発症前から JTE-852 を経口投与する実験と，病

態の発症後から JTE-852 を経口投与する実験を行い，いずれにおいても JTE-852 の明

確な有効性が認められた。多くの自己免疫疾患は，増悪と寛解を繰り返しながら病態

が進行していくため，予防効果と治療効果をともに発揮し得る JTE-852 は，寛解維持

薬（コントローラー）として，また寛解導入薬（レリーバー）として，幅広い用途が

期待できる。 

安全性に関して，本研究の中で JTE-852 30 mg/kg の 9 日間連投ならびに 10 mg/kg

の 22 日間連投を実施したが，体重低下を含めて特筆すべき副作用は認められなかっ

た。また，JTE-852 は LPS に対する免疫応答や T 細胞が関与する免疫反応に影響を及

ぼさなかった。このことから JTE-852 は，非特異的な免疫抑制を誘導しない可能性が

示唆されるが，易感染性等のリスクについては今後精査する必要があると考えられる。

Good laboratory practice（GLP）に準拠した非臨床毒性試験や good clinical practice（GCP）

に則った臨床試験での安全性検証についても，今後の課題である。コストに関して，

JTE-852 は分子量 450 以下の低分子薬であり，生物学的製剤に比べて安価に製造でき

る可能性が高い。 

本章で得られた知見を総合すると，JTE-852 は自己免疫疾患治療のアンメットニー

ズを満たし，当該疾患の有望な新規治療薬となることが期待される。 
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総括および結論 

 

 アレルギー疾患の病態形成には，IgE 架橋刺激マスト細胞から分泌される 3 群のメ

ディエーター（顆粒内容物，アラキドン酸代謝産物およびサイトカイン）が重要な役

割を果たす。自己免疫疾患においては，自己組織の障害および破壊がその病態形成の

最終過程であるが，この段階において主要な役割を担うのが IgG 関与の細胞反応であ

る。 

 Syk は，マスト細胞，マクロファージ，好中球等の免疫細胞に発現するチロシンキ

ナーゼで，IgE や IgG 架橋刺激によって誘導される細胞反応において中心的役割を担

う。したがって，Syk を阻害する薬物は，これら細胞反応を抑制し，ひいてはアレル

ギー疾患ならびに自己免疫疾患の病態に有効性を示す可能性が考えられる。本研究で

は，JTE-852 の薬理学的な基本特性を把握するとともに，アレルギー疾患治療薬なら

びに自己免疫疾患治療薬としての有用性を検討した。 

 

 第 1 章では，JTE-852 の基本的な特性を把握する目的で，Syk 阻害作用，種差なら

びに選択性について検討を行った。 

 リコンビナント Syk を用いた評価の結果，JTE-852 は Syk のキナーゼ活性を強力に

阻害することが明らかとなり，その阻害作用は ATP 拮抗型の様式により発揮されると

考えられた。また，JTE-852 の Syk 阻害作用はヒトとラットの間に種差がないことが

示唆された。次に，IgE 架橋刺激マスト細胞を用いて細胞内の Syk キナーゼ活性を評

価したところ，JTE-852 は，Syk のリン酸化を阻害せずに Syk の基質である LAT のリ

ン酸化を阻害した。したがって，JTE-852 は細胞内の環境においても Syk のキナーゼ

活性を阻害することが示された。さらに，Syk 以外のヒトキナーゼを用いて JTE-852

のキナーゼ選択性を検討した。評価対象には，Syk に近い構造や機能を有する Lck お

よび ZAP70 も含まれていたが，評価した各種キナーゼに対する JTE-852 の阻害作用



85 

 

は Syk 阻害作用に比して弱いものであった。 

 以上の成績より，JTE-852 は強力かつ選択的な Syk 阻害薬であることが示唆された。 

 

 第 2 章では，JTE-852 のアレルギー疾患治療薬としての有用性を検討する目的で，

IgE 架橋刺激マスト細胞からのメディエーター分泌，IgE を介する in vivo 反応，さら

にはアレルギー疾患の動物モデルにおける JTE-852 の作用を検討した。 

 JTE-852 は，マスト細胞からの IgE 架橋刺激によるヒスタミン，LTC4/D4/E4，TXA2，

PGD2および IL-13 分泌をほぼ同等の IC50値で抑制した。また，JTE-852 は経口投与に

より，PCA 反応を用量依存的かつ有意に抑制した。これらの結果より，JTE-852 はマ

スト細胞からの IgE 架橋刺激による 3 群のメディエーター（顆粒内容物，アラキドン

酸代謝産物およびサイトカイン）分泌を抑制し，これらメディエーターが関与する in 

vivo アレルギー反応も抑制できることが示唆された。次に，4 種のアレルギー疾患動

物モデル（くしゃみ，鼻漏，気道収縮，気道炎症）について評価したところ，経口投

与した JTE-852 は，各モデルのアレルギー症状をいずれも有意に抑制した。鼻漏，気

道収縮ならびに気道炎症の 3 モデルにおいては，JTE-852 に加えて，既存のアレルギ

ー疾患治療薬である ketotifen，pranlukast および prednisolone の評価も行った。JTE-852

と異なり，既存の 3 薬物は，すべてのモデルにおいて有意な抑制作用を示すことはで

きなかった。これらの結果より，JTE-852 は既存薬よりも幅広いアレルギー症状を抑

制可能であることが示唆された。 

 以上の成績より，JTE-852 は IgE 架橋刺激マスト細胞からの 3 群のメディエーター

分泌をいずれも抑制し，既存薬よりも幅広いアレルギー症状に有効性を示すことが示

唆された。したがって，JTE-852 は，既存薬よりも優れた有望な新規アレルギー疾患

治療薬となる可能性が期待される。 

 

 第 3 章では，JTE-852 の自己免疫疾患治療薬としての有用性を検討する目的で，IgG
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を介する細胞反応および in vivo 反応，加えて自己免疫疾患の動物モデルにおける

JTE-852 の作用を検討した。 

 JTE-852 は，IgG 架橋刺激マスト細胞からのヒスタミン分泌，IgG 架橋刺激単球か

らの ROS および TNF-α 分泌を抑制した。また，JTE-852 は経口投与により，RCA 反

応ならびに RPA 反応を用量依存的かつ有意に抑制した。これらの結果より，JTE-852

は IgG 関与の細胞反応を抑制し，IgG が寄与する II 型および III 型過敏反応を抑制す

ることが明らかとなった。次に，自己免疫疾患動物モデルの代表として CIA モデルを

用い，関節炎発症前から投与する実験と発症後から投与する実験の 2 種類の実験を行

った。JTE-852 は発症前投与，発症後投与いずれの実験においても，経口投与により

後肢の腫脹および骨密度低下を用量依存的かつ有意に抑制した。一方，同様に評価し

た MTX は，発症前投与の条件では有意な抑制を示したものの，発症後投与の条件で

はいずれの評価指標に対しても抑制作用を示さなかった。これらの結果より，JTE-852

は自己免疫疾患の病態に有効性を示し，MTX 不応答あるいは応答不十分な病態に対

しても薬効を示す可能性が示唆された。 

 以上の成績より，JTE-852 は IgG 関与の細胞反応ならびに in vivo 反応を抑制し，自

己免疫疾患の病態を強力に抑制し得ることが示唆された。したがって，JTE-852 は，

自己免疫疾患の有望な新規治療薬となる可能性が期待される。 

 

 本研究では，JTE-852 の Syk 阻害薬としての特性を明らかにするとともに，そのア

レルギー疾患治療薬ならびに自己免疫疾患治療薬としての有用性を示した。臨床試験

におけるさらなる検証は必須であるが，本研究で明らかにした JTE-852 の薬理作用を

総合すると，JTE-852 は，既存治療では不十分なアレルギー疾患患者ならびに自己免

疫疾患患者に対して新たな治療の選択肢を提供し，両疾患患者の quality of life（QOL）

向上に貢献できる可能性が期待される。 
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略語一覧 

 

ANOVA: analysis of variance 

ATP: adenosine 5’-triphosphate 

Ag: antigen 

BALF: bronchoalveolar lavage fluid 

BN: Brown-Norway 

BSA: bovine serum albumin 

CBMCs: cord blood mast cells 

CIA: collagen-induced arthritis 

c-Kit: v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog 

COMP: cartilage oligomeric matrix protein 

CPMA: count per minute, channel A 

CT: computed tomography 

DMSO: dimethyl sulfoxide 

DNP: dinitrophenyl 

DSCG: disodium cromoglycate 

DTH: delayed-type hypersensitivity 

Da: dalton 

ED50: 50% effective dose 

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 

EGF: epidermal growth factor 

EIA: enzyme immunoassay 

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay 

EMEM: EAGLE-MEM 
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FBS: fetal bovine serum 

FIA: Freund’s incomplete adjuvant 

GCP: good clinical practice 

GLP: good laboratory practice 

HRP: horseradish peroxidase 

Hist: histamine 

IC50: 50% inhibitory concentration 

id: intradermal 

IL: interleukin 

IMDM: Iscove’s modified Dulbecco’s medium 

IP: immunoprecipitation 

ITAM: immunoreceptor tyrosine-based activation motif 

ITS: insulin-transferrin-selenium-G supplement 

Ig: immunoglobulin 

Ki: inhibition constant 

Km: Michaelis constant 

LAT: linker for activation of T cell 

LDS-PAGE: lithium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

LPS: lipopolysaccharide 

LT: leukotriene 

LTs: LTC4/D4/E4 

Lck: lymphocyte-specific protein tyrosine kinase 

Lyn: Lck/yes-related novel tyrosine kinase 

MAPKAP-K: mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 

MC: methylcellulose 
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ME: mercaptethanol 

MEK: mitogen-activated protein kinase kinase 

MS: multiple sclerosis 

MTX: methotrexate 

NE: not examined 

OVA: albumin from chicken egg white 

PBMCs: peripheral blood mononuclear cells 

PBS: phosphate-buffered saline 

PCA: passive cutaneous anaphylaxis 

Penh: enhanced pause 

PG: prostaglandin 

PMA: phorbol 12-myristate 13-acetate 

po: per os 

PVDF: polyvinylidene difluoride 

QOL: quality of life 

RA: rheumatoid arthritis 

RBL: rat basophilic leukemia 

RCA: reversed cutaneous anaphylaxis 

RI: radioisotope 

ROS: reactive oxygen species 

RPA: reversed passive Arthus 

SCF: stem cell factor 

SD: Sprague-Dawley 

SD: standard deviation 

SEM: standard error of the mean 
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SLE: systemic lupus erythematosus 

Src: Proto-oncogene tyrosine-protein kinase 

Syk: spleen tyrosine kinase 

TDI: toluene 2,4-diisocyanate 

TLR: toll-like receptor 

TNF: tumor necrosis factor 

TX: thromboxane 

Vmax: maximum velocity 

ZAP: zeta-chain associated protein kinase 


