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本发明公开了一种含有斯钙素1(STC1)作为

有效成分的STAT3磷酸化抑制剂、一种含有斯钙

素1作为有效成分的JAK表达或磷酸化抑制剂、一

种含有斯钙素1作为有效成分的自身免疫性疾病

的预防或治疗剂、一种含有斯钙素1作为有效成

分的流行性感冒病毒传染病的预防或治疗剂以

及一种含有斯钙素1作为有效成分的冠状病毒传

染病的预防或治疗剂。
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1.一种STAT3磷酸化抑制剂，其特征在于，含有斯钙素1(STC1)作为有效成分。

2.一种JAK表达或磷酸化抑制剂，其特征在于，含有斯钙素1作为有效成分。

3.一种自身免疫性疾病的预防或治疗剂，其特征在于，含有斯钙素1作为有效成分。

4.一种流行性感冒病毒传染病的预防或治疗剂，其特征在于，含有斯钙素1作为有效成

分。

5.一种冠状病毒传染病的预防或治疗剂，其特征在于，含有斯钙素1作为有效成分。

6.如权利要求5所述的冠状病毒传染病的预防或治疗剂，其特征在于，前述冠状病毒具

有能够与A  CE2结合的S蛋白。

7.如权利要求5或6所述的冠状病毒传染病的预防或治疗剂，其特征在于，前述冠状病

毒为SARS相关冠状病毒。

8.一种ACE2和TMPRSS2的表达抑制剂，其特征在于，含有斯钙素1作为有效成分。

9.一种IL6AMP抑制剂，其特征在于，含有斯钙素1作为有效成分。

10.一种吸入剂，为权利要求1所述的STAT3磷酸化抑制剂、权利要求2所述的JAK表达或

磷酸化抑制剂、权利要求3所述的自身免疫性疾病的预防或治疗剂、权利要求4所述的流行

性感冒病毒传染病的预防或治疗剂、权利要求5～7中任一项所述的冠状病毒传染病的预防

或治疗剂、权利要求8所述的AC  E2和TMPRSS2表达抑制剂或权利要求9所述的IL6AMP抑制

剂。
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STAT3磷酸化抑制剂、自身免疫性疾病和冠状病毒传染病的预

防或治疗剂

【技术领域】

[0001] [相关申请案的交叉引用]

本申请提出对2020年6月30日提交的日本国专利申请第2020－112680号说明书的

优先权要求，本说明书参照引用其全部内容。本发明涉及一种自身免疫性疾病和冠状病毒

传染病的预防或治疗剂。

【背景技术】

[0002] 在呼吸道领域，间质干细胞(MSCs：Mesenchymal  Stem  Cells)的肺损伤和肺纤维

化抑制作用、消炎作用备受关注(非专利文献3)。再者，TNF‑α、IL‑1β、CCL2、IL‑6等炎性细胞

因子是细胞因子风暴中的重要因子。特别是经由IL‑6/JAK/STAT传导通路等诱导IL‑6的机

制被称为IL‑6放大器(IL‑6amplifier，IL‑6AMP)，是细胞因子风暴的主要机制，而细胞因子

风暴被视为以类风湿性关节炎等为代表的自身免疫性疾病、COVID‑19等重症化的原因(非

专利文献4)。

[0003] 自身免疫性疾病是指免疫系统对自身的正常细胞和/或组织发生过度反应并攻击

正常细胞和/或组织所引起的疾病，是因免疫耐受失衡而引起的疾病的总称。许多疾病被列

为自身免疫性疾病，有的还被指定为难治性疾病，因此其治疗方法的开发备受期待。

[0004] 另一方面，冠状病毒作为引起所谓感冒症状的病毒而广为人知，其有时会因突变

而生成传染性强、毒性大的毒株而造成问题。特别是现在，属于突变株的严重急性呼吸综合

征冠状病毒2(SARS‑CoV2)所引起的传染病，即新型冠状病毒肺炎(Coronavirus  disease 

2019，Covid‑19)，也就是所谓的新型冠状病毒传染病正在全世界蔓延，还出现了许多死者，

因此其治疗方法的开发迫在眉睫。

【现有技术文献】

【专利文献】

[0005] 专利文献1：日本专利第5946191号公报

【非专利文献】

[0006] 非专利文献1：Hoffmann  et  al.Cell  181,1‑10(2020)

非专利文献2：东京大学网站《有望阻止新型冠状病毒感染的国内现有药剂之鉴

定》：https://www.ims.u‑tokyo.ac.jp/imsut/content/000002328.pdf

非专利文献3：Clin  Med  Insights  Circ  Respir  Pulm  Med.2015；9:91‑6

非专利文献4：Immunity.2020；52:731‑33.

非专利文献5：Mol  Immunol  2007  2497

非专利文献6：病毒(ウイルス)第69巻第1号，pp.61‑72，2019

【发明内容】

【发明要解决的技术问题】
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[0007] 本发明要解决的技术问题，在于提供一种对STAT3磷酸化和IL6AMP的新型抑制剂。

再者，对于能够通过抑制STAT3磷酸化来处理的疾病，提供一种新型预防或治疗剂，也是本

发明要解决的技术问题。例如，本发明要解决的进一步的技术问题，在于提供一种新颖的自

身免疫性疾病预防或治疗剂，其有效成分是对自身免疫性疾病疗效至今不为人知的物质。

此外，还在于提供一种新颖的冠状病毒传染病预防或治疗剂，其有效成分是对冠状病毒传

染病疗效至今不为人知的物质。

【用于解决技术问题的技术方案】

[0008] 在这种情况下，发明人探讨了数千种化合物，结果发现斯钙素1(STC1)会抑制位于

IL‑6/JAK/STAT传导通路下游的STAT3磷酸化。更进一步，发明人通过采用STC1抑制STAT3磷

酸化，得出下述见解。具体而言，就是发明人也发现，STC1在表观遗传学上会诱导抗炎因子

SOCS1的表达。并且，发明人还发现，STC1会通过抑制在细胞表面的冠状病毒s蛋白受体、以

及病毒外膜与细胞膜融合所需的重要因子的表达，而抑制冠状病毒感染细胞。本发明以此

类新见解为基础。

[0009] 因此，本发明提供以下项目：

项1.一种STAT3磷酸化抑制剂，其特征在于含有斯钙素1(STC1)作为有效成分。

[0010] 项2.一种JAK表达或磷酸化抑制剂，其特征在于含有斯钙素1作为有效成分。

[0011] 项3.一种自身免疫性疾病的预防或治疗剂，其特征在于含有斯钙素1作为有效成

分。

[0012] 项4.一种流行性感冒病毒传染病的预防或治疗剂，其特征在于含有斯钙素1作为

有效成分。

[0013] 项5.一种冠状病毒传染病的预防或治疗剂，其特征在于含有斯钙素1作为有效成

分。

[0014] 项6.如项5所述的冠状病毒传染病的预防或治疗剂，其特征在于前述冠状病毒具

有能够与ACE2结合的S蛋白。

[0015] 项7.如项5或6所述的冠状病毒传染病的预防或治疗剂，其特征在于前述冠状病毒

为SA  RS相关冠状病毒。

[0016] 项8.一种ACE2和TMPRSS2的表达抑制剂，其特征在于含有斯钙素1作为有效成分。

[0017] 项9.一种IL6AMP抑制剂，其特征在于含有斯钙素1作为有效成分。

[0018] 项10.如项1所述的STAT3磷酸化抑制剂、项2所述的JAK表达或磷酸化抑制剂、项3

所述的自身免疫性疾病的预防或治疗剂、项4所述的流行性感冒病毒传染病的预防或治疗

剂、项5～7中任一项所述的冠状病毒传染病的预防或治疗剂、项8所述的ACE2和TMPRSS2表

达抑制剂或项9所述的IL6AMP抑制剂。

【发明效果】

[0019] 根据本发明，可以提供一种STAT3磷酸化和IL6AMP的新型抑制剂。再者，对于能够

通过抑制STAT3磷酸化来处理的疾病，本发明也提供一种新型预防或治疗剂。例如，本发明

提供一种新颖的自身免疫性疾病预防或治疗剂，其有效成分是对自身免疫性疾病疗效至今

不为人知的物质。更进一步，本发明通过采用对冠状病毒传染病疗效至今不为人知的物质

STC1作为有效成分，可以提供一种新颖的冠状病毒传染病预防或治疗剂。具体而言，根据本

发明，可以通过抑制ACE2和TMPRSS2的表达来抑制冠状病毒感染，因此对预防和治疗冠状病
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毒传染病有用。再者，发明人还发现STC1会有效抑制肺纤维化(专利文献1)。因此，根据本发

明，不仅可以预防或治疗冠状病毒传染病，而且在冠状病毒传染病重症化时可望预防肺纤

维化，并在肺纤维化已发生时也可望取得治疗、抑制恶化的效果，因此更加有用。另外，能够

抑制肺纤维化的药剂未必会对预防或治疗冠状病毒传染病起效，因此本发明的这种效果是

出乎预料的。

【附图说明】

[0020] 【图1】为实施例的博来霉素(BLM)小鼠气管给药肺损伤模型的概要。

【图2】为实施例1的蛋白免疫印迹检测和定量PCR的结果。

【图3】为STC1对线粒体的TCA循环及其周边代谢造成影响的概要。

【图4】为实施例2的蛋白免疫印迹检测结果。

【图5】为实施例2的半定量甲基化特异性PCR结果。

【图6】为实施例2的SMAD7蛋白乙酰化程度的测定结果。

【图7】为实施例3的苏木精‑伊红染色结果。

【图8】表示在序列号1中登录号为NP_003146.1的人类STC1的氨基酸序列。

【图9】为实施例4‑1)的蛋白免疫印迹检测结果。

【图10】为实施例4‑2)的蛋白免疫印迹检测结果。

【图11】为实施例4‑3)的蛋白免疫印迹检测(A)、半定量PCR(B)、半定量甲基化特异

性PCR的结果。

【图12】为实施例4‑4)的蛋白免疫印迹检测结果。

【图13】为实施例4‑5)的免疫沉淀结果。

【图14】为实施例4‑6)的蛋白免疫印迹检测结果。

【图15】为实施例4‑7)的蛋白免疫印迹检测结果。

【图16】为实施例4‑8)的动物实验结果。

【图17】为实施例中所阐明的见解的示意图。

【具体实施方式】

[0021] STAT3磷酸化抑制剂

本发明提供一种含有斯钙素1作为有效成分的STAT3磷酸化抑制剂。STAT3(信号转

导和转录激活因子3，signal  transducer  and  activator  of  transcription  3)是STAT蛋

白家族的一员，且已知在IL‑6/JAK/STAT传导通路等被磷酸化后激活。典型例子是氨基酸序

列的NCBI登录号为NP_001356441.1的STAT3。

本发明的有效成分STC1是专利文献1等中记载的公知成分，属于一种二聚体糖蛋

白激素。在本发明中，STC1既可以是从动物细胞或组织等中获得的天然STC1分子，又可以是

氨基酸序列与天然STC1相同的重组型STC1、以利用基因工程技术改变的STC1基因为基础而

产生的重组型STC1、合成STC1。再者，在本发明中，STC1也可以是STC1活性片段等功能等价

物。因此，在本发明中，只要未注明并非如此，术语“斯钙素1”(STC1)就以包含上述各种STC1

的含义使用。

[0022] 再者，本发明中使用的STC1，宜为具有人源氨基酸序列的STC1，或是根据人源氨基
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酸序列在不损害其功能下改变的STC1(例如1个或数个(例如2个、2～3个、2～4个、2～5个)

氨基酸缺失、插入和/或被取代的STC1)。人类STC1的氨基酸序列和碱基序列是公知的，登录

号为NP#003146.1、NM#003155.2。例如，序列号1表示登录号为NP_003146.1的人类STC1氨基

酸序列。再者，许多非人源的动物源STC1，其氨基酸序列和碱基序列也是已知的。已知此类

动物源STC1与人源STC1的一致性都很高(表1)。

[0023] 【表1】

[0024] 因此，在本发明的一实施例中，可以使用的STC1与人类STC1氨基酸序列的一致性

在80％以上，90％以上较宜，94％以上更佳。更好的典型例子是使用氨基酸序列与人类STC1

序列(例如来源于293细胞的人类STC1序列)完全一致的天然或重组STC1(rSTC1)。在本发明

中，此类STC1既可单独使用1种，又能组合2种以上使用。

[0025] 本发明的有效成分STC1及其盐，也会以水合物或溶剂合物的形式存在，因此这些

水合物和溶剂合物也包含在本发明的化合物有效成分中。

[0026] 关于形成溶剂合物的溶剂，可以列举乙醇、丙醇等醇类，乙酸等有机酸、乙酸乙酯

等酯类，四氢呋喃、二乙醚等醚类，丙酮等酮类，以及DMSO等。此类溶剂既可单独使用1种，又

能组合2种以上作为混合溶剂使用。

[0027] 在本发明中，既可将本发明的有效成分STC1本身用作STAT3磷酸化抑制剂，又能作

为与药学上允许的各种载体(例如张度剂、螯合剂、稳定剂、pH调节剂、防腐剂、抗氧化剂、增

溶剂、增稠剂等)组合而成的药物组合物使用。

[0028] 关于张度剂，可以列举葡萄糖、海藻糖、乳糖、果糖、甘露醇、木糖醇、山梨糖醇等糖

类，甘油、聚乙二醇、丙二醇等多元醇类，氯化钠、氯化钾、氯化钙等无机盐类等。此类张度剂

既可单独使用1种，又能组合2种以上使用。

[0029] 关于螯合剂，可以列举依地酸二钠、依地酸钙钠、依地酸三钠、依地酸四钠、依地酸

钙等依地酸盐类，以及乙二胺四乙酸盐、氨三乙酸或其盐、六偏磷酸钠、柠檬酸等。此类螯合

剂既可单独使用1种，又能组合2种以上使用。
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[0030] 关于稳定剂，可以列举亚硫酸氢钠等。

[0031] 关于pH调节剂，可以列举盐酸、碳酸、乙酸、柠檬酸等酸类，氢氧化钠、氢氧化钾等

碱金属氢氧化物，碳酸钠等碱金属碳酸盐或碳酸氢盐、乙酸钠等碱金属乙酸盐，柠檬酸钠等

碱金属柠檬酸盐，三羟甲基氨基甲烷(Trometamol)等碱基等。此类pH调节剂既可单独使用1

种，又能组合2种以上使用。

[0032] 关于防腐剂，可以列举山梨酸、山梨酸钾、对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸乙酯、

对羟基苯甲酸丙酯、对羟基苯甲酸丁酯等对羟基苯甲酸酯、葡萄糖酸氯己定、氯化苯甲烃

铵、氯化苄氧乙铵、氯化十六烷基吡啶等季铵盐，烷基二氨基乙基甘氨酸、三氯叔丁醇、

POLYQUAD、聚六亚甲基双胍、双氯苯双胍己烷等。此类防腐剂既可单独使用1种，又能组合2

种以上使用。

[0033] 关于抗氧化剂，可以列举亚硫酸氢钠、干燥亚硫酸钠、焦亚硫酸钠、浓缩混合生育

酚等。此类抗氧化剂既可单独使用1种，又能组合2种以上使用。

[0034] 关于增溶剂，可以列举苯甲酸钠、甘油、D‑山梨糖醇、葡萄糖、丙二醇、羟丙基甲基

纤维素、聚乙烯吡咯烷酮、聚乙二醇、D‑甘露醇等。此类增溶剂既可单独使用1种，又能组合2

种以上使用。

[0035] 关于增稠剂，可以列举聚乙二醇、甲基纤维素、乙基纤维素、羧甲基纤维素钠、黄原

胶、硫酸软骨素钠、羟乙基纤维素、羟丙基纤维素、羟丙基甲基纤维素、聚乙烯吡咯烷酮、聚

乙烯醇等。此类增稠剂既可单独使用1种，又能组合2种以上使用。

[0036] 药物组合物的实施方式，对于组成物中的STC1含量并无特别限制，例如可以根据

90质量％以上、70质量％以上、50质量％以上、30质量％以上、10质量％以上、5质量％以上、

1质量％以上等条件适当设定。

[0037] 对于制剂形态并无特别限制，可以列举片剂、丸剂、胶囊剂、散剂、颗粒剂、糖浆剂

等经口给药剂；注射剂(静脉注射、肌肉注射、局部注射等)、含漱剂、点滴剂、外用剂(软膏、

乳霜、贴敷药、吸入药)、栓剂等非经口给药剂等各种制剂形态。上述制剂形态中，以外用剂

等为宜，其中又可列举吸入药(经气管注入药)。

[0038] 在本发明中，STC1给药剂量因给药途径以及患者的年龄、体重、症状等而异，无法

笼统规定，但是成人的每日给药剂量通常约为5000mg以下，理想的每日给药剂量约为

1000mg以下。STC1给药剂量的下限也并无特别限制，例如成人的每日STC1给药剂量通常可

适当设定为0.1mg以上，且宜设定为0.5mg以上。每日给药一次时，每份制剂中含有该剂量即

可；每日给药三次时，每份制剂中含有该剂量的三分之一即可。

[0039] 本发明的STAT3磷酸化抑制剂，给药对象是哺乳动物等患者。关于哺乳动物，可以

列举人、猴、小鼠、大鼠、兔、猫、狗、猪、牛、马、羊等。

[0040] 自身免疫性疾病的预防或治疗剂

本发明提供一种含有斯钙素1作为有效成分的自身免疫性疾病的预防或治疗剂。

IL6等细胞因子与受体结合后，会诱导JAK和STAT的磷酸化，并诱导急性期蛋白等的转录(非

专利文献5)。SOCS通过抑制JAK的磷酸化，也间接抑制STAT的磷酸化。IL6/JAK/STAT传导通

路被视为与类风湿性关节炎等自身免疫性疾病发作有关的重要信号通路，成为药物研发的

标的。至此，如前所述，发明人此次发现STC1会抑制在IL‑6/JAK/STAT传导通路下游的STAT3

发生磷酸化。本发明以此新见解为基础。本发明的有效成分STC1，则也可使用其水合物和溶
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剂合物等，关于此点如前所述。

[0041] 关于本发明的目标疾病，可以列举类风湿性关节炎、卡斯特曼病、克罗恩病、韦格

纳肉芽肿、肉样瘤病、特应性皮炎、慢性脓皮病、牛皮癣、伴随肺炎的高IgE综合征等自身免

疫性疾病。

[0042] 在本发明中，可将本发明的有效成分STC1本身用作自身免疫性疾病的预防或治疗

剂，也能作为与药学上允许的各种载体组合而成的药物组合物使用。关于载体，可按前述剂

量同样使用前述STAT3磷酸化抑制剂的载体。

[0043] 再者，上述药物组合物，除了STC1之外，还可进一步含有被认为具有预防或治疗自

身免疫性疾病作用的化合物。关于已知具有预防或治疗自身免疫性疾病作用的化合物，可

以列举皮质类固醇(泼尼松龙(Prednisolone)等)、JAK抑制剂(托法替尼(Tofacitinib)

等)、钙调磷酸酶抑制剂(环孢素(Ciclosporin)、他克莫司(Tacrolimus)等)、DNA合成抑制

剂(环磷酰胺(Cyclophosphamide)等)、mTOR抑制剂(西罗莫司(Sirolimus)等)、IMDH抑制剂

(霉酚酸酯等)、抗体制剂(托珠单抗(Tocilizumab)、利妥昔单抗(Rituximab)等)等。此类化

合物既可单独使用1种，又能组合2种以上使用。在药物组合物的实施方式中，组成物中STC1

的含量、制剂形态、给药剂量、给药对象(患者)等，与前述STAT3磷酸化抑制剂的相同。

[0044] 冠状病毒传染病的预防或治疗剂

本发明提供一种含有STC1的冠状病毒传染病的预防或治疗剂。关于本发明的有效

成分STC1也能使用其水合物和溶剂合物等，如前所述。

[0045] 关于本发明的目标疾病，冠状病毒是指属于冠状病毒科(Coronaviridae)的病毒。

关于冠状病毒，可以列举α属冠状病毒、β属冠状病毒等，且宜列举β属冠状病毒等。关于α属

冠状病毒，可以列举Duvinacovirus亚属(例如HCoV‑229E等)、Setracovirus亚属(例如

HCoV‑NL63等)等。关于β属冠状病毒，可以列举Embecovirus亚属(例如HCoV‑OC43、HCoV‑

HKU1等)、Sarbecovir  us亚属、Merbecovirus亚属(例如中东呼吸综合症冠状病毒(MERS‑

CoV)等)等，且宜列举Sarbeco  virus亚属等。关于Sarbecovirus亚属等，可以列举严重急性

呼吸综合征相关冠状病毒(SARSr‑CoV)等。关于SARSr‑CoV，可以列举严重急性呼吸综合症

冠状病毒(SARS‑CoV)、严重急性呼吸综合征冠状病毒2(SARS‑CoV2)等。

[0046] 以SARS‑CoV2等冠状病毒为例，其包膜上有刺突蛋白(S蛋白)，该S蛋白与细胞膜受

体(ACE2)结合，然后在跨膜丝氨酸蛋白酶2(TMPRSS2)这种蛋白水解酶的作用下，S蛋白被激

活，目前已知这是病毒外膜与细胞膜融合的关键，气管细胞中有ACE2和TMPRSS2被视为

SARS‑CoV‑2感染的必要条件(非专利文献1、非专利文献2)。发明人发现，当肺损伤导致ACE2

和TMPRSS2的表达增强时，通过使用本发明的预防或治疗剂的有效成分STC1，会抑制该肺损

伤时ACE2和TMPRSS2的表达增强。因此，冠状病毒传染病的预防或治疗剂，对于具有S蛋白的

冠状病毒、尤其是具有能够与ACE2结合的S蛋白的冠状病毒特别有效。

[0047] 在本发明中，可将本发明的有效成分STC1本身用作自身免疫性疾病的预防或治疗

剂，也能作为与药学上允许的各种载体组合而成的药物组合物使用。关于载体，可同样使用

前述STAT3磷酸化抑制剂的载体。

[0048] 再者，上述药物组合物，除了STC1之外，还可进一步含有被认为具有预防或治疗自

身免疫性疾病作用的化合物。关于已知具有预防或治疗自身免疫性疾病作用的化合物，可

以列举法匹拉韦(Favipiravir)、瑞德西韦(Remdesivir)、伊维菌素(Ivermectin)、环索奈
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德(Cicleson  ide)、托珠单抗(tocilizumab)、卡莫司他(Camostat)、萘莫司他

(Nafamostat)。此类化合物既可单独使用1种，又能组合2种以上使用。在药物组合物的实施

方式中，组成物中的STC1的含量、制剂形态、给药剂量、给药对象(患者)等，与前述STAT3磷

酸化抑制剂的相同。

[0049] 本发明的冠状病毒传染病预防或治疗剂的有效成分STC1，至少会通过抑制ACE2和

TMPRS  S2的表达来预防、治疗和/或缓解冠状病毒传染病。因此，本发明也提供一种含有

STC1的ACE2和TMPR  SS2的表达抑制剂。再者，发明人发现STC1会有效抑制肺纤维化，且含有

STC1作为有效成分的肺纤维化的预防、治疗和/或抑制恶化用药物组合物已获得专利权(专

利文献1)。可是，目前已知虽然冠状病毒传染病重症化时可能会发生肺纤维化，但是肺纤维

化会因各种各样的原因而发生，冠状病毒传染病只是其中一种，显然能够治疗肺纤维化的

化合物不一定会抑制冠状病毒感染本身。而且，关于ACE2和TMPRSS2的表达与STC1的关系，

迄今为止没有任何报告。因此，在本发明中STC1对ACE2和TM  PRSS2的表达抑制效果和对冠

状病毒传染病的预防或治疗效果，依靠现有技术无望实现。有报告指出，TMPRSS2在流行性

感冒(A型、B型)、其他呼吸道相关病毒等的感染中也起到重要作用(非专利文献6)。因此，本

发明的ACE2和TMPRSS2的表达抑制剂，也能用作呼吸道相关病毒(例如冠状病毒、流行性感

冒病毒)等的预防或治疗剂。另外，ACE2和TMPRSS2的表达抑制剂、呼吸道相关病毒的预防或

治疗剂的有效成分、制剂形态、给药剂量等，与冠状病毒传染病的预防或治疗剂相同。

IL‑6AMP抑制剂

SARS‑CoV2与ACE2结合后，会使本应与ACE2结合后被水解的血管紧张素Ⅱ，通过

AT1R受体诱导TN  Fα、IL6等。结果STAT3被激活，进一步增强IL6的合成。这是IL6在对IL6自

身放大，因此被称为IL‑6放大器(AMP)，且被认为与COVID19的急剧重症化有关。再者，病毒

被先天免疫系统识别后激活Nf  kB的通路，也被认为会促进IL6AMP。如前所述，本发明的有

效成分STC1通过阻碍IL‑6/JAK/STAT传导通路来抑制IL‑6AMP。因此，本发明也提供一种含

有STC1的IL‑6AMP抑制剂。另外，IL‑6AMP抑制剂的有效成分、制剂形态、给药剂量等与前述

的相同。

[0050] 下面列举实施例更加具体地说明本发明，但本发明的实施方式不限于此。

【实施例】

[0051] 在本实施例中，重组人(r)STC1是由BioVender公司制造的。具体而言，将附加了

TAG结构的人源STC1基因导入293细胞，并用TAG序列分离出rSTC1。在以下实施例中，有时会

将上述重组人(r)STC1仅表示为STC1。

[0052] 实施例1

在博来霉素肺损伤模型中STC1经气管给药抑制ACE2和TMPRSS2的表达

在本实施例中，使用小鼠的博来霉素(BLM)经气管给药肺损伤模型(图1)。具体而

言，在Day0，向每组各6只C57BL6/J小鼠(雌性，8周龄)腹腔内注射麻醉药(将300μg盐酸氯胺

酮和160ng甲苯噻嗪在100μL生理盐水中稀释而成)麻醉。然后切开颈部露出气管，将23G的

静脉留置针(SURFLO)外套插入气管。进而从SURFLO外套将以下药剂分别注入到各组小鼠气

管内。

(i)生理盐水组(对照组)：生理盐水50μL

(ii)BLM组：含博来霉素生理盐水50μL(博来霉素浓度0.4mg/ml)
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(iii)BLM+STC1组：含博来霉素生理盐水50μL(博来霉素浓度0.4mg/ml)

在Day1，采用上述方法将小鼠麻醉后，从SURFLO外套将以下药剂分别注入到各组

小鼠气管内。

(i)生理盐水组(对照组)：生理盐水50μL

(ii)BLM组：生理盐水50μL

(iii)BLM+STC1组：含STC1生理盐水50μL(STC1浓度40μg/mL)

在Day3，对每组各3只小鼠进行上述同样的麻醉后，通过切断颈动脉让小鼠安乐

死，然后摘除肺部。进一步，在Day14对每组各3只小鼠进行上述同样的麻醉后，通过切断颈

动脉让小鼠安乐死，然后摘除肺部。

对所摘除的肺部进行蛋白免疫印迹检测。使用的抗体是SantaCruz公司的抗ACE2

抗体(E‑11、2E2)、抗TMPRSS2抗体(H8)。图2中的A为各组的蛋白免疫印迹检测结果。如图2中

的A所示，STC1强有力地抑制了被博来霉素肺损伤所诱导的ACE2和TMPRSS2的上升。

[0053] 再者，使用Applied  Biosystem公司的ABI  7500Real  Time  PCR  System进行定量

PCR。图2中的B为其结果。如图2中的B所示，肺损伤使ACE2和TMPRSS2的表达增强(生理盐水

组与博来霉素组对比)。而且，通过对比图2中的B中的博来霉素组与博来霉素+STC1组明显

可知，经气管注入STC1抑制了肺损伤时ACE2和TMPRSS2的表达上升。

如前所述，由于气管细胞中存在ACE2和TMPRSS2是SARS‑CoV‑2感染的必要条件，根

据上述结果，可认为STC1对冠状病毒感染的预防和治疗有效。再者，如上所述，由于肺损伤

使ACE2和TMPRSS2的表达增强，可认为肺损伤使ACE2和TMPRSS2的表达更新，于是冠状病毒

容易通过ACE2和TMPRSS2进入细胞内，进而使冠状病毒传染病重症化，形成恶性循环。根据

本发明，能够通过抑制ACE2和TMPRSS2的表达来抑制上述恶性循环发展，因此本发明有用。

[0054] 实施例2

通过代谢组分析来调查STC1改变代谢的效果

关于STC1对SMAD2、3、7的影响

图3表示STC1对线粒体的TCA循环及其周边代谢造成的影响。

[0055] 关于STC1对TGFβ/SMAD信号传导系统造成的影响，通过蛋白免疫印迹检测和定量

PCR进行分析。具体而言，在添加或不添加重组STC1(50ng/ml)的细胞培养液中，将人肺泡上

皮细胞株A549和H1299、人胚肺成纤维细胞MRC‑5和HFL1培养24小时。使用的抗体是

SantaCruz公司的抗SMAD7抗体(B8)和Cell  Signaling  Technology公司的Phospho‑Smad 

Andibody  Sampler  Kit。定量PCR使用Applied  Biosystem公司的ABI  7500Real  Time  PCR 

System。图4中的A～D为其结果。

[0056] 如图4所示，STC1抑制了肺损伤和肺纤维化所需的SMAD2/3磷酸化。此效果来自于

STC1诱导SMAD7这种抑制性SMAD。TGF‑β持续过度分泌，会通过激活SMAD2/3而引发慢性抗氧

化应激、炎性细胞因子。这些都与COVID19等冠状病毒传染病重症化(肺损伤等)相关的细胞

因子风暴有关。因此，根据上述结果可认为，利用STC1抑制SMAD2/3磷酸化，从而抑制炎性细

胞因子持续分泌，能够避免冠状病毒传染病和重症肺炎的肺损伤。

图5为STC1对SMAD7基因启动子区域的甲基化造成的影响。关于STC1对SMAD7基因

启动子区域的甲基化造成的影响，通过定量甲基化特异性PCR(qMSP)进行分析。具体而言，

对于从各细胞中提取的基因组DNA进行重亚硫酸盐处理(Fujifilm‑Wako，EpiSightTM 
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Bisulfite  Conversion  Kit  Ver.2)，并使用甲基化特异性PCR用聚合酶(Takara  Episcope 

MSP  kit)和ABI  7500Real  Time  PCR  System进行处理。如图5所示，STC1也诱导了SMAD7的

去甲基化。

图6为STC1对SMAD7蛋白的乙酰化造成的影响。关于STC1对小鼠肺部的SMAD7造成

的影响，通过免疫荧光染色对摘除的小鼠肺部进行分析。具体而言，将实施例1中使用的肺

部切片，让其固定在玻片上，并将Molecular  Device公司的Alexa‑488抗体、Alexa594抗体

与SMAD7抗体(SantaCruz公司B8)、抗乙酰化赖氨酸抗体(Cell  Signaling  Technology公司

Ac‑K‑103)、核染色(DACO公司DAPI)组合起来，使用相衬显微镜进行研究。

图6为其结果。如图6所示，STC1也诱导了SMAD7赖氨酸基的乙酰化。SMAD7被乙酰化

后，可以稳定表达。也就是说，显然STC1通过SMAD7的表观遗传调控来增强SMAD7的表达。

[0057] 实施例3

再者，使用在实施例1中获得的各组小鼠的肺标本，进行苏木精‑伊红染色。图7显

示其结果。如图7所示，STC1抑制了博来霉素导致的肺部炎症、肺纤维化。

[0058] 实施例4

评估STC1对STAT3磷酸化、IL‑6AMP等的影响

＜方法＞

·细胞实验

人单核细胞THP1细胞在含有10％胎牛血清(Nichirei)和1％青霉素链霉素

(Sigma)的RPMI培养基(Sigma)中培养24小时后，通过添加10uM佛波醇12‑十四酸酯13‑乙酸

酯(PMA)使其分化为巨噬细胞。添加PMA经过24小时后，准备3组，即不添加重组人IL6组、添

加10ng/ml的IL6组、添加50ng/ml的IL6组，并且再给这些组准备不添加、添加50ng/ml的

STC1组，即准备3×2＝6组。在这些条件下培养24小时后，进行蛋白免疫印迹检测、免疫沉

淀、PCR、甲基化特异性PCR、使用siRNA抑制特异性基因转录。

·动物实验

在本实施例中，使用小鼠的博来霉素(BLM)经气管给药肺损伤模型。具体而言，依

照实施例1所述的方法，准备博来霉素(BLM)经气管给药肺损伤模型小鼠，在Day3和Day14摘

除每组各3只小鼠的肺部。

·蛋白免疫印迹检测方法

经过用RIPA缓冲液制备的THP1细胞全提取液或小鼠摘除肺提取液处理和SDS‑

PAGE凝胶电泳后，将源于细胞或组织的蛋白转录到PVDF膜上，并用一抗和HRP偶联二抗培养

后，用生色底物使其显色，并用化学发光检测仪测定蛋白的表达。

用于蛋白免疫印迹检测的一抗如下所示：

抗STAT3抗体(Cell  Signaling  Technology公司(CST)，12640)、抗pSTAT3抗体

(CST，9145)、抗SOCS1抗体(CST，3950)、抗IL6抗体(CST，12153)、抗JAK1抗体(CST，3344)、抗

pJAK1抗体(CST，74129)抗体、抗泛素抗体(CST，58395)、抗ACE2抗体(SantaCruz公司(SC)，

390851)、抗TMPRSS2抗体(SC，515727)、抗β肌动蛋白抗体(R&D，MAB8929)。二抗使用适合各

个动物种的HRP偶联抗体。

·免疫沉淀方法

使Protein  A/G  Plus  Agarose(SC，2003)与抗JAK1抗体(SC，1677)结合后，添加用
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RIPA缓冲液制备的THP1细胞全提取液或小鼠摘除肺提取液，借此回收这些提取液的JAK1和

与JAK1结合的蛋白。通过与还原液一起煮沸，分离出JAK1蛋白和与JAK1结合的蛋白。

·半定量PCR

使用RNeasy  Mini  Kit(QIAGEN)从THP1细胞和小鼠肺组织分离mRNA后，使用High 

Capacity  cDNA  Kit(Applied  Biosystems)制作从mRNA反转录的cDNA。使用Primer‑BLAST

(NCBI)设计引物，并使用SYBR  Green  PCR  Master  Mix和ABI7500实时PCR系统(Applied 

Biosystems)进行半定量PCR。

·甲基化特异性PCR

使用Methyl  Primer  Express软件(Applied  Biosystems)设计SOCS1基因启动子

区域的甲基化和去甲基化引物。使用DNeasy  Blood&Tissue  Kit(QIAGEN)从THP1细胞提取

基因组DNA后，进行重亚硫酸盐处理(Fujifilm‑Wako，EpiSightTM  Bisulfite  Conversion 

Kit  Ver .2)，并使用甲基化特异性PCR用聚合酶(Takara  Episcope  MSP  Kit)和ABI 

7500Real  Time  PCR  System进行处理。

·siRNA

SOCS1特异性siRNA和对照组siRNA使用Predesigned  siRNA(Ambion)。转染试剂使

用Lipofectamine  RNAiMAX(Invitrogen)。

[0059] ＜结果＞

(THP1细胞数据)

1)STC1强有力地抑制THP1细胞中的IL6诱导性STAT3磷酸化

按照上述方法，对于添加IL6(10ng/ml)、IL6(50ng/ml)和/或STC1(50ng/ml)的

THP1细胞以及未添加这些物质的THP1细胞(对照组)的细胞全提取液，通过蛋白免疫印迹检

测来测定其中是否存在STAT3和磷酸化STAT3，图9为其结果。如图9所示，STC1抑制了IL6诱

导的STAT3磷酸化。

也就是说，STC1通过抑制IL6诱导性STAT3磷酸化，有助于治疗细胞因子综合征和

各种自身免疫性疾病。

[0060] 2)STC1抑制THP1细胞中的IL6诱导性IL6生成增強(IL‑6放大器)

按照上述方法，对于添加IL6(10ng/ml)、IL6(50ng/ml)和/或STC1(50ng/ml)的

THP1细胞以及未添加这些物质的THP1细胞(对照组)的细胞全提取液，采用蛋白免疫印迹法

测定其中是否存在IL‑6，图10为其结果。如图10所示，STC1抑制了IL6诱导的IL6生成增強

(IL6放大器)。

也就是说，STC1通过抑制IL6诱导性IL6放大(IL6放大器)，有助于治疗细胞因子综

合征和各种自身免疫性疾病。

[0061] 3)STC1在THP1细胞中诱导SOCS1

按照上述方法，对于添加IL6(10ng/ml)、IL6(50ng/ml)和/或STC1(50ng/ml)的

THP1细胞以及未添加这些物质的THP1细胞(对照组)的细胞全提取液，采用蛋白免疫印迹法

测定其中的SOCS1(结果见图11中的A)，使用细胞全提取液mRNA并采用半定量PCR法测定

SOCS1mRNA(结果见图11中的B)，使用细胞全提取液DNA并采用甲基化特异性PCR法测定

SOCS1基因启动子区域的甲基化程度(结果见图11中的C)。

如图11中的A所示，STC1增强了SOCS1蛋白的生成。再者，图11中的B所示，STC1增强
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了SOCS1的mRNA生成。如图11中的C所示，STC1抑制了SOCS1基因启动子区域的甲基化。图11

中的A‑C的结果均意味着STC1会增强SOCS1蛋白的生成。

也就是说，STC1通过诱导具有抑制JAK作用的SOCS1，有助于治疗细胞因子综合征

和各种自身免疫性疾病。

[0062] 4)STC1抑制JAK1在THP1细胞中的表达和磷酸化

按照上述方法，对于添加IL6(10ng/ml)、IL6(50ng/ml)和/或STC1(50ng/ml)的

THP1细胞以及未添加这些物质的THP1细胞(对照组)的细胞全提取液，采用蛋白免疫印迹法

测定其中是否存在JAK1和JAK1磷酸化，图12为其结果。如图12所示，STC1抑制了JAK1的表达

和磷酸化。

[0063] 5)存在IL6时，STC1会促进THP1细胞中SOCS1与JAK1的结合，并促进JAK1的泛素化

(免疫沉淀法)

按照上述方法，对于添加IL6(10ng/ml)、IL6(50ng/ml)和/或STC1(50ng/ml)的

THP1细胞以及未添加这些物质的THP1细胞(对照组)的细胞全提取液进行免疫沉淀，图13显

示其结果。免疫沉淀使用THP1全细胞溶解物，并使用JAK抗体和A/G琼脂糖凝胶，回收JAK1和

JAK1结合蛋白质，添加还原剂煮沸后进行蛋白免疫印迹检测。如图13所示，存在IL‑6时，与

JAK1结合的SOCS1会减少，但当STC1存在时，与JAK1结合的SOCS1会增加。因此，显然STC1也

会促进JAK1的泛素化。也就是说，STC1促进JAK1与SOCS1的结合，并增强JAK1的泛素化(JAK1

的分解)。

[0064] 6)STC1在THP1细胞中抑制IL6诱导的ACE2、TMPRSS2的表达。

按照上述方法，对于添加IL6(10ng/ml)、IL6(50ng/ml)和/或STC1(50ng/ml)的

THP1细胞以及未添加这些物质的THP1细胞(对照组)的细胞全提取液进行蛋白免疫印迹检

测，图14为其结果。如图14所示，STC1抑制了ACE2和TMPRSS2的表达。因此，STC1通过抑制

ACE2和TMPRSS2的表达，有可能减少细胞感染SARS‑CoV2的机会。

[0065] 7)STC1呈SOCS1依存性地抑制ACE2、TMPRSS2的表达。

按照上述方法，对于添加IL6(10ng/ml)、IL6(50ng/ml)和/或STC1(50ng/ml)的

THP1细胞以及未添加这些物质的THP1细胞(对照组)进行蛋白免疫印迹检测，确认使用

siRNA抑制SOCS1的情况，图15为其结果。siCTR为对照组，显示SOCS1在正常情况下的变化。

如图15所示，使用siRNA敲低SOCS1时，STC1在THP1细胞中诱导的ACE2、TMPRSS2诱导抑制效

果会消失。由此可见，STC1对ACE2和TMPRSS2的抑制作用呈SOCS1依存性。

(动物模型：小鼠，博来霉素经气管给药模型，肺部发炎的状态)

[0066] 8)STC1抑制通过博来霉素经气管给药在小鼠肺部诱导的JAK1表达诱导、JAK1磷酸

化、ACE2和TMPRSS2的表达上升。

按照上述方法，给动物(C57BL6小鼠)经气管注入生理盐水或溶解博来霉素的生理

盐水，对于经气管注入溶解博来霉素的生理盐水的实验组，在次日经气管注入生理盐水或

溶解STC1的生理盐水，在3日后和14日后回收肺组织进行蛋白免疫印迹检测，图16为其结

果。如图16所示，STC1抑制了博来霉素引发的炎症所导致的JAK1磷酸化、STAT3磷酸化、ACE2

表达上升、TMPRSS2表达上升。因此，经气管注入STC1在抑制JAK/STAT3通路的同时，还抑制

ACE2和TMPRSS2的表达。也就是说，针对COVID19，STC1通过抑制细胞因子释放综合征，并抑

制ACE2和TMPRSS2的表达，有可能抑制COVID19的感染和重症化。
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图17汇总这次阐明的STC1作用机制。
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<210>  1
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<212>  PRT

<213> 人类

<400>  1

Met  Leu  Gln  Asn  Ser  Ala  Val  Leu  Leu  Val  Leu  Val  Ile  Ser  Ala  Ser

1               5                   10                  15

Ala  Thr  His  Glu  Ala  Glu  Gln  Asn  Asp  Ser  Val  Ser  Pro  Arg  Lys  Ser

            20                  25                  30

Arg  Val  Ala  Ala  Gln  Asn  Ser  Ala  Glu  Val  Val  Arg  Cys  Leu  Asn  Ser

        35                  40                  45

Ala  Leu  Gln  Val  Gly  Cys  Gly  Ala  Phe  Ala  Cys  Leu  Glu  Asn  Ser  Thr

    50                  55                  60

Cys  Asp  Thr  Asp  Gly  Met  Tyr  Asp  Ile  Cys  Lys  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser

65                  70                  75                  80

Ala  Ala  Lys  Phe  Asp  Thr  Gln  Gly  Lys  Ala  Phe  Val  Lys  Glu  Ser  Leu

                85                  90                  95

Lys  Cys  Ile  Ala  Asn  Gly  Val  Thr  Ser  Lys  Val  Phe  Leu  Ala  Ile  Arg

            100                 105                 110

Arg  Cys  Ser  Thr  Phe  Gln  Arg  Met  Ile  Ala  Glu  Val  Gln  Glu  Glu  Cys

        115                 120                 125

Tyr  Ser  Lys  Leu  Asn  Val  Cys  Ser  Ile  Ala  Lys  Arg  Asn  Pro  Glu  Ala

    130                 135                 140

Ile  Thr  Glu  Val  Val  Gln  Leu  Pro  Asn  His  Phe  Ser  Asn  Arg  Tyr  Tyr

145                 150                 155                 160

Asn  Arg  Leu  Val  Arg  Ser  Leu  Leu  Glu  Cys  Asp  Glu  Asp  Thr  Val  Ser

                165                 170                 175

Thr  Ile  Arg  Asp  Ser  Leu  Met  Glu  Lys  Ile  Gly  Pro  Asn  Met  Ala  Ser

            180                 185                 190

Leu  Phe  His  Ile  Leu  Gln  Thr  Asp  His  Cys  Ala  Gln  Thr  His  Pro  Arg
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        195                 200                 205

Ala  Asp  Phe  Asn  Arg  Arg  Arg  Thr  Asn  Glu  Pro  Gln  Lys  Leu  Lys  Val

    210                 215                 220

Leu  Leu  Arg  Asn  Leu  Arg  Gly  Glu  Glu  Asp  Ser  Pro  Ser  His  Ile  Lys

225                 230                 235                 240

Arg  Thr  Ser  His  Glu  Ser  Ala

                245
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