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A.研究目的 

全身性強皮症（systemic sclerosis; SSc）は皮

膚および肺、腎、消化管、心をはじめとする内臓

諸臓器を系統的に侵す慢性疾患であり、膠原病

に分類される。SScは１）膠原線維の増生（皮膚硬

化、肺線維症）、２）血管病変（レイノー症状、指

尖部虫喰状瘢痕・潰瘍、肺高血圧症、SSc 腎クリ

ーゼ）、３）自己免疫（自己抗体）といった３つの病

態よりなる。しかし、①各主要病態がどのような機

序で起こるのか、②各主要病態の間にはどのよう

な因果関係が存在するのかについては未だ不明

といわざるを得ない。従って、現時点ではこの３

つの病態を統一的に説明しうる一元化された病

態仮説は見いだされていない。 

そこで、本研究では、一元化病態仮説を提示

するために、①各主要病態についてさらに深く解

析し、それによって主要病態間の関連性につい

ての手がかりをつかむ、②Fli1 という転写因子に

注目し、Fli1 に基づいた一元化病態仮説が可能

かどうかを検討する、③Fli1 のみで SSc の病態を

再現できない場合には、Fli1 に他の分子を加え

ることによって、SSc の病態をほぼ完全に再現す

る一元化モデルを作成する、③一元化病態仮説

の中心となる分子の同定のために、疾患感受性

遺伝子を検索する、などといったアプローチをと

る。このSScの疾患感受性遺伝子の検索のため、

SSc 重症例について全ゲノムにおけるエクソンの

配列を解析する。SSc の疾患感受性遺伝子が同

定されれば、新たな病態モデルが作成できるだ

けではなく、病態のさらなる理解や、治療の新た

なターゲットも同定できることが期待される。 

SSc 治療の進歩により、ある程度の有効性を示

す薬剤が同定されてきた。しかし、進行した症例

では有効性は低くなるだけではなく、副作用のた

めむしろ有害である場合もある。同様の考え方は

国際的にも最近強調されつつある。従って、早期
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診断・早期治療が既存の治療法の有効性を高め

る最も効果的な方法である。この観点から、昨年

度は早期診断基準案を作成したが、それと共に

早期診断に関連する臓器病変の評価法の確立、

予後予測因子の抽出などを目指す。さらに、

2002 年に開始された重症型 SSc 早期例の登録・

経過観察事業を継続し、活動性や予後と関連す

るバイオマーカー同定などの解析を続ける。これ

により早期診断された症例のうち早期治療を行う

べき症例の抽出が可能となることが期待される。 

 

B. 研究方法 

1. 基礎研究 

（1）SSc 主要病態の発症メカニズムの解析 

SSc の病態における制御性 B 細胞の役割を検

討するため、制御性 B 細胞を遺伝的に欠く CD19

欠損マウスを使用し、SSc のマウスモデルである

皮膚硬化型慢性 GVHD を誘導し、解析した。ま

た、SSc における IL-20 の関与を検討するために、

正常および SSc 由来線維芽細胞を IL-20 で刺激

し I 型コラーゲン蛋白の発現を定量した。 

毛髪中にも microRNA が安定して存在すること

から、SSc 患者および健常人を対象として、毛根・

毛髪と血清から microRNA を抽出し、real-time 

PCR を用いて miR-196a の発現量を解析した。ま

た、抗 RuvBL1/2 抗体の臨床的意義を SSc1051

例と対照疾患 290 例を用いて検討した。 

Am80 が SSc の病態に及ぼす影響について、

ブレオマイシン誘発 SSc モデルマウスを用いて検

討した。さらに、TGF-β1 刺激下におけるシルデ

ナフィルの作用を、正常人及び SSc 由来皮膚線

維芽細胞を用いて in vitro で検討した。また、正

常およびSSc患者由来の皮膚線維芽細胞を用い

て、線維化におけるアペリンの役割について検

討した。 

（2）SSc 病態の一元化モデルの作成 

Fli1ヘテロ欠損マウスは、皮膚硬化を自然発症

せず、SScの症状を完全に再現できないことが明

らかとなったため、Fli1に加えて、各種臓器で線

維化を制御する転写因子であるKLF5に注目し、

KLF5、Fli1ダブルヘテロ欠損マウスを作成し解析

を行った。また、ボセンタンが血管内皮細胞特異

的Fli1欠失マウスの血管障害に及ぼす影響につ

いても検討を行った。 

（3）疾患感受性遺伝子同定プロジェクト 

SSc の疾患感受性遺伝子の同定のため、重症

型 SSc 7 例における全ゲノムにおけるエクソン配

列を、次世代シークエンサーを用いて解析した。

また、SSc を対象に IRF2 遺伝子多型について解

析した。 

2.臨床研究 

（1）SSc の活動性や予後と関連するバイオマーカ

ーの抽出 

2002 年から重症型 SSc 早期例の登録事業を

行い、毎年臨床データおよび血清を集積・保存

している。このデータベースから、SSc の活動性

や予後を反映するバイオマーカーを同定するた

めに解析を行った。 

（2）SSc 病態への既存薬の有効性の検討 

既存薬を用いて、各種 SSc 病態への有効性を

パイロット的に検討した。 

（3）その他の臨床研究 

SSc の各種臨床症状、検査所見の間での相関

解析を行った。 

（倫理面への配慮） 

遺伝子研究、臨床データの集積などに当たっ
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ては、各施設の倫理委員会で承認を得た後、患

者への十分なインフォームドコンセントの元に行

った。また、動物実験に当たっては、各施設の承

認を得るとともに、快適な環境下での飼育や安楽

死に十分配慮した。 

 

C. 研究結果と考察 

1. 基礎研究 

（1）SSc 主要病態の発症メカニズムの解析 

制御性 B 細胞を遺伝的に欠く CD19 欠損マウ

スに、SSc のマウスモデルである皮膚硬化型慢性

GVHD を誘導すると、CD19 欠損マウスは野生型

マウスと比べ、より重症の皮膚硬化型慢性 GVHD

を発症した。以上より、制御性 B 細胞が SSc の病

態に抑制的に働く可能性が示唆された（藤本）。 

様々なリウマチ性疾患の病態に関与していると

考えられている IL-20 の SSc における関与につい

て解析を行ったところ、正常皮膚培養線維芽細

胞において、IL-20刺激によりI型コラーゲン蛋白

の発現が減少し、さらに SSc 患者由来皮膚組織

中では IL-20 の発現が低下していることを見出し

た。従って、IL-20 が SSc の線維化に関与してい

る可能性が示された（尹）。 

様々な疾患において血清中 microRNA のバイ

オマーカーとしての有用性が示されている。最近、

毛髪中にも microRNA が安定して存在することが

報告されたことから、SSc における毛髪中の

miR-196a の発現量を調べたところ、SSc 患者で

は毛髪中の miR-196a 発現が有意に減少してい

た（尹）。 

3 つの SSc コホートにおける抗 RuvBL1/2 抗体

陽性率は 1〜2％であったが、SSc に特異的であ

った。陽性例は筋炎の重複が 60％を占め、びま

ん皮膚硬化型が 70%を占めた。筋炎重複症候群

と関連する抗 Ku 抗体、抗 PM-Scl 抗体と比べると、

抗 RuvBL1/2 抗体陽性例は高齢発症で男性に

多く、びまん皮膚硬化型が高率であった。以上か

ら、抗 RuvBL1/2 抗体の臨床的意義が明らかとな

った（藤本）。 

Am80 は急性前骨髄球性白血病治療薬として

承認されている合成レチノイドで、近年ループス

腎炎や血管炎など各種膠原病に対する有用性

が臨床試験や動物実験により示唆されている。

Am80 は、ブレオマイシン誘発 SSc モデルマウス

において、その皮膚硬化を有意に改善し、新規

治療薬となる可能性が示唆された（浅野）。 

種々の疾患モデルにおいて、sGC-cGMP 経

路が線維化を抑制することが報告されており、

cGMP 分解抑制作用を有する PDE5 阻害薬は、

SSc の線維化病変を改善する可能性が考えられ

る。TGF-β1 刺激下におけるシルデナフィルの

作用について、正常人及び SSc 由来皮膚線維芽

細胞を用いて in vitro で検討したところ、シルデ

ナフィルは抗線維化作用を示し、さらに、SSc 群

でより強い効果が認められたことから、シルデナ

フィルが線維化に対する新規治療薬となりうる可

能性が示唆された（川口）。 

アペリンは、主に血管新生を制御する分子とし

て知られている。正常および SSc 患者由来の皮

膚線維芽細胞を用いて、線維化におけるアペリ

ンの役割について検討したところ、アペリンは皮

膚線維芽細胞の線維化に対して抑制的に働くこ

とを明らかとなった。以上より、アペリンが SSc の

線維化に関与する可能性が示唆された（石川）。 

（2）Fli1 による SSc 病態の一元化モデルの作成 

Fli1ヘテロ欠損マウスでは、SScに特徴的な線
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維芽細胞と血管内皮細胞の活性化を再現できる

ものの、皮膚硬化を自然発症しないため、SScの

症状を完全に再現できないことが明らかとなった。

つまり、SScの発症には、Fli1の発現異常に加え

て他の疾患感受性遺伝子の発現異常が同時に

存在する必要があると考えられた。 

そこで、各種臓器で線維化を制御する転写因

子である KLF5 に注目した。まず、Fli1、KLF5 共

に SSc 由来線維芽細胞では epigenetic 制御によ

りその発現が抑制されていることを見いだした。

そこで、KLF5、Fli1 を遺伝的にヘテロ欠損させた

KLF5、Fli1 ダブルヘテロ欠損マウスを作成し解

析した。その結果、KLF5、Fli1 ダブルヘテロ欠損

マウスは、SSc の主要三病態(線維化・血管障害・

免疫異常)を自然発症した（浅野）。 

ボセンタンは SSc に伴う指尖潰瘍の新規発症

を抑制する効果があるが、その詳細な機序は十

分には明らかにされていない。血管内皮細胞特

異的 Fli1 欠失マウスは、SSc の血管障害に特徴

的とされる病理組織学的変化や血管の機能異常

を再現することができる。そこで、ボセンタンが同

マウスの血管障害に及ぼす影響について検討を

行ったところ、ボセンタンは同マウスの血管障害

を有意に改善した。以上より、ボセンタンは、Fli1

による血管異常を改善する薬理作用を有すること

が示された（浅野）。 

（3）疾患感受性遺伝子同定プロジェクト 

重症型 SSc7 例における全ゲノムシークエンス

解析によって、SSc の疾患感受性遺伝子として、

COL16A1 、HIVEP3 、TIE1、POLR3B、GBP6 、

ABCA3 、 GCKR 、 D2HGDH 、 NHSL1 、

TAS2R40 、 CAPRIN2 、 METTL20 、 ZNF592 、

ABCA3 、JPH3 、ZC3H18 、FAM38A 、TXNDC2 、

SALL3 の 18 遺伝子を新規に同定した。そのうち、

病 態 と の 関 連 性 が 想 定 さ れ る COL16A1 、

HIVEP3、TIE1、POLR3B、GBP6、ABCA3 の 6 遺

伝子を今後の解析対象と決定した（岡）。 

全身性エリテマトーデス、SSc を始めとする各

種膠原病において type I IFN signature が注目さ

れている。そこで、IRF2遺伝子のSLE関連多型と

SSc との関連を検討したところ、びまん皮膚硬化

型 SSc、抗トポイソメラーゼ Ｉ抗体陽性 SSc におい

て有意な関連が検出され、IRF2 が SSc の新たな

疾患感受性遺伝子であることが示された（土

屋）。 

2.臨床研究 

（1）SSc の活動性や予後と関連するバイオマーカ

ーの抽出 

フラクタルカインはSScで健常人よりも高値を呈

したものの、有意な上昇はみられず、MIP-1α、

MCP-3はSScと健常人との間で有意差は認めら

れなかった。MIP-1βはSSc、健常人共にほとん

どの症例で検出されなかった。５年後までの経過

においても、その後の症状と有意な相関を示すも

のは認められなかった（長谷川）。 

（2）既存薬の SSc 病態への有効性の検討 

SScに伴う間質性肺疾患に対して、リツキシマ

ブによる自主臨床試験（1クール；375 mg/m2週1

回を4週連続投与、6か月間隔で計2クール）を行

った。自覚症状、呼吸機能、血清中KL-6・SP-D

値、及びCT画像所見の明らかな改善を認めた。

皮膚硬化の改善も認め、血清中抗トポイソメラー

ゼI抗体の抗体価は緩徐に低下した。以上より、リ

ツキシマブはSScの新規治療薬となり得る可能性

が示唆された（浅野）。 
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SScに伴う肺高血圧症に合併した難治性心不

全に対して肺血管拡張薬とPDEⅢ阻害薬オルブ

リノン持続の併用投与を行ったところ、心機能障

害合併肺高血圧症において心不全から離脱が

可能であった。肺高血圧症症例の心不全にPDE

Ⅲ阻害薬併用が有用であることが示唆された（遠

藤）。 

（3）その他の臨床研究 

抗RNAポリメラーゼⅢ（RNAⅢ）抗体陽性SSc患

者37例について、腎クリーゼ発症と関連する因子

について検討した。37例中9例（24%）に腎クリー

ゼを生じた。腎クリーゼを生じた群では生じなか

った群に比べ、抗RNAPⅡ抗体を高率に共存し、

抗RNAPⅢ抗体のELISA index値が高値だった。

以上より、これら2つの因子は腎クリーゼ発症と相

関していると考えられた（藤本）。 

178 例の SSc 患者に右心カテーテルを行い生

存率との解析を行った。Cox 比例ハザード解析

によるハザード比（HR）では、肺動脈コンプライン

ス（一回拍出量/（肺動脈収縮期圧‐肺動脈拡張

期圧））≦2.23ml/mmHg 以上の群では HR:31.1

倍と著明高値であり、予後推定の重要な指標に

なると考えられた（波多野）。 

自己抗体検査を実施した6162例を対象とし、

多重ロジスティック解析により肺動脈性肺高血圧

症発症リスクを同定した。抗セントロメア抗体陽性

SScのリスクが最も高く、混合性結合組織病、抗

U1RNP抗体陽性全身性エリテマトーデス、抗セン

トロメア抗体陰性SSc、全身性エリテマトーデス/

混合性結合組織病/SSc以外の抗SSA抗体陽性

例、抗U1RNP抗体陰性SLEを加えた6変数で肺

動脈性肺高血圧症リスクを説明可能であった（桑

名）。 

動脈硬化性病変の二次発症の予測血清マー

カーとして酸化LDL（MDA-LDL）が注目されてい

る。そこで、MDA-LDL値とSSc患者の臨床症状と

の相関について検討したところ、SSc患者では、

MDA-LDL 高 値 例 が 多 く 、 SSc に お け る

MDA-LDL／LDL-C比は、全身性エリテマトーデ

スと比較して高値であった。%DLcoとは負の相関

関係、収縮期右室圧、KL-6、SP-Dは正の相関

関係が見られた（小寺）。 

SSc患者で診断時に右心カテーテルを施行し、

肺動脈性肺高血圧症の基準を満たした54例を対

象とし、diastolic PAP–PCWP (mmHg)、PCWP 

(mmHg)、換気機能障害が生命予後に及ぼす影

響を比例ハザード解析した。diastolic PAP –

PCWPの死亡ハザード比は1.11 (p=0.06)であり、

diastolic PAP –PCWPはSSc合併肺動脈性肺高

血圧症の予後に関連すると推測された（田中）。 

1997年６月から2006年8月までにリハビリテー

ションを処方され、2013年8月まで、７〜10年と長

期経過を追うことができた33例について、手指

ROMとHAQ-DIの結果を検討した。長期経過は

概ね良好であったが、皮膚硬化再燃、皮膚潰瘍

合併が阻害因子となっていることが明らかとなっ

た（麦井）。 

 

D. 結 論 

以上の研究成果より、Fli1 と KLF5 による SSc

の一元化モデルが確立された。全ゲノムシークエ

ンス解析において、SSc の疾患感受性遺伝子が

新規に同定された。さらに、SSc の主要病態、特

に線維化が起こるメカニズムの解明において進

歩が見られた。また、既存薬で SSc に有効性のあ

る薬剤が複数同定された。 
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本邦の強皮症早期重症例の経過に関する多施設共同研究 
—これまでの検討のまとめ— 

 
研究協力者 長谷川稔 福井大学医学部感覚運動医学講座皮膚科学 教授 
研究分担者 浅野善英 東京大学医学部附属病院皮膚科 講師 
研究分担者 石川 治 群馬大学大学院医学系研究科皮膚科学 教授 
研究分担者  尹 浩信 熊本大学大学院皮膚病態治療再建学 教授 
研究分担者 遠藤平仁 東邦大学医学部医学科 内科学講座膠原病学分野 准教授 
研究分担者  川口鎮司 東京女子医科大学附属膠原病リウマチ痛風センター 臨床教授 
研究分担者  桑名正隆 慶応義塾大学医学部リウマチ内科 准教授 
研究分担者 後藤大輔 筑波大学医学医療系 

（筑波大学附属病院・茨城県地域臨床教育センター）准教授 
研究分担者  高橋裕樹 札幌医科大学医学部消化器・免疫・リウマチ内科学講座 准教授 
研究協力者 田中住明 北里大学医学部膠原病・感染内科学 診療准教授 
研究分担者  藤本 学 筑波大学医学医療系皮膚科 教授 
研究代表者  佐藤伸一 東京大学医学部附属病院皮膚科 教授   
協力者   竹原和彦 金沢大学医薬保健研究域医学系皮膚科学 教授 
    
研究要旨 
厚生労働省の強皮症研究班と強皮症研究の有志らにより成る強皮症研究会議では、本邦における全身性強

皮症 (SSc)、特に臨床上問題となる発症早期の重症例（皮膚硬化がびまん性か間質性肺炎あり）の経過を把

握し、病勢や予後の指標となるマーカーを明らかにするために、多施設患者登録システムによる調査を 2002

年１月より開始しており、101 例が登録されている。第１報としては、初回の臨床症状や検査所見のうち、

３年後の modified Rodnan total skin thickness score (MRSS)は、初回の MRSS と正の相関、開口距離と有

負の相関を示すことを報告した。第２報では、強皮症で血清中での増加が報告されているサイトカインであ

る CCL2、CCL5、CXCL8、CXCL9、CXCL10 を測定し、4年後の health assessment questionnaire-disability index 

(HAQ-DI) の値は、初回の CXCL8 の濃度と正の相関を示すことを報告した。第３報では、代表的な接着分子で

ある ICAM-1、E-selectin、L-selectin、P-selectin を測定し、４年後の%VC は初回の%VC と正の相関、ICAM-1

の濃度と負の相関を示すこと、４年後の HAQ-DI は初回の P-selectin 濃度と正の相関がみられることを報告

した。今回新たに、４つのケモカイン(CCL3、CCL4、CCL7、CX3CL1)を測定したところ、CCL3 は強皮症で健常

人より有意に低下、CX3CL1 は強皮症で健常人より有意な上昇がみられた。しかし、いずれのケモカインもそ

の後の臨床症状や検査結果と有意な相関はみられなかった。このように、これまでの検討から、いくつかの

臨床所見やケモカイン、接着分子の濃度が、日本人の全身性強皮症の臨床症状の予測に有用と考えられた。 

 

Ａ．研究目的 
 全身性強皮症 (systemic sclerosis, SSc) は皮膚

および内臓臓器の線維化によって特徴づけられる自

己免疫疾患である。その原因はいまだ不明であり、

症状の進行を予測するマーカーなども確立されてい

ない。また、本症には人種差がみられ、海外での知

見が日本人に必ずしも当てはまらない。SSc は比較的

稀な病気であるため、一つの臨床研究機関では研究

の成果を得るために必要な数が集まらない。そこで、

多数の臨床研究機関で共同して研究を行い、日本人

SSc の症状の進行の予測に有用なマーカーを検索す

ることとした。 

 特に予後や治療の選択が問題となる発症早期重症

例患者を対象として、2002 年１月以降に受診した症

例を各施設で登録し、以後それらの症例を１年ごと

に経過追跡した。これまでに、第１報として臨床症

状や検査結果の中から有用な項目を検討して報告し

た。第２報としては、ケモカインの中で有用なマー

カーがあるかどうかを解析して報告した。第３報と

しては、接着分子の中で有用なマーカーの有無を解

析した。さらに今回は、以前に検討しなかった４つ

のケモカインについて検討を追加した（表１）。これ

ら４回の検討をまとめて報告する。 

 

Ｂ．研究方法 
1) 登録施設 
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 金沢大学附属病院、北里大学病院、熊本大学医学

部附属病院、群馬大学医学部附属病院、慶應義塾大

学病院、札幌医科大学附属病院、筑波大学医学部附

属病院、東京女子医科大学附属膠原病リウマチ痛風

センター、東京大学医学部附属病院、長崎大学医学

部附属病院を受診した患者を対象とした。各施設に

おいて、倫理委員会の承認を受け、登録開始時には

十分な説明を行い同意を得たうえで施行した。各施

設の登録データは名前が特定できないように暗号化

したうえで、金沢大学医薬保健研究域医学系皮膚科

学教室に送付され、そこでまとめて解析した。 

2) 対象 

 ここでいう早期重症例とは、①早期例（初発症状

から５年以内または皮膚硬化出現から３年以内）で

あり、かつ②重症例（diffuse cutaneous SSc (dcSSc)

ま た は 間 質 性 肺 炎  (ILD) を 有 す る limited 

cutaneous SSc (lcSSc)）と定義した。 2002 年１

月以降に受診した症例を対象として、その後は１年

ごとに経過登録と血清採取保存を行った。 

 登録した項目の中で、今回解析に用いたのは以下

の項目である: 性別、登録時の年齢、発症年齢、罹

病期間、modified Rodnan total skin thickness 

score (MRSS)、本研究班で日本人強皮症用に改良さ

れた health assessment questionnaire-disability 

index (HAQ-DI)、抗トポイソメラーゼI抗体の有無、

抗セントロメア抗体の有無、腱摩擦音の有無、開口

距離、手の伸展距離、手指の屈曲距離、指尖潰瘍の

有無、pitting scar の有無、爪かく部出血点の有無、

間質性肺炎の有無（HRCT による）、右室収縮期圧（ド

ップラー心エコーによる）、治療を要する不整脈の有

無、上部消化管病変の有無、下部消化管病変の有無、

腎クリーゼの有無、関節病変の有無、筋病変の有

無、%VC 値、%DLco 値、血清 KL-6 値上昇の有無、血

清 SP-D 値上昇の有無、ステロイド内服の有無、サイ

クロフォスファミド投与の有無、その他の免疫抑制

剤の有無。  

 今回は、101 例に関して、初回登録時の血清を用

いて検討した。患者群と性別、年齢の分布が近似し

た健常人 24 例からも血清を採取した。また、初回登

録から４年後までの 5回欠かさず臨床データと血清

を採取できた 61 症例においては経時的に検討した。 

3) 血清中の接着分子の濃度の測定 

 Becton Dickinson 社の Cytometric Beads Array

（CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9, CXCL10）または R&D

社 の ELISA シ ス テ ム （ ICAM-1, E-selectin, 

L-selectin, P-selectin, CCL3,CCL4, CCL7, CX3CL1）

を用いて、血清中の接着分子やケモカインの濃度を

測定した。 

4) 統計的解析 

 統計ソフト JMP®を用いて解析した。ケモカイン

や接着分子の濃度が正規分布を示さなかったため、

対数に変換してから相関を解析した。２群間の差は

Student 検定、２群間の相関は単変量解析は Pearson

の相関係数にて算出した。また、4 年後などの症状

と予後予測因子との相関は、多変量解析の重回帰分

析を行った。p値が 0.05 未満のときに、有意差があ

ると判断した。 

 

Ｃ．研究成果 
1) 第１報：初回の臨床症状や検査所見が３年後の症

状の予測に有用かどうかについての検討(図１) 
(文献 1) 

 多 変 量 解 析 の 結 果  (R2=0.63, RMSE=4.73, 

p<0.0001)から、３年後の MRSS と相関するものとし

て、初回の MRSS と有意な正の相関 (p<0.001)を示し

た以外に、開口距離と有意な負の相関(p<0.01)を示

した。また、赤沈と正の相関傾向（p=0.17）がみら

れた。 

 ま た 、 多 変 量 解 析 (R2=0.70, RMSE=12.00, 

p<0.0001)にて、３年後の%VC は、初回の%VC と有意

な正の相関（p＜0.0001）を示した以外に、抗

topoisomerase I 抗体陽性の症例で低下傾向

（p=0.19）が認められた。 

2) 第 2報：初回のケモカイン濃度が 4年後の症状の

予測に有用かどうかについての検討（図 2）(文

献 2) 

 初回の CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9, CXCL10 は、い

ずれも SSc では健常人よりも有意に高値を示した。 

 多 変 量 解 析 の 結 果  (R2=0.41, RMSE=0.36, 

p=0.0016)から、4 年後の HAQ-DI と相関するものと

して、初回の CXCL8 は有意な正の相関 (p=0.0016)

を示し、%VC は負の相関傾向(p=0.086)を示した。  

3) 第 3報：初回の接着分子濃度が 4年後の症状の予

測に有用かどうかについての検討（文献 3） 

 初 回 の ICAM-1, E-selectin, L-selectin, 

P-selectin は、いずれも SSc では健常人よりも有意
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に高値を示した（図３）。多変量解析の結果 (R2=0.73, 

RMSE=12.1, p<0.0001)から、4 年後の%VC は、初回

の%VC と有意な正の相関 (p<0.0001)を示し、ICAM-1

の濃度と有意な負の相関傾向(p=0.015)を示した（図

４）。 

 多 変 量 解 析 の 結 果  (R2=0.41, RMSE=0.345, 

p=0.001)から、4年後の HAQ-DI と相関するものとし

て、初回の P-selectin と有意な正の相関 (p=0.028)

を示し、%VC と負の相関傾向(p=0.057)、HAQ-DI と有

意な相関傾向（p=0.100）を示した（図４）。  

4) 第 4 報（今回）：初回のケモカイン濃度（第２報

で検討した以外のケモカイン）が 4 年後の症状

の予測に有用かどうかについての検討 

 SSc では健常人よりも、初回の CCL3 が有意に低下

し、CX3CL1 は有意に上昇していた（図５）。CCL4 は、

健常人の 16%、SSc の 26%に検出されたに過ぎず、両

群間に有意な差はみられなかった。CCL7 は、健常人

の 56%、SSc の 62%で検出され、両群間に差はみられ

なかった。 

 ４年間のMRSSと%VCの変動、およびCCL3とCX3CL1

の変動を図 6に示した。経過中にこれらの値は、い

ずれも徐々に低下する傾向が認められた。 

 単変量や多変量解析にて、初回やその後のこれら

のケモカインの濃度は、4 年後までの臨床症状と有

意な相関が認められなかった。 

 

D．考案 
 今回の第 4報を含めて、これまでの報告をまとめ

てみた。臨床症状の重症度の指標として、皮膚硬化

については MRSS、呼吸機能（間質性肺疾患による）

については%VC、身体機能低下については HAQ-DI を

用いた。これらの重症度の年ごとの変化率を予測す

るマーカーが検出できれば最も有用であるが、どの

検討でもそれは見つからなかった。しかし、その後

の症状の重症度を予測する因子はいくつか抽出する

ことができた。 

 前回までの３報の報告から、開口距離が低下する

と、その後の MRSS が有意に上昇することが明らかと

なった。また、初回の ICAM-1 の濃度が高いとその後

の%VC が有意に低下することが明らかとなった。ま

た、抗topoisomerase I抗体陽性例では、その後の%VC

が低下しやすい傾向がみられた。さらに、初回の

CXCL8 や P-selectin の濃度が高いと、その後の

HAQ-DI が有意に上昇することがわかった。 

 今回は、これまで SSc 患者の血清中で上昇が報告

されている CCL3, CCL4, CCL7, CX3CL1 について、そ

の後の症状の予測に有用かどうかを新たに検討した。

CX3CL1はこれまでの報告と同様にSScで健常人より

上昇がみられたものの、CCL3 についてはこれまでの

報告と異なり、SSc では健常人よりむしろ低下して

いた。また、CCL4 や CCL7 についても、これまでの

報告と異なり、SSc と健常人との間で有意な差がみ

られなかった。また、これらのケモカインの中で、

その時点やその後の臨床症状と有意に相関するもの

はみられなかった。 

  

E．結論 
 これまでの一連の検討から、日本人 SSc において、

その後の症状の予測に有用と思われる臨床所見、お

よび血清中のケモカインや接着分子などが明らかと

なった。今後は、さらに症例を増やし、経過を追う

ことにより、その有用性を確認する必要がある。 
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図 1 初回の臨床所見の中で、その後の症状を予測できる指標がないかを検討して第１報として報告した。 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2  ケモカインの血中濃度がその後の症状の予測に有用かどうかを検討して第２報として報告した。 
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図 3, 4 接着分子の血中濃度がその後の症状の予測に有用かどうかを検討して第 3 報として報告中である。

横線は中央値を示す。 
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図 5  第２報で報告した以外のケモカインの血中濃度を測定し、SSc 患者と健常人で比較したもの。横 

線は中央値を示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 ４年間の MRSS や%VC の変動と、CCL3、CX3CL1 の変化をグラフに示す。長い点線は健常人の中央値を、

短い横線は強皮症患者の各時点での中央値を示す。
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全身性強皮症に伴う間質性肺疾患に対する rituximab の使用経験 
 
研究代表者 佐藤伸一   東京大学医学部附属病院皮膚科 教授 

研究分担者 浅野善英   東京大学医学部附属病院皮膚科 講師 

協力者 住田隼一   東京大学医学部附属病院皮膚科 助教 

協力者 青笹尚彦  東京大学医学部附属病院皮膚科 助教 

協力者 遠山哲夫  東京大学医学部附属病院皮膚科 大学院生 

協力者 赤股  要  東京大学医学部附属病院皮膚科 大学院生 

協力者 宮嵜美幾  東京大学医学部附属病院皮膚科 病院診療医 

協力者 谷口隆志  東京大学医学部附属病院皮膚科 大学院生 

協力者 高橋岳浩  東京大学医学部附属病院皮膚科 大学院生 

協力者 市村洋平  東京大学医学部附属病院皮膚科 大学院生 

協力者 野田真史  東京大学医学部附属病院皮膚科 大学院生 

協力者 玉城善史郎 東京大学医学部附属病院皮膚科 助教 

協力者 桑野嘉弘  東京大学医学部附属病院皮膚科 講師 

協力者 簗場広一  東京慈恵会医科大学付属病院皮膚科 
 
研究要旨 

現在、全身性強皮症に合併した間質性肺疾患に対して、cyclophosphamide が標準的治療とし

て用いられているが、治療抵抗性を示す症例も多く、新規治療法の確立が望まれている。これま

での研究により、B細胞の異常な活性化が、全身性強皮症およびそれに合併する間質性肺疾患の

病態に関与している可能性が示されている。そこで、ヒト/マウスキメラ型抗 CD20 抗体である

rituximab を用いた B 細胞除去療法が全身性強皮症の新規治療薬として期待されている。今回、

我々は、間質性肺疾患を合併した全身性強皮症の 49 歳女性に対して、rituximab による自主臨

床試験（1クール；375 mg/m2週1回を 4週連続投与、6か月間隔で計2クール）を行った。rituximab

投与後、乾性咳嗽の軽減、呼吸機能改善、血清中 KL-6・SP-D 値の低下、及び CT 画像所見の明ら

かな改善を認めた。皮膚硬化の改善も認め、血清中抗トポイソメラーゼ I抗体の抗体価は緩徐に

低下した。rituximab の適切な投与間隔についても若干の考察を行った。 

 

A. 研究目的 

全身性強皮症に伴う間質性肺疾患に対し

て、rituximab による自主臨床試験を行い、

その効果を検討する。 

 

 

B. 研究方法 

(1)方法 

本研究は、東京大学医学部附属病院倫理

試 験 審 査 委 員 会 で 承 認 さ れ た 計 画

(P2012010-11X)に基づいて、実施した。 

間質性肺疾患を合併しており、シクロホ
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スファミド大量静注療法(intravenous 

cyclophosphamide; IVCY）に対してアレル

ギー症状を呈した全身性強皮症の49歳女性

に対して、375mg/m2 の量の rituximab を 1

週間おきに 4回点滴投与し、6ヶ月の後、さ

らに同様に 4 回の投与を行った。なお、本

症例は、抗トポイソメラーゼ I 抗体陽性、

抗 U1RNP 抗体陽性であり、全身性エリテマ

トーデスも合併していた。 

（２）評価項目 

・呼吸機能検査による％肺活量(％VC)と肺

拡散能(％DLCO) を時系列で比較する。 

・CT 検査画像を時系列に比較することで間

質性肺炎の活動性を評価する。 

・ 血 清 中 の KL-6( シ ア ル 化 糖 鎖 抗

原),SP-D(サーファクタントプロテイン D)

の変化を時系列で比較検討する。 

 

C. 研究結果 

図 1 に示すように、本症例では、IVCY を

実施したところ、治療前に上昇傾向を示し

ていた血清中の KL-6 と SP-D は、治療後に

は低下傾向となった。また、呼吸機能検査

についても、それまで、悪化傾向を示して

いた%VC と%DLco は、ともに IVCY 治療後に

改善傾向となった。しかしながら、本症例

は、IVCY 投与を重ねるに従い、発熱や倦怠

感といった症状がみられ、その程度も投与

回数を重ねるたびに増悪したため、エンド

キサンに対する１型アレルギーを疑い、中

止とした。IVCY 治療後、自覚症状、血清 KL-6

値と血清 SP-D 値の上昇、呼吸機能の低下な

どがみられ、間質性肺疾患の増悪が疑われ

たため、rituximab 投与を実施することとし

た。 

図１に示すように、rituximab2 クール投

与（1 クール；375 mg/m2週 1 回を 4 週連続

投与、6 か月間隔）により、血清 KL-6 値と

血清 SP-D 値の低下、呼吸機能の改善がみら

れた。特に、%DLco については、治療前の

30%から治療後最高 42%まで 12%の改善がみ

られた。自覚症状に関しても、咳の回数が

軽減した。図 2に示すように、胸部 CT 画像

でも rituximab 投与半年後、投与直前と比

較して、すりガラス様陰影の範囲縮小がみ

られた。 

図１の時系列データを詳細に検討してみ

ると、rituximab 投与後にみられた改善効果

は、投与後約半年経過すると、減弱する傾

向がみられた。図 3 に示すように、同時期

の末梢血中のCD20陽性細胞の割合を調べて

みると、rituximab の depletion 効果の持続

期間が約半年であることが分かり、

rituximab の改善効果持続期間と一致して

いた。また、図 3に示したように、rituximab

投与後に、血清抗トポイソメラーゼ I 抗体

価は緩徐に低下傾向となった。 

皮膚硬化に関しては、modified Rodnan 

total skin thickness scores で評価したと

ころ、rituximab治療前が12点であったが、

治療後には 8点に軽減していた。 

 

D. 考 案 

全身性強皮症の生命予後に特に関わる因

子として間質性肺疾患が挙げられる。近年、

prednisolone内服＋cyclophosphamideの内
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服あるいは静注パルス療法の有用性が示さ

れ(1)、現在は標準治療として広く行われて

いる。しかしながらそれによっても十分な

効果を得られないこともあり、さらなる治

療法の開発が望まれている。間質性肺炎の

正確な機序は未だ不明であるが、全身性強

皮症においては、白血球の一種である B 細

胞の異常が示唆されている(2)。今回のわれ

われの結果は、B細胞を除去することで効果

を発揮する rituximab が全身性強皮症に合

併した間質性肺疾患の治療として有用であ

る可能性を示唆している。 

海外では 2008 年以降において、既存の治

療法に対して抵抗性であった全身性強皮症

合併間質性肺疾患に対して rituximab を使

用して、改善効果がみられたとの報告が見

られるようになった。具体的には、

prednisolone内服＋cyclophosphamideパル

ス療法 8 コース施行にても増悪を止められ

なかった進行性の強皮症合併間質性肺炎を

有する患者に対して、rituximab 500mg を 2

週間の間隔で計 2 回投与したところ、呼吸

機能の改善、CT にて間質影の著明改善を認

めた例が報告されている(3)。また、別の報

告では、14 人の全身性強皮症患者を対象と

して、現在受けている prednisolone などの

内服加療を継続したまま、8人に rituximab

投与する一方で、6人を投与しない群として

ランダムに割り付けし、rituximab を投与す

る群には、375mg/m2 の量の rituximab を 1

週間おきに 4回点滴投与し、6ヶ月の後、さ

らに同様に 4 回の投与を行い、両グループ

を比較した研究がある。この研究では、治

療を開始してから 1 年後における両グルー

プでの呼吸機能検査で、rituximab 投与を受

けなかった患者群については、平均で、肺

活量は 5.0%、拡散能は 7.5%の悪化を認めた

のに対して、rituximab を投与した患者のグ

ループでは平均の肺活量で 10%、拡散能は

20%の改善を認め、rituximab の有用性が示

唆された(4)。 

rituximab の投与量、方法、間隔について

は、既報告によって違いが見られるが、今

回の我々の詳細な時系列データの検討から

は、半年間隔での投与が適当だと考えられ

る。また、今回の投与方法により、血清抗

トポイソメラーゼ I 抗体価の値は緩徐に低

下傾向を示した。血清中抗トポイソメラー

ゼ I 抗体価は、全身性強皮症の重症度と関

連するという報告があり、皮膚硬化の程度

とも相関するとされている(5)。したがって

全身性強皮症患者に対する rituximab 投与

は、間質性肺疾患のみならず、本症例で見

られたごとく皮膚硬化の改善等、他の症状

の改善をもたらすことが予想される。 

rituximab の有用性を示す報告がある一

方で、現在、強皮症の間質性肺炎に対して

rituximab は保険収載されておらず、従って

日本では日常診療で用いられていない。既

存の治療に反応せず進行した間質性肺炎に

対する新たな治療法を確立することは、臨

床上必要とされており、またその意義は極

めて高い。我々の施設では、rituximab の有

用性を明らかにするために、引き続き、自

主臨床試験を行い、症例の蓄積を行ってい

く予定としている。 
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E. 結 論 

全身性強皮症に合併した間質性肺疾患に

対して、rituximab が有効である可能性が示

唆された。 

 

F. 文 献 

1. Taskin DP, et al. New Engl J Med. 

2006; 354: 2655-2666. 

2. Sato S, et al. J Immunol. 2000; 165: 

6635-6643. 

3. Yoo WH. Rheumatol Int. 2012; 32: 

795-798. 

4. Daoussis D, et al: Rheumatology. 

2010; 49: 271-280. 

5. Volpe A, et al: Rheumatol Int. 2009; 

29: 1073-1079. 

 

G. 研究発表 

1.  論文発表 

   投稿準備中 

2.  学会発表 

   第 37 回皮膚脈管・膠原病研究会 

 

H. 知的財産権の出願･登録状況 
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図 1：治療経過中の間質性肺疾患パラメータの推移 

上段; 血清中 KL-6 値と SP-D 値。下段; 呼吸機能検査 FVC (% predicted)値 と DLco (% predicted)

値。 KL-6, Krebs von den Lungen-6; SP-D, surfactant protein D; FVC, forced vital capacity; 

DLco, diffusing capacity for carbon monoxide. 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2： rituximab 治療直前(甲)と治療    図 3：rituximab 投与後の末梢血中 CD20 陽性 

半年後(乙)の胸部 CT 画像。         白血球の割合と血清中抗トポイソメラーゼ I 

                                          抗体値。Topo I, topoisomerase I; RTX,rituximab.
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強皮症肺高血圧に PDEⅢ阻害薬の併用が有用であった 2症例 
 
研究分担者 遠藤平仁 東邦大学医学部医学科内科学講座膠原病学分野 准教授 

協力者   楠 芳恵  川崎市立川崎病院リウマチ膠原病センター 部長 

協力者   川合眞一 東邦大学医学部医学科内科学講座膠原病学分野  教授 
 

研究要旨  

全身性強皮症（SSｃ）の肺高血圧合併症例において難治性心不全合併症例において肺血管拡張

薬プロスタサイクリン、エンドセリン受容体拮抗薬、ホスホジエステラーゼ（PDE)Ⅴ阻害薬の併

用療法に加えカテコールアミンの併用を行ったが離脱困難症例に強心作用と血管拡張作用を有

する PDEⅢ阻害薬併用投与を行い心不全状態から離脱、ADL の改善を示した 2症例を経験した。

症例１：64 歳女性。肺高血圧 強皮症罹病期間 3 年の症例、ベラプロスト、ボセンタン、シル

デナフィル投与症中に肺高血圧に伴う心不全に対しドブタミン（DOB)に PDEⅢ阻害薬オルプリノ

ンを併用し心不全からの離脱が可能であった。症例 2：65 歳女性。7 年の症例、ベラプロスト、

ボセンタン、シルデナフィルの併用投与で病態が安定していた。心不全が悪化し以後 3回入退院

を繰り返したがカテコールアミン、利尿剤により心不全からの離脱困難でありＰＤＥⅢ阻害薬併

用により心不全からの離脱が可能になり退院にいたった。 

 

A. 研究目的 

 強皮症に合併した肺高血圧は予後の悪い合

併症である。肺血管拡張薬（プロスタサイク

リン製剤、エンドセリン受容体拮抗薬、ホス

ホジエステラーゼⅤ阻害薬）の開発により予

後は改善したが特発性肺高血圧症よりも予後

が悪い。強皮症は多臓器障害であり間質性肺

炎、心筋障害による左室機能障害など肺高血

圧病態を悪化させる要素が存在する。強皮症

肺高血圧症は肺高血圧に伴う難治性心不全を

悪化させ予後を左右する。強皮症に合併した

心不全からの離脱及び循環動態からの回復は

しばしば困難である。PDEⅢ阻害薬は心不全の

治療薬は心筋収縮能を増強すなわち強心剤と

して作用，かつ末梢系の平滑筋を弛緩させ血

管拡張作用を示すことで，うっ血を速やかに

解除する作用する。しかし肺高血圧症におい

て合併した心不全の治療に PDEⅢ阻害薬の併

用はより短期間かつ有用な心不全からの離脱

手法になるか検討された報告はない。今回 

肺動脈性肺高血圧を合併した強皮症の心不全

治療に PDEⅢ阻害薬を併用し病態の安定を確

認し得た 2症例について検討した。 

 

B. 研究方法 

肺高血圧合併強皮症 2 症例の臨床経過につ

いて検討した。 

 

C. 研究結果 

症例１． 

64 歳女性。1999 年レイノー現象が出現。2007

年近医受診し限局皮膚硬化型強皮症と診断し
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本院転院。抗セントロメア抗体陽性、2009 年

5 月手指潰瘍出現した。2011 年初めより歩行

時呼吸困難出現。右第Ⅱ指潰瘍出現。9 月心

エコ－上推定肺動脈圧 68 ㎜ Hg と肺高血圧を

認め入院加療となった。身長 158 ㎝、体重 58

㎏、血圧 106/70、 MRSS11、左第Ⅴ指尖陥凹

性瘢痕、左第Ⅱ指潰瘍を認めた。前胸部毛細

血管拡張を認めた。心音左第Ⅱ音亢進。 

心エコー上推定肺動脈 68mmHg, 右室拡張を認

め心室中隔の左室への偏移を認めた。 

右心カテーテル上推定肺動脈圧 53mmHg, 肺動

脈楔入圧 10mmHg, PVR440 dyne/sec/cm3)、 

限局皮膚硬化型強皮症 肺動脈性肺高血圧と

診断した。O2 2L/min, Berapurost120μg、

Bosentan 250mg、Sildenafil30 ㎎を併用し退

院した。退院後 4 か月後労作時呼吸困難が悪

化した。心不全の診断にて Dobutamine（DOB）

1から 5μg/kg/min, 

及び利尿薬投与 Lasix10 ㎎から 20 ㎎/日併用

を行うも効果効果が乏しく PDEⅢ阻害薬

Orprinone１から0.1から0.2μg/kg/min併用

した。利尿効果及び心不全状態からの回復を

認め第 75 病日に退院した。しかし６か月後呼

吸困難が再び出現 BNP500pg/ml と上昇し DOB

及び利尿薬 Lasix 併用を行うも効果なく

Orprinone を併用しまた Sildenafil から

Tadarafil 96 日後退院に至った。CTR60.7%か

ら 56.8％まで回復また 3㎏の体重減少があり

BNP も最大 960pg/mL から 360 pg/mL に低下し

第 99 病日独歩にて退院に至った。2度の入院

の際 Orprinone の併用が有用と考えられた。 

 

 

症例 2． 

65 歳女性。10 年前からレイノー現象があり数

年前から咳嗽も認めていた。2004 年初めより

徐々に息切れがあり 2005 年独歩困難な状態

で本院受診し限局皮膚硬化型強皮症と診断。

検査上推定肺動脈圧 68mmHg, WHO 機能分類Ⅳ

の肺高血圧と診断した。ベラプロスト 120μg

投与するも効果なく BNP420pg/ml であった。

Bosentan250 ㎎まで漸増し劇的な ADL 改善を

示しO2 2ｌ/min投与し独歩にて退院に至った。

退院時 BNP20 から 30pg/min まで改善。以後外

来にて経過観察をしていたが 2007 年肝機能

障 害 が あ り Bosenntan125 ㎎ に 減 量 し

Sildenafil40 ㎎を併用した。2012 年 1月呼吸

困難増悪にて入院。心不全増悪を認めた入院

Bosentan250 ㎎、Sildenafil40 ㎎増量にて退

院したが 3 か月後呼吸困難増悪、心不全と診

断 Bosentan から Ambrisentan5 ㎎への変更。

DOB及びPDEⅢ阻害薬Orprinoneの併用により

以後 2 回の入院を各 91 日、80 日長期治療を

必要としたが独歩にて退院した。 

 

D. 考 案 

強皮症肺高血圧の予後は肺血管拡張薬の開

発により改善したが根本治療は無く予後の悪

い合併症である。全身性強皮症の診療ガイド

ラインにおいて提示されているように WHO 機

能分類に基づき肺動脈拡張薬を複数併用する

ことが推奨されている。そのことにより予後

は改善したが間質性肺炎、心筋障害、肺静脈

病変 PVOD などの複合的な要因が病態に関与

し薬物療法の投薬量も徐々に増量が必要にな

る。病態として心不全状態に陥り強心薬、利
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尿薬により心不全の治療を併用する必要があ

る。しかしカテコールアミン等強心薬は長期

使用に伴う耐性．β受容体ダウンレギュレー

ション、離脱困難、血管拡張作用が弱く心筋

酵素需要増加、不整脈誘発作用などの欠点が

ある。PDEⅢ阻害薬は血管拡張作用を有する強

心薬であり心拍数、心筋酸素消費量を増加さ

せず肺動脈圧低下作用を有する。古くから治

療抵抗性心不全症例に適応が承認されている。

培養実験において肺動脈拡張作用や動物実験

において肺高血圧モデルにおいて肺動脈血管

抵抗を濃度依存性に低下させせることや高濃

度では肺動脈圧低下作用が確認されている。

今回の 2 症例は心臓カテーテル検査で肺高血

圧と診断、プロスタサイクリン製剤、エンド

セリン受容体拮抗薬、PDEⅤ阻害薬を併用し症

例 2 はベラプロストとボセンタンを併用後、

肝機能障害のためボセンタンを減量しシルデ

ナフィル併用にて 7 年間安定した病状を呈し

ていた。しかし効果が減弱し難治性心不全に

対して PDEⅢ阻害薬 Orprinone を末梢から持

続併用し心不全の軽減を認め独歩にて退院が

可能な状態になった。しかし 3 回の入退院を

繰り返し同様な治療の併用が必要であった。

症例１は、プロスタサイクリン製剤、エンド

セリン受容体拮抗薬、PDEⅤ阻害薬を併用が必

要な症例であったが心不全状態が悪化し当初

利尿剤と強心剤のみで回復困難であったが、

DOB とともに Orprinone の併用療法を行い心

不全からの離脱が可能であった。しかし 2 回

の長期入院を必要とした。PDEⅢ阻害薬は経口

ピモペンタンがあるが慢性心不全に対する有

用性が確認されていない。 

E. 結論 

強皮症肺高血圧症の難治性急性心不全から

の離脱に強心薬と PDEⅢ阻害薬の末梢からの

持続投与による加療は肺動脈血管拡張薬増量

追加に併用すべき治療選択肢の一つである。 
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G. 研究発表 

1. 論文発表  

なし 

2. 学会発表 

なし 

 

H. 知的財産権の出願･登録状況  

なし 
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図１．症例１の経過表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. 症例２の経過表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. PDEⅢ阻害薬の薬理効果 
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強皮症消化管障害における治療介入基準の検討 
 
研究分担者 遠藤平仁 東邦大学医学部医学科内科学講座膠原病学分野 准教授 

協力者   楠 芳恵 川崎市立川崎病院リウマチ膠原病センター 部長 

協力者   川合眞一 東邦大学医学部医学科内科学講座膠原病学分野  教授 
 

研究要旨  

全身性強皮症（SSｃ）は重篤な消化管特に腸管病変を合併し患者 QOL 予後を低下させる. 

しかし腸管病変の早期診断および治療に関する確立したガイドラインは不十分である。SSｃ７２

症例を調査し５５例は血清学的指標との関連につき指標として Malnutrition Universal 

Scoring Tool（ MUST）を用いて治療介入を行い７症例は管理が必要なスコア２以上を呈してお

り薬物療法を行った。スコア２以上において多変量解析において関連を認めた因子は低血清尿酸、

腸管病変、血管病変に対し PGI2 製剤投与であった。また血清学的指標は FGF１９値が関連を認

め治療介入 Cut off 値は６９pg/ml(健常値 128pg/ml<) であった。また FGF19 値は抗菌薬の内服

が関連を認めました。７５例中 4症例は消化管病変のため中心静脈療法を必要とした。２症例は

離脱しえたが１症例は死亡し１症例は継続した IVH 療法を必要とした。 

 

A. 研究目的 

 SSｃの約30％に自覚症状を伴う腸管病変を

合併する。頻度は少ないが在宅中心静脈栄養

法の導入を必要とする重症な腸管病変を合併

する。重症腸管病変は現在でも根本療法がな

く患者の QOL を著しく低下させる。治療法は

腸内細菌の制御のため抗菌薬の投与、腸管蠕

動促進薬の投与を行うが効果は不十分であり、

また自覚症状や単純レントゲン写真の腸管ガ

ス像以外に評価方法がなく、機能特に栄養吸

収障害については便中脂肪定量など繰り返し

施行困難な検査が多い。安定同位体 13C 標識化

合物を用いた吸収呼気試験や血清学的指標が

提示されているが治療の介入の指標として適

切か、またその基準値は明らかではない。今

回欧米で汎用されている栄養管理に関する指

標 MUST（Malnutrition Universal Scoring 

Tool）を中心として治療介入を考案が可能か

を検討した。また既存の指標との関係および

消化管機能改善薬、抗菌薬投与、消化管病変

発症以前の免疫抑制療法、中心静脈栄養につ

いて有用性と導入基準について検討した。 

 

B. 研究方法 

対象は 2011 年 4 月から 2013 年 10 月まで

24 週以上観察しえた SSｃ74 例につき後ろ向

きに観察した。また文書にて同意を取得し血

清を保存した。診療録から連結可能匿名化に

臨床情報を得て消化管病変の有無につき解析

した。また MUST に基ずきスコア化した。スコ

ア 2以上を腸管病変ありと判断した。 

13C 中性混合脂肪酸（クロレラ工業より提供）
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200mg を空腹時経口摂取後 30 分毎 200ｍｌ呼

気回収用アルミバックに呼気を回収した。8

時間後計 16 回回収した。呼気中の 13CO2の含

量を赤外線分光光度計（大塚製薬）にて測定

し服用前の呼気中の値をコントロールとして、

30分ごとプロットし画描された曲面下面積を

測定し 3、6、8時間後累積 13C 回収率を測定し

た。 

血清 FGF19 は同意書を文書にて取得の後残余

血清検体を―20℃で保存した。FGF-19 及び

FGF23 は ELISA Kit（R＆D systems, Ltd, 

USA）を用いて測定した。 

 

C. 研究結果 

 74 症例経過観察が可能であった 55 症例中

MUST 2 以上であった症例は 7 症例であった。

平均 BMI18.7 と低下し、摂食障害ステップも

3例で陽性であり 平均スコアは 4.23であっ

た。ＭＵＳＴ 2 以上の例は 42%が身体所見、

ＸＰの下部消化管病変を呈し 88%の症例はＰ

ＰＩやＨ２阻害薬を服用していた。ＨＡＱ‐

ＤＩは有意に悪かった（ＭＵＳＴ２以上平均

0.86、ＭＵＳＴ０平均０．12）。またＭＵＳＴ

2以上の症例は消化管機能改善薬 42%、抗菌薬

は41％服用していた。また血清FGF19はMUST2

以上  pg/ml, MUST0    pg/ml, to 

と有意に低かった。一方血清ＦＧＦ23は差が

なかった。重回帰分析においてＭＵＳＴスコ

アと関連性を認められた因子は下部消化管病

変の存在、低尿酸値、ベラプロストを使用し

た血管病変をい有すること、抗ＲＮＡポリメ

ラ―ゼⅢ抗体陽性が認められた。しかし血清

アルブミン、総コレステロール値は関連性を

認めなかった。 

自覚症状のない段階でラクツロース負荷13Ｃ

‐酢酸呼気試験を行った。消化器症状のある

12症例に施行しその後Ｐｒｏkinetic drugと

サイクリック抗菌薬療法をおこなった。2 症

例がＩＶＨ療法を必要としたがスクリーニン

グとしての13Ｃ酢酸吸収呼気試験の結果とラ

クツロース負荷による腸内細菌増殖による呼

気中Ｈ２増加は認められなかった。この検査

において予測できなかった。 

 

Ｄ．考 察 

強皮症腸管障害はその治療、予防法は確立

していない。強皮症は体重減少、栄養障害を

認める。ＭＵＳＴはイギリスの協会から報告

された栄養障害評価、対応に関するアルゴリ

ズムである。ＭＵＳＴ2 以上が治療対象にな

る。カナダの検討では強皮症の 18%が該当す

る。今回の検討では 12%の症例がこの判定に

該当したが少数例であり本邦での比率は不明

である。血清ＦＧＦ19 の低下と特定物質吸収、

そして腸内細菌過剰増殖が診断上有用であっ

た。体重減少や食事摂取困難の自覚症状がＭ

ＵＳＴである。ＭＵＳＴは他の指標と同等な

有用性を認めた。SSｃの腸管病変の診断に１３

C 脂肪酸、酢酸呼気試験は安全かつ簡易な検

査であり 治療効果の判定に有用であった。

早期診断に有用なのか、自覚症状出現以前に

腸内細菌過剰増殖が存在すれば早期介入が可

能である。ＭＵＳＴ１以内の症例 10 例におい

て酢酸呼気試験及び呼気中Ｈ２増加による腸

内細菌増殖は検出できなかった。2 症例はＭ

ＵＳＴ２以上の治療介入が必要な状態に変化
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し中心静脈栄養を適応した。消化管機能改善

薬と抗菌薬投与、栄養サポートを発症以前に

行ったが効果は限定的であり進行を抑制出来

ていない。治療は対症療法であり少なくとも

自然経過を抑制する効果はないと考えられた。

進行する重症例の既存治療の効果は軽微であ

り新たな治療法の開発が望まれる。 

 

E. 結 果 

SSｃの腸管病変の診断に１３C 脂肪酸、酢酸

呼気試験は安全かつ簡易な検査であり 治療

効果の判定に有用であった。消化管機能改善

薬と抗菌薬投与、栄養サポートを発症以前に

行ったが効果は限定的であり進行を抑制出来

ていない。治療は対症療法であり少なくとも

自然経過を抑制する効果はないと考えられた。

進行する重症例の既存治療の効果は軽微であ

り新たな治療法の開発が望まれる。 
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図１（A）MUST による層別化 Prokinetic drugs      図１（B）MUST による層別化 Antibiotics 

使用の有無 P=0.027                              使用の有無 P=0.028 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2  MUST との関連因子の解析 重回帰分析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3  ラクツロース負荷呼気中 H2濃度の検討 （e h 症例偽性腸閉塞症例） 
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血管障害に及ぼす影響についての検討 
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研究要旨 

全身性強皮症(SSc)は血管障害と皮膚および内臓諸臓器の線維化を特徴とする膠原病で、その

発症には免疫異常の関与が示唆されている。SSc の病態はいまだ不明であり確立された治療法は

存在しないが、近年エンドセリン受容体拮抗薬であるボセンタンが本症に伴う指尖潰瘍の新規発

症を有意に抑制することが 2つの良質な無作為化二重盲検試験により明らかとなった。我々は過

去の報告において、転写因子 Fli1 の恒常的な発現低下が SSc の線維化と血管障害の病態に深く

関与していること、およびボセンタンは強皮症皮膚線維芽細胞において転写因子 Fli1 の発現お

よび DNA 結合能を亢進させることにより強力な抗線維化作用を示すことを明らかにした。以上の

結果は、血管内皮細胞においてもボセンタンは転写因子 Fli1 に作用してその転写活性を回復さ

せ、SSc の血管障害に対して疾患修飾作用を示している可能性を示唆している。以上の仮説に基

づき検討を行ったところ、ボセンタンは血管内皮細胞において転写因子 Fli1 の転写活性を回復

させること、および強皮症血管障害モデルマウス（血管内皮細胞特異的 Fli1 欠失マウス）に認

められる血管の機能異常を回復させる作用があることが明らかとなった。以上より、ボセンタン

が SSc の血管障害に対して疾患修飾作用を示す機序に転写因子 Fli1 が関与している可能性が示

唆された。 

 

A. 研究目的 

全身性強皮症(SSc)は血管障害と皮膚およ

び内臓諸臓器の線維化を特徴とする膠原病で、

その発症には免疫異常の関与が示唆されてい

る。SSc の病態はいまだ不明であり、全ての

患者に一定の治療効果を示す確立された治療

法は存在しないが、近年エンドセリン受容体

拮抗薬であるボセンタンが本症に伴う指尖潰
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瘍の新規発症を有意に抑制する効果がある

（約 30%）ことが 2 つの良質な無作為化に二

重盲検試験により明らかとなった [1,2]。ま

た、同薬は SSc 患者に特徴的に見られる後爪

郭部毛細血管の構造異常を改善させる作用が

あることも報告されている[3]。以上の結果は、

ボセンタンが SSc の血管障害に対して疾患修

飾作用を示している可能性を示唆している。 

我々は過去の報告において、転写因子 Fli1

の恒常的な発現低下が SSc の線維化と血管障

害の病態に深く関与していること、およびボ

センタンは強皮症皮膚線維芽細胞において転

写因子Fli1の発現およびDNA結合能を亢進さ

せることにより強力な抗線維化作用を示すこ

とを明らかにした。以上の結果は、血管内皮

細胞においてもボセンタンは転写因子 Fli1

に作用してその転写活性を回復させ、SSc の

血管障害に対して疾患修飾作用を示している

可能性を示唆している。 

そこで今回我々は、この仮説を証明するた

めに、培養皮膚微小血管内皮細胞(HDMECs)お

よび強皮症血管障害モデルマウス(Fli1 +/-マ

ウスおよび 血管内皮細胞特異的 Fli1 欠失

[Fli1 ECKO]マウス)[4]を用いて検討を行っ

た。 

 

B. 研究方法 

 1)強皮症血管障害モデルマウス 

強皮症血管障害モデルマウスである Fli1 

ECKO マ ウ ス (Fli1flox/flox;Tie2-Cre) は

Boston University School of Medicine, 

Arthritis Center の Maria Trojanowska 氏よ

り供与を受けた。 

2)HDMECs の培養 

ヒト皮膚微小血管内皮細胞は HMVEC-dBl 

Neo をタカラバイオより購入した。マウスの

血管内皮細胞は以下のように得たものを使用

した。すなわち、新生胎児の皮膚を剪刃と鑷

子をもちいて分離し、皮膚のシートを 70% 

EtOH と PBS で洗浄し、終濃度 3000pU/mL の

dispase II (エーディア社)を入れた MEM に浸

し、4℃で 24 時間静置した。表皮と真皮を剥

離し、真皮を 1mg/mL の終濃度にした

Collagenase type I (Invitrogen) を入れた

MEM 溶液に浸し、剪刃で細かく組織を刻み、

37℃ 90分培養インキュベーターで静置した。

融解物をピペッティングし、十分に溶かした

のちに、1500 回転 5分室温で遠心した。上清

を吸い、CD31 microbeads 10μL 及び MACS 

buffer (0.5%BSA 2M EDTA in PBS) 90μL 入

れ、4℃15 分静置した。その後、3000g の速

さで 10 分間遠心し、上清を吸った。さらに

MACS buffer を 3mL 入れ、撹拌した。この溶

液を MACS 用カラム LS (Myltenyi Biotech 社)

に通し、さらに 3回カラムを MACS buffer 3mL

で洗った。カラムにトラップされている細胞

を MACS buffer 3mL で勢いよく押し出し、CD31

陽性細胞を回収した。回収した細胞はヒト皮

膚微小血管内皮細胞、と同様 37℃ 5%CO2、

95%Air の条件のもと、EBM-2 bullet kit 

(Lonza 社)に 2mM 濃度の L-グルタミンと

50mg/mL ゲンタシンを添加したものを用いて

培養した。 

3)RNA 干渉 

24well plateにおいて、1wellあたりHDMECs

を 6×104 個まき、75ng の scrambled RNA と
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Fli1 siRNA, PKC-δsiRNA, c-Abl siRNA(Santa 

Cruz)をそれぞれ 100μL の培養液に入れ、終

濃度を 10nM とした。そこに Hiperfect 

Transfection Reagent (QIAGEN) を 3μL混合

し、室温で 10 分間放置した。その後、この混

合物を培養細胞上に静かに滴下し、24 時間培

養した。 

4) RNA 抽出及び quantitative real-time 

RT-PCR 

血管内皮細胞を回収し、total RNAは RNeasy 

mini kit (QIAGEN)にて抽出した。ReverTra 

Ace qPCR RT Kit (TOYOBO)を用いて 1mg の

total RNA を逆転写した後に、Step one real 

time PCR system (Applied Biosystems)にて

quantitative real-time RT-PCRを施行した。

結果は 18S ribosomal RNA 及び mouse GAPDH

を用いて mRNA を標準化した。ターゲットとな

る転写産物の相対発現量をΔΔCt method に

て算出した。 

5) Western blotting 

皮膚線維芽細胞及び血管内皮細胞を 4℃の

phosphate buffered saline (PBS)で洗浄し、

1%TritonX-100 in 50mM, Tris-HCl, pH 7.4, 

150mM NaCl, 3mmol/L MgCl2, 1mM CaCl2, 

10ug/ml leupeptin, pepstatin, aprotinin, 

1mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 

5uL Protease Inhibitor Cocktail set III, 

EDTA-free (Calbiochem 社)よりなる lysis 

buffer にて溶解した。不溶分画は 20,000G、

15 分遠心にて除去した。蛋白濃度測定試薬

(Bio-Rad 社)を用いて補正を行ったうえで、

細胞溶解液を 10%ポリアクリルアミドゲルに

て電気泳動し、ニトロセルロース膜に転写し

た。その後、ニトロセルロース膜を特異抗体

と 反 応 さ せ た 。 Horseradish peroxidase 

(ICN/CAPPEL社)と結合した二次抗体と反応さ

せ た の ち 、 SuperSignal West 

chemiluminescent Substrate (Thermo 

Scientific) で 発 光 し 、 X-Ray フ ィ ル ム

(Amersham Biosciences 社)に感光させた。そ

の後、個々に得られたバンドの濃度を

scanning densitometry (ImageJ, NIH)で定量

化し、比較した。 

6) Chromatin Immuno Precipitation (ChIP) 

Assay 

10cm dish に血管内皮細胞をまき、2×106

個になったところで無血清培地で飢餓状態に

し、刺激を加えた後に回収した。Epi Quik 

Chromatin Immunoprecipitation Kit 

(Epigentek社)を用いて検体の精製をし、ChIP

用にデザインされたプライマーを用いて

quantitative real-time RT-PCR を行い、タ

ーゲットとなる転写産物の相対発現量をΔΔ

Ct method にて算出した。 

7) 組織学的評価 

4 週間連日ボセンタンを投与した WT, 

Fli1 +/-及び Fli1 ECKO マウスから最終投

与日の翌日に背部皮膚を採取し、パラフィン

包埋し、6mm 切片を作成した。Fli1 およびα

-SMA 染色を行い、比較検討した。 

8)血管透過性試験 

4 週間連日ボセンタンを投与した各マウス

の尾静脈に 0.5%に濃度調整した Evans blue 

dye を注入し、30 分後に安楽死させ、皮膚の

血管よりの色素の漏れ出しを肉眼にて観察し

た。 
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9)統計学的解析 

各々、統計学的な有意差はカイ 2 乗検定や

Mann-Whitney の U 検定を用いて検討した。 

10)倫理面への配慮 

これら動物実験は文部科学省の定める、研

究機関等における動物実験等の実施に関する

基本指針に基づいて行われた。また、本研究

協力者は東京大学の定める動物実験講習を受

講し、講習修了証を得ている。さらに、動物

実験委員会にて承認を受けている。 

 

C. 研究結果 

1) ET-1 が HDMECs における c-Abl と PKC-δ

の発現に及ぼす影響 

HDMECs を ET-1 で刺激すると、c-Abl と PKC-

δの発現が亢進し、PKC-δの核内移行が亢進

した(図 1A,B)。以上の結果から、線維芽細胞

と同様に、血管内皮細胞においても ET-1 刺激

により c-Ablと PKC-δが活性化されることが

明らかとなった。 

2) HDMECs において、ET-1 が Fli1 の発現量

および Fli1 のリン酸化に及ぼす影響 

HDMECs を ET-1 で刺激すると、Fli1 のリン

酸化は亢進したが、Fli1 の総蛋白量は減少し

た(図 2A)。一方、Fli1 遺伝子の mRNA の発現

量には変化は見られなかった(図 2B)。以上の

結果から、線維芽細胞と同様に、血管内皮細

胞においても ET-1 刺激により Fli1 がリン酸

化されること、および転写を介さずにプロテ

オソーム経路を介して蛋白が分解されること

によって発現量が減少している可能性が示唆

された。 

3) c-Abl および PKC-δの遺伝子サイレンシ

ングが HDMECs における ET-1 の作用に及ぼす

影響 

正常皮膚線維芽細胞においては、ET-1 刺激

により c-Abl が活性化され、次に c-Abl によ

ってPKC-δがリン酸化されて核内へと移行し、

最終的に PKC-δによって Fli1 がリン酸化さ

れる。リン酸化された Fli1 は DNA 結合能を失

い、速やかにプロテアソーム経路によって分

解される。HDMECs において RNA 干渉法を用い

て検討したところ、PKC-δsiRNA は、ET-1 が

c-Abl の発現に及ぼす効果には影響を与えな

かったが、ET-1 依存性の Fli1 のリン酸化は

完全に抑制した。一方、c-Abl siRNA は、ET-1

が PKC-δと Fli1 のリン酸化に及ぼす影響を

ほぼ完全に抑制した(図 3)。以上より、血管

内皮細胞においても、ET-1 刺激は“c-Abl - 

PKC-δ- Fli1 pathway”を活性化することが

明らかとなった。 

4) HDMECs において、ET-1 が Fli1 の DNA 結

合能に及ぼす影響 

我々は過去の報告において、血管内皮細胞

における転写因子 Fli1 の標的遺伝子として、

VE-cadherin, PECAM-1, MMP-9, PDGF-B を同

定している。ET-1 刺激により血管内皮細胞に

おけるFli1のDNA結合能が変化するか否かを、

これらの遺伝子を対象としてクロマチン免疫

沈降法で検討した。ET-1 刺激は Fli1 の標的

遺伝子のプロモーター領域への結合を有意に

減少させた(図 4)。 

5) HDMECs における”c-Abl -  PKC-δ - 

Fli1 pathway”にボセンタンが及ぼす影響  

HDMECsをボセンタン存在下で培養したとこ

ろ、c-Abl と PKC-δの発現および Fli1 のリン
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酸化は抑制され、Fli1 の総蛋白量は亢進した

(図 5)。以上の結果から、 HDMECs では ET-1

の autocrine 作用によって”c-Abl -  PKC-

δ - Fli1 pathway”が恒常的に活性化されて

おり、ボセンタンはこの経路を強力に抑制す

ることが明らかとなった。 

6) ボセンタンが Fli1+/-マウスの血管障害に

及ぼす影響 

Fli1+/-マウスにボセンタンを 4 週間投与す

ると、皮膚の微小血管内皮細胞における Fli1

蛋白の発現量が顕著に亢進した(図6A)。また、

ボセンタン投与後の Fli1 +/- マウスでは、血

管透過性の異常が改善した(図 6B)。 

7) ボセンタンが Fli1 ECKO マウスの血管障

害に及ぼす影響 

Fli1 ECKO マウスにボセンタンを 4 週間投

与すると、血管透過性の異常が改善した(図

7)。 

8) Fli1 ECKO マウス由来の皮膚微小血管内

皮細胞に、ボセンタンが及ぼす影響の検討 

Fli1 ECKO マウス由来の皮膚微小血管内皮

細胞では、Fli1 遺伝子の発現量が顕著に抑制

されている(50-80%)。同細胞をボセンタン存

在下で培養したところ、Fli1 の標的遺伝子へ

の結合は亢進した(図 8)。 

 

D. 考 案 

SSc の病態は未だ不明であるが、その発症

には遺伝因子の他に環境因子も非常に重要で

あると考えられている。SSc 患者の病変部皮

膚および SSc 皮膚線維芽細胞ではエピジェネ

ティック制御を介して転写因子 Fli1 の発現

が恒常的に抑制されていることから、Fli1 は

本症の病態における環境因子の影響を反映し

た疾病因子の一つと考えられている。Fli1 の

発現低下は in vivo において線維芽細胞と血

管内皮細胞の恒常的な活性化を誘導するが、

Fli1 ECKO マウスにおいて SSc の血管障害に

特徴的な血管の構造異常と機能異常が再現で

きることから、特に SSc の血管障害の病態に

おいては Fli1 の発現異常が果たす役割は大

きいことが示唆される。 

今回の検討結果から、ボセンタンは血管内

皮細胞において、転写を介することなく蛋白

分解を抑制することにより Fli1 蛋白の発現

を亢進させる作用があることが明らかとなっ

た。そして、in vivo においてもこの作用は

発揮され、Fli1 依存性の血管障害はボセンタ

ンの作用によってほぼ完全に改善されること

が示された。SSc では Fli1 はエピジェネティ

ック制御により強力にその発現が抑制されて

いるが、今回の検討結果はそのような状況下

にあってもボセンタンは蛋白分解を抑制する

ことによって Fli1 の発現を亢進させること

が可能であることを示している。各種薬剤の

中でボセンタンが SSc の血管障害に対して一

線を画するような疾患修飾作用を示す背景に

は、同薬が SSc の疾病因子の一つである Fli1

の発現異常を是正する作用を有しているため

である可能性が示唆された。 

 

E. 結 論 

ボセンタンは血管内皮細胞における転写因

子 Fli1 の発現異常を是正することにより、

SSc の血管障害に対して疾患修飾作用を示し

ている可能性が示唆された。 
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A. HDMECs を ET-1 存在下で培養すると、c-Abl と PKC-δの発現が亢進した。 

B. HDMECs を ET-1 存在下で培養すると、PKC-δの核内移行が亢進した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. ET-1 存在下で HDMECs を培養すると、Fli1 のリン酸化は亢進したが、 

Fli1 蛋白の総発現量は減少した。 

B. 同様の条件下において、Fli1 遺伝子の mRNA の発現量には変化は見られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HDMECs を c-Abl siRNA, PKC-δ siRNA, scrambled non-silencing RNA でそれぞれ処理し、ET-1 刺激後

に c-Abl と PKC-δの発現量および Fli1 のリン酸化の程度について免疫ブロット法で検討した。 
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HDMECｓを ET-1 で刺激し、対象遺伝子のプロモーター領域への Fli1 の結合量をクロマチン免疫沈降法で検

討した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ボセンタン存在下で HDMECｓを 48 時間培養し、c-Abl, PKC-δ, Fli1 の蛋白発現量および Fli1 のリン酸化

の程度について免疫ブロット法で検討した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. Fli1+/-マウスの皮膚微小血管内皮細胞における Fli1 蛋白の発現量を、ボセンタン投与群と PBS 投与

群で免疫染色により比較した。 

B. 同様の条件のマウスにおいて、Evans blue dye を尾静脈から投与し、皮膚の血管透過性について評

価した。 
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ボセンタンあるいは PBS を投与した Fli1 ECKO マウスにおいて、Evans blue dye を尾静脈から投与し、皮

膚の血管透過性について評価した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fli1 ECKO マウス由来の皮膚血管内皮細胞をボセンタン存在下で培養し、Fli1 の DNA 結合能についてクロ

マチン免疫沈降法で検討した。  
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ブレオマイシン誘導性皮膚硬化モデルマウスにおける 
リゾホスファチジン酸阻害薬の効果についての検討 

～第 2報～ 
 
研究分担者 山本俊幸 福島県立医科大学医学部皮膚科 教授 

協力者   大橋威信 福島県立医科大学医学部皮膚科 助手 
 

研究要旨 

リゾホスファチジン酸（LPA）は 6種類以上の特異的な G蛋白質共役型受容体を介した多彩な

機能を発揮する生理活性脂質である。近年、LPA1は強皮症における皮膚硬化の形成に関与してい

ることが明らかにされた。今回我々は、ブレオマイシン誘導性強皮症モデルマウスを持用いて、

LPA 阻害薬 Ki16425 の治療効果を検討した。Ki16425 はブレオマイシンと同時投与において、皮

膚硬化および肺の線維化を抑制した。LPA 阻害薬は強皮症に有用な治療薬である可能性が示唆さ

れた。 

 

A. 研究目的 

我々は、これまでにブレオマイシンの局所

投与によりマウスに皮膚硬化を誘導し、強皮

症モデルとして報告してきた。今回、このモ

デルを用いて LPA 阻害薬を投与し、ブレオマ

イシン誘導皮膚硬化および肺線維化に与える

影響について検討した。 

 

B. 研究方法 

C3H/HeJ マウス（6週令、雌）の背部にブレ

オマイシン（250μg/ml）を 100μl 皮内注射

し、Ki16425（Santa Cruz Biotechnology）の

濃度を 1mg/kg、10mg/kg となるように調節し、

同日内に同部位に 100μl皮内注射した。 週

3 回（月・水・金）を 4 週間投与した。その

後、背部を 8mm パンチでブレオマイシン注射

部位の皮膚および肺組織を採取し、ホルマリ

ン固定ならびに－80℃で冷結保存した。標本

は HE、Masson trichrome、Toluidin blue 染

色を施行した。また Sircol Collagen Assay 

kit（Bioolor）を用いて、真皮内および肺組

織内コラーゲンの定量を行った。マウスMIP-1

α、IFN-γ、TNF-αについて、背部皮膚組織

を用いて RNA 抽出と Realtime RT-PCR を行っ

た。 

 

C. 研究結果 

ブレオマイシンによる皮膚硬化の誘導は

Ki16425 によって抑制され、HE 染色像でみら

れる真皮膠原線維の膨化・肥厚は有意に抑制

されてみられた。さらに、真皮厚、肥満細胞

数、皮膚に含有されるコラーゲン量はいずれ

も有意に減少してみられた。背部皮膚病変部

における collagenα1（I）、MIP-1α、IFN-γ 
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mRNA 発現量は Ki16425 投与により有意に減少

してみられた。TNF-αでは有意な変化は認め

なかった。 

肺病変においても Ki16425 により線維化は

抑制されてみえた。肺に含有されるコラーゲ

ン量も有意に減少していた。 

Ki16425 の 皮 膚 お よ び 肺 で の 効 果 は

1mg/kg/day、10mg/kg/day いずれの群におい

ても同様の効果を示した。 

 

D. 考 案 

 前回までの検討で BLM 投与により誘導され

た皮膚硬化および肺線維化は、LPA1 および

LPA3阻害薬である Ki16425 の同日内投与で抑

制されることが確認された。Ki16425 の投与

する濃度としては、1mg/kg/day、10mg/kg/day

ともに皮膚硬化および肺線維化抑制の程度に

は有意差は見られず、低濃度の Ki16425 によ

っても線維化は抑制されることがわかった。 

今回我々の検討では、Ki16425 投与によって

マクロファージや Th1 細胞からのサイトカイ

ン過剰産生を抑制することがわかった。Th1

サイトカインであるIFN-γは線維芽細胞の増

殖とコラーゲン産生を抑制する。LPA1 受容体

はヒト強皮症皮膚線維芽細胞にも発現してお

り、その感受性が亢進していることが報告さ

れている 1)。Ki16425 は皮膚線維芽細胞に直接

作用し、抗線維化作用を示していることが示

唆された。また、肥満細胞やマクロファージ、

T 細胞など他の細胞に LPA が直接作用してい

るか、今後検討が必要である。 

 

E. 結 論 

LPA1阻害薬である Ki16425 は BLM 誘導性強

皮症モデルマウスにおける線維化を改善させ

ることが示唆された。現在、Ki16425 の抗線

維化の機序について TGF-β、CTGF などを始め

とする fibrogenic cytokine の発現レベルを

現在検討中である。 
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図 1：MIP-1α mRNA 定量 

 

 

図 2：IFN-γ mRNA 定量 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3：TNF-α mRNA 定量 
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ブレオマイシン誘発強皮症モデルマウスの線維化と免疫異常の病態
に対してレチノイド Am80 が及ぼす影響についての検討 

 
研究代表者 佐藤伸一 東京大学医学部附属病院皮膚科 教授 

研究分担者  浅野善英 東京大学医学部附属病院皮膚科 講師 

協力者      遠山哲夫 東京大学医学部附属病院皮膚科 大学院生 

協力者      市村洋平 東京大学医学部附属病院皮膚科 大学院生 

協力者   高橋岳浩 東京大学医学部附属病院皮膚科 大学院生 

協力者   谷口隆志 東京大学医学部附属病院皮膚科 大学院生 

協力者   野田真史 東京大学医学部附属病院皮膚科 大学院生 

協力者      赤股  要 東京大学医学部附属病院皮膚科 大学院生 

協力者   門野岳史 東京大学医学部附属病院皮膚科 准教授 

協力者   首藤紘一 財団法人乙卯研究所理事 所長 
 

研究要旨 

Am80 は日本で開発された合成レチノイドで、急性前骨髄性白血病の治療薬として臨床使用さ

れている薬剤である。近年 Am80 の持つ免疫調節作用が、各種疾患モデルを用いた検討により明

らかにされている。今回我々はブレオマイシン(BLM)誘発強皮症モデルマウスを用いて、Am80 が

全身性強皮症の線維化と免疫異常の病態に及ぼす影響について検討した。BLM 誘発強皮症モデル

マウスでは、Am80 投与によりコントロール群と比較して皮膚線維化が有意に抑制された。また、

Am80 は BLM 誘発強皮症モデルマウスにおける TGFβ1、CTGF やその他線維化を促進する各種サイ

トカインの産生を抑制し、皮膚における肥満細胞、マクロファージ、CD4 陽性Ｔ細胞、CD8 陽性

Ｔ細胞の浸潤を抑制した。ヒト皮膚線維芽細胞において、Am80 は COL1A2 遺伝子の mRNA の発現

を抑制し、MMP1 遺伝子の mRNA の発現を亢進させることで、I型コラーゲン蛋白の発現量を抑制

している可能性が示唆された。免疫細胞においては、BLM 誘発強皮症モデルマウスの末梢リンパ

節から回収したリンパ球を解析したところ、Am80投与群でCD4陽性Ｔ細胞におけるIL-4、IL-17A、

IFNγの産生が抑制されていた。血管内皮細胞では、線維化を促す細胞接着分子である ICAM-1

の発現が Am80 により抑制された。以上より、全身性強皮症の病態において重要な役割を果たし

ていると考えられている線維芽細胞･免疫細胞･血管内皮細胞のそれぞれにおいて、Am80 は線維

化を抑制するフェノタイプを誘導し、強力な抗線維化作用を発揮すると考えられた。今回の検討

結果から、Am80 は全身性強皮症の新たな疾患修飾薬となりうる可能性が示唆された。 
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A. 研究目的 

全身性強皮症は血管障害と線維化を特徴と

する原因不明の自己免疫疾患である。強皮症

患者の病変部皮膚では、炎症や血管障害によ

り線維芽細胞が恒常的に活性化され、細胞外

マトリックスの産生亢進と分解遅延を引き起

こし、結果的に細胞外マトリックスが過剰に

沈着する1)。 

Am80 は合成レチノイドの１つであり、レチ

ノイド受容体と結合し、レチノイン酸様作用

を発揮するが、レチノイン酸や他のレチノイ

ドと異なり、レチノイン酸受容体 (RAR)α、

βと結合するが、RARχには結合しないという

特徴がある。2)そのため RARχの活性化を介す

る基底細胞増殖作用や炎症惹起作用を有しな

いと考えられている。近年 Am80 はコラーゲン

誘発関節炎モデルや実験的自己免疫性脳脊髄

炎モデルにおいて抗炎症作用を発揮すること

が示された3) 4)。また、Am80 には Th17 や

regulatory T cell (Treg) の分化を抑制し、

Th1 の分化を促進する作用があるという報告

5)や、動脈硬化モデルマウスにおいてマクロ

ファージから産生されるIＬ-6をAm80が抑制

するという報告があり6)、Am80 の持つ免疫調

節作用に注目が集まっている。今回我々は

Am80の持つ免疫調節作用が強皮症の病態形成

を妨げ、新規治療薬の候補となる可能性を仮

説として提唱し、BLM 誘発強皮症モデルマウ

スを用いて検討を行った。 

 

B. 研究方法 

1) マウス 

本研究では C57BL/6 マウスを用いて作成し

た BLM 誘発強皮症モデルマウスを使用した。

本研究には 6 週齢のマウスを用いた。BLM 誘

発強皮症モデルマウスはブレオマイシン

（BLM） (Nippon Kayaku Co. Ltd)をリン酸緩

衝液 (phosphate-buffered saline; PBS)に

1mg/ml となるように溶解し、フィルター濾過

後、剃毛したそれぞれのマウスの背部皮膚へ

4 週間にわたり 27 ゲージの注射針で 200μg

を連日皮下投与することで作成した。コント

ロールとして PBS のみを BLM と同様の方法で

それぞれマウスに投与した。解析にはそれぞ

れ 5-8 匹のマウスを用いた。いずれの研究も

東京大学動物実験規則を遵守して行った。 

2) Am80 の投与 

 Am80 (the Research Foundation ITSUU 

Laboratory, Tokyo, Japan) をマウス飼料 MF 

(Oriental Yeast, Tokyo, Japan) に 50mg Am80 

in 5kg MF の割合で混ぜ、約 1mg/kg/day の容

量で経口投与した。コントロール群では通常

の MF を投与した。 

3) 病理組織学的検討 

 4週間の Am80 の投与が終了した BLM誘発強

皮症モデルマウスから背部皮膚を採取し、一

部をパラフィン包埋し、6μm切片を作成した。

ヘマトキシリン&エオジン染色を行い、一検体

中 10 箇所をランダムに選び、真皮の厚さを測

定した。トルイジンブルー染色、抗マウス CD4

抗体(BD PharMingen)、抗マウス CD8 抗体(BD 

PharMingen)、抗マウス F4/80 抗体(Serotec 

Inc.)を用いて免疫染色を行い、それぞれ陽性

細胞数を400倍の倍率で一検体中10箇所をラ

ンダムに選び測定し、その平均値を求めた。

以上の測定および検討はマウス病理に精通し
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た２人の検者が盲検し、結果を平均した。ま

た、抗 intercellular adhesion molecule  

(ICAM)-1抗体 (BD PharMingen) 染色を行い、

皮膚血管内皮細胞における染色を評価した。 

4) 皮膚のハイドロキシプロリン測定 

 ハイドロキシプロリンはコラーゲン中に特

異的に高率に含まれるアミノ酸で、その量は

コラーゲン量を反映する。背部皮膚検体を6mm

パンチにて採取し、Total Collagen kit 

(QuickZyme Biosciences, Leiden, The 

Netherlands) を用いて測定した。 

5) 皮膚における各種遺伝子の mRNA 発現量の

検討 

各マウス皮膚より RNeasy spin column 

(Qiagen inc.)を用いて mRNA を抽出し、α

2(1)collagen (COL1A2) 、  matrix 

metalloporeinase (MMP) 13 、 connective 

tissue growth factor (CTGF)、 tumor growth 

factor (TGF)-β1、Interferon (IFN)-γ、

tumor necrosis factor (TNF) α、interleukin  

(IL)-4、IL-17A、IL-10、ICAM-1 の発現量を

定量的 real-time PCR で測定した。それぞれ

の検体は duplicate で測定し、平均値を解析

に用いた。 

6) 細胞培養 

 正常ヒト皮膚線維芽細胞は強皮症患者と年

齢、性別がほぼ一致した健常人の前腕皮膚か

ら単離、培養した。これらの検体の採取は被

験者の同意および施設の承認を得た上で行っ

た。皮膚線維芽細胞培養には10%牛胎児血清、

抗生剤、抗真菌剤を添加した変法イーグル培

地を使用した。室温 37℃、CO2濃度 5%に保持

したインキュベーター内で単層培養し、3～7

回継代した細胞を使用した。 

 ヒト皮膚血管内皮細胞 (HDMECs) 培養は

Lonza Ltd. (Baxel, Switzerland) より購入

し、EGM BulletKit を用いて室温 37℃、CO2

濃度5%に保持したインキュベーター内で単層

培養し、2～4回継代した細胞を使用した。 

7) 免疫ブロッティング 

 培養皮膚線維芽細胞からwhole cell lysate

を作成し、各 15μg の検体を 10%ポリアクリ

ルアミドゲルにて電気泳動し、ニトロセルロ

ース膜に転写した。ニトロセルロース膜を１

次 抗 体 と 反 応 さ せ た 後 、 horse-radish 

peroxidase と結合した二次抗体と反応させ、

enhanced chemiluminescence で発光させた。 

8) 培養細胞における各種遺伝子の mRNA 発現

量の検討 

 培 養 細 胞 か ら Trizol RNA Isolation 

Reagents （Life technologies）を用いて全

RNAを抽出した。cDNAの合成にはReverTra Ace 

qPCR MasterMix (TOYOBO, Osaka, Japan)を使

用 し た 。 定 量 的 real-time PCR に は

THUNDERBIRD qPCR Mix (TOYOBO, Osaka, 

Japan)を用いた。 

9) intracellular cytokine staining 

前述と同様の方法で BLM、Am80 を７日間投与

したマウスを作成し、翌日腋窩リンパ節、鼠

径リンパ節を採取した。リンパ節からリンパ

球 を 回 収 し 、 1 μ g/ml の brefeldin A 

(GolgiStop; BD Pharmingen) 存在下で 10 

ng/ml のＰＭＡと 1μg/ml の ionomycin 

(Sigma-Aldrich)にて４時間刺激した。その後

細胞を FACS buffer (1% ウシ胎児血清含有

PBS)により洗浄し、細胞表面を CD4 にて染色
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した。サンプルをfixative/permeabilization 

buffer (BD Pharmingen) に て 処 理 し 、

anti-IL-4(11B11),anti-IL-17A(TC11.18H10) 

and anti-IFN-γ (XMG1.2; all from 

BioLegend)にて染色を行った。細胞を洗浄後、

FACS Verse flow cytometer (BD Biosciences, 

San Jose, CA, USA)にて解析を行った。 

10) 統計学的解析 

2 郡間の比較には Mann-Whitney U test を使

用した。p<0.05 を有意とした。 

 なお、患者検体の取り扱いには、文部科学

省、厚生労働省の指針を遵守して行った。 

 

C. 研究結果 

1) Am80 は BLM による皮膚硬化を減弱する 

BLM誘発強皮症モデルマウスにおいて、Am80

は皮膚硬化を有意に抑制した。同様に、Am80

は皮膚におけるハイドロキシプロリン産生量

も有意に抑制した。 (図 1)。 

BLM 誘発強皮症モデルマウスの皮膚におい

て、Am80 は COL1A2 遺伝子の mRNA の発現量を

抑制し、MMP13 遺伝子の mRNA の発現量を亢進

させた。また、TGFβ1、CTGF 遺伝子の mRNA

の発現量は Am80 により抑制された（図２）。 

2) 皮膚線維芽細胞において Am80 は抗線維化

作用を示す 

TGFβ1にて刺激した正常ヒト皮膚線維芽細

胞において、Am80 は COL1A2 遺伝子の mRNA の

発現量を抑制し、MMP13 遺伝子の mRNA 発現量

を亢進させた。また、TGFβ1にて刺激した正

常皮膚線維芽細胞において、Am80 は I型コラ

ーゲン蛋白の発現量を抑制した（図３）。 

3) Am80 は BLM 誘発強皮症モデルマウスの皮

膚において、各種サイトカインの発現量を調

節することにより皮膚硬化の減弱に寄与する 

BLM 誘発強皮症モデルマウスの皮膚におけ

るサイトカインの発現量について検討したと

ころ、Am80 投与により TNFα、IFNx、MCP-1、

ICAM-1、IL-4、IL-17A、IL-10 の mRNA の発現

量が有意に抑制された（図４、６）。 

4) Am80 は CD4陽性Ｔ細胞からの IL-4、IL17A、

IFNx の産生を抑制する 

末梢リンパ節から回収した細胞を FACS に

て解析した。Am80 投与によって、IL-4 産生

CD4陽性 T細胞、IL-17A産生CD4陽性 T細胞、

IFNγ産生CD4陽性T細胞のCD4陽性T細胞全

体に対する割合は低下した（図５）。 

5) Am80 は皮膚血管内皮細胞における ICAM-1

発現を抑制する 

BLM 誘発強皮症モデルマウスの皮膚におい

て抗 ICAM-1 抗体を用いた免疫染色を行った

ところ、BLM 投与群で皮膚微小血管内皮細胞

における ICAM-1 蛋白の発現量がコントロー

ル群に比して亢進していた。また、この発現

亢進は Am80 投与で抑制された（図６）。また、

HDMECs では TNFαによって ICAM-1 遺伝子の

mRNA の発現量が亢進したが、その効果は Am80

投与により有意に抑制された（図６）。 

6) Am80 は BLM 誘発強皮症モデルマウスの皮

膚における炎症細胞の浸潤を抑制する 

 BLM 誘発強皮症モデルマウスの皮膚にはコ

ントロール群と比較して、肥満細胞、マクロ

ファージ、CD4 陽性 T細胞、CD8 陽性Ｔ細胞の

浸潤が亢進していたが、Am80 はこれらの炎症

細胞の浸潤を抑制した（図６）。 
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D. 考 案 

急性前骨髄性白血病治療薬であるレチノイ

ド Am80 は、細胞の分化、増殖に作用するだけ

でなく、その免疫調節作用も近年注目されて

いる。コラーゲン誘発関節炎モデルに対して

レチノイン酸は有効性がなかったのに対し、

Am80は有効性が認められたという報告もある

ように、レチノイン酸やその他のレチノイド

と異なる作用を持つ可能性が示唆されている。

しかしながら、自己免疫疾患の一つである全

身性強皮症に対する Am80 の効果に関しては、

現在まで検討されていない。今回の我々の研

究では、Am80 は BLM 誘発強皮症モデルマウス

が呈する皮膚硬化、免疫異常を抑制する効果

を示した。また皮膚線維芽細胞を用いて Am80

が抗線維化作用を持つことを示した。これに

より Am80 は直接線維芽細胞に作用するとと

もに、免疫学的な異常を改善することで強皮

症モデルマウスに見られる線維化を抑制する

ことが示唆された。 

皮膚線維芽細胞において、Am80 は COL1A2

遺伝子の mRNA の発現を抑制すると同時に、

MMP1 遺伝子の mRNA の発現を亢進させた。そ

の詳細な機序は不明であるが、複数の線維化

関連遺伝子の発現を修飾して抗線維化作用を

発揮していることから、線維化関連の重要な

転写因子に対して作用してその効果を発揮し

ている可能性が示唆される。今後、その詳細

に機序に関して検討予定である。 

強皮症においては TGFβ1 や CTGF といった

線維化を促進する成長因子の発現亢進が皮膚

硬化の一因と考えられている。7) 8) 9)Am80 は

BLM誘発強皮症モデルマウスの皮膚において、

これらの mRNA の発現量を抑制した。強皮症の

皮膚において肥満細胞が重要な TGFβ1 の産

生源であることが知られているが、BLM 誘発

強皮症モデルマウスにおいて Am80 投与で皮

膚における肥満細胞の浸潤が抑制されること

が示された。Am80 がこれらの作用を介して

CTGF、TGFβ1の産生を抑制することが、皮膚

硬化を抑制する一つの要因となる可能性があ

ることが示された。 

次に強皮症の病態に重要と考えられている

サイトカインおよび免疫細胞について検討し

た。強皮症において、MCP-110)、TNF11)、IFN、

IL-412)、IL-17、IL-1013)はその病態への関与

が指摘されており、患者血清、または病変皮

膚におけるこれらサイトカイン濃度が上昇し

ていると言われている14) 15)。BLM 誘導強皮症

モデルマウス皮膚において、Am80 はこれらサ

イトカインの mRNA の発現量を抑制した。Ｔ細

胞は強皮症の病態において重要な働きをする

と考えられている。初期の炎症期には Th2 優

位な状態となり、IL-4、IL-13 といったサイ

トカイン産生が亢進して皮膚線維化が促され

るが、萎縮期になるとTh１優位の状態となり、

皮膚硬化が減弱する要因の一つとして作用す

ると考えられている 16)。BLM 誘発強皮症モデ

ルマウスにおいても Th2 関連のサイトカイン

が上昇することが報告されている。また、近

年 IL-17A とＳＳｃの病態との関連が示唆さ

れている17) 18)。そこで Am80 が BLM 誘導強皮

症モデルマウスのリンパ節由来のＴ細胞を用

いて検討したところ、CD4 陽性Ｔ細胞におい

て IL-4、IL-17A、IFNχの産生が抑制されて

おり、その抑制は特に IL-4 に対して強く働い
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ていることが明らかとなった。このことより

Am80 は T細胞を Th2、TH17 から Th1 優位にシ

フトさせ、それにより皮膚硬化を減弱する可

能性があることが示唆された。 

血管内皮細胞における細胞接着分子の発現

に関しても、Am80 投与により線維化を促す細

胞接着因子と考えられている ICAM-119) 20)の

発現が抑制された。HDMECs において TNFα依

存性に誘導された ICAM-1 遺伝子の発現が、

Am80 により有意に抑制されたことから、TNF

αなど炎症性サイトカインの発現抑制を介し

た間接的な作用のみでなく、Am80 が直接的に

皮膚血管内皮細胞に作用して ICAM-1 産生を

抑制している可能性が示唆された。Am80 によ

る ICAM-1 発現抑制は、皮膚における肥満細胞、

マクロファージといった炎症細胞の浸潤の抑

制の一因となっていると考えられ、皮膚硬化

の抑制に寄与している可能性が考えられた。 

今回我々は BLM 誘導強皮症モデルマウスを

用いて、レチノイド Am80 が強皮症の皮膚硬化

と免疫異常に及ぼす影響を検討した。Am80 は

皮膚線維芽細胞に直接作用し、抗線維化作用

を示すのみならず、免疫異常や血管内皮細胞

の異常を改善することで、間接的に抗線維化

作用を示している可能性が示唆された。今後

はマクロファージなど他の免疫担当細胞につ

いての検討や、他の強皮症モデルマウスを用

いた検討を行う予定である。 

 

E. 結 論 

Am80 投与によって、BLM 誘導強皮症モデル

マウスにおいて、線維芽細胞、免疫細胞、血

管内皮細胞それぞれで線維化を抑制するフェ

ノタイプを呈し、線維化が抑制されることが

示唆された。 
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図１：(a)(b)BLM 投与後の皮膚組織像(HE 染色)および真皮の厚さに関する検討。 

Am80 投与群で BLM による皮膚線維化が有意に減弱した(*P<0.05)。 

(c) BLM 投与後のハイドロキシプロリン量の検討。 

Am80 投与群で有意に低下していた(*P<0.05)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２: BLM 誘導強皮症モデルマウスの皮膚における線維化に関連する各種遺伝子の mRNA の発現

量に関する検討。 

Am80投与によりCOL1A2遺伝子のmRNA発現量は低下し、MMP13遺伝子のmRNA発現量は亢進した。

ＣＴＧＦ遺伝子、TGF1 遺伝子の mRNA の発現量は Am80 投与で抑制された(*P<0.05)。 
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図３：(a) TGFβ1刺激で活性化した正常ヒト皮膚線維芽細胞におけるCOL1A2、MMP1遺伝子のmRNA

の発現量に関する検討。 

Am80 により、COL1A2 遺伝子の mRNA 発現量は用量依存性に抑制され、MMP1 遺伝子の mRNA の発現

量は用量依存的に亢進した(*P<0.05)。 

(b) I 型コラーゲン蛋白の発現量に関する検討。 

I 型コラーゲン蛋白の発現量は Am80 で抑制された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４: BLM 誘発強皮症モデルマウスの皮膚におけるサイトカイン・ケモカインの発現異常に対す

る Am80 の作用に関する検討。 

IL-4, IL-17A, IL-10、IFＮx、TNFα、MCP-1 について検討したところ Am80 によりその発現が抑

制された(*P<0.05)。 
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図５:(a)(b) CD4 陽性 T細胞におけるサイトカイン産生に対する Am80 の作用。 

BLM 投与開始後、７日目に末梢リンパ節からリンパ球を回収した後、CD4 と各種サイトカインを

それぞれ細胞表面免疫染色、細胞内免疫染色し、FACS を用いて解析した。Am80 投与により、Ｃ

Ｄ４陽性Ｔ細胞における IL-4, IL-17A, IFNχ産生細胞の割合は減少した(*P<0.05)。 
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図６: (a)皮膚血管内皮細胞における ICAM-1 蛋白の発現量に関する検討。 

Am80 は、BLM 誘発強皮症モデルマウスの皮膚血管内皮細胞における ICAM-1 発現を抑制した。 

(b) BLM 誘発強皮症モデルマウスの皮膚における ICAM-1 遺伝子の mRNA の発現量に関する検討。 

Am80 投与で ICAM-1 遺伝子の mRNA の発現量が抑制された(*P<0.05)。 

(c) TNFα刺激で活性化したヒト皮膚血管内皮細胞に対する Am80 の作用に関する検討。 

Am80 投与で ICAM-1 遺伝子の mRNA の発現量は抑制された(*P<0.05)。 

(d) BLM１週間投与したマウス皮膚における炎症細胞浸潤数の計測。 

Am80 投与により肥満細胞、マクロファージ、CD4 陽性Ｔ細胞、CD8 陽性Ｔ細胞の皮膚への浸潤が

抑制された(*P<0.05)。 
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TGF-β1刺激下におけるシルデナフィルの 
抗線維化作用に関する検討 

 
研究分担者 川口鎮司   東京女子医科大学附属膠原病リウマチ痛風センター 臨床教授 

協力者   樋口智昭  東京女子医科大学附属膠原病リウマチ痛風センター 臨床修練生 

協力者    高木香恵  東京女子医科大学附属膠原病リウマチ痛風センター 講師  

協力者   栃本明子  東京女子医科大学附属膠原病リウマチ痛風センター 助教 

協力者   大田ゆう子 東京女子医科大学附属膠原病リウマチ痛風センター 助教 
 
研究要旨 

種々の疾患モデルにおいて、sGC-cGMP 経路の増強が線維化を抑制すると報告されており、cGMP

分解抑制作用を有する PDE5 阻害薬は、全身性強皮症の線維化病変を改善する可能性がある。今

回我々は、TGF-β1刺激下におけるシルデナフィルの作用に関し、正常成人及び強皮症由来皮膚

線維芽細胞を用いて in vitro で検討を行った。免疫細胞染色で皮膚線維芽細胞での PDE1A 及び

PDE5A の発現を確認した。細胞内 cGMP 濃度は EIA キットを用いて測定した。皮膚線維芽細胞に

対し、TGF-β1 刺激下で種々の濃度のシルデナフィルを添加した。total RNA を回収し、

quantitative real time PCR 法で mRNA 発現を評価した。強皮症由来皮膚線維芽細胞では TGF-

β1単独投与群に比べ、TGF-β1＋シルデナフィル 100 μM投与群で有意に COL1A1、COL1A2、CTGF

発現の抑制が認められた。一方正常皮膚線維芽細胞群でも同様の傾向が認められたが、有意差は

認めなかった。ACTA2 については、正常皮膚線維芽細胞、強皮症由来皮膚線維芽細胞、両者とも

に、TGF-β1＋シルデナフィル 100 μM投与群で著明に発現が減少した。シルデナフィルは、TGF-

β1刺激で活性化された皮膚線維芽細胞の線維化作用を抑制し、さらに、強皮症由来皮膚線維芽

細胞でより強い効果が認められた。 

 

A. 研究目的 

活性化した線維芽細胞による過剰なコラー

ゲン産生及び細胞外マトリックス調節異常は、

全身性強皮症の線維化における病態形成にお

いて重要な役割を有する。 

近年、sGC−cGMP 経路の増強が血管平滑筋

弛緩作用のみならず、抗線維化作用を有する

可能性が示唆されている。そこで我々は、cGMP

分解抑制作用を有する PDE5 阻害薬にも同様

の効果があると考え、TGF-β1 刺激下におけ

るシルデナフィルの作用に関し、正常成人及

び強皮症由来皮膚線維芽細胞を用いて in 

vitro で検討を行った。 

 

B. 研究方法 

全身性強皮症患者より採取した皮膚生検検

体から分離した皮膚線維芽細胞及び、購入し

た正常成人皮膚線維芽細胞を用いた。採取し

た検体の研究目的での使用に関しては、患者

から文章で同意を得た。 



 46

免疫細胞染色で皮膚線維芽細胞での PDE1A

及び PDE5A の発現を確認した。細胞内 cGMP 量

は EIA キットを用いて測定した。10％ Fetal 

bovine serum (FBS)を添加した Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM)を用いて皮膚

線維芽細胞を培養し、subconfluent に達した

後、無血清培地で 24 時間培養した。正常皮膚

線維芽細胞と強皮症由来皮膚線維芽細胞を①

control(C)群、②TGF-β1(T)投与群、③TGF-

β1＋シルデナフィル 1 μM(T+S1)投与群、④

TGF-β1＋シルデナフィル 10 μM(T+S10)投

与群、⑤TGF-β1＋シルデナフィル 100 μ

M(T+S100)投与群に分け、それぞれの濃度の薬

剤を添加し、TGF-β1 により活性化した皮膚

線維芽細胞に対するシルデナフィルの効果に

ついて検討を行った。 

TGF-β1添加 48 時間、72 時間後に皮膚線維

芽細胞より total RNA を抽出し、逆転写後

quantitative real time RT-PCR 法を用いて

GAPDHを control とし、COL1A1、COL1A2、CTGF、

ACTA mRNA の発現解析を行った。 

 統計学的解析は、分散分析法(ANOVA)及び

Student’s t 検定を用い、p＜0.05 を有意差

ありとした。 

 

C. 研究結果 

図 1 に示す通り、皮膚線維芽細胞の PDE1A

及び PDE5A の発現が認められた。正常皮膚線

維芽細胞と強皮症由来皮膚線維芽細胞両群の

細胞内 cGMP 濃度の比較を行ったが、有意差は

なかった。また、シルデナフィル添加により、

用量依存的に細胞内 cGMP 濃度が上昇した（図

2）。研究方法で示した各群のCOL1A1、COL1A2、

CTGF、ACTA2 発現量の比較を行った(図 3)。強

皮症由来皮膚線維芽細胞では TGF-β1 単独投

与群に比べ、TGF-β1＋シルデナフィル 100 μ

M投与群で有意に COL1A1、COL1A2、CTGF 発現

抑制が認められた。一方正常皮膚線維芽細胞

でも同様の傾向が認められたが、有意差はな

かった。ACTA2 については、正常皮膚線維芽

細胞、強皮症由来皮膚線維芽細胞、両者とも

に、TGF-β1＋シルデナフィル 100 μM投与群

で著明に発現が減少した。 

 

D. 考 案 

全身性強皮症における、sGC-cGMP 経路の増

強による抗線維化作用については、可溶性グ

アニル酸シクラーゼ(sGC)刺激薬である BAY 

41-2272 を用いた報告がある[1]。cGMP が下流

に存在する PKG を活性化し、活性化 PKG によ

るさまざまなシグナル伝達系抑制が機序とし

て推察されている[2]が、その詳細なメカニズ

ムについては明らかでない。細胞内 cGMP 濃度

上昇が持続することにより、抗線維化作用を

示すのではないかと考えられるが、sGC-cGMP

経路は繊細な活性調節機構を有しており、活

性化 PKG はネガティブフィードバック作用に

より、cGMP の分解酵素である PDE5 の活性を

上昇させ、増加した細胞内 cGMP 濃度は分解さ

れる。そのため、PDE5活性を阻害することが、

細胞内 cGMP 濃度上昇を持続させる上で最も

有効ではないかと推察している。 

PDE5 阻害薬であるシルデナフィルは、種々

の疾患モデルにおいて抗線維化作用を有する

ことが報告されている。はじめに我々は、免

疫細胞染色で皮膚線維芽細胞が PDE1A、PDE5A
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両者ともに陽性であることを確認したが、シ

ルデナフィルは PDE5A 阻害作用だけでなく、

わずかではあるが PDE1A 阻害作用も有するた

め、in vitro では両者に対する効果があるの

ではないかと考えられた。すなわち、PDE5A

は cGMP 分解作用のみを有するが、PDE1A は

cGMP、cAMP 両者の分解作用を有するため、シ

ルデナフィルは細胞内 cGMP、cAMP 濃度をとも

に上昇させる可能性がある。シルデナフィル

の用量依存的な細胞内 cGMP 濃度上昇効果は

確認したが、cAMP 濃度上昇効果があるのか、

また、そもそも細胞内 cGMP 濃度上昇が抗線維

化作用を有するかどうかについては、過去の

報告はあるが[3]、一定した見解がないため、

今後の課題である。 

TGF-β1 で刺激した皮膚線維芽細胞に対す

るシルデナフィルの抗線維化作用を、正常成

人皮膚線維芽細胞及び強皮症由来皮膚線維芽

細胞を用いて検討したところ、シルデナフィ

ル 1 μM、10 μM では十分な効果を示さなか

ったが、100 μM で COL1A1、COL1A2、CTGF、

ACTA2 の有意な発現低下が認められた。シル

デナフィルを 100 mg/日内服した場合の血中

濃度が 1 μM未満と考えられており、100 μM

に達する投与量を連日投与するというのは現

実的ではないが、Drug Delivery System(DDS)

の応用等で効率的に病変部の薬剤濃度を上げ

ることができれば、強皮症でみられる線維化、

血行障害両者を改善することによる、相加相

乗効果が期待できる。今回の検討では、強皮

症由来皮膚線維芽細胞は正常成人皮膚線維芽

に比べ、より強いシルデナフィルの抗線維化

作用が認められた。ベースラインの細胞内

cGMP濃度が強皮症由来皮膚線維芽細胞で低い

ことが理由として考えられたが、差を認めな

かった。別の理由として、細胞内 cGMP 濃度上

昇効果が健常成人に比べ強皮症で強いのでは

ないかということが考えられるが、今後の検

討が必要である。 

 

E. 結 論 

TGF-β1 刺激下におけるシルデナフィルの

作用に関し、正常成人及び強皮症由来皮膚線

維芽細胞を用いて in vitro で検討を行った。

皮膚線維芽細胞での PDE1A 及び PDE5A の発現

を確認した。強皮症由来皮膚線維芽細胞では

TGF-β1単独投与群に比べ、TGF-β1＋シルデ

ナフィル 100 μM 投与群で有意に COL1A1、

COL1A2、CTGF、ACTA2 発現が抑制された。一

方正常皮膚線維芽細胞群でも同様の傾向があ

ったが、有意差を認めなかった。シルデナフ

ィルは TGF-β1 刺激で活性化された皮膚線維

芽細胞の線維化作用を抑制し、さらに、強皮

症群でより強い効果が認められた。 

 

F. 文 献 

1.  Beyer C, Reich N, Schindler SC,    

    Akhmetshina A, Dees C, Tomcik M,   

    Hirth-Dietrich C, et al.: Stimulation  

    of soluble guanylate cyclase reduces  

    experimental dermal fibrosis. Ann  

    Rheum Dis 2012; 71: 1019-26 

2.  Takimoto E. Cyclic GMP-dependent  

    signaling in cardiac myocytes. Circ J  

    2012; 76: 1819-25 

3.  Stratton R, Shiwen X, Martini G, Holmes    



 48

    A, Leask A, Haberberger T, et al.   

    Iloprost suppresses connective tissue  

    growth factor production in 

    fibroblasts and in the skin of  

    scleroderma patients. 

    J Clin Invest 2001; 108: 241-50 

 

G.  研究発表 

1. 論文発表 

なし 

2. 学会発表 

なし 

 

H. 知的財産権の出願･登録状況 

なし 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 49

 

 

 

 

 

 

図 1:皮膚線維芽細胞における PDE1A 及び PDE5A の発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2:（左）通常時の正常成人皮膚線維芽細胞と強皮症由来皮膚線維芽細胞の細胞内 cGMP 濃度 

   （右）シルデナフィル投与による細胞内 cGMP 濃度の変化 
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図 3:TGF-β1 刺激下におけるシルデナフィルの各種 mRNA 発現量に対する効果 

（a）COL1A1 （b）COL1A2 （c）CTGF （d）ACTA2 
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強皮症の皮膚線維化におけるアペリンの抑制性制御 
 

研究分担者 石川  治  群馬大学大学院医学系研究科皮膚科学 教授 

協力者   横山洋子  群馬大学大学院医学系研究科皮膚科学  

協力者   茂木精一郎   群馬大学大学院医学系研究科皮膚科学 講師 
 
研究要旨 

アペリンは、主に血管新生、心機能、脂肪細胞機能などを制御する分子として知られていたが、

近年、線維化への関与も報告されている。強皮症の皮膚線維化におけるアペリンの役割を解明す

ることを目的として検討した。強皮症由来線維芽細胞のアペリン発現量は正常由来線維芽細胞と

比べて低下していた。アペリンの発現は TGF-β刺激によって抑制されることも明らかにし、強

皮症由来線維芽細胞におけるアペリンの発現低下は TGF-β シグナルの亢進による可能性が示唆

された。次に、アペリンの線維化への影響をみるため、アペリンの発現を抑制する方法とアペリ

ンを添加する2種類の方法によって検討した。その結果、siRNA法によるアペリンの発現抑制は、

正常ヒト線維芽細胞のαSMA の発現を亢進させた。一方、TGF-β刺激によるαSMA, 1 型コラー

ゲン, TIMP-1, SPHK1 の発現亢進はアペリンの添加によって抑制された。これらの結果より、ア

ペリンは、TGF-β刺激によるαSMA, 1 型コラーゲン, TIMP-1, SPHK1 の発現亢進に対して抑制

的に働いている可能性が示唆された。 

 

A. 研究目的 

 アペリンは、主に血管内皮細胞、脂肪細胞

から産生され、受容体である APJ に結合し、

下流にシグナルを伝えて、 主に血管新生、心

臓機能、脂肪細胞機能などを制御する。 APJ

は、広く発現しているが、特に血管内皮細胞、

平滑筋細胞に多く発現している。アペリンに

よる 血管新生、血管機能の制御については、

血管内皮細胞や周皮細胞から分泌された ア

ペリンが、血管内皮細胞上の APJ に結合し、

血管径を拡大させ、血流量を増大させること

が明らかとなっている。胎生期アペリントラ

ンスジェニックマウスでは血管径が拡大し、 

胎生期のアペリン KO マウスでは血管径と血

管量の低下が見られた[1,2]。 

アペリンと肺高血圧症についても知られて

おり、 肺高血圧症患者の肺血管内皮細胞にお

けるアペリンの発現は低下しており、アペリ

ンの低下によって、microRNAが抑制され、FGF2

や FGF レセプター1 の発現が亢進し、血管平

滑筋細胞や内皮細胞の増殖が起こるという報

告[3]や、アペリン KO マウスでは低酸素誘導

性の肺高血圧症が増悪し[4]、肺高血圧症患者

の血清中アペリンが低下している等の報告

[5]がある。 これらの結果から、 アペリンの

発現低下が肺高血圧症の病態（血管平滑筋細

胞と内皮細胞の増殖亢進）に関与していると

考えられる。  

アペリンと線維化に関しては、アペリン KO

マウスでは血管狭窄によって誘導される心臓
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の線維化が野生型と比べて亢進するという結

果から アペリンが線維化を抑制するという

報告[6,7]と、 肝臓の線維化が亢進するとい

う相反する報告[8]がある。 アペリンと強皮

症については、 強皮症患者の血清中アペリン

は、正常人と比べて差はないが、 早期の強皮

症患者の血清中アペリンは高値であり、 発症

から 10 年以上経過した患者においては、肺高

血圧症や皮膚潰瘍といった血管病変を有する

患者の血清中アペリンは血管病変がない患者

に比べると高いとの報告がある[9]。しかし強

皮症の皮膚線維化におけるアペリンの役割は

明らかになっていない。そこで、強皮症の皮

膚線維化におけるアペリンの役割を解明する

ことを目的に検討した。 

 

B. 研究方法 

1)細胞培養 

強 皮 症 皮 膚 線 維 芽 細 胞 は diffuse 

cutaneous type の強皮症患者５人の同意を得

たうえで前腕から採取した。正常皮膚線維芽

細胞は健常人７人の同意を得たうえで前腕よ

り採取した。線維芽細胞は 10%牛胎児血清含

有 DMEM 培地にて培養し、実験に用いた。 

2)mRNA と蛋白量の評価 

mRNA 量の評価は real time PCR 法を、蛋白

量は ELISA 法を用いて測定した。 

 

3) siRNA 法 

対象 siRNAないしアペリン siRNA を線維芽

細胞にトランスフェクションし、24 時間後に

実験を行った。 

 

C. 研究結果 

強皮症と正常ヒト皮膚由来線維芽細胞のアペ

リン/APJ 発現量の比較 （図１） 

はじめに、強皮症と正常ヒト由来皮膚線維

芽細胞を培養し、アペリンと APJ の発現量を

比較した。 強皮症では、正常に比べ、アペリ

ンの発現が有意に低下していた。 APJ には有

意な発現変化はなかった。 また、線維化に関

与する αSMA、1 型コラーゲン、TIMP-1 の産

生量を定量し、強皮症由来線維芽細胞でいず

れの産生量も増加していることを確認した。 

  

アペリン siRNAによる正常ヒト皮膚線維芽細

胞の線維化への影響（図２） 

次に、強皮症線維芽細胞でみられたアペリ

ンの発現低下が線維化に関与しているかどう

か検討するために、RNAi 法によってアペリン

の発現を抑制して、線維化への影響について

検討した。  

まず、正常ヒト皮膚由来線維芽細胞におい

て、siRNA 法でアペリンの産生が 8 割程度抑

制されることを確認した。アペリンの発現抑

制により、αSMA の発現が有意に亢進した。I

型コラーゲン と TIMP-1の発現も亢進する傾

向が見られた。CTGF の発現に変化はみられな

かった。これらの結果より、アペリンはαSMA

の発現を抑制する可能性が示唆された。 

 

アペリン添加による正常ヒト皮膚線維芽細胞

の線維化への影響 （図３） 

アペリンが αSMA の発現を抑制するかどう

かをさらに検討するために、線維芽細胞にア

ペリンを添加してその抑制効果について検討
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した。アペリンを添加してから 1 時間後に

TGFβで刺激し、αSMA の発現量をリアルタイ

ム PCR で解析した。その結果、TGFβ 刺激に

よって亢進した αSMA の発現量は、アペリン

の添加によって、濃度依存性に抑制された。

また、TGFβ 刺激によって亢進した 1 型コラ

ーゲンと TIMP-1 の発現量も、アペリンの添加

によって、濃度依存性に抑制された。 

次に、TGFβ 刺激によるアペリンの発現量

を検討したところ、TGFβ 刺激によって、ア

ペリンの発現量が有意に低下した。 

これらの結果より、TGFβ 刺激によってア

ペリン産生は低下し、アペリンの添加によっ

て、αSMA の発現が抑制される可能性が示唆

された。 

次に、TGFβ はスフィンゴシンキナーゼ１

(SPHK1)を介して αSMA や TIMP-1 を誘導する

ことが報告されていることから[10,11]、

SPHK1の発現についても検討した。その結果、

TGFβ 刺激によって亢進した SPHK１の発現は、

アペリンの添加によって濃度依存性に抑制さ

れた。これらの結果より、アペリンは、TGF-β

刺激による αSMA, 1 型コラーゲン, TIMP-1

の発現亢進に対して、SPHK1 の発現制御を介

して抑制的に働いている可能性が示唆された。 

 

D. 考 案 

アペリンが心臓の線維化を亢進させること

や、肺高血圧症の血管周囲の線維化に関与す

ることが報告されているが、皮膚における線

維化における役割は明らかになっていない。

今回、我々は強皮症患者皮膚線維芽細胞を用

いて検討を開始した。その結果、強皮症由来

線維芽細胞のアペリン発現量は正常由来線維

芽細胞と比べて低下していた。一方、APJ の

発現量には変化なかった。アペリンの発現は

TGF-β刺激によって抑制されることを明らか

にしたことから、強皮症由来線維芽細胞にお

けるアペリンの発現低下は TGF-β シグナル

の亢進による可能性が示唆された。また、

TGF-βシグナルの亢進によるアペリンの抑制

が、皮膚の線維化だけではなく、強皮症の血

管異常や肺高血圧症と関連する可能性も示唆

される。 

アペリンの線維化への抑制性制御を解明す

るために、正常皮膚線維芽細胞を用いて検討

した。アペリンの線維化への影響をみるため

に、アペリンの発現を抑制する方法とアペリ

ンを添加する 2 種類の方法によって検討した。

その結果、siRNA 法によるアペリンの発現抑

制によって、正常ヒト線維芽細胞の αSMA の

発現が亢進し、1型コラーゲンと TIMP-1 の発

現は増加傾向がみられた。また、TGF-β刺激

による αSMA, 1 型コラーゲン, TIMP-1 の発

現亢進は、アペリンの添加によって抑制され

た。さらに、TGF-β刺激による SPHK1 の発現

亢進は、アペリンの添加によって抑制された。

これらの結果より、アペリンは、TGF-β刺激

による αSMA, 1 型コラーゲン, TIMP-1 の発

現亢進に対して抑制的に働いている可能性が

示唆された。また、その機序には SPHK1 の発

現制御を介している可能性が示唆された。 

今回の研究によって、アペリンが、TGF-β

刺激による αSMA, 1 型コラーゲン, TIMP-1

の発現亢進に対して抑制的に働くことを明ら

かにした。一方、アペリンの発現は TGF-βシ



 54

グナルによって抑制されることも示した。こ

れらの結果より、アペリン/APJ シグナルと

TGF-βシグナルは互いに抑制しあう可能性が

示唆された。 

 

E. 結 論 

今回の研究によって、アペリンが、TGF-β

刺激による線維化に対して抑制的に働くこと、

アペリンの発現は TGF-β シグナルによって

抑制されることを明らかにした。強皮症由来

線維芽細胞のアペリン発現量は正常由来線維

芽細胞と比べて低下していたことから、強皮

症の皮膚線維化の機序の一部にアペリンが関

連する可能性が示唆された。 
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図 1：強皮症と正常ヒト皮膚由来線維芽細胞のアペリン/APJ 発現量の比較 

強皮症由来線維芽細胞のアペリン発現量は正常由来線維芽細胞と比べて低下している。 
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図 2：アペリン siRNA による正常ヒト皮膚線維芽細胞の線維化への影響 

siRNA によるアペリンの発現抑制によって、線維芽細胞のαSMA の発現が亢進した。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3：アペリン添加による正常ヒト皮膚線維芽細胞の線維化への影響 

アペリンは、TGF-β刺激によるαSMA, 1 型コラーゲン, TIMP-1 の発現亢進に対して、SPHK1 の

発現制御を介して抑制的に働いている可能性が示唆された。 



 57

マウス皮膚硬化型慢性 GVHD モデルにおける 
制御性 B細胞の役割についての検討 

 
研究分担者 藤本 学 筑波大学医学医療系皮膚科 教授 

研究協力者 長谷川稔 福井大学医学部感覚運動医学講座皮膚科学 教授 
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研究代表者 佐藤伸一 東京大学医学部附属病院皮膚科 教授 
 

研究要旨 

制御性 B細胞は IL-10 産生を介して免疫反応を抑制する。今回、強皮症の病態における制御性

B 細胞の役割を検討するため、制御性 B 細胞を遺伝的に欠く CD19 欠損マウスを使用し、強皮症

のマウスモデルである皮膚硬化型慢性 GVHD を誘導した。CD19 欠損マウスは野生型マウスと比べ

より重症の皮膚硬化型慢性 GVHD を発症した。以上より制御性 B細胞が強皮症の病態に抑制的に

働く可能性が示唆された。 

 

A. 研究目的 

 全身性強皮症は抗核抗体に代表される自己

免疫現象を背景に、皮膚および内臓諸臓器の

線維化、血管病変によって特徴づけられる膠

原病である。これまでに全身性強皮症患者の

病態には B 細胞の活性化や分化の異常が示さ

れている（文献１）。また、B細胞の強力な活

性化因子である血清 BAFF 濃度が全身性強皮

症患者において上昇しており、皮膚硬化の重

症度と相関していることが示されている（文

献 2）。さらに、全身性強皮症の動物モデルマ

ウスである Tight skin(Tsk)マウスの皮膚硬

化の進展には B 細胞の異常活性化が重要であ

り (文献３)、抗 CD20 抗体による発症早期か

らの B 細胞除去療法が、Tsk マウスの皮膚硬

化を有意に抑制することが示されている（文

献４）。以上より、全身性強皮症患者ならびに

強皮症モデルマウスの病態および線維化にお

いて B 細胞が重要な役割を果たしていること

が明らかとなっている。自己免疫疾患におけ

る B 細胞の重要性は、関節リウマチ患者にお

いてリツキサン®（抗 CD20 抗体）による B 細

胞除去療法が予想以上の治療効果を挙げたこ

とから、全世界で脚光を浴びるようになった。

B 細胞は長らく抗体産生能ばかりが注目され

ていたが、抗体産生のみならず抗原提示能、

サイトカイン産生、T-B 細胞相互作用を介し

て免疫反応を促進することが示され、自己免

疫疾患における B 細胞の重要性が飛躍的に高

まることとなった。その後、自己免疫疾患に

対する B 細胞除去療法の適応疾患は急速に拡

大され、全身性エリテマトーデス、多発性硬
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化症、皮膚筋炎、天疱瘡、ANCA 関連血管炎、

特発性血小板減少性紫斑病など枚挙に暇がな

い。さらに近年、全身性強皮症に対する B 細

胞除去療が複数報告され、治療効果が認めら

れたとの報告も散見される。しかしながら、B

細胞除去療法が自己免疫疾患に対して必ずし

も有益でない症例も報告されており、リツキ

サン®投与後に多発性硬化症の再発が誘導さ

れた症例や尋常性乾癬を発症した症例などが

存在する。この理由としては、B 細胞が自己

免疫や炎症を促進する作用だけではなく、抑

制する作用も併せ持っているため、B 細胞除

去療法により自己免疫現象を増悪させた可能

性が考えられる。この相反する B細胞集団は、

“悪玉”と“善玉” B 細胞の概念で理解され

ている。 “悪玉”B 細胞は effector B 細胞

と呼ばれ、T 細胞の活性化作用をもち、自己

免疫や炎症を促進する働きがある。一方、“善

玉”B 細胞は制御性 B 細胞と呼ばれ自己免疫

や炎症を抑制する働きがある(文献５)。制御

性 B 細胞は IL-10 を特異的に産生する B 細胞

亜集団と定義され、IL-10 の産生により過剰

な免疫反応や炎症を抑制する。近年、IL-10

産生制御性 B細胞が CD1dhighCD5+の表現型を有

し（文献６）炎症反応および自己免疫反応の

抑制に非常に重要であることが示されている

（文献７，８）。この制御性 B細胞を制御する

分子として CD19 が重要であり、CD19 を遺伝

的に欠損したマウスでは制御性 B 細胞が欠損

しているため炎症反応や自己免疫反応の増悪

が認められる。 

全身性強皮症は皮膚硬化型慢性 GVHD 

(Sclerodermatous chronic 

graft-versus-host disease, Scl-cGVHD)との

共通点が知られている（文献９）。B10.D2 

(H-2d) マウスの骨髄を BALB/c (H-2d) マウス

に移植することにより皮膚硬化型慢性 GVHD

を誘導することができ、強皮症のモデルマウ

スとして有用である。 

今回、我々は CD19 欠損マウスを使用し、強皮

症モデルマウスにおける制御性 B 細胞の役割

を検討し。 

 

B. 研究方法 

1. マウス 

レシピエントとして、BALB/c (H-2d)マウスな

いしは CD19 欠損 BALB/c (H-2d)マウスを使用

した。ドナーとして、B10.D2 (H-2d)マウスな

いしは CD19 欠損 B10.D2 (H-2d)マウスを使用

した。 

2. Scl-GVHD モデル 

B10.D2マウスから骨髄細胞(10x106細胞)と脾

臓細胞(10x106 細胞)を採取し、800 cGy 照射

された BALB/c (H-2d)マウスに骨髄移植し、

皮膚硬化型慢性 GVHD を誘導した。 

３.GVHD スキンスコア 

以下のスコアリングシステムを用いた。 

スコア 0=正常、スコア 1= 皮膚病変<1cm2,ス

コア 2= 皮膚病変 1-2cm2, スコア 3= 皮膚病変

2-5cm2, スコア 4= 皮膚病変 5-10cm2, スコア

5= 皮膚病変 10-15cm2,スコア 6= 皮膚病変

15-20cm2, スコア 7= 皮膚病変>20cm2。尻尾の

皮膚病変は 0.4、耳や手足の皮膚病変を 0.3

とし、すべての合計点で示した。  

４. 病理組織学的検討 

皮膚病変は H&E 染色、Masson’s trichrome
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染色にて評価した。病理組織学的スコアは

epidermal morphology, dermal fibrosis, 

inflammation, subdermal fat, skin 

appendage number をそれぞれ 0-2 で評価した。 

５．統計 

全てのデータは平均±標準誤差 (SEM)で示し

た。有意差検定は Student’s t test を使用

した。 

 

C. 研究結果 

１．CD19 欠損マウスにおける皮膚硬化型慢性

GVHD 

CD19 欠損マウスは遺伝的に IL-10産生制御性

B 細胞を欠損しているので制御性 B 細胞の解

析に有用である。CD19 欠損 B10.D2 マウス（ド

ナーマウス）および CD19 欠損 BALB/c マウス

（レシピエントマウス）を作製し、皮膚硬化

型慢性GVHDモデルを誘導して制御性B細胞の

役割を解析した。CD19 欠損 B10.D2 マウスの

骨髄および脾臓を、放射線照射された BALB/c

マウスに移入したところ（ドナー由来の制御

性 B細胞だけが欠損している）、コントロール

群に較べより重症の皮膚硬化型慢性 GVHD を

発症した（図 1）。一方、B10.D2 マウスの骨髄

および脾臓を、放射線照射された CD19 欠損

BALB/ c マウスに移入した場合は（レシピエ

ント由来の制御性 B 細胞だけが欠損してい

る）、コントロール群と較べ有意差がなかった。

以上の結果より、皮膚硬化型慢性 GVHD マウス

の抑制機序においてドナー由来の制御性 B 細

胞が重要であることが示された。 

2．CD19 欠損マウスにおける皮膚硬化型慢性

GVHD の病理組織学的検討 

コントロール群と CD19 欠損ドナー群の皮膚

硬化型慢性 GVHD の背部皮膚および肺での線

維化を組織学的に検討したところ CD19 欠損

ドナー群では IL-10 産生制御性 B 細胞が存在

しないため炎症反応および線維化の抑制作用

が減弱し、より高度な線維化が認められた（図

2）。 

3．制御性 B 細胞移入による CD19 欠損マウス

における皮膚硬化型慢性 GVHD に対する効果  

CD19 欠損 B10.D2 マウスをドナーとして使用

（ドナー由来の制御性 B 細胞だけが欠損して

いる）した皮膚硬化型慢性 GVHD マウスに制御

性 B 細胞（CD1dhiCD5+ B 細胞）と他の B 細胞

（CD1dloCD5- B 細胞）をそれぞれ骨髄移植と同

日に移植したところ、制御性B細胞（CD1dhiCD5+ 

B 細胞）を移植した群では皮膚硬化型慢性

GVHD の改善効果が認められた（図 3）。しかし

ながら、骨髄移植後 21 日目に制御性 B 細胞

（CD1dhiCD5+ B 細胞）を移植しても、皮膚硬化

型慢性 GVHD の改善効果は認めなかった。以上

の結果より、制御性 B 細胞は皮膚硬化型慢性

GVHDの発症早期において抑制効果を有してい

ること、さらには慢性 GVHD に対する制御性 B

細胞を用いた治療の可能性が示された。 

 

D. 考 案 

皮膚硬化型慢性 GVHD マウスモデルの実験

から、制御性Ｂ細胞は強皮症病態において抑

制的に働くことが明らかとなった。 

ヒトでの制御性Ｂ細胞の研究も進んでおり、

ヒトの IL-10 産生性 regulatory B 細胞は

CD19+CD24hiCD38hiまたは CD19+CD24hiCD27+と報

告されている。近年、全身性強皮症に対する
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B 細胞を標的とした抗体療法が注目されてお

り、rituximab 以外にも種々の抗 CD20 抗体、

抗 CD22 抗体（epratuzumab）、抗 BAFF 抗体

（belimumab）が使用され始めている。今後、

全身性強皮症の治療として B 細胞除去療法が

行われることが予想されるが、制御性Ｂ細胞

の存在にも留意する必要があると思われる。 

 

E. 結 論 

制御性 B 細胞は強皮症モデルマウスにおい

て抑制的に働くことが示された。 
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図 1: CD19 欠損マウスにおける皮膚硬化型慢性 GVHD 

(A) レシピエント由来の制御性 B 細胞が欠損(CD19-/- recipient)。(B) ドナー由来の制御性 B

細胞が欠損(CD19-/- donor)。 *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 

 

 

 

 

 

 

図 2: ドナーCD19 欠損マウスにおける皮膚および肺の線維化 

 (A,B) ドナーCD19 欠損マウスとコントロールマウスの皮膚および肺を骨髄移植後 42 日後に採

取し、trichome 染色にて線維化の程度を評価した。*p<0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3: CD1dhiCD5+制御性 B細胞の移植実験 

(A)CD1dhiCD5+B 細胞と CD1dloCD5-B 細胞を FACS でソーティング。5 時間培養後に IL-10 の産生を

測定すると、CD1dhiCD5+B 細胞群のみで IL-10 の産生が認められた。 

(B)ドナーCD19欠損マウスにCD1dhiCD5+B細胞を移植すると皮膚硬化型慢性GVHDの改善がみられ

た。一方、CD1dloCD5-B 細胞を移植しても改善効果は認められなかった。*p<0.05 
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全身性強皮症の皮膚線維化における IL-20 の関与の検討 
 
研究分担者 尹 浩信 熊本大学大学院皮膚病態治療再建学 教授 

協力者     工藤英郎 熊本大学大学院皮膚病態治療再建学 大学院生 

協力者     神人正寿 熊本大学大学院皮膚病態治療再建学 講師 
 

研究要旨 

 インターロイキン（IL）-20 は様々なリウマチ性疾患の病態に関与していると考えられている

が、全身性強皮症（Systemic sclerosis; SSc）における役割はこれまで検討されていない。我々

は、培養皮膚線維芽細胞において IL-20 刺激によりⅠ型コラーゲン蛋白発現が減少していること

を見出した。この機序として、IL-20 は Fli1 発現亢進を介してⅠ型コラーゲン遺伝子転写を低

下させると同時に、Smad3 や endoglin の発現低下を引き起こし、SSc 皮膚線維芽細胞における

TGF-βの作用を抑制する可能性が示唆された。一方、IL-19 や IL-24 はコラーゲン発現に影響を

与えなかった。また、マウスモデルでは IL-20 投与によってブレオマイシン誘発性皮膚線維化を

改善させることができた。IL-20 投与は SSc の新しい治療につながる可能性がある。 

 

A. 研究目的 

IL-20 は IL-10 ファミリーに属するサイトカ

インであり、主に単球やケラチノサイトなどに

発現し、様々なリウマチ性疾患の病態形成に関

与している 1-4。しかし、細胞外マトリックス発

現調節やSScの表現型への寄与については未だ

解明されていない。本研究では、培養皮膚線維

芽細胞におけるIL-20の I型コラーゲン発現へ

の影響について検討した。また、健常者および

SSc 患者において血清および皮膚組織における

IL-20 発現を比較した。さらに SSc で見られる

細胞外マトリックス調節異常に対するIL-20シ

グナル伝達の関与を明らかにすることを目的

とした。 

 

B. 研究方法 

1) 患者背景 

 血清試料は 33 人の SSc 患者 (男性 5人、女

性 28 人; 年齢 24-85 歳 (平均 58.4 歳)) より

取得した。内訳は、dcSSc は 13 人、lcSSc は 20

人であった。健常群 15 名は年齢および性別一

致する者を選択した。10 名の全身性エリテマト

ーデス患者、12 名の皮膚筋炎患者からも血清を

採取した。皮膚生検は非露光部の体幹もしくは

前腕より行った。検体取得に際して、熊本大学

大学院生命科学研究部倫理委員会より承諾さ

れた文書にて説明し同意、署名を得た。 

2) 細胞培養 

 SSc 皮膚線維芽細胞の取得は発症 2 年以内の

dcSSc 患者の前腕から施行した。健常成人の皮

膚については手術の際に不要となった植皮片

を利用した。検体採取に際しては、ヘルシンキ

宣言の精神を尊重し、熊本大学大学院生命科学

研究部倫理委員会より承諾された文書にて説

明し同意、署名を得た。初代培養は 10％ウシ血

清、抗生剤、抗真菌剤を加えた Eagle 培養液で
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37℃、5%の CO2 濃度、培養器内で個別にシャー

レ上で培養を行った。フラスコ内で単層培養に

て維持し、3-7 回継代した細胞を用いた。 

3) タンパク量の評価は免疫ブロット法を用い

て、 mRNA 量の評価はリアルタイム PCR 法を用

いて確認した。 

4) 免疫沈降法 

 培養皮膚線維芽細胞をPBSで洗浄後、回収し、

Pierce IP lysis buffer(Thermo, Rockford, IL), 

Halt phosphatase inhibitor cocktail 

(Thermo), Protease Inhibitor 

Cocktail®(Sigma-Aldrich, St Louis, MO)を加

え、タンパクを抽出した。細胞溶解液に control 

IgG と protein G-Sepharose (GE Healthcare, 

Waukesha, WI)を加えてプレクリアを行い、

monoclonal mouse Fli1 antibody (BD 

Bioscience, San Jose, CA)と protein 

G-Sepharose beads を加え、4℃でローテーショ

ンさせながら一晩反応させた。Pierce IP lysis 

buffer で洗浄後、アガロースに結合したタンパ

クをsample bufferで 95℃熱処理を行い抽出し、

免疫ブロット法にて検出した。1次抗体はそれ

ぞれ polyclonal rabbit antiphospho-Fli1 

antibody（東京大学皮膚科浅野善英先生より提

供）5とanti-acetylated lysine antibody (Cell 

Signaling Technology, Beverly, MA)を使用し

た。転写膜はストリッピングを行い、rabbit 

polyclonal anti-Fli1 antibody (Santa Cruz 

Biotechnology)にて再反応を行なった 6。 

5) クロマチン免疫沈降法 

 EpiQuik ChIP kit (Epigentek, Farmingdale, 

NY)を用いてプロトコールに従って実験を行な

った 5。培養皮膚線維芽細胞をトリプシンにて

回収し、1%ホルムアルデヒドで 10 分間固定を

行い、架橋されている DNA を超音波処理装置に

て剪断した。DNA の断片を IgG isotope control 

antibody または polyclonal anti-Fli1 

antibody にて免疫沈降を行い、回収したサンプ

ルをα2(I)コラーゲン遺伝子のプライマー

(forward, 5'-CTGGACAGCTCCTGCTTTGAT-3'  

reverse, 5'-CTTTCAAGGGGAAACTCTGACTC-3')を

用いて PCR にて増幅させ、エチジウムブロマイ

ド入りのアガロースゲルで電気泳動を行なっ

た。 

6) ブレオマイシン誘発性強皮症モデルマウス

の作成 

 ブレオマイシン (日本化薬) を PBC にて

1mg/ml になるよう希釈し、BALB/c マウスの剃

毛した背部皮内にブレオマイシン 300μg もし

くは PBS を 4 週間連日注射した 7。注射最終日

の翌日に背部皮膚を採取後、10%ホルマリン固

定し、パラフィン包埋した。 

7) プラスミド構築、一過性形質導入、CAT アッ

セイ 

 完全長のヒトα2(I)コラーゲン遺伝子と 5’

の欠失したシリーズにそれぞれクロラムフェ

ニコールアセチルトランスフェラーゼ(CAT)を

連結させプラスミドを構築した 8。CAT アッセイ

のため、培養線維芽細胞に Lipofectamine 2000 

(Invitrogen, Carlsbad, CA)を導入試薬として

構築したプラスミドを形質導入した 8。導入効

率のわずかな変動を補正する目的で、pSV-β

-galactosidase vector (Promega, Madison, 

WI)を全ての反応に含ませた。48 時間インキュ

ベートさせた後、細胞を回収し、CAT-ELISA 

(Roche, Mannheim, Germany)にて細胞溶解物に
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おける CAT 活性を比色分析した 9。siRNA のリバ

ース法での形質導入では、siRNA は導入試薬で

ある Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen)と混

和し、培養液中の線維芽細胞に反応させた後、

細胞をシャーレに播種し、48 時間、37℃、5%CO2

でインキュベートした。Fli1 に対する siRNA と

コントロール siRNA は Dharmacon (Rockford, 

IL)より購入した。 

8) 免疫蛍光顕微鏡検査法 

 培養皮膚線維芽細胞を four-well LAB TEK 

chambers (Nunc, Naperville, IL)上でサブコ

ンフルエントになるまで増殖させた。4%パラホ

ルムアルデヒドで 15 分間固定を行い、PBS で洗

浄後、1% BSA/PBS(pH7.3)でブロッキングを行

なった。1次抗体は IL-20R を 2 次抗体は the 

donkey anti-goat IgG-FITC(ともに Santa Cruz 

Biotechnology)を用いて行なった。蛍光を可視

化するため Zeiss の蛍光顕微鏡を使用した 10。 

9) Enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA) 

 血清 IL-20 濃度は、ELISA kit(Human IL-20 

Immunoassay, R&D Systems)を用いて測定を行

なった 11,12。IL-20 抗体がプレコートされたマ

イクロタイターウェル内に、IL-20 のペルオキ

シダーゼ標識抗体に続いて、患者血清を一定分

量加えた．発色は過酸化水素とテトラメチルベ

ンジンペルオキシダーゼを用いて450nmにおけ

る吸光度を測定した。波長補正は 540nm で行な

った。各サンプル中の IL-20 濃度は標準曲線か

らの補正値により求めた。 

10) 免疫染色  

 4μm 薄切したパラフィン包埋組織にキシレ

ンを用いて脱パラフィン、アルコールを用いて

脱水した。抗原賦活化液 pH9 (ニチレイ) にて

10 分間、121℃にてオートクレーブ処理を行っ

た。内因性ペルオキシダーゼ活性阻害のために、

5%ヤギ血清にて常温で 20 分間静置した後に、1

次抗体を 0.5%ウシ血清アルブミン溶液で希釈

し、4℃で一晩反応させた。1 次抗体の濃度は

IL-20(1:100)，IL-20R(1:100)，Fli1(1:50)，

Smad3(1:50)とした。PBS で洗浄後、HRP 標識し

た 2次抗体（Nichirei, Tokyo, Japan）を滴下

し、1時間反応させた。PBS 洗浄後、HRP の基質

である diaminobenzidine(Dojin, Kumamoto, 

Japan)を反応させ、シグナルを検出し、

Mayer’s hematoxylin で核染色を行なった。標

本は光学顕微鏡（Olympus BX50; Olympus, Tokyo, 

Japan）にて観察した。 

11) 統計学的分析 

 バーグラフで表示された結果は、少なくとも

3回の独立した実験データの平均+SE に基づく

ものである。統計解析には統計解析ソフト

Statcel3(OMS)を用いた。独立した 2群間の比

較には Mann-Whitney U 検定を使用した。臨床

所見や検査所見の比較には Fisher’s exact 

probability test を使用した。P<0.05 を統計

学的な有意差と判断した。 

 

C. 研究結果 

1) 培養線維芽細胞において IL-20 が細胞外マ

トリックス関連遺伝子の発現に及ぼす効果 

 まず、細胞外マトリックスの発現に対する

IL-20の効果について調べるために、84の細胞

外マトリックス関連遺伝子を含むキットを用

いてPCRアレイを行なった。サンプルとしては

3系統の独立した健常人の皮膚組織から作成

した培養線維芽細胞を用いた。24時間の無血
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清 培 地 に よ る 処 理 を 行 な っ た 後 、

IL-20(100ng/ml)で12時間刺激を行なった群

と非刺激群をそれぞれ分け、全RNAの回収を行

なった。3名のサンプルを同量ずつ混合し、刺

激群と非刺激群でPCR反応を行い、ΔΔCt法に

て比較を行なった。結果は16 fold change以

上のもののみを示す(表1)。この中でも、我々

はヒトα2(I)コラーゲン遺伝子の発現が

IL-20刺激により(0.03-fold)減少しているこ

とに着目した。定量的リアルタイムPCR法にて

α1(I)とα2(I)コラーゲンの両方で特異的な

プライマーを用いて、サンプル数を(n=7)増や

して行なったところ、PCRアレイの結果と一致

して、α1(I)とα2(I)コラーゲンのmRNAは、 

IL-20刺激により、ともに発現が有意に低下し

た(図1A)。さらに免疫ブロット法ではI型コラ

ーゲンのタンパク産生はIL-20刺激により濃

度依存性に減少し、その差は有意であった(図

1B)。次にIL-20によるI型コラーゲンの発現低

下は、転写レベルまたは翻訳レベルで行なわ

れるかどうか判断するために、コラーゲン

mRNAの安定性を検証した。mRNAの定常状態レ

ベルは遺伝子の転写またはmRNAの安定性のレ

ベルによって制御されるため、線維芽細胞に

RNA合成阻害剤であるアクチノマイシンDを加

えることによって、IL-20存在下でも非存在下

でもde novo mRNAの合成はブロックされる。

アクチノマイシンD処置後のI型コラーゲン

mRNAの減少率に2群間で有意差は認められな

かった(図2A)。同様にde novo タンパク合成

およびタンパク分解酵素の発現時にシクロヘ

キシミドでブロックしたところ、IL-20刺激は

コラーゲンタンパクの半減期にほとんど影響

を与えなかった(図2B)。このようにコラーゲ

ンのmRNAやタンパクの安定性に対するIL-20

の効果は明らかでなく、むしろタンパク質分

解酵素はコラーゲン発現に対するIL-20の効

果に関与する可能性は低いと考えられた。し

たがって、IL-20はコラーゲンのmRNAやタンパ

クの安定性には影響せず、転写レベルに影響

を与えていると考えた。次にIL-20によるヒト

α2(I)コラーゲン遺伝子プロモーターの応答

領域を明らかにするために、正常線維芽細胞

におけるIL-20の存在下または非存在下でCAT

レポーター遺伝子に連結されたプロモーター

の5 '末端欠失変異体の活性を比較した。全長

の塩基対-3500〜+58bpのconstruct、および

-353〜+58bpのconstructではともにIL-20刺

激により、非刺激群と比較してプロモーター

活性の低下を認めた（0.3-fold）。一方、さら

に短い-264〜58bpのconstructではIL-20刺激

による変化が認められなかった。このため

IL-20に対する応答領域は-353〜-264bpの間

に存在することが示された(図3)。IL-20に対

する応答領域(-353〜-264bp)にはSp1，Etsフ

ァミリー転写因子(Ets1, Fli1など)および

CCAAT/エンハンサー結合タンパクβ(C/EBP

β)の結合部位が含まれている。PCRアレイの

結果によるとSp1とC/EBPβの発現はIL-20に

よる影響はほとんど受けなかった。リアルタ

イムPCRではIL-20はFli1のmRNA発現を誘導す

ることを示したが、Ets1の変化は有意ではな

かった(図4A)。さらに、Fli1のタンパク発現

もIL-20刺激により増加した(図4B)。Fli1は

Ets1と結合部位を共有する。加えてFli1はin 

vitroの過剰発現系においてEts1と競合して

α2(I)コラーゲンのプロモーター活性を阻害

することによって、Ets1とFli1のバランスは
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コラーゲン発現をコントロールすると考えら

れている13-15。我々はEts1とFli1タンパク発現

の比率はIL-20刺激により有意に減少するこ

とを突き止めた。また、過去の文献によると、

Fli1タンパクの安定性や転写活性は、リン酸

化やアセチル化といった翻訳後修飾により厳

密に制御されていると考えられている6。しか

し、IL-20はFli1のリン酸化やアセチル化を変

化させなかった(図4C)。ただし、IL-20はクロ

マチン免疫沈降法においてはコラーゲンプロ

モーター上のFli1活性を増加させた(図4D)。

これらの結果は、IL-20がリン酸化やアセチル

化を変化させることなく、直接Fli1 mRNAレベ

ルの誘導を通じてFli1タンパクを増加させる

ことを示している。一方で、我々はリアルタ

イムPCRによって、その他のヒトα2(I)コラー

ゲンプロモーター関連の転写因子のmRNA発現

を調べた。c-Myb, c-fosおよびc-junの発現は

IL-20による影響を受けなかった(図4A)。

Caveolin-1はPCRアレイではIL-20によって発

現低下したが、サンプル数を増やすとその差

は有意ではなくなった(n=7,図4E)。Smad3と

endoglinといったTGF-βシグナル伝達の媒介

物はアレイの結果と一致し、IL-20によって

mRNAの発現は減少した(図4E)。しかしながら、

Smad3やendoglinは無刺激下ではコラーゲン

の転写に影響を及ぼさないことが示されてお

り16,17、これらの減少では正常線維芽細胞にお

いてIL-20によりα2(I)コラーゲン発現が低

下することを説明できない。従って、IL-20

はFli1の発現を介してI型コラーゲンの転写

を減少させていると考えた。我々の仮説と一

致して、IL-20のコラーゲン転写活性抑制効果

はFli1 siRNAの一過性形質導入によって抑制

された(図4F)。はじめに記載したようにIL-20, 

IL-19およびIL-24はそれぞれ異なる機能を持

つものの、受容体を共有している18。我々は

IL-19, IL-24についてもin vitroでコラーゲ

ン発現を調節するかどうかを調べた。免疫ブ

ロット法にてIL-19およびIL-24刺激を加えた

正常線維芽細胞は無刺激の細胞と比較してI

型コラーゲン発現に有意な変化はなかった

(図5A-D)。またEts1とFli1の比率についても

同様に免疫ブロット法にて検証したが、特に

有意な変化はなかった(図5E,F)。従って、

IL-20受容体に関連するサイトカインのうち、

Fli1発現亢進を介してコラーゲンの発現低下

を引き起こすのはIL-20に特異的である可能

性が高いと考えた。 

2) 強皮症患者血清と皮膚組織における IL-20

の発現 

 次に、我々は ELISA 法によって SSc 患者にお

ける血清 IL-20 濃度を測定した。コントロール

として年齢と性別の合致した健常人と、比較の

ため全身性エリテマトーデス(Systemic lupus 

erythematosus; SLE)や皮膚筋炎

(Dermatomyositis; DM)などのリウマチ性疾患

患者の血清サンプルも同時に測定した。図 6A

に示すように、平均血清 IL-20 濃度は健常人と

比較して各種リウマチ性疾患にてやや減少を

認めたが、有意差はなかった。一方で、SSc の

診断基準は満たさないが、将来的に SSc へと進

行する可能性が高い 19-21と言われている SSD 患

者では有意に血清 IL-20 濃度の低下を認めた。

表2は SSc患者の臨床症状および検査所見と血

清 IL-20 濃度との関連を示している。IL-20 減

少群（健常人の平均値以下）では正常群と比較
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して食道病変の有病率（52.9 対 12.5％、P 

<0.05）が有意に高かった。Modified Rodnan’s 

total skin thickness score (MRSS)もわずか

とはいえ、IL-20 減少群で上昇した。しかし対

照的に、IL-20mRNA 発現は SSc 患者の皮膚組織

で健常人と比較して有意に減少していた(図

6B)。さらにパラフィン包埋皮膚切片を用いて

免疫組織化学染色を行なったところ、正常皮膚

では表皮に IL-20 の発現が強く検出されたが、

SSc の萎縮性表皮においてはほとんど検出され

なかった(図 6C)。このように血清 IL-20 濃度は

SSc の前駆症状の段階で減少しているのに対し、

SSc 皮膚組織における IL-20 発現は恒常的に減

少している。また、IL-20 受容体が皮膚線維芽

細胞に発現しているという報告は過去にはな

かったが、in vivo での免疫染色において、正

常皮膚とSSc皮膚組織では同程度に紡錘形の細

胞に IL-20 受容体タンパク発現が認められた

(図 7A)。また、パラフィン包埋切片より抽出し

た全RNAを用いてリアルタイムPCR法を行なっ

たところ、正常皮膚と SSc 皮膚組織では IL-20

受容体発現は同程度であり（図 7B）、in vitro

で培養線維芽細胞を用いての免疫ブロット法

(図 7C)と蛍光免疫顕微鏡検査（図 7D）では、

どちらもIL-20受容体発現は正常とSScを比べ

て明らかな差はなかった。まとめると、IL-20

は I 型コラーゲン発現に対して抑制的に働き、

SSc 皮膚組織で IL-20 発現低下が起こっている

ことはコラーゲンの過剰な蓄積と線維化に寄

与していると考えられる。 

3) TGF-β刺激した正常線維芽細胞と SSc 線維

芽細胞における I型コラーゲン発現に対する

IL-20 の効果 

 次に TGF-β刺激した正常線維芽細胞におい

てIL-20が I型コラーゲン発現に及ぼす影響に

ついて検証した。外因性の IL-20 は I型コラー

ゲン発現を減少させるとともに、IL-20 存在下

では TGF-βはコラーゲン発現を誘導すること

ができない(図 8A)。つまり、IL-20 は TGF-βの

作用を抑制するだけでなく、I型のコラーゲン

発現を減少させる2つの効果を発揮していると

考えられる。予想通り TGF-β存在下で IL-20 に

よってFli1タンパク質の発現は増加し(図8B)、

一方で Smad3 や endoglin の発現が有意に減少

した(図 8C)。IL-20 は Fli1 の誘導を介しコラ

ーゲン転写を減少させ、一方で Smad3 や

endoglin を発現低下させて、TGF-βの効果を抑

制しているかもしれない。SSc の線維芽細胞に

おいても、TGF-β刺激した正常線維芽細胞と同

様にコラーゲンタンパク発現の減少（図 9A）や

Fli1 タンパク発現の誘導(図 9B)、Smad3 や

endoglin の減少(図 9C)が観察された。 

4) ブレオマイシンによる皮膚線維化モデルマ

ウスに対する IL-20 の効果 

マウスの皮膚にブレオマイシンを注射する

ことによって誘導される線維化はSScのマウス

モデルとして使用されている 7。図 10 ではヒト

の免疫染色と同様に、マウスにおいてもコント

ロールマウスでは表皮にIL-20の発現が強く見

られるのに対し、ブレオマイシンマウスでは表

皮の IL-20 発現は減少していた。炎症細胞や血

管内皮細胞におけるIL-20発現の差はコントロ

ールマウスとブレオマイシンマウスを比較し

てもわずか、あるいは同等であった。従って、

我々はIL-20を補充することによってSScの線

維化を改善させることができるかどうかブレ
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オマイシンマウスモデルで検証することにし

た。実験方法に記載したように、ブレオマイシ

ン(300μg)またはコントロールとしてPBSをマ

ウスの背部の皮膚に局所的に週 6 回注射した。

同時に週 1回は PBS または IL-20(3.5μg)を注

射した。ブレオマイシンを投与しなかった群で

はIL-20はわずかに皮膚の厚さを低減させたが、

統計学的に有意ではなかった。IL-20 を投与し

なかったブレオマイシン投与群では肥厚した

コラーゲン線維束は著明に増加したが、IL-20

投与群ではブレオマイシンにより誘発された

皮膚肥厚を改善させた(図 11A)。パラフィン包

埋したマウスの皮膚切片を用いた免疫組織化

学染色では、 in vitro の結果と一致して、線

維芽細胞様紡錘形細胞においてSmad3の発現は

ブレオマイシンマウスで減少した一方で、Fli1

の発現は増加した(図 11B)。また、皮膚の厚さ

を測定したところ、IL-20 によってブレオマイ

シン誘発性の皮膚肥厚は統計学的に有意に改

善することが示された(図 11C)。また、ブレオ

マイシン投与群では皮膚組織切片のコラーゲ

ン含有量はIL-20によって統計学的に有意に減

少していた(図 11D)。このように、IL-20 の投

与はブレオマイシンによって誘発される線維

化を改善させることが示された。 

 

D. 考 案 

 皮膚において、IL-20 はケラチノサイトの増

殖を誘導することは知られているが、真皮の線

維芽細胞への影響は未だに調べられていない。

我々の研究では、α2(I)コラーゲン mRNA の発

現は転写レベルにおいてIL-20により減少する

が、それは正常線維芽細胞において Fli1 タン

パク発現の誘導を介して生ずることを明らか

にした。本研究では、α1(I)コラーゲンの調節

機構については明らかにしなかった。しかし、

α1とα2は協調して働くことが知られており、

我々は同様のメカニズムでIL-20刺激によりα

1(I)コラーゲン発現低下が生じたのかもしれ

ないと考えた 7。また、SSD 患者では健常人と比

べて血清IL-20濃度が統計学的に有意に低下し

ていた。前述したように、SSD は SSc の前駆症

状の段階であり、SSc の線維化は不可逆である

ため、早期診断と慎重なフォローアップが必要

とされる。このため SSD の概念は有用である。

血清 IL-20 濃度は、健常人と SSD 患者を区別す

る上で有用である可能性がある。一般的に SSD

患者では線維化が生じていないが、本研究にお

ける症例では血管障害に関連づけられる顕著

な臨床症状を示していた(表 3)。血管新生にお

けるIL-20の役割に関する報告がいくつかある

ことを考えると、SSD 患者における血清 IL-20

濃度の減少は血管障害の病因と結びつき、線維

化を誘導している可能性があることを示唆し

ている 22,23。しかし、本研究に含まれる SSD 患

者の全てが将来的にSScへと進展することが確

立されている訳ではない。このため、SSD から

SSc へと進展した患者の血清 IL-20 濃度に関す

る経時的研究を行なうことが将来的に必要で

ある。我々は IL-20 の発現が SSc の表皮におい

て減少していることを明らかにした。IL-20 を

媒介とする SSc の線維化仮説モデルを図 12 に

示す。SSc の皮膚における IL-20 の発現減少は

Fli1 の発現低下を誘導し、SSc の線維芽細胞を

活性化させ、コラーゲンの過剰発現を促す可能

性がある。Fli1 は SSc 線維芽細胞において恒常
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的に発現が低下していることが報告されてお

り、それはおそらく TGF-βシグナル伝達 24およ

び IL-20 減少により Fli1 の発現低下を増強さ

せていると考えられている。外因性の IL-20 を

投与することは Fli1 発現量の回復と Smad3 お

よび endoglin の抑制を介して、効果的にコラ

ーゲンの発現を減少させると考えられた。また、

SSc では表皮萎縮が知られており、これはケラ

チノサイトの増殖因子であるIL-20が減少する

ことが関与しているかもしれないと考えた。一

方、乾癬においては IL-20 が表皮において過剰

発現し、特徴的なケラチノサイトの増殖および

表皮肥厚につながると考えられている 25。これ

は乾癬の皮膚が慢性炎症にも関わらず真皮の

線維化から保護されている理由を説明するか

もしれない。我々はマウスモデルにおける

IL-20 の補充によってブレオマイシン誘発性線

維化を改善させることができた。このモデルは

SSc の線維化に対する IL-20 による治療の有効

性を示すものである。現状ではステロイド、シ

クロフォスファミドおよびメトトレキセート

がSScの重度の皮膚線維化に対する第一選択薬

として考えられている 26,27。しかし、従来行な

われているこれらの治療法は限定的な効果し

か持っておらず、さらに多くの場合、様々な重

大な副作用を伴う 28。IL-20 による線維化調節

機構を明らかにすることは、この病気のよりよ

い理解と新しい治療法につながる可能性があ

る。しかしながら、in vivo および in vitro の

間で生じた実験結果における潜在的な矛盾に

ついては考えておく必要がある。例えば、更な

る研究としてマウスの線維芽細胞における

IL-20 受容体の機能および発現を検討する必要

があり、同様に in vitro で Fli1 siRNA がコラ

ーゲンに対するIL-20の阻害効果を抑制すると

いった結果は、in vivo においても Fli1 ノック

アウトマウスにおいてブレオマイシン誘発性

皮膚線維化に対するIL-20の効果がどうなるか

検証する必要があると考える。 

 

E. 結 論 

 IL-20 は、Fli1 発現亢進を介してコラーゲン

転写を抑制すると同時に Smad3 や endoglin の

発現低下を引き起こし、SSc 線維芽細胞におけ

る TGF-βの作用を抑制する。また、SSc 皮膚に

おけるIL-20の減少は血管障害や線維化に寄与

すると考えられる。我々はマウスモデルにおい

てIL-20の投与によってブレオマイシン誘発性

皮膚線維化を改善させた。IL-20 投与は強皮症

の新しい治療につながる可能性がある。生体内

においてIL-20やその受容体の機能や発現を今

後、さらに検討していく必要がある。 
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図1 正常皮膚線維芽細胞におけるI型コラーゲン発現に対するIL-20の効果 

(A) 正常線維芽細胞を24時間無血清処理し、IL-20(100ng/ml)存在下と非存在下で12時間培養した。α1(I)およびα2(I)

コラーゲンのmRNA発現量をリアルタイムPCR法によって比較した(n=7)。*P<0.05 

(B) 正常線維芽細胞を24時間無血清処理し、IL-20(100ng/ml)存在下と非存在下で24時間培養した。細胞溶解液からタンパ

クを抽出し、免疫ブロット法を行なった。I型コラーゲンのタンパク発現量はデンシメトリーによってバンドを定量化し、

同じサンプル中のβ-アクチン発現量にて補正を行なった。バーグラフは非刺激の線維芽細胞のサンプル(1.0)に対しての

相対値を示した(n=3)。*P<0.05 
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図 2 IL-20 刺激の有無による I型コラーゲンの mRNA およびタンパクの半減期 

(A) 正常線維芽細胞を24時間無血清処理し、IL-20(100ng/ml)存在下と非存在下で12時間培養し、アクチノマイシンD(2.5

μg/ml)を作用させた。反応後、6時間、12時間のタイミングで全RNAを回収し、α2(I)コラーゲンのmRNA発現量をリアルタ

イムPCR法によって比較した(n=3)。 

(B) 正常線維芽細胞を 24時間無血清処理し、IL-20(100ng/ml)存在下と非存在下で 24 時間培養し、シクロヘキシミド(10μ

g/ml)を作用させた。反応後、2時間、4時間のタイミングでタンパクを回収し、I型コラーゲンタンパク発現を免疫ブロッ

ト法にて評価した。グラフは、デンシメトリーによってバントを定量化し、0時間後の数値を 100 とし、2時間後、4時間後

の数値を相対評価したものである。実線は IL-20 非刺激群、破線は IL-20 刺激群をそれぞれ示した(n=3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図3 CATアッセイ 

α2(I)コラーゲン遺伝子プロモーターconstructを正常線維芽細胞に一過性形質導入後、IL-20(100ng/ml)の存在下、非存

在下で24時間培養した。バーグラフはIL-20非刺激群(1.0)に対するIL-20刺激群のCATの活動性を相対評価で示した(n=3)。

*P<0.05 
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図4 IL-20がFli1発現に及ぼす影響 

(A) 正常線維芽細胞を24時間無血清処理し、IL-20(100ng/ml)存在下と非存在下で12時間培養した。mRNA発現量はリアルタ

イムPCR法を用いて比較した(n=7)。*P<0.05 

(B) 正常線維芽細胞を24時間無血清処理し、IL-20(100ng/ml)存在下と非存在下で24時間培養した。Ets1, Fli1の抗体にて

免疫ブロット法を行なった。図1Bと同じ手法でバンドを定量化し、Ets1とFli1のタンパク発現の比率をバーグラフに示し

た(n=3)。*P<0.05 

(C) 正常線維芽細胞を24時間無血清処理し、IL-20(100ng/ml)存在下と非存在下で24時間培養した。抗Fli1抗体を用いて細

胞溶解物を免疫沈降し、免疫ブロット法にて Fli1のリン酸化およびアセチル化の程度を測定した(n=3)。3つの独立した実

験のうち代表的なものを示した。 

(D) 正常線維芽細胞を24時間無血清処理し、IL-20(100ng/ml)存在下と非存在下で12時間培養した。細胞DNAを剪断し、ク

ロマチン(入力DNA)を抗Fli1抗体もしくはIgGアイソタイプ対照抗体で免疫沈降を行なった。沈降物をα2(I)コラーゲン遺

伝子プロモーターのプライマーを用いてPCRで増幅させ、アガロースゲル電気泳動にて検出した(n=3)。3つの独立した実験

のうち代表的なものを示した。 

(E) 図2Aと同じ手法でSmad3, endoglinおよびcaveolin-1のmRNA発現量を測定した(n=7)。*P<0.05 

(F) 正常線維芽細胞を24時間無血清処理し、Fli1 siRNA存在下と非存在下でIL-20(100ng/ml)にて12時間培養した。I型コ

ラーゲン発現を免疫ブロット法にて測定した(n=3)。3つの独立した実験のうち代表的なものを示した。 
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図5 正常皮膚線維芽細胞におけるI型コラーゲン発現に対するIL-19およびIL-24の効果 

(A-D) 正常線維芽細胞を24時間無血清処理し、IL-19およびIL-24(ともに100ng/ml)存在下と非存在下で24時間培養した。I

型コラーゲンおよびβ-アクチンの抗体にて免疫ブロット法を行なった。図1Bと同じ手法にてバンドを定量化し、バーグラ

フに示した (n=3)。 

(E,F) Ets1, Fli1 のタンパク発現量は免疫ブロット法にて測定した。 
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図 6 リウマチ性疾患患者の血清および皮膚組織における IL-20 濃度 

(A) ELISA 法による血清 IL-20 濃度測定。血清サンプルは SSc(n=33), SSD(n=9), SLE(n=10), DM(n=12)および健常人(n=15)

より採取した。バーは各群の平均値を示した。*P<0.05 

(B) 全 RNA を SSc 患者 12名と健常人 6名の皮膚組織から抽出した。IL-20 mRNA の発現をリアルタイム PCR によって分析し

た。*P<0.05 

(C) IL-20 による皮膚パラフィン切片の免疫染色。(左)が健常人、(右)が SSc 患者。倍率×200 (n=3)。 

3 つの独立した実験のうち代表的なものを示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7 線維芽細胞における IL-20 受容体の発現 

(A) IL-20 受容体による皮膚パラフィン切片の免疫染色。(左)が健常人、(右)が SSc 患者。倍率×400  (n=3)。3 つの独立

した実験のうち代表的なものを示した。 

(B) 全 RNA を SSc 患者 12名と健常人 6名の皮膚組織から抽出した。IL-20 受容体の mRNA 発現をリアルタイム PCR 法によっ

て分析した。 

(C) 正常線維芽細胞と SSc 線維芽細胞の溶解物からタンパクを回収し、IL-20 受容体の抗体を用いて免疫ブロット法を行な

った。3つの独立した実験のうち代表的なものを示した。 

(D) 正常線維芽細胞と SSc 線維芽細胞において IL-20 受容体の抗体を用いて免疫蛍光顕微鏡検査を行なった。倍率×1000 

(n=3)。 3 つの独立した実験のうち代表的なものを示した。 
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図 8 TGF-β刺激した正常線維芽細胞における I型コラーゲン発現に対する IL-20 の効果 

(A) 正常線維芽細胞を 24時間無血清処理し、IL-20(100ng/ml)および/または TGF-β(2ng/ml)で 24 時間培養した。I型コラ

ーゲンの発現を免疫ブロット法にて測定した(n=3)。3つの独立した実験のうち代表的なものを示した。 

(B) 正常線維芽細胞を24時間無血清処理し、TGF-β(2ng/ml)存在下でIL-20(100ng/ml)を加えて24時間培養した。Ets1, Fli1

の発現を免疫ブロット法にて測定した(n=3)。 3 つの独立した実験のうち代表的なものを示した。 

(C) 正常線維芽細胞を24時間無血清処理し、TGF-β(2ng/ml)存在下でIL-20(100ng/ml)で12時間培養した。Smad3, endoglin

およびcaveolin-1のmRNA発現量をリアルタイムPCR法で比較した(n=7)。*P<0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9 SSc 線維芽細胞における I型コラーゲン発現に対する IL-20 の効果 

(A) SSc 線維芽細胞を 24時間無血清処理し、IL-20(100ng/ml)で 24 時間培養した。I型コラーゲンの発現を免疫ブロット法

にて測定した(n=3)。3つの独立した実験のうち代表的なものを示した。 

(B) SSc 線維芽細胞を 24時間無血清処理し、 IL-20(100ng/ml)で 24 時間培養した。Ets1, Fli1 の発現を免疫ブロット法に

て測定した(n=3)。3 つの独立した実験のうち代表的なものを示した。 

(C) SSc 線維芽細胞を 24時間無血清処理し， IL-20(100ng/ml)で 12 時間培養した。Smad3, endoglin および caveolin-1 の

mRNA 発現量をリアルタイム PCR 法で比較した(n=7)。*P<0.05 
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図 10 IL-20 によるマウスの皮膚パラフィン切片の免疫染色。(左)が PBS を投与された野生型マウス、(右)がブレオマイシ

ンを投与されたマウス。倍率×200 (n=5)。 5 つの独立した実験のうち代表的なものを示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 11 ブレオマイシン誘発皮膚線維化モデルマウスに対する IL-20 の効果 

(A) マウスの皮膚パラフィン切片の H-E 染色。（左上）が PBS のみを投与された野生型マウス、（右上）が IL-20 と PBS を投

与された野生型マウス。（左下）がブレオマイシンと PBS を投与されたマウス。（右下）が IL-20 とブレオマイシンを投与さ

れたマウス。スケールバーは 0.1mm。それぞれ 5つのサンプルのうち代表的な結果を示した。 

(B) マウスの皮膚パラフィン切片を用いた Fli1（上段）、 Smad3（下段）による免疫染色。 

（左）がブレオマイシン+PBS、（右）がブレオマイシン＋IL-20 をそれぞれ投与されたマウス。倍率×400 (n=5)。5 つの独

立した実験のうち代表的なものを示した。 

(C) 図 11A における皮膚の厚さの測定値。バーは各群の平均値を示した(n=5)。*P<0.05 

(D) 図 11A における皮膚切片でのコラーゲン含有量(n=5)。バーは各群の平均値を示している。*P<0.05 
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強皮症患者における毛髪中 microRNA 発現の検討 
 

研究分担者 尹 浩信 熊本大学大学院皮膚病態治療再建学 教授 

協力者   王 中志 熊本大学大学院皮膚病態治療再建学 研究員 
 

研究要旨 

様々な疾患において血清 microRNA のバイオマーカーとしての有用性が示されている。最近、

毛髪中にも microRNA が安定して存在する事が報告された。我々は全身性強皮症患者 11 例および

正常対照群 13 例を対象として、毛根・毛髪と血清から microRNA を抽出し、real-time PCR を用

いて miR-196a の発現量を調べた。強皮症患者では毛髪中の miR-196a 発現が有意に減少してい

た。 

 

A. 研究目的 

microRNA (miRNA) は、ターゲットとなる 

mRNA の発現を制御する小分子non-coding RNA

で、遺伝子発現・発生・細胞増殖・分化・ア

ポトーシスなど、種々の細胞機能において重

要な役割を果たすことが知られている。また

様々な疾患において miRNA の発現パターンが

バイオマーカーとして有用であることに注目

が集まっている。最近、毛髪中にも miRNA が

安 定 し て 存 在 す る 事 が 報 告 さ れ た 

(Lefkowitz et al . PLos One 2011)。しかし

ながら、強皮症における毛髪中 miRNA 発現に

関する報告は少ない。そこで我々は強皮症に

おける毛髪 miRNA のバイオマーカーとしての

有用性の検討を行った。 

 

B. 研究方法 

 1) 対象 

 血清および毛根と毛髪は熊本大学病院皮膚

科を受診した全身性強皮症患者 11 例および

正常人 13 例から採取し、直ちに－80℃に保存

した。 強皮症患者は全例が American 

College of Rheumatology の強皮症診断基準

を満たしていた。 本研究は、Declaration of 

Helsinkiに基づき、倫理委員会の審査を経て、

患者および正常人の同意を得て行った。 

2) 血清 miRNA の抽出  

 血清 100μl に対し C. elegans miR-39 (5 

fmol/μl, Takara Bio Inc) を 5μl加え抽出

率の補正に使用した。miRNeasy Mini kit 

(Qiagen) と miRNeasy MinElute Cleanup kit 

(Qiagen) を用い、プロトコールに従って血清

miRNA の抽出を行った。 

3) 毛根 miRNA の抽出 

一本の毛根を水とエタノールで洗浄し、800

μlの Isogen (Nippon Gene) に溶かして、C. 

elegans miR-39 (5 fmol/μl) を 5μl を加

え、プロトコールに従って毛根 miRNA の抽出

を行った。 

4) 毛髪 miRNA の抽出 

 miRNeasy RNA isolation kit®, mirVanaTM 

miRNA Isolation Kit® (Ambion), Isogen®お
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よび Isohair® (Nippon Gene) + Isogen® の

４種類の方法を用い、プロトコールに従って

毛髪 miRNA の抽出を行った。 

 (4)については、毛髪を水とエタノールで洗

浄し、 Isohair kit に含まれる enzyme 

solution と lysis solution で溶解して、

Isogen を用い、プロトコールに従って毛髪

miRNA の抽出を行った。 

5) real-time PCR による解析 

 血清および毛根と毛髪から抽出した miRNA

は Mir-X miRNA First Strand Synthesis 

(Takara) を用いて一本鎖 cDNA に合成し、リ

アルタイム PCR 法にて相対定量を行った。 

6) miRNA PCR array analysis 

 正常人の血清および毛根と毛髪から miRNA

を抽出し、miScript II RT kit (Qiagen) を

用いて cDNA に合成し、96-well miScript 

miRNA PCR array (Qiagen)を用いて PCR Array

解析を行った。 

 

C. 研究結果 

 1) 毛根と毛髪からのmiRNA抽出方法の比較 

 まず、毛根は Isogen を用いて 4℃で一晩

incubateすることにより溶解することが出来

た。抽出した RNA を鋳型にして miRNA-150 と

U6 のプライマーを用いて real-time PCR を行

ったところ増幅がみられた (表 1) 。Negative 

control として手術に使用するナイロン糸を

用いたが、miRNA は検出されなかった。 

 一方、毛髪は miRNeasy RNA isolation kit®, 

mirVana miRNA Isolation Kit®, Isogen® そ

して Isohair® + Isogen®による方法を比較し、

Isohai と Isogen を用いて毛髪 1-10 本(約

5cm)を溶解し(図 1-a)、十分な miRNA を抽出

することが出来た(表 2) 。毛髪の量を増やす

ごとに miR-150 と U6 の Ct 値が小さくなる、

つまりこれらの抽出量が増加していると考え

られた。 

2) 毛根と毛髪 miRNA 発現の再現性 

 三人の正常人で、頭の二ヶ所から毛根と毛

髪を採取してデータの再現性を調べた。

miR-150 と U6発現の同一人由来の 2サンプル

間の違いは 2 倍以内に治まっていたので、再

現性があると判断した (図１-b,c) 。 

3) 血清・毛根・毛髪 miRNA 発現量の相関 

 正常人 10 人の血清および毛根と毛髪の

miRNA を等量で混合し 88 種類の miRNA を PCR

アレイで解析した (表 3) 。 血清および毛

根と毛髪の miRNA 発現を比較したところ、基

本的に３者に強い相関は無かったため、独立

したマーカーとして機能する可能性が考えら

れた(図１-d,e,f)。 

4) 強皮症患者における毛根・毛髪 miR-196a

発現 

以上の予備実験を経て、毛髪と毛根の miRNA

の臨床的な意義を調べた。miR-196a はコラー

ゲンを target とする miRNA で、強皮症の皮膚

や線維細胞では減少しコラーゲン増加の一因

になっていると考えられているが、血清では

減少していないため疾患マーカーとしては使

用できない (Honda N, et al. J Immunol 2012)。 

 我々は正常人と強皮症患者の血清および毛

根と毛髪での miR-196a 発現を比較した。過去

の報告通り血清では正常と強皮症で差は無か

ったが、強皮症の毛根では少し減少して、毛

髪では有意に減少した (図 2)。 毛髪の
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miR-196a 濃度で ROC 曲線を作成したところ、

曲線下面積は0.75となり0.7を超えているた

め、正常人と強皮症患者を区別するマーカー

として感度と特異度のバランスがよく、診断

マーカーとして有用であることが示された 

(図 3)。 

 

D. 考 案 

強皮症患者では血管の狭小化がみられるた

め、時に頻回の採血が困難である。毛髪は血

液に比べより簡便に採取できるため、強皮症

患者で毛の miRNA 発現量が疾患マーカーとな

ればより非侵襲的に診断や病勢の評価を行う

ことが出来ると考えられる。 

 何故皮膚で減少している miR-196a が血清や

毛根では減少しておらず毛髪でまた減少して

いるのかについては不明であるが、一つの仮

説として血清・毛根でもごくわずかに

miR-196a が減少しているが、そのような血

清・毛根由来の小さな変化が毛がのびるに従

って積分されて、毛髪では大きな変化が見や

すくなっている可能性があると考えている。 

 そのため、毛髪 miRNA は感染症などの急性

疾患よりも強皮症のような慢性疾患において

より有用な疾患マーカーとなり得ると考える。 

  

E. 結 論 

我々の研究により毛根や毛髪から効率的に

miRNA が抽出できる事が分かり、毛髪中の

miR-196aは強皮症の診断マーカーになる可能

性がある事が示された。 

 

 

F. 文 献 

1. Honda N, et al. TGF- β -mediated 

downregulation of microRNA-196a 

contributes to the constitutive 

upregulated type I collagen expression 

in scleroderma dermal fibroblasts. J 

Immunol. 2012 Apr 1;188(7):3323-31.  

2. Lefkowitz GK et al.: The 

post-apoptotic fate of RNAs identified 

through high-throughput sequencing of 

human hair.  PLoS One. 

2011;6(11):e27603.  

 

G. 研究発表 

1. 論文発表 

Detection of hair-microRNAs as the 

novel potent biomarker: evaluation of 

the usefulness for the diagnosis of 

scleroderma. 

Wang Z, Jinnin M, Kudo H, Inoue K, 

Nakayama W, Honda N, Makino K, Kajihara 

I, Fukushima S, Inoue Y, Ihn H. J 

Dermatol Sci. 2013 Nov;72(2):134-41. 

2. 学会発表 

なし 

 

H. 知的財産権の出願･登録状況 

なし



 84

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1: 

(a) Isohair kit を用いた毛髪の溶解前と溶解後 

(b,c) 毛根と毛髪の miRNA 発現の再現性。正常人 3例 （NS1 -3）の頭部の二ヶ所から毛根および毛髪

を採取して miR-150 と U6 発現を real-time PCR で解析した。 

(d,e,f) 血清・毛根・毛髪 miRNA の発現量の相関。 
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図 2: 正常人 13 例と強皮症患者 10 例の血清および毛根と毛髪より miRNA を抽出し real-time PCR に

て miR-196a の発現量を解析した。横線は平均を示す。* p<0.05 

 

 

 

 

 

 

 

図 3: 毛髪 miR-196a の ROC 曲線。 

 

表 1. 正常人の毛根からの miRNA 抽出 

   miR-150 U6 

 Isogen® a hair root 31.54 19.16 

  surgical nylon suture - - 

  blank - - 

 

表 2. 正常人の毛髪からのmiRNA 抽出 

Ct miR-150 U6 

hair shafts (one piece) 33.28 26.73 

hair shafts (five piece) 28.60 22.34 

hair shafts (ten piece) 27.88 21.98 

surgical nylon sutures - - 

blank - - 
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表 3. PCR Array の結果 

miRNA name serum hair root hair 

shaft 

miRNA name serum hair root hair 

shaft 

let-7a -6.71 0.08 -3.82 miR-133a 5.54 14.20 15.04 

let-7c -3.34 1.49 -2.82 miR-133b 1.25 13.48 10.24 

miR-1 3.78 17.79 -18.4 miR-134 1.95 10.67 11.99 

miR-7 -0.67 7.62 3.60 miR-141 3.02 0.90 -2.78 

miR-9 3.08 12.23 17.77 miR-143 -2.56 7.10 9.93 

miR-10a -0.38 12.81 19.79 miR-145 -2.90 7.32 3.64 

miR-10b -0.08 13.23 5.67 miR-146a -4.48 6.15 6.06 

miR-15a -3.24 2.79 3.65 miR-148a -4.32 0.93 -2.55 

miR-15b -4.97 1.50 -2.06 miR-150 -8.13 10.22 2.79 

miR-16 -8.84 0.20 -1.85 miR-155 1.24 13.37 5.91 

miR-17 -5.22 -13.22 -1.00 miR-184 3.44 -9.02 4.53 

miR-17* 0.60 6.81 4.47 miR-191 -6.30 2.73 -2.93 

miR-18a -4.30 3.30 0.12 miR-192 -2.16 7.98 1.53 

miR-19a -6.35 0.77 -2.06 miR-193a-5p -2.27 5.00 -0.32 

miR-19b -6.48 1.06 -1.75 miR-195 -8.26 0.86 -0.63 

miR-20a -7.13 -0.58 -3.35 miR-196a 2.54 6.57 0.5 

miR-21 -6.58 0.79 -2.78 miR-200a 3.44 1.51 -2.55 

miR-22 -5.63 1.01 -1.93 miR-200b 0.92 1.06 -4.45 

miR-23a -7.60 -0.81 -6.53 miR-200c 1.25 0.53 -4.93 

miR-24 -6.54 -1.55 -4.80 miR-203 0.92 -3.34 -8.60 

miR-25 -6.52 2.43 -4.25 miR-204 15.94 7.54 -0.85 

miR-26a -6.60 -1.29 -5.04 miR-205 -3.02 -4.96 -8.53 

miR-26b -6.36 -1.28 -3.27 miR-206 3.03 16.74 6.60 

miR-27a -5.64 -1.39 -6.53 miR-208a 4.36 17.03 26.26 

miR-29a -5.22 2.51 -1.58 miR-210 -0.19 3.28 2.08 

miR-30d -5.45 2.05 -2.97 miR-211 -0.40 2.36 1.23 

miR-30e -5.22 1.59 -0.93 miR-214 1.17 11.46 4.61 

miR-31 0.47 -1.29 -3.91 miR-215 -0.75 14.51 7.16 

miR-34a 0.30 1.98 0.24 miR-221 -4.95 2.21 -1.35 

miR-92a -9.92 -0.32 -8.34 miR-222 -3.67 2.59 -1.27 
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miR-93 -5.49 2.62 -2.23 miR-223 -10.86 8.84 -1.51 

miR-96 3.68 5.41 3.12 miR-224 0.16 3.43 -2.44 

miR-100 -1.91 3.44 1.24 miR-296-5p 2.68 5.76 8.45 

miR-103a -4.58 1.27 -0.20 miR-372 3.14 15.75 6.80 

miR-106b -6.33 0.27 -2.62 miR-373 4.94 15.31 3.11 

miR-107 0.27 4.61 0.95 miR-374a -2.94 5.65 1.09 

miR-122 -5.95 18.48 22.71 miR-375 -3.78 5.34 -3.71 

miR-124 -2.27 9.26 -8.72 miR-376c 0.84 8.65 14.69 

miR-125b -5.65 -1.41 -3.04 miR-423-5p -4.62 3.62 -1.72 

miR-126 -6.20 7.47 12.21 miR-499-5p 3.59 11.58 10.55 

miR-128 -2.23 4.58 1.68 miR-574-3p -1.75 3.97 -1.61 
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KLF5、Fli1 ダブルヘテロ欠損マウスの解析 
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研究要旨 

全身性強皮症(SSc)は血管障害と皮膚および内臓諸臓器の線維化を特徴とする膠原病で、その

発症には免疫異常の関与が示唆されている。SSc の病因はいまだ不明であり、その多様な病態を

一元的に説明し得る仮説は現時点では存在しない。SSc を発症する上で最も強い危険因子は家族

歴とされているが、患者の家族内で個々の家族構成員が SSc に罹患する危険性は 1%未満にとど

まる。こうした事実より、SSc は多因子疾患であり、その発症には遺伝因子のみならず、環境因

子が深く関与していると考えられている。環境因子の影響により誘導される遺伝情報の変化の一

つとしてエピジェネティック制御が挙げられるが、我々は SSc 皮膚線維芽細胞においてエピジェ

ネティック制御を介して発現が強力に抑制されている 2つの転写因子(Friend leukemia virus 

integration 1 [Fli1]と Krüppel-like factor 5 [KLF5])に注目し、これらの転写因子の二重ヘ

テロ欠損(Klf5+/-;Fli1+/-)マウスを作成することにより、SSc の主要 3病態（免疫異常・血管障

害・線維化）の全てを再現できる新規モデルマウスの作成に成功した。同マウスの病態の詳細を

解析することにより、SSc の病態解明・新規治療の開発が期待される。 
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A. 研究目的 

転写因子 Fli1 は、皮膚線維芽細胞において

I 型コラーゲン遺伝子の強力な転写抑制因子

として機能している1。また、線維芽細胞にお

ける Fli1 遺伝子の発現低下は、TGF-β 

singaling の活性化を模倣した遺伝子の発現

変化を誘導する。全身性強皮症(SSc)患者由来

の皮膚線維芽細胞では Fli1 遺伝子の発現が

epigenetic制御を介して恒常的に低下してい

ることが知られており2、この異常が同細胞の

恒常的な活性化に深く関与している可能性が

示唆されている3-5。 

Fli1+/-マウスの皮膚では、I型コラーゲンの

発現量が mRNA レベルおよび蛋白レベルで亢

進しており、Fli1 遺伝子の発現低下は皮膚線

維芽細胞の活性化を in vivo で誘導しうるこ

とが明らかにされている。しかしながら、同

マウスの皮膚では真皮の肥厚は認められない。

つまり、同マウスの皮膚では、過剰産生され

たコラーゲンを皮膚組織へ蓄積させ、線維化

を確立する重要な因子が欠損している可能性

が示唆される。 

TGF-βsignaling の活性化は線維化反応に

おいて極めて重要な役割を果たしているが、

in vivo において組織の線維化を誘導するに

は、TGF-βsignaling の活性化に加えて

connective tissue growth factor（CTGF）の

発現亢進が不可欠である6,7。重要なことに、

Fli1+/-マウスの皮膚では、CTGF 遺伝子の発現

量には変化がないことが明らかにされている。

つまり、Fli1遺伝子の恒常的発現低下に加え、

CTGF 遺伝子の恒常的発現亢進が生じれば、in 

vivoにおいて自然に皮膚線維化が誘導できる

可能性が示唆される。 

KLF5は諸臓器での線維化反応を制御する重

要な転写因子で、心筋線維芽細胞においては

線維化反応を誘導し8、腎尿細管細胞において

は線維化を抑制する9。皮膚線維化における

KLF5の役割に関してはこれまで明らかにされ

ていなかったが、SSc 患者の病変部皮膚を用

いた DNA アレイ解析により、KLF5 の発現低下

が示されている10。そこで我々は KLF5 が皮膚

線維化に及ぼす影響に注目して検討を行った

ところ、正常皮膚線維芽細胞において KLF5 は

CTGF遺伝子の強力な転写抑制因子として機能

しており、その発現低下により CTGF 遺伝子の

発現が著明に亢進することが明らかとなった。

つまり、Fli1 遺伝子の恒常的な発現低下によ

り TGF-β signaling の部分的な活性化が生

じ、KLF5 遺伝子の恒常的な発現低下により

CTGF 遺伝子の発現亢進を誘導できるため、理

論的にはこの 2 つの転写因子の発現を同時に

抑制することで、in vivo において線維化反

応を誘導できる可能性が示唆される。 

本研究では、上記の仮説を証明することを

目的として、Klf5+/-;Fli1+/- マウスを作成し、
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SSc の主要病態が再現できるかどうかについ

て検討を行った。 

 

B. 研究方法 

患者と皮膚線維芽細胞培養 

ヒト皮膚検体は発症から 2 年以内のびまん

皮膚硬化型 SSc（diffuse cutaneous SSc: 

dcSSc）患者 8人（7人は抗トポイソメラーゼ

I 抗体陽性、1 人は抗核抗体陰性）の前腕伸

側遠位 1/3 から採取した。いずれの患者も臨

床所見と組織学的所見に基づいて診断され、

ほかの膠原病は合併していなかった。コント

ロール群の検体は年齢、性別、部位がほぼ合

致した 8 人の健常人から採取した。研究は東

京大学医学系研究科倫理委員会の承認を得た

上で、また被験者全員から書面上の同意を得

た上で行った。線維芽細胞は上記の皮膚検体

から同時に採取し、10%ウシ胎児血清を加えた

minimal essential mediumを用いて培養した。

すべての培養線維芽細胞を用いた実験では継

代数が 3～6のものを用いた。 

 

動物モデル 

Klf5+/- マウスは東京大学循環器内科の藤生

克仁先生、真鍋一郎先生、永井良三先生から

提供していただいた11。Fli1+/- マウスは過去

に報告されているものを用いた12。タイトスキ

ン（Tsk/+）マウスは Jackson Laboratory か

ら購入した。すべての実験は東京大学医学系

研究科の動物倫理規定に従って行った。麻酔

にはエチルエーテルの吸入を用い、エチルエ

ーテルによる吸入麻酔を深くすることで安楽

死を行った。ブレオマイシンを用いた皮膚線

維化誘発モデルでは、6 週齢の雌マウスの背

部皮膚に対してブレオマイシンを隔日で 3 週

間皮下投与した。 

 

免疫染色法 

ヒトとマウスの検体はホルマリンで固定し

てからパラフィンで包埋し、切片を作り、

Vectastain ABC kit (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA)を用いて染色した。皮

膚の厚さや細胞数は無作為に選んだ少なくと

も 5視野で 2人の検者（S.N.、Y.A）で測定し、

それぞれのサンプルで平均を算出した。 

 

免疫ブロット 

Confluent となった培養皮膚線維芽細胞を

血清飢餓状態で 24 時間培養し、全細胞抽出物

13と核内抽出物14を用意した。皮膚と肺の組織

はRIPAバッファー(Santa Cruz)中で鉗子を用

いて小さく刻み、遠心し、上清を抽出した。

そうして得られた検体を sodium dodecyl 

sulfate (SDS)ポリアクリルアミドゲル 

(Life technologies, Carlsbad, CA, USA)を

用 い て 電 気 泳 動 し 、 chemiluminescent 
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techniques (Thermo Fisher Scientific, 

Rockford, IL, USA)を用いてバンドを検出し

た。 

 

RNA の抽出と定量的リアルタイム PCR 

肺や皮膚組織、培養細胞から 1μgの RNA を

Qiagen の RNeasy Mini Kit を用いて抽出し、

iScript cDNA Synthesis Kits (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA)を用いて cDNA に逆転写し

た。定量的リアルタイム PCRは SYBR Green PCR 

Master Mix (Life technologies)を用い、ABI 

prism 7000 (Life technologies)で測定した。

いずれの検体も triplicates としてその平均

を値として用いた。18S rRNA をリファレンス

遺伝子として用いた。mRNA 発現量の測定後に

Melt curve を測定し、各プライマーから予想

される単一の増幅産物が生成していることを

確認した。 

 

生体分子イメージング 

マウス生体内での皮膚における血管構造や

血行動態を検索するため、我々は過去の報告

15を改良した方法で多光子顕微鏡を用いた。マ

ウスはウレタン (1.5 g/kg)で麻酔し、倒立顕

微鏡 (Nikon, Eclipse Ti, Tokyo, Japan)を

用いて観察した。Texas-Red-dextran (25 

mg/kg, 70 kDa, Invitrogen, San Diego, 

D1830) と Hoechst 33342 (10 mg/kg, 

Invitrogen, H1399)を尾静脈に注射し、それ

ぞれ血管と細胞の核を可視化した。組織はTi: 

sapphire laser (Visio II, Coherent, Santa 

Clara, CA)を用いて860 nmの波長で励起し、

Nikon A1R-MP systemを用いて撮影した。 写

真はNIS-Elements software (Nikon)を用いて

解析した。 

 

統計解析 

統計解析には GraphPad Prism 5 を用いた。

統計学的な有意差は 2 群間であれば

Mann-Whitney U test を用いて、多群間であ

れば oneway ANOVA と Bonferroni post hoc 

test を用いて解析した。正規分布に沿う場合

には two-tailed t-test を用いた。P < 0.05

を統計学的に有意と考えた。値は平均値± 

s.e.m で表記した。 

 

C. 研究結果 

SSc患者の皮膚線維芽細胞ではepigenetic制

御により KLF5 の発現が抑制されている 

免疫染色により、SSc 患者の皮膚組織なら

びに皮膚線維芽細胞では健常人の組織や細胞

に比べて KLF5 の発現が抑制されていること

が明らかとなった（図 1a）。SSc における ECM

の過剰産生は epigenetic 制御による影響を

強く受けていることが知られている16-18。そこ

で 、 培 養 皮 膚 線 維 芽 細 胞 を
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5-aza-2'-deoxycytidine（DNA メチル化阻害

薬）と trichostatin A（ヒストン脱アセチル

化阻害薬）で処理したところ、SSc 皮膚線維

芽細胞における KLF5 遺伝子の mRNA の発現量

は正常皮膚線維芽細胞と同等のレベルにまで

亢進し、一方、COL1A2 遺伝子の mRNA の発現

量は正常皮膚線維芽細胞と同等のレベルにま

で抑制された(図 1b)。以上のことから、エピ

ジェネティック制御が SSc 皮膚線維芽細胞に

おける KLF5 遺伝子の発現低下に関与してい

る可能性が示唆された。 

 

KLF5 は CTGF 遺伝子の転写抑制因子である 

皮膚線維化における KLF5 の機能を解析す

るため、野生型マウスと Klf5+/- マウスから皮

膚線維芽細胞を採取して培養し、各種線維化

関連遺伝子の mRNA の発現量を定量的リアル

タイム PCR 法で解析した。すると、CTGF の発

現が Klf5+/- 皮膚線維芽細胞では野生型皮膚

線維芽細胞に比較して 50%上昇していた（図

2）。一方で、I 型コラーゲン、α-SMA、

integrin-β5といった他の線維化マーカーの

発現量には両群の間で差は認められなかった。

次に、ヒト包皮線維芽細胞に対して siRNA を

用いて KLF5 遺伝子の発現を抑制したところ、

同様に CTGF 蛋白の発現量は、定常状態、

TGF-β1 刺激下のいずれの場合においても顕

著に亢進した（図 3a）。さらに、KLF5 の発現

ベクターを CTGF 遺伝子プロモーターととも

にヒト包皮線維芽細胞に対しトランスフェク

ションし、ルシフェラーゼアッセイでプロモ

ーター活性を測定したところ、KLF5 の用量依

存性に最大 65%、 CTGF 遺伝子のプロモーター

活性が減少した（図 3b）。 

次に、KLF5 と CTGF 遺伝子プロモーターの

相互作用を調べるため、培養正常皮膚線維芽

細胞を用いてクロマチン免疫沈降法を行った。

すると、KLF5 は CTGF 遺伝子プロモーター領

域に結合し、SSc 皮膚線維芽細胞や TGF-β1

刺激下の正常皮膚線維芽細胞では無刺激の正

常皮膚線維芽細胞に比較してその結合量が減

少していた（図 3c）。さらに、CTGF 遺伝子プ

ロモーター上の KLF5 結合部位を特定するた

め、KLF5 が結合する可能性のある部位を検索

し、それぞれの部位に Mutagenesis 法を用い

て変異を導入した（図 3d）。それぞれの変異

プロモーターをヒト包皮線維芽細胞にトラン

スフェクションしたところ、KBE1（KLF5 

binging site 1; 転写開始点から-112 ～ -105 

bp）に変異を加えた場合にのみプロモーター

活性が 2 倍に上昇したため、KBE1 に KLF5 が

結合し、CTGF 遺伝子の転写抑制因子として働

いている可能性が示唆された（図 3e）。 

 

KLF5 と Fli1は共同して CTGFの転写活性を抑

制する 
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Ets 転写因子ファミリーに属する Ets1 と

Fli1 はいずれも CTGF 遺伝子プロモーター上

の KBE1 近傍に結合することが過去に報告さ

れている（転写開始点から-126 ~ -77 bp）4,19。

そこで、我々は KLF5 と Ets1 または Fli1 との

間における物理的相互作用の有無を検討する

ため、正常皮膚線維芽細胞を用いて免疫沈降

法を行った。すると、KLF5 と Fli1 は核内で

複合体を形成していることが明らかとなった

が、KLF5 と Ets1 の間に物理的相互作用は観

察されなかった（図 4a）。次に、KLF5 と Fli1

が機能的にも共同して CTGF 遺伝子プロモー

ター活性を制御しているかどうかを検討する

ため、ヒト包皮線維芽細胞に対して KLF5 発現

ベクターと Fli1 発現ベクターを同時にトラ

ンスフェクションして検討を行った。すると、

Fli1 単独では CTGF 遺伝子プロモーター活性

はわずかに減少するにとどまったが、Fli1 と

KLF5が同時に作用すると転写抑制効果は相乗

的に亢進した（図 4b）。同様に、ヒト包皮線

維芽細胞に対してsiRNAを用いてKLF5とFli1

の発現を同時に低下させると、CTGF 蛋白の発

現量が相乗的に増加した（図 4c）。一方、I型

コラーゲン蛋白の発現量については、Fli1 

siRNA により発現が上昇したが、KLF5 siRNA

では発現量に変化は見られなかった。 

 

Klf5+/-;Fli1+/-マウスは皮膚線維化を自然発

症する 

過去の報告と我々のこれまでの研究で得ら

れた知見を考慮すると、Fli1 遺伝子の恒常的

な発現抑制により TGF-β signaling が部分

的に活性化し、KLF5 遺伝子の恒常的な発現低

下により CTGF 遺伝子の発現が亢進するため、

理論的にはこの 2 つの転写因子の発現を同時

に低下させることで、線維化反応を誘導でき

ると考えられる。一方、SSc 患者の皮膚線維

芽細胞では epigenetic 制御により Fli1、KLF5

ともに発現が減少しているが、完全に消失し

ているわけではない。この状況をマウスで再

現するため、KLF5 と Fli1 のダブルヘテロ欠

損マウス（Klf5+/-;Fli1+/- マウス）を作成し

た。Klf5+/-;Fli1+/- マウスの生殖能力は保た

れ、明らかな生存率の低下はなく、外見上の

異常を示すことはなかった。皮膚線維化につ

いて組織を採取して観察したところ、2 カ月

齢では真皮の厚さと皮膚中のコラーゲン含有

量に野生型マウスと Klf5+/-;Fli1+/- マウスの

間で差は明らかでなかった。ところが、3 カ

月齢の Klf5+/-;Fli1+/- マウスでは野生型マウ

スに比較すると、真皮が 45%肥厚し、コラー

ゲン線維は組織学的により密に配列していた

（図 5a,b）。さらに、Klf5+/-;Fli1+/- マウスの

皮膚ではコラーゲン含有量が増加していた

（図 5c）。 
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Klf5+/-;Fli1+/- マウスの真皮では SSc に類似

したコラーゲン細線維の異常がみられる 

2 カ月齢の Klf5+/-;Fli1+/- マウス皮膚を透

過型電子顕微鏡で観察したところ、肥大化し

たコラーゲン細線維が縦断像でみられ、また

細線維の直径におけるばらつきが増加してい

る所見が横断像で観察された (野生型: 平均

60.8 nm; レ ン ジ  34.1-92.4 nm; 

Klf5+/-;Fli1+/-: 平 均 100.3 nm; レ ン ジ

11.0-249.3 nm; 図 5d)。重要なことに、SSc

患者皮膚における細線維の異常と同様、

Klf5+/-;Fli1+/- マウスの皮膚では太いコラー

ゲン細線維が細いコラーゲン細線維と混在し

ていた。一方で、KLF5 のヘテロ欠損単独では

細線維の直径がわずかに増加するにとどまり、

Fli1のヘテロ欠損単独では径の小さな細線維

が出現するのみであった (Klf5+/-: 平均 75.4 

nm; レンジ 19.4-157.5 nm; Fli1+/-: 平均 62.0 

nm; レンジ 11.0-105.9 nm)。これらの結果か

ら、コラーゲン細線維の形成を制御する過程

である fibrillogenesis20に関わる酵素の発

現が KLF5 と Fli1 のダブルヘテロ欠損により

変化している可能性が示唆された。 

 

Klf5+/-;Fli1+/- マウスにおける皮膚血管障害 

SSc 患者では微小血管の構造異常21が生じ

る。Klf5+/-;Fli1+/- マウスでは視診による血

管拡張は明らかでないものの、FITC-デキスト

ランを尾静脈から注射してから背部皮膚を採

取し、血管構造を蛍光顕微鏡で観察すると、1

カ月齢という早い段階から血管の虫食い状狭

窄と分枝状の血管構造が観察された（図6a）。

さらに、生体分子イメージングを多光子顕微

鏡で行い、Klf5+/-;Fli1+/- マウスでは真皮コ

ラーゲンの密度が高く、真皮血管の密度が減

少していることを同定した（図 6b）。以上の

ことから、Klf5+/-;Fli1+/- マウスは皮膚にお

いて SSc 患者に類似した血管の構造異常22,23

を示すことが明らかとなった。 

 

Klf5+/-;Fli1+/- マウスは SSc 患者の間質性肺

疾患に類似した線維化と血管病変を自然発症

する 

SSc 患者では高頻度で間質性肺疾患や肺高

血圧をはじめとした肺病変が観察されるため、

Klf5+/-;Fli1+/- マウスの肺組織を検討した。

すると、胸膜側の肺辺縁を中心に軽度の肺胞

隔壁肥厚が 2 カ月齢でみられた（図 7a）。さ

らに、4 カ月齢では肺胞構造の破壊とコラー

ゲン含有量の上昇が確認された（図 7b）。そ

して、8カ月齢ではヒトの間質性肺疾患で SSc

患者に多いとされている亜型のnon-specific 

interstitial pneumonia (NSIP)に類似した組

織像を示した24。NSIP に特徴的なびまん性の

肺胞隔壁肥厚と散在するリンパ球浸潤がみら

れたが、ヒトの特発性間質性肺疾患に多いと
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されている usual interstitial pneumonia 

(UIP)で高頻度に観察される蜂窩肺はほとん

ど出現しなかった。また、大型の 2 型肺胞上

皮細胞が増加していたが、UIP に特徴的な

fibroblastic foci は観察されなかった。さ

らに、8 カ月齢の肺組織では肺高血圧症

（pulmonary arterial hypertension; PAH）

の存在を示唆するような細動脈の強い狭窄と

α-SMA陽性細胞増殖による顕著な血管壁肥厚

を認めた（図 7c）。UIP に特徴的な動脈の

plexiform lesions はみられなかったが、隔

壁間の細静脈には内膜の肥厚と局所的な内腔

狭窄、血管周囲のリンパ球浸潤を認め、 肺静

脈閉塞性疾患 (pulmonary veno-occlusive 

disease; PVOD）を示唆する所見であった（図

7d）。これらの線維化、血管病変はヒトの間質

性肺疾患と同様、いずれも中心の気管支側で

はなく、辺縁の胸膜側に症状が強かった。SSc

患者の肺組織に置いても皮膚と同様 CTGF の

発現が亢進していることが報告されている25。

2 型 肺 胞 上 皮 細 胞 の マ ー カ ー で あ る

pro-surfactant protein C と CTGF で蛍光二

重染色を行うと、 Klf5+/-;Fli1+/- マウスでは

2 型肺胞上皮細胞が顕著に増加し、そのうち

の多くが CTGF を発現していたため、CTGF が

主に 2 型肺胞上皮細胞から産生されていると

予想された（図 8）。これらの結果は、

Klf5+/-;Fli1+/- マウスでは月齢とともに増悪

する肺病変を発症し、その組織学的特徴はSSc

患者の間質性肺疾患にきわめて類似し、2 型

肺胞上皮細胞からの CTGF 過剰産生が発症に

関与している可能性が明らかとなった。 

 

Klf5+/-;Fli1+/- マウスでは B細胞が活性化し、

自己抗体産生が観察される 

8 カ月齢の肺組織では B 細胞のリンパ濾胞

様の構造と間質におけるびまん性の浸潤がみ

られ（図 9a）、その所見は SSc 患者における

間質性肺疾患の B 細胞浸潤に類似していた26。

B細胞は IL-6を産生する細胞の一つであるこ

とが知られており27、IL-6 の発現は SSc 患者

の皮膚、血清、末梢血単核球、培養皮膚・肺

線維芽細胞において増加していることが過去

に報告されている25,28-31。そして、IL-6 を加え

ると培養線維芽細胞において、I 型コラーゲ

ン、α-SMA、CTGF の発現が増加する29。 我々

が B 細胞の機能を解析したところ、

Klf5+/-;Fli1+/- マウスの脾臓から取り出したB

細胞は、lipopolysaccharide (LPS)または抗

CD40抗体の刺激に対して野生型マウスに比較

すると約 3 倍もの量の IL-6 を産生した（図

9b）。また、Klf5+/-;Fli1+/- マウスの B細胞で

は CD19 の発現が肺では 15%上昇していた（図

9c）。さらに、Klf5+/-;Fli1+/- マウスでは抗核

抗体の産生が認められた（図9ｄ）。以上より、

Klf5+/-;Fli1+/- マウスでは B細胞が活性化し、
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活性化した B 細胞が自己抗体を産生している

可能性が示唆された。 

 

D. 考 案 

SSc の疾患感受性遺伝子については GWASな

どにより解析が進められてきたが、本症の発

症に関与する環境因子の影響に関しては、化

学物質により誘導される強皮症類似病態から

一定の知見が得られているのみで、その詳細

は未だ不明である。SSc の発症機序において

は、遺伝因子に加えて環境因子の影響が非常

に大きいと考えられているが、患者由来の細

胞を用いてエピジェネティック制御で発現が

変化している遺伝子を同定することにより、

環境因子の影響を受けている疾患感受性遺伝

子の候補を同定することが可能である。転写

因子Fli1はSSc皮膚線維芽細胞におけるエピ

ジェネティック制御に注目することにより特

定された疾患感受性遺伝子の一つであるが7、

今回我々は同様の手法を用いて転写因子KLF5

が SSc の疾患感受性遺伝子の一つである可能

性を見出した。SSc 患者の皮膚線維化におい

て、TGF-βsignaling の活性化と CTGF 遺伝子

の発現亢進は極めて重要であるが6,7、それぞ

れ Fli1 遺伝子の恒常的発現低下と KLF5 遺伝

子の発現低下により誘導が可能である。実際

に Klf5+/-;Fli1+/- マウスにおいて SSc に非常

に類似した皮膚硬化が再現できたことから、

この 2 つの転写因子の発現異常が SSc の線維

化の病態に深く関与していることが明らかと

なった。 

当初、Klf5+/-;Fli1+/- マウスは SSc の皮膚

線維化モデルとなる可能性を考えて作成され

たが、驚いたことに、同マウスは SSc の主要

3 病態の全てを再現し、更に「免疫異常→血

管障害→皮膚線維化→肺線維化」のようにSSc

における経時的な病態の変化・進展をも再現

することができた。この結果は、SSc におい

てはエピジェネティック制御による遺伝子の

発現異常が線維芽細胞、血管内皮細胞、免疫

担当細胞を個別に活性化し、in vivo におい

てそれらが複雑に相互作用することによって

本症の病態が形成されていることを示唆して

いる。この結果は、これらの遺伝子の発現異

常を是正することにより、SSc の病態を幅広

く修飾できる可能性を示唆している。 

我々は既に、ボセンタンおよびメシル酸イ

マチニブが転写因子 Fli1 の発現を亢進させ

る作用を有していることを報告している32。実

際にこれらの薬剤は、SSc の血管病変に対し

て疾患修飾作用を示す可能性が示唆されてい

る33,34。これらの薬剤に代表されるように、今

回同定された 2 つの転写因子の発現異常を是

正できる薬剤は、SSc の新規治療薬となる可

能性が考えられる。今後、Klf5+/-;Fli1+/- マ

ウスを用いて SSc の病態理解と新規治療薬の



 97

開発が進むことが期待される。 
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図 1：KLF5 の発現は epigenetic 制御により全身性強皮症（SSc）の皮膚線維芽細胞（fibroblasts）では減少している。 

 (a) ヒト皮膚組織の KLF5 染色。赤い矢印が皮膚線維芽細胞（dermal fibroblasts）を示している。 (b)培養皮膚線維

芽細胞を 2 つの epigenetic inhibitors（5-aza-2‘-deoxycytidine, 5-aza, 5 μM と trichostatin A, 2 μM）で 48

時間処理した。KLF5 と COL1A2 の mRNA レベルを測定した。データは mean ± s.e.m で示した。*P < 0.05, **P < 0.01。

Two-tailed unpaired t-test。 
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図 2：Klf5+/- マウスから採取した培養皮膚線維芽細胞では、線維化を亢進する分子の中で、CTGF の mRNA レベルのみ野

生型マウスと比較して上昇していた。 

Klf5, Ctgf, Col1a2, Acta2 (α-smooth muscle actin), Itgb5 (integrin β5) の mRNA 発現量を定量的リアルタイム

PCR を用いて測定した。n = 4。データは mean ± s.e.m.。*P < 0.05, **P < 0.01。Two-tailed unpaired t-test。 
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図 3：KLF5 は CTGF 遺伝子の転写抑制因子である。 

(a) ヒト包皮線維芽細胞に対して scrambled control RNA (SCR) または KLF5 siRNA をトランスフェクションして 24

時間培養し、その後に血清飢餓状態で TGF-β1 (2 ng/ml)にて 24 時間刺激した。KLF5 と CTGF のタンパク発現量を測定

した。(b) ヒト包皮線維芽細胞に対して CTGF プロモーターベクターと KLF5 過剰発現ベクターをトランスフェクション

し、 30 時間後にプロモーター活性をルシフェラーゼアッセイで測定した。 (c) ヒト皮膚線維芽細胞に対してクロマチ

ン免疫沈降法を用い、CTGF プロモーター上での KLF5 の結合の有無を調べた。Input を陽性コントロール、マウス IgG を

陰性コントロールとして用いた。定量的リアルタイム PCR により結合量を定量化し、Input で補正したグラフを下に示

す。n = 4。 (d) CTGF プロモーター上の KLF5 が結合する可能性のある部位を示す。変異させた配列は赤字で示す。KBE, 

KLF5-binding element。 (e) 変異した CTGF プロモーターベクターを用いてルシフェラーゼアッセイを行った。グラフ

のデータは 3回独立した実験を繰り返して得られた 3つの値の mean ± s.e.m。*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001。

Two-tailed unpaired t-test。 
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図 4：KLF5 と Fli1 は共同して CTGF 遺伝子の転写を抑制する。  

(a)核内抽出物を抗 Ets1 抗体、抗 Fli1 抗体で免疫沈降させ、得られたタンパクをブロットした。陰性コントロールとし

てウサギ IgG を用いた。(b)ヒト包皮線維芽細胞に対して KLF5 過剰発現ベクターと Fli1 過剰発現ベクターを同時にトラ

ンスフェクションし、30 時間後にプロモーター活性をルシフェラーゼアッセイで測定した。(c)ヒト包皮線維芽細胞に

対して scrambled control RNA (SCR)、KLF5 siRNA、Fli1 siRNA をトランスフェクションして 48 時間培養し、その後

24 時間血清飢餓状態にして CTGF と COL1A2 のタンパク発現量を測定した。グラフのデータは 3回独立した実験を繰り返

して得られた 3つの値の mean ± s.e.m。 *P < 0.05, **P < 0.01。Two-tailed unpaired t-test。 
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図5：Klf5+/-;Fli1+/- マウスは自然に皮膚線維化を発症する。 

 (a) 3カ月齢雄マウスの背部皮膚の写真を100倍の倍率で示す。各グループ7匹ずつからの代表的な写真を示す。右の写

真はMasson’s trichrome染色。 (b) 真皮の厚さを示す。n = 7。 雌マウスでも実験を行い、同様の結果が得られた。 (c) 

皮膚組織中のコラーゲン含有量をtotal collagen assayを用いて測定し、相対値で示した。n = 8。 (d) 透過型電子顕

微鏡でマウス背部皮膚を観察した。コラーゲン細線維の縦断像と横断像が示されている。倍率は20000倍。径の平均、レ

ンジ、径ごとの頻度はそれぞれのグループで500本の細線維で細小径を測定した結果である。ヒストグラムの赤い線は野

生型マウスで最も高い頻度で見られた径を示している。 データは mean ± s.e.m. *P < 0.05。Two-tailed Mann-Whitney 

U test。 
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図6：Klf5+/-;Fli1+/- マウス皮膚は血管障害を示す。 

 (a) 皮膚血管は尾静脈からFITC-デキストランを注射する事で描出された。 Klf5+/-;Fli1+/- マウスは血管の狭窄(矢印)、

異常な血管構造(矢印頭)を示した。 n = 3の中で代表的な写真を示す。 (c) 生体イメージングで4カ月齢マウスの皮膚

組織を観察した。それぞれのグループにおいて左上の写真が一定の深さでの横断像であり、その右と下に位置する写真

が縦断像である。血管の密度を測定した。それぞれのグループで4匹ずつ、計n = 20の 視野で測定した。データはmean ± 

s.e.m。*P < 0.05, **P < 0.01 。one-way ANOVA with Bonferroni correction。 
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図7：Klf5+/-;Fli1+/- マウスはSSc患者の間質性肺炎に類似した肺病変を示す。 

 (a) 野生型（WT）マウスとKlf5+/-;Fli1+/- マウスの肺組織を2, 4, 8カ月齢で示す。倍率は40倍と400倍の両者で示す。

左3列のパネルはhematoxylin and eosin染色、右1列のパネルはMasson‘s trichrome stainingの代表的な写真を示して

いる。矢印は気管支細動脈である。それぞれの時点で、7匹のマウスの組織を調べた。(b) total collagen assayで測定

したコラーゲン含有量の相対値を示す。n = 4。 (c) 8カ月齢のKlf5+/-;Fli1+/- マウスにおける肺組織の狭窄した細動脈

を示す。α-SMA染色染色。倍率は400倍。(d) 8カ月齢のKlf5+/-;Fli1+/- マウスにおける隔壁間の細静脈を示す。Masson’s 

trichrome染色の結果を示す。内膜は線維化し、血管周囲にリンパ球の浸潤がみられる。矢印頭は内腔の狭窄を示す。矢

印は赤血球の鬱滞を示す。データはmean ± s.e.m。*P < 0.05。Two-tailed Mann-Whitney U test。 
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図8： Klf5+/-;Fli1+/- マウスの2型肺胞上皮細胞ではconnective tissue growth factor (CTGF) の発現量が大きく増加

している。  

野生型（WT）マウスとKlf5+/-;Fli1+/- マウスにおいて2型肺胞上皮細胞のマーカーであるpro-surfactant protein C 

(pro-SP-C) と CTGF で 二 重 染 色 を 行 っ た 。 Pro-SP-C は FITC ( 緑 ) 、 CTGF は Alexa Flour 555 ( 赤 ) 、 核 を

4‘,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; 青)で染色した。 
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図9：Klf5+/-;Fli1+/- マウスでのB細胞活性化と自己抗体産生。 

 (a) 8カ月齢の野生型（WT）マウスとKlf5+/-;Fli1+/- マウスでの代表的な肺組織。B細胞特異的なB220染色の結果を示す。 

(b) B細胞は2カ月齢のマウスの脾臓からCD19陽性細胞をMACS磁気ビーズで採取した。その後、 lipopolysaccharide (LPS)

と抗CD40抗体 (αCD40)で48時間刺激した。上清中のIL-6 の値をELISAで測定した。それぞれのグループで4匹ずつのマ

ウスからduplicateにして刺激を行った計8検体の値を示す。(c) 肺B細胞中のCD19の発現量をMedian fluorescent 

intensityで比較した。 n = 5。(d) マウス血清中の抗核抗体をELISA（左）とHep-2細胞（右）を用いて検出した。陽

性例では核内に点状の染色がみられ、細胞質も淡く染まっていた。 データはmean ± s.e.m.。*P < 0.05, **P < 0.001, 

***P < 0.0001。Two-tailed Mann-Whitney U test。 
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全身性強皮症患者における酸化 LDL と臨床症状との相関の検討 
 
研究協力者 小寺雅也 社会保険中京病院膠原病リウマチセンター/皮膚科 部長 

協力者   臼田俊和 社会保険中京病院膠原病リウマチセンター/皮膚科 部長 

協力者   稲葉由季 社会保険中京病院膠原病リウマチセンター/皮膚科  

協力者   稲坂 優  社会保険中京病院膠原病リウマチセンター/皮膚科  

協力者   菅原京子 社会保険中京病院膠原病リウマチセンター/皮膚科  

協力者   伊藤有美 社会保険中京病院膠原病リウマチセンター/皮膚科  

協力者   浦田 透 社会保険中京病院膠原病リウマチセンター/皮膚科  
 
研究要旨 

動脈硬化性病変の二次発症の予測血清マーカーとして酸化 LDL（MDA-LDL）が注目されている。

RA、SLE 患者で MDA-LDL 高値であることが報告されているが、SSc 患者における報告はない。

MDA-LDL 値と SSc 患者の臨床症状との相関について検討した。SSc 患者では、MDA-LDL 高値例が

多く、MDA-LDL／LDL-C 比は、SSc は SLE と比較して高値であった。%DLco とは負の相関関係、収

縮期右室圧、KL-6、SP-D は正の相関関係が見られた。 

 

A. 研究目的 

 近年動脈硬化性病変の二次発症を予測する

血清マーカーとして注目されている酸化 LDL

について検討した。酸化 LDL とは酸化的変性

を受けた LDL の総称であり、LDL の主要な蛋

白であるアポ Bを修飾したものである。 

代表的な脂質過酸化産物としてマロンジアル

デヒド（MDA）が同定されており、MDA により

アポ B が修飾を受けた LDL がマロンジアルデ

ヒド修飾 LDL（MDA－LDL）と呼ばれている。

酸化 LDL の臨床的意義としては、これまで経

皮的冠動脈再建術（PCI）治療を行った糖尿病

（DM）患者において、PCI 治療前の MDA－LDL

値と、PCI 治療後に発生した再狭窄群では非

再狭窄群に比べ MDA－LDL が高値であり、

MDA-LDL≧110U/L 群では MDA－LDL＜110U/L 群

より、相対危険度 5.3 で再狭窄のリスクが高

いと報告されている 1)。さらに冠動脈疾患

（CAD）既往歴のある DM 患者 4 年間の追跡調

査では、MDA－LDL≧110U/L 群では MDA－LDL

＜110U/L 群より、心イベント発症頻度が有意

に高く、MDA－LDL 値は冠動脈疾患既往歴のあ

る DM 患者において、冠動脈疾患に関する予後

予測のマーカーとして有用と報告されている

2)。 

また、MDA-LDL 濃度は血清 LDL-C と正相関す

るため、LDLの酸化の程度を評価する際には、

MDA-LDL/LDL 比を用いることが有用とも考え

られている。MDA-LDL はその血中濃度から動

脈硬化発症の直接原因でなく、血管内皮障害

によってプラークから血中へリークする

shedding antigens とも考えられている 3)。 

 リウマチ性疾患と酸化 LDL については、関

節リウマチ(RA)患者で MDA-LDL 高値であり、
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特に冠動脈疾患(CAD)を有する RA では、

MDA-LDL高値であり、非RA CADよりも高い 4)。

また、全身性エリテマトーデス(SLE)患者で

MDA-LDL 高値であり、SLE 患者の動脈硬化性病

変の病態形成に関与している可能性について

の報告がある 5)。しかし、SSc 患者と酸化 LDL

との関連について検討した報告はこれまでな

されていない。そこで今回我々は、SSc 患者

における酸化 LDL 値とその臨床症状との相関

について検討した。 

 

B. 研究方法 

対象は SSc58 例で、疾患コントロールとし

て 10 名の SLE 患者血清を用いて検討した。

SSc58 例の内訳は、男 10例、女 48 例、dcSSc16

例、lcSSc42 例、平均年齢 63.1±14.0 歳であ

った。酸化 LDL の測定は、酸化 LDL ELISA kit

（Sekisui Medical Co Japan）を用いてプロ

トコールに従って測定した。マロンジアルデ

ヒド修飾 LDL（MDA-LDL）基準値は、男: 45 歳

未満、女: 55 歳未満は、46〜82U/L であり、

男：45 歳以上、女：55 歳以上は 61〜105U/L、

LDL-コレステロールは<140mg/dl と設定され

ている。本研究の施行に際して、患者に十分

な説明を行い、同意を得た。 

 

C. 研究結果 

SSc および SLE 患者における MDA-LDL 値、

MDA-LDL/LDL 比について図 1に示す。dcSSc 患

者では SLE 患者に比較して、酸化 LDL が高値

であった。また、MDA-LDL／LDL-C 比において

は、dSSc および lSSc のいずれにおいても SLE

と比較して高値であった。次に、MDA-LDL 値

と MDA-LDL/LDL 比の%DLco との相関について

図 2に示す。%DLco と MDA-LDL および MDA-LDL

／LDL-C 比のいずれにおいても負の相関関係

が有意に見られた。その相関は、酸化 LDL／

LDL-C 比の方がより強くみられた。さらに、

心エコーによる収縮期右室圧、IgG、KL-6、SP-D

において、酸化 LDL／LDL-C 比はいずれも正の

相関が見られた（図 3）。上記基準値を上回る

例を MDA-LDL 上昇群とした場合、臨床像との

相関を検討したところ、MDA-LDL上昇群では、

肺高血圧症合併例、抗セントロメア抗体陽性

例が有意に多い結果となった。 

 

D. 考 案 

酸化 LDL は、強皮症患者においても高値例

が多く、それは、強皮症患者の動脈硬化性病

変を反映しているのかもしれない。IgG と酸

化 LDL／LDL-C 比は正の相関があり、免疫反応

の強さを反映している可能性がある。%DLco

の低下や KL-6、SP-D と酸化 LDL／LDL-C 比は

正の相関があり、強皮症における間質性肺病

変の進行に酸化 LDL が関与している可能性が

ある。%DLco と酸化 LDL の負の相関、酸化 LDL

上昇群で肺高血圧症合併例が多いことから、

酸化 LDL が肺高血圧症の病態の進行に関わっ

ている可能性、または血管内皮障害の程度を

表している可能性があるとも考えている。 

 

E. 結 論 

全身性強皮症における脂質代謝異常は、RA

や SLE と比較するとあまり知られていない。

しかし、脂質代謝異常の合併頻度は高く、そ

の病態は不明な点がまだまだ多いのが現状で
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ある。 
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図１：lcSSc、dcSSc および SLE 患者における MDA-LDL 値、MDA-LDL/LDL 比 
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図２：SSc 患者における MDA-LDL 値および MDA-LDL/LDL 比の%DLco との相関 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３：心エコーによる収縮期右室圧、IgG、KL-6、および SP-D と MDA-LDL／LDL-C 比との相関 
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間質性肺炎合併全身性強皮症における 
CD161 陽性 V1 陽性T 細胞の機能解析 

 
研究分担者 後藤大輔 筑波大学医学医療系  
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研究要旨 

間質性肺炎(IP)は、全身性強皮症(SSc)患者において重篤な合併症の１つである。これまでに

我々は、CD161 を発現した V1 陽性細胞T 細胞(CD161 陽性 V1 陽性T 細胞)に着目した解析を

行い、これらの細胞が SSc に合併した IP 病態への関与を示唆する結果を得ている。今回我々は、

CD161 陽性 V1 陽性T 細胞の線維芽細胞増殖能に対する解析を行った。CD161 陽性 V1 陽性T

細胞株を用いた T 細胞受容体刺激によるケモカイン・サイトカイン産生を検討した結果、IP 合

併 SSc 患者では、健常人及び IP 非合併 SSc 患者に比べて CCL3 産生が著名に増大していた。さら

に、SSc 患者由来 CD161 陽性 V1 陽性T 細胞株では健常人由来細胞株に比べて、IFN-産生が減

弱していた。In vitro での肺線維芽細胞株を用いた解析より、IFN-と CCL3 濃度の違いにより

線維芽細胞増殖能が異なることが確認された。T細胞受容体刺激後のSSc患者由来CD161陽性V1

陽性T 細胞株培養上清は、健常人由来細胞株培養上清に比べて、肺線維芽細胞株増殖能を亢進

した。以上の結果から、IP 合併 SSc 患者では、CD161 陽性 V１陽性T 細胞の機能不全による線

維化関連因子産生亢進を介して、SSc、IP 病態へ関与する可能性が示唆された。 

 

A. 研究目的 

全身性強皮症（systemic sclerosis; SSc）

は、いまだに難治性の疾患であることに変わ

りがなく、他の膠原病疾患の多くがステロイ

ドを初めとした免疫抑制療法が有効であるの

とは対照的に、決定的な有効治療がないのが

問題となっている。皮膚の硬化病変もさるこ

とながら、予後を左右する内臓病変が問題と

なるが、特に最近、SSc 患者の死因の中で間

質性肺炎(interstitial pneumonia; IP)が占

める割合が顕著に増えてきている[1]。従って、

SSc 患者の予後を改善する為には、IP の病態

を明らかとし、その治療法を検討することが

最も重要なことであると考えられる。 

我々は、IL-2 と IL-18 によって誘導される

ヒト IP の初期像に類似したモデルマウスを

用いて、NK1.1 陽性γδT 細胞が IP 増悪に関

与することを報告してきた[2]。マウス NK1.1

陽性T 細胞に相当する細胞として、ヒト

CD161 陽性 V1 陽性T 細胞が知られている。
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我々は、末梢血を用いた解析および遺伝子発

現解析の結果より、これらの細胞が、SSc 患

者における IP 病態への関与を示唆する結果

を報告した。しかしながら、CD161 陽性 V1

陽性T 細胞の線維芽細胞増殖能に対する機

能については不明であった。そこで本研究は、

IP 合併 SSc 患者、IP 非合併 SSc 患者および健

常人由来CD161陽性V1陽性T細胞の線維芽

細胞増殖能に対する関与を明らかにすること

を目的とした。 

 

B. 研究方法 

１）CD161 陽性 V1 陽性T 細胞株の樹立 

健常人(n=1)、IP 非合併 SSc 患者(n=1)およ

び IP 合併 SSc 患者(n=1)由来 PBMCs より、

CD161 陽性 V1 陽性 T 細胞を単離後、

interleukin-2 (IL-2)、phytohemagglutinin 

(PHA)とfeeder細胞(X線照射アロPBMCs)と共

培養し、CD161 陽性 V1 陽性T 細胞株を樹立

した。 

 

２）ケモカイン・サイトカイン産生の検討 

健常人、IP 非合併 SSc 患者及び IP 合併 SSc

患者より樹立したCD161陽性V1陽性T細胞

株を抗 TCR V1 抗体で 72時間刺激後、培養上

清中の CCL2、CCL3、CCL4、CCL5 及び IFN-、

IL-4、TNF-、IL-17 産生量を測定した。測定

には FlowCytomix（ebioscience, San Diego, 

CA）、FACS Calibur flow cytometer を使用し

た。 

 

３）RNA 抽出と RT-PCR 

ヒト胎児由来肺線維芽細胞株(WI-38)より

total RNA を抽出後、PCR 法にて CCR1、CCR5、

IFN-R1 mRNA発現を以下のprimerを用いて解

析 し た 。 CCR1,5’-TTTGGTGTCATCACCAGCAT, 

3’-GCCTGAAACAGCTTCCACTC;CCR5,5’-GGCAAA

GACAGAAGCCTCCA,3’-AACCTTCTGCAACACCAACC;

IFN-R,5’-GGCAGCATCGCTTTAAACTC,3’-GGAG

GTGGGGGCTTTTATTA;GAPDH,5’-GAAGGTGAAGGTC

GGAGTC, 3’-GAAGATGGTGATGGGATTTC 

 

４）線維芽細胞増殖能の評価 

WI-38 線維芽細胞増殖能に対する、IFN-、

CCL3、抗 IFN-抗体、抗 CCL3 抗体の影響を検

討した。さらに、SSc 患者および健常人由来

CD161 陽性 V1 陽性T 細胞株を抗 TCR V1 抗

体で刺激後、培養上清を回収した。得られた

培養上清を用いて、WI-38 線維芽細胞株に対

する増殖能を検討した。細胞増殖能の測定に

は BrdU 測定 kit（Roche, Basel, Schweiz）

を使用した。 

 

５）肺組織を用いた蛍光免疫染色 

IP合併 SSc患者由来肺組織よりパラフィン

切片を作製し、CD161 陽性 V1 陽性T 細胞の

検出を行った。染色には、抗 CD161 抗体

(Biolegend, San Diego, CA)、抗 TCR V1 抗

体(Thermo scientific, Waltham, MA)を使用

した。肺組織パラフィン切片は、IP 合併 SSc

患者の剖検検体より学内の所定の手続きを経

て作製した。 

 

６）統計解析 

統計解析には統計解析ソフト（ SPSS 

Statistics, IBM, NY）を使用した。２群間の有
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意差の検定は Mann-Whitney U test を使用した。

P 値が 0.05 未満の場合に有意差有りと判断し

た。 

 

なお、本研究は学内の倫理委員会で承認さ

れ、検体採取に当たってはすべての健常人、

患者に対して研究内容を説明し、文書による

同意を得た。 

 

C. 研究結果 

１）CD161 陽性 V1 陽性T 細胞株からのサイ

トカイン・ケモカイン産生能の解析 

健常人、IP非合併 SSc、IP 合併 SSc 患者末

梢血由来 CD161 陽性 V1 陽性細胞を単離し、

細胞株を作製した (図 1)。CD161 陽性 V1 陽

性T細胞株を抗TCR V1抗体により刺激した

結果、IP 合併 SSc 患者由来細胞株では、健常

人、IP 非合併 SSc 患者由来細胞株に比べて、

CCL3 産生量が亢進していた。 (図 2)。さらに、

IP非合併SSc患者、IP合併SSc患者由来CD161

陽性 V1 陽性T 細胞株では、健常人由来細胞

株に比べて IFN-産生量が著名に減弱してい

た (図 2)。 

 

２）IFN-および CCL3 存在下における WI-38

線維芽細胞増殖能の解析 

WI-38 線維芽細胞増殖能に対する IFN-、

CCL3 の影響を解析するために、in vitro での

検討を行った。初めに、WI-38 線維芽細胞に

CCL3 受容体(CCR1 および CCR5)、IFN-受容体

(IFN-R)が発現することを確認した(図 3-1)。

WI-38 線維芽細胞増殖能は、IFN-存在下では、

有意に減少していた(図 3-2)。CCL3 は WI-38

線維芽細胞増殖能に影響を与えなかった。一

方で、CCL3 共培養下では、IFN-は WI-38 線維

芽細胞増殖を抑制しなかった(図 4)。また、

同様の結果は、抗 IFN-抗体、抗 CCL3 抗体を

用いた検討でも確認された(図 5)。 

 

３）CD161 陽性 V1 陽性T 細胞株培養上清を

用いた WI-38 線維芽細胞増殖能の解析 

SSc 患者由来細胞培養上清は、HC 由来細胞

培養上清に比べて、WI-38 線維芽細胞増殖能

が優位に亢進した(図 6)。IP 合併 SSc 患者由

来、IP 非合併 SSc 患者由来培養上清では有意

な差は確認出来なかった。 

 

４）IP合併SSc患者由来肺組織におけるCD161

陽性 V1 陽性T 細胞の検出  

IP合併 SSc患者由来肺組織を用いて免疫染

色を行った。その結果、非線維化部位におい

て、CD161 陽性 V1 陽性T 細胞が検出された

(図 7A,7B)。一方で、線維化病態の形成部位

では、CD161 陽性 V1 陽性T 細胞は検出出来

なかった。 

 

D. 考 案 

現在までの我々の検討から、CD161 陽性

V1 陽性T 細胞は末梢血中にごく少数のみ

存在すること、これらの細胞が SSc に合併し

た IP病態への関与を示唆する結果を得ている。

しかしながら、この細胞がどのように SSc お

よび IP病態へ関与しているかは不明であった。 

SSc における IP 合併の有無による病態の違

いには、主にサイトカイン・ケモカイン等の

液性因子の関与が報告されてきた [3]。また、
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T 細胞は様々なサイトカイン・ケモカイン

を産生することが知られている [4,5]。我々の

CD161 陽性 V1 陽性T 細胞株を用いた検討

結果より、TCR 刺激後の IP 合併 SSc 患者由来

細胞株では、健常人由来細胞株に比べて、

CCL3 産生能亢進、IFN-産生能低下が確認さ

れた。 

CCL3 は CCR1、CCR5 に結合するケモカイ

ンの一つであり、単球、T 細胞等から産生さ

れ、種々の細胞遊走、炎症性サイトカイン産

生を誘導することが知られている [6]。現在ま

でに、bleomycin 誘導 IP マウスモデルでは、

CCL3 欠損あるいは CCR5 欠損マウスで病態

が軽減すること[7]、IP 合併 SSc 患者では IP

非合併 SSc 患者に比べて、血清中および気管

支肺胞洗浄液 (bronchoalveolar lavage fluid; 

BALF)中の CCL3 濃度が有意に高値であるこ

と [8,9] が報告されている。これらのことか

ら、CCL3 は、SSc 及び IP 病態増悪作用を有

すると考えられている。一方で、IFN-は Th1

サイトカインの一つであり、線維芽細胞増殖

抑制因子として報告されている [10,11]。 

In vitro における線維芽細胞株を用いた検討

の結果、IFN-は細胞抑制能を示したが、CCL3

単独では細胞増殖能への影響は認められなか

った。興味深いことに、CCL3 存在下では、

IFN-の線維芽細胞増殖抑制能は確認出来な

かった。同様の結果は、各中和抗体を用いた

検討でも認められた。これらの結果から、

IFN-、CCL3 濃度の違いは、線維芽細胞増殖

能へ影響を与えることが考えられた。実際に、

CD161 陽性 V1 陽性T 細胞株培養上清を用

いての、線維芽細胞増殖を解析した結果、SSc

患者由来細胞培養上清では、HC 由来細胞培養

上清に比べて、WI-38 線維芽細胞増殖能が優

位に亢進した。 

IP 合併 SSc 患者肺組織を用いた検討より、

CD161 陽性 V1 陽性T 細胞は、非線維化部

位での存在が認められ、線維化部位では認め

られなかった。このことから、CD161 陽性 V1

陽性T 細胞は線維化病態形成前、あるいは

病態形成初期において何らかの働きをしてい

る可能性が考えられた。今後、疾患コントロ

ールを用いた、詳細な検討を行う必要がある。 

今回の我々の検討から、CD161 陽性 V1 陽

性細胞は、線維化促進・抑制因子の産生能を

有するが、SSc 患者では、何らかの原因によ

り両者のバランスが崩れ、炎症促進的に作用

している可能性が示唆された。今後は、PBMCs

だけでなく、BALF、肺組織等を用いた炎症局

所での解析、あるいは肺線維化モデルマウス

を用いることで、SSc および IP 病態における

CD161 陽性 Vδ1 陽性細胞の役割が明らかに

なることが期待される。 

 

E. 結 論 

全身性強皮症患者ではCD161陽性Vδ１陽

性T 細胞の機能不全による線維化関連因子

産生の亢進を介して、間質性肺炎病態に関与

している可能性が示唆される。 
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図 1： HC、IP 非合併 SSc 患者、IP 合併 SSc 患者由来 CD161 陽性 V1 陽性T 細胞株の作製 

PBMCs より樹立した CD161 陽性 V1 陽性T 細胞を、抗 CD161 抗体、抗体 TCR V1 抗体を用

いて解析した。 

 

 

 

 

 

 

 

図 2： HC、IP非合併 SSc患者、IP合併 SSc患者由来CD161陽性V1陽性T細胞株からの IFN-、

TNF-、IL-4、IL-17、CCL2、CCL3、CCL4、CCL5 産生量の解析 

CD161 陽性 V1 陽性T 細胞株を抗 TCR Vd1 抗体を用いて 72 時間刺激後、培養上清中のサイト

カイン、ケモカイン産生量を解析した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3： (A) WI-38 肺線維芽細胞株における CCR1、CCR5、IFN-R mRNA 発現解析 (B) IFN-およ

び CCL3 共培養下での WI-38 肺線維芽細胞株増殖能の解析 

WI-38 肺線維芽細胞を IFN-、CCL3 で 24 時間刺激後、BrdU 測定 kit を用いて細胞増殖能を測定

した。 



 121

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4：IFN-、CCL3 共培養下での WI-38 肺線維芽細胞株増殖能の解析 

WI-38 肺線維芽細胞を IFN-、CCL3 で 24 時間刺激後、BrdU 測定 kit を用いて細胞増殖能を測定

した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5： IFN-、CCL3、抗 IFN-抗体、抗 CCL3 抗体共培養下での WI-38 肺線維芽細胞株増殖能の

解析 

WI-38 肺線維芽細胞を IFN-、CCL3、抗 IFN-抗体、抗 CCL3 抗体で 24 時間刺激後、BrdU 測定

kit を用いて細胞増殖能を測定した。 
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図 6: HC、IP 非合併 SSc 患者、IP 合併 SSc 患者由来 CD161 陽性 V1 陽性T 細胞株培養上清を

用いた WI-38 肺線維芽細胞増殖能の解析 

WI-38 肺線維芽細胞を各細胞培養上清で 24 時間刺激後、BrdU 測定 kit を用いて細胞増殖能を測

定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図７: (A) IP 合併 SSc 患者由来肺組織を用いた HE 染色 (B) IP 合併 SSc 患者由来肺組織を用いた

CD161 陽性 V1 陽性T 細胞の染色 

IP 合併 SSc 患者由来肺組織を用いて、HE 染色および蛍光免疫染色を行った。矢印は染色部位を

示す。 
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全身性強皮症（SSｃ）の新規自己抗体：抗 RuvBL1/2 抗体の臨床的意義 

 
研究分担者 桑名正隆            慶応義塾大学医学部リウマチ内科 准教授 
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研究要旨 

抗 RuvBL1/2 抗体の臨床的意義を SSc1051 例と対照疾患 290 例を用いて検討した。3 つの SSc

コホートにおける同抗体陽性率は 1〜2％だったが、SSc に特異的であった。陽性例は筋炎の重複

が 60％を占め、びまん皮膚硬化型が 70%を占めた。筋炎重複症候群と関連する抗 Ku 抗体、抗

PM-Scl 抗体と比べると、抗 RuvBL1/2 抗体陽性例は高齢発症で男性に多く、びまん皮膚硬化型が

高率であった。  

 

A. 研究目的 

 全身性強皮症（systemic sclerosis: SSc）

は膠原病の一つの疾患で皮膚および諸臓器の

線維化と末梢血管病変が特徴的な疾患である。

SSc の病院はまだはっきりしていないが、自

己免疫現象が病態生理に強く関わっていると

考えられている。膠原病診断において抗核抗

体の測定は有用なツールであることは既知の

事実である。全身性強皮症において約 95％以

上に抗核抗体が陽性であるが、対応抗原の特

定、つまり特異抗体については 80％にとどま

っている 1),2)。特異抗体別により臨床症状、

合併症などを推測できるだけではなく、予後

的因子の推測や治療戦略を考える上でも非常

に有用であり、特異抗体の検出は急務である。 

 2009 年に当研究班で SScに特異的に陽性と

なる抗 RuvBL1/2 抗体について報告した。今回

金沢大、慶応大学、ピッツバーグ大学の 3 施

設において臨床的解析をおこなった。 
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B. 研究方法 

 2009 年に報告した抗 RuvBL1/2 抗体の臨床

的解析を行うため、SSｃ患者をそれぞれ金沢

大学 316 例、慶応大学 272 例、ピッツバーグ

大学 463 例で解析を行った。対象疾患として

金沢大学より全身性エリテマトーデス、以下

SLE、60 例、皮膚筋炎、多発性筋炎、以下 DM/PM、

100 例、特発性間質性肺炎、以下 IPF、80 例、

関節リウマチ、以下 RA、30 例、自己免疫性肝

炎、以下 AIH 20 例、正常人 50 例を用いた。

血清および臨床情報に関して患者より文章に

よる同意を得た。 

 

C. 研究結果 

１）免疫沈降法での検出 

全身性強皮症において既知の自己抗体が検

出されなかった症例を並べて免疫沈降したと

ころ 50kDa 付近に濃く染まる例が数例認めら

れた。この抗体(抗 p52/48 抗体)はすべて 2つ

のバンドを有しており、片方のみ陽性例は認

められませんでした(図１)。蛍光抗体法間接

法では、抗 p52/48 抗体陽性血清はすべて

speckled pattern を呈しており、その力価は

160 倍〜1280 倍と幅がありました。染色は分

裂前期に染まり、その後中期の染色体エリア

が薄くなる特徴がありました。免疫沈降法で

同一のバンドに沈降し、抗核抗体も陽性であ

り、染色型も同一であることから、これらは

同一の自己抗体であると考え、その抗原を検

出するべく抗原特定実験を行った。 

２）抗原特定実験 

具体的には免疫沈降法と同じく患者血清

1000ul とビーズ 1000mg を混和し、DMP で IgG

とビーズを架橋させ、大量の K562 培養細胞と

反応させました。K562 培養細胞とビーズ結合

IgG を反応させた後、洗浄し、protein assay

を行い十分精製した後、elution buffer で抗

原抽出を行い、フィルターで抗原蛋白を濃縮

させた(図２)。最終的に 100ul 抽出でき、こ

れを抗原として SDS-PAGE で電気泳動し、クマ

シーブルー染色および銀染色を行なった。ク

マシーブルー染色、銀染色でも 50kDa 付近に

2 つのバンドが影出されたため、上下のバン

ドをそれぞれ切り出し、液体クロマトグラフ

ィー、質量分析法を行いました(図 2)。 

3)結果 

上のバンドは検出されなかったが、下のバ

ンドで RuvBL1 が検出されました。得られたア

ミノ酸配列の総数のうち、8％が RuvBL1 をコ

ードしていた。RuvBL1 は 49kDa の蛋白で

ATPase associated activities with various 

cellular activities: AAA+と言われるスーパ

ーファミリーに属する蛋白であり分子シャペ

ロンの一つである。RuvB については核内に局

在し、DNA の修復に関連すると考えられてい

る。RuvBL1 は 6 量体で存在する蛋白で RuvBL2

と複合体を作り 12 量体になることが分かっ

ている 3),4)。また RuvBL1 と RuvBL2 は Walker A

および B領域、Senser I および II、アルギニ

ン鎖など共通する領域を持ち２つの蛋白の相

同性は 43％5)ある。分子量は RuvBL1 が 49kDa

で RuvBL2 が 48kDa であり、遺伝子座として

RuvBL1 は 3番染色体長腕で RuvBL2 は 19番染

色体長腕に存在する。免疫沈降法において近

接するバンドが 2 本あることや RuvBL1 と

RuvBL2 の分子量、蛋白の相同性やその構造な
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ど考慮すると RuvBL2 の自己抗体も存在する

のではないかと考えウェスタンブロッティン

グ法で確認実験を施行した。 

４）IP-western blotting 法 

 抗 p52/48 抗体陽性 SSc3 人の血清を用い

K562 の lysate と免疫沈降を行い、抗原を抽

出し、抗 RuvBL1 モノクローナル抗体、抗

RuvBL2モノクローナル抗体を用い免疫ブロッ

トを行ったところ抗 p52/48 抗体は共に

RuvBL1 と RuvBL2 に反応しました。従ってこ

の自己抗体は抗 RuvBL1/2 抗体と判明した（図

3）。 

５）抗 RuvBL1/2 抗体の疾患別分布 

金沢大学のデータベースを用い、抗

RuvBL1/2 抗体の疾患分布を調べると SSc に

1.9％陽性になり、他の自己免疫疾患（PM/DM, 

SLE, RA）や特発性間質性肺炎、自己免疫性肝

炎、一般健常人では陽性にならう、SSc に特

異的に陽性であった。各施設（金沢大、慶応

大、ピッツバーグ大）の抗 RuvBL1/2 抗体の陽

性率は 1.9％(6/316)、1.5％(4/272)、1.1％

(4/463)とともに低率であった。 

6)抗 RuvBL1/2 抗体陽性 SSｃの臨床的特徴（表

１） 

抗 RuvBL1/２抗体の臨床的特徴を調べるた

め、日本とピッツバーグ大学とで比較検討し

ました。日本においては抗 RuvBL1/2 抗体陽性

例が少ないため金沢大と慶応大を合算いたし

ました。日本においては高齢発症で男性に多

い結果でしたがピッツバーグ大ではその傾向

はありませんでした。抗体陽性例において 2

つのコホートともSSc overlap約60％を占め、

また病型としてはびまん皮膚硬化型が多く、

diffuse 型のオーバーラップが共に優位に多

い傾向に有りました。 

 臓器病変においては、抗体陽性例では骨格

筋病変が日本、ピッツバーグともに約 60％と

高率に合併した。末梢循環病変はピッツバー

グ大では少ない傾向であったが、日本ではそ

の傾向はなく、また心病変は日本においては

高率に合併したが、ピッツバーグ大では有意

差はなかった。 

６）筋炎重複症候群関連自己抗体（抗 PM-Sc

ｌ抗体、抗 Ku 抗体）との比較（表２） 

 抗 RuvBL1/２抗体は筋炎を高率に合併する

ことから筋炎重複症候群に関連する抗PM-Scl

抗体、抗 Ku抗体と比較検討を行った。これら

3 つの自己抗体の臨床的評価をするために金

沢大、慶応大、ピッツバーグ大を合算したデ

ータで解析を行いました。抗 RuvBL1/2 抗体陽

性例は比較的高齢発症で、女性に多い傾向に

有りました。また臨床病型ではびまん皮膚硬

化型が優位であり、びまん皮膚硬化型でオー

バーラップが高率で有りました。 

 

D. 考 案 

 我々は全身性強皮症患者の中で 1 から 2％

の率で陽性となる新しい自己抗体である抗

RuvBL1/2 抗体を見いだした。抗 RuvBL1/2 抗

体は全身性強皮症のみに検出され、その他の

膠原病、自己免疫疾患では検出されないこと

から、強皮症特異抗体の一つであると考えら

れた。抗 RuvBL1/2 抗体陽性全身性強皮症の臨

床的特徴としてはびまん皮膚硬化型が多く、

筋炎を高率に合併した。人種差はなく、日本、

欧米ともに同じ傾向であり、それ故、抗
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RuvBL1/2 抗体は抗 PM-Scl 抗体、抗 Ku 抗体と

同じく筋炎合併の全身性強皮症の疾患標識抗

体の一つに含めるべきである。さらにこれら

3つの自己抗体で比較すると、抗 RuvBL1/2 抗

体は男性に多く、高齢発症であり、びまん皮

膚硬化型であるという特徴を有した。 

 

E. 結 論 

全身性強皮症に関連した新規自己抗体である

抗 RuvBL1/2 抗体を見いだした。抗 RuvBL1/2

抗体はびまん皮膚硬化型で筋炎を合併する

SSc-overlap の疾患標識マーカーの一つであ

る。 
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図１：免疫沈降法 

  K562 培養細胞を用いた免疫沈降法。35S メチオニンで標識した K562 培養細胞抽出液を抗原

として患者血清の IgG 結合プロテイン Aセファロース粒子と反応させ、電気泳動し、SDS-PAGE

で分画後にオートラジオグラフィーで分析した。Lane3〜15 は 52kDa と 48kDa に沈降し、他の自

己抗体は違う沈降パターンを呈した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２：HEp-2 細胞を用いた蛍光抗体法間接法（抗核抗体） 

 抗 p52/48 抗体陽性血清はすべて speckled pattern に染色され、その力価は 160 倍〜1280 倍

であった。 

染色は分裂前期に染まり、その後、分裂中期の染色体エリアが薄くなる特徴を有した。 
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図３：免疫ブロット法 

 抗 p52/48 抗体陽性血清、健常人血清を用い、K562 培養細胞を基質とした免疫沈降を行い、抗

原を抽出し、抗 RuvBL1 モノクローナル抗体、抗 RuvBL2 モノクローナル抗体を用い、ブロットを

行った。抗 p52/48 抗体陽性例(3 例)はすべて抗 RuvbL1 抗体、抗 RuvBL2 抗体に反応し、患者血

清は反応しなかった。故に抗 p52/48 抗体の抗原は RuvBL1 と RuvBL2 と同定した。 
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抗 RNA ポリメラーゼⅢ抗体陽性全身性強皮症患者における 

強皮症腎クリーゼの関連因子の検討 
 

研究分担者 藤本 学 筑波大学医学医療系皮膚科 教授 
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研究代表者 佐藤伸一 東京大学医学部付属病院皮膚科 教授 
 

研究要旨 

抗 RNA ポリメラーゼⅢ抗体（抗 RNAPⅢ抗体）陽性全身性強皮症患者 37 例について、強皮症腎

クリーゼ（腎クリーゼ）と関連する因子について検討した。37 例中 9例（24%）に腎クリーゼを

生じた。腎クリーゼを生じた群では生じなかった群に比べ、抗 RNAPⅢ抗体の ELISA index 値が

高値だった（250.4 ± 71.2 vs 141.6 ± 84.2, p = 0.0013）。Cox 比例ハザードモデルを用い

た多変量解析では、抗 RNAPⅡ抗体陽性（オッズ比 14.0, 95%信頼区間 2.2 - 279.7）と抗 RNAP

Ⅲ抗体の ELISA index が 174 以上（オッズ比 8.8, 95%信頼区間 1.1 - 197.5）の 2項目が腎クリ

ーゼ発症と関連する独立した因子だった。以上より、これら 2つの因子は腎クリーゼの発症を予

測する臨床上有用な指標であると考えられた。 

 

研究目的 

全身性強皮症（systemic sclerosis: SSc）

は皮膚および全身の諸臓器に線維化をきたす。

抗核抗体が高率に検出されることから自己免

疫疾患に位置づけられる1。SSc では複数の疾

患特異的自己抗体が検出されるが、これらの

自己抗体は特徴的な臨床像と関連しているた

め、SSc 特異的自己抗体を検出することは、

経過や予後の推測に重要である。代表的なSSc

特異的自己抗体として、抗トポイソメラーゼ

Ⅰ抗体、抗セントロメア抗体、抗 RNA ポリメ

ラーゼⅢ抗体（抗 RNAPⅢ抗体）などが知られ

ている。 

SSc でみられる臓器合併症のうち、生命予後

を規定する重要な合併症に強皮症腎クリーゼ

（腎クリーゼ）がある。腎クリーゼと関連す

る因子は複数あるが、抗 RNAPⅢ抗体は最も相

関する因子として知られている2。しかし、抗

RNAPⅢ抗体陽性 SSc 患者のうち、腎クリーゼ

を発症するのは 20〜40%であり、半数以上の

症例では腎クリーゼを発症しない。したがっ

て、抗 RNAPⅢ抗体陽性 SSc 患者において、腎

クリーゼを合併する群と合併しない群では臨

床症状あるいは血清免疫学的反応に相違があ

ることが推測されるが、これまでのところそ

のような因子は明らかではない。 

そこで今回われわれは、抗 RNAPⅢ抗体陽性
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SSc 患者において、腎クリーゼと関連する因

子について検討した。 

 

B.研究方法 

1) 対象患者 

対象患者は 1995 年から 2012 年までに金沢

大学皮膚科と社会保険中京病院皮膚科を受診

した SSc 患者 583 例とした。 

 

2) 抗 RNAPⅢ抗体の検出 

まず抗 RNAPⅢ抗体の有無を ELISA 法（MBL

社製）によりスクリーニングした。ELISA 法

で抗 RNAPⅢ抗体が陽性だった症例は全例、免

疫沈降法にてサブクラスを解析した。ELISA

法と免疫沈降法の両者が陽性だった症例を抗

RNAPⅢ抗体陽性とした。 

 

3) 腎クリーゼと相関する因子の検討 

SSc 患者 583 例について、抗 RNAPⅢ抗体の

有無による腎クリーゼの有無を検討した。次

に、抗 RNAPⅢ抗体陽性患者に対象を絞り、腎

クリーゼと関連する因子について検討した。 

 

4) 統計学的検討 

2 群間の比較には Fisher の正確検定あるい

は Mann-Whitney’s U test を用いた。発症年

齢やスキンスコア、臓器病変と腎クリーゼの

相関についてロジスティック単回帰分析を行

い、複数の項目について Cox 比例ハザードモ

デルを用いた多変量解析を行った。連続変数

は名義変数に変更してから解析した。 

 

 

C. 研究結果 

1）抗 RNAPⅢ抗体の頻度と腎クリーゼ発症率 

SSc 患者 583 例について抗 RNAPⅢ抗体の有

無を ELISA 法によりスクリーニングしたとこ

ろ、37 例（6.9%）で陽性だった。ELISA 法で

抗 RNAPⅢ抗体が陽性だった 37 例について抗

体のサブクラスを免疫沈降法で検討したとこ

ろ、抗 RNAPⅢ単独陽性が 1 例、抗 RNAPⅠ/Ⅲ

抗体陽性が 19 例、抗 RNAPⅠ/Ⅱ/Ⅲ陽性が 17

例だった。抗 RNAPⅢ抗体陽性例と陰性例で腎

クリーゼの発症率を比較したところ、抗

RNAPⅢ抗体陽性群は 9例（24%）で腎クリーゼ

を発症したのに対し、陰性群は 8 例（1%）で

のみ腎クリーゼを発症した（オッズ比 21.6、

95％信頼区間 7.8 - 60.3、p < 0.00001）。し

たがって、これまでの報告と同様、抗 RNAPⅢ

抗体は腎クリーゼと相関していた。 

 

2）腎クリーゼの有無による比較 

次に、抗 RNAPⅢ抗体陽性患者 37 例につい

て、腎クリーゼの有無による比較を行った（表

1）。腎クリーゼの有無による発症年齢、罹病

期間、観察期間、病型分類、スキンスコア、

最大ステロイド内服量に有意差はみられなか

った。しかし、腎クリーゼを生じた群では生

じなかった群に比べ、抗 RNAPⅢ抗体の ELISA

の index 値が有意に高値だった（p = 0.0013）。 

 

3）腎クリーゼ発症に関与する因子についての

多変量解析 

腎クリーゼ発症に関与する因子について

Cox 比例ハザードモデルを用いた多変量解析

により検討した。単変量解析により有意差が
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みられた抗 RNAPⅡ抗体の存在、抗 RNAPⅢ抗体

の ELISA index 値 174 以上の 2 項目に加え、

これまでに腎クリーゼとの相関が報告されて

いるスキンスコア（スキンスコア 12 以上）と

最大ステロイド投与量（30mg/日以上）の 2項

目を加えた 4 項目について検討した（表 2）。

抗 RNAPⅡ抗体陽性はオッズ比 14.0（9％信頼

区間 2.2 - 279.7、p = 0.0004）、抗 RNAPⅢ抗

体の ELISA index 値 174 以上はオッズ比 8.8

（95％信頼区間 1.1 – 197.5、p = 0.045）

であり、腎クリーゼ発症に対する独立した関

連因子だった。一方、スキンスコアと最大ス

テロイド投与量とは相関が見られなかった。 

 

4）抗 RNAPⅡ抗体の有無による ELISA index

値の検討 

抗RNAPⅡ抗体の有無による腎クリーゼの有

無と ELISA index 値の関係を図 1 に示す。抗

RNAPⅠ/Ⅱ/Ⅲ抗体陽性群では ELISA index 値

が 174 以上の症例 8 例中 7 例で腎クリーゼを

生じた。ELISA index 値が 174 以下の症例で

腎クリーゼを生じたのは抗RNAPⅠ/Ⅱ/Ⅲ抗体

陽性の 1 例で、その index 値は 157 だった。

抗 RNAPⅠ/Ⅲ抗体で腎クリーゼを生じたのは

ELISA index 値が 285 の 1例のみだった。 

 

D. 考 案 

抗 RNAP 抗体の対応抗原には RNAPⅠ、Ⅱ、

Ⅲの 3つのサブユニットがある。抗 RNAP 抗体

陽性 SSc 患者の大多数は、Ⅰ/Ⅲあるいは

Ⅰ/Ⅱ/Ⅲに対する抗体を有している。SSc 患

者において抗RNAPⅡ抗体が単独で検出される

ことは極めて低く、通常は抗 TopoⅠ抗体と共

存する。あるいは、抗 RNAPⅡ抗体単独陽性は

ときに SLE 患者でみられる。抗 RNAPⅠ/Ⅱ/Ⅲ

抗体あるいは抗 RNAPⅠ/Ⅲ抗体は SSc に特異

的である3。 

これまでに腎クリーゼと相関する複数の因

子が報告されている2。例えば、4 年以下の罹

病期間、急速な皮膚硬化の進行、新たな心病

変の出現、抗 RNAPⅢ抗体の存在などである。

Steen らは、敗血症や脱水、心不全による腎

血流低下が腎クリーゼの契機となると報告し

ている。遺伝的要因として、HLA-DRB1*0407

と*1304 の関与が指摘されている4。本研究で

は、抗 RNAPⅠ/Ⅲ抗体に抗 RNAPⅡ抗体が共存

することが腎クリーゼと相関していることが

示された。Harvey らは、統計学的有意差はな

かったものの、抗 RNAPⅠ/Ⅲ抗体陽性群は陰

性群に比較し、腎クリーゼを高率に発症した

と報告している5。また、本研究では抗 RNAPⅢ

抗体の ELISA index 値 174 以上が腎クリーゼ

と相関していることが示された。したがって、

抗 RNAPⅡ抗体の存在に加え、ELISA index 値

も腎クリーゼの発症を予測する上で有用なマ

ーカーであると考えられた。 

ステロイド内服が腎クリーゼ発症と相関す

るという報告がある。ステロイドを 1日 15mg

以上内服している群では内服していない群に

比べ腎クリーゼの発症が有意に高かったとす

る報告6、1日 30mg 以上の内服群では正常血圧

腎クリーゼが有意に観察されたとする報告7

がある。本研究では、ステロイド内服と腎ク

リーゼの発症に有意な相関はみられなかった。

その理由として、本研究で対象となった抗

RNAPⅢ抗体陽性患者のほとんどが腎クリーゼ
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の有無にかかわらずステロイドを内服してい

たことが挙げられる。しかし、ステロイド内

服が全体的な腎クリーゼ発症の頻度を上昇さ

せている可能性は否定できない。もともと本

邦では欧米に比べ腎クリーゼの発症頻度は少

ないことが報告されている。ステロイド投与

が腎クリーゼ発症に及ぼす影響についてはさ

らなる検討が必要である。 

 

E. 結 論 

抗RNAPⅢ抗体が腎クリーゼと相関している

ことはよく知られているが、本研究ではそれ

以外の因子として、抗 RNAPⅡ抗体の存在と抗

RNAPⅢ抗体の ELISA index 値 174 以上が腎ク

リーゼ発症と相関する独立した因子であるこ

とが示された。したがって、これらの因子は

腎クリーゼの発症を予測する上で臨床上有用

な指標となると考えられる、しかし、抗RNAPⅡ

抗体の検出は煩雑な手技を要する免疫沈降法

が唯一の手段である。ELISA 法など抗 RNAPⅡ

抗体を検出するための簡便な検査法の開発が

望まれる。 
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図 1： 抗 RNAPⅠ/Ⅱ/Ⅲ抗体と抗 RNAPⅠ/Ⅲ抗体における腎クリーゼ発症と抗 RNAPⅢ抗体の ELISA index 値の検討 
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研究要旨 

強皮症（SSc）は肺高血圧症（PH）を合併しやすく予後不良である。PH 早期発見のために運動

負荷心エコー検査が行われており、運動負荷による肺高血圧を呈する症例は運動誘発性肺高血圧

症（EIPH : exercise-induced pulmonary hypertension）として知られているが、どのような症

例で右室圧の上昇が起きるか、EIPH の特徴は明らかになっていない。今回の研究では、運動負

荷により右室圧が上昇する群にどのような特徴があるかを比較検討した。2010 年から 2013 年に

かけて、強皮症患者 148 症例に運動負荷心エコー検査を行った。その中で、心エコーで安静時の

右室収縮期圧（RVSP）＞40mmHg の症例は除外した。その中で、SG 未施行の 12 例を除外し、安静

時 RVSP≦40mmHg である強皮症 113 症例を解析対象とした。運動負荷により最大 RVSP＞50mmHg

となった群（43 例：EIPH 群）と最大 RVSP≦50mmHg であった群（70 例：non-EIPH 群）の 2群間

において、比較検討した。EIPH 群は、小柄な高齢者で、呼吸機能障害を認め（ILD 合併）、拡張

能障害（BNP 高値）、全身疾患の合併（運動耐用能低下、炎症マーカー高値）、安静時と運動時の

体血圧高値（動脈コンプライアンス不良）などを認めており、肺動脈病変以外の病態でも RVSP

が上昇しうることが示唆された。また、血行動態の解析では EIPH 群において主要な指標が総じ
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て悪化傾向を認めていた。また、平均肺動脈圧（mPAP）に注目すると EIPH 群は mPAP 15－20mmHg

の群を多く検出しており、血行動態異常が出現し始めている時期に、境界型 PH を呈する前の段

階を早期に検出している可能性が示唆された。PH 合併のリスクが高い SSc 症例においては、安

静時心エコーに加えて運動負荷心エコーを追加することで、PH の除外診断や SSc の初期の心機

能障害を検出する点において有用であると思われた。 

 

A. 研究目的 

 肺高血圧症（PH : Pulmonary hypertension）

は予後不良な疾患であることが知られている。

強皮症（SSc : Systemic sclerosis）には 8-10%

と高い割合で PH が合併すると報告されてお

り、PH 合併が独立した生命予後規定因子と言

われている[1][2][3]。PH の早期診断の必要

性が求められており、運動負荷心エコー検査

が行われており、運動負荷により肺高血圧を

呈する症例は運動誘発性肺高血圧症（EIPH : 

exercise-induced pulmonary hypertension）

として知られているが、その詳細なメカニズ

ムは明らかになっていない。 

今回、安静時の心エコー検査で右室収縮期圧

（ RVSP : right ventricular systolic 

pressure）が低値の強皮症症例に対して運動

負荷検査を行い、EIPHの特徴を比較検討した。 

 

B. 研究方法 

 ＜対象＞ 

2010 年から 2013 年にかけて東京大学医学部

附属病院に入院した SSc 148 症例に対して運

動負荷心エコー検査を行った。本研究では安

静時は RVSP は低値だが運動負荷により RVSP

が上昇する症例を検討することが目的なため、

安静時の RVSP＞40mmHg の症例は除外した。そ

の中で、右心カテーテル検査（RHC : right 

heart catheterization）未施行の 12 例を除

外し、安静時 RVSP≦40mmHg である SSc 113 症

例を解析対象とした。運動負荷により最大

RVSP＞50mmHg となった群（43 例：EIPH 群）

と最大 RVSP≦50mmHg であった群（70 例：

non-EIPH 群）の 2群に分類した。（図 1）にそ

のフローチャートを記した。入院時には血液

検 査 、 経 胸 壁 心 エ コ ー 検 査 （ TTE : 

transthoracic echocardiography）、呼吸機能

検 査 、 心 肺 運 動 負 荷 試 験 （ CPX : 

cardiopulmonary exercise testing）を施行

し、それぞれの検査データを 2 群間で比較解

析を行った。対象患者（N=113）の特徴は表 1

に示した。 

この研究は最新版のヘルシンキ宣言や治験

審査に準拠して施行した。すべての患者には

informed consent を得て検査を行った。 

 

＜心肺運動負荷試験＞ 

ACC/AHA のガイドラインを参考にして CPX の

絶対禁忌、相対禁忌を決定した[4]。CPX は自

転車エルゴメータ（心エコー用エルゴメータ

ー 750EC；ロード社，オランダ）を用いた。5

分間の安静の後に，20watts（W）4 分間の

warm-up を施行。その後に ramp 負荷 10W/分を

行い、1 分毎に負荷を増加させて症候限界を

最大値（peak）値とした（図 2）。呼気ガス分
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析はエアロモニタ AE-300S（ミナト医科学株

式会社，大阪, 日本）を用いて breath by 

breath 法で測定した．負荷中は毎分連続的に

血圧測定を行い、心拍数や四肢誘導心電図も

同時に記録した（ML-5000, フクダ電子，東京，

日本）。運動負荷中に、狭心症症状、失神、虚

血性 ST 変化、重篤な不整脈が出現した症例は

認めなかった。酸素摂取量（VO2 (ml/kg/min)）、

二酸化炭素排出量（VCO2 (L/min)）、換気当量

（VE (L/min)）を負荷運動中、連続的に計測

した。最大酸素摂取量（peak-VO2 (ml/kg/min)）

は症候限界時の最大値の 30 秒平均により求

めた。嫌気閾値（AT : anaerobic threshold) 

は V-slope 法を用いて決定し、嫌気閾値代謝

酸素摂取量（AT-VO2 (ml/kg/min)）を求めた。

運動負荷中に連続的に心エコー検査を行った。

安静時、AT 時、peak 時にも連続的に三尖弁逆

流の圧較差（TR presure gradient: TR-PG）

を計測し、その値から推定 RVSP 値（= (TR-PG)2 

+ 10 (mmHg)）により算出して求めた。 

 

＜右心カテーテル＞ 

心臓カテーテル検査室内にて 5 分以上の安静

で血行動態が安定したことを確認し、7 フレ

ンチサイズの Swan-Ganz カテーテル（日本光

電、東京、日本）を鼠径静脈か内頸静脈より

挿入した。右房圧（RAP : right atrial 

pressure）、右室圧（RVP : right ventricular 

pressure）、肺動脈楔入圧（PCWP）、肺動脈圧

（PAP）の順番で血行動態測定を行った。圧デ

ータは mmHg で表示した。Fick 法での心拍出

量（CO : cardiac output）や心拍出係数（CI : 

cardiac index）を計算するために肺動脈と大

腿動脈から血液ガスを採取した。今回の症例

には左‐右、右‐左シャントなど先天性シャ

ント疾患を合併した症例は認めなかった。血

圧（BP : blood pressure）は非観血式に測定

した。Fick 法による CO (L/min) = 酸素消費

量 (ml/min) /（動脈血酸素含量－混合静脈血

酸素含量） (ml/L) 、CI = CO / 体表面積（BSA : 

body surface area）、一回拍出係数（StVI : 

stroke volume index）(ml/beats/m2) = CI / 

心拍数（HR : heart rate）で計算した。肺血

管 抵 抗 （ PVR : pulmonary vascular 

resistance） (dyne • sec–1 • cm−5)  = 80 

× （mPAP – mPCWP） / CO で求め、全身血

管抵抗（systemic vascular resistance : SVR） 

((dyne • sec–1 • cm−5) は 80 ×（mBP – 

mRAP）/ CO にて計算した。また、肺動脈コン

プラインアンス（PAC : pulmonary artery 

compliance） (ml/mmHg) は一回拍出量 （StV : 

stroke volume）/（肺動脈収縮期圧 （sPAP : 

systolic PAP）－肺動脈拡張期圧（dPAP : 

diastolic PAP））にて計算した。PAC は収縮

期と拡張期の間で肺動脈圧を 1mmHg 上昇させ

るのに必要な一回拍出量を表現しており、肺

動脈への血流の流れやすさを示す指標となる。

また、左室 1 回仕事係数（LVSWI : left 

ventricular stroke work index） (g・m/m²) 

は、StVI×（mBP ‐ mPCWP）×0.0136（平均

値 45-75 (g・m/m²)）、右室 1回仕事係数（RVSP : 

right ventricular stroke work index）(g・

m/m²)は、StVI×（mPAP‐ mRAP）×0.0136 （平

均値 10-15 (g・m/m²) ）として計算した。 
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＜統計解析＞ 

データは平均±標準偏差（mean ± SD）で表

現した。2 群間の比較は対応のない student

の t 検定を用いた。統計ソフトは Dr.SPSS Ⅱ 

for Windows 11.0.1 J（Statistical Software 

Package, Chicago, USA）を使用した。P値<0.05

を統計学的に有意差ありと判断した。 

 

C. 研究結果 

＜2 群間の血液検査、自己抗体、内服薬の比

較＞ 

Non-EIPH群とEIPH群のRVSP上昇の様子は（図

3）に記した。（表 2）に示した通り、EIPH 群

では有意差を持って年齢が高く、体表面積が

小さかった。ILD の合併頻度も有意に高く、

KL-6 も高値であり、BNP も有意差を持って高

値だった。全身の炎症反応を示す CRP に有意

に高値だった。自己抗体は内服薬には有意差

を認めなかった。 

 

＜2群間の心エコー、呼吸機能検査の比較＞ 

（表 3）に示した通り、EIPH 群では有意に E/A

比低値であり、拡張能障害を示唆していた。

ただ、e’やE/e‘比は有意差を認めなかった。

EIPH 群で左房径は有意に拡大していた。呼吸

機能検査では、%VC, %TLC, %DLCO は有意に悪

化していた。 

 

＜2群間の CPX、運動負荷心エコー＞ 

（表 4）に示した通り、EIPH 群では安静時、

AT 時、peak 時の RVSP 値は高値だった。最大

Watt 数は有意に低く、peak-VO2 が有意に低値

であったこともあわせ、運動耐用能の低下を

示唆していた。また、安静時の体血圧も有意

に高値であり、peak 時も同様であった。ただ、

心拍数や酸素飽和度に関しては有意差を認め

なかった。 

 

＜2群間の右心カテーテル検査＞ 

（表 5）に示した通り、EIPH 群では主要な血

行動態パラメータは有意に悪化していた。具

体的には、安静時の収縮期血圧、右室収縮期

圧（RVSP）、右室拡張期圧（RVEDP）、肺動脈圧

（PAP）、肺動脈楔入圧（mPCWP）、混合静脈血

の酸素飽和度（SｖO2、Fick 法での心拍出量

（CO）、一回心拍出係数（StVI）、肺血管抵抗

（PVR）、体血管抵抗（SVR）、肺動脈コンプラ

イアンス（PAC）（肺動脈の硬さ：肺動脈圧を

1mmHg上昇するのに必要な一回拍出量）、左室、

右室仕事係数（SWI）などが有意に悪化してい

た。 

 

D. 考 案 

 安静時RVSP≦40mmHgの強皮症患者113症例

に運動負荷を行い、最大 RVSP が 50mmHg 以上

に上昇する群（EIPH 群）の特徴を検討した。

EIPH 群では小柄な高齢者で、呼吸機能障害

（ILD 合併）、拡張能障害（BNP 高値）、全身疾

患の合併（運動耐用能低下、炎症マーカー高

値）、安静時と運動時の体血圧高値（動脈コン

プライアンス不良）の症例では運動時の右室

圧が上昇しやすいことが明らかとなった。ま

た、血行動態では EIPH 群においてほぼ全ての

パラメータで悪化を認めており、SSc におけ

る初期の血行動態異常を示す群を、運動負荷

で検出している可能性が高いと思われた。い
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づれにせよ、運動負荷により右室圧が上昇す

るのは、純粋に肺動脈の障害により起こるわ

けではなく、年齢、左室拡張能、呼吸機能（ILD

の合併など）、体血圧などの因子も関与してお

り、SSc が全身疾患であることを考えると

SSc-PH の予後が不良であることも、そのよう

な全身疾患が様々に影響している可能性も示

唆された。 

（図４）に示した通り、それぞれの右心カ

テーテル検査（RHC）による PH（mPA≧25mmHg）

や borderline-PH（21≦mPA＜25mmHg）の診断

を示した。安静時 RVSP が 40ｍｍHg 以上ある

群は今回の解析からは除外しているが、その

群の中で 16 例の RHC 施行群を検討すると、PH

は 2 例（13%）、borderline-PH は 4 例（3%）

の診断であった。安静時 RVSP≦40mmHg だった

が、最大 RVSP≧50mmHg となった EIPH 群を検

討すると、PH は 0例（0%）、borderline-PH は

2 例（5%）の診断であった。また、15≦mPA＜

21mmHg の群を pre-PH 群、mPA＜15mmHg の群を

NP 群（normal pressure: 正常圧群）とする

と、pre-PH 群は 20 例（47％）、NP 群は 21 例

（49％）であった。Non-EIPH 群は PH は 0 例

（0%）、borderline-PH は 1 例（1%）、pre-PH

群は 17 例（24％）、NP 群は 42 例（60％）で

あり、EIPH 群は pre-PH 群と呼べる、

borderline-PH の前段階の病態を多く犬種 r

つしているのではないかと思われた。結果的

にはSScにおけるPH群の絶対数が少ないので

正確な評価はできないが、運動負荷により

EIPH 群として borderline-PH を 2 例（5%）検

出できていた。ただ、Non-EIPH 群の中に

borderline-PH は 1 例（1%）含まれており、

この症例は運動負荷検査では検出することが

できなかったことが課題として残った。今後

は症例を重ねて、どのような症例が運動負荷

でも検出できないのかを検討していく必要が

ある。 

ヨーロッパの多施設研究（EUSTAR）では、

今回の報告と同様にSScのEIPHを検討してい

る[5]。安静時 RVSP が 40mmHg 以下の SSc164

例の中で運動時最大 RVSP が 50mmHg 以上に上

昇する SSc は 69 例（42%）存在し、そのよう

な患者で PVR が 240 dyne・sec/cm5 (3WU)以

上になる症例は 11%と少なく、高齢、ILD の存

在、右室と左室の拡張能障害が有意に多く、

今回の報告を裏付けるような報告であった。 

膠原病に伴う PAH のイギリスのコホート研

究（U.K. CTD-PAH Registry 2001-2006, N=484)

によると[6]、EIPH は 42 例存在し、そのうち

5 例（12%）が follow up 中に死亡している。

4例は PHもしくは右心不全死であった。また、

8 例 (19%)がフォローアップ中(平均 837±

477 日後)に PH を発症していた。PH 発症時の

血行動態は mPAP: 35.2±10.2 mmHg、CI : 2.58

±0.49 L/min/m2, PVR : 478±213 dyne・

sec/cm5 であり、EIPH 群は注意深いフォロー

アップが重要であることを示唆していた。 

また、Kovacs らの報告では、borderline-PH

を SSc 患者の多くは 1 年以内に安静時及び運

動時の肺動脈圧が上昇するため、10 人の

borderline-PH 患者に 12か月の観察期間の後、

6か月間 Bosentan を投与した報告がある[7]。

Bosentan投与により運動負荷での圧上昇を抑

制し安静時 PVR の低下を認めていた。

Bosentan などの PH 治療薬は病状進行を抑制
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するのに効果的である可能性があることも考

えると、今回のような運動負荷検査による PH

前段階の状態評価は非常に重要であると思わ

れる。今後も症例を積み重ねながら注意深く

フォローアップを行っていくことが重要であ

ると思われた。 

 

E. 結 論 

 強皮症で運動負荷による右室圧が上昇する

症例は、呼吸機能、左室拡張能障害、全身疾

患などを反映しており、血行動態の悪化を早

期に検出している可能性がある。 
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図 1：対象患者 

強皮症患者において運動負荷心エコーを 148 例に施行しており、その中から安静時右室圧（RVSP）

＞40mmHg は今回の研究からは除外した。残り 125 例の中で SG を施行した 113 例を、運動負荷によ

り RVSP＞50mmHg へと上昇した群と RVSP≦50mmHg 群の 2群に分類して比較解析した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2：ramp 負荷の様子 

心肺機能検査（CPX）は仰臥位での自転車エルゴメータを用い、5分間の安静の後に，6分後から

20watts（W）で 4分間の warm-up を施行。10 分後から ramp 負荷（10W/分）開始として、1分毎に負

荷を増加させて症候限界を最大値（peak）値とした。 
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表 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3：EIPH 群と non-EIPH 群の RVSP 値の変化 
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表 2 
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表 5 
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図 4：安静時 RVSP≧50mmHg の群、EIPH 群、non-EIPH 群の右心カテの結果 
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研究要旨 

強皮症における心機能を右心カテーテル検査で評価し、生命予後を解析した。178 例の強皮症

（SSｃ）患者の右心カテーテルの結果より平均肺動脈圧（mPAP）に応じて 4群に分類し、4群間

での血液検査、心エコー検査、呼吸機能検査、心肺機能検査、血行動態の比較と生存率との解析

を行った。4群は以下の通り分類した。（1）NP 群（正常圧群：normal pressure） : mPAP < 15mmHg、

（2）pre-PH 群 : 15 ≦ mPAP < 21mmHg、（3）border-PH 群 : 21 ≦ mPAP < 25 mmHg、（4）PH

群 : mPAP ≧ 25mmHg。 

血行動態の解析からは、（1）NP 群（mPAP<15mmHg）において、既に肺血管抵抗（PVR）は増加し、

心係数（CI）は正常下限まで低下していた。BNP 値も軽度の上昇を始め、最大酸素摂取量

（peak-VO2）も低値だった。SSc と診断された時点で既に肺動脈障害や心筋障害が出現し始めて

いることを示唆する所見だった。（2）Pre-PH 群（15mmHg≦mPAP< 21mmHg）では CI は正常値以下

に低下しており、肺動脈コンプライアンス（PAC）（一回拍出量/（肺動脈収縮期圧‐肺動脈拡張

期圧））が著明に低下し始めていた。心エコーでの E/A 比の低下からは拡張能障害の出現を示唆

していた。生命予後は良好だった。（3）border-PH 群（21mmHg≦mPAP< 25mmHg）から生命予後は
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悪化し、SSc は PH 前段階から全身状態が悪化してくることを示唆していた。（4）PH 群（mPAP≧

25mmHg）では心拍出係数（StVI）はさらに低下し、動脈血酸素飽和度（SaO2）低下による低酸素

血症や右室拡張末期圧（RV-EDP）上昇を認め、低心拍出状態による右心不全を呈していた。また、

多彩な死因を認めており心肺疾患以外の要素も悪化因子であると思われた。自覚症状が軽度の

WHO class Ⅱの段階でも生命予後は不良であり、自覚症状に惑わされず早期から多くの診療科に

渡る包括的なケアが重要であると思われた。Cox 比例ハザード解析では肺動脈コンプラインスが

2.23ml/mmHg 以上の群ではハザード比（HR）:31.1 倍と著明に高値であり、右心カテによる生命

予後推定の重要な指標になると考えられた。PH 診断の感度、特異度の検討も行った。ROC 曲線か

らは RVSP≧43mmHg により PH 診断は感度 89%、特異度 84%であり、borderline-PH 診断には感度

77%、特異度 90%が推奨された。ただ、本研究により borderline-PH 群から生命予後悪化を認め

ていることを考えると感度を高くすることが求められる。RVSP≧30mmHg により borderline-PH

診断は感度 100%、特異度 34%、RVSP≧35mmHg により PH 診断は感度 100%、特異度 58%となるため、

ESC/ERS の推奨基準の RVSP≧50mmHg よりも早期の段階で、PH や borderline-PH 診断を総合的に

判断し右心カテーテルによる確定診断を行う必要があると思われた。 

 

A. 研究目的 

強皮症（SSc : Systemic sclerosis）に伴う

肺高血圧症（PH : pulmonary hypertension）

は予後不良であることが知られているが、そ

の前段階においては不明な点が多い。また、

各検査値と SSc の生命予後との関係も不明で

ある。当院入院中の SSc 症例に右心カテーテ

ルで血行動態解析を行い、SSc が PH へ進行し

ていくそれぞれの段階での血行動態の特徴と

生命予後との関連を明らかにすることを目的

にした。 

 

B. 研究方法 

 ＜対象＞ 

2007 年から 2013 年にかけて東京大学医学部

附属病院に入院した右心カテーテル検査

（RHC : right heart catheterization）未施

行の SSc 患者 178 症例（平均年齢 59±14 歳、

男性 15 例、女性 163 例）を対象に、RHC を施

行した。前医などで PH 治療薬が既に導入され

ている症例に関しては、血行動態に影響を与

えるため解析対象からは除外した。入院時に

は血液検査、呼吸機能検査、経胸壁心エコー

検 査 （ TTE : transthoracic 

echocardiography）、心肺運動負荷試験（CPX : 

cardiopulmonary exercise testing）を施行

し、それぞれの検査データと RHC による血行

動態の比較解析を行った。対象患者の特徴は

表 1に示した。mPAP に応じて 4群に分類して

いるが（図 1）、それぞれの群の分類に関して

は右心カテーテルの項で述べる。 

この研究は最新版のヘルシンキ宣言や治験

審査に準拠して施行した。すべての患者には

informed consent を得て検査を行った。 
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＜呼吸機能検査＞ 

入院時には全例で血液検査、TTE、呼吸機能検

査を施行した。間質性肺疾患（ ILD : 

Interstitial Lung Disease）の診断には 2012

年 Lancet 誌での基準を用いた[1]。高分解能

胸部 CTにて間質の線維化病変が 20%以下の場

合には limited ILD、間質の線維化病変が 20%

以上の場合には Extensive ILD と診断し、線

維化の程度が中等度で判断に困る場合には、

呼吸機能検査での努力性肺活量（FVC : Forced 

Vital Capacity）により、%FVC:70%以上を

limited ILD、%FVC:70%未満を Extensive ILD

と診断する。 

 

＜心肺運動負荷試験＞ 

ACC/AHA のガイドラインを参考にして CPX の

絶対禁忌、相対禁忌を決定した[2]。CPX は自

転車エルゴメータ（心エコー用エルゴメータ

ー 750EC；ロード社，オランダ）を用いた。5

分間の安静の後に，20watts（W）4 分間の

warm-up を施行。その後に ramp 負荷 10W/分を

行い、1 分毎に負荷を増加させて症候限界を

最大値（peak）値とした。呼気ガス分析はエ

アロモニタ AE-300S（ミナト医科学株式会社，

大阪, 日本）を用いて breath by breath 法で

測定した．負荷中は毎分連続的に血圧測定を

行い、心拍数や四肢誘導心電図も同時に記録

した（ML-5000, フクダ電子，東京，日本）。

最大酸素摂取量（peak-VO2 (ml/kg/min)）は

症候限界時の最大値の 30 秒平均により求め

た。嫌気閾値（AT : anaerobic threshold) は

V-slope 法を用いて決定し、嫌気閾値代謝酸

素摂取量（AT-VO2 (ml/kg/min)）を求めた。 

＜右心カテーテル＞ 

178 人の SSc 患者に右心カテーテル検査を施

行した。右房圧（RAP : right atrial pressure）、

右室圧（RVP : right ventricular pressure）、

肺動脈楔入圧（PCWP）、肺動脈圧（PAP）の順

番で血行動態測定を行った。Fick 法での心拍

出量（CO : cardiac output）や心拍出係数（CI : 

cardiac index）を計算するために肺動脈と大

腿動脈から血液ガスを採取した。Fick 法によ

る CO (L/min) = 酸素消費量 (ml/min) /（動

脈血酸素含量－混合静脈血酸素含量） 

(ml/L) 、CI = CO / 体表面積（BSA : body 

surface area）、一回拍出係数（StVI : stroke 

volume index）(ml/beats/m2) = CI / 心拍数

（HR : heart rate）で計算した。肺血管抵抗

（PVR : pulmonary vascular resistance） 

(dyne • sec–1 • cm−5)  = 80 × （mPAP – 

mPCWP） / CO で求め、全身血管抵抗（systemic 

vascular resistance : SVR） ((dyne • sec–1 

• cm−5) は 80 ×（mBP – mRAP）/ CO にて

計算した。また、肺動脈コンプラインアンス

（ PAC : pulmonary artery compliance ） 

(ml/mmHg) は一回拍出量 （StV : stroke 

volume）/（肺動脈収縮期圧 （sPAP : systolic 

PAP）－肺動脈拡張期圧（dPAP : diastolic 

PAP））にて計算した。PAC は収縮期と拡張期

の間で肺動脈圧を 1mmHg 上昇させるのに必要

な一回拍出量を表現しており、肺動脈への血

流の流れやすさを示す指標となる。PAC と同

様に、大動脈コンプラインアンス（AOC : 

Aortic compliance）も、一回拍出量（StV） /

（体血圧収縮期圧（sBP : systolic BP） ‐

体血圧拡張期圧（dBP : diastolic BP））と定
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義して求めた。また、左室 1 回仕事係数

（LVSWI : left ventricular stroke work 

index） (g・m/m²) は、StVI×（mBP ‐ mPCWP）

×0.0136（平均値 45-75 (g・m/m²)）、右室 1

回仕事係数（RVSP : right ventricular stroke 

work index）(g・m/m²)は、StVI×（mPAP‐ 

mRAP）×0.0136 （平均値 10-15 (g・m/m²) ）

として計算した。 

 

血行動態で求められた mPAP に応じて SScを 4

群に分類した（図 1）。 

（1）NP 群（正常圧群：normal pressure） : 

mPAP < 15mmHg 

（2）pre-PH 群 : 15 ≦ mPAP < 21mmHg 

（3）border-PH 群 : 21 ≦ mPAP < 25 mmHg 

（4）PH 群 : mPAP ≧ 25mmHg 

それぞれの群間において、TTE、呼吸機能、CPX、

血行動態などを比較し、生命予後との比較解

析を行った。 

 

＜TTE による PH のスクリーニング＞ 

現在の SSc-PH スクリーニングは、TTE で求め

た三尖弁逆流の圧較差（TR presure gradient: 

TR-PG）から推定 RVSP 値（= (TR-PG)2 + 10 

(mmHg)）を求め、推定 RVSP 値が肺動脈収縮期

圧とも近似できることを利用して行っている。

今回 178症例の SScの RHC により全例の mPAP

値の測定をしたため、PHや borderline PH 診

断のための TR-PG の感度、特異度を ROC カー

ブから算出して求めた。 

 

＜統計解析＞ 

データは平均±標準偏差（mean ± SD）で表

現した。4 群間の比較は、Bartlett 検定によ

り各群の分散は不均一であっため、ノンパラ

メトリック法である Kruskal-Wallis 検定に

よって行った。単変量解析、多変量 Cox 比例

ハザード多変量解析、ROC カーブの作成、

Kaplan-Meier 法による生存率曲線（ログラン

ク検定）は Dr.SPSS Ⅱ for Windows 11.0.1 J

（Statistical Software Package, Chicago, 

USA）を使用した。P 値<0.05 を統計学的に有

意差ありと判断した。 

 

C. 研究結果 

＜4群間の患者背景の比較＞ 

mPAP に応じて分類した 4 群間の患者背景を

（表 1）に示した。年齢は pre-PH 群と PH 群

が有意差を持って高値であった。血液検査で

は PH 群が腎機能と貧血の有意な悪化を認め

ていた。BNP、CRP は pre-PH 群と PH 群におい

て有意差を持って高値だった。BNP は NP 群に

おいてすでに正常値（<20 (pg/ml)）より軽度

上昇していた。WHO 分類では、PH 群は class

Ⅲ、border-PH 群は classⅡ、pre-PH 群と NP

群は classⅠが多い傾向にあった。ILD は、軽

症のLimited ILDは有意差を持ってborder-PH

群に多く、重症の extensive ILD は有意差を

持って pre-PH 群、border-pH 群、PH 群で多か

った。 

 

＜4 群間の心エコー検査、心肺機能検査、呼

吸機能検査の比較＞ 

4 群間の心エコー検査、心肺機能検査、呼吸

機能検査の比較を（表 2）に示した。E/A 比は、

pre-PH 群, border-PH 群, PH 群で有意に低下
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していた。E/e’に関しては、border-PH 群, PH

群で有意に増加していた。 

 CPX においては、全身の筋力低下や強い呼

吸不全により全例には施行できなかった。NP

群は全 78 例中 75 例（96%）、pre-PH 群は全 64

例中 42 例（66%）、border-PH 群は全 17例中 9

例（53%）、PH 群は全 19例中 5例（26%）の実

施 率 だ っ た 。 peak-VO2 は 、 pre-PH 群 , 

border-PH 群、PH 群で有意に低下していた。 

 呼吸機能においては、%DLCO は pre-PH 群, 

border-PH 群、PG 群において有意に低下して

い た 。 そ れ 以 外 の 指 標 （ %VC, %FEV 

1.0, %VC/%DLCO）は border-PH 群, PH 群にお

いて有意に低下していた。各群への進行に応

じて段階的に増悪傾向にあった。 

 

＜4群間の血行動態の比較＞ 

4 群間の血行動態の比較を（表 3）に示した。

HR、mean RAP、RVSP、RVEDP（right ventricular 

end-diastolic pressure：右室拡張末期圧）

は pre-PH 群の段階から有意に上昇していた。

mean PCWP も pre-PH 群より有意に増加してい

たが 15mmHg を越えることはなかった。肺動脈

血液ガスである SvO2（混合静脈血）は pre-PH

群より有意に低下し、動脈血液ガスである

SaO2 は PH 群で有意に低下していた。 

心係数（CI）は NP 群で正常値下限であり、

Pre-PH 群で正常値を下回り低下していた。一

回拍出係数（StVI）は pre-PH 群から border-PH、

PH群と病態の進行に応じて有意に低下してい

た。肺血管抵抗（PVR）は NP 群の時点で既に

正常値より高値であり、pre-PH、border-PH、

PH 群と病態の進行に合わせて増加していた。

全身血管抵抗（SVR）は PH 群のみで有意に増

加していたが、PVR/SVR×100 では pre-PH 群

の段階から有意に低下していた。肺動脈コン

プラインス（PAC）は、NP 群に比べて pre-PH

群の段階で著明に低下し、border-PH 群、PH

群と段階的に有意な低下を認めていた。左室

1回仕事係数（LVSWI）は border-PH 群, PH 群

で有意に増加しており、右室 1 回仕事係数

（RVSWI）と LVSWI/RVSWI は pre-PH 群 , 

border-PH 群、PH 群にて有意に増加していた。 

 

＜4群間の死因、生存率の比較＞ 

SSc178 症例を平均 641±430 日間追跡した。

フォローアップ中に合計 14 症例の死亡を認

めた。NP 群、pre-PH 群、border-PH 群、PH 群、

4群それぞれの死因を（表 4）に示した。 

Kaplan-Meier 法により全 SSc（178 症例）

の予後を解析した（図 2）。1 年生存率、2 年

生存率、3 年生存率、4 年生存率はそれぞれ

96%、95%、93%、63%であり、全 SSc で見ると

4 年目から著明に予後不良であった。NP 群、

pre-PH 群、border-PH 群、PH 群、4 群それぞ

れの生存曲線で予後を比較した（図 3）。

border-PH 群と PH 群の予後不良により全 SSc

の予後を悪化させていることが判明した。 

次に、mPAP に応じた 2群間での生存曲線の

比較を、Cox 比例ハザードモデルで解析した

（図４、図 5、図 6）。21mmHg を境界とし、mPAP

≧ 21mmHg （ border-PH 群 ＋ PH 群 ） と

mPAP<21mmHg （NP 群＋pre-PH 群）とで比較す

ると、mPAP≧21mmHg の群で有意に予後の悪化

を認めていた（ハザード比: 29.208, 95%CI 

3.6628-232.913, P<0.00001）（図 5）。PH 群
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（mPAP≧25mmHg）とそれ以外の群との比較で

は PH 群で有意に予後の悪化を認めていた（ハ

ザ ー ド 比 : 8.332, 95%CI 2.547-27.257, 

P=0.0004）（図 6）。PH 群（mPAP≧25mmHg）よ

りも早期の border-PH 群（mPAP≧21mmHg）が

ハザード比は高く、従来は SSc は PH 群のみが

治療対象とされていたことを考えると、今後

の日常診療において重要な知見であると思わ

れた。 

 

＜WHO 分類による生存率の比較＞ 

自覚症状の程度を示す WHO 分類により生存

曲線を比較した（図 7）（図 8）。自覚症状が軽

度の WHO class Ⅱ群から予後悪化を認めてい

た。 

 

＜各パラメータの死亡のカットオフ値＞ 

ROC 曲線で死亡の有無により検査値のカット

オフ値を求め、感度、特異度、オッズ比と共

に（表 7）の左側に示した。そのカットオフ

値により全死亡に関連したリスク因子を単変

量 Cox 比例ハザードモデルで解析し、（表 5）

の右側に示した。 

血行動態では mPAP≧21 (/min)にてハザー

ド比 29.2（95%CI 3.663-232.913, P=0.0014）、

PVR≧295 (/min)にてハザード比 12.3（95%CI 

2.570 － 58.505, P=0.0011 ）、 PAC ≦ 2.23 

(ml/mmHg) にてハザード比  31.1 （ 95%CI 

4.027-140.805, P=0.001）と有意に高値であ

った。その他の検査所見と比べて、血行動態

はハザード比が高いパラメータを多く認めた。 

 

＜単変量、多変量 Cox 比例ハザード解析＞ 

単変量モデルで死亡と有意に関連したパラ

メータである年齢、eGFR、BNP、CRP、Extensive 

ILD の有無、mRAP、PVR などを多変量 Cox ハ

ザード回帰モデルにおいて解析した。BNP（ハ

ザ ー ド 比 : 6.7, 95% CI 1.4455-30.90, 

P=0.0146）、PVR（ハザード比: 9.7, 95% CI 

1.191-79.54, P=0.0337）、extensive ILD の

存在（ハザード比: 4.8, 95% CI 1.022-22.75, 

P=0.0469）は独立した予後規定因子であった

（表 6）。 

 

＜カットオフ値による Cox 比例ハザード解析

と箱ひげ図＞ 

死亡に関連したカットオフ値による各パラメ

ータでの単変量 Cox 比例ハザード解析での生

存曲線と、各群間での箱ひげ図とカットオフ

値との関係を視覚的に分かりやすいように図

示した（図 9‐23）。 

 

＜TTE による RVSP 値から求めた PH 診断の感

度と特異度＞ 

PH 群と non-PH 群での TTE による RVSP 値の

分布を（図 24（A））に示した。TTE による RVSP

値と血行動態で求めた systolic PAP や mean 

PAP との関係を（図 24（B）（C））に示した。

TTE による RVSP 値は systolic PAP、mean PAP

いずれも有意に相関していたが、収縮期圧で

あ る systolic PAP よ り も （ r=0.454, 

p=0.0001）、平均値である mean PAP の方がよ

り 強 い 相 関 関 係 に あ っ た （ r=0.778, 

p=0.0001）。 

TTE の RVSP 値による PH、borderline-PH 診

断の感度・特異度を ROC 曲線（図 24（D））か
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ら求め、（表 7）に示した。ROC 曲線からは PH

診断には RVSP≧43mmHg もしくは RVSP≧

53mmHg のカットオフ値が推奨された。それぞ

れ感度 89%, 特異度 84%と、感度 78%, 特異

度 95%であった。Border-PH 診断には RVSP≧

40mmHg もしくは RVSP≧43mmHg のカットオフ

値が推奨された。それぞれ感度 83%, 特異度 

82%と、感度 77%, 特異度 90%の検出率だった。

RVSP 値により検出できる NP 群、pre-PH 群、

border-PH 群、PH 群との関係性を視覚的に（図

25）に示した。 

 

D. 考 案 

 今回の研究で、我々は世界で初めて SSc-PH

の初期段階である mPAP<21mmHg の血行動態の

特徴を示し、血行動態パラメータと生命予後

との関係性を包括的に報告した。 

血行動態の解析からは、NP群（mPAP<15mmHg）

において、既に PVR は増加し、CI は正常下限

まで低下していた（表 3）。BNP 値も軽度の上

昇を始め、peak-VO2 も低値だった（表 1, 表

2）。SSc と診断された時点で既に肺動脈障害

や心筋障害が出現し始めていることを示唆す

る所見だった。Pre-PH 群（15mmHg≦mPAP< 

21mmHg）においては、生命予後は良好である

ことが明らかになったが（図 3）、CI は正常値

以下に低下しており、PAC 値が著明に低下し

始めていた（表 3）。心エコーでの E/A 比の低

下からは拡張能障害の出現を示唆していた

（表2）。border-PH群（21mmHg≦mPAP< 25mmHg）

から著明に予後が悪化しており、SSc に関し

てはより早期に全身状態が悪化してくること

を示唆していた。PH 群（mPAP≧25mmHg）では

StVI はさらに低下し、SaO2 低下での低酸素血

症が出現し、RV-EDP 上昇を認め低心拍出状態

による右心不全を呈していた。また、SSc の

死因は多様であり（表 4）、必ずしも心疾患に

よる死亡だけが予後不良の原因ではないこと

も明らかとなった。SSc は mPAP 上昇と平行し

て多臓器に渡り全身疾患が増悪していた。自

覚症状が軽度である WHO class Ⅱでも予後不

良であることを考えると（図 7、図 8）、自覚

症状に惑わされず様々な診療科に渡る注意深

い包括的なケアが重要であると思われた。SSc

は全身性疾患であり PH 治療薬や心不全治療

だけでは予後改善を果たせるか不明な点も多

いが、院外 CPA など原因不明の突然死も含ま

れており、循環器内科としては不整脈死を含

めた心臓性突然死に関する注意や全身管理が

重要であると思われた。また、ROC 曲線から

求めたそれぞれの検査でのカットオフ値、単

変量や多変量 Cox 比例ハザード解析で求めら

れたハザード比、mPAP で分類した各群におけ

るパラメータの分布、TTE の RVSP 値によるス

クリーニング基準などは、実臨床においても

極めて重要な指標を提案することができたと

考えている。 

 

＜mPAP に応じた 4群比較の特徴＞ 

基礎疾患に関する 4群間の比較では、年齢は

pre-PH 群と PH 群が有意に高齢であったが、

体格差は有意差を認めなかった。腎機能

（eGFR）、貧血（Hb）、炎症反応（CRP）は PAP

の上昇に応じて悪化する傾向にあり、SSc が

全身疾患であることを示唆していた。BNP（正

常値≦20 (pg/ml)）は NP 群で既に 31±21 
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(pg/ml)と正常値より増加しており、SSc の診

断がついた時点で心負荷が存在していること

を示唆していた。BNP は全 SSc の平均でも 99

±203 (pg/ml)と高値であり、左心系の圧上昇

が軽度であることを考えると、主に右室の圧

負荷による BNP 増加を反映していると思われ

た。BNP≧79.3 (pg/ml)でハザード比 12.4 

(p<0.001）という指標は外来診療において重

要な指標になりうると思われる。 

また、dcSSc など SSc のタイプ、診断からの

年数、自己抗体の有無などは生命予後に寄与

していなかった。 

WHO 分類で見ると、全体的に自覚症状は軽度

の症例が多く、臨床的にも早期発見が遅れや

すいことと矛盾しない所見だった（図 8）。WHO 

class Ⅰと class Ⅱでもハザード比 14.7 

(P=0.0145)となることは注目すべき特徴であ

ると思われる（図 7）。SSc は全身疾患に伴い

ADL が低下していることも、自覚症状がマス

クされやすい原因であるため、軽度の自覚症

状の出現には積極的に問診で注意を払うべき

である。 

軽度の肺障害である limited ILD はどの群

にも存在しており生命予後に影響していなか

ったが、重度の肺障害である extensive ILD

はborder-PH群やPH群でより高頻度に合併し

ており、多変量 Cox ハザード解析でも独立予

後規定因子であった。この知見も日常診療と

矛盾しない所見であった。胸部 CT で見られる

間質の線維化病変が少なくとも 20%以上であ

る症例では、ILD も Group 3 の PH として予後

悪化に寄与していると思われた。実際、呼吸

機能検査を見ても（表 2）、PH 病態の進行に応

じて段階的に呼吸機能は悪化傾向にあった。 

TTE の所見からは、E/A 比（正常所見：1-2、

E/A 比 1 以下は拡張能障害を示唆）は pre-PH

群から有意に低下、E/e’（正常所見：6-8、8

以上の上昇は拡張能障害を示唆[3, 4]）は

border-PH 群から有意に増加しており、収縮

能を示す左室の EF は一貫して不変であるこ

とを考えると、pre- PH 群の段階から左室拡

張能障害が出現し始めていることを示唆して

いると思われた。SSc 患者の心臓 MRI で心筋

の線維化沈着を確認している報告や[5]、剖検

例で冠動脈周囲へのびまん性の線維化沈着を

確認している報告[6]もあり、SSc に特有の病

態が早期から拡張能障害を起こす原因になっ

ている可能性があり、注目すべき所見である

と思われる。 

CPX は全例に施行できなかったが（図 13）、

SSc では全身の皮膚硬化や皮膚潰瘍などによ

り運動ができずに ADL が低下してしまう症例

も多い。全身の筋力低下も生命予後の悪化因

子であると思われる。CPX の peak-VO2 値の基

準に関しては、健常者 42 例の解析により健常

者の peak VO2 が 32.4±7.1 (ml/kg/min)であ

ったのに比べて、心疾患患者 106 例の解析に

よ り NYHA class Ⅰ で は 25.1 ± 4.8 

(ml/kg/min)、NYHA class Ⅱでは 21.1±4.7 

(ml/kg/min)、NYHA class Ⅲでは 16.9±2.7 

(ml/kg/min)と報告されており[7]、心不全が

重症になるほど peak-VO2 は低下しており、重

要な予後規定因子であると考えられている。

peak-VO2≦14 (ml/kg/min) の生命予後が極め

て悪いことからも米国では心臓移植の判定基

準の一つとして peak-VO2≦14 (ml/kg/min) の
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値が用いられているほどである[8]。その数値

と比較すると、NP 群や pre-PH 群の初期病態

で も peak-VO2:18.8 ± 3.7 、 16.8 ± 4.0 

(ml/kg/min)と低値であり、SSc の早期からの

全身障害が出現していることを示唆していた。

border-PH 群（9/17 症例）では peak-VO2:14.3

±3.7 (ml/kg/min)と心臓移植待機患者に近

い運動耐用能低下であり、少数施行できた PH

群（5/19 症例）に限っても peak-VO2:10.0±

1.6 (ml/kg/min)と極めて低値であった。この

ことは、SSc の心ポンプ機能の障害だけでは

なく末梢循環障害（低酸素血症、チアノーゼ、

微小循環障害など）も含めた全身状態を反映

していると思われた。 

 

RHCによる血行動態解析からは様々な注目す

べき知見が得られた。CI の正常値が 2.5-4.2 

(l/min/m2) 、 StVI の 正 常 値 が 30-60 

(ml/beats/m2) 、 PVR の 正 常 値 が 50-120 

(dyne・sec-1・cm-5)であることを考えると、

NP 群において CI:2.6±0.5 (l/min/m2)、

StVI:40±7、PVR:128±53 (dyne・sec-1・cm-5)

であるのは、既に正常値下限を呈していると

思われた。皮膚所見が出現して SSc の診断が

行われた時には、肺動脈や心筋障害が出現し

始めていることを示唆していた。BNP の軽度

の上昇もそのことを支持している。 

pre-PH 群からは HR、mean RAP、RVSP、RVEDP

が有意に上昇し始めていた。実際、1 心拍に

つき心室筋が必要とするエネルギー量を反映

している 1 回仕事係数を求めると、右室の 1

回仕事係数（RVSWI：正常値 10-15 (g・m/m²)）

は NP 群から pre-PH 群で軽度だが有意な増加

を認めている。RVSWI のみではなく左室の 1

回仕事係数（LVSWI：正常値 45-75 (g・m/m²)）

も正常値より低値であるのは、何らかの心筋

障害により両心室とも低いエネルギー量で全

身に血液を送らざるを得ない状態であると思

われる。PHの進行が進むにつれて、有意に右

室の仕事量が増加していることからは、SSc

においてはより右心系に大きな負荷がかかっ

ていることを示唆していると思われた。左心

負荷を表すmPCWPがpre-PH群からごく軽度に

増加するもその後はあまり変化がないことを

考えると、pre-PH 群から呈する拡張能障害に

より左房圧が上昇していることを示唆する。

今回の圧データからは SSc 単独では Group 3

のような左室収縮能障害は呈しにくいと思わ

れた。 

肺動脈への肺血流の流れやすさ、肺動脈の柔

軟性の指標として肺動脈コンプラインス

（PAC）を求めたところ、NP 群に比べて pre-PH

群の段階で著明に低下し、border-PH 群、PH

群と有意に段階的に低下していた。それに比

べ、大動脈への血流の流れやすさの指標とし

ての大動脈コンプラインス（AOC）は、いずれ

の群も有意差を認めなかった。ROC 曲線で死

亡有無によるカットオフ値を求めて Cox 比例

ハザード解析したところ、血行動態の中では

PAC がハザード比 31.1 (p=0.001)と最も高値

であったことは新しい知見である（表 5）（図

23）。従来の報告では SSc-PH の独立予後規定

因子として mRAP, PVR, CI, StVI など様々な

血行動態パラメータが指摘されているが[9]、

今回の報告では CI≦1.91 (L/min)でもハザー

ド比 3.8 (p=0.0199)であり、有意差は認める
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ものの PAC に比べてハザード比は低値だった。

この原因は、従来の報告では SSc-PH のみを対

象にして予後解析をしている報告しかないた

め、PH 群という単一グループの中では CI が

予後規定因子として働いていたということで

あり、今回の報告のように全ての SSc を対象

にして検討してみると、pre-PH 群の段階で CI

は正常値より低下しており、SSc では CI が全

体的に低値であることが、今回の解析では予

後因子としては大きく差が出なかったと考え

られる。PAC は、CI、PA 圧の脈圧差、HR など

を総合的に捉えている指標であり、少なくと

も SSc においは重要な予後指標になりうると

考えられる。ただ、mPAP も mPAP≧21 (mmHg)

でハザード比 29.2 (p=0.0014)と PAC に続き

高いハザード比を認めており、実臨床では血

行動態の mPAP や RVSP 値（RVSP≧35 (mmHg）

にてハザード比 26.5, p=0.0019)）を参考に

しながら予後予測や治療目標を考えるのは簡

便な指標になると思われた。 

 

＜SSc の予後の特徴＞ 

現在のガイドラインでは PH の診断基準とし

て mPAP≧25mmHg という基準が使用されてい

るが、今回の報告では SSc-PH は mPAP≧21mmHg

で著明な予後不良を認めていた。今後、少な

くとも SSc-PH に関しては border-PH（mPAP≧

21mmHg）の段階から積極的な治療介入の対象

になる可能性がある。 

そもそも、PH の診断基準として mPAP≧

25mmHg が使われている基準の根拠は 1958 年

の Paul Wood による報告（Royal Brompton 病

院、イギリス）に遡る[10]。60 人の健常人に

RHC を 施 行 し 、 PAP (systolic 

/diastolic/mean) : 8/2/(4) - 28/14/ (19) 

(mmHg)と分布しており、PAP は 30/15/(20) 

mmHg を越えることがなかった。この報告によ

り健常人は mPAP≦20mmHg であると考えられ、

そこに 5 mmHg の安全域を設けて、PH の診断

基準として mPAP≧25mmHg を使用している

[11]。もちろん、IPAH などの純粋な肺動脈障

害を主因とする病態において、この基準が予

後や血行動態とよく相関するため、臨床的に

広く使われているが、今回の報告のように多

臓器に渡る全身疾患である SSc-PH に関して

は、mPAP の基準を見直す必要もあると思われ

た。 

今回の研究では SSc は自覚症状に乏しい重

症例が多く存在することも判明したことも注

目すべき所見である（図 7, 8）。WHO class Ⅱ

とWHO class Ⅰとの比較でもハザード比 14.7 

(p=0.0145)と高値であり、WHO class Ⅲと WHO 

class Ⅰとの比較でもハザード比 30.5 

(p=0.002)と著明な予後悪化を認めている。

SSc の診療においては、本人の自覚症状に惑

わされないように注意して、RHC による血行

動態評価を積極的に行うことでmPAPやPACの

指標（表 7）を参考にし、積極的な予後評価

をしていくことが重要であると思われた。今

後、非侵襲的な検査と予後との組み合わせに

より、より侵襲性の低い評価方法で予後や治

療方針の予測が立てることができるように知

見を積み重ねていく必要がある。血行動態評

価を施行できない場合でも、（図 9－23）で示

した分布図を見ながら、今現在どのような状

態にいるのかを全ての指標において丁寧に評
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価していくことが、予後改善につながる可能

性があると思われる。 

 

＜SSc-PH のスクリーニング＞ 

TTE による RVSP 値は systolic PAP よりも

（r=0.454, p=0.0001）、mean PAP の方がより

相関関係にあった（r=0.778, p=0.0001）。こ

のことは、mean PAP の基準を使っている PH

診断のスクリーニング検査が、TTE の RVSP 値

で行われていたこととも矛盾していない。

RVSP 値は収縮期圧の予測値ではあるが、実際

には mPAP とより強く相関していることは実

臨床で頭に入れておく必要がある。 

ROC 曲線での検討から、PH 診断には RVSP≧

43mmHg もしくは RVSP≧53mmHg、Border-PH 診

断には RVSP≧40mmHg もしくは RVSP≧43mmHg

のカットオフ値を推奨した（表 7）。ただ、PH

群も border-PH 群も予後不良であることを考

えると、見落としを防ぐために感度を 100％

とするためには（図 25）、PH 群では RVSP≧

38mmHg にてスクリーニングをすると感度

100%、特異度 71%となる。ただ、border-PH に

おいては RVSP≧32mmHg にてスクリーニング

をすると感度 100%、特異度 47%となるため、

偽陽性は多くなる。実際には上記で示したそ

の他の検査を総合的に加味しながら症例に応

じて RVSP 値のスクリーニング基準を決めて

いくべきであると考えられる。 

SSc においては border-PH 群から極めて予

後不良であることが今回の研究でも明らかに

なったため、最低でもRVSP≧40mmHg（感度 83%, 

特異度 82%）を採用すべきであると考えられ

る。そのことを考えると、ESC/ERS のガイド

ライン[12]で提唱している RVSP≧50mmHg の

基準ではPH群もborder-PH群も見落としが多

く（図 25）、スクリーニング検査としての RVSP

値の基準の見直しが必要であると思われる。 

 

＜SSc の病態進行の特徴＞ 

考察の冒頭で記したように、mPAP の進行に

応じて血行動態は悪化していた。従来の代表

的パラメータ（CI、PVR、peak-VO2）により病

態の進行との関係性を示すと（図 26）、NP 群

の段階で CI、PVR、peak-VO2 はいずれも正常

下限に位置しており、世界で初めての報告と

なる知見である。 

SSc の病態進行と mPAP との関係を（図 27）に

示した。SSc に特徴的な症状が出現すると皮

膚科医やアレルギーリウマチ内科医に紹介さ

れ、その後 SSc の診断が下される。循環器内

科医に紹介されるのは、TTE での RVSP 値が上

昇してからであり、従来の RVSP 値スクリーニ

ング基準を使うと、かなり病態が進行してし

まっていることが本研究により明らかになっ

た。本研究では従来の PH 群よりも早期の

Border-PH 群から予後不良であることが明ら

かになったため、border-PH 群から積極的な

スクリーニングをするべきである。従来の

RVSP 値の基準では PH 群の見落としだけでは

なく border-PH 群の見落としも多いと言わざ

るを得ない。SSc の皮膚症状が出現し始めた

ときには、既にその他の臓器に障害が起き始

めていると考えるべきである。正常圧群であ

っても、BNP、peak-VO2、CI、StVI、PVR の増

悪を認めていることを考えると、SSc の診断

がついた時点で循環器内科や呼吸器内科も積
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極的に診療に関与していく必要がある。

Border-PH 群から様々な原因により死亡率が

増加しており、多変量解析で独立した予後規

定因子であった、BNP、PVR、extensive ILD

などを指標としながら治療介入の時期などを

考えていく必要がある。今回の研究により、

SScは group 1 PAH の要素だけではなく、group 

2 左心疾患に伴う PH や、group 3 肺疾患に伴

う PH が混合した病態であることを示唆して

いると思われる。今後は運動負荷検査などの

知見を増やして早期発見を計りながら、予後

改善をはかる治療法やタイミングを丁寧に積

み上げていく必要があると思われた。 

 

＜研究の限界＞ 

NP 群と border-PH 群とは年齢が有意に若か

った。ベースラインの年齢に有意差がないほ

ど、より正確な血行動態や予後評価ができる

と思われる。ただ、border-PH 群が有意に若

年層であったにも関わらず、著明に予後不良

であったことは注目すべき点であるとも思わ

れる。 

また、今回の生存率のフォローに関しては、

PH治療薬や心不全治療薬などの治療介入が統

一されていないという限界点もある。実際、

PH 群においては全例 PH 治療薬を開始してお

り、border-PH 群に関してはその後に PH へと

進行した症例に限って PH 治療薬を開始して

いる。ただ、PH 治療薬を開始しているにも関

わらず予後不良であったことを考えると、未

治療の自然歴では更に予後不良となっていた

可能性もあり、その事を考慮して生命予後を

見ていく必要はある。 

E. 結 論 

PH の前段階を示すと思われる SSc の初期段

階での詳細な血行動態による心機能評価と予

後との関係性を報告した。SSc は NP 群から CI

低下や PVR 上昇を認めており、pre-PH 群から

は心拡張能障害を示唆する所見も認めていた。

mPAPが低値の極めて早期から肺動脈や心機能

障害が起きていることを示唆していた。生命

予後解析ではmPAP≧21mmHgのborder-PH群か

ら著明に予後不良であることが明らかとなり、

血行動態の指標が予後予測にも非常に有用で

あることも示した。今後の SSc 診療において

重要な知見が多数含まれていると思われる。 
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肺循環の約 60％が障害（＝正常の肺循環が 40%）されて初めて安静時の mPAP が著明に上昇する。 
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Kaplan-Meier 法により全 SSc（178 症例）の予後を解析した。平均追跡期間は 641±430 日、合

計 14 症例の死亡を認めた。1年生存率、2年生存率、3年生存率、4年生存率はそれぞれ 96%、

95%、93%、63%であり、4年目から著明に予後不良であった。 
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NP 群、pre-PH 群に比べて、border-PH 群と PH 群において著明に予後が悪化していた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

mPAP≧ 21mmHg の群で有意に予後の悪化を認めていた（ハザード比: 29.208, 95%CI 

3.6628-232.913, P<0.00001）。 
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mPAP≧25mmHg の群で有意に予後の悪化を認めていた（ハザード比: 8.332, 95%CI 2.547-27.257, 

P=0.0004）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

自覚症状の進行と予後不良とが関係していた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（A）は WHO 分類による各群の症例数、（B）は SSc の 4群それぞれにおける WHO 分類の分布を示

した。 
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ILD 軽症（CT での間質線維化が 20%以下）では生命予後に影響を与えないが、ILD 中等度以上で

は生命予後に影響しており、Group 3 PH の関与も考えられる。 
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様々な血行動態パラメータの中で、この指標が最も生命予後から見たハザード比が大きいことが分かった。 
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（A）には non-PH 群と PH群とで心エコーによる RVSP の分布の違いを示した。（B）では心エコーによる RVSP と右心カテ

での systolic PAP の関係 (r=0.454, p=0.0001)を、（C）では心エコーによる RVSP と右心カテでの mean PAP の関係

(r=0.778, p=0.0001)を示した。両者とも有意に相関しているが、mean PAP の方がより強い相関関係にあった。（D）に

は ROC 曲線による心エコーでの RVSP 値と PH診断の精度を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

横軸に心エコーでの RVSP 値を、縦軸に右心カテでの mPAP 値を示した。RVSP 値が低値でも border-PH を呈している症例

も多く、このような分布を見ながら RVSP のスクリーニング基準を決定する必要がある。 
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横軸に mPAP による PH の進行を表し、縦軸をそれぞれ（A）CI、（B）PVR、（C）peak-VO2 として、代表的パラメータと PH

進行の関係性を示した。NP 群より CI は正常値下限 PVR は正常値上限であり、peak-VO2 は著明に低値。いづれの指標も

PH 病態の進行に応じて段階的に悪化していた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

横軸に病態の進行を、縦軸に mPAP を示して、今回の研究の結果を模式的に示した。SSc の症状が出現し、SSc の診断が

ついた時点で皮膚科医やアレルギー・リウマチ内科医によりフォローされるが、循環器内科に紹介となるのは心エコー

での RVSP 値が高値になってからである。その段階では、NP 群や pre-PH 群、時には border-PH 群よりも進行が進んだ PH

群になって初めて発見されることが多い。その前の段階で、肺動脈や心機能が様々な程度に障害を受けていることが明

らかになった。様々な原因による死亡が起きていること、呼吸機能なども PHの進行に応じて段階的に進んでいることを

考え合わせると、SSc 患者では group 1 PAH、group 2 左心疾患による PH、group 3 肺疾患（特に ILD）による PH など

が、様々な割合で混合していると思われる。より早期から多診療科にまたがる包括的なケアが必要であることを示唆し

ている。 



 31

全身性強皮症に合併する肺動脈性肺高血圧症の診断時血行動態と 
長期生命予後の関係に関する研究 

 
研究協力者 田中住明 北里大学医学部膠原病・感染内科学 診療准教授 

協力者   松枝 佑 北里大学医学部膠原病・感染内科学 助教 

協力者   荘 信博 北里大学医学部膠原病・感染内科学 助教 

協力者   和田達彦 北里大学医学部膠原病・感染内科学 助教 

協力者   廣畑俊成 北里大学医学部膠原病・感染内科学 教授 
 

研究要旨 

当院で診断治療をした全身性強皮症(SSc)患者で診断時に右心カテーテルを施行し、肺動脈性

肺高血圧症(PAH)の基準を満たした 54 例の右心カテーテルデータを分析した。diastolic PAP–

PCWP (mmHg)、PCWP (mmHg)、換気機能障害が生命予後に及ぼす影響をコックス比例ハザード解析

で検討し、diastolic PAP –PCWP の死亡ハザード比は 1.11 (p=0.06)であった。心拍出量と肺血

管抵抗および換気機能障害に加え、diastolic PAP –PCWP は強皮症合併 PAH の予後に関連する

と推測された。 

 

A. 研究目的 

この班研究において、全身性強皮症(SSc: 

Systemic Sclerosis)に合併するPAHの右心カ

テーテルデータをほかの膠原病合併 PAH と比

較する事により、肺動脈楔入圧(PCWP)の高値

も長期生存予後の予後不良因子の一つである

事を示した。この事は、SSc に合併する肺高

血圧症では、前毛細血管肺高血圧のみならず

後毛細血管性肺高血圧症、すなわち左心室心

筋疾患もその病態形成に関与している事を示

唆しているのではないかと結論した。その後、

第 5 回 WHO World Symposium において、右心

カテーテルデータの新たなパラメータの扱い

が提唱された。 

本研究では、これまで膠原病合併 PAH と診

断し治療した症例の右心カテーテルデータを、

これらのパラメータで解析し、その特徴を解

析した。 

 

B. 研究方法 

1980 年から 2013 年 12月までに北里大学病

院 膠原病・感染内科にて診断治療をしたSSc

合併 PAH 患者 69 名のうち、右心カテーテル検

査を診断評価された 54 名を対象とした。PAH

の診断は、右心カテーテルデータに基づき、

第 4 回 WHO World Symposium の診断基準に

したがった。診断時における血栓塞栓症の鑑

別診断は、肺血流シンチグラム肺動脈の造影

CT 検査により行われた。右心カテーテルデー

タおよび換気機能障害の有無の長期生命予後

に及ぼす影響を、コックスハザード法を用い

て解析した。 

本研究は後ろ向き観察研究であり、介入は

行わない。本学の倫理委員会で承認を受けて
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いる。 

 

C. 研究結果 

1. 患者背景 

PAH 診断時年齢は、52±12 歳で、女性が 50

例を占めた。びまん皮膚硬化型が 40 例で、WHO

機能分類は I、II、III、IV 度で、それぞれ 9 

例、19 例、18 例、8例だった。換気機能障害

は 25 例に認められ、そのうち 13 例は重度の

換気機能障害であった。診断時の右心カテー

テルデータは、表 1に示した。 

2. 観察経過およびその間の治療 

観察期間は 0.3 から 34.6 年であった。その

間の死亡数は 20 例であった。PAH の治療戦略

は、PAH 治療薬を用いた肺血管拡張療法が一

様に取られており、カルシウムチャンネル拮

抗薬 16 例、ベラプロスト 38 例、ボセンタン

14 例、アンブリセンタン 1例、シルデナフィ

ル 10 例、タダラフィル 1例、エポプロステノ

ール持続静注 2 例で使用された(併用療法あ

り)。支持療法として、利尿薬は全例も使用さ

れ、ワルファリン 24 例、在宅酸素療法は 13

例で施行された。大量ステロイドおよびシク

ロフォスファミドは 13 例で投与された。 

3. 長期生命予後と右心カテーテルデータ 

生存時間分析により、75％生存期間、中央

値および 25％生存期間は、それぞれ 3.1 年、

7.6 年、11.4 年であった。 

コックスハザード解析により死亡ハザード

を求めた。各々を PAH 診断時年齢で調節し、

単変量解析にて得た結果を表 2 に示す。心拍

出量(CO)の低下および肺血管抵抗(PVR)の増

加は予後不良因子である事が確認された。ｄ

PAP(拡張期は肺動脈圧)-PCWP の死亡ハザー

ド比(HR)は 1.100 (p=0.062 )と、予後に関わ

る傾向が認められた。また、換気機能障害の

存在は 1.92 (p=0.04)と予後を規定した。 

 

D. 考 案 

 PAH の長期予後を予測する右心カテーテル

で得られるパラメータとしては、これまでPVR

や CO について報告されている。強皮症に合併

する PAH では、それらのパラメータのうち CO

が特発性および混合性結合組織病などのほか

の膠原病に合併する PAH と比較して低値を取

る傾向が報告されている。最近の WHO  World 

Symposium において、ｄPAP-PCWP(正常上限は

7mmHg)を全毛細血管性肺高血圧症の指標とし

て用いる事提唱した。SSc に合併する PAH を

対象とした本件等においても、dPAP-PCWP は

15.9mmHg と高値を示した。SSc に合併する肺

高血圧症には PAH の病態、左心疾患に伴う後

毛細血管性肺高血圧症の病態、そして間質性

肺病変に伴う低酸素血症に伴う病態などが複

合的に関与する事が推定されており、本班研

究においてもそれを示した。本検討において

も換気機能障害の存在が予後増悪因子である

事が確認できた。PCWP については、今回の検

討では前回報告した結果と比較して PCWP の

予後に対する関与は弱く統計的な有意差は顕

著ではなかった。この要因には、今回は症例

数が少なくモデルのパワーが低かった事、そ

してPCWPが高値を取りやすいSScに限った検

討であった事などが推測される。 
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E. 結 論 

SSc に合併する PAH の治療において、これ

らのパラメータは役立つものと考えられた。

さらに、SSc に合併する肺高血圧症に拡張し

て応用できるかを検討する必要もある。 
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リウマチ膠原病外来受診例における肺動脈性肺高血圧症（PAH） 
リスク因子の評価 

 
研究分担者 桑名正隆  慶應義塾大学医学部リウマチ内科 准教授 

協力者   白井悠一郎 慶應義塾大学医学部リウマチ内科 特任助教 

協力者   安岡秀剛  慶應義塾大学医学部リウマチ内科 助教 

協力者   増井健一  防衛医科大学麻酔科 講師 
 

研究要旨 

全身性強皮症（SSc）をはじめとした膠原病に伴う肺動脈性肺高血圧症（PAH）は予後不良の難

治性病態で、定期的スクリーニングによる早期発見・治療の重要性が強調されている。しかし、

全ての膠原病患者でスクリーニングを実施することは現実的に困難なため、PAH リスクに応じた

対応が望まれる。そこで、リウマチ性疾患が疑われる例を対象とした自己抗体データベースを用

いて PAH リスクの層別化を試みた。6,162 例を対象として臨床診断、レイノー現象、PAH、自己

抗体を履歴的に調べ、多重ロジスティック回帰分析により PAH リスクを説明する独立因子を求め

た。71 例（1.2%）が経過中に PAH と診断され、基礎疾患は SSc27 例、混合性結合組織病（MCTD）

17 例、全身性エリテマトーデス（SLE）16 例、原発性シェーグレン症候群（pSS）7 例、関節リ

ウマチ 3例、皮膚筋炎 1例であった。自己抗体では抗 SSA 抗体が 51%と最も高率で、抗 U1RNP 抗

体が 44%、抗セントロメア抗体 34%に検出された。多変量解析では、PAH リスクの説明変数とし

て抗セントロメア抗体陽性 SSc、MCTD、抗 U1RNP 抗体陽性 SLE、抗セントロメア抗体陰性 SSc、

抗 SSA 抗体陽性の SSc、MCTD、SLE 以外のリウマチ性疾患、抗 U1RNP 抗体陰性 SLE の 6項目が抽

出され、これら項目で PAH の 99%を説明可能であった。以上より、PAH リスクの高い SSc、特に

抗セントロメア抗体陽性例と MCTD は毎年のスクリーニングを実施すべきであることが確認され

た。今後、PAH リスクに基づいた効率よい PAH スクリーニングプログラムの作成が望まれる。 

 

A. 研究目的 

肺動脈性肺高血圧症（PAH）は全身性強皮症

（SSc）をはじめとした膠原病における難治性

病態の一つである。近年、複数の肺血管拡張

薬が使用可能になり、運動耐容能や血行動態

の改善、生命予後の延長効果が得られている。

しかし、膠原病に伴う PAH は特発性 PAH と比

べると予後改善効果が限定的なことが報告さ

れ、さらなる予後改善のためには早期発見、

治療介入の重要性が指摘されている。膠原病

患者の多くはすでに医療機関に通院中である

利点を生かし、心エコーを用いた積極的なPAH

スクリーニングが推奨されている。欧州心臓

病学会（ESC）/欧州呼吸器学会（ERS）のガイ

ドラインによると、SSc では自覚症状の有無

に関わらず年 1 回の定期的なスクリーニング

が推奨されている。また、多施設前向きコホ

ート（DETECT）の結果から、罹病期間 3 年以
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上かつ DLCO60%未満の SSc を対象とした臨床

所見、心電図、肺機能検査、血中 NT-proBNP

を組み合わせたスクリーニングアルゴリズム

が提唱されている［1］。 

わが国では膠原病に伴う PAH の基礎疾患と

して SSc だけでなく、混合性結合組織病

（MCTD）、全身性エリテマトーデス（SLE）の

頻度が高いことが示されている［2］。また、

原発性シェーグレン症候群（pSS）や関節リウ

マチ（RA）も頻度は少ないながらも PAH を発

症する。これら全ての膠原病患者で心エコー

や肺機能検査などのスクリーニングを毎年実

施することは現実的に困難で、医療経済的に

も大きな負担になる。そこで、膠原病患者に

おける PAH リスクを層別化することで、リス

クに応じたスクリーニングプログラムの作成

が急務である。 

膠原病診療では自己抗体の検出が診断、病

型分類、予後の予測に有用である。これまで

PAH との関連が報告されている自己抗体とし

て抗セントロメア抗体［3］、抗 U1RNP 抗体［4］、

抗 Th/To 抗体［5］、抗 U3RNP 抗体［6］が知ら

れている。そこで、診断や自己抗体など一般

診療で簡単に入手できる情報を用いて PAH リ

スク評価ができれば、効率よいスクリーニン

グプログラムの作成に寄与するはずである。

我々の施設では、これまで長年に渡って膠原

病を含めたリウマチ性疾患が疑われる症例の

詳細な自己抗体解析を行ってきた。本年度は、

そのデータベースを用いて PAH リスクの層別

化を試みた。 

 

 

B. 研究方法 

 1. 対象  

1996 年から 2008 年に慶應義塾大学リウマ

チ内科研究室にリウマチ性疾患が疑われて自

己抗体検査の依頼のあった 11,987 血清の当

該患者のうち、(1)観察期間が 3 年以上、(2)

臨床診断を含めた詳細な臨床情報が入手可能、

(3)特発性/遺伝性 PAH の除外、の 3 項目を全

て満たした 6,162 例を対象とした。  

2. 臨床情報 

全例で診療録をもとに最終的な臨床診断、

レイノー現象と PAH の有無を履歴的に調べた。

臨床診断の分類/診断基準への合致率はRA［7］

で 96%、SLE［8］で 99%、SSc［9］で 90%、PM/DM

［10］で 85%、MCTD［11］で 100%、pSS［12］

で 76%であった。2012 年 12 月の時点の臨床情

報を収集した。 

PAH は、(1)右心カテーテル検査で安静時平

均肺動脈圧 25mmHg 以上かつ肺動脈楔入圧

15mmHg 以下、(2)努力肺活量 70%以上、(3)換

気血流シンチグラムで区域に一致した欠損像

がない、の 3 項目を全て満たした例とした

［13］。 

3. 自己抗体検査 

全例で RNA 免疫沈降法、間接蛍光抗体法、

二重免疫拡散法を行い、特異自己抗体を同定

した。自己抗体として U1RNP、Sm、SSA、SSB、

U3RNP、Th/To、SRP、アミノアシル tRNA 合成

酵素（ARS）、高分子量スメア、リボソーム、

セントロメア、トポイソメラーゼⅠ/Scl-70

を記録した。 

3. 統計学的解析 

各臨床所見の有無で 2 群にわけ、PAH の頻
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度をカイ二乗検定で比較した。さらに、単変

量解析で統計学的に有意差のあった項目を組

み合わせた多重ロジスティック回帰分析を行

い、PAHリスクを説明する独立因子を求めた。 

 (倫理面への配慮) 

 本研究は学内倫理委員会で承認済みで、患

者本人に対して研究内容を説明し、文書によ

る同意を取った。 

 

C. 研究結果 

対象とした 6,162 例の基礎疾患を表 1 に示

す。RA の 1,974 例が最も多く、次いで pSS、

SLE、SSc の順であった。リウマチ性疾患疑い

例を対象としているため、最終診断がベーチ

ェット病、自己免疫性肝炎/原発性胆汁性肝硬

変、炎症性腸疾患、臓器特異的自己免疫疾患、

その他膠原病以外の各種リウマチ性疾患も含

まれていた。また、間質性肺疾患、レイノー

現象、抗核抗体陽性のみで、最終観察時点で

診断を確定できない例もそれぞれ 107 例、177

例、332 例含まれていた。全例における平均

観察期間は 7.6 年（標準偏差 5.6 年）であっ

た。 

6,162 例中 71 例（1.2%）が経過中に PAH と

診断された。基礎疾患は SSc が 27 例、MCTD

が 17 例、SLE が 16 例、pSS が 7 例、RA が 3

例、DM が 1例であった。各疾患別の PAH 発症

率を図 1に示す。MCTD が 9.0%で最も高く、次

いで SSc が 6.1%、SLE が 2.0%であった。PAH71

例における自己抗体の頻度を調べると、抗SSA

抗体が51%と最も高率で、抗U1RNP抗体が44%、

抗セントロメア抗体 34%であった。単変量解

析で PAH と関連する臨床所見を調べると、女

性（P < 0.0001、オッズ比 8.0）、レイノー現

象（P < 0.0001、オッズ比 10.5）、MCTD（P < 

0.0001、オッズ比 10.8）、SSc（P < 0.0001、

オッズ比 8.4）、SLE（P = 0.01、オッズ比 2.0）、

抗セントロメア抗体（P < 0.0001、オッズ比 

10.7）、抗 U1RNP 抗体（P < 0.0001、オッズ比 

6.6）、抗 Sm 抗体（P < 0.0001、オッズ比 5.2）、

抗 SSA 抗体（P < 0.0001、オッズ比 4.5）、抗

SSB 抗体（P < 0.0001、オッズ比 4.8）、抗 Th/To

抗体（P = 0.005、オッズ比 4.9）が抽出され

た。一方、RA は PAH と負の相関を示した（P < 

0.0001、オッズ比 0.09）。 

 単変量解析で得られた臨床所見を説明変数

として PAH リスクを説明する独立因子を多重

ロジスティック回帰分析により検索した。

MCTD と抗 U1RNP 抗体、抗 SSA 抗体と抗 SSB 抗

体などお互いに関連する臨床所見を含むこと

から、臨床診断と自己抗体を組み合わせるこ

とで診療に活用しやすい独立因子の組み合わ

せを検討した。その結果、PAH リスクの説明

変数として抗セントロメア抗体陽性SSc、MCTD、

抗 U1RNP 抗体陽性 SLE、抗セントロメア抗体

陰性 SSc、抗 SSA 抗体陽性の SSc、MCTD、SLE

以外のリウマチ性疾患、抗U1RNP抗体陰性 SLE

の 6項目が抽出された（図 2）。これら 6項目

で PAH を発症した 71 例のうち 70 例の説明が

可能であった。 

 今回の検討では、PAH を発症した例は膠原

病の確定診断例に限られたので、RA、pSS、SLE、

SSc、PM/DM、MCTD、オーバーラップ症候群4,678

例に限定した解析も行った。その結果は全例

を対象とした解析と同じで、抗セントロメア

抗体陽性 SSc（オッズ比 379）、MCTD（オッズ
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比261）、抗U1RNP抗体陽性SLE（オッズ比98）、

抗セントロメア抗体陰性 SSc（オッズ比 67）、

抗 SSA 抗体陽性の SSc、MCTD、SLE 以外（オッ

ズ比 42）、抗 U1RNP 抗体陰性 SLE（オッズ比

28）の 6 項目で PAH リスクの説明が可能であ

った。 

 

D. 考 案 

膠原病に伴う PAH のさらなる予後改善にス

クリーニングが有用とされる。しかし、膠原

病患者における PAH の併発頻度は決して高く

なく、今回の検討でもリウマチ性疾患が疑わ

れた症例のわずか 1.2%、膠原病の確定診断例

に限っても 1.5%に過ぎなかった。そのため、

PAH スクリーニングを全ての膠原病患者で繰

り返し実施することは現実的でなく、費用対

効果や患者への侵襲度を考慮すると、その有

用性について懸念を示さざるを得ない。欧米

では膠原病に伴う PAH の基礎疾患として 70%

以上を占める SSc に限定したスクリーニング

を推奨しているのが現状である［1］。 

今回の検討でも、日本人における PAH の基

礎疾患は既報と同様に SSc、MCTD、SLE の 3疾

患であった［2］。この点は SSc が大半を占め

る欧米と大きく異なり、日本独自のスクリー

ニングプログラムの立ち上げが必要で、対象

をSScだけでなくMCTDや SLEにも広げること

が求められる。ただし、今回の検討では膠原

病以外のリウマチ性疾患や自己免疫疾患、間

質性肺疾患、レイノー現象、抗核抗体陽性の

みで診断確定に至らない例での PAH 発症はな

く、膠原病確定診断例のみをスクリーニング

対象とすることが妥当である。 

今回、診断と自己抗体を組み合わせること

で膠原病の中で PAH リスクの高い 6 つのサブ

セットを同定することができた。最もリスク

が高いサブセットは抗セントロメア抗体陽性

SSc で、次いで MCTD の順であった。SSc の中

でも、抗セントロメア抗体の有無で層別化す

ることにより PAH リスクが 5.6 倍異なるサブ

セットに分類することができた。また、SLE

では抗 U1RNP 抗体の有無により PAH リスクが

3.5 倍異なっていた。興味深いことに、SSc、

MCTD、SLE 以外で PAH を発症した pSS、RA、DM11

例のうち10例で抗SSA抗体が検出され、SSc、

MCTD、SLE 以外の PAH リスク因子として抽出

された。 

今回の結果から、PAH リスクに基づいたス

クリーニングの優先度が示された。SSc、特に

抗セントロメア抗体陽性例とMCTDはPAHリス

クが高く、積極的に毎年のスクリーニングを

行うべきである。SLE では抗 U1RNP 抗体陽性

例は可能な範囲で定期的なスクリーニングの

実施が好ましいが、抗 U1RNP 抗体陰性例では

診断時、活動性上昇時、息切れを自覚した際

のスクリーニングで十分かもしれない。この

ようなリスク層別化による効率よい PAH スク

リーニングプログラムの作成が望まれるが、

多施設前向き研究での検証が必要である。 

 

E. 結 論 

リウマチ性疾患が疑われた症例では、診断

と自己抗体を組み合わせることで PAH リスク

の層別化が可能であった。PAH リスクの高い

抗セントロメア抗体陽性SScとMCTDでは毎年

のスクリーニングを実施すべきだが、それ以
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外では PAH リスクに基づいたスクリーニング

の適応や間隔の調整が可能である。 
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表 1. 対象症例の臨床診断 

臨床診断名 症例数 (%) 

関節リウマチ（RA） 1,974 (32.0%) 

原発性シェーグレン症候群（pSS）   841 (13.6%) 

全身性エリテマトーデス（SLE）   785 (12.7%) 

強皮症（SSc）   440 (  7.1%) 

多発性筋炎/皮膚筋炎（PM/DM）   313 (  5.1%) 

混合性結合組織病（MCTD）   189 (  3.1%) 

血管炎症候群   116 (  1.9%) 

オーバーラップ症候群    20 (  0.3%) 

未分類結合組織疾患（UCTD）     9 (  0.1%) 

ベーチェット病   142 (  2.3%) 

原発性抗リン脂質抗体症候群（PAPS）    93 (  1.5%) 

自己免疫性肝炎/原発性胆汁性肝硬変（AIH/PBC）   110 (  1.8%) 

炎症性腸疾患（IBD）    36 (  0.6%) 

臓器特異的自己免疫疾患（ITP、AIHA、MG、MS、NMO など）    71 (  1.2%) 

上記以外のリウマチ性疾患（PMR、AOSD、AS、PsA、痛風、SAPHO など）   274 (  4.4%) 

他の疾患（アミロイドーシス、AA、バージャー病、CVID、ALS など）   133 (  2.2%) 

間質性肺疾患のみ   107 (  1.7%) 

レイノー現象のみ   177 (  2.9%) 

抗核抗体陽性   332 (  5.4%) 
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図 1. 疾患別の PAH の頻度 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. 全例（6,162 例）を対象とした PAH リスクを説明する独立因子。 

多重ロジスティック回帰分析を用いて PAH と関連する独立因子を同定した。6つの説明変数で

PAH71 例中 70 例を説明できた。 
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びまん皮膚硬化型全身性強皮症と IRF2 多型の関連 
 
研究協力者 土屋尚之 筑波大学医学医療系分子遺伝疫学 教授 

協力者   川﨑 綾 筑波大学医学医療系分子遺伝疫学 特任助教 
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 協力者   竹原和彦 金沢大学医薬保健研究域医学系皮膚科学 教授 
 

研究要旨 

全身性エリテマトーデス(SLE)を始めとする各種膠原病におけるトランスクリプトーム解析に

より、type I interferon (IFN) signature が注目されている。さらに、type I IFN 経路に関連

する IRF5、STAT4 などの遺伝子多型は、SLE、関節リウマチ(RA)、全身性強皮症(SSc)を始めとす

る複数の免疫疾患における主要な疾患感受性遺伝子として確立している。われわれは最近、type 

I IFN 経路において抑制的に、一方、Th1 誘導に対しては促進的に機能すると報告されている

interferon regulatory factor 2 (IRF2)遺伝子多型と SLE との関連を見いだした。本研究では、

SLE と関連する IRF2 多型と SSc との関連を検討した。SLE と同じリスクアリルが、びまん皮膚硬

化型(dc)SSc 群、抗 topoisomerase 1 抗体陽性群、間質性肺疾患合併群において有意に関連する

ことが見いだされた。 

 

A. 研究目的 

 全身性エリテマトーデス(SLE)を始めとす

る各種膠原病におけるトランスクリプトーム

解析において、type I interferon (IFN) に

誘導される遺伝子群の発現亢進、すなわち

type I IFN signature が注目されている。全

身性強皮症(SSc)においても、末梢血を用いた

トランスクリプトーム解析において、type I 

IFN signature が報告されている[１,2]。一

方、肺線維症を合併した SSc の肺由来線維芽

細胞では、逆に IFN 誘導遺伝子群が強く抑制

されていたとの報告もある[3]。このことから、

SSc における遺伝子発現プロファイルは、臨

床病型別、組織別に、さらなる詳細な検討を

要すると考えられる。 

一方、ゲノム多型解析では、type I IFN 経

路に関連し、SLE や RA における主要な疾患感

受性遺伝子である IRF5、STAT4 などの遺伝子

多型が、SSc とも関連することが、われわれ

を含む複数の研究者により、確立している
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[4,5]。 

Interferon regulatory factor (IRF)遺伝

子群は、type I IFN あるいは IFN 誘導遺伝子

群の発現誘導に関与する転写因子であり、

IRF5 をはじめ、IRF7、IRＦ8 多型と膠原病と

の関連が報告されている。IRF ファミリーの

なかで、IRF2 は、type I IFN 経路において抑

制的に機能する[6]。一方、Th1 誘導に対して

は促進的に機能すると報告されている[7]。

IRF2 多型は、アトピー性皮膚炎等との関連の

報告は見られるものの[8.9]、膠原病との関連

研究の報告はない。われわれは最近、系統的

な候補遺伝子解析により、IRF2 多型と SLE と

の関連を見いだした[10]。本研究では、膠原

病の遺伝的背景の共通性を考慮し、SSc と

IRF2 多型との関連を検討した。 

 

B. 研究方法 

金沢大学皮膚科、国立病院機構相模原病院

通院中の SSc 患者 267 例と、金沢大学、筑波

大学、国立病院機構相模原病院にて研究参加

の同意を得た健常者およびヒューマンサイエ

ンス研究資源バンクより分譲を受けた健常者

DNA あわせて 842 例を対象に、SLE において

関連が検出された IRF2 のイントロンに位置

し、互いに連鎖不平衡にある一塩基多型(SNP) 

rs66801661 、 rs62339994 の 遺 伝 子 型 を 

TaqMan SNP genotyping assay により決定し、

関連研究を施行した。有意水準は 0.05 とした。 

 

 (倫理面への配慮) 

本研究は、筑波大学、金沢大学、国立病院機

構相模原病院における倫理委員会において審

議され、承認を受けた研究計画に従い、遺伝

子解析に関する参加者のインフォームドコン

セントを得、匿名化した試料を用いて施行さ

れたため、研究の施行に倫理面の問題はない

と判断された。 

 

C. 研究結果 

 関連研究の結果を表１，表２に示す。

rs66801661 においては、dcSSc 群(アリルモデ

ル P=0.020、 オッズ比[OR] 1.74、95%信頼区

間[CI] 1.09-2.78)、抗 topoisomerase 1 抗体

陽性群(P=0.0022、OR 2.21、95%CI 1.33-3.68)、

間質性肺炎陽性群(P=0.012、OR 1.82、95%CI 

1.14-2.91)において有意な関連が検出された

(表１)。 

ま た 、 rs62339994 に お い て は 、 抗

topoisomerase 1 抗体陽性群(P=0.0045、OR 

1.89、95%CI 1.22-2.94)、間質性肺炎陽性群

(P=0.010、OR 1.67、95%CI 1.13-2.46)におい

て有意差に到達した。いずれのリスクアリル

も、SLE におけるリスクアリルと同じであっ

た。 

 

D. 考 案 

本研究により、 われわれが SLE との関連

を見いだした IRF2 のリスクアリルが、SSc の

疾患感受性とも関連することが示唆された。 

rs66801661、rs62339994 は、IRF2 遺伝子領

域より選択した 46個所 tag SNP を用いた SLE

との関連研究により、最も強い関連を見いだ

した rs13146124 の周辺を次世代シークエン

サーを用いたリシークエンス解析することに

より、機能的影響が想定される SLE 関連 SNP
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として見いだされた多型部位である[10]。わ

れわれはさらに、互いに連鎖不平衡にあるこ

れら２個所の SNP により構成されるハプロタ

イプが IRF2 転写活性に関連し、リスクハプロ

タイプは IRF2 の発現上昇に関連することを

示唆する知見を得ている[10]。 

IRF2 は type I IFN 産生に抑制的に、Th1 分

化に促進的に作用すると報告されている

[5,6]。今回、dcSSc、抗 topoisomerase 1 抗

体陽性群、間質性肺炎合併群において IRF2 発

現亢進と関連するアリルに有意な関連が検出

されたことは、皮膚硬化や肺線維症に type I 

IFN が抑制的に、あるいは Th1 が促進的に寄

与している可能性を示唆する。この知見は、

SLE や SSc の末梢血トランスクリプトーム解

析において type I IFN signature が報告され

ていることと一見矛盾するものである。すべ

てのSLEやSScにおいてtype I IFN signature

が見られるわけではなく、type I IFN 

signature 陰性の患者群において、IRF2 多型

が寄与している可能性も考えられる。一方、

肺線維症合併 SSc から単離した線維芽細胞の

トランスクリプトーム解析において、顕著な

IFN 誘導遺伝子群の発現低下が見られること

も報告されており[3]、今回の研究成果は、こ

れと整合性を持つ知見である。今後、臨床病

型にわけたさらなる解析や、組織特異的な多

型の影響の解析が必要と考えられる。 

また、今回、IRF2 多型と SSc との関連を示

唆する知見が得られたのは、国内外を通じて

初の成果であることから、現在、replication 

study を進めている。 

 

E. 結 論 

 SLE と関連する IRF2 イントロン 1 領域の

SNP が、dcSSc、topoisomerase I 陽性群、肺

線維症合併 SSc 群において有意な関連を示す

ことが見いだされた。 
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H. 知的財産権の出願･登録状況 

該当なし 

 

 

 

表１  IRF2 rs66801661 と全身性強皮症の関連 

 
遺伝子型頻度  (%) リスクア

リル頻度 
アリルモデル 

G/G A/G A/A Total OR (95% Cl) P 

SSc 
221 

(82.8) 
44 

(16.5) 
2 

(0.7) 
267 9.0 

1.32 
(0.93-1.88) 

0.117 

 
dcSSc 

78 
(78.0) 

21 
(21.0) 

1 
(1.0) 

100 11.5 
1.74 

(1.09-2.78) 
0.020 

 
lcSSc 

139 
(85.3) 

23 
(14.1) 

1 
(0.6) 

163 7.7 
1.11 

(0.71-1.74) 
0.64 

 
ATA+ 

48 
(71.6) 

19 
(28.4) 

0 
(0) 

67 14.2 
2.21 

(1.33-3.68) 
0.0022 

 
ACA+ 

109 
(86.5) 

16 
(12.7) 

1 
(0.8) 

126 7.1 
1.03 

(0.62-1.72) 
0.41 

 
ILD 

73 
(76.0) 

23 
(24.0) 

0 
(0.0) 

96 12.0 
1.82 

(1.14-2.91) 
0.012 

健常対照群 
727 

(86.3 ) 
113 

(13.4) 
2 

(0.2) 
842 6.9 referent 

OR: オッズ比、CI: 信頼区間、ATA: 抗 topoisomerase I 抗体、ACA: 抗 centromere 抗体、ILD: 間質性肺障害 

 

 

表２ IRF2 rs62339994 と全身性強皮症の関連 

 
遺伝子型頻度(%) リスクア

リル頻度 
アリルモデル 

G/G A/G A/A Total OR (95% Cl) P 

SSc 
198 

(74.2) 
66 

(24.7) 
3 

(1.1) 
267 13.5 

1.17 
(0.88-1.56) 

0.288 

 
dcSSc 

69 
(69.0) 

29 
(29.0) 

2 
(2.0) 

100 16.5 
1.48 

(0.99-2.21) 
0.053 

 
lcSSc 

125 
(76.7) 

37 
(22.7) 

1 
(0.6) 

163 12.0 
1.02 

(0.71-1.47) 
0.916 

 
ATA+ 

42 
(62.7) 

23 
(34.3) 

2 
(3.0) 

67 20.1 
1.89 

(1.22-2.94) 
0.0045 

 
ACA+ 

100 
(79.4) 

25 
(19.8) 

1 
(0.8) 

126 10.9 
0.90 

(0.59-1.03) 
0.630 

 
ILD 

63 
(65.6) 

31 
(32.3) 

2 
(2.1) 

96 18.2 
1.67 

(1.13-2.48) 
0.010 

健常対照群 
658 

(78.1) 
170 

(20.2) 
14 

(1.7) 
842 11.8 referent 

OR: オッズ比、CI: 信頼区間、ATA: 抗 topoisomerase I 抗体、ACA: 抗 centromere 抗体、ILD: 間質性肺障害 
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指尖部皮膚潰瘍を生じた全身性強皮症のまとめ 
 
研究分担者 石川 治   群馬大学大学院医学系研究科皮膚科学 教授 

協力者   土岐清香  群馬大学大学院医学系研究科皮膚科学 助教 

協力者   茂木精一郎  群馬大学大学院医学系研究科皮膚科学 講師 
 

研究要旨 

指尖部皮膚潰瘍を生じた強皮症の臨床的特徴、心疾患や脂質異常、動脈硬化との関連性につい

て検討した。2006 年から現在までに当科通院加療中の全身性強皮症患者（254 例）を対象に、指

尖部皮膚潰瘍を生じた症例 (45 例)について検討した。指尖部皮膚潰瘍を伴う全身性強皮症患者

は、潰瘍のない強皮症患者と比べて、男性の割合が高い、diffuse cutaneous type が多い、皮

膚硬化が強い、抗トポイソメラーゼ I抗体陽性例が多いという特徴があった。また、間質性肺炎

合併例が多くみられるという特徴もみられた。これらの結果は、欧米で行われたいくつかの同様

の研究結果と一致した。また、心病変との関連性についても検討したところ、指尖部皮膚潰瘍を

伴う強皮症では、肺高血圧症以外の心疾患を有する症例が多く、BNP 値が高かった。しかし、指

尖部皮膚潰瘍の有無で患者群を分けて比較したが、脂質異常症、頚動脈病変（動脈硬化、狭窄）

といったアテローム性動脈硬化との関連性はみられなかった。 

 

A. 研究目的 

全身性強皮症は、皮膚および内蔵臓器の線

維化、血管障害、免疫異常を特徴とする全身

性疾患であり、これら３つの病態が複雑に関

連して様々な症状を呈する。手指や足趾は、

皮膚線維化や末梢血流低下による循環障害を

来たしやすく、軽微な外傷によって皮膚潰瘍

を生じる。強皮症にともなう指尖部皮膚潰瘍

は、難治な症例が多く、細菌感染を起こした

場合には、潰瘍が拡大し骨髄炎や関節炎を伴

い、指趾切断に至る可能性もある[1]。今回、

指尖部皮膚潰瘍を生じた強皮症の臨床的特徴、

心疾患や脂質異常、動脈硬化との関連性につ

いて検討した。 

 

 

B. 研究方法 

2006年から現在までに当科で通院加療中の

全身性強皮症患者（254 例）を対象に、指尖

部皮膚潰瘍を生じた症例 (45 例)について検

討した。なお、臨床データの研究目的での使

用については、初診時に患者から文書で同意

を得ている。 

統計学的解析には Pearson のカイ２乗検定ま

たは Mann-Whitney の U 検定を用いた。 

 

C. 研究結果 

年齢、性別について （図１） 

平均年齢は 60 歳から 66 歳で両群に差はみ

られなかった。性別は、全症例と指尖部潰瘍

なしでは男性が 10％、女性が 80％程度であっ

たが、指尖部潰瘍ありでは、男性が 20％、女
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性が 80％であり、指尖部皮膚潰瘍を生じた強

皮症は、指尖部潰瘍を生じない強皮症と比べ

て、男性例の割合が高い傾向がみられた。  

 

強皮症の病型について （図２） 

全症例では limitted cutaneous type は

69.3％、ｄiffuse ｃutaneous type は 30.7％

であった。指尖部潰瘍なしでは、全症例とほ

ぼ同じく、limitted cutaneous type は 73.7％、

ｄiffuse ｃutaneous type は 26.3％であった。

一方、指尖部潰瘍がある症例では、limitted 

cutaneous type が 51.1％、ｄiffuse ｃ

utaneous type が 48.9％であった。この結果

より、指尖部皮膚潰瘍を生じた強皮症は、潰

瘍を生じない症例と比べて、ｄiffuse ｃ

utaneous type の割合が高いことが明らかと

なった。 

 

皮膚硬化について （図３） 

皮膚の硬化度をスコア化できる modified 

Rodonan Total Skin Score (mRSS)を用いて検

討した。その結果、潰瘍を生じた強皮症は、

潰瘍のない強皮症と比べて、ｍRSS が有意に

高く、皮膚硬化が強くみられることが分かっ

た。この結果は、前項の結果を裏付けるもの

である。 

 

自己抗体について （図４） 

抗トポイソメラーゼ I 抗体陽性例は、潰瘍

なしの群では 20％であったが、潰瘍ありの群

では 35,6％と有意に多くみられた。一方、抗

RNP 抗体や抗セントロメア抗体陽性例は、両

群で明らかな差はみられなかった。抗 RNA ポ

リメラーゼ抗体陽性例は、潰瘍なしの群と比

べて、潰瘍ありの群で多い傾向がみられた。 

 

合併症について （図５） 

間質性肺炎は全症例では 44％にみられた。

潰瘍なし群では 40％であったが、潰瘍あり群

では 60.5％と有意に増加していた。肺高血圧

症については、全症例では 10％に合併がみら

れた。両群においても約 10％に肺高血圧症の

合併がみられ、明らかな違いは見られなかっ

た。 

 

心疾患と BNP 値について （図６） 

肺高血圧症を除いた、弁膜症、伝導障害、

心筋障害、狭心症、心筋梗塞などの心疾患の

有無を検討した。潰瘍がない群では、心疾患

は 14.8％に合併していたが、潰瘍がある群で

は、約 2倍弱の 26.7％にみられた。次に血清

BNP 値について検討した。肺高血圧症を含め

た全症例では、血清 BNP 値は潰瘍なし群に比

べて、潰瘍がある群で高い傾向が見られた。

また、肺高血圧症を除いた症例では、血清 BNP

値は潰瘍なし群に比べて、潰瘍がある群で有

意に上昇していた。 

これらの結果より、指尖部皮膚潰瘍を生じ

た強皮症は、潰瘍を生じない強皮症と比べて

血清 BNP 値が高い症例が多く、肺高血圧症以

外の心疾患を有する割合が高いことが分かっ

た。 

 

脂質異常症および頚動脈病変（動脈硬化・狭

窄）について （図７） 

強皮症では健常人と比べて内膜中膜複合体
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(IMT)が増加し、アテローム性動脈硬化のリス

クが高いという報告[2, 3]や、末梢動脈疾患

(PAD)患者では、健常人と比較して、脂質異常

症が多く、高率に頚動脈病変（狭窄）を合併

すること[4]が知られている。そこで、指尖部

潰瘍を生じた強皮症患者における脂質異常症、

頚動脈病変について、頸動脈エコーを用いて

検討した。 

血中総コレステロールとトリグセリドの値

に関しては、両群間で明らかな差はみられな

かった。(総コレステロール：潰瘍なし群200.8

±3 mg/dl, 潰瘍あり群 186.7±5.7 mg/dl, ト

リグリセリド：潰瘍なし群 147.1±6.5 mg/dl, 

潰瘍あり群 139.8±14.4 mg/dl) 

次に、頸動脈エコーにて、動脈壁の厚さと

して、平均内膜中膜複合体：mean IMT、 最大

内膜中膜複合体：Max IMT を測定した。また、

プラーク量 も検討した。その結果、両群とも

に動脈壁の明らかな肥厚はみられず、プラー

ク量にも差はみられなかった。また、今回検

討を行った強皮症患者の平均 IMT 値は、本邦

における健常人の平均 IMT 値の基準値内であ

った。また、本邦では、プラークスコアが 1.1

～5.0 を軽度動脈硬化，5.1～10.0 を中等度

動脈硬化，10.1 以上を高度動脈硬化と評価し

ている。強皮症患者では軽度度動脈硬化を示

しており、年齢相当と考えられた。このよう

に、強皮症患者において、指尖部皮膚潰瘍と

脂質異常、頸動脈病変（硬化、狭窄）との関

連はみられなかった。また、強皮症患者の血

中脂質値や動脈硬化は健常人と同程度であり、

強皮症患者でアテローム性動脈硬化のリスク

が高いということはなかった。 

治療について 

プロスタグランジン製剤内服が 40 例、抗血

小板薬内服が 27 例、プロスタグランジン製剤

点滴が 21 例、エンドセリン受容体拮抗薬であ

るボセンタン内服が 12 例あった。これらの薬

剤を組み合わせて併用して治療を行った。 

 

D. 考 案 

指尖部皮膚潰瘍を伴う全身性強皮症は、潰

瘍を生じない強皮症と比べて以下の特徴が見

られた。 

１、男性の割合が高い。 

２、diffuse cutaneous type SSc が多い。 

３、皮膚硬化が強い症例が多い。 

４、抗トポイソメラーゼ I抗体陽性例が多い。 

５、間質性肺炎合併例が多い。 

これらの結果は、欧米で行われたいくつかの

同様の臨床研究の結果と一致した[5-8]。 

また、今回は心臓病変との関連性について

も検討したが、指尖部皮膚潰瘍を伴う強皮症

では、肺高血圧症以外の心疾患を有する症例

が多く、BNP 値が高いことが分かった。 

また、強皮症では健常人と比べて IMT が増

加し、アテローム性動脈硬化のリスクが高い

という報告[2, 3]や、末梢動脈疾患(PAD)患者

では、健常人と比較して脂質異常症が多く、

高率に頚動脈病変（狭窄）を合併すること[4]

から、強皮症患者の指尖部皮膚潰瘍と脂質異

常症、頚動脈病変（動脈硬化、狭窄）といっ

たアテローム性動脈硬化との関連性について

検討したが明らかな関連性はなかった。また、

強皮症患者でアテローム性動脈硬化のリスク

が高いということもなかった。 
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E. 結 論 

 当科に受診した強皮症患者の統計学的解析

によって、指尖部皮膚潰瘍を呈する全身性強

皮症患者の特徴や傾向を明らかにした。 
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図 1：年齢、性別について 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2：強皮症の病型について 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3：皮膚硬化について                             図 4：自己抗体について 
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図 5：合併症について 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6：心疾患と血中 BNP 値について 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7：頚動脈病変（動脈硬化・狭窄）について 
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シェーグレン症候群先行全身性強皮症の臨床的特徴の検討 
 
研究分担者 高橋裕樹    札幌医科大学医学部消化器・免疫・リウマチ内科学講座 准教授 

協力者   山本元久   札幌医科大学医学部消化器・免疫・リウマチ内科学講座 助教 

協力者   鈴木知佐子 札幌医科大学医学部消化器・免疫・リウマチ内科学講座  
 

研究要旨 

 当院通院中で，抗セントロメア抗体（ＡＣＡ）陽性のシェーグレン症候群（SS）から全身性強

皮症（SSc）と診断された 7 例（SS 先行例）と SSc 診断からの期間が同程度の SS を合併してい

ない ACA 陽性 SSc 15 例（SSc 単独例）を登録し，臨床的特徴について後ろ向きに解析した．SSc

診断からの観察期間は，SS先行例で中央値 6.2 年，SSc 単独例で中央値 7年であった．両群とも

全例女性で，すべて limited 型であった．SS 先行例でレイノー現象出現からの期間が有意に短

かったが．臓器障害や自己抗体陽性率に差はみられなかった．今回の検討では，ACA 陽性 SS の

経過中に SSc と診断された症例と，SS 非合併 ACA 陽性 SSc では，臨床像に明らかな差違はみら

れなかった． 

 

A. 研究目的 

 全身性強皮症（SSc）の疾患特異抗体の一つ

である抗セントロメア抗体（ACA）は，シェー

グレン症候群（SS）の数%程度においても陽性

となり [1，2］，ACA 陽性 SS の約 20%が経過中

に SSc を発症すると報告されている［3] ．  

 我々は，平成 24 年度の「強皮症における病

因解明と根治的治療法の開発」において，レ

イノー現象を呈し，かつ，皮膚硬化のない ACA

陽性例の長期経過中に SSc と診断されたのは，

全例，ACA 陽性 SS であったことを報告した． 

 そこで，今回，ACA 陽性 SS から SSc と診断

された，これらの症例の臨床的特徴を明らか

にするために検討を行った． 

 

B. 研究方法 

1) 対象患者 

 2013 年 12 月時点で札幌医科大学付属病院

に通院中の，厚生労働省の強皮症診断基準（竹

原班，2003 年）を満たす ACA 陽性 SSc 症例の

うち，ACA 陽性 SS から SSc と診断された（SS

先行例） 7例と，これらの症例と SSc 診断か

らの観察期間を合わせて抽出した SS 非合併

の SSc（SSc 単独例） 15 例を対象とした．な

お，SS 先行例は，全例， 1997 年の厚生労働

省 SS 診断基準を満たしていた． 

 対象症例は全例女性で，2013 年 12 月の登

録時年齢は中央値 64.5歳（四分位範囲：57-68

歳）［範囲：46-77 歳］，全例 limited 型で，

レイノー現象（RP）陽性であった． 

  

2）臨床的因子の解析 

 SS先行例7例とSSc単独例 15例について，

SSc 発症・RP出現・RP 以外の症状出現から最

終観察時までの期間，自己抗体の種類，臨床

症状，臓器障害の有無などの臨床的因子との
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関連について，後ろ向きにデータを収集し，

統計学的解析を行った．中央値の比較には

Mann-Whitney's U test を，分割表分析の検

定には Fisher's exact test を用い，p<0.05

の時に有意差ありと判定した． 

 なお臨床データの研究目的での使用につい

ては，解析時に患者から同意を得た． 

 

C. 研究結果 

 SS 先行例と SSc 単独例の比較（表 1）では，

SSc診断時年齢はSS先行例で中央値 58歳（四

分位範囲：49-65 歳）［範囲：45-70 歳］，SS

ｃ単独例で中央値 55 歳（四分位範囲：50-62

歳）［範囲：41-71 歳］で有意差はなかった．

今回の検討では，SSc 診断からの観察期間が

同程度の症例を抽出しており，SSc と診断さ

れてからの観察期間は SS 先行例で中央値 

6.2 年（四分位範囲：1.3-7.6 年）［範囲：

0.9-7.7 年］，SSc 単独例で中央値 7 年（四分

位範囲：6-9.4 年）［範囲：4-10.8 年］であっ

た．SS 先行例における SS 診断から SSc 診断

までの期間は中央値 6.8 年（四分位範囲：

2.4-15.1 年）［範囲：0.8-18.5 年］であった．

RP 出現から最終観察時までの期間は，SS 先行

例で中央値 5.9 年（四分位範囲：2.4-15.8 年）

［範囲：1.1-22.9 年］，SSc 単独例で中央値 

11.9 年（四分位範囲：9.9-20.9 年）［範囲：

7.2-39.9 年］と，SS 先行例で有意に短く

（p=0.037），SS 先行例では SSc 単独例よりも

RP の出現が遅いことが示された．また，RP 以

外の SSc 関連症状（今回の検討では主に関節

症状）出現から最終観察時までの期間に有意

差はみられなかった．SS 先行例 7 例中 4 例

（57.1%）は RP よりも関節症状が先行してい

た． 

 両群で抗核抗体力価，ACA 抗体価に有意差

はなく，両群ともに抗topoisomerase-Ⅰ抗体，

抗 RNA polymerase Ⅲ抗体，抗 U1-RNP 抗体陽

性例はいなかった．抗 SS-A 抗体，抗 SS-B 抗

体の陽性率にも有意差はなく，SS 先行例では

それぞれ 2例（28.6%），1例（14.3%）のみが

陽性，SSc 単独例ではすべて陰性であった．

その他の自己抗体や検査値，末梢血管障害を

反映する皮膚潰瘍，pitting scar，爪床部出

血の有無についても有意差はなかった．両群

とも関節症状は高頻度にみられ，有意差はみ

られなかった（SS 先行例 71.4% vs SSc 単独

例 86.7%，p=0.56）． 

 SSc に関連した臓器障害のうち，逆流性食

道炎は SSc 単独例に多くみられたが，統計学

的有意差はなかった (SS先行例 14.3% vs SSc

単独例 33.3%，p=0.62）．間質性肺炎，肺高血

圧症，腎クリーゼ，心病変については，SSc

単独例で間質性肺炎，心病変（不整脈）を 1

例ずつ認めたのみで，両群とも重篤な臓器障

害はみられなかった．ステロイド治療は各群

1 例で行われており，いずれも関節痛に対す

る少量ステロイド投与であった．SS，SSc 以

外の自己免疫疾患の合併は，SS 先行例 で 2

例（28.6%，いずれも自己免疫性肝炎），SSc

単独例で 4 例（26.7%，サルコイドーシス 1

例，橋本病 2 例，原発性胆汁肝硬変 1 例）に

認められ，統計学的有意差はなかった． 

 

D. 考 案 

 SSc においては約 70%の症例に眼・口腔の乾
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燥症状が認められるものの，唾液腺へのリン

パ球浸潤で特徴づけられる SSの合併は 14%の

みと報告されている［4］．また，SS を合併し

た SSc 症例の臨床的特徴として，ACA 陽性，

limited 型が多く，SSc 単独例と比べて肺線維

症など重篤な臓器障害が少ないことが報告さ

れている［5，6］． 

 今回の検討では，ACA 陽性 SSc 症例のうち

SS先行例と SSc単独例における臓器障害の有

無を比較したところ， SSc 単独例で各 1例ず

つに肺線維症，肺高血圧症が認められた以外

は，両群ともに重篤な臓器障害は認められず，

統計学的有意差もみられなかった．症例数が

少ないうえに，今回の検討では SS 先行 7 例

における SSc 診断からの観察期間が中央値

6.2 年と短く，対照群の SSc 単独例も SSc 診

断からの観察期間が 10 年以下の症例を抽出

したため，特に SSc 単独例においては観察期

間が短いために臓器障害が少なかった可能性

が考えられる．また，Hashimoto らによる日

本人 SSc 405 例の検討［7] では，ACA 単独陽

性例は肺病変，心病変，肺高血圧症のリスク

が有意に低く，腎クリーゼ症例は 1 例もいな

かったことが示されており，今回の検討で臓

器障害の有無に差がみられなかったのは，日

本では臓器障害の少ない ACA 陽性例に対象を

限局したことも一因として考えられる． 

 SSc，特に limited 型の症例の大部分では，

皮膚硬化や SSc関連症状の数〜十数年前に RP

が先行して出現するとされており，今回の検

討においても SSc単独例の 93.3%は RPが先行

していたが，SS 先行例においては半数以上の

症例で RP よりも関節症状が先行し，SSc 単独

例と比べて RP 出現からの期間が有意に短か

った．SS 先行例における早期からの関節症状

は，SS に伴う症状をみている可能性が高いと

思われるが，一方で，Baldini らは ACA 陽性

の SSc・SS 重複例では ACA 陽性 SSc 例と比べ

爪郭毛細血管異常が少ないことを報告してお

り［6] ，今回，SS 先行例で RP 出現時期が遅

かったことは，SS 合併 SSc 症例では末梢血管

障害が軽度であることを反映していたのかも

しれない．しかし，今回の検討では，キャピ

ラロスコピーやダーモスコピーによる爪郭毛

細血管異常については評価しておらず，さら

に，両群で皮膚潰瘍，pitting scar，爪床部

出血の陽性率に有意差はみられなかった． 

 今回の検討では， ACA 陽性 SS から SSc を

発症した症例と，SS 非合併の ACA 陽性 SSc 症

例の臨床的特徴に有意差は認められず，少な

くとも SS 先行例において重篤な臓器障害は

みられなかったことから，ACA 陽性 SSのフォ

ローにおいてより積極的な臓器障害のスクリ

ーニングは不要であることが示唆された．し

かし，症例数が少なく，かつ，後ろ向き解析

であるため，結果の解釈には注意が必要であ

る．今後，症例数を増やし，かつ，前向き試

験を中心とした検討が必要と思われた． 

  

E. 結 論 

ACA 陽性 SSの経過中に SScと診断された症

例と，SS 非合併の ACA 陽性 SSc では，臨床像

に明らかな差違はみられなかった． 
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表１．SS 先行例と SSc 単独例における臨床的因子の比較 

 

 SS 先行例（n=7） SSc 単独例（n=15) p 

SSc 診断時年齢 58 歳（45-70）＊ 55 歳（41-71）＊ 0.70 

SSc 診断からの期間 6.2 年（0.9-7.7）＊ 7 年（4-10.8）＊ 0.10 

SS から SSc 診断までの期間 6.8 年（0.8-18.5）＊ − − 
RP からの期間 5.9 年（1.1-22.9）＊ 11.9 年（7.2-39.9）＊ 0.037 

RP 以外の症状出現からの期

間 
7.7 年（0.9-27.9）＊ 9.8 年（4-11.9）＊ 0.94 

ANA 力価 2560×（320-5120）＊ 2560×（640-5120) ＊ 1.00 

ACA 抗体価 153.5（102-187）＊ 164.5（89.2-204）＊ 0.67 

抗 topoisomerase-Ⅰ抗体 0 例/6 例 0 例 − 
抗 RNA polymerase Ⅲ抗体 0 例/4 例 0 例/12 例 − 
抗 U1-RNP 抗体 0 例/4 例 0 例/13 例 − 
抗 SS-A 抗体 2 例（28.6%） 0 例/14 例 0.10 

抗 SS-B 抗体 1 例 (14.3%) 0 例/3 例  1.00 
RF 2 例 (28.6%） 2 例/14 例 (14.3%) 0.57 

抗 DNA 抗体 0 例/6 例 0 例/7 例 − 
抗 TG 抗体 0 例/6 例 3 例/10 例（30%） 0.25 
IgG (mg/dl) 1017（878-1581）＊ 1065（777-1519）＊ 0.79 

低補体血症 0 例 0 例/13 例 − 
CRP 陽性 0 例 0 例 − 
KL-6 (U/ml） 256（137-475） 187（134-592） 0.15 

皮下石灰化 1 例（14.3%） 2 例（13.3%） 1.00 

毛細血管拡張 1 例（14.3%） 2 例（13.3%） 1.00 

皮膚潰瘍 0 例 1 例（6.7%） 1.00 
pitting scar  0 例 2 例（13.3%） 1.00 

爪床部出血 3 例（42.9%) 5 例（33.3%） 1.00 

関節症状 5 例（71.4%） 13 例（86.7%） 0.56 

CK 上昇 0 例 2 例（13.3%） 1.00 

間質性肺炎 0 例 1 例（6.7%） 1.00 

肺高血圧症 0 例 0 例 − 
逆流性食道炎 1 例（14.3%） 5 例（33.3%） 0.62 

腎クリーゼ 0 例 0 例 − 
心病変 0 例 1 例（6.7%） 1.00 

PSL 治療 1 例（14.3%） 1 例（6.7%） 1.00 

自己免疫性疾患合併 2 例（28.6%） 4 例（26.7%） 1.00 

                                                                                     

* 中央値（範囲） 

RP：レイノー現象，ANA：抗核抗体，ACA：抗セントロメア抗体，RF：リウマチ因子，抗 TG

抗体：抗サイログロブリン抗体 
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全身性強皮症に対する手指のリハビリテーション  
− 長期経過の検討 − 

 
研究協力者 麦井直樹 金沢大学医学部附属病院リハビリテーション部 作業療法士 

研究協力者 長谷川稔 福井大学医学部感覚運動医学講座皮膚科学 教授 

研究分担者 藤本 学 筑波大学医学医療系皮膚科 教授 

協力者     大畠幸恵  金沢大学医学部附属病院リハビリテーション部 

協力者     濱口儒人  金沢大学医薬保健研究域医学系皮膚科学 准教授 

協力者     松下貴史  金沢大学医薬保健研究域医学系皮膚科学 講師 

協力者     竹原和彦  金沢大学医薬保健研究域医学系皮膚科学 教授 
 

研究要旨 

 強皮症(SSc)患者は皮膚硬化や皮膚潰瘍などにより手指機能の低下がみられる．我々は， SSc

に対する手指のリハビリテーションの効果を報告してきた.今回は長期経過を評価できた症例に

ついてまとめ， SSc に対する手指のリハビリテーションの長期的効果とその特徴を示す． 

結果，手指 ROM は初診時に比べ，1ヵ月・1年・3年・5年・8年と有意に改善を示した．しかし

一部の症例で 5年以降低下を示した．臨床所見との関連では，機能低下は，経過中の皮膚潰瘍や

関節炎，初診時 MRSS の関連が示された．手指のリハビリテーションは，長期的にもおおむね効

果はあるが，経過中の皮膚潰瘍や関節炎を有する症例では悪化も起こりうることが示された． 

 

A. 研究目的 

 我々は， SSc に対する手指のリハビリテー

ションの効果を 1ヵ月，1年，3年と報告して

きた(1-3).手指関節可動域（ROM）は 1ヵ月と

いう短期でも，1年，3年という中期的にも改

善がみられた． 

今回の目的は 7～10 年と長期経過を評価でき

た症例についてまとめ， SSc に対する手指の

リハビリテーションの長期的効果とその特徴

を示すことである．併せて，皮膚硬化のピー

クを過ぎた症例でも機能低下は起こるかを検

討した． 

 

 

B. 研究方法 

１） 対象 

1997 年 1 月から 2006 年 12 月までに処方さ

れた SSc 患者のうち長期経過を評価できた患

者 32 例を対象とした． 性別は女性 27 例，

男性 5 例，平均年齢は 45.2 歳． 病型は

dcSSc 24 例， lcSSc 8 例，  平均罹病期間は

平均 4.7 年であった．抗核抗体の内訳は，抗

Topo-Ⅰ抗体 17 例，抗 RNAP 抗体 5 例， ACA

抗体 6 例，その他 4 例となっていた． 32 例

中 26 例でステロイドによる治療が行われて

いた．また 25 例は薬物治療前からリハビリテ

ーションを開始した． 

調査にあたっては大学の倫理委員会の承認
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を得た（No.960）． 

2） リハビリテーションプログラム（4） 

 当院 SSc 手指プログラムを期間中に実施し

た． 

手指のリハビリテーションは，関節可動域の

維持や改善の目的でストレッチ運動を行った

(1-3)．入院中はリハビリテーション室にて作

業療法士が実施した（図１）．退院後は自主ト

レーニングとして実施させた（図２）．ストレ

ッチ運動は以下の点に十分に注意して指導し

た．また説明の記したパンフレットも手渡し

た． 

注意点：①毎日継続する．②１指ごとに行う．       

③各々屈曲方向，伸展方向ともに最大のとこ

ろで，１回 10秒間を３〜５回繰り返す．④目

的の関節をゆっくりと反対側の上肢で動かす． 

⑤痛みが強いとき，潰瘍の箇所は無理をしな

い． 

3) 効果判定 

 効果判定として，左右すべての手指におい

て手指他動 ROM を測定した．測定時期に目的

の関節が皮膚潰瘍で測定できない場合は，治

癒後に測定した．今回の測定時期は，初診時，

1ヵ月後，1年後，3年後，5年後，8年後（７

～10 年の平均）の６ポイントとした． 

 測定した 10 指のうち，左右中指の MP 関節

屈曲，PIP 関節屈曲伸展 DIP 関節屈曲伸展の

総和： Total passive ROM として値を算出し

た．さらに改善したか，悪化したかを明確に

示すために ROM 改善率（ 8 年後 ‐初回／初

回×100％）を求めた．すなわち ROM 改善率が

正の数値なら改善，負の数値なら悪化を示す． 

また能力評価として，初回と最終に HAQ を

行った．さらに効果の要因について，各種臨

床所見等（経過中の皮膚潰瘍，経過中の関節

炎，初診時の MRSS や罹病期間，年齢，性別，

抗核抗体）と検討した． 

4) 統計解析： 

ROM と HAQ は対応のある T 検定を，手指機能

改善の因子については多変量解析を JMP8 

Genomics を用いて行った． 

 

C. 研究結果 

１）手指機能の変化 

 初診時から 8 年後までの手指機能の変化

（Total passive ROM の平均値）を図３に示

す．ROM は初診時と比較して，1ヵ月後，1年

後，3年後，5年後，8年後のすべての時点で

有意な改善がみられた．その一方で 3 年後と

8年後においては，有意な低下を示した．HAQ

に関しては，8 年後は初診時と比較して有意

差はみられないものの，平均 0.71 から 0.55

へと改善傾向がみられた．MRSS に関しては，

8年後は初診時と比較して平均18.1から10.2

へと有意な改善がみられた． 

2) ROM 改善率と臨床症状の関係 

ROM改善率と臨床症状の関係を図４に示す．

多くの症例は改善を示したが，皮膚潰瘍を有

する症例の一部，特に皮膚潰瘍の再燃を合併

し，PIP 関節背側に生じた皮膚潰瘍の悪化の

ため手指伸筋腱の断裂による屈曲拘縮を起こ

した 3症例は大きく悪化していた． 

3） ROM 改善率と皮膚潰瘍との関係 

 皮膚潰瘍の有無による ROM 改善率を図５に

示す．皮膚潰瘍のあり群では，ROM 改善率は

悪化，皮膚潰瘍のなし群では，ROM 改善率は
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改善という結果であった．しかし前述したよ

うに，PIP 関節背側に生じた皮膚潰瘍の悪化

のため手指伸筋腱の断裂による屈曲拘縮を起

こした 3 症例を除いた場合は，皮膚潰瘍のあ

り群でも，ROM 改善率は改善という結果とな

った． 

4） 手指機能（ROM）悪化の要因 

手指機能改善の有無でのロジスティック重

回帰,さらに，手指機能の改善率についての

重回帰分析を行った．その結果どちらにおい

ても，経過中の皮膚潰瘍や関節炎，初診時の

MRSS との関連性が示された． 

 

D. 考 案 

強皮症にみられる機能障害の長期経過に関

しては，Poole J らが強皮症 60 例（lSSc：20

例，dSSc：40 例，罹病期間：5〜47 年，平均

14.4年）の手指機能の５年経過を調査，HAQ-DI

は 1 年目が 0.73，5年目が 0.81 と有意差はな

いものの悪化傾向，手指機能はピンチ力の改

善以外はほとんど変化なしという結果であっ

た（5）．今回我々は平均 8年の経過をみたが，

罹病期間は平均 4.7 年と早期例が多かった． 

HAQ-DI は有意差はないものの，若干の改善傾

向にあった．そして手指機能に関して ROM は

3年目まで改善，その後 5年目，8年目と改善

例が多いが，一部で悪化例もみられるといっ

たふうに 2分することが示された． 

 長期経過においても，多くの症例は良好な

結果を示した．しかしながら， 3 年以降の 5

年，8年では機能低下例が存在．機能低下は，

経過中の皮膚潰瘍や関節炎，初診時 MRSS の関

与が示された． 

今回の初診時罹病期間は Topo-Ⅰ抗体が平

均 4.5 年（1.0～23 年）， RNAP 抗体が平均 4.0

年（0.5～17 年）であった．LeRoy らの皮膚硬

化の自然経過（6）を考慮した場合，最終評価

時点では，一般的に皮膚硬化はピークを越え

ていることが予測される．したがって皮膚硬

化による ROM 制限に関しては改善が予測され

る．しかし強皮症の手指 ROM 制限は皮膚潰瘍

のみに関連したものではなく，経過中の皮膚

潰瘍や関節炎を有する症例では，5 年以降の

時期においても機能低下に注意する必要があ

ることが示された．  

 

E. 結 論 

 SSc 患者 32例を対象に手指のリハビリテー

ションの長期経過をみた． 

手指 ROM は初診時に比べ，1ヵ月・1年・3年・

5年・8年と有意に改善を示した． 

抗核抗体別では，Topo-Ⅰ抗体の一部において

低下がみられ，皮膚潰瘍や皮膚硬化の再燃の

関与が示唆された． 

SSc 患者の手指のリハビリテーションでは，

長期的にもおおむね効果はあるが，注意を要

する症状が存在する． 
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図 1：全身性強皮症に対する手指のストレッチ 

  リハビリテーション室にて作業療法士が実施 
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図２：全身性強皮症に対する手指のストレッチ 

   自主トレーニング，右示指の PIP,DIP 関節

の屈曲 
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平均値を黒丸，HAQ を四角，MRSS を三角で示した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４：ROM 改善率と臨床症状の関係 

各症例の ROM 改善率をプロットした． 
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図５：ROM 改善率と皮膚潰瘍との関係 

A は全例，Bは皮膚潰瘍ありで腱断裂 3例を除く 
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色素レーザーが有効であった毛細血管拡張症を伴った 
全身性強皮症の 1例 

 

研究分担者 尹 浩信 熊本大学大学院皮膚病態治療再建学 教授 

協力者    牧野貴充 熊本大学大学院皮膚病態治療再建学 助教 
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研究要旨 

症例、31 歳女性。8年前、手指の皮膚硬化が出現、抗トポイソメラーゼⅠ抗体陽性のびまん皮

膚硬化型全身性強皮症と診断した。皮膚硬化に対しプレドニゾロン 25mg/day 内服を開始、間質

性肺炎に対しシクロフォスファミド静注療法を施行した。顔面の毛細血管拡張に対し、V beam® 、

6msec、9.0J/cm2にて 2 回施行し改善を認めた。V beam®は波長 595nm のフラッシュランプ励

起式パルスダイレーザーであり、単純性血管腫、苺状血管腫、毛細血管拡張症に保

険適応がある。 

 

A. 研究目的 

全身性強皮症（SSc）は皮膚をはじめとし肺

や腎臓、心臓などの多臓器が障害される系統

的疾患であり、その病態として、血管障害、

線維化、自己免疫が考えられている。毛細血

管拡張症は血管異常に基づいて発生している

と考えられている[1]。毛細血管拡張は顔面や

手掌に多く、特に女性患者の QOL を低下させ

ている[2]。今回我々は、SSc に伴う、毛細血

管拡張に対し色素レーザー照射を行い、有効

性を確認した。 

 

B. 研究方法 

症例報告。31 歳女性。 

既往歴：特記すべきことなし。 

家族歴：膠原病なし。 

現病歴：8 年前より手指の皮膚硬化が出現。

徐々に上腕、体幹へ皮膚硬化が拡大し、びま

ん皮膚硬化型 SSc と診断。抗トポイソメラー

ゼⅠ抗体陽性。皮膚硬化に対しプレドニゾロ

ン 25mg/day 内服を開始し、皮膚硬化の改善を

認めた。3年前より間質性肺炎の増悪を認め、

シクロフォスファミド静注療法 6 回を施行し、

症状の改善を認めた。顔面の毛細血管拡張症

に対し、治療希望があり、色素レーザー治療

を計画した。 

臨床検査所見：WBC 7800 /ul (Neut 76.2%, 

Lymp 15.2%, Mono 5.7%, Eosin 2.8%, Baso 

0.1%), Hb 12.0 g/dl, Plt 27.3 万/ul, BUN 

10.5 mg/dl, Crea 0.66 mg/dl, AST 18 U/l, ALT 

12 U/l, LDH  145 U/l, CK 53 U/l, ミオグロ

ビン 21.8 ng/ml, CRP 0.01 mg/dl, KL-6 334 

U/ml, SP-D 102.3 ng/ml, 抗トポイソメラー

ゼⅠ （Scl-70）抗体 16.0 倍 (+) , 抗セン

トロメア抗体 (-), 抗 RNA ポリメラーゼⅢ抗

体 (-), 抗 U1 RNP 抗体  (-), RF (-), 抗
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ds-DNA 抗体  (-) , 抗 SS-A 抗体  (-), 抗

SS-B 抗体  (-) 

色素レーザー機器として、V beam®（キャンデ

ラ社）を使用した。V beam®はフラッシュラン

プ励起式パルスダイレーザーで、波長は595nm、

パルス幅は 0.45-40msec で調節可能な機器で

ある。本邦では単純性血管腫、苺状血管腫、

毛細血管拡張症に対し保険適応となっている。 

色素レーザー治療により期待される効果およ

び副作用や照射後の遮光、外用処置について、

また検体や臨床検査値、患者情報の管理、研

究への利用について、充分な説明と文書での

同意を得た。 

 

C. 研究結果 

左右頬部、下顎部にくも状血管腫様の毛細

血管拡張を認めた。治療前に V beam®, 6 msec, 

8.0, 8.5, 9.0 J/cm2の出力でテスト照射を行

い、副作用や照射時の痛みの有無を確認した。

びらんや紫斑が生じないことを確認後に、V 

beam®, 6 msec, 9.0 J/cm2 で 1 回目の照射を

行った。照射後約 10 日間の局所の発赤を生じ

たが、ベタメタゾン吉草酸エステル軟膏0.12%

の外用にて徐々に消退した。1 回の照射では

毛細血管拡張は不変であった。3 か月後の照

射予定であったが、本人の希望で 5 か月後に

同条件で 2 回目の照射を行った。同様にびら

んや紫斑は生じず、発赤のみを生じた。治療

開始から 11 か月後に毛細血管拡張の改善を

認めた。 

 

D. 考 案 

SSc に伴う毛細血管拡張症は、血管障害を

反映した皮膚症状と考えられている。好発部

位は顔面、手掌であり、びまん皮膚硬化型 SSc

では顔面の斑状、くも状血管腫様の毛細血管

拡張が多く、限局皮膚硬化型 SSc では手掌、

口唇、舌の鮮紅色から紫紅色の斑状毛細血管

拡張症がみられる。治療に関しては海外では

色素レーザー[3]のほかに、Intensed pulsed 

light (IPL)の有効性が報告されている[4]。

本邦では色素レーザー[5]、IPL のほかにロン

グパルス Nd:YAG レーザー[6]の有効性が報告

されている。 

また Halachmi らは色素レーザー治療におい

て、特発性の毛細血管拡張症と比較し、SSc

合併例では難治性であり、治療回数が多いと

報告しており（特発性；平均 1.90 回、SSc;

平均 3.92 回）、また、その原因として病理組

織学的に毛細血管内皮の肥厚が観察されてい

る[7]。本症例では色素レーザーの 2回照射で

改善を認めたが、従来の治療との優位性につ

いては症例数を蓄積し検討する必要がある。 

 

E. 結 論 

全身性強皮症に伴う毛細血管拡張症に対し、

色素レーザー治療は有効であった。治療回数

や改善度については、今後症例を集積し解析

することが重要であると思われる。 
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図 1：頬部に毛細血管の拡張と蛇行を認める。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2：1回目治療後（治療開始5か月後）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3：2回目治療後（治療開始11か月後）、頬部の毛細血管拡張の縮小、一部消失を認める。 
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全身性強皮症における血清 Flt-3 リガンド濃度の検討 

 
研究分担者 尹 浩信 熊本大学大学院皮膚病態治療再建学 教授 

協力者   中村香代 熊本大学大学院皮膚病態治療再建学 大学院生 
 
研究要旨 

 Fms-like tyrosine kinase 3（Flt-3）は血管新生や血球の分化を制御するレセプターである。

全身性強皮症患者36例および正常人12例を対象として血清Flt-3リガンド（Flt3L）濃度をELISA

法にて測定したところ、患者群において有意な血清濃度の上昇を認めた。また、血清濃度高値を

示す患者群ではNailfold bleeding を有する頻度が有意に低かった。血管病変との関連について

若干の考察を加えて報告する。

  

A. 研究目的 

 免疫異常、血管障害は全身性強皮症をはじ

めとする様々な膠原病の根幹をなすファクタ

ーと考えられている［1,2］。このうち血管障

害はレイノー症状や、Nailfold bleeding

（NFB）、血管拡張、皮膚潰瘍を呈し、本症患

者の quality of life に深くかかわる病態で

ある。それらの共通の特徴は血管構造の維持

の異常による血管の欠損と制御不能な再生で

あるが[3]、本症における血管障害の病態は不

明であり今後明らかにする必要がある。 

 Fms-like tyrosine kinase 3 (Flt-3)は 

CD135 としても知られるサイトカインレセプ

ターである。造血幹細胞や骨髄前駆細胞の細

胞膜上に発現し、血管形成や血球分化におけ

るシグナル伝達機構に関与している。例えば、

悪性腫瘍における血管新生を誘導したり［4］、

B細胞の分化に寄与する［5］という報告があ

る。このことより、Flt-3 は本症においても、

血管障害や免疫異常に関与している可能性が

ある。  

 一方、Flt-3 リガンド（Flt3L）は血清中に 

約 30kDa の糖タンパクとして存在している。

これまでに血液疾患では 血清 Flt3L 濃度の

検討の報告はある［6,7］が、本症との関連性

を記したものはない。血清 Flt3L 濃度は本症

において診断あるいは病勢のマーカーとなる

可能性がある。 

 

B. 研究方法 

1) 対象 

 熊本大学病院皮膚科を受診した SSc患者 36

例、強皮症関連病態患者(SSD)10 例および正

常人 12 例を対象とした。SSc 患者のうち、

diffuse type(dcSSc) が 13 例 、 limited 

type(lcSSc)が 23 例で、全例が American 

College of Rheumatology の強皮症診断基準

を満たしていた。臨床所見および検査所見は

血清の採取時に得たものを使用した。本研究

は、Declaration of Helsinki に基づき、倫

理委員会の審査を経て、患者および正常人の
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同意を得て行った。 

2) ELISA 法 

 血清FL濃度の測定には ELISA kit (R&D)を

使用した。抗FLモノクローナル抗体が被覆さ

れたプレートに血清を加えて反応させ、さら

に酵素標識抗体溶液を加えて反応させた。酵

素基質溶液を加えて発色させ、450nmにおける

吸光度を測定、標準曲線を作成し検体中の

Flt3L濃度を算出した。 

3) 解析方法 

 解析はマン−ホイットニー検定にて行い、P

値が0.05以下のものを有意とした。 

 

C. 研究結果 

1) 血清 Flt3L 濃度 

 血清FL濃度の結果を図１に示す。SSc患者で

は、正常人に比較して有意に高値を示した（平

均144.7 ± 60.9 対 平均94.4 ± 21.0 pg/ml、

p=0.00760）。dcSSc患者とlcSSc患者とでは有

意な差はみられなかった（平均139.8 ± 69.1 

対 平均147.6 ± 57.3 pg/ml、 p=0.71756）。 

 SSD患者と正常人を比較すると、SSD患者で

有意な上昇を認めた(平均157.7 ± 65.9 対 

94.4 ± 21.0 pg/ml、p=0.00494)。 

 カットオフ値を136.4pg/ml (正常人平均±

2SD) とすると、すべての正常人はカットオフ

値以下となり、SSc患者の38.9%, SSD患者の

30%で血清FL濃度の上昇が見られた。 

2) SSc患者における血清TL濃度と臨床所見

および検査所見との相関 

 表2にSSc患者における血清FL濃度と臨床所

見および検査所見のまとめを表２に示す。血

清FL濃度が上昇している群では、正常血清

Flt3L濃度の群に比較してNFBを有する頻度が

有意に低かった(26.7 対 63.6%, p<0.02718)。

pitting scar や毛細血管拡張といったその他

の血管障害の頻度に有意な差は認めなかった。  

  

D. 考案 

 本研究では、我々は下記の知見を得た。SSc

患者およびSSD患者の血清FL濃度は正常人よ

りも有意に高値を示した。また、SSc患者のう

ち、NFBを有する群は有しない群に対してFL

濃度が有意に低下していた。NFBはSScにおけ

る早期病変であり、SSDの診断の主要な因子で

ある。SSD患者におけるFL濃度の上昇とNFBを

有するSSc患者における低下から、早期の血管

イベントによるネガティブフィードバックの

結果、血清FL濃度が低下した可能性が考えら

れる。 

  

E. 結論 

 血清Flt3L濃度は本症の血管障害の指標と

なることが示唆された。本症における血管病

変の機序は不明であるが、Flt3Lの役割をの明

らかにすることにより新しい治療法の開発に

役立つ可能性がある。 
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図１：SSc 患者、SSD 患者、正常人における血清 Flt3L 濃度 
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表１：SSc 患者 36 名の臨床症状・検査所見のまとめ 
Table 1. Summary of clinical/serological features in patients  

with systemic sclerosis (SSc, n=36) 
 

 
  

  Age at the time of serum 
sampling  

62.2   
 

  
(mean years) 

   

  
  Duration of disease (mean 
months) 

75.0 
  

  
  Type (diffuse:limited) 13:23 

  
  

  m-TSS 11.0 
  

  
CLINICAL FEATURES 

   
  

  Pitting scars 43.8 
  

  
  Ulcers 32.0 

  
  

  Nailfold bleeding 48.7 
  

  
  Raynoud's phenomenon 90.3 

  
  

  Telangiectagia 23.1 
  

  
  Contracture of phalanges 85.7 

  
  

  Calcinosis 5.9 
  

  
  Diffuse pigmentation 28.6 

  
  

  Short SF 75.0 
  

  
  Sicca symptoms 53.9 

  
  

ORGAN INVOLVEMENT 
   

  
  Pulmonary fibrosis 37.1 

  
  

            Mean %VC (%) 101.4 
  

  
            Mean %DLCO (%) 87.0 

  
  

  Pulmonary hypertension 28.1 
  

  
  Oesophagus 20.6 

  
  

  Heart 29.4 
  

  
  Kidney 0.0 

  
  

  Joint 57.9 
  

  
  Thrombosis 0.0 

  
  

ANA SPECIFICITY 
   

  
  Anti-topoI 27.8 

  
  

  Anti-centromere 38.9 
  

  
  Anti-U1 RNP 16.7 

  
 

    Anti-SS-A 30.6   
 

 
Unless indicated, values are percentages.  
m-TSS, modified Rodnan's total skin thickness score; SF, sublingual 
frenulum; 
VC, vital capacity; DLco, diffusion capacity for carbon 
monooxidase;  
ANA, antinuclear antibodies; Anti-topoI, anti-topoisomerase I 
antibody; 
Anti-centromere, anti-centromere antibodies; Anti-U1 RNP, 
anti-U1 RNP antibodies; Anti-SS-A, anti-SS-A antibodies. 
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表２：SSc 患者における FL 濃度と臨床症状・検査所見の比較 

Table 2. Correlation of serum Flt-3 ligand levels with clinical/serological features in 
patients  

with systemic sclerosis (SSc, n=36) 
 

 
   Serum Flt-3 ligand   

 
   

Patients with elevated Patients with normal 
  

 
   Flt-3 levels (n=14) Flt-3 levels (n=22)   

 

 
 

  Age at the time of serum 
sampling  

64.9 60.3   
 

  
(mean years) 

    

  
  Duration of disease (mean 
months) 

58.2 86.6 
  

  
  Type (diffuse:limited) 6:8 7:15 

  
  

  m-TSS 11.6 10.5 
  

  
CLINICAL FEATURES 

    
  

  Pitting scars 50.0 40.0 
  

  
  Ulcers 20.0 40.0 

  
  

  Nailfold bleeding 26.7* 63.6 
  

  
  Raynoud's phenomenon 100.0 84.2 

  
  

  Telangiectagia 18.2 26.7 
  

  
  Contracture of phalanges 100.0 77.8 

  
  

  Calcinosis 0.0 10.0 
  

  
  Diffuse pigmentation 42.9 21.4 

  
  

  Short SF 85.7 70.6 
  

  
  Sicca symptoms 45.5 60.0 

  
  

ORGAN INVOLVEMENT 
    

  
  Pulmonary fibrosis 37.1 38.1 

  
  

            Mean %VC (%) 103.0 101.0 
  

  
            Mean %DLCO (%) 85.1 88.4 

  
  

  Pulmonary hypertension 27.0 29.0 
  

  
  Oesophagus 35.7 10.0 

  
  

  Heart 28.6 30.0 
  

  
  Kidney 0.0 0.0 

  
  

  Joint 71.4 50.0 
  

  
  Thrombosis 0.0 0.0 

  
  

ANA SPECIFICITY 
    

  
  Anti-topoI 21.4 31.8 

  
  

  Anti-centromere 50.0 31.8 
  

  
  Anti-U1 RNP 21.4 13.6 

  
 

   Anti-SS-A 57.1 13.6   
 

 
Unless indicated, values are percentages.  
m-TSS, modified Rodnan's total skin thickness score; SF, sublingual frenulum; VC, vital capacity; 
DLco, diffusion capacity for carbon monooxidase; ANA, antinuclear antibodies;  
Anti-topoI, anti-topoisomerase I antibody; Anti-centromere, anti-centromere antibodies; 
Anti-U1 RNP, anti-U1 RNP antibodies; Anti-SS-A, anti-SS-A antibodies. 
*p<0.05 versus patients with normal Flt-3 ligand levels using Fisher's exact probability test. 
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エクソーム解析による全身性強皮症原因変異の網羅的探索 
 
研究分担者 岡  晃 東海大学総合医学研究所 講師 
 

研究要旨 

 本研究は、強皮症の原因変異を直接同定する目的で、エクソン断片のキャプチャーならびに次

世代シークエンサーを用いたリシークエンシングによるエクソーム解析を実施した。この解析に

より、見出された患者間で共有する極めて稀な 18 個の機能性変異の内、6 個の変異について全

検体の遺伝子型を決定した。しかしながら、リスクの強い変異も見出されたものの、統計学的に

有意な関連を示すものは認められなかった。すなわち患者間で一致する変異を探索する手法では、

大きく強皮症発症に寄与するものが検出できたとは言い難い。そこで次年度は、さらに稀、もし

くは新規の変異を患者エクソームデータから抽出し、患者個体ごとの変異について種々の検討を

行う予定である。 

 

A. 研究目的 

 強皮症の原因遺伝子を探索する目的で、

種々の遺伝学的な解析が実施されており、近

年ではゲノムワイド関連解析(GWAS)が行われ

ているが、強皮症と関連があると報告された

変異のオッズ比は、HLA 遺伝子を除くと

1.10-1.40 程度とあまりにも低く[1]、それが

真実であったとしても、おそらく遺伝要因の

数パーセントしか説明できないと考えられる。

基本的にこの GWAS はそのマーカーのアリル

頻度がコモンであるゆえに、基本的に高頻度

の変異しか検出できない。しかしながら、有

害な変異は人類進化の過程で、強い選択圧に

さらされ、淘汰されるため、コモンな頻度で

維持されることは極めて考えにくい[2]。さら

に強皮症はその発症頻度が 1 万人に 1 人前後

と比較的稀な疾患である。したがって、強皮

症の原因変異はおそらく集団中で極めて稀な

変異であると想定される。これを検出するに

は、遺伝的マーカーに依存するのではなく、

直接ゲノム配列をリシークエンシングするし

かない。 

 そこで本研究は、この強皮症原因変異を同

定する目的で、エクソン断片のキャプチャー

ならびに次世代シークエンサーを用いたリシ

ークエンシングによるエクソーム解析を行う

ものである。 

 

B. 研究方法 

 2009 年 4 月～2011 年 3 月の間に、10 施設

にて （長崎大学医学部歯学部附属病院・熊

本大学医学部附属病院・筑波大学附属病院・

慶應義塾大学病院・群馬大学附属病院・札幌

医大病院・福島県立医大・東京女子医科大学

膠原病リウマチ痛風センター・東京大学医学

部附属病院・金沢大学附属病院） 325 検体

の抗トポイソメラーゼⅠ抗体陽性の全身性強

皮症患者（日本人）ゲノム DNA を収集した。
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この検体収集は各機関における倫理委員会の

承認の元で実施されている。この検体の中か

ら、さらに高度の皮膚硬化と治療抵抗性の間

質性肺疾患を有している重症例を 7 検体厳選

した。続いて、SureSelect Human All Exon 50 

Mb Kit (Agilent)によりエクソン断片を濃縮

お よ び 増 幅 し 、 Genome Analyzer IIx 

(Illumina)によりリシークエンシングを行っ

た。 

 さらにエクソーム解析の結果を元に、任意

に選抜した 6 個の変異について、325 検体を

対象に通常のサンガーシークエンシングにて

遺伝子型を決定した。 

 

C. 研究結果 

 昨年度までに一般集団中では極めて稀な、

アミノ酸組成に変化をもたらす機能性変異で、

且つ患者間で共有するヘテロ接合の変異の抽

出を試みた結果、18 個の変異見出された。今

年度はこれら 18 個の内、機能的に関連が示唆

される 6 個の変異を選抜し、患者 325 検体の

遺伝子型を決定した。さらに 2014 年に新たに

公開された日本人 1,208 検体のエクソームデ

ータ(http://www.genome.med.kyoto-u.ac.jp 

/SnpDB) をコントロールとし、関連解析を実

施した。その結果、オッズ比が 3.15 ならびに

2.74 の比較的リスクの強い変異がそれぞれ 1

個ずつ観察され、その他の 4 個の変異のオッ

ズ比は 2以下であった（表 1）。しかしながら

統計学的に有意な関連は示されなかった。 

 

D. 考 案 

 エクソーム解析は遺伝的マーカーに依存せ

ず、全エクソンをリシークエンシングするた

め、稀な変異であっても、網羅的に直接同定

することが可能である。一方、見出された変

異が疾患発症に寄与しているか否かを判断す

るには家族例を用いて、その変異と疾患の共

伝達を追跡することが最も効率的な方法の一

つである。しかしながら日本人における家族

例の収集は極めて困難であることから、孤発

症例とコントロールを用いて、変異と疾患の

関係を推定するするしかない。そこで今回は、

「強皮症の原因変異は集団中で極めて稀な変

異であり、さらに複数の変異、複数の遺伝子

が相互作用を及ぼすことにより発症に至る」

という仮説たて、前述した変異のスクリーニ

ングを実施した。しかしながら、オッズ比 2

以上の変異を 2 個検出したものの、統計学的

に有意な関連は示されなかった（表 1）。この

原因として、数十個の遺伝子を選抜する候補

遺伝子アプローチと異なり、今回の実験は約

25,000個の遺伝子を対象としたものであるた

め、極めて稀な変異であっても、その共有が

偶然の一致であったことが考えられる。もし

く疾患との関連は真実であって、患者検体を

増加させなければ統計学的な関連が示されな

い程度のものかもしれない。 

 患者検体数の増加は見込めないため、少な

くとも、エクソーム解析に用いた 7 個体中で

一致する変異の探索は概ね失敗と判断し、異

なる解析方法を試みなければならない。そこ

で次年度は個体ごとの変異を検討する。すな

わち前述した日本人 1,208 検体の情報をコン

トロールとして、さらに稀、もしくは新規の

変異を患者エクソームデータから抽出し、プ
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ログラム VAAST (Genome Res. 21,1529-42, 

2011) などにより、アミノ酸置換情報などを

基に尤度比検定し、疾患候補遺伝子をランキ

ングし、順次サンガーシークエンシングによ

り遺伝子型を同定し、患者集団での評価を行

う予定である。 

 

E. 結 論 

 エクソーム解析により得られたデータから、

患者間で一致する変異の探索する手法では、

大きく強皮症発症に寄与するものが検出でき

たとは言い難い。そこで次年度は、さらに稀、

もしくは新規の変異を患者エクソームデータ

から抽出し、患者個体ごとの変異について

種々の検討を行う予定である。 
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PolyPhen2 LRT PhyloP MutationTaster Case Control Lower Upper

1 1 R421Q Possibily damaging Deleterious Non Non 0.0081 0.0064 1.27 0.36 3.76 0.586

2 1 G559S Probably damaging Deleterious Conserved Disease-causing 0.0124 0.0068 1.83 0.67 4.63 0.207

3 1 V413M Possibily damaging Neutral Conserved Disease-causing 0.0063 0.0023 2.74 0.54 12.8 0.125

4 1 M581V Benign Neutral Non Non 0.0124 0.0068 1.83 0.67 4.63 0.207

5 12 E200A Benign Deleterious Conserved Disease-causing 0.0325 0.0314 1.06 0.62 1.74 0.801

6 16 S976A Possibily damaging Deleterious Conserved Non 0.0047 0.0015 3.15 0.25 166 0.363

ChrCandidate
95% CIFrequencyFunctional predictions

PORAA Change
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