
 

Instructions for use

Title 強皮症における心臓MRIを用いた肺動脈性肺高血圧症の病態評価に関する研究

Author(s) 野口, 淳史

Citation 北海道大学. 博士(医学) 甲第13292号

Issue Date 2018-09-25

DOI 10.14943/doctoral.k13292

Doc URL http://hdl.handle.net/2115/71887

Type theses (doctoral)

Note 配架番号：2427

File Information Atsushi_Noguchi.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP

https://eprints.lib.hokudai.ac.jp/dspace/about.en.jsp


学 位 論 文 
 
 
 
 
 
 

強皮症における心臓 MRI を用いた肺動脈性

肺高血圧症の病態評価に関する研究 

(Assessment of pulmonary arterial hypertension using 

cardiac magnetic resonance in systemic sclerosis) 
 

 

 

 

 

 

 

2018 年 9 月 

北 海 道 大 学 

野 口 淳 史  



  



学 位 論 文 
 
 
 
 
 
 

強皮症における心臓 MRI を用いた肺動脈性

肺高血圧症の病態評価に関する研究 

(Assessment of pulmonary arterial hypertension using 

cardiac magnetic resonance in systemic sclerosis) 
 

 

 

 

 

 

 

2018 年 9 月 

北 海 道 大 学 

野 口 淳 史  



目 次 
 
発表論文目録および学会発表目録 .............................................................................. 1 

1. 緒言 ................................................................................................................ 3 
2. 略語表 ............................................................................................................. 6 

3. 第一章 心臓 MRI を用いた強皮症性肺動脈性肺高血圧症の病態評価 ............ 10 
3.1 緒言 .................................................................................................................. 11 
3.2 患者と方法 ....................................................................................................... 17 
3.2.1 患者 ............................................................................................................. 17 

3.2.2 心臓 MRI 検査 ........................................................................................... 18 

3.2.3 統計解析...................................................................................................... 18 
3.3 結果 .................................................................................................................. 19 
3.3.1 患者背景...................................................................................................... 19 

3.3.2 右心カテーテル検査と心臓 MRI 検査 ...................................................... 19 

3.3.3 強皮症患者と非強皮症患者の血行動態の比較 ........................................... 22 
3.3.4 平均肺動脈圧と心臓 MRI 検査値との相関 ................................................ 24 
3.3.5 経時変化と予後 .......................................................................................... 30 
3.4 考察 ................................................................................................................ 35 
3.5 結語 ................................................................................................................ 39 
【補遺】 ................................................................................................................. 40 

4. 第二章 肝細胞増殖因子受容体フラグメントによる抗線維化作用の研究 ....... 41 
4.1 緒言 .................................................................................................................. 42 
4.1.1 TGFβ/Smad シグナル経路と線維化 .......................................................... 42 
4.1.2 肝細胞増殖因子とその受容体 .................................................................... 45 
4.1.3 MET の C 末端フラグメント、M10 .......................................................... 46 
4.2 実験方法 .......................................................................................................... 50 
4.2.1 実験方法 1：TGFβ/Smad2 シグナル経路におけるM10 の抗線維化作用の解析 .. 50 
4.2.1.1 材料 .......................................................................................................... 50 
4.2.1.2 細胞培養 .................................................................................................. 50 
4.2.1.3 免疫染色法 ............................................................................................... 51 

4.2.1.4 ウェスタンブロッティング .................................................................... 52 

4.2.1.5 ペプチド-タンパク結合実験 .................................................................... 52 
4.2.1.6 共免疫沈降法 ........................................................................................... 52 
4.2.1.7 ブレオマイシン誘導間質性肺炎モデルマウス ........................................ 53 



4.2.1.8 肺組織の固定および組織学的検討 .......................................................... 53 

4.2.1.9 コラーゲンアッセイ ............................................................................... 54 

4.2.1.10 ELISA 法 ............................................................................................... 54 
4.2.1.11 統計解析 ................................................................................................. 55 
4.2.2 実験方法 2：BMP9/Smad1/5/8 経路における M10 の抗線維化作用の解析 ........ 56 

4.2.2.1 材料 ......................................................................................................... 56 

4.2.2.2 細胞培養 ................................................................................................. 56 

4.2.2.3 in silico によるペプチド-タンパク相互作用の予測 ............................... 57 

4.2.2.4 Real-Time PCR ...................................................................................... 57 

4.2.2.5 ウェスタンブロッティング .................................................................... 57 

4.2.2.6 統計解析 ................................................................................................. 58 

4.3 実験結果 ......................................................................................................... 59 
4.3.1 実験結果 1 ................................................................................................... 59 
4.3.1.1 M10 の合成、細胞生存への影響 ............................................................ 59 
4.3.1.2 線維芽細胞内における M10 の局在 ........................................................ 62 

4.3.1.3 線維芽細胞における M10 の抗線維化作用 ............................................ 63 

4.3.1.4 M10 の抗線維化メカニズムの解析 ........................................................ 66 

4.3.1.5 ブレオマイシン誘導間質性肺炎モデルマウスにおけるM10 の抗線維化作用 ... 70 
4.3.1.6 M10 の薬物動態解析 ............................................................................... 72 
4.3.1.6 実験１のまとめ ....................................................................................... 75 
4.3.2 実験結果 2 ................................................................................................... 76 

4.3.2.1 M10 と BMP9 の相互作用の予測 .......................................................... 76 

4.3.2.2 BMP9 の Smad1/5/8 リン酸化への寄与 ............................................... 77 

4.3.2.3 MRC5 における I 型コラーゲン産生への BMP9 の寄与 ...................... 78 

4.3.2.4 健常者およびSSc患者の肺線維芽細胞における I型コラーゲンおよびα-SMA発現へのBMP9 の寄与 ...... 79 

4.3.2.5 BMP9 刺激による Smad1/5/8 のリン酸化に対する M10 の効果 ........ 80 

4.3.2.6 BMP9 刺激による I 型コラーゲン産生に対する M10 の効果 .............. 81 

4.3.2.7 線維化マーカーや転写因子に対するBMP9 およびM10 の影響 (Real-Time PCR) ....... 82 

4.3.2.8 実験 2 のまとめ ....................................................................................... 83 
4.4 考察 .................................................................................................................. 84 
4.5 結語 ................................................................................................................ 86 

5. 第三章 関節リウマチに対して IL-6 阻害療法が及ぼす免疫学的影響についての研究 87 
5.1 緒言 .................................................................................................................. 88 



5.2 患者と方法 ....................................................................................................... 91 
5.2.1 研究デザイン .............................................................................................. 91 
5.2.2 フローサイトメトリー法 ............................................................................ 91 
5.2.3 統計解析...................................................................................................... 92 
5.3 結果 .................................................................................................................. 93 
5.3.1 臨床パラメータ .......................................................................................... 93 
5.3.2 末梢血 B 細胞サブセットの解析 ................................................................ 96 
5.3.3 抗 CCP 抗体価と B 細胞サブセットとの関係 ........................................... 99 
5.4 考察 ................................................................................................................ 102 
5.5 結語 .............................................................................................................. 104 

6. おわりに ............................................................................................................ 105 
7. 総括および結論 ................................................................................................. 106 
8. 謝辞 ................................................................................................................... 108 
9．引用文献 ............................................................................................................. 109 

  



1 
 

発表論文目録および学会発表目録 
 
本研究の一部は下記の論文で発表した。 
 
1. Noguchi A, Kato M, Kono M, Ohmura K, Ohira H, Tsujino I, Oyama-

Manabe N, Oku K, Bohgaki T, Horita T, Yasuda S, Nishimura M, Atsumi T. 
Bi-ventricular interplay in patients with systemic sclerosis-associated 
pulmonary arterial hypertension: Detection by cardiac magnetic resonance. 
Mod Rheumatol 2017 May;27(3):481-488. 

 
 
本研究の一部は下記の学会で発表した。 
 
1. Noguchi A, Atanelishvili I, Akter T, Silver RM, Bogatkevich GS. “M10, a 

caspase cleavage product of the hepatocyte growth factor receptor, 
downregulates bone morphogenetic protein-9-induced Smad1/5/8 
phosphorylation and collagen production in human lung fibroblasts.” 
American College of Rheumatology Annual Meeting, San Diego, California, 
November 3-8, 2017 
 

2. Noguchi A, Atanelishvili I, Akter T, Silver RM, Bogatkevich GS. “Efficacy of 
M10, a caspase cleavage product of the HGF receptor, in BMP9-induced 
fibrosis in scleroderma lung fibroblasts.” The 15th International Workshop 
on Scleroderma Research, Pittsburgh, Pennsylvania, August 5-9, 2017 

 
3. Noguchi A, Yasuda S, Hisada R, Ohmura K, Shimamura S, Shimizu Y, Kato 

M, Oku K, Bohgaki T, Amengual O, Horita T, Suzuki M, Matsumoto Y, 
Atsumi T. “Anti-CCP antibody titers decrease with altered B-cell 
subpopulation in RA patients treated with tocilizumab.” American College of 
Rheumatology Annual Meeting, Washington, D.C., November 11-16, 2016 

 
4. Noguchi A, Yasuda S, Kono M, Kato M, Oku K, Bohgaki T, Amengual O, 

Horita T, Sato T, Tsujino I, Nishimura M, Atsumi T. “Cardiac magnetic 
resonance imaging detects disease-specific biventricular involvement in 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27535805


2 
 

patients with systemic sclerosis-associated pulmonary arterial 
hypertension.” The European League Against Rheumatism, Rome, June 10-
13, 2015 

 
5. 野口 淳史、保田 晋助、河野 通仁、加藤 将、真鍋 徳子、佐藤 隆博、

辻野 一三、西村 正治、渥美 達也「心臓MRI は強皮症性肺高血圧症の予

後予測に有用である」第 2 回日本肺高血圧学会・第 3 回日本肺循環学会合同学

術集会、東京、2014 年 10 月 3-5 日 
 
6. 野口 淳史、保田 晋助、河野 通仁、秋田 佳奈恵、大村 一将、神田 真

聡、福井 智子、中川 育磨、志田 玄貴、渡邊 俊之、清水 裕香、栗田 崇

史、奥 健志、坊垣 暁之、堀田 哲也、渥美 達也「強皮症性肺高血圧症の診

断における%DLco/VAと心臓 MRI の有用性」第 58 回日本リウマチ学会学術集

会、東京、2014 年 4 月 24-26 日 
 
  



3 
 

1.  緒言 

 
関節リウマチ(rheumatoid arthritis: RA)や全身性エリテマトーデス(systemic 

lupus erythematosus: SLE)をはじめとする自己免疫疾患は、免疫寛容の破綻によ

り様々な症状を引き起こすが、その原因は未だ明らかにされていない。しかしなが

ら、近年の免疫学および分子生物学の進歩により、これらの疾患の進展に深く関与

する免疫異常の解明に大いなる成果をもたらし、結果として早期診断や早期治療が

可能となり、予後の改善につながっている。まず RA では、骨破壊の進行を積極的

に抑制し、臨床的、機能的、そして社会的な寛解導入を目指した新たな分類基準

(Aletaha et al., 2010)が策定され、これによって早期に診断して治療介入すること

が可能となった。これとともに、RA の病態に関与する特定のサイトカインや免疫

細胞表面の分子を標的とした生物学的製剤が次々と上梓され、治療成績は飛躍的に

向上した。また SLE では、ステロイド治療が導入される 1950 年以前の 3 年生存率

は 50%以下であったが、抗核抗体をはじめとする疾患特異的自己抗体の発見と、そ

れを用いた診断基準による早期診断、さらにステロイドやシクロフォスファミド等

の強力な免疫抑制治療の導入により、90 年代以降は 5 年生存率が 95%以上と劇的

な改善がみられている(Cervera et al., 2003, Kasitanon et al., 2006, Pons-Estel et 
al., 2010)。 
一方、そのようなめざましい進歩を遂げた現代においてもなお、自己免疫疾患に

対する診療において、解決しなければならない課題が山積している。 
第一に、依然として治療法が確立していない難治性病態が存在することである。

例えば SLE の中枢神経症状や血栓性微小血管障害、強皮症や多発性筋炎/皮膚筋炎

に合併する間質性肺病変、強皮症や混合性結合組織病、SLE に伴う肺動脈性肺高血

圧症、血管炎に伴う肺胞出血、劇症型抗リン脂質抗体症候群等が挙げられる。これ

らの病態は治療の遅れが致死的になるのみならず、発症の予測自体が困難である場

合が少なくない。 
第二に、超高齢社会を迎えた現代における健康寿命の問題である。RA において

は、先に述べたように病態の形成に直接関与する特定のサイトカインを標的とする

治療法が開発され、パラダイムシフトと呼ばれるほどの大きな進歩を遂げたが、そ

れでもすべての症例において寛解を達成することは難しく、関節破壊の進行により

生活機能が著しく損なわれる症例も未だ存在する。平均寿命が延び、少子高齢化に

歯止めのかからない本邦において、RA をはじめとするリウマチ性疾患や合併症に

より運動機能障害を来し、長期に渡って不自由な生活を余儀なくされる患者は今後

も増え続けることが予想される。すべての患者が必ずしも現代の治療薬の恩恵を受
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けられない理由のひとつとして、それぞれの薬剤には responder と non-responder
が存在し、いずれの薬剤がある特定の症例に最も有効であるかを判断することが困

難であることが挙げられる。また生物学的製剤はその高いコストも大きな問題で、

これを理由に断念せざるを得ない患者も少なくないのが現状である。 
そして第三の問題は、自己免疫疾患に対する強力な治療の代償である。強力な免

疫抑制療法よって誘発される合併症としてまず挙げられるのが、感染症である。ニ

ューモシスチス肺炎や真菌感染症、結核、B 型肝炎の再活性化、非結核性抗酸菌症、

サイトメガロウイルス感染症等、いずれも重症化すれば致死的となる。またステロ

イド大量療法による糖尿病、骨粗鬆症、大腿骨頭壊死症、血栓症、さらに免疫抑制

薬の様々な副作用が大きな問題となっており、原疾患に対する治療戦略を立てる上

ではリスクとベネフィットのバランスを考慮することが求められる。 
そのような数多くの課題を克服するためには、自己免疫疾患の各病態をより深く

理解する必要がある。難治性自己免疫疾患の代表格である強皮症は、他の自己免疫

疾患と異なり、免疫抑制療法が奏功しにくく、未だ治療法が確立していない。皮膚

硬化のみならず、肺や心臓、腎臓、消化管等多臓器に病変が及び、予後不良である

とともに生活機能が著しく障害される。中でも肺高血圧症は強皮症における最も重

要な合併症のひとつであり、肺血管拡張薬が相次いで登場しているにも関わらず治

療成績が悪く、予後不良である。その理由としては以下のように考えられる。一般

に、自己免疫疾患に合併する肺高血圧症は、肺動脈内腔に狭窄を来す、いわゆる肺

動脈性肺高血圧症に分類されるが、強皮症では疾患特有の心病変や慢性肺病変の存

在が影響し、肺動脈性肺高血圧症という単一の病態では説明が困難な場合がある。

すなわち、肺血管を拡張させる治療のみでは不十分であるばかりか、かえって病態

を悪化させる可能性すらある。以上から、自己免疫疾患に伴う肺高血圧症の診療に

おいては、強皮症とその他の自己免疫疾患とでは分けて考える必要があるといえる。

近年、肺高血圧症診療における心臓 MRI 検査の有用性が報告されており、右心機能

を中心に病態評価に用いられるケースが増えている。そこで、心臓 MRI 検査を用い

て強皮症とその他の自己免疫疾患に合併した肺動脈性肺高血圧症の病態を客観的に

評価し、予後との関連を見出すことを本研究のテーマとした。 
 
さらに、本研究とは直接関連しないが、自己免疫疾患に関してこの他に 2 つの研

究に携わったため、補遺として触れることとする。 
一つ目は、『肝細胞増殖因子受容体フラグメントによる抗線維化作用の研究』であ

る。強皮症における、肺高血圧症と並び最も重要な肺合併症のひとつである間質性

肺病変に着目し、線維化を主体として難治性である本疾患に対して、抗線維化療法

というこれまで臨床では日の目を見ていない新規治療法の開発を目指した基礎研究

である。線維化抑制シグナルに関わるチロシンキナーゼ細胞表面受容体の C 末端フ
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ラグメントとして存在する M10 という小ペプチドに着目し、その抗線維化作用を

検討することにより新規治療薬としての可能性について探った。こちらは第二章と

して触れる。 
二つ目は、『関節リウマチに対して IL-6 阻害療法が及ぼす免疫学的影響について

の研究』である。自己免疫疾患で最も頻度の高い RA については、生物学的製剤や

新たな低分子化合物の普及により治療選択の幅が広がった今こそ、関節破壊を来す

原因、メカニズムをさらに解明し、患者個々の病態に応じた適切な薬剤選択を確立

することが次の課題である。RA の病態メカニズムに着目し、炎症性サイトカイン

のひとつである IL-6 が、RA の病態、特にB 細胞の分化と疾患特異的自己抗体の産

生にどのように関わっているかを調べるため、RA に対して高い効果を示す生物学

的製剤のひとつである IL-6 阻害薬(tocilizumab)を用いて前向き臨床研究をおこな

った。こちらは第三章で述べる。 
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2.  略語表 

 
本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 
 
ACPA  anti-citrullinated protein antibodies 
ACR  American College of Rheumatology 
ActRIIB activin receptor type II B 
AEC  alveolar epithelial cells 
ALK  activin-like kinase 
ANCOVA analysis of covariance 
ANOVA analysis of variance 
APC  allophycocyanin 
ARB  angiotensin II receptor blocker 
ATP  adenosine triphosphate 
AUC  area under the curve 
BMP  bone morphogenetic protein 
BMPR2 bone morphogenetic protein receptor type II   
BSA  bovine serum albumin 
CAV1  caveolin-1 
CCP  cyclic citrullinated peptide 
CDAI  clinical disease activity index 
cDNA  complementary deoxyribonucleic acid 
CI  cardiac index 
CMR  cardiac magnetic resonance 
CPFE  combined pulmonary fibrosis and emphysema 
CRP  C-reactive protein 
CTD  connective tissue disease 
CTGF  connective tissue growth factor 
CXCR5  C-X-C chemokine receptor type 5 
dcSSc  diffuse cutaneous systemic sclerosis 
DAPI  4',6-diamidino-2-phenylindole 
DAS28  disease activity score 28 
DMEM  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
DTPA  diethylenetriaminepentaacetic acid  
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ECL  enhanced chemiluminescence 
ECM  extracellular matrix 
ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay 
ELS  ectopic lymphoid structures 
EMT  epithelial-to-mesenchymal transition 
ERA  endothelin receptor antagonist 
Erk  extracellular signal-regulated kinase 
ESR  erythrocyte sedimentation rate 
EULAR European League Against Rheumatism 
FBS  fetal bovine serum 
FITC  fluorescein isothiocyanate 
Gd  gadolinium 
GDF  growth differentiation factor 
HAQ  health assessment questionnaire 
HGF  hepatocyte growth factor 
HIV  human immunodeficiency virus 
HPAH  heritable pulmonary arterial hypertension 
HRP  horseradish peroxidase 
Id1  inhibitor of differentiation-1 
IL  interleukin 
ILD  interstitial lung disease 
IPAH  idiopathic pulmonary arterial hypertension 
IQR  interquartile range 
IRB  Institutional Review Board 
lcSSc  limited cutaneous systemic sclerosis 
LF  lung fibroblasts 
LGE  late gadolimium enhancement 
LV  left ventricle 
LVEDV left ventricular end-diastolic volume 
LVEDVI left ventricular end-diastolic volume index 
LVEF  left ventricular ejection fraction 
LVESV  left ventricular end-systolic volume 
LVESVI left ventricular end-systolic volume index 
MAPK  mitogen-activated protein kinase 
MCP  metacarpophalangeal 
MCTD  mixed connective tissue disease 
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MCV  mutated citrullinated vimentin 
MEF  mouse embryonic fibroblast 
MET (c-MET) cellular mesenchymal-epithelial transition factor 
MH  Mod Homology 
MMP  matrix metalloprotease 
mPAP  mean pulmonary arterial pressure 
MRI  magnetic resonance imaging 
MUSC  Medical University of South Carolina 
Nml  normal 
NT  non-transfected 
PAH  pulmonary arterial hypertension 
PAI-1  plasminogen activator inhibitor-1 
PAP  pulmonary arterial pressure 
PAWP  pulmonary arterial wedge pressure 
PBMC  peripheral blood mononuclear cells 
PBS  phosphate-buffered saline 
PDB  protein data bank 
PDE-5i  phosphodiesterase type 5 inhibitor 
PE  phycoerythrin 
PFA  paraformaldehyde 
PGI2  prostacyclin analogue 
PH  pulmonary hypertension 
PI3K  phosphatidylinositol 3-kinase 
PIP  proximal interphalangeal 
PKC  protein kinase C 
PLCγ  phospholipase C-γ 
PVR  pulmonary vascular resistance 
RA  rheumatoid arthritis 
RANKL receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 
Ras  rat sarcoma viral oncogene homologue 
RF  rheumatoid factor 
RHC  right heart catheterization 
RLU  relative light unit 
RNA  ribonucleic acid 
RV  right ventricle 
RVEDV right ventricular end-diastolic volume 
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RVEDVI right ventricular end-diastolic volume index 
RVEF  right ventricular ejection fraction 
RVESV  right ventricular end-systolic volume 
RVESVI right ventricular end-systolic volume index 
Scr  scrambled peptide 
SD (S.D) standard deviation 
SDAI  simple disease activity index 
SDS  sodium dodecyl sulfate 
SE  succinimidyl ester 
SF  serum free 
SkF  skin fibroblasts 
SLE  systemic lupus erythematosus 
SLICC  systemic lupus international collaborating clinics 
SMA  smooth muscle actin 
SPF  specific pathogen free 
SSc  systemic sclerosis 
TAMRA carboxytetramethylrhodamine 
TBS  tris-buffered saline 
TFE  turbo field echo 
Tfh  follicular helper T 
TGFβ  transforming growth factor β 
TMB  tetramethylbenzidine 
TNF  tumor necrosis factor 
VEGF  vascular endothelial growth factor 
WHO  world health organization 
WT  wild type 
WU  wood units 
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3.  第一章 

心臓 MRI を用いた強皮症性肺動脈性

肺高血圧症の病態評価  
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3.1 緒言 
 
 
強皮症(systemic sclerosis: SSc)は、微小血管障害および広汎な線維化を特徴

とする原因不明の慢性自己免疫疾患である(Desbois and Cacoub, 2016)。自己抗

体やコラーゲンの沈着により正常組織構造が侵され、皮膚硬化のみならず、肺や

消化管、心臓、腎臓など多臓器に障害を引き起こし、予後不良であるとともに、

生活機能が著しく障害される(Almeida et al., 2015)。 
SSc はびまん皮膚硬化型全身性強皮症(diffuse cutaneous SSc: dcSSc)と限局

皮膚硬化型全身性強皮症(limited cutaneous SSc: lcSSc)に分類される。両者の

違いは皮膚硬化の範囲のみで説明され、頚や肘、膝を超えて近位部に皮膚硬化が

みられるものを dcSSc、肘や膝より末梢、顔面に留まるものを lcSSc と定義され

ている(Wollheim, 2005)。臓器障害の合併については、dcSSc で心病変や腎病変

の頻度が高いとされている一方、肺動脈性肺高血圧症は lcSSc でより高頻度に

みられるなど、皮膚硬化の範囲と臓器障害の有無は必ずしも相関しない(Table 1, 
(Desbois and Cacoub, 2016))。また SSc 患者の男女比は 1:6 で女性に多く、女

性患者は男性患者と比べ dcSSc 型が少なく若年発症が多いが、その一方で男性

患者は手指潰瘍や肺高血圧症の発症頻度が高く、予後不良であるとされる(Elhai 
et al., 2016)。 

SSc の診断は現在、2013 年の ACR/EULAR の分類基準をもとにおこなわれ

る(Table 2, (van den Hoogen et al., 2013))。本分類基準は皮膚、肺病変を含む

臨床所見、自己抗体、毛細血管の特徴をスコア化しており、特に皮膚病変は硬化

に至る前のいわゆる浮腫期の段階も含まれる。従来の診断基準と比べ感度・特異

度ともに高く、より早期の診断に繋げることを目指している。また肺病変として

肺動脈性肺高血圧症と間質性肺疾患も診断項目に加えられており、その予後に

与える影響、重要性を反映している。 
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 Table 1. 強皮症の分類と自己抗体の有無による主な臨床所見の頻度＊ 

 

＊各数値は、lcSSc 患者、dcSSc 患者、各種自己抗体陽性 SSc 患者全体に占める主要臨床所見の発症率を示している。 
 

  

 lcSSc dcSSc 抗セントロメア抗体 抗トポイソメラーゼ I 抗体 抗 RNA ポリメラーゼ III 抗体 
手指潰瘍 33-38% 43% 18-42% 40-45% 20% 
間質性肺炎 35% 53% 13-21% 30-60% 20% 
腎クリーゼ 1% 4-11% 1% 2-4% 20% 

肺動脈性肺高血圧症 9% 6% 5-10% 13-17% 10% 
食道病変 67% 68% 64-71% 68% 60% 
心病変 6% 8% 9% 17% 15% 
筋病変 22% 37% 23-40% 32-50% 50% 
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Table 2. 強皮症の分類基準 (2013 年 ACR/EULAR)＊1 
 

項目 副項目 点数＊2 
MCP 関節より近位まで拡がる両手指の皮膚硬化  9 
手指の皮膚硬化 (高得点のみ計算) 手指腫脹 2 

PIP 関節から MCP 関節までの手指硬化 4 
指尖部の病変 (高得点のみ計算) 指尖部潰瘍 2 
 指尖部陥凹瘢痕 3 
毛細血管拡張症  2 
爪郭の毛細血管異常  2 
肺動脈性肺高血圧症および/または間質性肺疾患 (最大点数は 2 点) 肺動脈性肺高血圧症 2 

間質性肺疾患  
レイノー現象  3 
強皮症関連自己抗体 
(最大点数は 3 点) 

抗セントロメア抗体 
抗トポイソメラーゼ I (抗 Scl-70) 抗体 
抗 RNA ポリメラーゼ III 抗体 

3 

 
＊1 本基準は手指の皮膚硬化を有しない患者や強皮症類縁疾患としての特徴をより強く示唆する患者には適応しない。 
＊2 総合点数は各項目の最大点数を合計して算出する。9 点以上で強皮症と分類する。
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臨床的に重要な SSc の肺病変としては、間質性肺疾患(interstitial lung 
disease: ILD)と肺高血圧症(pulmonary hypertension: PH)が挙げられる。1980
年代以降、かつて最も重篤で予後不良な合併症であった腎クリーゼに対する治

療法が確立し、近年ではこのいずれかの肺病変の存在が SSc に関連する死因の

約 60%を占めている(Tyndall et al., 2010)。SSc 合併 ILD (SSc-ILD)に罹患した

患者の 5 年生存率は 82-90%、10 年生存率は 29-69%であり、SSc 合併 PH (SSc-
PH)患者の 1,2,3 年生存率はそれぞれ 81%, 63%, 56%と報告されている。 

PH は 2013 年のニース臨床分類で第 1 群から第 5 群に分類されている(Table 
3, (Simonneau et al., 2013))。第 1 群は肺動脈性肺高血圧症(pulmonary arterial 
hypertension: PAH)、第 1 群の亜群のひとつ(第 1’群)として肺静脈閉塞性疾患お

よび肺毛細血管腫症、第 2 群は左心系疾患に伴う PH、第 3 群は肺疾患および/
または低酸素による PH、第 4 群は慢性血栓閉塞性 PH、第 5 群は原因不明の複

合的要因による PH としている。膠原病に合併する PH は大部分が第 1 群、い

わゆる PAH に該当する。しかしながら SSc の場合、その疾患特有の病態から、

第 1 群のみならず第 1’群、第 2 群、第 3 群等を併せ持った複雑な機序により PH
を発症することが知られており、どの群の要素が優位であるかによって、治療戦

略も異なってくる。それ故、病態把握に難渋することが多く、予後不良である大

きな理由のひとつと考えられる。近年、新規の肺血管拡張薬が相次いで承認され、

PAH に対する治療は格段に進歩してきたが、SSc-PAH についてはそのような背

景から、それほど予後改善につながっていないのが現状である。すなわち、SSc-
PAH はその他の膠原病に合併した PAH(Chung et al., 2014, Chung et al., 2010, 
Condliffe et al., 2009)や特発性 PAH (idiopathic PAH: IPAH)(Fisher et al., 2006, 
Launay et al., 2010, Clements et al., 2012, Kawut et al., 2003)と比べてさらに

予後不良と報告されている。また SSc 患者における PAH の合併率は比較的高

く、10-12%と報告されている(Lambova, 2014, Hachulla et al., 2005, Mukerjee 
et al., 2003)。SSc における PAH が他の PAH と比べ重篤になりやすい理由とし

て、SSc では強い炎症性変化はおこりにくい一方、線維化を基盤とする多彩な病

態を多臓器に呈することが挙げられる。特に ILD や潜在的な心病変が肺循環動

態に少なからず影響し、病態把握と治療選択を困難にするケースが多い。したが

って、SSc 患者の生命予後を改善するためには、PAH を可及的早期に診断し、

その病態を正確に把握して適切な治療選択に結びつけることが極めて重要とな

る。
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Table 3. 肺高血圧症の分類 (2013 年, Nice) 
 

第 1 群：肺動脈性肺高血圧症 (PAH)  第 3 群：肺疾患および/または低酸素血症に伴う肺高血圧症 
1)  特発性肺動脈性肺高血圧症 (IPAH) 1) 慢性閉塞性肺疾患 
2)  遺伝性肺動脈性肺高血圧症 (HPAH) 2)  間質性肺疾患 

i. BMPR2  3) 拘束性と閉塞性の混合障害を伴うその他の肺疾患 (CPFE) 
ii. ALK1, endoglin, SMAD9, CAV1, KCNK3   4) 睡眠呼吸障害 
iii. 不明  5) 肺胞低換気障害 

3)  薬物および毒物誘発性の肺動脈性肺高血圧症  6) 高所における慢性暴露 
4)  各種疾患に伴う肺動脈性肺高血圧症  7) 発達障害 

i. 結合組織病 第 4 群：慢性血栓塞栓性肺高血圧症 
ii. HIV 感染症 第 5 群：原因不明の複合的要因による肺高血圧症 
iii. 門脈圧亢進症  1) 血液疾患 (慢性溶血性貧血、骨髄増殖性疾患、摘脾) 
iv. 先天性心疾患  2) 全身疾患 (サルコイドーシス、肺ランゲルハンス細胞組織球症、 
v. 住血吸虫症 リンパ脈管筋腫症、神経線維腫症、血管炎) 

第 1’群：肺静脈閉塞疾患および/または肺毛細血管腫症   3)  代謝疾患 (糖原病、ゴーシェ病、甲状腺疾患) 
第 1’’群：新生児遷延性肺高血圧症  4) その他 (腫瘍塞栓、線維性縦隔洞炎、慢性腎不全、区域性肺高血

圧症) 
第 2 群：左心系疾患に伴う肺高血圧症  

1)  収縮障害  
2)  拡張障害  
3)  弁膜症  
4)  先天性/後天性の左室流入路/流出路閉塞  



16 
 

心臓 MRI 検査(cardiac magnetic resonance: CMR)は、近年 PAH 患者の病態

評価に広く利用されている。PAH の診断には右心カテーテル検査(right heart 
catheterization: RHC)が必須であるが、RHC で測定される平均肺動脈圧(mean 
pulmonary arterial pressure: mPAP) や肺血管抵抗 (pulmonary vascular 
resistance: PVR)を CMR で予測することが可能であり、非侵襲的な PAH 診断

ツールとして位置付けられている(Rajaram et al., 2012, Swift et al., 2012, 
Swift et al., 2013)。また、CMR は潜在的な心病変を早期に同定することにも適

している。CMR によるスクリーニングをおこなった SSc 患者のうち 75%にお

いて、左室駆出率の低下や拡張障害といった潜在的心病変を一つ以上認めたこ

とが報告されている(Hachulla et al., 2009)。しかしながら、SSc のもつ潜在的

心病変が PAH の病態にどのように影響しているかを検討した報告は少ない。こ

れを踏まえ、我々は SSc-PAH 特有の病態を把握することを目的とし、CMR を

用いてその他の膠原病に合併する PAH との血行動態の違いを検討した。 
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3.2 患者と方法 

 
3.2.1 患者 

 
この研究は膠原病(connective tissue disease: CTD)に合併した PAH を有する

患者の CMR 画像を評価することを目的とした、後ろ向き単施設コホート研究

である。対象は 2010 年 1 月から 2015 年 10 月までの間に当科に入院または外

来受診した CTD 患者 6,685 名のうち、RHC と CMR を同時期(1 週間以内)に施

行した 40 名である。いずれの患者も、労作時呼吸困難あるいは心臓超音波検査

で三尖弁逆流速度の上昇(> 2.8 m/s)を認めており PAH の存在が疑われていた。

CTD に合併する PAH (CTD-PAH)は、いずれかの膠原病を有し、前毛細血管性

PH (pre-capillary PH)の基準 (mPAP が 25mmHg 以上かつ肺動脈楔入圧

(pulmonary arterial wedge pressure: PAWP)が 15mmHg 以下(Galiè et al., 
2015))を満たすものと定義した。なお、後毛細血管性 PH (post-capillary PH)は
mPAP が 25mmHg かつ PAWP が 15mmHg を超えるものと定義されており、

さらにこのうちDPG (diastolic pressure gradient, DPG = diastolic PAP – mean 
PAP)が 7mmHg 未満かつ/または PVR が 3 wood units (WU)以下であるものを

isolated post-capillary PH、DPG が 7mmHg 以上かつ/または PVR が 3WU を

超えるものを combined post-capillary and pre-capillary PH と定義されている

(Galiè et al., 2015)。SSc 患者は 2013 年 ACR/EULAR SSc 分類基準(van den 
Hoogen et al., 2013)、SLE 患者は SLICC 分類基準(Petri et al., 2012)あるいは

1982 年の ACR 分類基準(Tan et al., 1982)、混合性結合組織病(mixed connective 
tissue disease: MCTD)患者は Ortega-Hernandez らがまとめた 3 つの分類基準

(Sharp, Alarcón-Segovia, Kasukawa) のいずれか 1 つ(Ortega-Hernandez and 
Shoenfeld, 2012)、多発性筋炎患者は Bohan と Peter の分類基準(Bohan and 
Peter, 1975)、シェーグレン症候群患者は 2012 年 ACR 分類基準(Shiboski et al., 
2012)、抗リン脂質抗体症候群患者は Miyakis らの分類基準(Miyakis et al., 
2006)、RA 患者は 2010 年 ACR/EULAR 分類基準(Aletaha et al., 2010)を満た

すものとそれぞれ定義した。そして非 SSc (non-SSc)患者については SSc のいず

れ の 分 類 基 準 (1980 年 の ACR SSc 分 類 基 準 (Anonymous, 1980) 、
LeRoy/Medsger の SSc 分類基準 (LeRoy and Medsger, 2001)、2013 年の

ACR/EULAR SSc 分類基準(van den Hoogen et al., 2013))も満たさなかった。

本研究プロトコールは北海道大学病院の倫理委員会で承認され、ヘルシンキ宣
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言の基本理念に従って施行した。 
 
 

3.2.2 心臓 MRI 検査 

 
CMR は 1.5 テスラ Philips Achieva magnetic resonance imaging system 

(Philips medical Systems 社)を用いた(5 チャンネルコイル、最大傾斜磁場強度

33mT/m、最大スルーレート 100mT/m/m)。ベクトル心電図を用いた心電同期に

より、呼気時に息止めさせて撮像した。画像の解析には Extended MR Work 
Space (ver. 2.6.3, Philips Medical Systems, Amsterdam, The Netherlands)を
使用した。左室(left ventricle: LV)の容量は冠状断および矢状断から得られる LV
短軸像から計測した。LV 駆出率(LV ejection fraction: LVEF)は拡張末期と収縮

末期における連続した短軸スライスの LV 心内膜を手動でトレースして算出し

た。右室(right ventricle: RV)の容量と RV 駆出率(RV ejection fraction: RVEF)
については、Alfakih らが長軸方向の方が短軸方向と比べ計測のばらつきが少な

いと示したことを踏まえ、長軸方向で計測した(Alfakih et al., 2003)。Gd-DTPA 
(0.1mmol/kg, Magnevist; Berlex Laboratories, Wayne, NJ)は経静脈的に投与

した。10 分後に息止めさせ、心電同期による 3 次元 TFE (turbo field echo)法に

プリパレーションパルスとして反転回復(inversion recovery)を挿入したパルス

シーケンスを用いて、周波数選択的脂肪抑制法による遅延造影を施行した。 
 
 

3.2.3 統計解析 
 
カテゴリー変数は%で表記し、連続変数は、正規分布に従う場合は平均値±標

準偏差(mean ± SD)、正規分布に従わない場合は中央値と四分位範囲(median 
(IQR))で表記した。P 値が 0.05 未満であれば有意とした。相関分析は Spearman
の順位相関係数を用いた。共分散分析(analysis of covariance: ANCOVA)は 2 つ

の線形回帰スロープを比較するのに用いた。生存率は Kaplan-Meier 法を用い、

log-rank 検定で解析した。すべての統計解析は、IBM SPSS Statistics (version 
22.0.0, Inc., Armonk, NY)を使用した。 
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3.3 結果 
 

3.3.1 患者背景 
 
2010 年 1 月から 2015 年 10 月までに当科に入院または外来受診した CTD 患

者 6,685 名のうち、RHC と CMR を同時期(1 週間以内)に施行した 40 名を本研

究に登録した(Figure 1)。患者背景、RHC および CMR パラメータを Table 4 に

示す。40 名のうち、32 名(80%)は pre-capllary PH、2 名(5%)は isolated post-
capillary PH、6 名(15%)は PH を有しなかった。37 名(93%)は女性であった。

登録時の平均年齢は 53.8 ± 14.5 歳であった。登録時の WHO 機能分類は I が 1
名(3%)、II が 14 名(35%)、III が 22 名(55%)、IV が 3 名(8%)であった。疾患の

内訳は、SSc が 21 名(53%)、SLE が 8 名(20%)、MCTD が 5 名(13%)、その他

の CTD (多発性筋炎、原発性シェーグレン症候群、原発性抗リン脂質抗体症候

群、RA)が 6 名(15%)であった。 
 
 

3.3.2 右心カテーテル検査と心臓 MRI 検査 
 
RHC では収縮期、拡張期、平均肺動脈圧 (systolic, diastolic and mean 

pulmonary arterial pressure (PAP))、PAWP、心係数(cardiac index: CI)、PVR
を測定した。CMR では左室拡張末期容量(left ventricular end-diastolic volume 
index: LVEDVI)、右室拡張末期容量(right ventricular end-diastolic volume 
index: RVEDVI)、左室収縮末期容量(left ventricular end-systolic volume index: 
LVESVI)、右室収縮末期容量(right ventricular end-systolic volume index: 
RVESVI)、LVEF、RVEF を測定した。右室と左室の相互作用を解析するため、

RVEDV と LVEDV の 比 (RVEDV/LVEDV) 、 RVESV と LVESV の 比

(RVESV/LVESV)、RVEF と LVEF の比(RVEF/LVEF)を算出した。結果、mean 
PAP は 35.0 ± 11.9 mmHg、PVR は 5.71 [IQR 3.76-9.29] WU、RVEDV/LVEDV
は 1.43 [IQR 1.20-1.99]であった(Table 4)。 
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Figure 1. 本研究の登録患者の抽出方法。2010 年 1 月から 2015 年 10 月までに

当科に入院または外来受診した CTD 患者 6,685 名のうち、RHC および CMR
を同時期(1 週間以内)に施行した 40 名を本研究に登録した。 
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Table 4. 患者背景、RHC および CMR の検査値 
 

  

患者背景   
女性, n (%) 37 (93) 
登録時年齢, mean ± SD, 歳 53.8 ± 14.5 
登録時 WHO 機能分類 I / II / III / IV, n 1 / 14 / 22 / 3 

PH の分類  
pre-capillary PH, n (%) 32 (80) 
isolated post-capillary PH, n (%) 2 (5) 
combined post-capillary and pre-capillary PH, n (%) 0 (0) 
non-PH, n (%) 6 (15) 

疾患  
SSc, n (%) 21 (53) 
SLE, n (%) 8 (20) 
MCTD, n (%) 5 (13) 
多発性筋炎, n (%) 2 (5) 
原発性シェーグレン症候群, n (%) 2 (5) 
原発性抗リン脂質抗体症候群, n (%) 1 (3) 
RA, n (%) 1 (3) 

RHC のパラメータ  
systolic PAP, mean ± SD, mmHg 55.2 ± 19.4 
diastolic PAP, mean ± SD, mmHg 21.8 ± 7.8 
mean PAP, mean ± SD, mmHg   35.0 ± 11.9 
PAWP, median (IQR), mmHg 8.0 (5.5 - 10.5) 
CI, mean ± SD, L/min/m2  2.8 ± 0.6 
PVR, median (IQR), WU   5.71 (3.76 - 9.29) 

CMR のパラメータ   
LVEDVI, mean ± SD, mL/m2 57.7 ± 12.7 
LVESVI, median (IQR), mL/m2 19.6 (16.4 - 23.4) 
LVEF, mean ± SD, % 63.8 ± 8.1 
RVEDVI, median (IQR), mL/m2 83.1 (75.2 - 96.3) 
RVESVI, median (IQR), mL/m2 49.1 (35.9 - 58.2) 
RVEF, mean ± SD, % 44.5 ± 11.3 
RVEDV / LVEDV, median (IQR) 1.43 (1.20 - 1.99) 
RVESV / LVESV, median (IQR) 2.31 (1.61 - 3.42) 
RVEF / LVEF, mean ± SD 0.70 ± 0.17 
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3.3.3 強皮症患者と非強皮症患者の血行動態の比較 
 
Pre-capillary PH を有する SSc 患者と non-SSc 患者の血行動態の違いを評価

するため、両群における RHC と CMR のデータを比較検討した(Table 5)。SSc
患者は non-SSc 患者と比べ、mPAP が有意に低かった。一方、WHO 機能分類、

PVR、CMR データについては両群で差を認めなかった。この結果は、mPAP の

みでは SSc における PAH の重症度を必ずしも反映しないことを示唆しており、

その理由として SSc では潜在的なものも含め、疾患に関連する心機能の低下が

影響するためと推測される。 
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Table 5. Pre-capillary PH を有する SSc 患者と non-SSc 患者の背景・血行動態の比較 
 

 SSc (n = 15) non-SSc (n = 17) P 値 

患者背景    
女性, n (%) 14 (93) 17 (100) - 
登録時年齢, mean ± SD, 歳 57.0 ± 11.6 51.8 ± 13.6 0.250 
PH 発症から登録までの期間, median (IQR), 月 0.0 (0.0-0.0) 33.0 (1.0-63.0) 0.001 
登録からの観察期間, mean ± SD, 月 34.6 ± 20.3 36.1 ± 20.5 0.841 
WHO 機能分類 I/II/III/IV, n 0/1/12/2 1/4/11/1 0.123 
登録前の血管拡張薬による治療あり, n (%) 2 (13) 11 (65) 0.004 
ERA/PDE-5i/PGI2(経口)/PGI2 (静注) 2/1/1/0 7/8/6/1  

RHC パラメータ    
systolic PAP, mean ± SD, mmHg 55.3 ± 14.2 66.4 ± 17.0 0.054 
diastolic PAP, mean ± SD, mmHg 22.0 ± 5.2 26.2 ± 6.6 0.054 
mean PAP, mean ± SD, mmHg 34.7 ± 7.4 42.3 ± 10.9 0.027 
PAWP, mean ± SD, mmHg 6.9 ± 3.2 8.8 ± 3.1 0.114 
CI, mean ± SD, L/min/m2 2.8 ± 0.6 2.8 ± 0.5 0.992 
PVR, mean ± SD, WU 7.13 ± 2.89 8.13 ± 3.56 0.387 

CMR パラメータ    
LVEDVI, mean ± SD, mL/m2 56.2 ± 13.8 54.1 ± 10.2 0.639 
LVESVI, median (IQR), mL/m2 20.5(17.3-23.4) 18.4(15.5-19.7) 0.069 
LVEF, mean ± SD, % 61.8 ± 7.2 66.9 ± 9.2 0.093 
RVEDVI, median (IQR), mL/m2 93.8(80.9-100) 79.3(72.2-102) 0.246 
RVESVI, median (IQR), mL/m2 53.0(47.7-63.2) 46.1(32.4-71.7) 0.278 
RVEF, mean ± SD, % 41.9 ± 5.3 43.3 ± 15.3 0.734 
RVEDV/LVEDV, mean ± SD 1.79 ± 0.61 1.74 ± 0.59 0.789 
RVESV/LVESV, median (IQR) 2.90(1.84-3.09) 2.57(1.85-4.53) 0.852 
RVEF/LVEF, mean ± SD 0.69 ± 0.12 0.65 ± 0.20 0.489 
心筋遅延造影, n (%) 12 (80) 10 (59) 0.265 

LVEDVI/mPAP, mean ± SD 1.72 ± 0.63 1.38 ± 0.51 0.102 
LVESVI/mPAP, mean ± SD 0.67 ± 0.33 0.46 ± 0.20 0.029 
LVEF/mPAP, mean ± SD 1.84 ± 0.33 1.68 ± 0.51 0.317 
RVEDVI/mPAP, mean ± SD 2.82 ± 0.67 2.27 ± 0.83 0.048 
RVESVI/mPAP, median (IQR) 1.65(1.37-1.95) 1.14(0.98-1.57) 0.018 
RVEF/mPAP, median (IQR) 1.25(1.03-1.43) 0.90(0.75-1.39) 0.189 
(RVEDV/LVEDV)/mPAP, mean ± SD 0.052 ± 0.013 0.042 ± 0.012 0.034 
(RVESV/LVESV)/mPAP, median (IQR) 0.077(0.016-0.022) 0.058(0.048-0.100) 0.313 
(RVEF/LVEF)/mPAP, median (IQR) 0.020(0.016-0.022) 0.014(0.011-0.022) 0.114 
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3.3.4 平均肺動脈圧と心臓 MRI 検査値との相関 
 
次に SSc に関連する心機能低下を評価するため、SSc 患者と non-SSc 患者そ

れぞれにおける mPAP と CMR データとの相関を解析した。CMR で評価した 9
つ の 指 標 (LVEDVI, RVEDVI, LVESVI, RVESVI, LVEF, RVEF, 
RVEDV/LVEDV, RVESV/LVESV and RVEF/LVEF)のうち、RVEDV/LVEDV、

RVESV/LVESV、RVEF/LVEF はその他の RV、LV 単独の指標と比べ、mPAP
や PVR と良い相関を示した(Figure 2(A-C),Figure 3,Figure 5)。すなわちこの 3
つの指標は PAH の重症度を反映しているといえる。興味深いことに、mPAP と

RVEDV/LVEDV との相関を表す散布図において、SSc 群の近似直線が non-SSc
群の近似直線と乖離していた(Figure 2(D))。一方で mPAP と RVESV/LVESV
との相関、mPAP と RVEF/LVEF との相関を表す散布図では 2 つの近似直線は

近接していた(Figure 2(E,F))。9 つの CMR の指標のうち、SSc 群と non-SSc 群
の 2 つの近似直線の傾斜の違いが最も大きいのは、有意差はないものの

RVEDV/LVEDV であった(Figure 2(D-F), Figure 4, Table 6)。SSc 群と non-
SSc 群における mPAP と RVEDV/LVEDV との相関の違いを同定するため、

我々は次に RVEDV/LVEDV と mPAP との比を検討した。SSc 群では、

(RVEDV/LVEDV)/mPAP は non-SSc 群と比べ有意に高値を示していた(Table 
5)。SSc 群は non-SSc 群と比べ、登録時の PH 罹病期間が短く、血管拡張薬に

よる治療頻度も低かったが(Table 5)、これらの因子と(RVEDV/LVEDV)/mPAP
との間に有意な相関はみられなかった。以上の結果から、RVEDV/LVEDV は

PAH の重症度のみならず、SSc に関連する心機能低下を反映していることが示

唆された。 
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Figure 2. Pre-capillary PH を有する患者における mPAP と RVEDV/LVEDV 
(A)、RVESV/LVESV (B)、RVEF/LVEF (C)との相関。D, E, F はそれぞれ A, B, 
C のサブ解析であり、SSc 群と non-SSc 群に分けて検討した。 
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Figure 3. mPAP と RVEDVI (A)、LVEDVI (B)、RVESVI (C)、LVESVI (D)、RVEF (E)、LVEF (F)との相関。 
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Figure 4. G, H, I, J, K, L はそれぞれ Figure 3 の A, B, C, D, E, F のサブ解析を示し、SSc 群と nonSSc 群に分けて検討

した。 
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Figure 5. PVR と RVEDVI (A)、LVEDVI (B)、RVESVI (C)、LVESVI (D)、RVEF (E)、LVEF 
(F)、RVEDV/LVEDV (G)、RVESV/LVESV (H)、RVEF/LVEF (I)との相関。
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Table 6. mPAPとCMRパラメータとの相関およびSSc群・non-SSc群の線形回帰スロープの比較 
. 

 r P 値(＊) スロープ (SSc) スロープ (non-SSc) P 値(＊＊) 
LVEDVI -0.309 0.086    

LVESVI -0.558 0.001 -0.523 -0.164 0.163 
LVEF 0.293 0.104    

RVEDVI 0.269 0.137    

RVESVI 0.345 0.053    

RVEF -0.426 0.015 -0.278 -0.716 0.338 
RVEDV/LVEDV 0.402 0.023 0.0522 0.0141 0.112 
RVESV/LVESV 0.689 < 0.001 0.131 0.0732 0.362 
RVEF/LVEF -0.695 < 0.001 -0.0099 -0.0119 0.734 

＊Spearman の順位相関分析 
＊ANCOVA, SSc vs non-SSc 
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3.3.5 経時変化と予後 
 
本研究に登録されたpre-capillary PHを有する患者32名のうち、17名が経過観

察目的に2度目のRHCおよびCMRを同時期に施行された。全患者が経過中に1剤
以上の血管拡張薬を投与されていた。治療後に、ほとんどの患者でmPAP, PVR, 
RVEDV/LVEDVの低下を認めており(Figure 6(A-C))、改めてRVEDV/LVEDV
がPAH重症度の指標となることが示唆された。しかしながら、3名において経過

中にRVEDV/LVEDVが上昇しており(Figure 6(F))、うち2名はmPAPとPVRが

低下していた(Figure 6(D,E))。この2名はいずれもSSc患者であり、うち1名(Case 
2)はPAH発症から2年以内に右心不全で死亡していた(Table 7, Table 8)。さらに、

RVEDV/LVEDVが上昇した群は低下した群と比べ予後不良であった(Figure 
7(A))。そしてmPAPとRVEDV/LVEDVのいずれかが上昇した患者はいずれも低

下した患者よりも顕著に予後不良であった(Figure 7(B))。以上から、治療経過中

におけるRVEDV/LVEDVの変化は、特にSSc-PAH患者において重要な予後予測

因子となり得ることが示唆された。 
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Figure 6. 経過観察目的に2度目のRHCおよびCMRを同時期に施行した17名の

患者におけるmPAP (A)、PVR (B)およびRVEDV/LVEDV (C)の変化。D, E, Fは
血管拡張薬による治療にもかかわらずRVEDV/LVEDVが上昇した3名における

データで、A, B, Cにそれぞれ対応している。*P<0.05、**P<0.01。P値はベース

ラインと経過観察時のデータを比較し、対応のあるt検定またはWilcoxonの符合

順位検定を用いて計算した。 
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Table 7. PAHの治療経過中にRVEDV/LVEDVが上昇した3名の背景 
 

 症例 1 症例 2 症例 3 
背景    
性別，登録時年齢 Female, 71 Female, 66 Female, 40 
疾患 SSc SSc SSc 
合併症 ILD ILD 腎クリーゼ 
登録時 WHO 機能分類 IV III III 
罹病期間 5 ヶ月 19 ヶ月 37 ヶ月 
登録からの観察期間 4 ヶ月 3 ヶ月 3 ヶ月 

治療内容とアウトカム    
肺血管拡張薬  ボセンタン，シルデナフィル ボセンタン ボセンタン，タダラフィル 
利尿薬 なし なし なし 
ACE 阻害薬あるいは ARB なし なし なし 
転帰 死亡 死亡 生存 
死亡原因 右心不全 右心不全 － 
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Table 8. PAH の治療経過中に RVEDV/LVEDV が上昇した 3 名の RHC と CMR データ 
 
 症例 1 症例 2 症例 3 

 baseline follow-up baseline follow-up baseline follow-up 
RHC パラメータ       

systolic PAP, mmHg 73 96 85 75 50 45 
diastolic PAP, mmHg 25 35 25 25 21 17 
mean PAP, mmHg   44 55 45 43 33 26 
PAWP, mmHg 13 20 4 10 10 11 
CI, L/min/m2  2.32 2.23 2.26 2.38 2.92 3.25 
PVR, WU   9.25 10.94 11.79 9.01 4.55 2.50 

CMR パラメータ       

LVEDVI, mL/m2 54.7 39.8 58.2 50.9 63.1 69.0 
LVESVI, mL/m2 23.3 12.8 17.0 12.5 23.4 21.7 
LVEF, % 57.5 67.7 70.8 75.3 62.9 68.5 
RVEDVI, mL/m2 132.5 149.8 85.1 108.5 70.6 86.0 
RVESVI, mL/m2 87.1 94.5 46.2 60.3 39.2 43.4 
RVEF, % 34.3 18.2 45.7 44.4 44.6 49.5 
RVEDV / LVEDV 2.42 3.76 1.46 2.13 1.12 1.25 
RVESV / LVESV 3.74 7.38 2.72 4.82 1.68 2.00 
RVEF / LVEF 0.60 0.27 0.65 0.59 0.71 0.72 
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Figure 7. (A) RVEDV/LVEDVの上昇した群 (n=3)と低下した群 (n=14)におけるKaplan-Meier生存分析。 
(B) mPAPとRVEDV/LVEDVのいずれかが上昇した群 (n=4)といずれも低下した群 (n=13)におけるKaplan-Meier生存分析。
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3.4 考察 
 
 
我々は CMR を用いて左右心室の相互作用を評価することにより、SSc に関

連する心病変の存在が SSc-PAH の病態、予後に影響していることを見出し

た。近年、SSc-PAH 患者が他の CTD に合併した PAH 患者あるいは IPAH 患

者と比較し予後不良であることが数多く報告されているが、その理由について

は未だ明らかになっていない(Chung et al., 2014, Fisher et al., 2006, Launay 
et al., 2010)。既報では、SSc-PAH 患者における mPAP と PVR が他の PAH
患者と比較し同等か低値であることが示されている(Fisher et al., 2006)。これ

と同様に、本研究においても SSc 患者では、non-SSc 患者と比較し、mPAP が

低値であり PVR は同等という結果であった。すなわち、RHC の測定データは

必ずしも SSc-PAH の予後を正確に反映していないということを示唆してい

る。 
CMR は、心臓の機能的、形態学的情報を明らかにするのみならず、RHC の

測定データを予測できることが示されている。Swift らは、CMR で右室と左室

の心筋重量から計測される ventricular mass index、および心室中隔角度を用

いて mPAP が正確に予測できることを示した(Swift et al., 2013)。これらはい

ずれも右室と左室の相互作用を反映している。また同研究では、この 2 つの指

標が LV や RV 単独の指標と比べて、mPAP とよりよく相関することが示され

た。我々の研究でも、右室と左室の相互作用を反映するパラメータである

RVEDV/LVEDV, RVESV/LVESV, RVEF/LVEF が mPAP とよく相関すること

がわかった。 
一方、本研究において明らかにした重要な点は RHC と CMR データが必ず

しも一致するとは限らないことである。SSc 群と non-SSc 群において、mPAP
と RVEDV/LVEDV との相関には乖離が見られた。SSc 群では、non-SSc 群と

比べ、mPAP と RVEDV/LVEDV との比が有意に高値を示していた。さらに

RHC と CMR の経時変化を観察すると、SSc 患者 2 名において、mPAP と

PVR が低下しており PAH が改善したように考えられるが、RVEDV/LVEDV
は逆に上昇しており、うち 1 名は診断から 2 年以内に右心不全で死亡してい

た。この結果は、治療経過中の RHC と CMR データは必ずしも同様に推移し

ないということを示している。他の PAH 患者と異なり、SSc-PAH 患者では肺

動脈圧の上昇に伴ういわゆる『二次性』の心機能低下のみならず、SSc 由来の

病態として線維性、炎症性あるいは虚血性の心筋障害から来る『一次性』の心

機能低下を来すものと考えられる(Lambova, 2014)。SSc 患者における心病変



36 
 

は、従来の予想以上に高頻度にみられることが明らかになっている

(Foocharoen et al., 2015)。CMR を用いた検討では、SSc 患者の 75%において

LV の拡張能低下や心筋遅延造影など、無症候性も含めた心病変が確認された

と報告されている(Hachulla et al., 2009)。以上から、CMR は RHC で評価困

難な SSc の『一次性』の心病変を捉えることができ、SSc-PAH 患者の予後を

反映し得るものといえる。 
また、PAH 患者では心筋のリモデリングが起きていることが示されている

(Vonk-Noordegraaf et al., 2013)。RV は、その壁を厚くすることにより、増加

した後負荷に適応している。しかし、SSc-PAH 患者では IPAH 患者と比べ、

RV の心筋重量が増加しにくいことが示されており、後負荷に対する心筋の適

応能、すなわち代償性肥大が障害されていることを示唆している(Kelemen et 
al., 2015)。Tedford らによる別の研究では、RV の圧と容量の関係に基づいて

評価した RV 収縮能が SSc-PAH 患者で低下しており、やはり後負荷の上昇に

適応できていないことを示している(Tedford et al., 2013)。我々の研究では、2
名の SSc 患者において、治療後に mPAP と PVR が改善した一方で、

RVEDV/LVEDV は悪化していた。すなわち SSc 由来の『一次性』の心病変が

悪化したことで、治療によって後負荷が改善したにも関わらず RV が代償でき

ずに右心不全となり、予後不良の一因となることを示唆している(Figure 8)。 
LV と RV の機能を分けて考えると、SSc 患者において、CMR で同定される

LVEF 低下や拡張不全といった LV の運動異常は RV の運動異常と比べ 3 倍も

高頻度に認められる(Hachulla et al., 2009)。我々の検討では、SSc 群の

LVEDVI/mPAP は non-SSc 群と比べ高い傾向にあったが、統計学的に有意な

差は出なかった。一方、RVEDVI/mPAP は SSc 群で有意に高値を示した

(Table 5)。この結果は、SSc 患者では高頻度に左心疾患を呈するのみならず、

RV の拡張を来しやすいことを示唆しており、やはり PAH が引き起こす後負荷

に対して RV が代償できないことが原因と考えられる。 
さらに我々は、心筋遅延造影法(late gadolinium enhancement: LGE)を用い

て心筋の異常を評価した。統計学的に有意差は出ていないが、SSc 群では心筋

の LGE 陽性率が non-SSc 群と比べ高かった (80% vs 59%, Table 5)。LGE の

陽性所見は SSc-PAH 患者のみならず IPAH 患者や SSc 以外の CTD-PAH 患者

でも認められることがわかっている(Shehata et al., 2011, Hesselstrand et al., 
2011)が、SSc-PAH における『一次性』の心病変を同定するのに LGE が有用

であるか、更なる検討が必要である。 
本研究のリミテーションは母集団が少ないこと、単一施設での試験であるこ

と、後ろ向き観察研究であることである。母集団が少ないため、我々は pre-
capillary PH の基準を満たすすべての患者を含めたが、肺病変を有する患者を
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除外しなかった。また肺静脈閉塞性疾患や肺毛細血管腫症の CMR パラメータ

への影響は、病理組織学的検討がないため評価できていない。SSc 群と non-
SSc 群における RVEDV/LVEDV と mPAP との相関の違いを検討するにあたっ

ては、RVEDV/LVEDV と mPAP の比を 2 標本 t 検定で解析することで統計学

的有意差を得たが、ANCOVA で比較した 2 つの線形回帰の傾きに有意差は出

なかった。CTD-PAH はまれな病態であり、CMR が施行可能な施設も限られ

るが、母集団の多い前向きの多施設共同研究を行うことで我々の研究結果がよ

り確かなものとなることが期待される。 
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Figure 8. 血管拡張薬による治療後に PAP と PVR が改善した SSc-PAH 患者の経過図。本研究結果を踏まえると、

RVEDV/LVEDV の値は必ずしも PAP や PVR と一致して低下するとは限らない。その理由として、SSc のもつ『一次性』の

心病変の悪化により後負荷への代償がきかなくなることが原因と考えられる。この他、性別や年齢、PAH 発症から治療開始

までの期間なども影響する可能性があるが、更なる検討が必要である。
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3.5 結語 
 
 
CMR を行うことにより、特に SSc-PAH 患者において、治療効果や予後予測

を評価する上で RHC のみでは評価できない付加的な情報を得ることができ

る。我々のデータから、SSc の『一次性』の心病変は両心室の相互的な作用に

影響し、SSc-PAH が他の CTD-PAH と比べ予後不良である根拠のひとつと考

えられる。すなわち、RHC のみならず CMR を用いて両心室の相互的な作用を

評価することは、SSc-PAH の病態評価や予後予測を行う上で重要である。 
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【補遺】 
 
 
本研究のメインテーマとは直接関連しないが、さらに自己免疫疾患に関する

2 つの研究に携わっており、補遺として以下に追記する。 
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4.  第二章 

肝細胞増殖因子受容体フラグメントによる

抗線維化作用の研究  
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4.1 緒言 
 
 

4.1.1 TGFβ/Smad シグナル経路と線維化 

 
SSc は冒頭に述べた通り自己免疫疾患に区分されるが、他の自己免疫疾患と

異なり、免疫抑制療法に対する反応性が著しく悪いのが特徴である。SSc に特徴

的な「線維化」という病態を克服するためには、いわゆる抗線維化療法の確立が

必要と考えられるが、その道のりは未だ険しいのが現状である。 
第一章では、SSc の難治性病態のひとつである PAH をテーマとし、他の CTD

による PAH との病態の違いについて CMR を用いて検討した。一方 PAH と並

び、間質性肺病変(ILD)は SSc における最も重要な肺合併症のひとつであるが、

その発症メカニズムは未だ十分に解明されていない。TGFβ (Transforming 
Growth Factor β)は SSc-ILD のメディエーターとして最も広く研究されており、

損傷した肺組織で放出される (Akter et al., 2014)。TGFβは肺胞上皮細胞

(alveolar epithelial cells: AEC)の増殖を抑制するとともに、MMP (Matrix 
Metalloprotease) 7 の発現、筋線維芽細胞の動員、細胞外基質(extracellular 
matrix (ECM))の蓄積を促進する(Li et al., 2011, Kitani et al., 2003, Sime and 
O'Reilly, 2001, Wei et al., 2011, Willis and Borok, 2007)。SSc-ILD において、

TGFβはヘテロ二量体の細胞表面受容体に結合し、標準経路、非標準経路を活性

化してシグナル伝達に多彩な役割を担っている。標準経路では、TGFβは
Smad2/3 をリン酸化し、リン酸化した Smad2/3 は Smad4 と結合する。Smad4
は転写因子として機能し、ECM タンパク(コラーゲン、PAI-1 (plasminogen 
activator inhibitor-1)、CTGF (connective tissue growth factor, CCN2)など)の
発現に寄与している。非標準経路は特異的な制御タンパクである MAPK や

PAR6、RhoA などを介する経路で、細胞骨格の再構築や細胞接着、細胞運動性

に関与している(Willis and Borok, 2007)。TGFβは肺の線維化の発症や進行の中

心的な役割を担っていることから、TGFβの働きを抑えることは重要な治療戦略

となり得る。実際に、TGFβの II 型受容体を肺胞上皮でコンディショナルノック

アウトしたマウスでは、AEC における Smad2 と Smad3 のリン酸化が抑制さ

れ、ブレオマイシン誘導による肺の線維化レベルが低下して生存率が向上した

ことが報告されている(Li et al., 2011)。 
Bone morphogenetic proteins (BMPs)は TGFβスーパーファミリーに属する
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リガンドで、異所性の骨形成を引き起こす生理活性物質として同定された(Ducy 
and Karsenty, 2000)。BMP は骨格の発育や骨増殖、幹細胞の分化、神経発生、

腹側中胚葉の誘導などに重要な役割を担っている(Kang et al., 2004, Gonzalez-
Nunez et al., 2013)。BMP9 は、GDF-2 (growth differentiation factor 2)として

も知られており、TGFβの I 型受容体のひとつである ALK1 (activin-like kinase 
1)の、血管新生における効果を誘導する強力なリガンドとして同定された

(David et al., 2007)。BMP9 は骨形成や軟骨形成を強力に誘導したり(Majumdar 
et al., 2001)、コリン作動性ニューロンの分化を促進したり(Lopez-Coviella et 
al., 2000)、グルコース代謝や鉄動態のホメオスタシスを調節する(Chen et al., 
2003, Truksa et al., 2006)などの役割がある。 

BMP9 はマウス胚線維芽細胞(mouse embryo fibroblasts: MEF)において線維

化を促進することが報告されている(Munoz-Felix et al., 2016)。培養した MEF
では、BMP9 は Smad1/5/8 や Smad2/3、MAPK/Erk1/2 経路を介してコラーゲ

ンやフィブロネクチン、CTGF の発現を上昇させる。ここで、血管内皮細胞や線

維芽細胞をはじめとする多くの細胞では、Smad2/3 経路は I 型受容体である

ALK5 を介して活性化するが、Smad1/5/8 経路は ALK1/2/3/6 受容体を介して活

性化する(Figure 9)。また III 型受容体と呼ばれる Endoglin は、この 2 つの

Smad 経路のバランスを調整している。SSc 患者の線維芽細胞では、Endoglin
の発現が亢進しており、ALK1/Smad1/5/8 経路を優位に活性化し、線維化に重

要な役割を担っていることが示されている(Morris et al., 2011, Pannu et al., 
2008, Gregory et al., 2014)。BMP9 は ALK1 と BMPRII に結合して Smad1/5/8
経路のシグナルを活性化する。しかしながら、SSc 患者の線維芽細胞における

BMP9 の役割については、これまで検討した報告はない。 
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Figure 9. 血管内皮細胞における TGFβと BMP9 をリガンドとした Smad シグ

ナル経路(Gregory ら(Gregory et al., 2014)、一部改変)。内皮細胞においては、

TGFβ1 とβ3 が TGFβの II 型受容体に結合して I 型受容体である ALK5 と

ALK1 を呼び寄せリン酸化を引き起こす。ALK5 は Smad2/3 を介してシグナル

伝達するのに対し、 ALK1 は Smad1/5/8 を介してシグナル伝達する。Endoglin
は III 型受容体と呼ばれており、この 2 つの Smad シグナルのバランスを調整

している。SSc の線維芽細胞においては Endoglin の発現が亢進しており、

ALK1/Smad1/5/8 を優位に活性化させ、線維化に関与していることが知られて

いる。一方 BMP9 は TGFβスーパーファミリーに属する別のリガンドである。

BMP9 は ALK1 と BMPRII に結合して Smad1/5/8 経路のシグナルを活性化す

る。  
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4.1.2 肝細胞増殖因子とその受容体 
 
肝細胞増殖因子(hepatocyte growth factor: HGF)とその受容体である c-MET 

(cellular mesenchymal-epithelial transition factor, MET)を起点とするシグナ

ル経路は、様々な細胞内シグナル蛋白を誘導することにより細胞増殖や遊走、分

化、形態、生存などに重要な役割を担っている。この HGF は肝臓や肺などの組

織の線維化に対して抑制的に働くことが動物モデルで示されている(Gazdhar et 
al., 2013, Inoue et al., 2003, Mizuno et al., 2005)。また肺組織において、HGF-
MET シグナルは Smad7 を介し、TGFβで誘導される線維化、すなわち上皮間葉

変換 (epithelial-to-mesenchymal transition: EMT)、線維芽細胞の分化、そし

て筋線維芽細胞の増殖を抑制することが示されている(Shukla et al., 2009)。 
MET は膜貫通性のチロシンキナーゼ細胞表面受容体であり、50kD のα鎖と

145kD のβ鎖がジスルフィド結合で繋がっている。α鎖とβ鎖の N 末端の一部が

細胞外ドメインを構成し、残りのβ鎖が膜貫通ドメイン、チロシンキナーゼドメ

イン、C 末端領域を構成している(Skead and Govender, 2015)。HGF が MET
に結合することにより MET のチロシンキナーゼが活性化し、チロシンの自己リ

ン酸化を引き起こすことで下流の細胞内シグナルタンパクを活性化していく

(Nakamura et al., 2011)。このカスケードには Ras-Erk や PI3K-Akt、PLCγ-
PKC が含まれる(Skead and Govender, 2015)。 

SSc 患者の線維芽細胞では MET の発現が亢進していることが報告されてい

る(Kawaguchi et al., 2002)。Foveau らは、MET が過剰発現することにより内

因性のカスパーゼ(Caspase)が活性化することを示している(Foveau et al., 
2007)。また別の研究グループでは、MET が HGF の誘導する肺や肝臓の筋線維

芽細胞のアポトーシスを仲介することを示している(Kim et al., 2005)。 
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4.1.3 MET の C 末端フラグメント、M10 
 

Caspase-3 は、下流のアポトーシスシグナルの発現に重要な特定の基質を切

り出すことにより、アポトーシス誘導に主要な役割を担っている(Slee et al., 
2001)。SSc 患者では Caspase-3 に対する自己抗体が産生され、SSc-ILD の重症

度や血管障害、炎症と関連していると報告されている(Okazaki et al., 2010)。活

性化した Caspase-3 は MET にあるアスパラギン酸を含むモチーフを認識して

いくつかの安定なフラグメントを切り出し、アポトーシスの制御や MET の発現

に関わっている(Foveau et al., 2007, Lefebvre et al., 2013, Ma et al., 2014)。こ

のフラグメントのひとつとして、C 末端領域の 10 個のアミノ酸配列、

“TRPASFWETS” (M10 と命名)が切り出される(Figure 10-1)。しかし、もしこ

の 1398 番目のアミノ酸がアスパラギン酸ではなくグリシンなど別のアミノ酸

に置換された場合、Caspase-3 が認識できないため、M10 を切り出すことがで

きない(Figure 10-2)。 
この D1398G 変異をもつ MET に関して、我々は以下のデータを示している

(Atanelishvili et al., 2016)。SSc 患者の肺線維芽細胞に wild type の MET と

D1398G 変異をもつ MET をそれぞれトランスフェクションして HGF 刺激によ

る抗線維化作用を比較した(Figure 11)。Wild type の MET をトランスフェクシ

ョンした場合、HGF 刺激により抗線維化作用が示されているのに対し、D1398G
変異をもつ MET をトランスフェクションした場合は HGF で刺激しても抗線維

化作用が発揮されなかった。すなわち、線維化抑制シグナルである HGF-MET
経路が機能していないことを示唆している。両者の差をもたらしているのは、

Caspase-3 で切り出される M10 の有無、ということになる。したがって我々は、

この M10 こそが、HGF-MET 経路における抗線維化作用の鍵を握っているもの

と推測した。そこで本研究では、肺や皮膚の線維芽細胞、ならびに動物モデルに

おける M10 の抗線維化作用について検討することを目的とした。 
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Figure 10-1. MET の C 末端領域。Caspase-3 によって認識されるモチーフがあり、C 末端のアミノ酸配列 10 個(M10)が切

り出される。 
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Figure 10-2. MET の 1398 番目のアミノ酸がアスパラギン酸ではなくグリシンに置換された場合(D1398G)、Caspase-3 に

よって認識されないため、M10 を切り出すことができない。
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Figure 11. SSc 患者の肺線維芽細胞(lung fibrobiasts: LF)に wild type (WT)の MET あるいは D1398G 変異をもつ MET (D1398G)をト

ランスフェクションし、HGF の刺激下・非刺激下で I 型コラーゲン、αSMA、CTGF (CCN2)の発現レベルを検討。トランスフェクシ

ョンしていない(non-transfected: NT) LF とトランスフェクションした LF を血清フリーで 24 時間培養し、HGF (50 ng/mL)を加えて

さらに 48 時間培養。蛋白を回収してウェスタンブロッティング法で検討(A)。B は A で得られた結果をデンシトメトリー法で解析。値

は 4 回の実験の平均値と標準偏差で表記。*P < 0.05 (HGF 非刺激下の細胞と比較)。



50 
 

4.2 実験方法 
 
 

4.2.1 実験方法 1：TGFβ/Smad2 シグナル経路における

M10 の抗線維化作用の解析 
 

4.2.1.1 材料 
  

M10 と、比較対象としての 10 個のアミノ酸からなるスクランブルペプチド

は GenScript (Piscataway, NJ)から購入した。また赤色蛍光を発する 5,6-
carboxytetramethylrhodamine, succinimidyl ester (5,6-TAMRA, SE)をコンジ

ュゲートした M10 (5,6-TAMRA-M10)は BioSynthesis (Lewisville, Tex)から購

入した。I 型コラーゲンに対する抗体は Southern Biotechnology (Birmingham, 
Ala)、抗 Met (C12)抗体は Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Calif)、
Smad2 および phospho-Smad2 に対する抗体は Cell Signaling Technology 
(Danvers, Mass)、抗β-actin 抗体は Sigma (St. Louis, Mo)から購入した。Alexa 
Fluor 647 をコンジュゲートしたヤギの抗ウサギ二次抗体、Alexa Fluor 488 
Phalloidin、ProLong Gold Antifade Mountant with DAPI は Life Technologies 
(Grand Island, NY)から購入した。C 末端 MYC/DDK タグ付き Smad2 
(NM_005901)、C 末端 MYC/DDK タグ付き Smad4 (NM_005359)、抗 DDK 抗

体は OriGene Technologies (Rockville, Md)から購入した。TGFβは R&D 
systems (Minneapolis, Minn)、ブレオマイシン(bleomycin sulfate)は TEVA 
Pharmaceuticals USA (Sellersville, PA)から購入した。 
 
 

4.2.1.2 細胞培養 
 
ヒトの肺組織は、2013 年の ACR/EULAR の SSc 分類基準(van den Hoogen 

et al., 2013)を満たし、サウスカロライナ医科大学(Medical University of South 
Carolina: MUSC)の倫理委員会(Institutional Review Board: IRB)のガイドライ

ンに基づき肺病変を有することが示された 3 名の SSc 患者の病理解剖検体から



51 
 

採取した。SSc-ILD の診断は肺組織の病理学的評価によりなされた。肺の線維

芽細胞は同 3 名の SSc 患者および年齢・人種・性別の一致した健常者の検体か

ら単離して培養し、全ての実験は第 2～第 4 継代培養したものを使用した。ヒト

胎児肺線維芽細胞株である MRC5 は Sigma 社(St. Louis, Mo)から、ヒト肺腺癌

上皮細胞株である A549 は Lonza 社(Walkersville, Md)から購入した。 
皮膚の線維芽細胞は MUSC の IRB のガイドラインに基づき、3 名の SSc 患

者および年齢・性別・人種の一致した健常者の前腕の皮膚より 3mm 大の生検を

施行し単離した。皮膚は脂肪と毛を取り除き、0.5 x 0.5mm の切片にした上で、

5%CO2、37℃の条件で、DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (Gibco, 
Grand Island, NY)に 20%の FBS (fetal bovine serum)、l-glutamine (2mM)、 
gentamicin sulfate (50µg/mL)、amphotericin B (5µg/mL)を加えたものを培地

として培養した。線維芽細胞がコンフルエントになるまでの間、死細胞や接着し

ない細胞を取り除くため、5 日毎に培地を交換した。単層培養は 10%FBS 入り

の DMEM で継続した。 
 
 

4.2.1.3 免疫染色法 
 

4 チャンバーのスライドガラス上で細胞を 60-70%コンフルエント程度まで培

養し、血清を取り除いて一晩置いたのち、TGFβの刺激下、あるいは非刺激下で

M10(あるいは 5,6-TAMRA-M10)とともに 24 時間インキュベートした。細胞は

4%パラホルムアルデヒド(paraformaldehyde: PFA)で固定し、5%ウシ血清アル

ブミン(bovine serum albumin: BSA)、0.1% Triton、0.0004%アジ化ナトリウム

を含む PBS (phosphate-buffered saline)でブロッキングした。スライドの一部

は抗 Met C12 抗体あるいは抗 Smad2 抗体を加え、その後二次抗体として Alexa 
Fluor 647 をコンジュゲートしたヤギ抗ウサギ抗体を添加した。続いて PBS で

洗浄したのち Alexa Fluor 488 Phalloidin を加えて 30 分インキュベートした

(PBS で 50 倍希釈)。最後に ProLong Gold Antifade Reagent with DAPI を滴

下してカバーし、Zeiss Axio Imager M2 microscope system を用いて撮像した。 
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4.2.1.4 ウェスタンブロッティング 
 
肺および皮膚の線維芽細胞を 6 ウェルプレート上で培養し、90%コンフルエ

ント(2 x 106 cells/well)に達したら血清フリーとし、24 時間インキュベートした。

続いて M10 あるいはスクランブルペプチドを投与し、40 分後に TGFβ (5 
ng/mL)を投与した。30 分インキュベートしたのち、氷冷した PBS で洗浄し、1 
x SDS (sodium dodecyl sulfate)サンプルバッファー(100µL/well)を用いてタン

パク質を回収した。95℃4 分でボイルし、ブロモフェノールブルーの染色液を

1.5µL、βメルカプトエタノールを 3µL 加え、各サンプルを 20µL ずつ SDS ポリ

アクリルアミドゲルのウェルにアプライした。ウェスタンブロッティングには

ニトロセルロースメンブレンを使用し、SDS-PAGE 後のアクリルアミドゲルか

らメンブレンにウェット法で転写後、5% Skim Milk でブロッキング処理し、

0.1%Tween20 添加 TBS (tris-buffered saline)で洗浄したのち、ウサギ抗

phospho-Smad2 抗体によるブロッティングをおこなった。二次抗体には HRP 
(horseradish peroxidase)標識モノクローナル抗ウサギ IgG 抗体を使用した。

HRP の 検 出 に は ECL (Enhanced Chemiluminescence) (Amersham 
Biosciences)を用いた。 
 
 

4.2.1.5 ペプチド-タンパク結合実験 
 

DDK タグで標識したリコンビナント Smad2 と Smad4 を M10 とともにイン

キュベートし、Buffer A (Tris-HCl 20mM, pH 7.5, EDTA 0.6mM, NaCl 70mM, 
0.01% Thesit)で全量 500µL とし、4℃で 40 分撹拌した。続いて抗 C12 抗体を

1µg 加え、さらに 30 分撹拌したのち、50µL の Protein G-Sepharose 懸濁液と

ともに 20 分インキュベートした。その後 Buffer A で 3 回洗浄し、得られたタ

ンパク質複合体は Laemmli sample buffer で可溶化して抗 DDK モノクローナ

ル抗体を用いてブロッティングした。 
 
 

4.2.1.6 共免疫沈降法 
 
 SSc 患者の皮膚および肺線維芽細胞を 100mm プレート上で培養し、血清フ
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リーで一晩置き、M10 とともに 24 時間インキュベートした。その後氷冷した

PBS で洗浄し、1mL の氷冷した solubilization buffer (Tris-HCl 10mM, pH 7.4, 
EDTA 10mM, NaCl 150mM, 1% Nonidet P-40, 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS)
を用いて回収した。サンプルは 3 時間撹拌し、4℃で遠心分離した。次に抗 C12
抗体 (1µg)を加え、4℃で 90 分間撹拌した。Protein G-sepharose ビーズを用い

て単離し、buffer (Tris-HCl 10mM, pH 7.4, EDTA 10mM)で洗浄した。得られ

たサンプルをゲルに流して電気泳動し、抗 Smad2 抗体を用いてブロッティング

した。 
 
 

4.2.1.7 ブレオマイシン誘導間質性肺炎モデルマウス 
 
本実験では C57BL/6 マウスを用い、SPF (specific pathogen free)環境で飼育

した。イソフルレンによる麻酔科でブレオマイシン(2U/kg)を気管内投与して肺

障害を誘発した。コントロールとして、同量の生理食塩水を使用した。M10 
(10mg/kg)は 48 時間毎に腹腔内投与した。M10 のコントロール群としてスクラ

ンブルペプチド(10mg/kg)を同様に投与した。3 週間後にマウスをイソフルレン

曝露により屠殺した。M10 投与群については、マウス血漿中の M10 の濃度変化

を調べるため、最後に M10 の腹腔内投与を施行してから屠殺するまでの時間を

15 分、30 分、1 時間、2 時間、4 時間、6 時間、12 時間、24 時間、48 時間に設

定(それぞれ n=3)し、屠殺直後の血漿を 0.01%クエン酸ナトリウムの存在下に心

臓血より採取した。その後肺組織を、染色やコラーゲン量測定用に採取した。全

ての実験手順は MUSC の Institutional Animal Care and Use Committee のガ

イドラインを遵守して行った。 
 
 

4.2.1.8 肺組織の固定および組織学的検討 
 
屠殺したマウスは正中切開にて開胸した。気管にカニューレを挿入し、ホルマ

リンで肺の灌流固定を行った。24 時間後に 70%エタノールで洗浄し、さらに 24
時間後にパラフィンブロックを行った。 
肺の線維化を評価するため、肺の各分葉に H&E 染色またはコラーゲンや他の

細胞外マトリックス蛋白を染めるトリクローム染色を施した。線維化の定量に

は Ashcroft scale を使用した(Ashcroft et al., 1988)。肺胞中隔の肥厚や結合組
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織の蓄積、炎症細胞浸潤といった形態学的変化を解析した。組織学的評価として

は、それぞれの標本を 10 個の重複しない領域に分け、それぞれ個別にスコアリ

ングした。バイアスを避けるため、全ての標本は 3 名がブラインドで評価し、そ

の平均値をスコアとして使用した。 
 
 

4.2.1.9 コラーゲンアッセイ 
 
可溶性コラーゲンの総量は Sircol Collagen Assay kit (Biocolor, Northern 

Ireland)を用いて評価した。マウス肺は PBS で灌流し、血液の混入を防いだ。

左肺を小さく切り刻み、0.5M の酢酸および 0.2mg/mL のペプシンにて一晩溶解

した。可溶性コラーゲンは遠心(13000g, 4℃で 1 時間)で単離し、Sircol dye 
reagent と混ぜ合わせた。室温で 10 分遠心(13000g)してペレットとし、キット

に含まれる alkali reagent で再懸濁して、Spectra Max Plus spectrophotometer
にて 540nm の波長で定量値を得た。 
 
 

4.2.1.10 ELISA 法 
 
 4.2.1.7 で採取した血漿は 2500rpm で 10 分間遠心し、－80℃で保存した。当

研究室(MUSC)で開発した間接 ELISA 法を用いて M10 の濃度を測定した。純

度 98%以上の既知濃度の M10 ペプチド(GenScript, Piscataway, NJ)を用いて

スタンダードカーブを作製した。高親和性ポリスチレンマイクロタイタープレ

ート上に、既知濃度の M10 (10 ng/mL から 500 ng/mL)、M10 を含まない PBS、
希釈したマウス血漿を 1 ウェルあたり 100µL ずつ滴下した。1 サンプルにつき

3 ウェルずつ使用した。サンプルは緩やかに振盪しながら 4℃で一晩インキュベ

ートし、5%BSA でブロッキングした。洗浄したのち、抗 c-MET ウサギ抗体

(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)を加えて 2 時間室温でインキュベ

ートし、さらにHRP標識モノクローナル抗ウサギ IgG抗体(Rockland, Limerick, 
PA)を加えて 1時間置いた。M10はultra-TMB (3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine)-
substrate で同定し、2M の硫酸を用いて反応を停止させた。吸光度は Spectra 
Max Plus spectrophotometer を用いて 450nm で測定した。血漿中の M10 の濃

度は、既知の M10 濃度から作製したスタンダードカーブをもとに、Softmax Pro 
4.8 software (Molecular Devices, Sunnyvale, CA)を用いて、吸光度から算出し
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た。陰性コントロール群として、超純水(milliQ)を腹腔内投与したマウスから採

取した血漿を使用し、各サンプルの濃度は陰性コントロール群における M10 濃

度の平均値を差し引いて標準化した。最終濃度はサンプルの希釈倍率をもとに

算出した。 
 
 

4.2.1.11 統計解析 
 
 統計解析は KaleidaGraph 4.0 (Synergy Software, Reading, Pa)を使用した。

全てのデータは ANOVA (analysis of variance)により事後的に解析した。P 値
0.05 未満を統計学的に有意とした。 
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4.2.2 実験方法 2：BMP9/Smad1/5/8 経路における M10

の抗線維化作用の解析 
 

4.2.2.1 材料 

 
M10 は GenScript (Piscataway, NJ)、ヒトリコンビナント BMP9 は R&D 

systems (Minneapolis, Minn)から購入した。抗 type I collagen 抗体は Southern 
Biotechnology (Birmingham, Ala)、抗α-SMA (smooth muscle actin)抗体は

Sigma (St. Louis, Mo)、β-actin、Smad1/5/8 および phospho-Smad1/5/8 に対す

る抗体は Cell Signaling Technology (Danvers, Mass)から購入した。HRP をコ

ンジュゲートした抗ウサギ IgG、抗ヤギ IgG、抗マウス IgG は Rockland 
(Limerick, PA)から購入した。 
 
 

4.2.2.2 細胞培養 

 
ヒトの肺組織は、2013 年の ACR/EULAR の SSc 分類基準(van den Hoogen 

et al., 2013)を満たし、MUSC の IRB のガイドラインに基づき肺病変を有する

ことが示された 3 名の SSc 患者の病理解剖検体から採取した。SSc-ILD の診断

は肺組織の病理学的評価によりなされた。肺の線維芽細胞は同 3 名の SSc 患者

および年齢・人種・性別の一致した健常者の検体から単離して培養し、全ての実

験は第 2～第 4 継代培養したものを使用した。MRC5 は Sigma 社(St. Louis, Mo)
から購入した。 
各肺線維芽細胞は 5%CO2、37℃の条件で、DMEM (Gibco, Grand Island, NY) 

に 20%FBS、l-glutamine (2mM)、gentamicin sulfate (50µg/mL)、amphotericin 
B (5µg/mL)を加えたものを培地として培養した。線維芽細胞がコンフルエント

になるまでの間、死細胞や接着しない細胞を取り除くため、5 日毎に培地を交換

した。単層培養は 10%FBS 入りの DMEM で継続した。 
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4.2.2.3 in silico によるペプチド-タンパク相互作用の予測 

 
M10 と BMP9 の相互作用を予測するのに PepSite を用いた。構造データが蓄

積されている PDB (Protein Data Bank)から得た BMP9/ALK1/ActRIIB 複合体

の PDB code (4FAO)を M10 のアミノ酸配列とともに入力することにより、構

造上最も有意な結合パターンの情報を取得した。 

 

4.2.2.4 Real-Time PCR 

Qiagen 社(Germantown, MD)の RNeasy Mini Kit を用いてヒト肺線維芽細

胞から RNA を抽出した。2µg の RNA から Invitrogen 社(Carlsbad, CA)の
SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR を用いて相補的 DNA 
(cDNA)を合成し、Bio-Rad 社(Hercules, CA)の iQTMSYBR Green Supermix を

用いて定量的 Real-Time PCR を行った。プライマーは以下を用いた； 
・GAPDH Forward 5’-GGTCTCCTCTGACTTCAACA-3’ 
・GAPDH Reverse 5’-AGCCAAATTCGTTGTCATAC-3’ 
・Collagen 1a1 Forward 5’-CCAGAAGAACTGGTACATCAGCA-3’, 
・Collagen 1a1 Reverse 5’-CGCCATACTCGAACTGGAAT-3’ 
・α-SMA Forward 5’-CCGACCGAATGCAGAAGGA-3’ 
・α-SMA Reverse 5’-ACAGAGTATTTGCGCTCCGAA-3’ 
・Snail Forward 5’-ACCACTATGCCGCGCTCTT-3’ 
・Snail Reverse 5’-GGTCGTAGGGCTGCTGGAA-3’ 
・Id1 Forward 5’-AGAACCGCAAGGTGAGCAA-3’ 
・Id1 Reverse 5’-CCAACTGAAGGTCCCTGATGTAG-3’ 

1 サンプルあたり 3 ウェルずつアプライし、それぞれ GAPDH を基準として

相対値を算出した。 
 
 

4.2.2.5 ウェスタンブロッティング 

 
肺および皮膚の線維芽細胞を 6 ウェルプレート上で培養し、90%コンフルエ

ント(2 x 106 cells/well)に達したら血清フリーとし、24 時間インキュベートした。

続いて M10 を投与し、40 分後に BMP9 (20ng/mL)を投与した。30 分インキュ
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ベートしたのち、氷冷した PBS で洗浄し、1xSDS サンプルバッファー 
(100µL/well)を用いてタンパク質を回収した。95℃4 分でボイルし、ブロモフェ

ノールブルーの染色液を 1.5µL、βメルカプトエタノールを 3µL 加え、各サンプ

ルを 20µL ずつ SDS ポリアクリルアミドゲルのウェルにアプライした。ウェス

タンブロッティングにはニトロセルロースメンブレンを使用し、SDS-PAGE 後

のアクリルアミドゲルからメンブレンにウェット法で転写後、5% Skim Milk で

ブロッキング処理し、0.1%Tween20 添加 TBS で洗浄したのち、ウサギ抗

phospho-Smad2 抗体によるブロッティングをおこなった。二次抗体には HRP
標識モノクローナル抗ウサギ IgG 抗体を使用した。HRP の検出には ECL を用

いた。 
 
 

4.2.2.6 統計解析 

 
統計的評価は、対応のある t 検定によって実施し、P 値 0.05 未満を有意とし

た。すべての統計解析は IBM SPSS Statistics (version 22.0.0, Inc., Armonk, 
NY)を用いて行った。 
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4.3 実験結果 
 
 

4.3.1 実験結果 1  
 

4.3.1.1 M10 の合成、細胞生存への影響 
 
M10 は HGF の受容体である MET の最後の 10 個のアミノ酸、TRPASFWETS
からなるペプチドであり、MET の細胞内ドメイン C 末端が Caspase-3 によっ

て切り出されて作られる。M10 の化学式は C53H76N14O17 であり、分子量は

1181.27 g/mol、pH 6.97 にて電気的に中性である。合成 M10 は GenScript 社
から高純度でオフホワイトの凍結乾燥粉末として得ることができ、水溶性であ

る。M10 のそれぞれのアミノ酸の疎水性を Figure 12 に示す。 
 
 
 

 
 

Figure 12. M10 の疎水性プロット。Hopp-Woods の親水性スケール(Hopp and 
Woods, 1983)で表記。親水性アミノ酸は上向き、疎水性アミノ酸は下向きのバ

ーで示している。 
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M10 の細胞生存への影響を調べるため、4 つのプライマリー細胞株 (健常者

および SSc 患者の肺と皮膚の線維芽細胞)と 2 つの不死化細胞株(MRC5 と

A549)を用いて細胞生存アッセイを行った。ApoSENSOR Cell Viability Assay
は哺乳類細胞における ATP (adenosine triphosphate)レベルを生物発光検出す

ることができる。細胞死は ATP を必要とするエネルギー依存性のプロセスで

あることから、ATP レベルの上昇により細胞生存を評価することができる。本

アッセイは ATP とルシフェリンからの化学発光を触媒する酵素であるルシフ

ェラーゼを利用し、ルミノメーターで発光量(relative light unit: RLU)を測定

する。結果、コントロール群での血清フリーの細胞生存は 1.03 x 106 - 3.04 x 
106 RLU であった。M10 は、1µg/mL、10µg/mL、100µg/mL のいずれの濃度

においても、6 種類のどの細胞株においても細胞生存に影響を与えなかったこ

とから、同濃度においては、M10 は細胞毒性を示さないことがわかった

(Figure 13)。 
 
 

 
 
Figure 13. ATPを用いた細胞生存アッセイ。M10は細胞生存に影響を与えない。 
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 同様の結果は Trypan blue を用いた細胞数算定によっても得られた。コント

ロール群と M10 治療群における生存細胞数は 1 ウェルあたり 2.12 x 105 - 3.27 
x 105の範囲で同等であることがわかった(Figure 14)。すなわち、線維芽細胞お

よび AEC において、M10 は 100 µg/mL 以下の濃度であれば細胞毒性を持たな

いことが明らかとなった。 
 
 

 
 
Figure 14. Trypan blue を用いた生存細胞数の算定結果。ATP を用いた細胞生

存アッセイと同様、M10 は細胞毒性を持たないことを示している。 
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4.3.1.2 線維芽細胞内における M10 の局在 
 

M10 は N 末端に極性をもたないプロリン(P)と並んで陽イオン性アミノ酸で

あるアルギニン(R)を有し、ペプチドが細胞膜を通過するのに好都合となってい

る(Fonseca et al., 2009)。M10 の細胞内における局在を調べるため、我々は MET
の最後の 12 個のアミノ酸を標的とした抗 Met C12 抗体を用いた。この抗体は

M10 を認識する。さらに、N 末端に赤色蛍光マーカーである 5,6-TAMRA をコ

ンジュゲートした M10 用いた。M10 を線維芽細胞に投与し、24 時間インキュ

ベートした結果、M10 および 5,6-TAMRA-M10 は肺線維芽細胞の細胞質および

核内に局在していることがわかった(Figure 15)。 
 
 

 
Figure 15. M10 の肺線維芽細胞内の局在。A-F. 4 チャンバースライドで肺線維

芽細胞を培養し、24 時間血清フリーとしたのち M10 (10µg/mL)を投与。24 時

間後、細胞は 4%PFA で固定し抗 Met C12 抗体で染色した。G-I. M10 の代わり

に 5,6-TAMRA-M10 を加えて固定。“方法”で述べた通りの手順で可視化。D-F
の白矢印は C12 染色陽性細胞であり、右上に 4 倍にて拡大表示した。 
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4.3.1.3 線維芽細胞における M10 の抗線維化作用 

 
M10 が SSc 患者の線維芽細胞におけるコラーゲン発現に影響を与えるかどう

か調べるため、6 名の SSc 患者の皮膚および肺線維芽細胞を M10 とともに培養

し、抗 type I collagen 抗体を用いてウェスタンブロッティングで解析した。SSc
の肺・皮膚線維芽細胞は、ベースラインにおいても I 型コラーゲンを高発現して

いた。1µg/mL および 10µg/mL の M10 を加えて 24 時間インキュベートした結

果、SSc 患者 6 名の肺・皮膚線維芽細胞すべてにおいて、M10 は濃度依存性に

I 型コラーゲン発現量を減少させた。一方スクランブルペプチドは全く効果を示

さなかった(Figure 16)。 
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Figure 16. SSc患者の肺・皮膚線維芽細胞の I 型コラーゲン発現量に対するM10
の効果。[A, C] 24 時間血清フリーとしたのち M10 あるいはスクランブルペプ

チド(Scr)を加えて 48 時間インキュベートした。細胞は lysis buffer で回収し抗

type I collagen 抗体、ローディングコントロールとして抗β-acin 抗体を用いて

ウェスタンブロッティングで解析した。[B, D] A と C をそれぞれデンシトメト

リー法で解析。値は 3 回の実験の平均値と標準偏差で表記。*P < 0.05, **P < 
0.01 (無刺激の細胞と比較) 
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次に、健常者の線維芽細胞に対する効果も検討した。健常者の線維芽細胞は

SSc 患者と比べコラーゲン発現量が少ないため、TGFβで I 型コラーゲン発現を

誘導して検討を行った。MRC5、健常者の肺および皮膚線維芽細胞のいずれにお

いても、M10 は 1µg/mL の濃度で、TGFβで刺激した I 型コラーゲン発現量を有

意に減少させたが、スクランブルペプチドは全く効果を示さなかった (P < 0.01, 
Figure 17)。さらに、M10 はベースラインのコラーゲン産生量に影響を与えな

かった。 
 

 
 
Figure 17. TGFβで誘導した I型コラーゲン産生に対するM10の効果。A. MRC5、
健常者の肺および皮膚線維芽細胞を M10、スクランブルペプチド(Scr)あるいは

TGFβとともに 48 時間血清フリー下で培養した。細胞を回収し、抗 type I 
collagen抗体および抗β-actin抗体を用いてウェスタンブロッティングを行った。

B. コラーゲン発現量をデンシトメトリー法で解析。値は 3 回の実験から得た平

均値と標準偏差を示す。*は M10 + TGFβ群と TGFβ単独群間の統計学的有意差 
(P < 0.01)を示す。 
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4.3.1.4 M10 の抗線維化メカニズムの解析 
 
M10 は TGFβが誘導するコラーゲン産生を抑制することから、我々は in 

silico にて M10 が TGFβシグナル経路にどのように作用するのかを検討した。

タンパクの構造からペプチドが結合する部位を推測する PepSite を用いて検討

したところ(Trabuco et al., 2012)、M10 が Smad2 の Mod Homology (MH) 2 ド

メインと統計学的に有意な相互作用 (P < 0.02)を有することを見出した(Figure 
18A)。PepSite で予測された M10 と Smad2 の相互作用を確認するため、我々

は合成した M10 と DDK でタグ付けしたヒトリコンビナント Smad2 を用いて

ペプチド-タンパク結合実験を行った。陰性コントロールとして、DDK でタグ付

けしたヒトリコンビナント Smad4 と M10 の組み合わせ、および Smad2/Smad4
とスクランブルペプチドの組み合わせを用いた。抗 DDK 抗体に対する陽性コン

トロールとしては、DDK でタグ付けしたリコンビナント Smad2 あるいは

Smad4 タンパクを含むバッファーを 5 µL、ゲルに流して電気泳動を行った。結

果、M10 は Smad2 と結合していたが、Smad4 とは結合していなかった。そし

てスクランブルペプチドは Smad2、Smad4 のいずれとも結合しなかった

(Figure 18B)。 
次に我々は、M10 と Smad2 が実際に肺・皮膚線維芽細胞において結合する

かどうか調べるため、共免疫沈降法を行った。ここでは、内因性の Smad2 を高

発現している SSc 患者の線維芽細胞を使用した。M10 を投与した肺・皮膚のい

ずれの線維芽細胞においても、Smad2 との結合が確認されたが、スクランブル

ペプチドを投与した群では Smad2 との結合は確認されなかった(Figure 18C)。 
  



67 
 

 
 
 

 
 

 
Figure 18. M10 と Smad2 の相互作用。A. in silico で予測される M10 と

Smad2 の結合。M10 の一部(アミノ酸 pro-3, ala-4, trp-7, glu-8, thr-9, and ser-
10)が Smad2 の MH2 ドメインと統計学的有意差 (P < 0.02)をもって相互作用

を示した。B. M10 と Smad2 の結合を示すペプチド-タンパク結合実験。“方法”
で述べた通り、DDK でタグ付けしたリコンビナント Smad2 と Smad4 を M10
と共培養した。結合した複合体は protein G-sepharose でキャプチャーし、抗

DDK 抗体でブロッティングした。ペプチド-タンパク結合体(M)を陽性コントロ

ールとして用いた。(E)は溶出した複合体を表す。C. SSc 患者の肺(1 と 2)・皮膚

(3 と 4)線維芽細胞における M10 と Smad2 の相互作用。細胞は 100mm プレー

トで培養し、一晩血清フリーとしたのち、M10 あるいはスクランブルペプチド

(Scr)を加えて 24 時間インキュベートした。“方法”で述べた通りに回収して共免

疫沈降法を行った。 
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 M10 と Smad2 の相互作用についてさらに詳しく検討を加えるため、肺線維

芽細胞を用いて TGFβの刺激下、非刺激下における M10 と Smad2 の局在につ

いて検討した。免疫染色を行った結果、TGFβの刺激下、非刺激下のいずれにお

いても、M10 と Smad2 の局在が一致していることが判明した。さらに興味深

いことに、TGFβの非刺激下においては M10 と Smad2 は細胞質と核内に均一

に分布していたのに対し、TGFβで刺激すると M10 も Smad2 も核内に移行し

ていることが明らかとなった(Figure 19A)。 
 また TGFβは Smad2 のリン酸化を促進することがわかっている。M10 が

TGFβによる Smad2 のリン酸化に影響を与えるか調べるため、我々は肺および

皮膚線維芽細胞を M10 の存在下、非存在下で培養し、TGFβが誘導する Smad2
のリン酸化を検討した。結果、TGFβ刺激後 20 分で Smad2 のリン酸化が著明

に亢進した。さらに M10 (1µg/mL)は TGFβ刺激による Smad2 のリン酸化を抑

制した。しかし M10 はベースラインの total-Smad2 および phopspho-Smad2
レベルに影響を与えなかった(Figure 19B)。 
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Figure 19. M10 は Smad2 と線維芽細胞内での局在が一致するとともに、TGFβ
刺激による Smad2 のリン酸化を抑制する。A. 肺線維芽細胞を血清フリーで培

養し、TGFβの非刺激下(1-3)および刺激下(4-6)における Smad2 と M10 の局在

を検討した。B. 健常者の肺および皮膚線維芽細胞において、M10 が TGFβ刺激

による Smad2 のリン酸化を抑制するか検討。細胞は 90%コンフルエントにな

るよう 6 ウェルプレートで培養し、一晩血清フリーとしたのち、M10 あるいは

スクランブルペプチド(Scr)、TGFβの存在下・非存在下で培養し、回収した。“方
法”で述べた通りにブロッティングを行った。 
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4.3.1.5 ブレオマイシン誘導間質性肺炎モデルマウスにお

ける M10 の抗線維化作用 
 
 コントロール群として生理食塩水を気管内投与したマウスの肺組織では、M10
治療群、スクランブルペプチド治療群のいずれにおいても、肺胞構造は正常に保

たれ、血管や結合組織も異常を認めなかった。ブレオマイシンを気管内投与し、

スクランブルペプチドで治療した群では、気管周囲や間質に炎症細胞が著明に

浸潤しており、肺胞壁は肥厚し、ECM タンパクが過剰に蓄積した多発性の線維

化病変を認めた。一方、M10 で治療した群では炎症細胞は著明に減少し、肺胞

壁の肥厚や ECM タンパクの蓄積も軽度に留まっていた(Figure 20A)。 
 線維化レベルの定量には Ashcroft score を用いた(Ashcroft et al., 1988)。生

理食塩水+M10 群と、生理食塩水+スクランブルペプチド群では Ashcroft score
に差を認めなかった(それぞれ 0.65 ± 0.37, 0.69 ± 0.35)。ブレオマイシン+スク

ランブルペプチド群では 5.63 ± 1.72 に達し、コントロール群と比べ 8.2 倍に及

んだ。ブレオマイシン+M10 群では 1.67 ± 1.01 まで低下していたことから、こ

こでも M10 の抗線維化作用が示された(P < 0.05; Figure 20B)。 
 さらに肺組織におけるコラーゲンの蓄積量を定量化するため、我々は Sircol 
collagen assay を行った。本アッセイは、コラーゲンに存在する塩基性アミノ酸

の側鎖に特異的に反応する試薬、Sirius Red を利用して直接的にコラーゲンを

定量する手法である。結果、生理食塩水+M10 群の可溶性コラーゲン量は生理食

塩水+スクランブルペプチド群と同等であった(それぞれ 9.4 ± 2.1 µg/mg, 9.6 ± 
3.9 µg/mg)。一方ブレオマイシン+スクランブルペプチド群では 4 倍以上に増加

していた。そしてブレオマイシン+M10 群ではブレオマイシン+スクランブルペ

プチド群と比べ、可溶性コラーゲン量は 50%未満に減少していた(Figure 20C)。 
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Figure 20. ブレオマイシン誘導間質性肺炎モデルマウスにおける M10 の効果。A. 肺の炎症および線維化を示す組織学的

所見。1: 生理食塩水+スクランブルペプチド群、2: 生理食塩水+M10 群、3: ブレオマイシン+スクランブルペプチド群、4: 
ブレオマイシン+M10 群。B. Ashcroft score による線維化の定量評価(n = 32, 各群 8 匹ずつ)。C. Sircol collagen Assay に

よる肺のコラーゲン量の評価(n = 24, 各群 6 匹ずつ)。B と C は平均値±標準偏差で表記。*はブレオマイシン+スクランブ

ルペプチド群とブレオマイシン+M10 群を比較して得た統計学的有意差(P < 0.05)を示す。
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4.3.1.6 M10 の薬物動態解析 
 
 先のブレオマイシン誘導間質性肺炎モデルマウスを用いて、マウス血漿中の

M10 の濃度推移を解析した。結果、M10 は腹腔内投与から 6 時間で最高濃度に

達し、48 時間後には測定可能な最小濃度付近にまで低下した(Figure 21)。また、

24 時間後の時点では 1000ng/mL (1µg/mL)弱の濃度に維持されていた。AUC 
(area under the curve)、血漿半減期(t1/2)、最大血漿濃度(Cmax)、M10 の血漿濃

度が最大に達するまでの時間(Tmax)を Table 9 に示す。半減期は以下の計算式

から算出した。Nt = N0(1/2)t/t1/2；N0は M10 の初期値、t は時間、Ntは M10 投

与 t 時間後の値をあらわす(Martinez, 1998)。 
 ELISA 法で得られた M10 の t1/2 (6.8 ± 0.7 h)は ProtLifePred software 
(http://protein-n-end-rule.leadhoster.com/)で得られた N-end rule に基づく理

論上の推定値 (Figure 22)と同等の結果となった (Bachmair et al., 1986, 
Varshavsky, 1997)。 
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Figure 21. マウスに腹腔内投与した M10 の血漿中の濃度推移。M10 は腹腔内投与 6 時間後(赤の点線)に最大濃度に達

し、その後 48 時間かけて低下した。24 時間後の時点では 1000 ng/mL 弱の濃度を維持していた。
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Table 9．M10 の薬物動態パラメータ 
 

薬物動態パラメータ 値 
用量 (mg/kg(マウス体重)) 1.0 
AUC 0-48h (ng.h/mL) 72463 ± 2390 
半減期 (h) 6.8 ± 0.7 
Tmax (h) 6 
Cmax (ng/mL) 4861.5 ± 11.5 

AUC、半減期、Cmax は mean ± SD で表記した。値は

GraphPad Prism 7 を用いて算出した。 
 
 

 
 
Figure 22. ProtLifePred software による血漿中の M10 の推定半減期。実験で

得られたマウス血漿中の M10 の半減期(6.8 ± 0.7h)は N-end rule に基づいた推

定半減期(7.2h)と同等であった。 
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4.3.1.6 実験１のまとめ 
 

HGF 受容体 c-MET のC 末端フラグメントである M10 は、Smad2と結合し、

in vitroと in vivo のいずれにおいても抗線維化作用を発揮することが示された。 
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4.3.2 実験結果 2 
 

4.3.2.1 M10 と BMP9 の相互作用の予測 

 
PepSite による計算モデルを用いて、M10 と BMP9 との相互作用を検討した

ところ、M10 が BMP9/ALK1/ActRIIB 複合体と統計学的に有意な相互作用(P  
= 0.00008)を有することが判明した(Figure 23A)。最も可能性のある結合部位は

BMP9 のβターンモチーフに位置していた(Figure 23B)。 
 
 

 
 
Figure 23．M10 と BMP9 の相互作用。A. in silico で予測した M10 と

BMP9/ALK1/ActRIIB (PDB code: 4FAO)の結合。M10 の一部(アミノ酸 arg-2, 
pro-3, ala-4, ser-5, phe-6 and trp-8)が BMP9 のβターンモチーフと統計学的有

意な(P = 0.00008)相互作用を示す。B. BMP9 のアミノ酸配列。M10 との予測さ

れる結合部位を示す。 
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4.3.2.2 BMP9 の Smad1/5/8 リン酸化への寄与 

 
MRC5 および SSc 患者の肺線維芽細胞において BMP9 の Smad1/5/8 のリン

酸化に対する効果を検討した。MRC5 では BMP9 は濃度依存性に Smad1/5/8 の

リン酸化を促進した(Figure 24(A,C))。SSc 患者の肺線維芽細胞でも、BMP9 刺

激により Smad1/5/8 のリン酸化が促進された(Figure 24(B,D))。SSc 患者の肺

線維芽細胞では BMP9 が 0.5ng/mL という低濃度であっても Smad1/5/8 を強く

リン酸化しており、MRC5 と比べ BMP9 への感受性が高いと考えられた。 
 
 

 
 
Figure 24．BMP9 はヒト肺線維芽細胞において、濃度依存性に Smad1/5/8 の

リン酸化を促進する。A,C: MRC5, B,D: SSc 患者の肺線維芽細胞。値は 3 回の

実験から得た平均値と標準偏差を示す。*および**は BMP9 治療群と無治療群

間の統計学的有意差(それぞれ P < 0.05, P < 0.01)を示す。 
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4.3.2.3 MRC5 における I 型コラーゲン産生への BMP9 の

寄与 

 
 MRC5 において、BMP9 による I 型コラーゲン産生への影響を検討した。結

果、BMP9 刺激により、MRC5 における I 型コラーゲンの発現が有意に上昇し

た。BMP9 は 0.5 から 1ng/mL の濃度で最も強く I 型コラーゲン産生を促進し

た(Figure 25)。 
 
 

*P < 0.05 

 
Figure 25．MRC5 における BMP9 刺激による I 型コラーゲン発現の検討。

BMP9 は I 型コラーゲンの発現を有意に上昇させる。P 値は 3 つの独立した実

験結果をもとにベースラインと比較して算出した。 
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4.3.2.4 健常者および SSc 患者の肺線維芽細胞における I

型コラーゲンおよびα-SMA 発現への BMP9 の寄与 

 
健常者および SSc 患者の肺線維芽細胞において、BMP9 刺激後の I 型コラー

ゲンおよびα-SMA の発現を検討した。健常者の肺線維芽細胞では BMP9 は概

ね濃度依存性に I型コラーゲンおよびα-SMAの発現を上昇させた(Figure 26A)。
SSc 患者の肺線維芽細胞では、BMP9 刺激により I 型コラーゲンの発現が上昇

したが、α-SMA の発現は上昇しなかった(Figure 26B)。SSc 患者の肺線維芽細

胞では、ベースラインにおいてもα-SMA の発現量が多いことが影響しているも

のと考えられた。 
 
 

 
 

Figure 26．ヒト肺線維芽細胞における BMP9 刺激による I 型コラーゲンおよ

びα-SMA 発現の検討。A. 健常者の肺線維芽細胞。BMP9 は概ね濃度依存性に

I 型コラーゲンおよびα-SMA の発現を上昇させる。B. SSc 患者の肺線維芽細胞。

BMP9 刺激により I 型コラーゲンの発現はやや増加するが、α-SMA の発現は増

加しない。 
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4.3.2.5 BMP9 刺激による Smad1/5/8 のリン酸化に対する

M10 の効果 

 
M10 が BMP9 と相互作用を示す可能性があることを踏まえ、ヒト肺線維芽細

胞において BMP9 が誘導する線維化に対する M10 の効果を検討した。肺線維

芽細胞を無治療群、BMP9 単独群、M10 単独群、BMP9+M10 群の 4 つに分け

た。MRC5、健常者および SSc 患者の肺線維芽細胞のいずれにおいても、M10
は BMP9 が誘導する Smad1/5/8 のリン酸化を低下させた(Figure 27)。 
 
 

 

 
 
Figure 27．BMP9 が誘導する Smad1/5/8 のリン酸化に対する M10 の効果。

MRC5、健常者および SSc 患者の肺線維芽細胞のいずれにおいても、M10 は

BMP9 が誘導する Smad1/5/8 のリン酸化を低下させる。 
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4.3.2.6 BMP9 刺激による I 型コラーゲン産生に対する

M10 の効果 

 
 次に、健常者の肺線維芽細胞において BMP9 および M10 を投与して 48 時間

インキュベートした後、I 型コラーゲンとα-SMA の発現を検討した。結果、M10
は BMP9 が誘導する I 型コラーゲンおよびα -SMA の発現を低下させた(Figure 
28)。 
 
 

 

 
 

Figure 28．BMP9 が誘導する I 型コラーゲンおよびα-SMA 発現に対する M10
の効果。健常者の肺線維芽細胞において、M10 は BMP9 が誘導する I 型コラー

ゲンおよびα -SMA 発現を低下させる。 
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4.3.2.7 線維化マーカーや転写因子に対する BMP9 および

M10 の影響 (Real-Time PCR) 

 
 最後に健常者の肺線維芽細胞における BMP9 および M10 の線維化マーカー

遺伝子や転写因子への影響を mRNA レベルで検討した。転写因子である Snail、
Id1 は BMP9 シグナルの標的遺伝子で、いずれも EMT に関与する重要な因子

として知られている(Li et al., 2007, Medici et al., 2008)。BMP9 は I 型コラー

ゲンやα-SMAに比べSnailおよびId1の発現を強力に促進していた(Figure 29)。
このことから、ヒト肺線維芽細胞において、BMP9 シグナルは EMT の促進に大

きく寄与していることが示唆された。また M10 は BMP9 で刺激した I 型コラ

ーゲン、Snail の発現を mRNA レベルにおいて抑制していた。 
 
 

 

 
Figure 29．BMP9 および M10 が線維化マーカー・転写因子の発現に与える影

響を mRNA レベルで検討。BMP9 は I 型コラーゲンやα -SMA に比べ Snail お
よび Id1 の発現を強力に促進する。M10 は BMP9 で刺激した I 型コラーゲン、

Snail の発現を mRNA レベルにおいて抑制する。P 値は 3 つの独立した実験結

果をもとに算出した。 
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4.3.2.8 実験 2 のまとめ 
 

BMP9/ALK1/Smad1/5/8 シグナルのヒト肺線維芽細胞における役割と、M10
の本シグナルへの影響を示した。BMP9 はヒト肺線維芽細胞において

Smad1/5/8 をリン酸化し、線維化に促進的に働くことを確認した。また M10 は

Smad1/5/8 のリン酸化を抑えることで BMP9 シグナルによる線維化を抑制する

可能性が示唆された。 
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4.4 考察 
 
 

SSc に合併した ILD に対して高い効能をもつ治療薬は未だに存在しない。し

かしながら、抗線維化作用をもつ薬物の研究は進んでおり、なかでも小ペプチド

に対する期待は大きい。その理由として、小ペプチドは高い生物活性を有し、特

異性が高く、低毒性であることが挙げられる(Craik et al., 2013)。 
M10 は MET 受容体チロシンキナーゼの C 末端が Caspase-3 により自然に切

り出されてできた小ペプチドである。本研究は、SSc 患者を含むヒトの肺・皮膚

線維芽細胞に対するM10の抗線維化作用を検討することを目的としておこなっ

た。M10 は MET の細胞内フラグメントであることから、我々は M10 が細胞内

で効果を発揮するものと推測した。一般にペプチドの細胞内への移動はエンド

サイトーシスあるいは膜電位によるエネルギー依存的拡散で起こる。M10 は N
末端に陽イオン性アミノ酸であるアルギニン(R)と電荷を持たないプロリン(P)
を含み、膜を通過しやすい配列になっている(Fonseca et al., 2009)。このことか

ら、M10 は細胞膜のみならず核膜の脂質二重層を容易に通過しうることが示唆

される。これを裏付けるように、免疫染色法により M10 が線維芽細胞の細胞質

にも核内にも分布していることを確認した。ここで用いた抗 C12 抗体は M10 の

みならずフラグメントになっていない MET も認識することから、線維芽細胞に

おける M10 そのものの分布をみるために蛍光標識(5,6-TAMRA)した M10 も使

用して検討した。抗 C12 抗体を発色した場合も 5,6-TAMRA-M10 を用いた場合

も細胞内の染色パターンは同等であったことから、M10 は細胞質あるいは核内

のいずれにも分布することを示唆する結果となった。 
SSc はコラーゲンの過剰な蓄積を来す疾患であり、TGFβは線維芽細胞におけ

るコラーゲン産生を刺激する主要なサイトカインである。したがって我々は、

SSc 患者および TGFβで刺激した健常者の肺および皮膚線維芽細胞におけるコ

ラーゲン産生に対する M10 の効果を検討した。M10 は SSc の肺および皮膚線

維芽細胞における I 型コラーゲン発現を低下させた。また M10 は TGFβで刺激

した健常者の線維芽細胞においても I 型コラーゲン発現を低下させたが、ベー

スラインのコラーゲン産生量には影響を与えなかった。すなわち M10 は TGFβ
依存性の線維化誘導経路を阻害することが示唆された。 
細胞内において、TGFβが誘導するシグナル伝達の多くは Smad を介してい

る。Smad は特異型 Smad (Smad2, 3)、共有型 Smad (Smad4)、抑制型 Smad 
(Smad6, 7)があり、遺伝子発現を制御する転写因子として働く。Smad ファミリ

ーはN末端のMH1ドメインとC末端のMH2ドメインとこれらをつなぐ linker 
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region からなり、MH2 ドメインは膜蛋白や転写因子を含む様々なタンパク質と

相互作用を示す。 
我々は M10 が Smad2 の MH2 ドメインと相互作用することを示した。さら

に免疫染色法にて M10 と Smad2 が細胞質および核内で共存していることがわ

かった。このことから M10 が Smad2 の機能に影響を与えていることが示唆さ

れた。さらに M10 は皮膚や肺線維芽細胞において、TGFβで誘導した Smad2 の

リン酸化を抑制していた。Smad2 のリン酸化は TGFβ依存性のコラーゲン産生

に必須であることから(Ishida et al., 2006)、Smad2 のリン酸化に対する抑制作

用は、M10 のもつ抗線維化メカニズムのひとつと考えられる。 
SSc 患者において、肺の線維化は主要な致死的合併症である(Fan et al., 2014)。

in vivo における M10 の抗線維化効果を検討するため、我々はブレオマイシン

を気管内投与して肺の線維化を誘導したモデルマウスを用いた。M10 を腹腔内

投与することにより、ブレオマイシンによる肺の線維化が抑制されたことから、

M10 は SSc-ILD や特発性肺線維症の治療に有用である可能性が示唆された。そ

して、薬物動態解析により、M10 は腹腔内投与後 6 時間で血漿最大濃度に達し、

24 時間後においても 1µg/mL 弱の濃度を維持していた。M10 は線維芽細胞にお

いて、同濃度で十分な生物活性を発揮することから、血漿中においては安定性の

高いペプチドであると考えられる。 
さらに我々は別の Smad シグナル経路である Smad1/5/8 にも着目し、M10 の

抗線維化作用について検討を加えた。TGFβスーパーファミリーのひとつである

BMP9 は Smad1/5/8 シグナルを活性化するリガンドであり、マウスの線維芽細

胞において線維化を促進する作用を有することが示されている。我々の検討に

よりヒト肺線維芽細胞においても BMP9 が I 型コラーゲンやα-SMA の発現を

誘導するとともに Smad1/5/8 のリン酸化も促進することが明らかとなった。さ

らに BMP9 は EMT に関わる転写因子である Snail や Id1 の発現を mRNA レ

ベルで強く促進した。そして M10 は BMP9 が誘導する Smad1/5/8 のリン酸化

および I 型コラーゲンや Snail の発現を抑制していた。以上から、M10 はヒト

肺線維芽細胞において、BMP9 で誘導されるコラーゲン産生および EMT に抑

制的に作用すると考えられた。 
以上の結果から、M10 は TGFβスーパーファミリーの関与する線維化病態に

対して高い治療効果を示す可能性がある。すなわち、M10 を基盤とした小ペプ

チドが、SSc の皮膚硬化や ILD に対して抗線維化作用を発揮する新たな治療戦

略のひとつとして臨床応用されることが期待される。 
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4.5 結語 
 
 
SSc-ILD や他の線維化病態に対しては未だ画期的な治療法がなく、抗線維化

療法の開発は大きな課題である。ペプチドを用いた薬は 40 年以上にわたって多

くの疾患に用いられ、成功を収めてきている(Vlieghe et al., 2010)。ペプチドは

その高い生物学的活性、特異性、低毒性が大きなアドバンテージとなっている。

M10 は in vitro、in vivo のいずれにおいても抗線維化効果を発揮していること

から、これをもとに、SSc-ILD をはじめとする難治性の線維化病態に対してよ

り有効性の高い治療薬が開発されることが期待される。 
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5.  第三章 

関節リウマチに対して IL-6 阻害療法が及ぼ

す免疫学的影響についての研究  
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5.1 緒言 
 
 
 第三章では、同じ自己免疫疾患の中でも最も頻度の高い RA について、B 細胞

と自己抗体を中心に、病態を考察する。SSc と比べると、RA の診療はこの 10
年で格段に進歩しているものの、以下に述べるように病態は未だ不明な点が多

い。 
RA は、多関節に滑膜の炎症と増殖を生じる慢性の自己免疫疾患であり、リウ

マ チ 因 子 (rheumatoid factor: RF) や ACPA (anti-citrullinated protein 
antibodies)などの自己抗体や免疫複合体が産生される(McInnes and Schett, 
2011)。破壊性の関節炎を来すことで、生活機能が著しく障害される。しかしな

がら、2010 年に ACR/EULAR による RA 分類基準が導入され(Table 10, 
(Aletaha et al., 2010))、早期診断が可能となり、さらに生物学的製剤の普及によ

り関節破壊を阻止し、生活機能を改善、維持することができるようになったこと

から、この 10 年で RA に対する診療は格段に進歩した。それでも、RA の経過

は一様でなく、関節破壊が急速に進行して早期に機能障害を呈する例も少なく

ない。特に、ACPA 陽性 RA は ACPA 陰性 RA と比べ、関節破壊の進行が早い

ことが報告されている(van den Broek et al., 2012)。ACPA は RA の対応抗原と

して同定されたシトルリン化フィラグリンの主要抗原エピトープペプチドを人

工的に環状化させた分子、CCP (cyclic citrullinated peptide)に対する自己抗体

であり、本邦では、抗 CCP 抗体として保険収載されている。ACPA は RF とと

もに、先の RA 分類基準の配点が高く、早期診断においても重要性が示唆されて

いる。 
 RA の病態形成には T 細胞、B 細胞、マクロファージ、滑膜線維芽細胞、破骨

細胞などの多くの細胞と、それらの主要なコミュニケーションを司るサイトカ

インが重要な役割を果たしている。そのメカニズムのひとつとして、シトルリン

化ペプチドなどの抗原提示により活性化された T 細胞が、B 細胞やマクロファ

ージの活性化を介して持続性滑膜炎を生じ、破骨細胞と滑膜線維芽細胞を中心

とした骨破壊を誘導する。また ACPA そのものがシトルリン化抗原と免疫複合

体を形成し、Fc レセプターを介して炎症性サイトカインを誘導するという報告

もあり、ACPA の病原性についてもいくつか知見が存在する(Clavel et al., 2008, 
Lu et al., 2013)。 
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Table 10. 関節リウマチの分類基準 (2010 年、ACR/EULAR) 
 

適用対象集団： 
1) 1 ヶ所以上の関節に明確な臨床的滑膜炎(腫脹)がみられる 
2) 滑膜炎をより妥当に説明する他の疾患がみられない 

 
A. 罹患関節 点 
大関節に 1 ヶ所 0 
大関節に 2～10 ヶ所 1 
小関節に 1～3 ヶ所 (大関節の罹患の有無を問わない) 2 
小関節に 4～10 ヶ所 (大関節の罹患の有無を問わない) 3 
11 ヶ所以上 (1 ヶ所以上の小関節を含む) 5 
  
B. 血清学的検査  
RF 陰性かつ ACPA 陰性 0 
RF 低値陽性または ACPA 低値陽性 2 
RF 高値陽性または ACPA 高値陽性 3 
  
C. 急性期反応物質  
CRP 正常かつ ESR 正常 0 
CRP 異常または ESR 異常 1 
  
D. 症状(滑膜炎)の持続期間  
6 週未満 0 
6 週以上 1 
 
罹患関節とは、評価時に腫脹または圧痛がみられる関節を指す。「大関節」

とは肩関節、肘関節、股関節、膝関節、足関節を指す。「小関節」とは、中

手指節関節、近位指節間関節、第 2～5 中足趾節関節、母指指節間関節、手

関節を指す。6 点以上を関節リウマチと分類する。 
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RA 発症の原因については様々な因子が考えられているが、TNF (tumor 
necrosis factor)-αや IL (interleukin)-1β, IL-6 を含む炎症性サイトカインが RA
発症に重要な役割を担っていることが知られている(Smolen et al., 2007)。RA
患者の関節においては血管新生や炎症細胞浸潤、滑膜増生といった変化が特徴

的であり、結果としてパンヌスが形成される(Hashizume and Mihara, 2011)。
IL-6 は血管内皮成長因子(vascular endothelial growth factor: VEGF)の産生を

介した血管新生、RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand)
を介した破骨細胞の成熟と活性化、B 細胞の成熟による自己抗体産生、そして肝

臓でのCRP産生といった様々な生物学的活性を有する炎症性サイトカインであ

り、これらの機能はすべて関節破壊をもたらす(Shetty et al., 2014)。 
IL-6 はもともと B 細胞から免疫グロブリンを分泌する成熟した形質細胞への

分化を誘導する B 細胞分化因子として同定された(Muraguchi et al., 1988)。IL-
6 のもつ液性免疫の誘導能は濾胞性ヘルパーT (Tfh)細胞が関与している

(Hunter and Jones, 2015)。Tfh 細胞はケモカイン受容体である CXCR5 を発現

し、リンパ濾胞に局在する CD4 陽性 T 細胞のサブセットであり、B 細胞の分化

を促進するとともに免疫グロブリンのクラススイッチを誘導する。IL-6 が過剰

に活性化することにより、ポリクローナルな B 細胞の活性化や高グロブリン血

症、自己抗体産生が誘導される(Tanaka et al., 2014)。プリスタンで誘導したル

ープスのモデルマウスでは、IL-6 が直接的に自己抗体産生を誘導することが報

告されている(Richards et al., 1998)。しかし、RA では IL-6 が B 細胞の分化や

自己抗体(特に ACPA)産生にどのように寄与しているのか、十分に明らかになっ

ていない。Roll らは、RA 患者において、抗 IL-6 受容体抗体(tocilizumab)が血

中の総 IgG・IgA レベルを低下させ、同時に pre-switch および post-switch 
memory B 細胞を減少させたと報告しているが、ACPA については言及してい

ない(Roll et al., 2011)。Carbone らは tocilizumab 投与後に IgG4 型の抗 CCP
抗体が低下したが IgG1 型の抗 CCP 抗体は低下しなかったと報告している

(Carbone et al., 2013)。同 study では RA 患者において、IL-21 が IgG4 型の抗

CCP 抗体を強く誘導すると述べられているが、B 細胞の分化や自己抗体産生細

胞に対して tocilizumab がどのように寄与しているかについては考察されてい

ない。 
Tocilizumab は可溶型および膜結合型の IL-6 受容体に高親和性に結合するヒ

ト化リコンビナントモノクローナル抗体であり、RA に対して高い効果を示す治

療薬のひとつである。RA における、B 細胞の分化や自己抗体産生に対する IL-
6 の役割を調べるため、我々は tocilizumab を開始した RA 患者における B 細

胞のサブセットや抗CCP抗体の産生に対する同薬剤の効果を検討する前向き臨

床研究をおこなった。 
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5.2 患者と方法 
 

5.2.1 研究デザイン 
 
本研究は中外製薬株式会社との協働により、RA における B 細胞の分化と自

己抗体産生に対する IL-6 阻害の影響を検討した前向き観察研究である。中外製

薬株式会社には、フローサイトメトリー法のプロトコール、末梢血 B 細胞サブ

セットの測定における適切な抗体選択について事前に検討を依頼した。2013 年

12 月から 2015 年 9 月までに tocilizumab を開始した連続する 14 名の RA 患者

を本研究に登録した。全患者が 2010 年の ACR/EULAR の RA 分類基準(Aletaha 
et al., 2010)を満たしており、tocilizumab 162mg を隔週で皮下投与した。末梢

血サンプルを回収し、Human Immunology Project で提唱されたプロトコール

をもとに、tocilizumab 投与前、12 週後、24 週後の B 細胞サブセットをフロー

サイトメトリー法にて解析した(Maecker et al., 2012)。それぞれの時点におけ

る疾患活動性や血清中の自己抗体価を含む臨床パラメータも評価した。本研究

プロトコールは北海道大学病院および中外製薬株式会社の倫理委員会で承認さ

れており、書面にて各患者の同意を取得した。 
 
 

5.2.2 フローサイトメトリー法 
 
Ficoll-Paque Plus (GE healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ)を用いた密

度勾配遠心分離法により、末梢血単核球(peripheral blood mononuclear cells: 
PBMC)を単離した。PBMC は CD19-PerCP-CyTM5.5, CD27-PE, CD38-APC, 
IgD-FITC にて染色した。B 細胞サブセットは以下の通り定義した；naïve B 細

胞 [CD19+CD27-], pre-switch memory B 細胞 [CD19+CD27+CD38-IgD+], 
post-switch memory B 細 胞  [CD19+CD27+CD38-IgD-], plasmablasts 
[CD19+CD27+CD38+IgD-]。抗体はすべて BD Biosciences (San Jose, CA)から

購入した。フローサイトメトリー法による解析は BD FACS Aria II (BD 
Biosicences)を用いた。 
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5.2.3 統計解析 
 
正規分布した連続変数は mean ± S.D で表記し、正規分布していなければ

median と IQR で表記した。p 値は治療前と治療期間中(12 週あるいは 24 週)の
データを比較し、対応のある t 検定または Wilcoxon signed-rank 検定で算出し

た。相関係数は Spearman rank method で求めた。p 値 0.05 未満を有意とし

た。すべての統計解析は IBM SPSS Statistics (version 22.0.0, Inc., Armonk, 
NY)を用いておこなった。 
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5.3 結果 
 

5.3.1 臨床パラメータ 
 
14 名の RA 患者が登録されたが、1 名はデータ欠損のため脱落した。残る 13

名について、治療前と治療経過中のデータを解析した(Table 11)。8 名(62%)が女

性であり、平均年齢は 55.8 ± 13.2 歳、罹病期間の中央値は 44 (IQR: 24-60)ヶ月

であった。9 名(69%)はこれまで生物学的製剤の使用歴がなかった。DAS28-ESR
とHAQは24週目において有意に改善していた(それぞれp < 0.001, p = 0.036)。
抗 CCP 抗体価は 24 週目において有意に低下していた(p = 0.033, Figure 30)。 
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Table 11. 患者背景と臨床パラメータ 
 

 Baseline (n = 13) Week 12 (n = 13) p 値 Week 24 (n = 13) p 値 

患者背景           

  女性, n (%) 8 (62)     

  年齢, mean ± S.D, years 55.8 ± 13.2     

  罹病期間, median (IQR), 月 44 (24 - 60)     

  生物学的製剤投与歴なし, n (%) 9 (69)     

      

臨床パラメータ      

  DAS28-ESR, mean ± S.D 5.00 ± 1.39 2.42 ± 1.14 < 0.001 2.20 ± 1.00 < 0.001 

  DAS28-CRP, median (IQR) 3.79 (3.57 - 5.17) 2.05 (1.45 - 2.58) 0.001 2.15 (1.17 - 2.44) 0.001 

  SDAI, mean ± S.D 24.16 ± 14.98 8.70 ± 6.97 < 0.001 7.60 ± 6.76 < 0.001 

  CDAI, mean ± S.D 21.28 ± 13.52 8.48 ± 6.44 0.002 7.57 ± 6.76 0.001 

  HAQ, mean ± S.D 0.63 ± 0.53 0.46 ± 0.39 0.089 0.40 ± 0.35 0.036 

  抗 CCP 抗体, median (IQR), U/mL 123.7 (55.9 - 234.8) 114.8 (49.9 - 224.3) 0.075 99.6 (45.1 - 255.0) 0.033 

  抗 MCV 抗体, median (IQR), U/mL 223.8 (125.6 - 297.9) 201.8 (130.2 - 226.8) 0.133 196.5 (83.2 - 267.9) 0.422 

  RF, median (IQR), IU/mL 74.3 (27.2 - 112.5) 42.8 (17.4 -100.5) 0.028 61.5 (16.4 - 82.9) 0.133 
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Figure 30. 血清抗 CCP 抗体価の推移。データは患者毎にシンボルとラインで

プロットし、さらにボックスプロット最小値、第一四分位数、中央値、第三四

分位数、最大値）を重ねている。 
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5.3.2 末梢血 B 細胞サブセットの解析 
 
フローサイトメトリー法による解析では、CD19 陽性細胞における post-

switch memory B細胞の割合が12週目で有意に増加していた(p = 0.011, Figure 
31)。しかし、24 週目には増加している患者はいるものの、全体としてはベース

ラインレベルに戻っていた。他の B 細胞サブセットについては、観察期間中有

意な変化はみられなかった。特筆すべきことに、ベースラインから 24 週までの

naïve B 細胞の変化 (Δnaïve/CD19+)と post-switch memory B 細胞の変化

(Δpost-switch/CD19+)は逆相関していた(r = -0.703, p = 0.007, Figure 32)。こ

の結果は、tocilizumab で治療中の末梢血では、post-switch memory B 細胞の

増加と naïve B 細胞の減少が関連していることを示唆している。 
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Figure 31. Tocilizumab 投与中の CD19 陽性細胞中の B 細胞サブセットの割合

の変化。p 値は Wilcoxon signed rank 検定で算出した。 
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Figure 32. ベースラインから 24 週にかけての Δnaïve/CD19+と Δpost-switch/CD19+との相関。相関係数は Spearman 
rank method にて算出した。
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5.3.3 抗 CCP 抗体価と B 細胞サブセットとの関係 
 
次に tocilizumab が B 細胞の抗 CCP 抗体産生能にどのように影響を与えるか

を調べるため、我々は抗 CCP 抗体の抗体価と B 細胞サブセットとの関係につい

て検討した。結果、どの観察時期においても、naïve B細胞とpost-switch memory 
B 細胞との比(naïve/post-switch)が抗 CCP 抗体価と正相関していた(0 週：r = 
0.621, p = 0.024、12 週：r = 0.623, p = 0.023、24 週：r = 0.702, p = 0.007, 
Figure 33)。さらに、naïve/post-switch 比の変化(Δnaïve/post-switch)と抗 CCP
抗体価の変化(Δanti-CCP)についても正の相関を示していた(0-12 週：r = 0.709, 
p = 0.007、0-24 週：r = 0.588, p = 0.035, Figure 34)。 
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Figure 33. ベースライン、12 週、24 週における抗 CCP 抗体価と naïve/post-switch 比の相関。相関係数は Spearman rank method
を用いて算出した。
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Figure 34. 抗 CCP 抗体価の変化と naïve/post-switch 比の変化との相関 (A. 0-12 週, B. 0-24 週)。相関係数は Spearman rank method
で算出した。
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5.4 考察 
 
 
 RA 患者に対する tocilizumab の疾患活動性改善効果、関節破壊抑制効果に

ついては、数多くの臨床研究で示されている(Scott, 2017)。今回の前向き臨床

研究において、我々は tocilizumab が疾患活動性のみならず抗 CCP 抗体価を

低下させることを示し、この結果は RA において IL-6 が抗 CCP 抗体産生に寄

与していることを示唆している。抗 IL-6 療法が血液中の B 細胞サブセットに

与える影響についてはいくつか報告がある。Roll らは、tocilizumab が RA 患

者の pre-switch memory B 細胞および post-switch memory B 細胞数を有意に

減少させることを示し、また DAS28 スコアの変化と pre-switch memory B 細

胞数の変化との間に相関があることを示した(Roll et al., 2011)。Moura らは

tocilizumab 投与後に double negative (IgD-CD27-) B 細胞の比率と double 
negative B 細胞による IgM 発現量が有意に低下することを示している(Moura 
et al., 2017)。しかしながら、tocilizumab を投与した RA 患者における B 細胞

サブセットの変化と自己抗体価との関係をみた報告はない。 
 我々は tocilizumab が抗 CCP 抗体を減少させ、12 週間の投与により CD19
陽性細胞に対する post-switch memory B 細胞の比率が上昇することを示し

た。また、tocilizumab による治療経過中において post-switch memory B 細胞

の増加が naïve B 細胞の減少と関連していたことから、tocilizumab は血中の

B 細胞の分画、特に naïve B 細胞と post-switch memory B 細胞のバランスを

シフトさせることにより抗 CCP 抗体産生を低下させる可能性があることを示

唆している。なお、Roll らの研究(Roll et al., 2011)では RA 患者において

tocilizumab 投与 24 週後に pre-switch および post-switch memory B 細胞の比

率がいずれも減少したと報告しており、我々の結果と相違がみられている。し

かし、同研究では罹病期間の平均が 11.7 年と非常に長く、患者背景において

我々のデータと乖離がある。早期 RA では末梢血の memory B 細胞の比率が低

いと報告されていることから、罹病期間の違いがベースラインの B 細胞サブセ

ット、そして tocilizumab 投与後の推移に影響している可能性が考えられる。

また TNF 阻害療法が pre-switch memory B 細胞の増加と関連しているとも報

告されており(Souto-Carneiro et al., 2009)、tocilizumab 導入前の治療内容も

結果に影響を与えた可能性がある。 
 さらに我々は、naïve/post-switch 比が血清中の抗 CCP 抗体価を反映する重

要なマーカーとなることを見出した。Naïve/post-switch 比は tocilizumab 投与

中のいずれの観察時期においても抗 CCP 抗体価と正の相関を示していた。そ
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して、naïve/post-switch 比の変化もまた、抗 CCP 抗体価の変化と相関してい

た。以上から、抗 CCP 抗体価は B 細胞分画を反映しており、tocilizumab は

naïve/post-switch 比に影響を与えることにより抗 CCP 抗体産生を調節してい

る可能性がある。すなわち、多くの症例では naïve/post-switch 比を低下させ

ることで抗 CCP 抗体価を下げ、RA の疾患活動性を抑えていると考えられる。 
 活動性 RA の滑膜組織では、異所性リンパ組織様構造(ectopic lymphoid 
structures: ELS)がしばしば認められる(Takemura et al., 2001)。RA の滑膜

ではシトルリン化蛋白が豊富に存在することが報告されている(Amara et al., 
2013)。このため、そのようなリンパ組織では、ヒストン 2A やヒストン 2B、

ビメンチンといったシトルリン化蛋白に対する抗体が活発に産生・分泌され

る(Corsiero et al., 2016)。van Oosterhout らは、抗 CCP 抗体陽性患者にお

いて末梢血中の白血球数 (特にリンパ球数)が減少しており、抗 CCP 抗体陽性

患者では抗 CCP 抗体陰性患者と比べ、滑膜組織中のリンパ球浸潤が多かった

と報告している(van Oosterhout et al., 2008)。これについては、抗 CCP 抗体

陽性患者では白血球が末梢血から局所の関節に集まりやすいためと考えられ

ている。また、シトルリン化蛋白は RA 患者の口腔粘膜や肺組織、腸管にも

豊富に存在しており、抗 CCP 抗体はこれらの局所臓器でも産生されていると

考えられている(Mankia and Emery, 2015, Bennike et al., 2017)。以上か

ら、我々の検討で tocilizumab を開始した後比較的早期に post-switch 
memory B 細胞が血中で増加したことについては、このサブセットが関節局

所や口腔粘膜、肺組織、腸管から循環血液中に再分布し、これにより抗 CCP
抗体産生が抑制されたことを示唆しているものと考えられる。 
 本研究にはいくつかリミテーションが存在する。まず、単一施設のパイロッ

ト研究であり母集団が少ない点。次に、B 細胞分画のみ検討していること。さ

らに、観察期間が短いことである。母集団を増やし、観察期間を延ばし、さら

に滑膜組織を同時に評価することができれば、RA 患者における ELS に対する

tocilizumab の効果を見出すことが可能になると思われる。 
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5.5 結語 
 
 

 RA 患者において、IL-6 は抗 CCP 抗体産生に寄与する重要なサイトカイン

のひとつであり、tocilizumab は循環血液中の B 細胞サブセットの分布を変え

ることより抗 CCP 抗体産生を低下させる可能性がある。 
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6.  おわりに 
 
 

SSc の肺病変は日常診療において病態把握と治療戦略に難渋することが多く、

予後不良であることから、画期的な診断技術、治療薬の開発が求められている。

これを踏まえ、臨床および基礎の両側面から SSc の肺病変の研究に着手し、本

論文の第一章、第二章にまとめた。 
第一章は SSc に合併する PAH に関する臨床研究である。SSc-PAH の病態評

価や予後予測を行う上で CMR が大変有用であり、CMR を用いることにより

SSc の『一次性』の心病変が両心室の相互的な作用に影響することを突き止め

た。これにより、なぜ SSc-PAH が他の CTD-PAH と比べ予後不良であるのか、

その理由のひとつが明らかとなった。 
第二章は SSc に合併する ILD に対する創薬に向けた基礎研究である。HGF

の受容体フラグメントであるM10はアミノ酸 10個からなる小ペプチドであり、

in vitro および in vivo の検討において抗線維化作用を発揮することを示した。

SSc-ILD に対する新規治療薬の開発に向けて大きな期待が寄せられる。 
SScはCTDの中で最も難治性の疾患であり、予後の改善が大きな課題である。

特に肺合併症に対する診療レベルの向上は予後改善に不可欠である。SSc-PAH
については心病変を含めた様々な SSc 特有の合併症を考慮に入れた早期の病態

把握、SSc-ILD については抗線維化薬の開発こそが、予後や生活機能改善に向

けた命題である。本研究を通して得られた知見を今後の更なる研究に活かし、将

来的に SSc の肺病変に対する診療水準の向上に期待したい。 
そして RA については、SSc と比べ、治療成績は生物学的製剤の登場以来飛躍

的に進歩している。しかしながら、それでも早期から関節破壊を来す重症例も数

多く存在している。特に ACPA 陽性 RA では関節破壊の進行が早いことが知ら

れ、自己抗体産生が病態形成に深く関わっていると考えられている。この観点か

ら、抗 IL-6 製剤で治療した RA 患者における自己抗体産生と B 細胞サブセット

への影響について研究し、第三章にまとめた。IL-6 阻害により抗 CCP 抗体産生

が抑制されるとともに、循環血液中の B 細胞サブセットの分布が抗 CCP 抗体価

と相関して変化することがわかった。RA 患者における IL-6 の役割は多岐にわ

たるが、ACPA 産生への影響という観点から病態解明が進み、更なるアウトカム

の向上につながることが期待される。 
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7. 総括および結論 
 
 
本研究から得られた新知見は以下のとおりである。1，2，3 の知見はそれぞれ

第一章、第二章、第三章で得られた知見に該当する。 
 

1．SSc-PAH と SSc 以外の CTD-PAH では、左右心室の相互作用に差がみ

られ、それは SSc-PAH の予後とも関連する。 
 

2．HGF 受容体フラグメントのひとつである小ペプチド、M10 は、in vitro
および in vivo のいずれにおいても抗線維化作用を発揮する。 

 
3．RA 患者において、IL-6 阻害療法は循環血液中の B 細胞の分化に影響を

与え、抗 CCP 抗体産生を低下させる可能性がある。 
 
 
新知見の意義と、これに基づく更なる研究の展望、課題について以下に述べる。 

 
第一章では、SSc における PAH の病態について、CMR を用いて解析した。

本研究では、RHC のデータに CMR のパラメータを組み合わせることにより、

SSc-PAH と SSc 以外の CTD-PAH における血行動態の違いを初めて示した。

SSc に関連する『一次性』の心病変は、潜在的に両心室の相互作用に影響を与え、

結果として SSc-PAH の予後を悪化させる要因になっていると考えられる。今後

は、母集団をさらに増やすのみならず、拡張能指標を含めた心臓超音波検査のパ

ラメータも加えることにより、治療効果や予後予測をさらに適切に評価可能と

なることが期待される。また、SSc においては肺病変の存在も無視することがで

きず、SSc-PAH の予後を説明する上で大変重要である。したがって、更なる研

究のためには循環器内科、呼吸器内科を含めた多岐にわたる専門領域の介入が

必要であり、今後の課題といえる。 
 
 第二章では、Caspase-3 によって切り出される HGF 受容体フラグメント、

M10 の抗線維化作用について、特に TGFβスーパーファミリーを起点とする

Smad シグナルへの影響を中心に示した。SSc をはじめとする線維化病態に対し

て未だに画期的な治療法がないのが現状であるが、M10 のようなペプチドを用

いた薬の研究が進むことにより、『抗線維化療法』という新たな治療戦略が生ま
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れることに期待がもたれる。ペプチドはその高い生物学的活性、特異性、低毒性

が大きなアドバンテージとなっている上、アミノ酸配列の組み換え等により更

なる安定性の向上や副作用の軽減を目指すことが可能である。現時点で、M10
は線維化を予防する効果は発揮しているが、一旦線維化した組織を可逆性に改

善させる効果までは示していない。したがって、今後は M10 の、線維化の進ん

だ病態を改善させる効果を検証するとともに、M10 を基盤とした構造の改良に

より、臨床応用に結びつく新たなペプチドの開発が求められる。 
 
 第三章では、RA において IL-6 阻害薬である tocilizumab が自己抗体産生に

与える影響について解析した。IL-6 の機能のひとつとして、B 細胞を活性化し

て自己抗体産生を誘導することが知られているが、RA においても抗 CCP 抗体

産生に寄与しており、tocilizumab は抗体産生に寄与する細胞と寄与しない細胞

の血中におけるバランスを制御することで抗CCP抗体産生を低下させているこ

とが明らかとなった。この機序として、tocilizumab が関節局所をはじめとする

末梢組織から循環血液中に抗体産生細胞を再分布させ、局所での抗 CCP 抗体産

生を阻害している可能性が考えられるが、これを示すには末梢血と同時に滑膜

組織における B 細胞分画や抗体産生の評価が必要である。滑膜検体の収集には

整形外科との協力が必要であり、綿密な計画を要するが、滑膜組織中の異所性リ

ンパ組織様構造への tocilizumab の影響を知ることで IL-6 の関節局所での役割

をさらに詳しく解析することが可能となる。そして関節局所における、抗 TNFα
製剤をはじめとする他の生物学的製剤との効果の違いを見出すことができれば、

局所の抗体産生細胞や自己抗体価から、将来的に患者毎に最適な生物学的製剤

の選択が可能となる時代が来ることが期待できる。 
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