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1. 緒言 

 

自己免疫疾患とは、本来、非自己を認識し排除する機能をもつ免疫系が自己の正

常な細胞あるいは分子を異物と認識し反応することで生じる症候群であり、自己免

疫寛容の破綻に起因する疾患の総称である。自己免疫疾患の病理組織学的検討で、

結合組織においてフィブリノイド変性という組織学的変化が共通して見られたこと

から、膠原病とも呼称される。発症機序はいまだ明らかとなっておらず、多くは慢

性の経過で患者の QOL に大きな影響を与え、またときに進行性かつ非可逆的な重

要臓器障害をきたす予後不良な病態となりうる。副腎皮質ステロイド剤の登場、種々

の免疫抑制剤の開発により、患者の QOL、予後改善が可能となった現在も、長期間

の維持療法 (特にステロイド) による蓄積性の副作用、治療反応性に乏しい重症例

など今も数多くの問題が残っている。またこれら自己免疫疾患の多くは希少疾患で

あり、一般診療における認知、診断の難しさの問題も生じている。診断の誤り、遅

れはそのまま患者の QOL や予後に大きな影響を与える。我々はこうした自己免疫

疾患のうち、特に難治性と考えられる抗リン脂質抗体症候群 (antiphospholipid 

syndrome: APS)、全身性強皮症 (Systemic sclerosis: SSc)、関節リウマチ (rheumatoid 

arthritis: RA) の 3 つに焦点を当てた。 

自己免疫疾患の一つである APS は抗リン脂質抗体 (antiphospholipid antibody: aPL) 

と呼ばれるリン脂質と蛋白の複合体に対する自己抗体が関連した再発性の血栓症や

妊娠合併症である。APS の診断は一般的にサッポロクライテリア・シドニー改変に

基づいて行われるが、一般診療医にとって複雑で、特に aPL 結果の解釈に難渋する

ことが多い。またこれら自己抗体の産生機序、また血栓形成機序はいまだ不明な部

分が多く、免疫抑制治療に抵抗性であることが知られている。そのため、対症療法

としての抗血栓治療が施行されるに過ぎず、その予防効果も十分ではない。従って、

我々は高陽性的中率のaPL検査を用いた一般臨床における新たなAPS診断法につい

て模索した。また、APS の血栓形成機序ならびに新たな治療ターゲットの候補とし

て補体系に着目しその解析を行った。 

SSc は皮膚をはじめとした全身の臓器に線維化、硬化と微小血管症をきたす自己

免疫疾患で、免疫抑制治療の効果は部分的である。そのため患者は皮膚硬化や微小

血管循環障害により QOL を著しく障害され、心や肺など重要臓器の線維化はとき

に致死的となる。特に肺動脈性肺高血圧症 (pulmonary arterial hypertension: PAH) は

最も予後不良な合併症で、認知、診断の遅れは予後に直結する。現在、心エコー検

査や心電図、呼吸機能検査を用いて PAH の早期発見に努めているが、そのスクリー
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ニング精度は十分ではない。我々は PAH の病態が肺動脈における微小血管症である

ことから、新たなバイオマーカーの候補として鋭敏な溶血マーカーである血清ハプ

トグロビン値に着目した。また難治性 SSc に対する新たな治療法として注目される

自家末梢血幹細胞移植 (hematopoietic stem cell transplantation: HSCT) の自験例にお

ける長期予後と安全性の解析を行った。 

最後に RA は自己免疫機序による慢性多発性関節炎であり、滑膜の肥厚・増殖に

伴う骨・軟骨破壊を特徴とする。最も頻度の高い自己免疫疾患の一つで、我が国で

は 70～80 万人程度の患者数がいると想定される。有効な治療が存在しなかった時代

には、非可逆的かつ進行性の関節破壊をきたし、患者の QOL ひいては生命予後の

悪化をもたらしていた。近年 RA の病態に TNF-α や IL-6 などの炎症性サイトカイン

が密接に関与していることが明らかとなり、それらをターゲットした抗サイトカイ

ン療法が劇的に RA の予後を改善した。しかしいまだ存在する予後不良例、また強

力な免疫抑制治療に伴う易感染性副作用などの問題から、さらなる RA の病態解明

および新たな治療ターゲットの探索が求められている。我々は、RA の病態の一つ

である滑膜の腫瘍様増殖に着目し、滑膜増殖におけるシグナル分子発現異常と制御

に関する研究を行った。 

これら自己免疫疾患 (APS, SSc, RA) における難治性病態に対して、新たな診断マ

ーカーおよび治療ターゲットの探索を本研究の目的とした。 
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2. 略語表 

本文中のおよび図中で使用した略語は以下の通りである． 

ANA anti-nuclear antibody 

aPL anti-phospholipid antibodies 

aPL-S antiphospholipid score 

APS antiphospholipid syndrome 

APTT activated partial thromboplastin time 

aCL anticardiolipin antibodies 

aDI anti-β2GPI domain I antibodies 

aHUS atypical hemolytic uremic syndrome 

aPS/PT phosphatidylserine-dependent antiprothrombin antibody 

ATG antithymocyte globulin 

aβ2GPI anti-β2 glycoprotein antibodies 

BNP brain natriuretic peptide 

BrdU Bromodeoxyuridine 

CIA collage-induced arthritis 

CTEPH chronic thromboembolic pulmonary hypertension 

CY Cyclophosphamide 

CyA Cyclosporine 

ECM extracellualr matrix 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 

ePASP pulmonary artery systolic pressure estimated by echocardiography 

FLS fibroblast-like synoviocytes 

GEF guanine nucleotide exchange factor 

GFP green fluorescent protein 

HRCT high resolution computed tomography 

HSCT hematopoietic stem cell transplantation 

IABP intra-aortic balloon pumping 

IFN Interferon 

IL Interleukin 

IVCY intravenous cyclophosphamide 

LA lupus anticoagulant 

LVEF left ventricular ejection fraction 
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MCP membrane cofactor protein 

MCTD mixed connective tissue disease 

mPAP mean pulmonary artery pressure 

mRSS modified Rodman total thickness skin score 

MMF mycophenolate mophetil 

MMP matrix metalloproteinase 

OA Osteoarthritis 

ORF open reading frame 

PAH pulmonary arterial hypertension 

PBS phosphate buffered saline 

PCPS percutaneous cardiopulmonary support 

PDGF platelet-derived growth factor 

PED Phosphodiesterase 

PN polyarteritis nodosa 

PSL Prednisolone 

PVDF polyvinylidene difluoride 

RA  rheumatoid arthoritis 

RANKL receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 

RasGRP Ras guanine nucleotide-releasing protein 

SDS sodium dodecyl sulfate 

SLE systemic lupus erythematosus  

SNPs single nucleotide polymorphisms 

SSc systemic sclerosis 

TAC Tacrolimus 

TBI total body irradiation 

TBS tris-buffered saline 

TGF transforming growth factor 

TMA thrombotic microangiopathy 

TNF tumor necrosis factor 

VEGF vascular endothelial growth factor 

β2GP I β2-glycoprotein I  

%DLCO % diffusing capacity of the lung carbon monoxide 

%VC % vital capacity 

 



9 
 

 

 

 
 

 

3. 第一章 

高陽性的中率検査の組み合わせによる 

効率的な抗リン脂質抗体症候群の診断 
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3.1 背景 

 

抗リン脂質抗体症候群 (antiphospholipid syndrome: APS) とは、抗リン脂質抗体 

(antiphospholipid antibody: aPL) が関連する自己免疫血栓症および妊娠合併症と定義

される。APS の診断には aPL の存在の証明とそれに伴う臨床所見が必要である。現

在の APS の国際分類基準として、サッポロクライテリア・シドニー改変が用いられ

ている。aPL は種々のリン脂質あるいはリン脂質蛋白複合体に結合する数種類の自

己抗体の総称であり、APS と関連するとクライテリアが定める aPL は IgG および

IgM 抗カルジオリピン抗体 (anticardiolipin antibodies: aCL)、IgG および IgM 抗 β2-グ

リコプロテイン I抗体 (anti-β2 glycoprotein antibodies: aβ2GPI)、ループスアンチコア

グラント (Lupus anticoagulant: LA) の 3 つである 1。 

aCL は最初に酵素免疫抗体法 (enzyme-linked immunosorbent assay: ELISA) 

で同定されたaPLでカルジオリピンを固相化したELISAプレートで検出される抗

体群を呼称する 2。ELISA のバッファーとして用いるウシの血清中に β2GPI が含

まれていることから、カルジオリピンとβ2GPIの複合体に対する抗体を検出しうる。

β2GPI は主に肝臓で産生される糖蛋白で、血清中では閉環構造として存在している

が、カルジオリピンなどの陰性荷電物質と結合することにより開環する。APS の臨

床症状と相関するのは、カルジオリピンそのものに対する抗体ではなく、カルジオ

リピンに結合し開環した β2GPI に対する抗体である 3。β2GPI はプレートをガンマ

線処理し陰性荷電させることで直接固相化することができ、そのような ELISA で

検出される抗体を aβ2GPI と呼称する 4。LA は凝固検査により機能的に検出される

aPL で、in vitro のリン脂質依存性凝固反応を阻害する免疫グロブリンと定義され

る。リン脂質依存性凝固反応の異常がリン脂質の補充によって是正されるとき、そ

の血清中にリン脂質に対する抗体の存在を推測し、LA 陽性と判定する 5。 

分類基準に基づいた場合、APS の診断には 4 種類の ELISA (IgG aCL, IgM aCL, IgG 

aβ2GPI, IgM aβ2GPI) 検査と複数の LA 凝固検査が必要になり 6、実臨床の現場に

おいて、その煩雑な検査は大きな負担である。またこれら aPL は加齢、感染症、悪

性疾患、肝疾患などでも検出されることがある。偽陽性を避けるため APS の分類基

準には少なくとも 12 週間以上あけて 2 回以上検出する必要性を規定しており、さら

なる負担、時間的制約が課される。 

一方 APS においては患者毎に血栓リスクが大きく異なることが知られており、

我々は過去の研究で、その血栓リスクが陽性 aPL の種類とその力価と関連すること

を明らかとし、定量的な APS 診断マーカーかつ血栓の予測マーカーとなる抗リン脂
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質抗体スコア (antiphospholipid score: aPL-S) を作成した 7。しかしながら aPL-S の算

出には非常に煩雑な網羅的 aPL 検査を要し、時間的かつ資源的に制約のある臨床現

場に応用されるには至っていない。実臨床においてより簡便かつ直接的な APS 診断

および血栓リスクマーカーが希求されている。  

近年、APSに特異的な新たなaPLとして、抗β2GPIドメインI抗体 (anti-β2GPI domain 

I antibodies: aDI) とホスファチジルセリン依存性抗プロトロンビン抗体 

(phophatidylserine-dependent antiprothrombin antibodies: aPS/PT) が着目されている。

β2GPI は 5 つのドメインから成り、それぞれのドメインにおけるいくつかのエピト

ープが知られていた 8 が、近年の研究ではそのうちドメイン I に対する抗体が特に

APS の臨床症状との関係が深いことが明らかとなった 9。β2GPI はドメイン I とV

が結合する形で閉環構造をしているが、開環して初めて内部のドメイン I エピトー

プが露出する 10。リコンビナントの β2GPI ドメイン I を直接固相化した免疫検査法

で検出される抗体は、血栓症の存在またクライテリアで規定される aPL の存在と強

く相関した 11。 

一方、プロトロンビンは凝固因子の一つであり、また主要なリン脂質結合タンパク

でもある。プロトロンビン単独に結合する抗体に病的意義は乏しいものの、リン脂

質 (ホスファチジルセリン) に結合し変形したプロトロンビンに対する抗体が、

APS の臨床症状、またLA の存在と非常に強く相関することが判明した 12。我々は

これら特異的な 2 つの aPL 検査の組み合わせが、より簡便かつ直接的なAPS 診断

に寄与するものと仮定し、その診断能について評価した。 
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3.2 対象と方法 

 

3.2.1 研究デザイン 

  

本研究は横断研究である。保存血漿を用いて aPL 測定を行い、血漿採取時の臨床

情報は医療記録から収集した。この研究はヘルシンキ宣言と臨床試験の基本理念に

従って施行し、北海道大学大学院医学研究科倫理委員会の承認 (承認番号: 012-0338) 

を得て行った。 

 

 

3.2.2 対象 

  

2005 年から 2013 年の間に北海道大学病院の膠原病診療部門を受診した主に自己

免疫疾患患者のうち、保存血漿があるものを対象とした。APS 患者は連続的に全例

の血漿を保存し、非 APS 患者においては同意が得られた患者の中から非選択的に血

漿を保存した。APS の診断は現行の分類基準 1 に基づき少なくとも 2 名以上の専門

医が行った。臨床症状の一つである血栓症は、CT、MRI、超音波検査などで画像的

に確認できるものと定義した。 

 

 

3.2.3 評価項目 

  

分類基準に基づいた専門医診断をゴールドスタンダードとして、IgG aDI、IgG 

aPS/PT、IgM aPS/PT およびそれら組み合わせの APS 診断における感度、特異度、

陽性的中率、陰性的中率を算出した。また IgG aDI、IgG aPS/PT、IgM aPS/PT 検査

結果とクライテリアで規定されるaPLの検査結果との一致度および相関を評価した。

さらに IgG aDI、IgG aPS/PT、IgM aPS/PT 検査の結果と、既存の血栓予測マーカー

である aPL-S との関連を評価した。 
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3.2.4 血漿採取と保存 

  

全ての血漿は、通常の外来受診時に患者の同意を得て採取・保存した。0.109 M

クエン酸ナトリウム入りの採血管に静脈血を採取し、直ちに 4 °C で遠心分離した。

得られた血漿は−80 °C で保存した。 

 

 

3.2.5 抗リン脂質抗体の測定 

  

IgG aDI は化学発光酵素免疫測定法 (QUANTA Flash ®, Inova Diagnostics, USA) 

を用いて測定した。β2GPI ドメイン I を固相化した磁性粒子を血漿サンプル中でイ

ンキュベートし、磁性粒子を分離、洗浄した後に酵素標識抗ヒト IgG 抗体を添加し

た。未反応物を除去、洗浄した後、発光試薬を添加し発光量を測定した。IgG aDI

の基準値は、健康成人の99パーセンタイル値をもとに、20 CUs/mL未満と定めた 13。 

IgG および IgM aPS/PT は in-house の ELISA で測定した。50 μg/mL の ホスファチ

ジルセリン (Wako, Japan) を 4 °C overnight でマイクロプレートに固相化し、1% 

bovine serum albumin (BSA) (Sigma, USA) と 5 mM の CaCl2を含んだ Tris-buffered 

saline (TBS) でブロッキングした。TBS-Tween- CaCl2で洗浄後、BSA-CaCl2 中に溶

解した 10 μg/mL のヒトプロトロンビン (Diagnostica Stago, France) と BSA-CaCl2 の

みをそれぞれ半分のウェルに添加した。37 °C 1 時間でインキューべートした後、プ

レートを TBS-Tween- CaCl2 で洗浄し、BSA-CaCl2 で 100 倍希釈した血漿サンプル

をそれぞれのウェルに添加した。室温 1 時間でインキュベートした後、アルカリホ

スファターゼを結合したヤギ抗ヒト IgG および IgM 抗体を添加した。再び室温 1 時

間でインキュベートした後、プレートを TBS-Tween- CaCl2で洗浄し、pH 9.8 に調整

した 1Mのジエタノールアミンバッファーと 1 mg/mLのニトロフェニルリン酸ジナ

トリウム塩 (Sigma) を添加した。その後、Multiskan Ascent Plate reader (Thermo 

Electron Corporation) を用いて光学濃度を測定した。同一血漿サンプルにおけるプロ

トロンビンを含むウェルとプロトロンビンを含まないウェルの光学濃度の差を算出

し、陽性コントロールから作成されるスタンダードカーブを基に、aPS/PT の力価を

決定した。基準値は健康成人の99パーセンタイル値をもとに、IgG aPS/PT < 2.0 units、

IgM aPS/PT < 9.6 units と定めた 12。 

クライテリアに規定された IgG および IgM aCL 14,15、IgG および IgM aβ2GPI 4 は、
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標準化された in-house の ELISA を用い、またLA は国際血栓止血学会の推奨に従っ

て測定した 16,17。基準値は IgG aCL < 18.5 IgG phospholipid units、IgM aCL < 7.0 IgM 

phospholipid units、IgG aβ2GPI < 2.2 units/mL、IgM aβ2GPI < 6.0 units/mL とした。 

 

 

3.2.6 抗リン脂質抗体スコアの算出 

  

我々は過去の研究において、APS に関連する臨床症状のオッズ比からそれぞれの

aPL の種類と力価に応じた aPL-S を定義した。そして患者毎に保有する aPL-S の合

計が 30 以上の場合、独立した血栓の予測因子となることを示した 7。本研究では、

既報に従って患者毎の aPL-S の合計を算出し、30 を超える aPL-S を血栓の高リスク

とした。 

 

 

3.2.7 統計解析 

  

正規分布が仮定できない連続変数は中央値 [範囲] で示し、カテゴリー変数は実

数値もしくはパーセンテージで示した。連続変数の群間比較はWilcoxon test または

Kruskal-Wallis test を用いた。2 群間の一致度は Cohen’s kappa statistic を 2 群間の相関

は Spearman’s rank-order correlation coefficient を用いて評価した。すべての p 値は 0.05

未満を統計学的有意とした。統計解析は JMP Pro software (ver. 12.0; SAS Institute Inc., 

Cary, NC, USA) を用いて行った。 

  



15 
 

3.3 結果 

 

3.3.1 患者背景 

 

157例 (女性125例、男性32例) の自己免疫疾患患者が本研究の対象となった。

そのうち 51 人が APS と診断され、残りの 106 人においては APS が否定された。51

人の APS 患者のうち、45 人は原発性 APS で、6 人は全身性エリテマトーデス 

(systemic lupus erythematosus: SLE) に合併したAPS であった。また 44 人の APS 患者

が血栓症歴を有し、16 人に妊娠合併症歴があった。対象患者の背景疾患を Table 1

に示した。 
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Table 1. 対象患者の背景疾患 

 

疾患名 人数 % 

抗リン脂質抗体症候群 51 32 

血栓症  44  

妊娠合併症 

 
16  

非抗リン脂質抗体症候群 106 68 

 

全身性エリテマトーデス 

 

37 

 

24 

関節リウマチ 33 21 

シェーグレン症候群 7 5 

全身性強皮症 6 4 

筋炎症候群 4 3 

血管炎症候群 2 1 

ベーチェット病 2 1 

その他* 14 9 

 

合計 

 

157 
 

 

*その他: 深部静脈血栓症 (n=2)、習慣流産 (n=2)、感染症 (n=2)、レイノー病 (n=2)、

橋本病 (n=1)、多発性硬化症 (n=1)、自己免疫性脳炎 (n=1)、好酸球性筋膜炎 (n=1)、

脳梗塞 (n=1)、虚血性心疾患 (n=1)  
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3.3.2 IgG aDI、IgG aPS/PT、IgM aPS/PT の APS 診断能 

  

IgG aDI、IgG aPS/PT、IgM aPS/PT およびクライテリア aPL それぞれの APS 診断

における感度、特異度、陽性的中率、陰性的中率を Table 2 に示した。IgG aDI、IgG 

aPS/PT、IgM aPS/PT はいずれも APS 診断の高い陽性的中率を有し、クライテリア

aPL の陽性的中率は 66.7% (IgM aβ2GPI) ～94.9% (LA) であった。 
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Table 2. IgG aDI、IgG aPS/PT、IgM aPS/PT、クライテリア aPL の APS 診断における

感度 (陽性率)、特異度、陽性的中率、陰性的中率 

 

aPL 感度 (陽性率)  特異度  陽性的中率 陰性的中率 

IgG aDI 60.8 100 100 84.1 

IgG aPS/PT 51.0 98.1 92.9 80.6 

IgM aPS/PT 23.5 99.1 92.3 73.0 

IgG aCL 64.7 92.5 80.5 84.5 

IgM aCL 13.7 99.1 87.5 70.5 

IgG aβ2GPI 62.8 96.2 88.9 72.9 

IgM aβ2GPI 11.8 97.2 66.7 69.6 

LA 72.5 98.1 94.9 88.1 

 

数値はパーセンテージ (%) で示した。 

aDI, anti-β2 glycoprotein domein I antibodies; aPS/PT, phophatidylserine-dependent 

antiprothrombin antibodies; aCL, anticardiolipin antibodies; aβ2GPI, anti-β2 glycoprotein 

antibodies; LA, lupus anticoagulant.
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3.3.3 IgG aDI と IgG/M aPS/PT を組み合わせた APS 診断能 

  

本研究の全対象患者のうち、31 人 (29%) が IgG aDI 陽性であり、35 人 (22%) が

IgG または IgM (IgG/M) aPS/PT が陽性であった。APS 患者においては、31 人 (61%) 

が IgG aDI 陽性であり、32 人 (63%) が IgG/M aPS/PT 陽性であった。21 人 (41%) は

その両者陽性であった。IgG aDI 陽性者は全例が APS であったが、IgG/M aPS/PT は

3 人の非 APS 患者にも検出された。IgG aDI と IgG/M aPS/PT の組み合わせは APS

患者の 82% (42/51) をカバーし、偽陽性も 2.8% (3/106) と低率であった (Figure 1A)。 

IgG aDIと IgG/M aPS/PTの組み合わせを用いてAPS診断の予測を行った場合、IgG 

aDI が陽性のときの APS 診断の陽性的中率は 100%で、また IgG/M aPS/PT のみが陽

性の場合も、陽性的中率は 79%と高値であった。一方、IgG aDI と IgG/M aPS/PT が

いずれも陰性の場合は、わずか 8%のみが APS と診断された (Figure1B)。 

IgG aDI、IgG/M aPS/PT の組み合わせとクライテリア aPL 検査結果の一致度は

Cohen’s kappa statistic: 0.68 [95%信頼区間 0.57-0.80] であった。また IgG aDIと IgG/M 

aPS/PT の組み合わせは、クライテリア aPL の陽性数と強い正の相関を示した (ρ = 

0.81, p < 0.001)。 
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Figure 1A. IgG aDI と IgG/M aPS/PT の組み合わせにおける APS 診断の的中率 

IgG aDI, IgG anti-β2 glycoprotein I domain I antibodies; IgG/M aPS/PT, IgG and/or IgM 

phosphatidylserine-dependent antiprothrombin antibodies. 
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Figure 1B. APS と IgG aDI、IgG/M aPS/PT の関係 (ベン図) 

APS, antiphospholipid syndrome; IgG aDI, IgG anti-β2 glycoprotein I domain I antibodies; 

IgG/M aPS/PT, IgG and/or IgM phosphatidylserine-dependent antiprothrombin antibodies. 
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3.3.4 IgG aDI、IgG aPS/PT、IgM aPS/PT の抗体価 

  

IgG aDI、IgG aPS/PT、IgM aPS/PT の抗体価は、いずれも非 APS 患者群に比べ APS

患者群で有意に高値であった (Figure 2)。 
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Figure 2. IgG aDI (A)、IgG および IgM aPS/PT (B) の抗体価 

点線は基準範囲のカットオフを示す。*p < 0.0001 

APS, antiphospholipid syndrome; IgG aDI, IgG anti-β2 glycoprotein I domain I antibodies; 

IgG/M aPS/PT, IgG and/or IgM phosphatidylserine-dependent antiprothrombin antibodies. 
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3.3.5 IgG aDI と IgG/M aPS/PT の組み合わせと aPL-S 

  

IgG aDI と IgG/M aPS/PT の両者陽性患者の aPL-S は、中央値 46 [範囲 26-76] と高

値であった。また IgG aDI のみ、IgG/M aPS/PT のみの陽性例の aPL-S はそれぞれ中

央値 22 [範囲 4-39]、中央値 23 [範囲 11-60]であった。一方、IgG aDI、IgG/M aPS/PT

の両者陰性例の aPL-S は中央値 0 [範囲 0-26]と低値であった (Figure 3)。 
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Figure 3. IgG aDI、IgG/M aPS/PT の組み合わせと aPL-S の関係 (箱ひげ図) 

箱は四分位範囲を表し、内部の線は中央値を示す。またヒゲは最大値および最小値

を表す。点線は血栓症リスクのカットオフ値である aPL-S=30 を示す。*p < 0.0001 

IgG aDI, IgG anti-β2 glycoprotein I domain I antibodies; IgG/M aPS/PT, IgG and/or IgM 

phosphatidylserine-dependent antiprothrombin antibodies, aPL-S, antiphospholipid score.
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3.4 考察 
 
 
本研究では、APS のクライテリアに含まれていない IgG aDI と IgG/M aPS/PT

検査の組み合わせが APS 診断の非常に高い陽性的中率を有すこと、また血栓症

の予測因子である aPL-S と強く相関することを明らかにした。 
我々のコホートにおいて、IgG aDI の APS 診断における感度は 61%、特異度

および陽性的中率は 100%であった。これらは同様に IgG aDI の感度、特異度を

報告した既報と大きく矛盾しない結果であった 18-21。IgG aDI の感度は、クライ

テリア aPL である IgG aCL (65%)、IgG aβ2GPI (63%)とほぼ同様で、特異度は IgG 
aCL (93%)、IgG aβ2GPI (96%) より高かった。すなわち、我々の研究は IgG aDI
検査は、感度を保ったまま、IgG aCL、IgG aβ2GPI 検査の特異性を改善する可能

性を示した。しかしながら、感度、特異度は対象患者集団、検査方法によって

影響を受け 13,20-24、いくつかの既報では aDI、aCL、aβ2GPI の特異度はほぼ同等

であった 15,21。 
IgG および IgM aPS/PT の感度は 51%および 24%、特異度は 98%と 99%、陽性

的中率は 93%と 92%であった。これらも既報に矛盾のない結果であった 12,25-27。

我々のコホートにおいて、IgG/M aPS/PT 陽性者のほとんどは LA 陽性であった。

IgG/M aPS/PT は非 APS 患者においても 3 人に検出された。これら IgG/M aPS/PT
は低抗体価であり、LA 活性を有していなかった。高抗体価の IgG/M aPS/PT は

APS に特異的であり、LA の存在と非常に強く相関すると報告されている 12 が、

低抗体価かつ LA 活性のない IgG/M aPS/PT は偽陽性の可能性がある。 
IgG aDI と IgG/M aPS/PT が両者陽性の場合、その APS 診断の陽性的中率は

100%であり、aPL-S も 30 以上の高値を示した。よってこれらの患者群は血栓リ

スクの高い APS と直ちに診断できるだろう。また IgG aDI のみが陽性例におい

ても APS 診断の陽性的中率は 100%で、aPL-S は 30 前後であった。これらの患

者群においても、APS の診断は迷うことなく、血栓リスクについても十分に注

意する必要がある。そして IgG/M aPS/PT のみが陽性例においても 79%と高い陽

性的中率と、30 前後の aPL-S を示し、抗体価にさえ注意すれば、困難なく APS
と診断できるだろう。一方、9 人の APS 患者は IgG aDI と IgG/M aPS/PT のいず

れもが陰性であった。しかし、これら APS 患者はクライテリア aPL のどれか一

つだけ (LA5 人、IgG aCL3 人、IgG aβ2GPI1 人) が陽性であり、その aPL-S も 4
から 20 と低値であった。すなわち、IgG aDI と IgG/M aPS/PT の両者陰性群にも、

分類基準によって APS と診断されうる患者は少数存在するが (8%)、それらは血

栓リスクの低い APS であった。 
以上のように IgG aDIと IgG/M aPS/PTの組み合わせは、直接的かつ簡便なAPS

診断および血栓リスク評価が可能となり、煩雑な既存の分類基準を改善できる

可能性がある。特に時間的、資源的な制約のある実臨床現場においては、非常

に実用的な診断ツールとなりえる可能性がある。 
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本研究は単施設の横断研究であり、比較的症例数が少ないこと、内的および

外的検証コホートを欠くことから、さらなる検証研究が必要であるが、APS の

よりよい診断法の確立に寄与するものと信じる。  
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4．第二章 

抗リン脂質抗体症候群における 
補体制御因子の解析  
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4.1 背景 
 
 

APS において、aPL の存在は活性化部分トロンボプラスチン時間 (activated 
partial thromboplastin time: APTT) を代表とするリン脂質依存性凝固反応を阻害

することから、検査所見上は APTT の延長という凝固異常症として反映される

が、実際の生体内においては逆説的に血栓性素因として働く。aPL による血栓形

成機序には諸説あるが、aPL は p38MAPK 28,29 や NFκB 30,31 を介して単球、血管

内皮細胞など向血栓性細胞の組織因子発現を亢進させることが知られており、

aPL の直接的あるいは補体活性を伴った血管内皮障害、血小板活性化が血栓形成

の一因と考えられている。 
APS の多くは SLE に合併し、また SLE と多くの共通した臨床的特徴を有する 

32。我々は過去の研究で SLE のみならず、SLE を合併しない原発性 APS におい

ても低補体血症が認められることを報告した。APS 患者血清中では、C3 と C4
が低値で、反対に C3a と C4a が増加していた 33。補体活性化によって生ずるア

ナフィラトキシン (C3a、C4a、C5a) は強力な炎症メディエーターであり、向血

栓性細胞を活性化させ、血栓性病態に関与すると考えられる 31,34。補体活性化

は APS の血栓形成における主要なメカニズムの一つである可能性がある 35-37。 
しかし、APS における補体活性化の原因は明らかにはなっていない。補体活

性化には古典的経路、代替経路、レクチン経路の 3 つの経路が存在する。その

うち、古典的経路は免疫複合体に結合した C1q をトリガーとするが、ほとんど

の APS 患者血清中における免疫複合体レベルは低値であった 33。一方、代替経

路には C3 が自然分解されて生ずる C3b が関与し、過剰な補体活性化を抑制する

補体制御因子と呼ばれる蛋白群が存在する。膜補助因子蛋白 (membrane cofactor 
protein: MCP) と H 因子は代表的な 2 つの補体制御因子であり、MCP は細胞膜表

面において、H 因子は液性因子としてそれぞれ C3b を分解し、過剰な代替経路

活性の制御を行っている 38,39。 
 興味深いことにこれら補体制御因子は aPL の主要対応抗原である β2GPI と

Sushi-domain と呼ばれる共通の蛋白モチーフの繰り返しから構成されている 40。

また β2GPI は C3 の H 因子への結合を介在し、H 因子のコファクターとしての役

割を担うことも知られており、aPL の存在が交差反応して補体制御因子の機能異

常を引き起こす可能性が考えられる。我々は、APS における補体活性化の一因

として補体制御因子の異常を仮定し、主な補体制御因子である MCP と H 因子を

評価した。 
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4.2 対象と方法 

  
 
4.2.1 対象 

 
 
2006 年から 2013 年に北海道大学病院膠原病外来を受診した原発性 APS の 27

例、SLE 合併 APS の 20 例、SLE の 24 例、非 SLE 膠原病の 25 例を対象とした。

APS の診断は現行の分類基準に基づき少なくとも 2 名以上の専門医が行った。

保存血清または血漿を用いて下記測定を行い、血清採取時の臨床情報を診療録

から抽出した。同様に血清 C3 および C4 値は診療において標準化免疫比濁法で

測定された結果を診療録から抽出した。なお、この研究はヘルシンキ宣言と臨

床試験の基本理念に従って施行し、北海道大学大学院医学研究科倫理委員会の

承認 (承認番号: 012-0204) を得て行った。 
 
 
 

4.2.2 補体制御因子、抗 H 因子抗体、aPL の測定 
 
 
血清 MCP 値および H 因子値は ELISA で測定した。それぞれ市販の ELISA キ

ット (MCP ELISA kit, Cloud-Clone, U.S.A., factor H human ELISA kit, Human 
Innovative Research, U.S.A.) を用い、プロトコールに従って測定した。抗 MCP
抗体また抗H因子抗体を固相化した96-well ELISAプレートに患者血清を添加し、

その後ビオチン結合抗 MCP 抗体または抗 H 因子抗体を添加した。さらにペルオ

キシダーゼ標識したアビジンと発光基質を添加し、450 nm の光学濃度を測定し

た。 
抗 H 因子抗体は同様に市販の ELISA キット (MoBiTec, Germany) を用いて測

定した。ヒト H 因子を固相化した 96-well ELISA プレートに患者血清とペルオキ

シダーゼ標識した抗ヒト IgG 抗体を添加し、450 nm の光学濃度を測定した。基

準値は、健康成人の 99 パーセンタイル値をもとに、27 AU/mL 未満と定めた。 
また原発性 APS 患者においては抗 H 因子抗体検出のため、Western-blotting 法

も併せて行った。7.5％アクリルアミドゲルを作製し、SDS-PAGE で精製 H 因子

を 5μL/well 泳動、転写した。1 レーンごとに分割したメンブレンに一次抗体とし

てスキムミルクで 100 倍希釈した患者血清と、コントロールとしてマウス抗ヒ

ト H 因子モノクローナル抗体を一晩反応、洗浄した後、サンプルにペルオキシ

ダーゼ標識ヤギ抗ヒト IgG 抗体 (Sigma)、コントロールにはペルオキシダーゼ標

識ヤギ抗マウス IgG 抗体 (Jacson Immuno Research, U.S.A.) を 2 次抗体として用

い、検出試薬には AmerishamTM ECLTM Western Blotting Detection Reagents (GE 
Healthcare, Japan) を使用した。 
 aPL は保存血漿を用いて第一章に記述した方法と同様の方法で測定した。 
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4.2.3 統計解析  
 
 
正規分布が仮定できない連続変数は中央値 [範囲] で示し、カテゴリー変数

は実数値もしくはパーセンテージで示した。連続変数の群間比較は Steel-Dwass 
test を用い、カテゴリー変数の群間比較は chi-square test を用いた。2 群間の相関

は Spearman’s rank-order correlation coefficient を用いて評価した。すべての p 値は

0.05 未満を統計学的有意とした。統計解析は JMP Pro software (ver. 12.0; SAS 
Institute Inc., Cary, NC, USA) を用いて行った。 
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4.3 結果 

 
 
4.3.1 患者背景 

 
 
対象患者の背景を Table 3 に示した。原発性 APS 患者には動脈血栓症が多く 

(81%) 認められ、血小板減少も高頻度 (42%) であった。一方、静脈血栓症は SLE
合併 APS 患者に多く (65%) 認められた。また原発性 APS 患者の 3 人 (11%) に
aPL 関連腎症を合併していた。 
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Table 3. 患者背景 
 

 PAPS APS + SLE SLE *Others  

 

人数 

 

27 

 

20 

 

24 

 

25 

 

年齢 43 [33-60] 35 [31-50] 38 [24-53] 57 [39-66] †† 

女性 23 (85%) 17 (85%) 19 (79%) 21 (84%)  

血栓症 23 (85%) 19 (95%)    

  動脈血栓症 22 (81%) 10 (50%)   †† 

  静脈血栓症 5 (19%) 13 (65%)   † 

妊娠合併症 7 (26%) 4 (20%)    

血小板減少 11 (41%) 2 (10%)   †† 

aPL 関連腎症 3 (11%) 0 (0%)    

 
全てのデータは中央値 [範囲] もしくは人数 (%) で示した。 
† p < 0.01, †† p < 0.05 
PAPS, primary antiphospholipid syndrome; APS, antiphospholipid syndrome; SLE, 
systemic lupus erythematosus; *Others, 非 SLE 膠原病: 関節リウマチ (n = 10), ベ
ーチェット病 (n = 5), 血管症候群 (n = 3), シェーグレン症候群 (n = 3), 強皮症 
(n = 2), 多発性筋炎 (n =2); aPL, antiphospholipid antibodies. 
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4.3.2 血清 C3、C4、MCP、H 因子濃度 
 
 
血清C3およびC4値は、SLE合併APS患者群 (C3: 71 [55-85] mg/dL, C4: 10 [7-15] 

mg/dL) のみならず原発性APS患者群 (C3: 82 [72-100] mg/dL, C4: 15 [8-21] 
mg/dL) においても、非SLE膠原病患者群 (C3: 112 [100-121] mg/dL; C4: 22 [17-29] 
mg/dL) と比較し低値であった (Figure 4)。 

4群間で血清MCP値に有意な違いを認めなかったが、原発性APS患者群 (204 
[123-636] μg/mL) の血清H因子値はSLE患者群 (1275 [192-1629] μg/mL) および

非SLE患者群 (1220 [1109-1926] μg/mL) と比較し有意に低かった (Figure 4)。 
また原発性APS患者群において血清H因子値は血清C3値と正相関 (p < 0.01, R 

= 0.55) し、血清C4値とは有意な相関 (p = 0.22, R = 0.33) を認めなかった 
(Figure 5)。 
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Figure 4. 血清 C3、C4、MCP、H 因子濃度 
箱は四分位範囲を表し、内部の線は中央値を示す。またヒゲは最大値および最

小値を表す。*p < 0.01, **p < 0.05 
PAPS, primary antiphospholipid syndrome; APS, antiphospholipid syndrome; SLE, 
systemic lupus erythematosus; Others, 非 SLE 膠原病; MCP, membrane cofactor 
protein; FH, factor H. 
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Figure 5. 原発性 APS における血清 H 因子値と C3 および C4 値との相関 
APS, antiphospholid syndrome; FH, factor H; *Spearman rank correlation coefficient.  
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4.3.3 抗 H 因子抗体  
 
 ELISA、Western-blotting 法ともいずれの患者血清においても抗 H 因子抗体を

検出できなかった (Figure 6)。 
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Figure 6. 抗 H 因子抗体 (A) ELISA, (B) Western-blotting 
ELISAは全対象患者、Western-blottingは原発性APS患者のみにおいて施行した。

赤い点線は基準値上限を示す。 
PAPS, primary antiphospholipid syndrome; APS, antiphospholipid syndrome; SLE, 
systemic lupus erythematosus; Others, 非 SLE 膠原病; N, negative control serum 
sample; FH mAb, anti-factor H monoclonal antibodies; P, positive control serum 
sample. 
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4.3.4 血清 H 因子濃度と aPL の相関 
 
原発性 APS 患者群において血清 H 因子濃度と aPL抗体価の間に有意な相関関

係は認められなかった (Figure 7)。 
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Figure 7. 血清 H 因子濃度と aPL の相関 
FH, factor H; aPL, antiphospholipid antibodies; *Spearman rank correlation coefficient. 
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4.4 考察 
 
 
本研究では原発性 APS 患者において、血清 H 因子が低値であること、また血

清 H 因子が血清 C3 値と正の相関を示すことを明らかにした。これらの知見は、

原発性 APS において、H 因子低下により補体代替経路が活性化している可能性

を示唆する。血清 H 因子値は C4 とは有意な相関を示さなかったが、C4 は代替

経路に関与しないため矛盾しない結果と考える。 
H 因子の機能異常は、非典型溶血性尿毒症候群 (atypical hemolytic uremic 

syndrome: aHUS) と呼ばれる補体関連の血栓性微小血管症  (thrombotic 
microangiopthy: TMA) を発症することが知られている 41-44。TMA は血管内皮障

害とそれに続く微小血栓形成を病態とし、臨床的には血小板減少、溶血性貧血、

多発微小血栓による臓器不全 (特に脳と腎) を特徴とする 45。APS は少なからず

TMA の側面を持つ 46。例えば aPL による血管内皮障害性が証明され、特に脳梗

塞を中心とした動脈血栓症が高頻度に認められる 47。また aPL 関連腎症と呼ば

れる病態では腎に TMA の病理所見が認められることもしばしばである 48。さら

には血小板減少も APS に高頻度に認められ 49-51、溶血性貧血も APS に合併する

ことがある 52。さらには APS の最重症病型として知られる劇症型 APS は、全身

型の TMA と考えられている 46。本研究の対象となった原発性 APS 患者におい

ても、80%が動脈血栓症の既往を持ち、40%に血小板減少、10%に aPL 関連腎症、

そして 1 人には劇症型 APS 様の全身型 TMA の所見が認められた。APS と aHUS
は共通の H 因子機能異常という病因により似た臨床徴候を示している可能性が

考えられる。APS において aPL が直接血管内皮細胞を活性化するのみならず 53、

H 因子低下による代替経路活性化が血管内皮細胞活性を助長させ、さらに強力

な向血栓状態を作り出しているのかもしれない。 
我々の対象患者群において抗 H 因子抗体は ELISA、Western-blotting のいずれ

の方法でも検出できなかった。また aPL の交差反応性が H 因子の機能異常に関

与すると仮定したが、aPL 抗体価と血清 H 因子値の関連を見出すこともできな

かった。別の研究グループが、イタリアおよびセルビアの APS 患者コホートに

おいて、ELISA で抗 H 因子抗体を検出し、その存在が APS の血栓再発リスクと

関連することを報告した 54。人種の違いは影響しているものの、これらの結果

の違いの原因は明らかではない。しかし、抗 H 因子抗体の有無の違いはあるが、

我々と彼らの研究結果は、H 因子の異常が APS の向血栓性機序と関連する点で

合致している。 
H 因子低下のもう一つの考えられる原因は、遺伝子変異である。H 因子の一

塩基多型 (single nucleotide polymorphisms: SNPs) が aHUS 44 や SLE 55、加齢黄斑

変性 56 など様々な病気と関連すると報告されており、APS においてもその検索

の重要性が示唆される。 
APS における補体活性化はさまざな要因が複合している可能性が考えられる。

今回の H 因子低下以外にも、我々は C1q に対する自己抗体が APS の補体活性化

に関与している可能性を報告してきた 57。抗 C1q 抗体は、原発性 APS および
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SLE 患者血清中に検出され、血清 C4a 値と有意な正の相関を示した。抗 C1q 抗

体の存在は、免疫複合体の関与なしに C1q を活性化させ、古典経路の異常活性

を引き起こしている可能性がある。また残りのレクチン経路に関しては、APS
との関連は不明である。しかし、レクチン経路の主要蛋白質であるマンノース

関連セリンプロテアーゼは補体経路のみならずプロトロンビンも活性化するこ

とが知られている 58。ホスファチジルセリンに結合したプロトロンビンは、

β2GPI と並ぶもう一つの aPL の主要対応抗原であり 12、レクチン経路もまた APS
における補体活性化に重要な役割を果たしている可能性がある。 
 本研究では、APS の血栓形成機序の一つとして H 因子の低下による代替経路

活性化が関与している可能性を示した。また近年、劇症型 APS に対し抗 C5 モ

ノクローナル抗体である eclizumab が奏功したという報告 46 もあり、APS の治

療ターゲットとしても補体は注目されている。今後のさらなる知見の集積を期

待するとともに、本研究が APS の病態解明ならびに新たな治療ターゲット探索

の一助となることを願う。 
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5．第三章 

膠原病性肺動脈性肺高血圧症における 
血清ハプトグロビン値の検討  
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5.1 背景 
 
 
肺高血圧症とは、肺動脈における血圧が異常に上昇した病態であり、右心カ

テーテル検査で測定される平均肺動脈圧 (mean pulmonary artery pressure: mPAP) 
が 25 mmHg 以上と定義される。肺高血圧の存在は過剰な右心負荷を引き起こし、

高率に右心不全、呼吸不全へと進行する予後不良な病態である。最新の再改定

版肺高血圧臨床分類 (ニース分類) では、肺高血圧症を原因に基づいて 5 つのグ

ループに分類している。すなわち、(1) 肺動脈性肺高血圧症 (pulmonary arterial 
hypertension: PAH)、(2) 左心性心疾患に伴う肺高血圧症、(3) 肺疾患および/また

は低酸素血症に伴う肺高血圧症、(4) 慢性血栓塞栓性肺高血圧症 (chronic 
thromboembolic pulmonary hypertension: CTEPH)、(5) 詳細不明な他因子のメカニ

ズムに伴う肺高血圧症の 5 つである 59。そのうち PAH は、肺細動脈の異常によ

って引き起こされる肺高血圧症であり、その病理学的な特徴は、細動脈内の微

小血栓と血管内皮細胞増殖である 60,61。PAH においてこうした肺動脈の TMA の

存在は重要な病態形成メカニズムの一つと考えられている 62-64。 
PAH は特発性のみならず膠原病、特に全身性強皮症 (Systemic sclerosis: SSc)、

SLE、混合性結合組織病 (mixed connective tissue disease: MCTD) に合併して発症

しうる。PAH は膠原病の合併症の中でもとりわけ予後不良で、早期発見および

積極的な治療介入の重要性が説かれてきた 65,66。近年、強皮症の PAH スクリー

ニングにおけるアルゴリズム (DETECT アルゴリズム) がヨーロッパの研究チ

ームから報告された 67。このアルゴリズムは、身体所見および血液検査、心電

図、呼吸機能検査といった非侵襲的な検査の結果に基づき、心エコー検査、ま

た確定診断に必要な右心カテーテル検査の適応を決定ものであり、実臨床にお

いても十分実施可能で、感度は 96%と高いため予後不良な PAH 患者を漏れ少な

く拾い上げることができる。しかし特異度は 48%と低く侵襲的な右心カテーテ

ル検査を不必要な患者にも数多く実施してしまう問題点があり、スクリーニン

グの精度を改善するためさらなる非侵襲的な PAH のマーカーが必要となってい

る。 
また、近年の様々な肺血管拡張剤の登場、それら併用療法のエビデンスの構

築により、PAH の劇的な予後の改善が得られたものの、いまだ治療反応性の乏

しい予後不良な一群が存在する。PAH の病態の一つである肺動脈の TMA の程度

は肺血管拡張療法の反応性と関連し、予後に影響する可能性がある 64。過去に

PAH における過凝固状態と抗凝固療法の有用性が報告されてきたが、TMA の程

度と抗凝固療法の効果が相関する可能性もある。しかし、肺動脈の TMA は組織

学的に確認される所見であり、肺生検による評価には大きなリスクを伴うため、

実臨床における非侵襲的な TMA の予測マーカーが求められる。 
ハプトグロビンは主に肝細胞から産生されるヘモグロビン結合蛋白で、生理

的にはヘモグロビンを無毒化処理し腎をその毒性から守る働きがある 68。血管

内溶血が生じた際には、大量に放出されるヘモグロビンと結合し鋭敏に消費低

下することから、血管内溶血のマーカーとして広く臨床応用されている 69。 
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我々は、その血清ハプトグロビン値が PAH における肺動脈の TMA とそれに

よる潜在性の血管内溶血を反映すると仮定し、PAH 患者における肺動脈圧と血

清ハプトグロビン値の関連を調査した。  
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5.2 対象と方法 

 
 

5.2.1 対象 
  
 
本研究は横断研究である。2015 年 4 月 1 日～2016 年 3 月 31 の期間に、北海道大学

病院膠原病外来に通院歴を有し、膠原病性 PAH の診断もしくはその疑いで精査を受け

たことのある患者対象とした。研究の目的を含む研究の実施についての情報を北海道

大学病院ホームページに公開し、研究参加拒否の申し出があったものは除外した。また

明らかな他の溶血性疾患を合併している患者も除外した。PAH は右心カテーテル検

査によって診断した。また対照となる non-PAH 群は心エコー検査による推定肺

動脈収縮期圧 (pulmonary artery systolic pressure estimated by echocardiography: 
ePASP) が 36 mmHg 未満と定義した。血清ハプトグロビン値と、同時期もしくは直

近の患者情報、血液検査所見、心エコー所見、右心カテーテル検査所見を医療記録か

ら収集した。血清ハプトグロビン値の下限値は、健康成人の 95 パーセンタイル

値をもとに、19 mg/dL と定めた。この研究はヘルシンキ宣言と臨床試験の基本

理念に従って施行し、北海道大学大学院医学研究科倫理委員会の承認 
(015-0535) を得て行った。 
 
 
 

5.2.2 統計解析 
 
  
正規分布が仮定できない連続変数は中央値 [範囲] で示し、カテゴリー変数

は実数値もしくはパーセンテージで示した。連続変数の群間比較は Wilcoxon’s 
test を用い、カテゴリー変数の群間比較は chi-square test を用いた。2 群間の相関

は Spearman’s rank-order correlation coefficient を用いて評価した。すべての p 値は

0.05 未満を統計学的有意とした。統計解析は JMP Pro software (ver. 12.0; SAS 
Institute Inc., Cary, NC, USA) を用いて行った。 
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5.3 結果  
 

 
5.3.1 患者背景 
 
  

26 人の膠原病性 PAH 患者が対象となったが、そのうち 2 人はクームス陽性の

自己免疫性溶血性貧血合併もしくは機械弁置換術後のため除外し、残りの 24 人

において解析を行った。また対照の non-PAH 群には 32 人が該当した。患者背景

を Table 4 に記した。 
年齢はいずれの群も 40 代後半を中央値とし、女性が圧倒的に多かった。膠原

病性 PAHの 21人が肺血管拡張剤で治療され、残りの 3人は治療導入前であった。

さらに 17 人にステロイドを中心とした免疫抑制剤、8 人にワーファリンを中心

とした抗凝固剤が併用されていた。いずれの患者においても血清ハプトグロビ

ン値に影響しうる肝機能障害や炎症反応は認められなかった。 
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Table 4. 患者背景 
 

 
全てのデータは中央値 [範囲] もしくは人数 (%) で示した。 
PAH, pulmonary arterial hypertension; PED, phosphodiesterase; CRP, C-reactive 
protein. 
 

  

 膠原病性 PAH non-PAH 

人数 24 32 

年齢 49 [41-60] 48 [35-62] 

性別 (女:男) 24 : 0 27 : 5 

PAH の罹病期間 (年) 6.7 [4.1-10.6]  

背景疾患 

   全身性強皮症 8 (33%) 6 (19%) 

   全身性エリテマトーデス 7 (29%) 14 (44%) 

   混合性結合組織病 8 (33%) 8 (25%) 

   皮膚筋炎 1 (4%) 1 (3%) 

   シェーグレン症候群  3 (9%) 

血管拡張剤 

   3 剤併用 0 (0%)  

   2 剤併用 18 (75%)  

   PDE5 阻害剤 3 (13%)  

   エンドセリン受容体拮抗薬 0 (0%)  

免疫抑制療法 17 (71%) 26 (81%) 

抗凝固療法 8 (33%) 5 (16%) 

アルブミン (mg/dL) 4.0 [3.7-4.4] 3.9 [3.6-4.3] 

コリンエステラーゼ (U/L) 282 [221-310] 298 [251-327] 

CRP (mg/dL) 0.04 [0.02-0.08] 0.06 [0.02-0.13] 
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5.3.2 血清ハプトグロビン値と肺動脈圧との相関 
 
 
膠原病性 PAH 群における血清ハプトグロビン値は中央値 72 [0-179]、non-PAH

群では中央値 79 [4-231]であった。19 mg/dL 未満のハプトグロビン低下は膠原病

性 PAH に高頻度に観察された (Figure 8)。 
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Figure 8. 血清ハプトグロビン低下の頻度 
PAH, pulmonary arterial hypertension 
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また膠原病性 PAH 群において、血清ハプトグロビン値は mPAP と有意な負の

相関を示した (Figure 9)。 
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Figure 9. 膠原病性 PAH における血清ハプトグロビン値と mPAP の相関 
PAH, pulmonary arterial hypertension; mPAP, mean pulmonary artery pressure;  
*Spearman’s rank-order correlation coefficient. 
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さらにその相関は、免疫抑制治療の有無、抗凝固療法の有無に関わらず有意

であった (Figure 10)。 
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Figure 10. 免疫抑制治療と抗凝固療法の有無によるサブグループ解析 
mPAP, mean pulmonary artery pressure; *Spearman’s rank-order correlation coefficient. 
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 そして別の溶血マーカーである血清 LDH 値は、血清ハプトグロビンが低下し

ている患者において、正常なハプトグロビン値の患者と比較し、有意に上昇し

ていた (Figure 11)。 
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Figure 11. 血清 LDH 値とハプトグロビン低下との関係 
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5.3.3 フォローアップスタディー 
  
 
治療開始前に血清ハプトグロビン値が測定されていた 3 症例において、治療開

始後の血清ハプトグロビン値の推移をフォローした。その 3 症例において、肺

動脈圧の低下に従い、血清ハプトグロビン値が増加することを確認した (Figure 
12-A)。 
そのうち 1 例の臨床経過は Figure 12-B に示した。症例は 45 歳の女性で、3 か

月前からの労作時息切れを主訴に初診した。レイノー症状に加え、手指の皮膚

硬化の存在と、抗 U1-RNP 抗体陽性から SSc と診断した。また ePASP が 79 mmHg
と異常高値であったことから右心カテーテル検査を施行し、mPAP: 45 mmHg、
肺動脈楔入圧: 5 mmHg、肺血管抵抗: 11.8 Wood Unit の結果から PAH と診断した。

その時の血清ハプトグロビン値は検出感度以下 (< 2 mg/dL)であった。肺血管拡

張剤であるタダラフィル (40 mg/day) とマシテンタン (10 mg/day) を逐次開始

し、治療開始 4 か月後の右心カテーテル再検では mPAP は 26 mmHg と低下して

いた。血清ハプトグロビン値は、肺動脈圧の低下に伴って徐々に増加し、最終

的には正常化を認めた。 
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Figure 12. 治療介入による肺動脈圧の低下と血清ハプトグロビン値の変化 
mPAP, mean pulmonary artery pressure; ePASP, pulmonary artery systolic pressure 
estimated by echocardiography. 
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5.3.4 血清ハプトグロビン値を加えた PAH スクリーニング 
 
 
日常診療において、DETECTアルゴリズムを参考に、(1) PAH関連自己抗体 (抗

セントロメア抗体もしくは抗 U1-RNP 抗体) の存在、(2) 高尿酸血漿 (> 7.0 
mg/dL)、(3) BNP 高値 (18.4 pg/mL)、(4) 心電図の右軸偏位、(5) 一酸化炭素肺拡

散能/肺胞気量 < 70%、を基に PAH のスクリーニングをした場合、右心カテーテ

ル検査における mPAP ≧ 25 mmHg を予測する ROC 曲線下面積 (area under the 
curve: AUC) は 0.67 であった。それに血清ハプトグロビン低下 (< 19 mg/dL) を
加えた場合、AUC は 0.70 となり、さらに心エコー検査 (ePASP ≧ 40 mmHg) を
組み合わせると、その AUC は 0.80 と増加した。Youden Index 法におってカット

オフ値を求めた場合、これら 7 項目中 5 項目以上陽性で感度 50%、特異度 100% 
(または 3 項目以上陽性で感度 92%、特異度 44%) であった (Figure 13)。 
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Figure 13. mPAP ≧ 25 mmHg 予測の ROC 曲線 
mPAP, mean pulmonary artery pressure; AUC, area under the ROC curve. 
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5.4 考察 
 
 
 本研究で我々は、膠原病性 PAH 患者血清中でハプトグロビンが低下している

ことを初めて見出し、さらには血清ハプトグロビン値が肺動脈圧と有意な逆相

関をしていることを示した。そして非侵襲的な血清ハプトグロビン測定が、AUC
で表される PAH スクリーニング精度を若干改善し、新たな PAH のバイオマーカ

ーの一つになりえる可能性を示唆した。 
 PAH 患者における血清ハプトグロビン値の低下は、肺動脈の TMA とそれによ

る潜在性の血管内溶血を反映したものと考える 64。実際にもう一つの溶血マー

カーである LDH 69 は血清ハプトグロビンの低下と一致して増加を認めていた。

また今回の研究では確証できなかったが、血清尿酸値や血清ビリルビン値が

PAH の重症度と関連しているという報告もあり 70,71、それらも PAH の潜在性血

管内溶血を反映した所見の可能性が考えられる。またもう一つの可能性として、

PHによって引き起こされる三尖弁逆流のジェット血流によって機械的溶血が生

ずる説が提示されている 72,73。しかしながら、人工弁に続発する溶血はよく知

られているものの、自然弁に伴う溶血の報告は極めて稀で、弁逆流症で溶血が

生ずるにはジェット血流のみならず、機械弁や血栓のような固い物質との衝突

が必要と考えられている 74。そのため、PAH 患者の多くにに三尖弁逆流症によ

る溶血が起きているとはやや考え難い。 
 今回の膠原病性 PAH 患者においては、明らかな貧血や血小板減少は確認され

なかった。それは TMA が肺動脈に限局性に生じているものだからと考えられ、

溶血性貧血や血小板減少引き起こす全身性の TMA とは概念を別に考える必要

がある。近年、腎限局性に生じる TMA の存在が報告されており 75,76、PAH にお

いても同様に組織学的のみに証明される肺動脈限局性の TMA ととらえるべき

と考える。本研究からは血清ハプトグロビン値は、臓器限局的な TMA も鋭敏に

とらえるサロゲートマーカーになりうる可能性が示唆されるが、実際の組織所

見とハプトグロビン値を対比したさらなる確認研究が必要である。 
 また本研究では、血清ハプトグロビン値は治療介入による肺動脈圧の低下と

も相関して推移することも明らかとなり、治療効果判定マーカー、または予後

予測マーカーとしての有用性も示唆された。ただ、フォローアップできた症例

はわずか 3 人であり、さらなる症例の蓄積が必要であるとともに、血管拡張療

法や抗凝固療法の反応性との関係、さらには長期的な予後との関連などを明ら

かにするため、さらなる縦断的研究が必要である。 
 PAH の新たなバイオマーカーの候補として、我々は初めてハプトグロビンを

報告した。本研究が PAH のスクリーニング精度の向上と予後改善の一助となる

ことを願う。
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6．第四章 

強皮症に対する自家末梢血幹細胞移植 
の長期成績 
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6.1 背景 
  
 全身性強皮症 (systemic sclerosis: SSc) は微小血管障害、皮膚硬化、また臓器

の線維化を特徴とする自己免疫疾患で 77、患者毎に異なった様々な臨床経過お

よび臨床病型をとる 78。SSc の多くは慢性かつ緩徐な進行を示すものの、既存

のいかなる治療にも関わらず皮膚硬化や臓器の線維化が急速に進行し予後不良

な経過を辿る一群が存在する 79,80。重症 SSc に対する有効な治療法はいまだ存

在せず、新たな治療法の開発が望まれている。自家末梢血幹細胞移植 
(hematopoietic stem cell transplantation: HSCT) とは、主に血液悪性腫瘍領域で進

歩してきた治療法で、骨髄破壊的な抗がん剤や全身の放射線照射で腫瘍細胞を

根絶した後、あらかじめ自分の末梢血から採取、保存しておいた造血幹細胞を

移植することによって骨髄機能を回復させるものである。血液領域では現在広

く行われている治療法であるが、膠原病領域においても、自己反応性リンパ球

を大量の殺細胞性免疫抑制剤で根絶させ、幹細胞移植によって免疫システムの

再構築に導ける可能性があることから、その有用性について指摘されてきた 
81,82。多くの観察研究が重症 SSc に対する HSCT の効果を報告し 83-87、HSCT と

従来のシクロフォスファミド (cyclophosphamide: CY) 療法を比較したランダム

化比較試験では、HSCT が生存期間を有意に延長することが示された 88。しか

しながら本邦におけるその有用性と安全性に関するデータは乏しく、SSc に対す

る HSCT は僅かな施設でそれぞれ試験的に行われているに過ぎない。以前に九

州大学のチームが、単施設少数例のデータを報告している 89-92。我々も 2000 年

以降この重症 SSc に対し HSCT を行っている数少ない施設の一つであり、過去

にその短期成績について報告を行ったが 93、それ以降も症例の蓄積と長期フォ

ローアップを続けてきた。今回、日本人の重症 SSc に対する HSCT の有用性と

安全性を明らかにするため、長期成績の解析を行った。 
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6.2 対象と方法 
  

6.2.1 対象 
  
 本研究は医師主導のフェーズⅡ試験である。本研究はヘルシンキ宣言と臨床試

験の基本理念に従って施行し、北海道大学大学院医学研究科倫理委員会の承認 
(011-0082) を得て行った。また研究の催行にあたり、参加者には十分なインフ

ォームドコンセントを行った。 
 我々は北海道大学病院膠原病外来に通院中の全ての SSc 患者をスクリーニングし、

以下の条件を満たすものを候補とした。 
 (1) アメリカリウマチ学会の基準で診断されたびまん性 SSc 
 (2) 罹病期間が 3 年未満 
 (3) 急速に進行する皮膚硬化で、スキンスコアが 15 以上 
 (4) 難治性の指尖部潰瘍や間質性肺疾患などの臓器病変を有する 
 
そのうち、下記に該当するものは除外した。 
 (1) 16 歳未満もしくは 60 歳以上 
 (2) コントロール不良な不整脈の合 
 (3) 心エコーで計測される左室駆出率が 50%未満 
 (4) 一酸化炭素肺拡散能が 45%未満 
 (5) クレアチニンクリアランスが 40 mL/min/m2 未満 
 
また 2011 年以降は、臓器病変を有さなくても、罹病期間が 2 年未満でスキンス

コアが 20 以上の高度皮膚硬化を有する症例は組み入れ可能と修正した。 
 
 
 

6.2.2 自家末梢血幹細胞移植の方法 
 

CY の静脈投与 (合計 4 g/m2 を 2 日間で分割投与) の後、顆粒球コロニー刺激

因子 (2.5-10 μg/kg/day) で末梢血に幹細胞の動員を行った。アフェレーシスで幹

細胞の回収を行った後、最初の 5 症例においては、幹細胞マーカーである CD34
の抗体を用いた磁気免疫分離 (CliniMACS® system, Miltenyi Biotec, Germany) で
幹細胞の純化 (CD34+ selection) を行った。残りの症例においては純化を行わな

かった (CD34+ non-selection)。幹細胞 (CD34+ cells > 2 × 106/kg) を凍結保存し、

CY の大量投与 (合計 200 mg/kg を 4 日間で分割投与) による前治療の後、移植

を行った。 
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6.2.3 評価項目 
 

 主要評価項目は皮膚硬化の奏効率とした。皮膚硬化の評価には Rodman による

スキンスコアシステム (modified Rodman total thickness skin score: mRSS) を用い、

独立した皮膚科専門医がスコアリングを行った。HSCT施行後、6か月以内に 50%
以上の mRSS の低下を認めた場合、著効 (Good response) と定義した。また HSCT
施行後、12 か月以内に 25%以上の mRSS の低下を認めた場合を部分奏功 (Partial 
response) と定義した。 
 副次評価項目は、皮膚硬化の再燃率、間質性肺疾患の進行の有無、安全性、

全生存期間およびイベントフリー生存期間とした。皮膚硬化の再燃は mRSS が

最低値より 50%以上したときと定義した。また間質性肺疾患の進行は、CT 所見

を基に独立した放射線読影医が判定した。合わせて肺活量、一酸化炭素肺拡散

能、血清 KL-6 値の評価も行った。イベントは追加の免疫抑制治療を必要とする

SSc の進行および生命を脅かすまたは非可逆性の有害事象と定義した。 
 
 
 

6.2.4 統計解析 
 
 正規分布が仮定できない連続変数は中央値 [範囲] で示し、カテゴリー変

数は実数値もしくはパーセンテージで示した。連続変数の群間比較は Wilcoxon’s 
test を用い、カテゴリー変数の群間比較は chi-square test を用いた。生存期間は

Kaplan-Meier method を用いて算出した。欠損値は last observation carried forward 
(LOCF) 法に従って補完した。すべての p 値は 0.05 未満を統計学的有意とした。

統計解析は JMP Pro software (ver. 12.0; SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) を用い

て行った。 
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6.3 結果 
 

6.3.1 患者背景 
  

2000 年から 2012 年の間に、15 人の SSc 患者が基準を満たし、書面によるイ

ンフォームドコンセントを得た。そのうち 1 人は、末梢血への幹細胞の動員不

全のため中止となり、残りの 14 人に HSCT を施行した。観察期間中央値は 137
か月で、1 人の患者は HSCT 後 3 年以内にフォロー脱落となった。HSCT 施行時

の年齢中央値は 44.5歳 [範囲 19-57] で、罹病期間は中央値 22.5か月 [範囲 8-36]、
mRSS は中央値 24.5 [範囲 15-40] であった。 
全ての患者は抗核抗体が陽性で、7 人が抗 Scl-70 抗体陽性、4 人が抗 RNP ポ

リメラーゼⅢ抗体陽性、1 人は抗セントロメア抗体陽性であった。指尖部潰瘍は

5 人に認められ、9 人が間質性肺疾患を合併していた (Table 5)。 
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Table 5. 患者背景 
 
 N = 14 
年齢 44.5 [19-57] 

男性 3 (21%) 

罹病期間 (月) 22.5 [8-36] 

自己抗体  

  抗 Scl-70 抗体 7 (50%) 

  抗 RNA ポリメラーゼ-III 抗体 4 (29%) 

  抗セントロメア抗体 1 (7%) 

皮膚  
  mRSS 24.5 [15-40] 
  指尖部潰瘍 5 (36%) 

肺  

  間質性肺疾患 9 (64%) 
  %VC 89 [50-114] 
  %DLCO 69 [45-84] 
心  
  LVEF (%) 70 [58-77] 
  BNP (pg/mL) 22 [4-42] 
腎  

  クレアチニンクリアランス (mL/min/m2) 88 [63-102] 
 
全てのデータは中央値 [範囲] もしくは人数 (%) で示した。 
mRSS, modified Rodman total thickness skin score; %VC, % vital 
capacity; %DLCO, % diffusing capacity of the lung carbon monoxide; LVEF, left 
ventricular ejection fraction; BNP, brain natriuretic peptide.  
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6.3.2 皮膚硬化の変化 
 
皮膚硬化に対する Good response は 8 人 (57%) の患者で認められた。また

Partial response 以上の反応は 10 人 (71%) の患者で認められた。効果が乏しかっ

た残りの 3 人の患者で、シクロスポリンによる追加の免疫抑制治療が行われた。

1 人の患者では後述する劇症型の心筋症により死亡したため、mRSS を含めた臨

床的効果判定が施行できなかった。 
Good response を示した 8 人の患者のうち、2 人に皮膚硬化の再燃がそれぞれ

HSCT 後 8 年と 9 年に生じた。皮膚硬化の再燃は、タクロリムスもしくはミコフ

ェノール酸モフェチルでそれぞれ治療され、若干の改善を認めた (Figure 14)。 
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Figure 14. 自家末梢血幹細胞移植後のスキンスコアの変化 
それぞれの線は各患者のスキンスコアの推移を示し、太線はその平均値を表す。 
mRSS, modified Rodman total thickness skin score; M, months; Y, years; TAC, 
tacrolimus; MMF, mycophenolate mofetil; CyA, cyclosporine. 
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 Good responde を示した患者とそうでない患者を比較した場合、HSCT の効果

が乏しかった患者群は、HSCT 施行時の mRSS が高く、男性の比率が多かった。

また統計学的な有意性はないものの、指尖部潰瘍合併の頻度も多かった。年齢、

罹病期間、自己抗体の種類、間質性肺疾患の合併割合については、両群間に有

意な差はなかった (Table 6)。 
 
 
Table 6. Good responders と Non-good responders の比較 
 
 Good responders  

(n = 8) 

Non-good responders 

 (n = 5) 

p value 

年齢 44.5 [19-54] 43 [28-57] > 0.1 

男性 0 (0%) 3 (60%) 0.013 

罹病期間 (月) 22.5 [8-34] 21 [12-36] > 0.1 

抗 Scl-70 抗体 5 (63%) 2 (40%) > 0.1 

抗 RNAP-III 抗体 1 (13%) 2 (40%) > 0.1 

mRSS 21.5 [15-28] 35 [24-40] 0.013 

指尖部潰瘍 1 (13%) 3 (60%) 0.07 

間質性肺疾患 5 (63%) 3 (60%) > 0.1 

 
全てのデータは中央値 [範囲] もしくは人数 (%) で示した。 
mRSS, modified Rodman total thickness skin score. 
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6.3.3 間質性肺疾患の変化 
  

HSCT に Good responde が得られなかった患者のうち 2 人が間質性肺疾患の明

らかな増悪を認め、追加の免疫抑制治療を要した。残りの 11 人 (85%) の患者

においては、CT 所見およびに呼吸機能、血清 KL-6 値とも明らかな増悪なく経

過した (Figure 15)。 
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Figure 15. 間質性肺疾患パラメータの変化 
それぞれの線は各患者を示し、太線はその平均値を表す。CT 所見は増悪を認め

た 2 例のものを示した。 
%VC, % vital capacity; %DLCO, % diffusing capacity of the lung carbon monoxide; M, 
months; Y, years; MMF, mycophenolate mofetil; IVCY, intravenous cyclophosphamide; 
HRCT, high resolution computed tomography. 
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6.3.4 有害事象 
  
有害事象は 6 人 (43%) の患者に生じた。生着症候群が 2 人に、血球貪食症候

群が 1 人に生じたが、いずれもステロイドで改善した。アデノウイルスが関連

した出血性膀胱炎が 1 人に生じ、不可逆的な膀胱尿管逆流で永久的な尿道カテ

ーテル留置を余儀なくされた。また、2 人の患者に HSCT 後に新たな自己免疫疾

患の発症を認めた。そして劇症型の心筋症が 2 人の患者に生じ、1 人は治療関連

死へと至った。 
 劇症型心筋症を発症したうちの一名では、CY の前治療を終え、幹細胞移植当

日に発生した。心エコー検査にて心筋のびまん性アネキジアを示し、患者は ICU
入室の上、経皮的人工心肺補助 (percutaneous cardiopulmonary support: PCPS) と
大動脈内バルーンパンピング (intra-aortic balloon pumping: IABP) で循環動態を

サポートした。心筋の運動は徐々に改善傾向を示すようになり、ICU 入室後 15
日と 20 日にそれぞれ PCPS と IABP が離脱できた。心筋生検結果に特記すべき

異常はなく、明らかな後遺症なく現在も生存している。 
 もう一人の患者は、CY による前治療中に心肺停止へと至った。PCPS を含む

蘇生処置を行ったが、そのまま致死的な経過を辿った。これら劇症型心筋症を

起こした 2 人の患者は、HSCT 施行前の心電図および心エコー検査によるスクリ

ーニングでは、心機能に特記すべき異常を認めなかった。しかし死に至った後

者の患者では、極めて急速に皮膚硬化が進行しており、動員時に使用した CY の

効果も乏しく、前治療を開始した際の mRSS は 36 と異常高値であった。 
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6.3.5 生存期間 

  
HSCT に関連した死亡が 1 例に認められた。現時点においてはその他の死亡は

確認されていない。生存率は 5 年、10 年とも 93%であった。 
イベントは 8 人の患者に生じた。そのうち 6 人が追加治療を要する SSc の進

行であり、4 人が生命を脅かすまたは非可逆的な有害事象であった。2 人にはそ

の両者が認められた。イベントフリー生存期間は 5 年 50%、10 年 40%であった 
(Figure 16)。 
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Figure 16. 全身性強皮症に対する自家末梢血幹細胞移植後の 
     全生存期間 (A) とイベントフリー生存期間 (B) 



77 
 

6.4 考察 
 
 
 我々は、日本人 SSc 患者における HSCT の長期成績を初めて解析、報告した。

HSCT はおよそ 60%の SSc 患者の皮膚硬化を劇的に改善し、およそ 80%以上の

SSc 患者において間質性肺疾患の進行を抑制した。これらの結果は、日本人の

SSc患者においても、HSCTは有用である可能性を示唆している。しかしながら、

長期観察の中では、決して少なくない数の再燃が認められ、また同時に有害事

象も多く観察された。特に心筋症は生命を脅かすものであった。結果として全

生存率は極めて良好にも関わらず、イベントフリーの生存率は 10 年で 50%未満

であった。 
 難治性膠原病に対する HSCT は 1984 年に始まり、これまで全世界で 1000 人

以上の膠原病患者が HSCT を受けてきた 82。海外の大規模なレジストリーデー

タが示すところによれば、HSCT を受けた SSc 患者の 5 年生存率はおよそ 80%
であった 94,95。生存期間をプライマリーエンドポイントとした HSCT と従来の

CY 療法を比較したランダム化比較試験では、HSCT 群が mRSS、全およびイベ

ントフリー生存期間を有意に改善した (参考 Figure) 88。しかしこのランダム化

比較試験では、イベントを死亡もしくは致死的な重症主要臓器障害と定義して

おり、今回の我々のイベントの定義とは大きく異なる。皮膚硬化の再燃や有害

事象を含めた真のイベントフリー生存期間はまだ満足できる成績ではない。ま

た、今回の我々の結果では、mRSS が特に高い進行例においては、HSCT の反応

性は不良であった。HSCT の真の重症 SSc に対する効果は限定的なのかもしれな

い。 
 我々の検討において、劇症型の心筋症が 2 人の患者に生じ、不幸にも 1 名は

致死的な経過を辿った。HSCT 関連の死亡は、ときに SSc 関連の死亡を上回るこ

とが報告されており 88,94-96.、特に HSCT に伴う心合併症は大きな問題となって

いる。今回生じた心筋症は、高用量 CY による心筋毒性と、潜在性に存在したで

あろう SSc の心筋病変が関与したと考えられる。CY が関連した心筋症は典型的

には投与から 1～3 週間以内に生じるとされており、単回投与量や年齢が発症に

関わる可能性が指摘されている 97。病態としては CY の直接的な心内膜障害性

に加え、続発する微小血栓形成が心筋虚血をもたらすと想定されている 98。CY
心筋症は時に重症心不全を引き起こし、致死的となる 99。 
 一方、SSc にも心筋の線維化によって拡張障害、不整脈、心嚢液貯留など様々

な心合併症をきたすことが知られている 100。しかしこうした SSc の心合併症の

多くは無症候性かつ潜在性のため、MRI や心筋生検を含めた精密検査でようや

く見つかることが多い 101-103。心筋症を起こした我々の 2 症例も無症候性で心電

図や心エコーのスクリーニングでも特記すべき異常を認めなかった。ただ我々

の 2 症例はいずれも抗 RNA ポリメラーゼⅢ抗体が陽性であった。抗 RNA ポリ

メラーゼⅢ抗体が陽性の SSc は、極めて急速かつ高度な皮膚硬化を示し、また

腎クリーゼの合併が高頻度であることが知られている 104,105。抗 RNA ポリメラ
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ーゼⅢ抗体と心合併の関係性は不明であるが、急速な皮膚硬化進行期と同期し

て潜在性の心筋線維化が進行していた可能性も考えられる。今回の研究には抗

RNA ポリメラーゼⅢ抗体陽性例が 4 人含まれているが、そのうち Good response
を示したのはわずか 1 人であり、2 人に劇症型の心筋症が生じた。 
 我々は、HSCT の方法の違い、例えば CD34 陽性細胞純化の有無、放射線照射 
(total body irradiation: TBI) や抗胸腺細胞グロブリン  (antithymocyte globulin: 
ATG) の併用の有無、が HSCT の効果や安全性に影響する可能性を検討する必要

がある。CD34 陽性細胞の純化は移植細胞中の自己反応性リンパ球を除去する目

的で行われる。しかし、動員時に用いられる高用量の CY 投与以上にさらなる除

去は必要がどうかは分かっておらず、我々の過去の検討でも CD34 陽性細胞の純

化と非純化で効果には有意な差を認めていない。また CD34 陽性細胞純化移植で

は移植後の感染症リスクが増加する可能性があることや、純化に高額の費用が

かかることが問題となっている。一方、移植の前治療についても最適なレジメ

ンはいまだ定まっていない。海外の報告では CY に加えて TBI や ATG もしくは

その両方を併用されていることが多いが、その必要性については明らかではな

く、併用によって毒性が強まっている危険性もある。最近、HSCT に伴う心合併

症を減らすために、より慎重な移植前スクリーニングとより心毒性の少ない前

治療で HSCT を行う試みが報告された 106。心機能に問題を抱える 6 人の SSc 患

者は 24 時間ホルター心電図と心エコー、また心筋生検を含めた右心カテーテル

検査でスクリーニングされ、全例に植え込み型の除細動器が設置された。前治

療には低用量の CY と心毒性のないアルキル化薬であるチオテパが用いられた。

結果、その 6 人において死亡例は認められず、除細動器は 3 人に作動したとの

ことであった。SSc に対する HSCT の最適なスクリーニング法および前治療につ

いては議論すべきことがいまだ多く残っている。 
 我々は本研究において、HSCT が重症 SSc の多くに有用であること、また同時

に長期的なイベントフリー生存率は十分な成績ではないこと、致死的な心筋症

を発症するリスクがあること、を報告した。これらの知見は、SSc に対する HSCT
実施にあたり十分に慎重な患者選択と適応決定をするよう警鐘をならすもので

あるとともに、日本人 SSc に対する HSCT の有用性と安全性について重要な示

唆を与えるものであると信じる。 
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参考 Figure. HSCT と従来療法を比較したランダム化比較試験の生存期間 88 
HSCT, hematopoietic stem cell transplantation.  
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7．第五章 

関節リウマチの滑膜増殖における 
シグナル分子発現異常と制御に関する研究 
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7.1 背景 
 
 
 関節リウマチ (rheumatoid arthritis: RA) は自己免疫機序による慢性多発性関

節炎であり、滑膜の肥厚・増殖に伴う骨・軟骨破壊を特徴とする。RA の病態に

おいては、関節滑膜局所で活性化された T 細胞、マクロファージから産生され

る tumor necrosis factor alpha (TNF-α)、interleukin-6 (IL-6)などの炎症性サイトカイ

ンにより腫瘍様増殖した線維芽細胞様滑膜細胞  (fibroblast-like synoviocytes: 
FLS) が中心的役割を担う。無秩序に増殖した FLS は matrix metalloproteinase 
(MMP) などのタンパク分泌を介して軟骨破壊に関わるとともに、Receptor 
activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) を発現することで破骨細胞を

活性化し骨破壊を引き起こす。TNF-α 阻害薬、IL-6 阻害薬などの生物学的製剤

が開発され RA の治療は劇的に進歩したが、現状のいかなる治療によっても骨破

壊、関節破壊を完全に阻止できる症例は半数程度であり、RA の病態解明および

新たな治療ターゲットの探索、新規治療薬の開発が求められている 107。 
 過去の腫瘍学分野の研究から、Ras-MAPK 経路のシグナル伝達が細胞増殖に

密接に関係していることが明らかとなり、その経路をターゲットとした様々な

抗腫瘍薬が開発、臨床応用されるに至っている 108。Ras は small G タンパクの一

種で、受容体型チロシンキナーゼの下流で guanine nucleotide exchange factor 
(GEF) が GDP を GTP に変換することで活性化される。 Ras guanine 
nucleotide-releasing protein (RasGRP) は別名CalDAG-GEFと呼ばれるGEFの一種

であり、RasGRP1 から 4 まで同定されている 109。当教室の過去の研究では健常

者と比較し、関節リウマチ患者の末梢血 CD14 陽性単球において、RasGRP4 の

スプライシング変異が有意に多くタンパク発現レベルが低下していることを報

告した 110。また、Golinski ML らは関節リウマチ患者の末梢血 T 細胞において、

RasGRP1 のタンパク発現レベルが低下していることを報告した 111。RA の血球

系においてこれらの分子の発現低下の病的意義は不明だが、RA の病態の中心と

なる FLS の腫瘍様増殖にこの RasGRP ならびに Ras-MAPK 経路が密接に関係し

ている可能性がある。我々は RA の病態解明および新たな治療ターゲットの候補

分子として RasGRP に着目した。 
 先行研究で我々は、RA 患者の FLS で RasGRP4 の発現が亢進していることを

見出し、FLS における RasGRP4 の mRNA 発現量と細胞増殖能は正の相関関係に

あること、siRNA を用いて RasGRP4 をノックダウンした場合、FLS の細胞増殖

能が低下することを示した。またコラーゲン誘導滑膜炎 (collage-induced arthritis: 
CIA) ラットにおいて、RasGRP4 siRNA の足関節内投与は、コントロールと比較

して有意に足関節炎スコアと足関節径を減少させ、また骨破壊、軟骨破壊も軽

減させることを示した 112。 
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7.2 目的 
  
 
 RAの FLS におけるRasGRPファミリー分子を介した機能解析とその制御によ

る治療法の開発を本研究の目的とした。 
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7.3 関節リウマチモデルマウスにおける 
RasGRP4 ノックダウンの影響 

 
 
 

7.3.1 はじめに 
  
 先行研究で我々はCIAラットにおけるRasGRP4 siRNAの関節注射が、関節炎、

骨破壊、軟骨破壊を軽減させることを明らかにし、RasGRP4 が新たな RA の治

療ターゲットとなりうること示した。しかし、RA は多くの場合、手指関節を中

心とした小関節の多発関節炎をきたすため、薬剤の関節内投与による治療機会

は非常に限定的である。そこで我々は、次に臨床応用の可能性を模索するため、

CIA マウスを用いて RasGRP4 siRNA 全身経静脈投与の関節炎抑制効果を検討す

ることとした。 
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7.3.2 方法 
  

7 週齢の雄 DBA/1 マウスに対し Day 0 に complete Freund’s adjuvant (Chondrex) 
100 μlに溶解したブタType II collagen (Chondrex) 100 μgを尾に皮下投与し免疫を

行った。また Day 18 には、incomplete Freund’s adjuvant (Chondrex) 100 μl に溶解

したブタ Type II collagen 100 μg を尾に再皮下投与し追加免疫を行った。Day 18
以降は誘導された関節炎について、関節炎スコアと足関節の直径を週 2 回測定

を行った。関節炎スコアは既報に従って 0 点：関節に発赤および腫脹を認めな

い、1 点：足根骨または足関節に軽度の発赤と腫脹を認める、2 点：足関節から

足根骨にかけて軽度の発赤と腫脹を認める、3 点：足関節から中足骨関節にかけ

て中等度の発赤と腫脹を認める、4 点：足関節、足部、足趾にまで広がる重度の

発赤と腫脹を認める、または足趾の関節強直を認める、と定めた。 
Day 21 と 33 にそれぞれ 40 μM に希釈した RasGRP4 siRNA 50 μL を

atelocollagen (Koken) 50 μL に混合し尾静脈から全身投与した。またコントロール

群には同量のnegative control siRNAを atelocollagenに混合し尾静脈から全身投与

した。 
CIA マウスは Day 53 に麻酔下の心臓全採血により安楽死処理した。大腿骨の

骨髄腔内を RPMI 培地で洗浄し、遠心分離した細胞成分から TRIzol RNA Reagent 
(Life Technologies) を用いて mRNA を抽出した。また摘出した脾臓をホモジナイ

ズし、同様に TRIzol RNA reagent を用いて mRNA を抽出した。抽出した mRNA
は SuperScript VILO (Invitrogen) を用いて cDNA とし、Taq-Man Gene Expression 
Assay (Applied Biosystems) による Real-time-PCR 法でマウス RasGRP4 mRNA お

よびマウス GAPDH mRNA の発現を定量した。ΔΔCT 値法によって各個体の骨髄

細胞および脾臓における RasGRP4 mRNA 発現量を比較し、siRNA 全身投与にお

ける RasGRP4 のノックダウン効果を評価した。 
足関節組織は 4%パラホルムアルデヒドで 24 時間固定した。足関節の micro CT

を撮像した後、脱灰しパラフィン包埋を行った。Micro CT 所見は既報に従い、0
点：正常、1 点：軟部組織の腫脹のみ、2 点：軟部組織の腫脹と軽度の骨びらん、

3 点：重度の骨びらん、と骨破壊についてスコア化した。 
以上の動物実験は北海道大学の動物実験倫理委員会の承認  (承認番号 : 

013-0209) のもと、北海道大学動物実験に関する規定に従い行った。 
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7.3.3 結果 
 
 RasGRP4 siRNA の経尾静脈全身投与によって、骨髄細胞および脾臓における

RasGRP4 mRNA の発現量がノックダウンされていることを確認した (Figure 17)。 
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Figure 17. 骨髄細胞、脾臓における RasGRP4 mRNA 発現量 
データは GAPDH mRNA 発現量を基とした ΔΔCT 値を示した。  
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 RasGRP4 の siRNA 投与群はコントロール群と比較し、特に関節炎の発症早期

において有意に関節炎スコア、足関節径ともに抑制された (Figure 18)。   
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Figure 18. RasGRP4 特異的 siRNA 全身投与における CIA マウスの関節炎スコア

および足関節径の変化 
データは平均±標準誤差で示した。*: p < 0.05, t-test. 
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 Micro CTによる骨破壊スコアもRasGRP4 siRNA投与群において有意に抑制さ

れていた (Figure 19)。 
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Figure 19. RasGRP4特異的 siRNA全身投与におけるCIAマウスの足関節micro CT
所見の変化 
データは平均±標準誤差で示した。*: p < 0.05, Welch test. 
画像は代表例を示した。 
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7.3.4 再実験 
 
 RasGRP4 siRNA の経尾静脈全身投与によって、CIA マウスの関節炎スコア、

足関節径、micro CT の骨破壊スコアは有意な改善を認めたが、後半の経過にお

いては関節炎スコアおよび足関節径の有意差は消失していた。我々は siRNA の

投与量不足の影響と考え、1 回の siRNA 投与量を 30 μM, 100 μL と増量し、さら

に期間も短縮して Day 21, 28, 35 の 3 回の投与で再実験を行った。 
 しかし、siRNA を増量した再実験では、関節炎の改善効果は確認できず、逆

にDay 32の時点ではRasGRP4 siRNA投与群において有意に関節炎が増悪すると

いう結果となった。その後も RasGRP4 siRNA 投与による明らかな関節炎改善効

果は得られず、Day 40 に安楽死処理を行った (Figure 20)。 
 
 
 
  



92 
 

 
 
 
Figure 20. RasGRP4 特異的 siRNA 全身投与における CIA マウスの関節炎スコア

の変化 (siRNA を増量した再実験) 
データは平均±標準誤差で示した。*: p < 0.05, t-test. 
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7.3.5 考察 
  
 CIA マウスに対する RasGRP4 siRNA の全身投与により関節炎スコア、足関節

径、骨破壊スコアともコントロール群と比較し有意に抑制できたが、再実験を

行った際には有意な差は認められず、四肢関節炎の抑制効果を再現できなかっ

た。CIA マウスに対する RasGRP4 siRNA の全身投与では、安定した治療効果は

示されず、実際の臨床応用に至っては、siRNA の初回通過効果、半減期、薬剤

分布の問題など検討、解決しなければならない課題が多い。また siRNA の全身

投与に至っては、強い infusion reaction を示した個体も認められた。大量の siRNA
投与によって、IFNα 応答を惹起する懸念が指摘されており 113、さらには全身投

与では標的臓器である滑膜組織以外にも siRNA は分布し、関節注射には見られ

ない副次反応をきたす恐れもある。siRNA の全身投与に至っては効果のみなら

ず安全性についても十分に検討する必要がある。 
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7.4 滑膜組織における RasGRP の発現解析 
 
 

7.4.1 方法 
  
 2012 年 4 月から 2017 年 4 月までに北海道大学病院整形外科で人工膝関節置換

術を施行された RA および変形性関節症 (osteoarthritis: OA) の患者から、文書に

よる説明と同意取得を行った後、滑膜組織を採取した。本研究はヘルシンキ宣

言と臨床試験の基本理念に従って施行し、北海道大学大学院医学研究科倫理委

員会の承認 (承認番号: 008-0103) を得て行った。 
 滑膜組織は結合組織や脂肪を除去した後、細かく切り刻み、5 mg/mL の Type I 
collagenase (Sigma) 含有 Hanks’ balanced salt solution で 37℃ 2 時間でインキュベ

ートを行った。その後メッシュを通し、遠心分離した細胞成分を 10%非働化ウ

シ胎児血清 (fatal bovine serum: FBS) 含有の Iscove’s modified Dulbecco’s medium 
(Sigma) で培養を行った。この方法で分離・培養される細胞は 97%以上の純度で

FLS であることを HSP-47 染色によって過去に確認した。4～8 継代培養した FLS
を回収し、TRIzol RNA reagent を用いて mRNA を抽出した。抽出した mRNA は

SuperScript VILO を用いて cDNA とし、Taq-Man Gene Expression Assay (Applied 
Biosystems) による Real-time-PCR 法でヒト RasGRP1 mRNA, ヒト RasGRP2 
mRNA, ヒト RasGRP3 mRNA, ヒト RasGRP4 mRNA およびヒト GAPDH mRNA
の発現を定量した。ΔΔCT 値法によって各 FLS における RasGRP1-4 の mRNA
発現量の比較を行った。 
 また滑膜組織の一部は 4%パラホルムアルデヒドで 24 時間固定し、パラフィ

ン包埋の後、6 μm 厚さの組織切片を作成した。キシレンで脱パラフィンを行い、

エタノールで洗浄し、リン酸緩衝生理食塩水 (phosphate buffered saline: PBS) に
置換した。抗原賦活化液 High pH (DAKO) を加え、95℃で 20 分間静置したのち、

水洗した。内因性ペルオキシダーゼ活性を不活化するため、0.3%過酸化水素を

混ぜた PBS に常温で 30 分間浸した。抗 Cadherin-11 抗体、抗 RasGRP2 抗体、抗

RasGRP4 抗体を加えて一晩 4℃でインキュベートし、それぞれ免疫組織化学染

色を行った。連続切片を用いて免疫組織化学染色することでこれらの蛋白の共

発現を検討した。また前実験で採取した CIA マウスの足関節組織も 6 μm 厚さの

組織切片を作成し、キシレンで脱パラフィン、エタノール洗浄を行った後、PBS
に置換した。同様に抗原賦活化および内因性ペルオキシダーゼ不活化処理を行

い、抗 RasGRP2 抗体による免疫組織化学染色を行った。 
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7.4.2 結果 
 
 RA 患者群の FLS において OA 患者群と比較して RasGRP1-4 は全て mRNA の

発現が亢進していたが、特に RA 患者の一部に RasGRP4 とともに RasGRP2 の顕

著な発現亢進が認められた (Figure 21)。 
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Figure 21. RA 患者と OA 患者の RasGRP1-4 の mRNA 発現量 
*ΔΔCt 値は OA1 における RasGPR1 の発現量を 1 とした。 
RA, rheumatoid arthritis; OA, osteoarthritis 
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 免疫組織化学染色において、RasGRP2はRA患者の血管内皮細胞とCadherin-11
で同定される FLS に発現が確認された。一方 OA 患者においては血管内皮細胞

に発現は認められるものの、FLS における発現は確認されなかった。過去の研

究で示したように、RasGRP4 は FLS に発現しており、OA 患者と比較し RA 患

者の滑膜表層の RasGRP4 陽性面積は増加していた (Figure 22)。 
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Figure 22. RA および OA 患者の滑膜組織における Cadherin-11、RasGRP2、
RasGRP4 の免疫組織化学染色 
RA, rheumatoid arthritis; OA, osteoarthritis 
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 CIA マウスの滑膜組織においても、RasGRP2 の発現が確認された。またその

発現はパンヌス形成部位の滑膜に顕著であった (Figure 23)。 
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Figure 23. CIA マウスの足関節組織における RasGRP2 の免疫組織化学染色 
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7.5 サイトカイン刺激による RasGRP2 の発現変化 
 
 

7.5.1 方法 
  
 4～8継代のFLSを 12 well plateに散布し、10%非働化FBS含有 Iscove’s modified 
Dulbecco’s medium で培養を行った。1-10 ng/mL の TNF-α、IL-6、IL-1β、interferon 
gamma (IFN-γ)、IL-17A、platelet-derived growth factor (PDGF)、vascular endothelial 
growth factor (VEGF)、transforming growth factor beta (TGF-β) を培養液に添加し、

24 時間後に細胞を回収した。前述のように mRNA を抽出し、Real-time-PCR 法

でヒト RasGRP2 mRNA とヒト GAPDH mRNA の発現を定量した。ΔΔCT 値法に

よってサイトカイン刺激における RasGRP2 の mRNA 発現量の比較を行った。 
 また回収した細胞は protease inhibitor (Sigma) 含有の cell lysis buffer (Wako) で
処理を行い、15 分間氷上放置、10 分間遠心分離した後の上清を回収した。濃度

調整した上清にドデシル硫酸ナトリウム (sodium dodecyl sulfate: SDS) を加え

95℃で 10 分間加温した。次に 9%アクリルアミドゲルを作製し、サンプル中の

蛋白質を電気泳動させた。その後、polyvinylidene difluoride (PVDF) メンブレン

に蛋白質を転写し、スキムミルクでブロッキングを行った。Solution 1 (Toyobo) 
で 1000 倍希釈した抗 RasGRP2 抗体を室温で一晩反応させ、洗浄後、二次抗体

を反応させた。検出試薬には AmerishamTM ECLTM Western Blotting Detection 
Reagents (GE Healthcare)を使用した。 
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7.5.2 結果 
 
 VEGF および TGF-β の刺激によって、RasGRP2 mRNA の発現量が増加した。

また統計学的有意差は確認できなかったものの、IL-6、IL-1β、IFN-γ、IL-17A、

PDGF の刺激によっても RasGRP2 mRNA の発現量が増加する傾向が認められた。

また immunoblotting では PDGF、VEGF、TGF-β の刺激による RasGRP2 の蛋白発

現量の増加が確認された (Figure 24)。 
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Figure 24. サイトカイン刺激による RasGRP2 の mRNA および蛋白発現量の変化 
データは平均±標準誤差で示した。*: p < 0.05, **: p < 0.01, t-test. 
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7.6 FLS における RasGRP2 の強制発現の影響 
 
 

7.6.1 RasGRP2 発現ベクターの作成 
  
 RasGRP2 のリファレンス配列 NM_001098670.1 (Homo sapiens RAS guanyl 
releasing protein 2, transcript variant 3) を Pubmed から入手し、Primer-BLAST を用

いて全オープンリーディングフレーム (open reading frame: ORF) を含むように

プライマーを下記 (Table 7) のように設計した。 
 Jurkat 細胞の cDNA を鋳型とし、KOD plus Neo (Toyobo) を用いた PCR 反応で、

RasGRP2 の ORF 配列の増幅を行った。その後 PCR 産物をアガロースゲル電気

泳動し、目的サイズの DNA 断片が増幅されていることを確認 (Figure 25-A) し
た。目的の DNA は Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) を用いて

ゲル片から抽出した。得られた DNA は、Taq 酵素 (Toyobo) を用いて T 付加反

応を行った後、pcDNA3.1/V5-His-TOPO expression vector (Thermo Fisher Scientific) 
にライゲーションした。 
 その後、大腸菌コンピテントセルに形質転換し、培養を行った。得られたコ

ロニーに対し、下記プライマー (Table 8) を用いてコロニーPCR を行った。PCR
産物をアガロースゲル電気泳動 (Figure 25-B) し、目的のバンドが得られたコロ

ニーを液体培地でさらに培養し、Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification 
System (Promega) を用いてプラスミドベクターの単離、精製を行った。完成した

プラスミドベクターは、下記プライマー (Table 9) を用いてシークエンスを行い、

RasGRP2 のリファレンス配列と相違ないことを確認した。 
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Table 7. RasGRP2 の ORF 配列を PCR 増幅するためのプライマー 

 
 
Table 8. コロニーPCR のためのプライマー 

 
 
Table 9. シークエンスプライマー 

 
 
  

 
Sequence (5'->3') Length Tm GC% 

Forward CTCCTTGCGGCAGGTCCCAAG 21 65.6 66.7 

Reverse CAAGTGGATGTCAAACACCCCATCC 25 64.0 52.0 

 Sequence (5'->3') Length Tm GC% 

Forward GTACACAACTTCCAGGAGAG 20 55.1 50.0 

Reverse TAGAAGGCACAGTCGAGG 18 55.6 55.6 

 
Sequence (5'->3') Length Tm GC% 

Forward TAATACGACTCACTATAGGG 20 50.3 40.0 

Reverse TAGAAGGCACAGTCGAGG 18 55.6 55.6 
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A            B 

       
 
Figure 25. アガロースゲル電気泳動  
A: RasGRP2 全 ORF の PCR 増幅結果 
B: コロニーPCR 結果 
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 完成したプラスミドベクターは Neon® Transfection System (Thermo Fisher 
Scientific) を用いたエレクトロポレーション法で FLS にトランスフェクション

を行った。 
 初めに、緑色蛍光蛋白質 (green fluorescent protein: GFP) 発現ベクターを用い

てトランスフェクションし、蛍光顕微鏡観察で最大のトランスフェクション効

率となる条件を検討 (Figure 26) した。 
 次に同様の条件で、RasGRP2 発現ベクターをトランスフェクションし、前述

した Real-time-PCR 法と Immunoblottin で RasGRP2 の mRNA と蛋白質発現量が

増加することを確認 (Figure 27) した。 
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Figure 26. GFP 発現ベクターをトランスフェクションした FLS 
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Figure 27. 発現ベクターによる FLS の RasGRP2 mRNA および蛋白発現量の変化 
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7.6.2 RasGRP2 強制発現によるシグナル伝達経路の変化 
  
 上述の方法で RasGRP2 発現ベクターを FLS にトランスフェクションを行い、

72 時間後に細胞を回収した。また対象として空ベクターも同様の方法で FLS に

トランスフェクションした。前述の方法でそれぞれの細胞 Lysate を作成し、そ

のうち一部は、Glutathione S-transferase 融合蛋白質、グルタチオンアガロースビ

ーズ (Cell signaling technology) とともにインキュベートを行い、SDS溶液でGTP
結合 Rap-1 を pull down した。得られた Lysate および Eluate はポリアクリルアミ

ド電気泳動の後、Immunoblottin を行った。 
 Erk 経路、p38MAPK 経路、JNK 経路、m-TOR 経路の明らかな変化は認められ

なかったが、RasGRP2 強制発現により GTP 結合型の Rap-1 蛋白の増加が確認さ

れた (Figure 28)。 
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Figure 28. RasGRP2 強制発現によるシグナル伝達の変化 
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7.6.3 RasGRP2 強制発現と細胞増殖能 
  
 上述の方法で RasGRP2 発現ベクターもしくは空ベクターをそれぞれ FLS にト

ランスフェクションを行い、48 時間後に細胞培養液中にブロモデオキシウリジ

ン (Bromodeoxyuridine: BrdU) を添加した。チミジンアナログである BrdU は、

細胞周期の S 期において新たに合成された DNA に取り込まれ、細胞増殖を反

映する。添加 24 時間後に細胞を固定し、ペルオキシダーゼ標識抗 BrdU 抗体 
(Roche) を反応させた。その後化学発光基質を加え、発光強度を ELISA リーダ

ーで測定した。 
 RasGRP2 の強制発現は、BrdU アッセイにおける細胞増殖能評価に明らかな影

響を及ぼさなかった (Figure 29)。 
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Figure 29. BrdU assay による細胞増殖の評価 
データは平均±標準誤差で示した。 
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7.6.4 RasGRP2 強制発現と細胞接着・遊走・浸潤能 
 
 上述の方法で RasGRP2 発現ベクターもしくは空ベクターをそれぞれ FLS にト

ランスフェクションを行い、48 時間後に細胞を回収した。細胞数を揃えた FLS
を1%非働化FBS含有 Iscove’s modified Dulbecco’s mediumで希釈し、8μm pore size
の polycarbonate membrane または細胞外マトリックス (Extracellualr matrix: ECM) 
コーティングの polycarbonate membranede で作成された Insert (Cell Biolabs) 内に

投入した。Insert は 10%非働化 FBS 含有 Iscove’s modified Dulbecco’s medium の入

った well 内に浮かべ、インキュベートした。24 時間後に Insert の底面を光学顕

微鏡で観察し、細胞が接着した面積を Image J で定量した。またそれぞれの

membrane を通過し、well 側に移動した細胞を膜から剥離、溶解し、CyQuant® GR 
Dye (Cell Biolabs) 反応後の蛍光強度によって細胞数を定量した。ECM なしの膜

通過は単純な細胞の遊走によってのみ達成されるが、ECM コーティング膜の通

過には ECM の分解を含む細胞の浸潤能が必要となる。 
 また次に創傷治癒アッセイとして、RasGRP2 発現ベクターもしくは空ベクタ

ーをそれぞれ同様に FLS にトランスフェクションし、48 時間後にコンフルエン

トとなるように 12 well プレートで培養を行った。コンフルエントとなった 12 
well プレートを 1000μl ピペットチップの先端でひっかき細胞の空白地帯 (創傷) 
を作成した。その後細胞が遊走し空白が埋まっていく (創傷が治癒していく) 様
子を経時的に光学顕微鏡で観察し、空白 (創傷) 面積の大きさを Image J で定量

した。 
 ECM なしの膜に対する細胞接着において両者に明らかな差は認めなかったが、

RasGRP2 の強制発現において ECM コーティング膜に対する有意な接着の増加

が認められた (Figure 30, 31)。一方、RasGRP2 の強制発現によって ECM なしの

膜を通過 (遊走) した細胞数は有意に増加したが、ECM コーティング膜の通過 
(浸潤) 細胞数に有意な違いは認めなかった (Figure 32)。創傷治癒アッセイにお

いては、RasGRP2 の強制発現によって有意な創傷治癒 (遊走) の促進が確認され

た (Figure 33, 34)。  
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Figure 30. メンブレンの顕微鏡観察像 
ECM, extracellular matrix. 
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Figure 31. Image J を用いた細胞接着面積の定量 
ECM, extracellular matrix.  
データは平均±標準誤差で示した。**: p < 0.01, t-test. 
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Figure 32. 膜通過細胞数の定量 
ECM コーティングなしの膜通過は細胞の遊走を表し、ECM コーティングされた

膜の通過は細胞の浸潤を模倣している。 
ECM, extracellular matrix.  
データは平均±標準誤差で示した。*: p < 0.05, t-test. 
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Figure 33. RasGRP2 強制発現による創傷治癒能の変化 
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Figure 34. Image J を用いた上記創傷面積の定量 
データは平均±標準誤差で示した。*: p < 0.05, **: p < 0.01, t-test. 
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7.6.5 RasGRP2 強制発現と蛋白産生 
 
 上述の方法で RasGRP2 発現ベクターもしくは空ベクターを FLS にトランスフ

ェクションを行い、48時間後に細胞を回収した。前述のようにmRNAを抽出し、

Real-time-PCR 法でヒト IL-6、MMP-1、MMP-3、VEGF、RANKL の mRNA の発

現を定量した。ヒト GAPDH mRNA の発現量を基準とした ΔΔCT 値法によって

RasGRP2 強制発現による mRNA 発現量の変化を検討した。 
 また同様にトランスフェクションを行った FLS において 48時間後に培地交換

を行い、その 24 時間後に細胞培養上清を回収した。その培養上清中の IL-6 濃度

を ELISA キット (R&D System) で定量した。 
 RasGRP2 の強制発現によって mRNA 発現量、培養上清中の IL-6 濃度とも有意

な増加が認められた (Figure 35, 36)。MMP-1、MMP-3、VEGF、RANKL におい

ては有意な mRNA 量の変化は確認できなかった (Figure 35)。 
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Figure 35. RasGRP2 強制発現による FLS 産生蛋白の mRNA 量の変化 
データは空ベクターに対する RasGRP2 発現ベクターの mRNA 量の比を表し、平

均±標準誤差で示した。*: p < 0.05, t-test. 
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Figure 36. ELISA による FLS 培養上清中の IL-6 濃度測定 
データは平均±標準誤差で示した。*: p < 0.05, t-test. 
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7.7 考察 
  
 我々は、RA 患者の FLS において先行研究で示した RasGRP4 のみならず

RasGRP2 も高発現していることを今回初めて見出した。RasGRP2 は主に血小板

領域でよく研究されている分子であるが、RA の関連、また FLS における役割は

全く分かっていない。RasGRP2 は Ras と Rap-1 の二つの活性化を司る GEF であ

り 114、血小板において RasGRP2 は Ras 活性化因子というよりむしろ Rap-1 の活

性化を通じてインテグリンの発現を調整し、血小板の接着、凝集に関与してい

るとされる 115。 
 RA 患者内においても RasGRP2 の発現量はばらつきが多く、RasGRP2 の発現

の低かった RA 患者群は一部の例外を除いて FLS 採取時に炎症性サイトカイン

をターゲットとした生物学的製剤治療が行われていた。そのため我々はサイト

カイン刺激による FLS の RasGRP2 発現量の変化を検討した。RA の病態と関連

が深いとされるサイトカインとして TNF-α、IL-6、IL-1β、IFN-γ、IL-17A、IL-22、
PDGF、VEGF、TGF-β を抽出し、そのうち IL-22、PDGF、VEGF、TGF-β の刺激

により RasGRP2 の発現は亢進した。 
 次に、FLS における RasGRP2 の役割を明らかにするため、RasGRP2 の強制発

現 FLS を作成し、シグナル伝達経路の変化また細胞機能の変化を検討した。我々

は先行研究で RasGRP4 の強制発現が MAPK 経路を活性化し、細胞増殖能を増加

させることを示した (Shimamura et al, unpublished data) が、RasGRP2 の強制発現

においては MAPK 経路および m-TOR 経路など細胞増殖に関わる経路の活性化

は確認できず、また BrdU の取り込みで評価される細胞増殖能にも明らかな変化

は生じなかった。しかし、血小板における既報通り、RasGRP2 の強制発現にお

いて Rap-1 の活性化が生じ、FLS の接着、遊走能が亢進した。FLS の接着能亢進

は ECM コーティング膜で顕著であり、これはインテグリンの発現亢進が ECM
との結合を強固にするからと考えられる。また遊走能の亢進は認められたもの

のECMコーティング膜を通過しうる浸潤能には明らかな変化は認められなかっ

た。これは細胞浸潤がインテグリンの発現は介した接着、遊走以外に ECM を分

解するプロセスを必要とするからで、RasGRP2 の強制発現によって蛋白分解酵

素である MMP の産生には明らかな変化は生じなかった。また骨破壊に関与する

RANKL の産生にも明らかな変化は生じなかった。一方、RasGRP2 の強制発現に

よって IL-6 産生が増加し、RasGRP2 は RA において FLS の炎症増幅に寄与して

いることも明らかとなった。これらの知見を総合すると、RA の FLS が腫瘍様に

増殖し、骨・軟骨に遊走、浸潤してパンヌスを形成していく過程で、RasGRP2
は遊走と炎症増幅としての IL-6 産生に関与するが、増殖能や MMP、RANKL の

産生には影響を及ぼさず総合的な RA の病態形成には RasGRP4 など他の共作用

分子が必要と考えられる。 
 以上の見解から、RasGRP2 は RA の病態と深く関わっており、一つの新たな

治療ターゲットの候補と考える。生物学的製剤の使用者の多くで RasGRP2 の発

現は低下していたが、一部生物学的製剤使用者においても RasGRP2 が高発現し

ている症例も認められ、既存治療への抵抗例とも考えられる。特に RasGRP2 は
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既存治療がターゲットとする TNF-α、IL-6 とは全く異なる VEGF、TGF-β との関

連が今回明らかとなり、現存の難治例に対し新たな治療機会を提供できる可能

性が示唆される。また RasGRP2 阻害は免疫抑制作用を介さないと考えられ、現

行のリウマチ治療の効果と表裏一体である易感染性の問題を解決できる可能性

もある。追加検討すべき事項がまだ数多く存在するが、今回の研究で RasGRP2
の新たな治療ターゲットとなる可能性を我々は示唆した。 

  



125 
 

8. 総括及び結論 

 
 IgG aDI と IgG/M aPS/PT 検査の組み合わせは APS 診断の非常に高い陽性的

中率を示し、血栓症の予測因子である aPL-S と強く相関した。これら検査は

実臨床における効率的な APS 診断、血栓予測ツールとなる可能性がある。 
 

 APS において血清 H 因子が低値であり、補体の活性化と関連していた。血

清 H 因子は代替経路活性化を通じて APS の血栓形成に関与し、新たな治療

ターゲットとなる可能性がある。 
 

 膠原病性 PAH において肺動脈圧を逆相関した血清ハプトグロビン値の低下

を認め、血清ハプトグロビン値は膠原病性 PAH の新たな非侵襲的な予測マ

ーカー、治療効果判定マーカーとなる可能性がある。 
 
 HSCT は重症 SSc 患者の皮膚硬化を劇的に改善し、その全生存期間は良好で

あった。一方、HSCT 後にも SSc が再燃、増悪することがあり、また HSCT
により致死的な心筋症を発症するリスクもある。慎重に適応を判断した上で、

HSCT は重症 SSc に対する治療選択肢の一つとして提示されうる。 
 
 RA の FLS には RasGRP2 が高発現しており、FLS の接着、遊走、IL-6 産生

と関連していた。RasGRP2 は RA の新たな治療ターゲットの候補となる可能

性が考えられた。 
 
本研究では、自己免疫疾患の難治性病態として、APS、SSc、RA を対象とし

た。第一章では IgG aDI と IgG/M aPS/PT 検査の組み合わせが、高い APS 診断の

陽性的中率と血栓予測マーカーである aPL-S との相関を有することを示し、実

臨床における有用な APS の診断ツールとなりえることを提示した。また第二章

では APS における血清 H 因子低下を明らかにし、補体活性化を通じ血栓形成に

寄与している可能性とともに、新たな治療ターゲットとなりえる可能性を示唆

した。第三章では膠原病 (特に SSc) の最も予後不良な合併症である PAH におい

て血清ハプトグロビン値が新たなバイオマーカーとして PAH の早期診断や予後

予測に寄与できる可能性を提示した。そして第四章では重症 SSc 患者に対する

HSCT の長期成績を解析することによって、日本人 SSc 患者に対する HSCT の有

用性、忍容性、安全性についての非常に多くの示唆を与えた。第五章では RA 患

者の FLS に RasGRP2 が高発現していることを初めて見出し、FLS の接着、遊走、

IL-6 産生能を通じて RA の病態形成に関与している可能性を示した。関節炎モデ

ルラットを用いて、RasGRP2 のノックダウンが、関節炎や骨、軟骨破壊に与え

る影響を現在検討中であるが、RasGRP2 は RA の新たな治療ターゲットの候補

と考えられる。本研究で得られたこれらの結果は、今後さらに継続的、長期的

に検討していく必要があるが、現在、自己免疫疾患の難治性病態に苦しむ患者

の一助となっていくことを願う。 
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