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1. 要旨 
＜第一部＞ 
【背景と目的】精神神経ループス (neuropsychiatric systemic lupus erythematosus: 
NPSLE) は全身性エリテマトーデス(systemic lupus erythematosus: SLE)を基礎疾

患として中枢神経, 末梢神経, 自律神経, 精神症状等を呈する症候群である. 時に高

次機能障害などの後遺症を来すこともあり予後不良な病態だが, 明確なエビデンスの

ある治療戦略はなく, 病態の解明と新たな治療が求められている. 近年の研究で中枢

神経の常在マクロファージであるミクログリアがNPSLEの病態へ関与していること

が示唆されているため, 本研究ではミクログリアに着目し, NPSLEの新たな治療ター

ゲットを探索した. 
【材料と方法】NPSLE のモデルマウスとして MRL/MpJ-Faslpr/J(MRL/lpr), コント

ロールマウスとして MRL/MpJ を使用した. マウスの行動異常は Open filed 試験, Y 
maze試験, Novel object recognition試験で評価した. マウスからミクログリアを採取

し, real-time PCRや免疫組織化学染色で活性化を評価した. 続いてミクログリアの活

性化に関わる pathway を探索するため, RNA シークエンシングによる網羅的遺伝子

解析を行った. また, ミクログリアの活性化にサイトカインが与える影響を評価する

ため, MRL/lpr から採取したミクログリアにサイトカインを添加し, real-time PCR で

活性化の評価をするとともに, RNAシークエンシングで網羅的遺伝子解析を施行した. 
さらにこれらの結果から NPSLE の治療ターゲットとなり得る遺伝子を同定し, 阻害

薬や siRNA を用いてミクログリアの活性化抑制効果を検討した. また細胞外フラッ

クスアナライザーを用いて阻害薬がミクログリアの解糖系に与える影響を評価した. 
さらに, MRL/lpr の脳室内に浸透圧ポンプを用いて阻害薬を持続投与し, 異常行動へ

の治療効果の検討ならびに免疫組織化学染色によるミクログリアの活性化の評価を行

った. 
【結果】MRL/lpr はMRL/MpJと比較して不安の増強と, 空間作業記憶, 視覚的認知

記憶の低下を認めた. MRL/lpr マウスのミクログリアでは MRL/MpJ と比較して

tumor necrosis factor (TNF) α, interleukin (IL)-6, IL-1βの遺伝子発現量が亢進して

おり, MRL/lpr マウスの脳組織の免疫染色では, 海馬においてミクログリアの活性化

マーカーであるCD68の発現がMRL/MpJと比較して高く, ミクログリアの活性化を

認めた. MRL/lpr のミクログリアはMRL/MpJ と比較して 1022 の遺伝子が有意差を

もって変動しており, そのうち 887 が発現上昇, 135 が発現低下していた. Ingenuity 
Pathway Analysis (IPA)を用いた pathway 解析では, TNF レセプター, Interferon 
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Regulatory Factor (IRF), IL-6 や IL-8などサイトカインに関連するpathwayが抽出

された. IFNγ, IL-6, IFNα, TNFα 4種類の混合サイトカインによる刺激では, コント

ロールと比較してTNFα, IL-6, IL-1βの遺伝子発現が亢進しており, 16週のMRL/MpJ
と MRL/lpr のミクログリアの遺伝子発現量の結果と類似していた. RNA シークエン

シングではサイトカインで刺激したミクログリアはコントロールと比較して 1367 の

遺伝子が有意差をもって変動しており, そのうち 980 が発現上昇, 387 が発現低下し

ていた. Pathway解析では自然免疫や炎症に関わるpathwayが抽出された. MRL/lpr
とMRL/MpJ, サイトカイン刺激とコントロールの比較では, それぞれ97個の遺伝子

が共に発現上昇していた. また共通して抽出されたpathwayの中で, すべてに共通し

て見られた遺伝子として inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase epsilon (IKBKE)
をコードする遺伝子である Ikbke を同定した. IKBKE 阻害薬によりサイトカイン刺

激したミクログリアの活性化は抑制され, siRNA による Ikbkeのノックダウンでも同

様の結果が得られた. IKBKE 阻害薬による細胞内代謝の変化を調べたところ, 解糖系

が抑制されており, ミクログリアの活性化が抑制されるメカニズムのひとつと考えら

れた. MRL/lpr の脳室内への IKBKE 阻害薬の持続投与により, 視覚的認知記憶の改

善を認め, 脳組織の免疫組織化学染色ではミクログリアの活性化が抑制されていた.  
【考察】IKBKE は Inhibitor of nuclear factor kappa-B (IκB)をリン酸化することに

より nuclear factor kappa-B (NF-κB)を核内に移行させる働きを持つが, 他の IκB 
kinaseとは異なり IRF3や IRF7をリン酸化することでこれらの活性化にも関わるこ

とが知られている. また, IKBKEは解糖系の最初の酵素であるヘキソキナーゼの遺伝

子発現亢進や, ミトコンドリア膜への移行促進により解糖系を亢進させている. 
IKBKE阻害薬によるミクログリア活性化抑制の機序として, NF-κBや IRF を阻害す

ることによる下流のシグナル伝達の抑制に加え, 解糖系の制御が考えられた. 
【結論】IKBKEを標的とした治療は, ミクログリアの活性化抑制を介してNPSLEの

新たな治療となり得る. 
 
＜第二部＞ 
【背景と目的】急速進行性間質性肺疾患(rapidly progressive ILD: RPILD)は皮膚筋炎

患者における重要な予後規定因子である. RPILD の治療には発症早期からの強力な免

疫抑制療法が必要だが, 皮膚筋炎の発症早期から RPILD の発症を予測することは困

難である. また, 不必要な患者に対する強力な免疫抑制療法は有害事象が問題となる

ことから, 個々の症例への適切な治療選択が課題となっている. 本研究では特に近年

皮膚筋炎の臨床において有用とされている magnetic resonance imaging (MRI)に着

目し, 皮膚筋炎の新たな予後予測因子を探索した.  
【対象と方法】2014 年 10 月から 2019 年 7 月まで当院で全身MRI を撮像された 41
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名の皮膚筋炎患者を対象に, 後ろ向き観察研究を行った. 42 の筋群において, 筋と筋

膜の異常信号を記録し, 点数化した. 筋膜優位の所見を評価する指標として, 筋膜/筋
スコア比を定義した. 患者を RPILD の発症の有無で 2 群に分類し, RPILD の予測因

子を評価した. 
【結果】41 名の患者の内, 10 名がRPILD を発症していた. MRI では筋スコア, 筋膜

スコアともに血清中の筋原性酵素と正の相関を示し, 患者の筋力と負の相関を示した. 
RPILD を発症した患者では, 発症しなかった患者と比較して筋膜/筋スコア比が有意

に高値だった. ロジスティック回帰分析では筋膜/筋スコア比が RPILD の独立したリ

スク因子として抽出された. 
【結論】MRIにおける筋膜優位の所見は皮膚筋炎患者においてRPILD を発症するリ

スク因子であった. 抗 MDA5 抗体や CADM に加え, 筋膜優位の所見を MRI で評価

することは皮膚筋炎患者の予後推定に有用であり, 適切な免疫抑制療法を提供する一

助となり得る. 
  膠原病の臓器病変の中でも最も治療が難しい疾患を対象にした2つの研究を通して

新たな診断法や治療法発見の糸口を掴むことができた. さらに研究を重ねることが難

治性疾患患者の利益になると考える. 
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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.  
 
ARS  aminoacyl tRNA synthetase 
BSA  bovine serum albumin 
CADM  clinically amyopathic dermatomyositis 
CK  creatine kinase 
CRP  C reactive protein 
CT  computed tomography 
DMEM/F-12 Dulbecco’s modified eagle medium: nutrient Mixture F-12 
ECAR  extracellular acidification rate 
FBS  fetal bovine serum 
FPKM  fragments per kilobase of exon per million reads mapped 
GWAS  genome wide association study 
HBSS     Hanks’ balanced salt solution 
IFN  interferon 
IRF  interferon regulatory factor 
IKBKE  inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase epsilon 
IκB  inhibitor of nuclear factor kappa-B 
IL  interleukin 
ILD  interstitial lung disease 
IPA  ingenuity pathway analysis 
KL-6  Krebs von den Lungen 6 
MACS  magnetic-activated cell sorting 
MAP-2  microtubule-associated protein 2 
MDA5  melanoma differentiation-associated gene 5 
MMT  manual muscle test 
MRI  magnetic resonance imaging 
NF-κB  nuclear factor kappa-B 

NMDA  N-methyl-D-aspartate 
NPSLE neuropsychiatric systemic lupus erythematosus 
NR2  N-methyl-D-aspartate receptor subunit2 
OCT  optimal cutting temperature 
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PBS   phosphate buffered saline 
PBS-T   phosphate buffered saline with Tween 20 
PCA  principal component analysis 
PCR  polymerase chain reaction 
PFA  paraformaldehyde 
PKR  protein kinase R 
RNP  ribonucleoprotein 
RPILD  rapidly progressive interstitial lung disease 
SLE  systemic lupus erythematosus 
STIR  short-tau inversion recovery 
TNF  tumor necrosis factor 
Trem1  triggering receptor expressed on myeloid cells1 
VC  vital capacity 
2-DG  2-Deoxy-D-glucose
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3. 緒言 
膠原病は, 自己免疫応答の異常を共通の病態基盤とする全身性自己免疫疾患の総称

である. その多くは慢性の経過で様々な臓器障害を引き起こし, 患者の QOL や生命

予後に大きな影響を与えることがあるが, 近年の診断技術の向上や副腎皮質ステロイ

ド・免疫抑制剤による治療の進歩により, 膠原病の治療成績は飛躍的に向上した. し
かしながら, 依然として診療に難渋する病態が存在し, 膠原病診療のunmet needsと
なっている. 本研究ではそれらの難治性病態の診断・治療法の解明を目的とし, その

中でも全身性エリテマトーデス(Systemic lupus erythematosus; SLE)の精神神経症

状と皮膚筋炎に合併する間質性肺炎に焦点を当てた. 
第一部ではSLEに関する研究について述べる.  
SLEはループス疹と呼ばれる多彩な皮膚症状を代表とし, 多臓器障害をもたらす全

身性自己免疫疾患である. 好発年齢は20-40歳代で, 男女比は1:9で女性に多い. 抗核

抗体,  抗DNA抗体, 抗Sm抗体などの多彩な自己抗体産生を背景に, 皮膚, 関節, 腎, 
神経, 心, 血管など様々な臓器障害による多彩な臨床症状を呈する(Lisnevskaia et al., 
2014).  

SLE の発症過程では, 遺伝的素因に加え, 性ホルモンや喫煙, ウイルス感染,  紫
外線, 薬物などの環境因子が加わり, 免疫寛容の破綻が引き起こされ, 自己免疫反応

が惹起されると考えられている. 自己反応性 T 細胞の出現, 多クローン性の B 細胞

活性化, 抗 DNA 抗体をはじめとする自己抗体産生, 免疫複合体の形成, 補体系の活

性化などが炎症を惹起し, 臓器組織障害をきたす. SLE の病態形成に重要な役割を果

たす因子として, I 型インターフェロン (IFN) である IFNαの形質細胞様樹状細胞 
(pDC) からの過剰産生が報告されており(Elkon and Wiedeman, 2012; Rönnblom 
and Elkon, 2010), SLE患者の末梢血単核球では IFN 誘導遺伝子群が高発現している

(Baechler et al., 2003; Baechler et al., 2004; Shimizu et al., 2018). IFNαにより単球

やマクロファージからの B cell Activating Factor (BAFF) 産生の誘導(Vincent et al., 
2014)やエフェクターT 細胞の活性化が引き起こされる.  

SLE の症状や重症度は症例毎に異なっており, 全身倦怠感, 発熱, 皮疹, 関節炎な

どの一般的な症状のみを認める軽症例から, 腎病変, 中枢神経病変, 心病変, 肺臓炎, 
漿膜炎, 血管炎などを合併する重症例まで多岐にわたる. 近年, 治療・診断技術の進歩

により SLE の治療成績は飛躍的に向上しており, 以前は 5 年生存率が 50%未満であ

ったが, 現在は 10 年生存率が 90%を超えている(Kono et al., 2014; Minowa et al., 
2017). その一方で, 依然として難治性の病態が存在し, 中でも精神神経ループス 
(neuropsychiatric systemic lupus erythematosus: NPSLE) はSLE患者の30~40%
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に発症し, ループス腎炎と並んで SLE の重症臓器病変である(Aso et al., 2020; 
Bertsias and Boumpas, 2010; Hanly et al., 2007). 時に高次機能障害などの後遺症を

来すこともあり, QOL を著しく低下させ, 予後不良な病態である. 病態は未だに不明

点が多くであり, 明確なエビデンスのある治療戦略は明らかではなく, 病態の解明と

新たな治療が求められている. 近年の研究で中枢神経の常在マクロファージであるミ

クログリアが NPSLE の病態に関与していることが示唆されており(Nestor et al., 
2018; Schwartz et al., 2019), 今回我々はミクログリアに着目し, NPSLE の新たな治

療ターゲットを探索することとした.  
第二部では皮膚筋炎に関する研究について述べる. 
皮膚筋炎は骨格筋や皮膚, 関節, 肺などを侵す全身性の自己免疫疾患である. 皮膚

筋炎患者において, 間質性肺疾患(interstitial lung disease: ILD)は重要な合併症の一

つであり, 死因の多くを占める. 急速進行性 ILD(rapidly progressive ILD: RPILD)は
特に治療抵抗性であり, 発症から数か月以内に致死的となり得る(Gono and Kuwana, 
2016; Xu et al., 2016; Ye et al., 2007). RPILDの治療には発症早期からの副腎皮質ス

テロイドと免疫抑制剤の併用による強力な免疫抑制療法が必要である. しかしながら, 
皮膚筋炎の発症早期からRPILDの発症を予測することは困難である(Kameda et al., 
2005). 一方で不必要な患者に対する強力な免疫抑制療法は有害事象が問題となるこ

とから, 個々の症例への適切な治療選択が課題となっている. 従って, 我々は皮膚筋

炎の新たな予後予測因子を探索することとした. 特に近年皮膚筋炎の臨床において有

用とされているmagnetic resonance imaging (MRI)に着目した.  
  



9 
 

 

 

 

 

 

4. 第一部 

精神神経ループスにおけるミクログリアの 

病態関与 
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4.1 緒言 

NPSLE は SLE を基礎疾患として中枢神経, 末梢神経, 自律神経, 精神症状等を呈

する症候群であり, ループス腎炎とならぶ SLE の主要臓器障害のひとつである. 
SLE 患者の 30~40%に出現する重篤な臓器病変であり, 患者の QOL を著しく低下

させ(Hanly et al., 2007), ループス腎炎と同様に生命予後に関連する因子として知ら

れている(Schwartz et al., 2019). アメリカリウマチ学会では 1999 年に NPSLE を

臨床症状に応じて19項目に分類し, これらは1. 中枢神経症状(focal manifestations), 
2. 中枢神経症状(diffuse manifestations), 3. 末梢神経症状の3 つのグループに分類さ

れている(Schwartz et al., 2019). 一般にNPSLE はいくつかの病態が合併することが

多く, 症状が多彩であり, 診断や治療に難渋することが多い. また感染症や代謝異常, 
薬剤などが精神神経症状の原因となり得るため, SLE 患者に精神神経症状が出現した

際には, それがSLEによるものかどうか慎重な判断を要する. 特に, SLEの治療薬で

ある副腎皮質ステロイドによって生じ得るステロイド精神病は NPSLE との鑑別が

困難となる場合が多い.  
NPSLE は様々な臨床症状を呈するが, その病態発生機序は 1. 脳の微小血管を中

心とした血管障害, 2. 神経細胞に対する自己抗体の産生, 3. 髄腔内でのサイトカイン

等の炎症性メディエーター産生が考えられている. 神経症状を呈する focal 
manifestationsは血管障害を反映しており，抗リン脂質抗体と血管内皮細胞の活性化

と関連していることが示唆されている. 精神症状などの diffuse manifestations は炎

症を反映したものであり，自己抗体やサイトカインなどによる神経細胞の傷害と関連

していると考えられている. これに関与する自己抗体として神経細胞上の N-methyl-
D-aspartate (NMDA)型グルタミン酸受容体に対する抗体が注目されている. 抗
NMDA receptor subunit2 (NR2)抗体は抗 2本鎖DNA抗体のサブセットとして, SLE 
の30−40％でみられる. NMDA受容体の活性化は学習や記憶に重要であるが, 抗NR2 
抗体による刺激が持続することによって, 神経細胞死が誘導される. 抗 NR2 抗体は

NPSLE の中でも重症病態である acute confusional stateの患者の髄液中で上昇して

いることが報告されており, NPSLE の重症度を反映していると考えられている

(Hirohata et al., 2014). この他, 抗リボゾームP 抗体, 抗内皮細胞抗体, microtubule-
associated protein 2 (MAP-2) 抗体, 抗 U1 ribonucleoprotein (RNP)抗体などが

NPSLE 患者にみられる自己抗体として報告されている(Govoni et al., 2016). また, 
抗リン脂質抗体は NPSLE における血栓症に関与しているが, 認知障害, 痙攣, 舞踏

病, 多発性硬化症様疾患, 横断性脊髄炎など多彩な病態とも関連している. これらに

は非血栓性の病態も含まれることから, 抗リン脂質抗体が直接神経組織を障害する可
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能性も示唆されている(Chapman et al., 2003) (Sanna et al., 2005). その他 , 
interleukin (IL)-6 や interferon(IFN) αなどの髄液中のサイトカインがNPSLE の病

態に関与していると報告されている(Fragoso-Loyo et al., 2007; Hirohata and 
Miyamoto, 1990; Shiozawa et al., 1992). 
 さらに近年, SLE 患者ではミクログリアが異常活性化しており, 神経細胞のシナプ

スが貪食されることが示され, ミクログリアが NPSLE の病態に関与していることが

示唆された(Schwartz et al., 2019). ミクログリアは中枢神経系に存在する組織マクロ

ファージであり, 中枢神経系における全細胞の 10%程度を占めている. 他のマクロフ

ァージと同様, 免疫細胞として組織内を監視し, 組織傷害や感染に伴って, 炎症性サ

イトカインや活性酸素を産生する. 近年ミクログリアには多くの細胞型があることが

複数の研究で提唱されており, 中枢神経の炎症過程において, 神経障害を促進するサ

ブタイプや保護的に働くサブタイプが存在すると考えられている. しかし, NPSLEに

おけるミクログリアの役割の詳細は解明されておらず, ミクログリアを標的とした治

療はまだ臨床応用されていない.  
 

4.2 目的 

本研究の目的は NPSLE におけるミクログリアの病態への関与を明らかにし, 新規

治療ターゲットを見出すことである.  
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4.3  MRL/MpJ-Faslpr/J(MRL/lpr)マウスにおける 

異常行動の評価 

 

4.3.1 はじめに 

SLE モデルマウスである MRL/MpJ-Faslpr/J(MRL/lpr)は不安, 異常行動など

NPSLE の症状を呈することが知られている. このマウスを NPSLE モデルとし, 
MRL/MpJをコントロールとして, 行動異常を評価することとした.  
動物実験は北海道大学の動物実験倫理委員会の承認のもと(承認番号 19-0039), 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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4.3.2 方法 

 8週齢の雌MRL/lprマウスとMRL/MpJマウスを用いて open field試験, Y maze
試験, Novel object recognition試験の 3種類の行動試験を実施した(Figure 1). 行動

試験はSMART 3.0 ビデオ画像行動解析装置を用いて記録した. 統計解析は

GraphPad Prism (ver. 7.04; GraphPad Software, San Diego, CA, USA)を用いて行

った.  

4.3.2.1 Open field 試験 
縦 45cm×横45cm×高さ 40cmのOpen field ボックスにマウスを入れ, 5分間自

由にボックス内を探索させ, 総移動距離, 中央区画滞在時間を記録した. 中央区画は

ボックスの中央15cm四方の四角形の区域として定義し, 中央区画滞在時間は試験時

間(5分)に対する割合をパーセントで示した. 総移動距離を活動量, 中央区画滞在時間

を不安傾向の指標とした.  

4.3.2.2 Y maze 試験 
長さ30cm, 幅 6cm, 高さ 15cmの 3本のアームが120度の角度で連結されたY 

maze を用い, maze 内でマウスを 6分間自由に探索させ, アームへの総侵入回数, 3
回連続で異なるアームに侵入した回数(alternation triplet)を記録した. 総侵入回数か

ら 2を引いた数に対する alternation tripletの割合をパーセントで示した. マウスは

直前に入ったアームとは異なったアームに入ろうとする習性があり, alternation 
triplet の割合を空間作業記憶の指標とした.  

4.3.2.3 Novel object recognition 試験 
行動試験の前日に open fieldボックス内で 5分間マウスを自由に探索させ, 順化を

行った. 当日にマウスを 2つのオブジェクトが置かれた open field ボックス内を5
分間自由に探索させた. 1 時間のインターバルを置き, オブジェクトの1つが別の新

奇オブジェクトに変更された open field ボックス内を 5分間探索させた. 2つのオブ

ジェクトを探索した時間の合計が20 秒になるまでに, それぞれのオブジェクトを探

索した時間を記録した. 20秒間のうち新奇オブジェクトを探索した時間の割合をパー

セントで示した. 通常マウスは新奇性のある物体に, より長い時間探索行動を示すた

め, 新奇オブジェクトに対する探索時間をマウスの視覚的認知記憶の指標とした.  
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Figure 1.  行動解析装置の模式図 
A: Open field試験ではボックス内の総移動距離及び中央区画(赤い正方形内)滞在時間

を記録した. B: Y maze試験ではアームへの総侵入回数, 3 回連続で異なるアームに侵

入した回数(alternation triplet)を記録した. C: Novel object recognition試験では 2
つのオブジェクト(赤の円)が置かれた open field ボックス内を探索させた後, オブジ

ェクトの 1つが別の新奇オブジェクト(緑の三角)に変更された open fieldボックス内

を探索させ, それぞれのオブジェクトの探索時間を記録した.   
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4.3.3 結果  

 Open field 試験において, MRL/lpr マウスはコントロールと比較して総移動距離に

差は認めず, 探索行動の低下は認めなかった. 中央区画滞在時間はコントロールと比

較して有意に短く, 高い不安傾向を有していることが示された  (Figure 2).  
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Figure 2. MRL/lpr マウスとMRL/MpJマウスのOpen field試験 
Open field ボックス内でマウスを5分間自由に探索させ, 総移動距離, 中央区画滞在

時間を記録した. 
A: コントロールとMRL/lprの代表的な行動軌跡. B: コントロールとMRL/lprの総

移動距離と中央区画滞在時間. データは平均値±標準偏差で示した. **: p < 0.01, n.s.: 
not significant, t-test 
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 Y maze試験では, MRL/lprマウスはコントロールと比較してアームへの総侵入回

数が有意に多く, 総侵入回数に対するalternation triplet の割合が有意に低かった

(Figure 3). このことからMRL/lpr マウスは空間作業記憶が低下していることが示さ

れた.  
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Figure 3. MRL/lpr マウスとMRL/MpJマウスのY maze 試験 
Y maze内でマウスを6分間自由に探索させ, アームへの総侵入回数, 3回連続で異な

るアームに侵入した回数(alternation triplet)を記録した. 
データは平均値±標準偏差で示した. *: p < 0.05, t-test 
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 Novel object recognition 試験において, MRL/lpr マウスはコントロールと比較し

て新奇オブジェクトへの探索時間が有意に短く, 視覚的認知記憶が低下していること

が示された(Figure 4).  
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・     
Figure 4. MRL/lpr マウスとMRL/MpJマウスのNovel object recognition試験 
マウスを 2つのオブジェクトが置かれた open field ボックス内を 5分間自由に探索

させ, 1時間のインターバルを置き, オブジェクトの1 つが別の新奇オブジェクトに

変更された open fieldボックス内を5分間探索させた. それぞれのオブジェクトを探

索した時間を記録し, 新奇オブジェクトを探索した時間の割合をパーセントで示し

た. 
データは平均値±標準偏差で示した. **: p < 0.01, t-test 
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4.3.4 結論 

MRL/lprマウスはコントロールと比較し, 不安の増強と, 空間作業記憶, 視覚的認

知記憶の低下を認めた. これらはNPSLEの症状を反映していると考えられた.   
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4.4 MRL/lpr マウスのミクログリア活性化の評価 

 
 前述したように近年 NPSLE モデルマウスにおいて, ミクログリアの活性化が報告

されている(Crupi et al., 2010; Mondal et al., 2008; Wen et al., 2015). 活性化したミ

クログリアは tumor necrosis factor alpha (TNFα), IL-6などのサイトカインを産生

し, 脳内の炎症に関わっている. 実際 NPSLE 患者の髄液では TNFα, IL-6 などのサ

イトカインの上昇が報告されている(Jeltsch-David and Muller, 2014). そこで

MRL/lpr マウスにおける不安の増強, 空間作業記憶, 視覚的認知記憶の低下の原因が

ミクログリアの異常によるという仮説をたて, 実験を進めることとした.  
 

4.4.1 方法 

4.4.1.1 ミクログリアの分離方法 
8 週齢, 12 週齢, 16 週齢の雌 MRL/lpr マウスと MRL/MpJ マウスからミクログリ

アを採取し, Real-time polymerase chain reaction (PCR)法を用いて炎症性サイトカ

イン遺伝子の発現を評価した.  
マウスは麻酔下に安楽死処理し, リン酸緩衝生理食塩水(phosphate buffered saline: 

PBS)灌流を行った後, 大脳皮質を採取した. 6cm ディッシュ上でメス刃による機械的

裁断を行った後, Neural Tissue Dissociation Kit (P)(Miltenyi Biotec)を用いて単一細

胞を得た. その後ミエリン除去のため, 0.9M スクロース含有Hanks’ balanced salt 
solution (HBSS)で懸濁し, 700Gで10分間遠心した. 上清を除去し, 1ml の
Magnetic-activated cell sorting (MACS) bufferで懸濁し, 70ul の cell strainerで濾

過し, 4℃, 5000G で30秒間遠心した. 上清を除去し, MACS buffer で 1ml に懸濁し, 
細胞数をカウントした. 1×107個の細胞に対して 90µl のMACS buffer で懸濁し, 
10µl のCD11b microbeads(Miltenyi Biotec)を添加して 4℃で 15分間 incubateし
た. 1ml のMACS buffer を添加後に4℃, 5000G で 30秒遠心し, 1000µl のMACS 
buffer で懸濁, 100µl の cell strainer で濾過してMACSカラムを通してpositive 
selectionを行った. 500µl のMACS buffer で洗浄後, 1ml のPBSで細胞を抽出した.  
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4.4.1.2 分離したミクログリアの純度についての検討 
分離したミクログリアの純度を検討するため, フローサイトメトリーを施行した. 
ミクログリアを死細胞除去のためZombie Aqua (Biolegend 105013)を添加し, 静置, 
洗浄後, 抗CD16/32 抗体(Biolegend 101330)を添加してFc受容体ブロッキングを施

行した後,ミクログリアの表面抗原であるCD11b (Biolegend 101205), CD45 
(Biologend 103129), CX3CR1 (Biolegend 149007), CD39 (Biolegend 143803)を認識

する蛍光標識抗体を添加し, 静置, 洗浄後にBD FACSAria™ II (BD Biosciences)を
用いてフローサイトメトリーを施行した.  
 

4.4.1.3 RNA の抽出とReal-time PCR 
RNeasy Plus Mini Kit(Qiagen)を用いてmRNA を抽出した. 抽出したmRNAは

濃度を調整後に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

TNFα mRNA, IL-6 mRNA, IL-1β mRNA及びマウスGUSB mRNAの発現を定量

した（使用したprobeのAssay ID はそれぞれMm00443258m1, Mm00446190m1, 
Mm00434228m1及びMm01197698m1）. 測定には7500 Fast Realtime PCR 
system (Applied Biosystems)を用いた. mRNA発現量は∆∆CT法によって各細胞の

各遺伝子とGUSBの平均の差を計算し, mRNA 量を算出した.  
 

4.4.1.4 マウス脳の免疫組織化学染色 
マウスは麻酔下で安楽死処理し, PBS灌流を行った. さらに4%パラホルムアルデ

ヒド(paraformaldehyde: PFA)灌流を行った後, 脳を採取した. 脳は 4%PFA で24時

間固定し, 30%スクロース含有PBS で48時間置換した後に optimal cutting 
temperature (OCT)コンパウンドで包埋した. クライオスタット(Leica CM 1850)で
30µm 厚の切片を作成し, フリーフローティング法を用いて染色を行った. 作成した

切片をTween 20含有PBS (PBS with Tween 20: PBS-T)で洗浄し, 0.3% triton・5%
ウシ血清アルブミン(bovine serum albumin: BSA)含有PBSを添加し, 室温で 1時

間ブロッキングした. 次に 0.3% triton・2%BSA 含有PBS で希釈したウサギ抗マウ

ス Iba抗体(Wako, 019-19741), ラット抗マウスCD68抗体(Bio-rad, MCA1957), ギ
ニアピッグ抗マウスNeuN 抗体(Sigma-Aldrich, ABN90P)を添加, 4℃で一晩

incubateした. 次にPBS-Tで洗浄し, 0.3% triton・2%BSA含有PBS で希釈した二

次抗体を添加, 2時間室温で放置した. 切片をスライドガラスに張り付け, DAPI 含有
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Vectashield Mounting Medium (Vector laboratories, H-1200)でマウントした. 蛍光

顕微鏡(Keyence BZ-710)を用いて観察した.  

4.4.1.5 MRL/lpr マウスのミクログリアの網羅的遺伝子解析 
16週齢の雌のMRL/lprマウスとMRL/MpJマウスからミクログリアを採取し, ミ

クログリアの活性化に関わるpathwayを探索することを目的とし, RNA シークエン

シングによる網羅的遺伝子解析を行った. ミクログリアは各3 匹ずつのマウスから採

取し, RNeasy Plus Mini Kit(Qiagen)を用いてRNA を抽出した. 抽出したRNAは

Genewiz (South Plainfield, NJ)に送付し, ライブラリ作成を委託した. Smart-seq v4 
ultra low kit (Clontech-Takara Bio)とNEB NEXT Ultra RNA Library Prep Kit for 
Illumine (E7530; New England Biolabs)を用いてライブラリを作成した. ライブラ

リはNovaSeq 6000 system (Illumina)を用いてシークエンスし, 150塩基paired-
end 法で2500万以上のリードを取得した. Cutadapt v 2.1を用いてクオリティが低

いリードやアダプター配列を除去した. トリミングされたリードをmm10 (Ensembl 
99)にマッピングし, STAR v 2.7.1aを用いて定量化した. 発現変動遺伝子

(Differentially expressed genes; DEGs)はDESeq2 を用いて, サンプル間の発現レベ

ル(log2 fold-change > 1, 調整p 値 <0.00001)に基づいて同定された. 解析はR 
software(ver. 4.0.0; R Core Team. R: A language and environment for statistical 
computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, 2020)を用いて施行し

た. 得られた変動遺伝子のデータを Ingenuity Pathway Analysis(IPA, Ingenuity 
Systems Inc, Redwood City, CA)を用いて, pathway 解析を施行した.  
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4.4.2 結果 

4.4.2.1 分離したミクログリアの純度 
 ミクログリアはCD11b 陽性, CD45中等度陽性, CD39陽性, CX3CR1 陽性細胞と

して同定され, 分離した細胞のうち95%以上の細胞がミクログリアであることを確認

した(Figure 5).  
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Figure 5. フローサイトメトリーによるミクログリア純度の確認 
Zombie Aquaにより死細胞の除去を行い, CD11b陽性, CD45陽性細胞をゲーティン

グした. さらにCX3CR1 とCD39でゲーティングを行い, ミクログリアであること

を確認した.   
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4.4.2.2 MRL/lpr マウスのミクログリアにおける週齢毎の 
炎症性サイトカイン遺伝子発現量の検討 
 

MRL/lprマウスのミクログリアでは8 週から 16 週齢にかけて, 週齢依存的に

TNFα, IL-6, IL-1βの遺伝子発現量が増加していた(Figure 6).  
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Figure 6. MRL/lpr マウス由来ミクログリアの炎症性サイトカイン遺伝子発現量 
8 週齢, 12週齢, 16週齢の雌MRL/lprマウスからミクログリアを採取し, Real-time 
PCR 法でマウスTNFα mRNA, IL-6 mRNA, IL-1β mRNAの発現を定量した. 
データは平均値±標準誤差で示した. *: p < 0.05, one-way ANOVA with Tukey’s post 
hoc test  
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4.4.2.3 MRL/lpr マウスとMRL/MpJ のミクログリアにおける 
炎症性サイトカイン遺伝子発現量の検討 

16週齢のMRL/lprマウスとMRL/MpJマウス由来のミクログリアを比較すると, 
MRL/lprマウスのミクログリアでTNFα, IL-6, IL-1βの遺伝子発現量が亢進していた

(Figure 7). これらの結果からMRL/lprマウス由来ミクログリアはMRL/MpJ 由来

のものと比べて活性化していることが示唆された.  
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Figure 7. MRL/lpr マウスとMRL/MpJマウスのミクログリアの炎症性サイトカイン

遺伝子発現量の比較 
16週齢のMRL/lprマウスとMRL/MpJマウスからミクログリアを採取し, Real-
time PCR 法でマウスTNFα mRNA, IL-6 mRNA, IL-1β mRNAの発現を定量した. 
データは平均値±標準偏差で示した. *: p < 0.05, t-test 
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4.4.2.4 マウス脳の免疫組織化学染色によるミクログリア活性化の検討 
 MRL/lpr マウスでは記憶の低下が認められていたことから, 海馬におけるミクログ

リアの活性化の評価を行った. 脳組織の免疫染色では, MRL/MpJマウスと比較し, 
MRL/lprマウスの海馬においてミクログリアの活性化マーカーであるCD68の発現

がコントロールと比較して高く, ミクログリアの活性化を認めた(Figure 8).  
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Figure 8. 16 週齢の MRL/lpr とコントロールマウスの海馬の免疫組織学的染色 
 
海馬を含む脳切片を作成し, 抗 Iba1 抗体(赤), 抗 CD68 抗体(緑)で蛍光免疫染色を施行した. スケールバーは 20 µm を表

す.
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4.4.2.5 MRL/lpr マウスのミクログリアの網羅的遺伝子解析 
RNA シークエンシングによって得られたデータから fragments per kilobase of 

exon per million reads mapped (FPKM)を算出し, FPKMが 1以上である10914 個

の遺伝子を発現変動解析に用いた. 主成分分析(principal component analysis: PCA)
ではMRL/lprとMRL/MpJ由来のミクログリアはPC1 Variance 93%で説明され, そ
れぞれの biological replicatesはPC2 Variance 3%で説明された(Figure 9A). このこ

とから MRL/lpr と MRL/MpJ のミクログリアは異なる遺伝子発現プロファイルを有

していることが示された. MRL/lpr のミクログリアはコントロールと比較して 1022
の遺伝子が有意差をもって変動しており, そのうち 887 が発現上昇, 135 が発現低下

していた(log2 fold change ≥ 1, and p < 0.00001) (Figure 9B). 次にこれらの発現変動

遺伝子に IPA を用いて pathway 解析を行った. Canonical Pathway 解析では, ミク

ログリアの活性に関わる iNOS Signalingや, TNFレセプター, Interferon Regulatory 
Factor (IRF), IL-6 や IL-8 などサイトカインに関連する pathway が活性化している

ものとして抽出された(Figure 10).  
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Figure 9. MRL/lpr とMRL/MPJ のRNAシークエンシングの結果 
A: MRL/MPJ に対するMRL/lprの主成分分析結果. MRL/lpr とMRL/MpJ 由来の

ミクログリアはPC1 Variance 93%で説明され, それぞれのbiological replicatesは
PC2 Variance 3%で説明された. 
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Figure 9. MRL/lpr とMRL/MPJ のRNAシークエンシングの結果 
B: 変動遺伝子のvolcano plot. 887個の発現亢進遺伝子と135個の発現減弱遺伝子が

同定された. 



36 
 

 
Figure 10 MRL/lpr の発現変動遺伝子の pathway 解析結果 
MRL/lpr のミクログリアで認めた発現変動遺伝子について, IPA を用いて Canonical Pathway 解析を施行した. 抽出され

た上位 20 個の pathway を示す. 
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4.4.3 考察 

 実験4.3 ではMRL/lpr はコントロールマウスと比較して行動異常を呈することが

示された. 上述の実験より, MRL/lprのミクログリアは炎症性サイトカインの遺伝子

発現や活性化マーカーの発現が亢進していた. MRL/lprのミクログリアは, コントロ

ールと比較して活性化していることが示され, 行動異常の原因となっている可能性が

示唆された. RNAシークエンスによるミクログリアの網羅的な遺伝子発現解析では, 
IRFやTNF レセプターなど, サイトカインに関連したpathwayの活性化が認めら

れた. IRF は IFNαなどの I 型 IFN 遺伝子の転写制御に関わる転写因子である. SLE
の病態形成に重要と考えられている IFNαはNPSLE においても重要性が示唆されて

いる(Fragoso-Loyo et al., 2013; Shiozawa et al., 1992). NPSLE患者の髄液中では

様々なサイトカインが上昇していることが知られており(Yoshio et al., 2016), 髄液中

IL-6の上昇はNPSLEの最も感度の高い検査と言われている(Hirohata et al., 2009). 
また, NPSLE患者の予後予測因子を検討した研究では, non-responder は responder
と比較して, 治療前に採取した髄液中の IL-6, IFNγ, TNFα, IL-10 が有意に高値だっ

たと報告されている(Ichinose et al., 2016). 特に IFNγ, TNFαはミクログリアの炎症

性フェノタイプへの極性変化に関わることが知られている(Mecha et al., 2016). 
したがって, 我々はこれまでにNPSLE 患者の髄液で上昇が報告されている IFNα, 

IFNγ, TNFα, IL-6がミクログリアの活性化に与える影響を検討することとした.  
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4.5 ミクログリアの活性化におけるサイトカインの関与の検討 

4.5.1 サイトカイン刺激によるミクログリアにおける炎症性サ

イトカインの発現量の検討 

4.5.1.1 方法  
MRL/lprマウスからミクログリアを採取・培養し, サイトカインを添加することに

よるミクログリアの活性化を評価した. 成体マウスから採取したミクログリアは培養

困難なことから, 生後3日以内のマウスから採取したミクログリアを実験に用いた. 
マウスから脳を採取し, 成体マウスと同様の過程でミクログリアを分離した. 生後3
日以内のマウスはミエリンが未形成のため, ミエリン除去は施行しなかった. 分離し

たミクログリアを 10％非働化ウシ胎児血清(fetal bovine serum: FBS), ペニシリン, 
ストレプトマイシン含有 Dulbecco’s modified eagle medium : nutrient Mixture F-
12 (DMEM/F-12, Gibco) で培養した. 48 時間培養後, IFNγ 20 ng/ml, IL-6 30 ng/ml, 
IFNα 25 ng/ml, TNFα 10 ng/ml をそれぞれ単独または混合して添加した. これらの

サイトカインはBiolegend から購入した. 6時間後にRLT bufferで細胞を溶解し, 
mRNAを抽出・cDNAを合成した. Real-time-PCR 法でマウスTNF mRNA, IL-6 
mRNA, IL-1β mRNA の発現量を評価した.  
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4.5.1.2 結果 
 個々のサイトカイン刺激によるMRL/lpr マウス由来ミクログリアのTNFα, IL-6, 
IL-1βの遺伝子発現量をFigure11 に示す. サイトカイン刺激により, 炎症性サイトカ

イン遺伝子の発現は亢進していたが, 刺激するサイトカインによって発現亢進する遺

伝子は異なっていた.  
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Figure 11. サイトカイン刺激によるミクログリアの炎症性サイトカイン遺伝子発現

量の変化 
MRL/lprマウスから採取したミクログリアに, IFNγ, IL-6, IFNα, TNFαをそれぞれ単

独で添加し, 6時間後にRNAを抽出してReal-time-PCR 法でマウスTNF mRNA, 
IL-6 mRNA, IL-1β mRNA の発現量を評価した. 
データは平均値±標準誤差で示した. ***: p < 0.001, ****: p < 0.0001, one-way 
ANOVA with Dunnett’s post hoc test  
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 上記 4種類の混合サイトカインによる刺激では, TNFα, IL-6, IL-1β全ての遺伝子発

現が亢進しており(Figure 12), Figure7に示した16週のMRL/MpJとMRL/lprのミ

クログリアの遺伝子発現量の結果と類似していた.  
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Figure 12. 混合サイトカイン刺激によるミクログリアの炎症性サイトカイン遺伝子

発現量の変化 
MRL/lprマウスから採取したミクログリアに, IFNγ, IL-6, IFNα, TNFαを混合して添

加し, 6時間後にRNAを抽出してReal-time-PCR 法でマウスTNF mRNA, IL-6 
mRNA, IL-1β mRNA の発現量を評価した. 
データは平均値±標準誤差で示した. *: p < 0.05, ***: p < 0.001, t-test 
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4.5.2 サイトカインで刺激したミクログリアの網羅的遺伝子解

析 

4.5.2.1 方法 
サイトカイン刺激によるミクログリアの遺伝子発現の変化について網羅的に解析

するため, RNA シークエンシングを施行した. 上述のようにサイトカインで 6時間刺

激したミクログリアから mRNA を抽出した. 上記の結果から, サイトカインは 4 種

類を混合して使用し, コントロールとそれぞれのサイトカインの刺激条件で各 3 サン

プルずつ施行した.  

4.5.2.2 結果 
PCA ではコントロールとサイトカインで刺激したミクログリアはPC1 Variance 

85%で説明され, それぞれのbiological replicates はPC2 Variance 10%で説明され

た(Figure 13A). サイトカインで刺激したミクログリアはコントロールと比較して

1341 の遺伝子が有意差をもって変動しており, そのうち 980 が発現上昇, 387が発現

低下していた(log2 fold change ≥ 1, p < 0.00001) (Figure 13B). IPAで施行したこれ

らの発現変動遺伝子のCanonical Pathwayでは, Protein kinase R (PKR)や
triggering receptor expressed on myeloid cells1 (Trem1), パターン認識受容体など

の自然免疫に関わるpathwayや, Nuclear factor kappa B (NF-κB)や IL-6 など炎症

に関わるpathwayが活性化しているものとして抽出された(Figure 14).  
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Figure 13. サイトカイン刺激におけるRNAシークエンシングの結果 
A: サイトカイン刺激とコントロールの主成分分析結果. コントロールとサイトカイ

ンで刺激したミクログリアはPC1 Variance 85%で説明され, それぞれの biological 
replicates はPC2 Variance 10%で説明された. 
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Figure 13. サイトカイン刺激におけるRNAシークエンシングの結果 
B: 変動遺伝子のvolcano plot. 980個の発現亢進遺伝子と387個の発現減弱遺伝子が

同定された. 
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Figure 14. サイトカイン刺激したミクログリアの発現変動遺伝子の pathway 解析結果 
IPA を用いた Canonical Pathway で抽出された上位 20 個の pathway を示す.
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 MRL/lpr と MRL/MpJ, サイトカイン刺激とコントロールの比較では, それ

ぞれ 97 個, 10 個の遺伝子が, 共に発現上昇または低下していた(Figure 15). 
MRL/lpr vs MRL/MpJ と stimulation vs control で抽出された上位 20 個の

pathway のうち, 両者で共通で見られた Death Receptor Signaling, TNFR1 
Signaling, Role of PKR in Interferon Induction and Antiviral Response, IL-6 
Signaling, Neuroinflammation Signaling Pathway の 5 つの pathway の遺伝

子セットについて, MRL/lpr vs MRL/MpJ とサイトカイン刺激 vs コントロー

ルのヒートマップを Figure16 に示す.  
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Figure 15. MRL/lpr vs MRL/MpJ と Stimulation vs Control の発現変動遺伝

子の Venn 図 
97 個の遺伝子発現が共通して亢進し, 10 個の遺伝子発現が共通して減弱してい

た       
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Figure 16. 主要なpathway における遺伝子セットのヒートマップ.  
IPA のCanonical Pathway においてMRL/lpr vs MRL/MpJと stimulation vs 
control で抽出された上位 20 個のpathwayのうち, 両者で共通で見られたDeath 
Receptor Signaling, TNFR1 Signaling, Role of PKR in Interferon Induction and 
Antiviral Response, IL-6 Signaling, Neuroinflammation Signaling Pathwayにお

ける遺伝子セットについて, 遺伝子発現をヒートマップで示した. ヒートマップは

FPKM の z-scoreで表した. 
  



50 
 

4.5.3 考察 

個々のサイトカイン刺激では, サイトカイン毎にミクログリアの遺伝子発現パター

ンが異なっていた. 4 種類を混合したサイトカインで刺激されたミクログリアは, 
個々のサイトカインで刺激されたミクログリアよりも炎症性サイトカインの遺伝子発

現が亢進しており, 16週齢のMRL/lprマウスから採取したミクログリアと同様に活

性化したフェノタイプを示した. このことから, MRL/lprにおいては, 複数のサイト

カインがミクログリアの活性化に関わっていることが示唆された. サイトカインで刺

激したミクログリアの網羅的遺伝子解析では自然免疫に関するpathway が亢進して

いた. また, 16週齢のMRL/lprから採取したミクログリアでは IRFに関する

pathwayの亢進が見られた. IRF は I 型 IFN 遺伝子の転写制御に中心的な役割を担

っている転写因子であり, IRFファミリー転写因子は，9種類のサブタイプ(IRF1-9)
が存在している. このうち, IRF5, IRF7, IRF8 がゲノムワイド関連解析(Genome 
Wide Association Study: GWAS)でSLEの感受性遺伝子として同定されている

(Bentham et al., 2015). また IRF7はミクログリアの炎症型サブタイプへの極性変化

へ重要であると報告されており(Tanaka et al., 2015), SLEの病態とミクログリアの

活性化の双方において重要な因子と考えられる. 我々はMRL/lpr vs MRL/MpJと

Stimulation vs Control で共通して発現が亢進していた 98個の遺伝子の中から

NPSLE の治療ターゲットとなる遺伝子を探索した. MRL/lpr vs MRL/MpJ と

Stimulation vs Control で抽出されたpathway のうち, Death Receptor Signaling, 
TNFR1 Signaling, Role of PKR in Interferon Induction and Antiviral Response, 
IL-6 Signaling, Neuroinflammation Signaling Pathwayが両者に共通していた. さ
らにこれら5つのpathway から得られた遺伝子セットの中で, 共通する遺伝子を検

索したところ Ikbke とTnfaが検出され, NPSLE におけるミクログリアの活性化病

態に重要であることが予測された. そこで本研究では Ikbke に着目して研究を進める

こととした.  
Ikbke は Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase epsilon(IKBKE)をコードす

る遺伝子で, Inhibitor of nuclear factor kappa-B (IκB)をリン酸化することにより

NF-κBを核内に移行させる働きを持つが, 他の IκB kinaseとは異なり IRF3や

IRF7をリン酸化することでこれらの活性化にも関わることが知られている

(Fitzgerald et al., 2003; Sharma et al., 2003)(Figure 17A). RNA シークエンスの結

果でもMRL/lprのミクログリアはMRL/MpJと比較して, Ikbke に関連する遺伝子

の発現が亢進していた(Figure 17B). Ikbke はGWASでSLE の疾患感受性遺伝子と

して同定されており(Morris et al., 2016), SLEの病因である可能性があるがSLEに
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おけるその役割については解明されていない. さらにミクログリアにおいてもその機

能について研究された報告はない.  
 したがって, IKBKE がNPSLEの治療ターゲットになり得るかを検討すること

とした. 
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Figure 17. IKBKEを介したシグナル伝達経路 
A: IKBKEは IκBαのリン酸化のみならず, IRF3, IRF7をリン酸化し, 核内移行を

促進する. B: MRL/lpr とMRL/MpJを比較したRNAシークエンシングにおける

IKBKEのシグナル伝達経路に関わる遺伝子のヒートマップ. ヒートマップはFPKM
の z scoreで示した.  



53 
 

4.6 IKBKE 阻害によるミクログリア活性化への影響 

4.6.1 Real-time PCR 法によるミクログリアの IKBKE の遺伝

子発現の確認 

 まず IKBKE の遺伝子発現が MRL/lpr のミクログリアやサイトカイン刺激を行っ

たミクログリアで亢進していることをReal-time PCR法により確認した.  
上述の方法で 16 週齢の雌の MRL/lpr と MRL/MpJ マウスからミクログリアを採

取し, RNA を抽出した. 抽出した mRNA は濃度を調整後に cDNA とした. また, 生
後 3 日以内の MRL/lpr マウスからミクログリアを分離し, 48 時間培養後, IFNγ 20 
ng/ml, IL-6 30 ng/ml, IFNα 25 ng/ml, TNFα 10 ng/ml を添加して刺激した. 6時間後

にRNAを抽出し, cDNA を合成した. Real time PCR 法を用いて, マウス IKBKEの

遺伝子発現量を測定した(使用したprobe のAssay ID はMm00444862m1).  

4.6.2 IKBKE 阻害薬によるミクログリア活性の変化 

 上述の方法で生後3日以内のMRL/lpr マウスからミクログリアを分離し, 48 時間

培養後, IFNγ 20 ng/ml, IL-6 30 ng/ml, IFNα 25 ng/ml, TNFα 10 ng/ml を添加して

刺激した. 同時に IKBKE 阻害薬であるMCCK1 1 µM を添加し 6時間後にRNAを

抽出した. 抽出したmRNA は濃度を調整後に cDNAとし, Real-time PCR 法を用い

てTNF, IL-1βの遺伝子発現量を測定した.  
 

4.6.3 Ikbke ノックダウンによるミクログリア活性の変化 

 上述の方法で生後3日以内のMRL/lpr マウスからミクログリアを分離し, small 
interfering RNA (siRNA)を用いて Ikbke のノックダウンを施行した. 1.0×105個の

ミクログリアを48 well plateに播種し, 非働化FBS含有DMEM/F12で培養した. 
24時間後に培地を200 µl のOpti-MEM I (Life Technologies)に変更し, siRNA 
negative Control (Applied Biosystems, Silencer select negative control No. 1 
siRNA, 30 nM)-Lipofectamine RNAiMAX (Life Technologies, 3 nM)複合体または

Ikbke-specific siRNAs (Applied Biosystems, Silencer Select Pre-designed siRNA, 
s80670 または s80671, 30 nM)-Lipofectamine RNAiMAX (3 nM)複合体を加えた. 
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24時間インキュベーション後, 培地を非働化FBS 含有DMEM/F12 に変更した. さ
らに24時間インキュベーション後, 細胞を IFNγ 20 ng/ml, IL-6 30 ng/ml, IFNα 25 
ng/ml, TNFα 10 ng/ml を添加して刺激した. 6時間インキュベーション後, 細胞を回

収し, RNA を抽出した. 抽出したmRNAは濃度を調整後に cDNA とし, Real-time 
PCR 法を用いて IKBKE, TNF, IL1βの遺伝子発現量を測定した.  
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4.6.4 結果 

 MRL/lpr のミクログリアはMRL/MpJ と比較して, サイトカインで刺激したミク

ログリアはコントロールと比較して, Ikbkeの遺伝子発現が有意に高く, RNAシーク

エンシングの結果がReal-time PCR法でも証明された (Figure 18).  
  



56 
 

 

Figure 18. Real-time PCR 法による IKBKE の遺伝子発現の確認 
16週齢の雌のMRL/lprとMRL/MpJマウスから採取したミクログリアのマウス

IKBKEの遺伝子発現量をReal time PCR 法を用いて測定した. 
また, 生後 3日以内のMRL/lprマウスから分離したミクログリアのサイトカイン刺

激(IFNγ, IL-6, IFNα, TNFα)の有無によるマウス IKBKEの遺伝子発現量を測定し

た. 
データは平均値±標準誤差で示した. **: p < 0.01, ***: p < 0.001, t-test   
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IKBKE阻害薬であるMCCK1の添加により, サイトカイン刺激によるTNFα, IL-
1βの遺伝子発現量は抑制された(Figure 19). これにより IKBKE 阻害薬によりミクロ

グリアの活性化を抑制できることが示唆された.  
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Figure 19. MCCK1による炎症性サイトカイン遺伝子発現の抑制効果 
MRL/lprマウスから採取したミクログリアに, IFNγ, IL-6, IFNα, TNFαを混合して添

加した. MCCK1の添加の有無によるTNF mRNA, IL-1β mRNAの発現量をReal-
time-PCR法で評価した. 
データは平均値±標準誤差で示した. *: p < 0.05, **: p < 0.01, ****: p < 0.0001, one-
way ANOVA with Tukey’s post hoc test 
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 阻害薬の非特異的な作用を除外するため, RNA 干渉を用いた遺伝子の抑制による

ミクログリアへの影響についても検討を行うこととした. 最初に異なる 2種類の

Ikbke siRNA によって, ミクログリアの Ikbke mRNA の発現量がノックダウンされ

ていることを確認した. Ikbkeのノックダウンにより, サイトカイン刺激による

TNFα, IL-1βの遺伝子発現量は抑制された (Figure 20).  
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Figure 20. Ikbkeノックダウンによる炎症性サイトカイン遺伝子発現の抑制効果 
MRL/lprマウスから採取したミクログリアに, siRNA を用いて Ikbkeをノックダウ

ンした. IFNγ, IL-6, IFNα, TNFαを混合して添加した. Ikbkeがノックダウンされて

いることをReal-time-PCR 法により確認し, Ikbke ノックダウンの有無によるTNF 
mRNA, IL-1β mRNA の発現量を評価した. 
データは平均値±標準偏差で示した. *: p < 0.05, **: p < 0.01, ****: p < 0.0001, one-
way ANOVA with Dunnett’s post hoc test  
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4.7 IKBKE 阻害薬によるミクログリアの解糖系への影響の 

検討 

4.7.1 背景 

 次に, 我々は IKBKE阻害薬がミクログリアの活性化を抑制する機序について検討

した. Figure 17で示したように, IKBKE はNFκB や IRF の活性化を介してサイト

カイン等の転写を促進する. 一方, 癌細胞に対する IKBKE阻害薬の効果を検討した

研究では, IKBKEが解糖系を制御しており, IKBKE を阻害することで解糖系を抑制

し, 癌細胞の増殖を抑制したことが報告されている. 近年癌領域を中心に細胞内代謝

が細胞の増殖, 分化, 機能, 細胞死に重要であることが示され, 免疫担当細胞の細胞

内代謝についても研究が進んでいる. これまで我々のグループでは自己免疫性疾患と

免疫細胞, 特にT細胞の細胞内代謝に注目して研究を行ってきた(Kono et al., 2019a; 
Kono et al., 2019b; Kono et al., 2018). 近年ミクログリアの細胞内代謝においても研

究が進んでおり, LPS刺激を行ったミクログリアの解糖系を2-Deoxy-D-glucose(2-
DG)を用いて抑制するとミクログリアの活性化が抑えられたことが報告されている

(York et al., 2021) そこで IKBKE阻害薬がミクログリアの活性化を抑制する機序と

して, 細胞内代謝の変化を介しているという仮説を立て, IKBKE阻害薬がミクログ

リアの解糖系へ与える影響について検討した.  
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4.7.2 方法 

4.7.2.1 細胞外フラックスアナライザーによる解糖系の評価 
 上述の方法で生後3日以内のMRL/lpr マウスからミクログリアを分離し, 48 時間

培養後, IFNγ 20 ng/ml, IL-6 30 ng/ml, IFNα 25 ng/ml, TNFα 10 ng/ml を添加して

刺激した. 同時に IKBKE 阻害薬であるMCCK1 1 µM を添加した. 2時間後に細胞

内代謝をリアルタイムに計測できる細胞外フラックスアナライザー(Agilent 
Seahorse XFp Analyzer)を用いて glycolysis stress testを施行した. Glycolysis 
stress test による解糖系測定の原理を figure 21に示す.  
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Figure 21. MCCK1投与によるミクログリアの解糖系の変化 
Glycolysis stress testによる解糖系測定の原理. 細胞外フラックスアナライザーは細

胞外酸性化速度(extracellular acidification rate; ECAR)を測定することにより解糖

系を評価する. グルコース非含有培地で培養された細胞にglucoseを添加することに

より解糖(glycolysis)を評価する. 次に oligomycinを添加し, ミトコンドリアによる

ATP 合成を阻害することで, 解糖能(glycolytic capacity)を評価する.  
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4.7.2.2 解糖系の抑制によるミクログリア活性化への影響の検討 
 解糖系の最初の酵素であるヘキソキナーゼを阻害する 2DG を用いて, 解糖系の抑

制がミクログリアの活性化に与える影響を評価した. 生後 3 日以内の MRL/lpr マウ

スから分離したミクログリアを 48 時間培養し, IFNγ 20 ng/ml, IL-6 30 ng/ml, IFNα 
25 ng/ml, TNFα 10 ng/ml を添加して刺激した. 同時に2-DG 30mM を添加した. 6時

間インキュベーション後, 細胞を回収し, RNA を抽出した. 抽出した mRNA は濃度

を調整後に cDNA とし, Real-time PCR法を用いてTNFα, IL1βの遺伝子発現量を測

定した. 
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4.7.3 結果 

 Glycolysis stress testでは, glycolysis, glycolytic capacity ともにMCCK1の添加

により有意に低下しており, MCCK1によってミクログリアの解糖系が抑制されてい

ることが示された (Figure 22）.  
  



66 
 

 

Figure 22. MCCK1投与によるミクログリアの解糖系の変化 
生後3 日以内のMRL/lpr マウスからミクログリアを分離し, 48時間培養後, IFNγ, 
IL-6, IFNα, TNFαを添加して刺激した. MCCK1 の添加の有無による解糖系の変化を

細胞外フラックスアナライザーを用いて測定した. 
MCCK1投与群はglycolysis, glycolytic capacityともに非投与群と比較して有意に低

下していた. データは平均値±標準誤差で示した. ***: p < 0.001, ****: p < 0.0001, t-
test 
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また, 2DGの添加により, サイトカイン刺激によるTNFα, IL-1βの遺伝子発現量は

抑制された(Figure 23). これによりミクログリアの活性化には解糖系が重要であるこ

とが示唆された.  
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Figure 23. 2-DGによる炎症性サイトカイン遺伝子発現の抑制効果 
MRL/lprマウスから採取したミクログリアに, IFNγ, IL-6, IFNα, TNFαを混合して添

加した. 2-DGの添加の有無によるTNF mRNA, IL-1β mRNA の発現量をReal-
time-PCR法で評価した. 
データは平均値±標準誤差で示した. *: p < 0.05, ****: p < 0.0001, n.s.: not 
significant, one-way ANOVA with Tukey’s post hoc test   



69 
 

4.8 IKBKE 阻害薬によるMRL/lpr マウスの異常行動への治療

効果の検討 

 次に in vitro で示された IKBKE 阻害薬によるミクログリアの活性化の抑制が, in 
vivo でも認められるかどうか検討するため, IKBKE 阻害薬の脳室内投与を行うこと

とした. IKBKE は骨髄球由来マクロファージや T 細胞などにも発現していることか

ら, その他の細胞への影響を最小限にするため, 全身投与ではなく, 局所投与である

脳室内投与を選択した. 

4.8.1 方法 

 6週齢のMRL/lprマウスの雌に, MCCK1の脳室内投与を行い, 異常行動, ミクロ

グリアの活性化への影響を検討した. 脳室内への持続投与には, MCCK1 300 ng/µl ま
たはPBSを充填した浸透圧ポンプ(Alzet)を用いた. イソフルランによる持続麻酔下

でステレオタキシックを用いてBregma縫合から1.1mm外側, 0.5mm 尾側を穿刺

し, 脳室内に針を留置した. 針とカテーテルで接続された浸透圧ポンプをマウスの皮

下に留置した. 2週間後にOpen field試験, Y maze試験, Novel object recognition試

験を行った. 続いて安楽死処理を行い, PBS, 4%PFA 灌流を行った後, 脳を採取した. 
採取した脳は実験 3.4.1.4 と同様の方法で免疫組織化学染色を施行した.  
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4.8.2 結果 

 Open field 試験において, MCCK1投与群はPBS投与群と比較して総移動距離, 中
央区画滞在時間に差を認めず, 不安傾向の改善効果は認めなかった.  (Figure 24).  
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Figure 24. MCCK1投与後のOpen field 試験 
Open field ボックス内でマウスを5分間自由に探索させ, 総移動距離, 中央区画滞在

時間を記録した. 
データは平均値±標準偏差で示した. n.s.: not significant, t-test 
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 Y maze試験において, MCCK1投与群はPBS投与群と比較してアームへの総侵入

回数, 総侵入回数に対する alternation tripletの割合に差を認めず, 空間作業記憶に

対するMCCK1の治療効果は認めなかった(Figure 25).  
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Figure 25. MCCK1投与後のY maze試験結果 
Y maze内でマウスを6分間自由に探索させ, アームへの総侵入回数, 3回連続で異な

るアームに侵入した回数(alternation triplet)を記録した. 
データは平均値±標準偏差で示した. n.s.: not significant, t-test 
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 Novel object recognition 試験において, MCCK1投与群では, PBS投与群と比較し

て, 新奇オブジェクトへの探索時間が有意に長く, 視覚的認知記憶が改善しているこ

とが示された(Figure 26).  
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・      
Figure 26. MCCK1投与後のNovel object recognition試験結果 
マウスを 2つのオブジェクトが置かれた open field ボックス内を 5分間自由に探索

させ, 1時間のインターバルを置き, オブジェクトの1 つが別の新奇オブジェクトに

変更された open fieldボックス内を5分間探索させた. それぞれのオブジェクトを探

索した時間を記録し, 新奇オブジェクトを探索した時間の割合をパーセントで示し

た. 
データは平均値±標準偏差で示した. **: p < 0.01, t-test
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 脳組織の免疫染色では, MCCK1 投与群の脳でミクログリアの活性化マーカ

ーである CD68 の発現が PBS 投与群と比較して減弱しており, ミクログリアの

活性化が抑制されていた(Figure 27). 
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Figure 27. MCCK1 を投与したマウスとコントロールマウスの海馬の免疫組織学的染色 
 
海馬を含む脳切片を作成し, 抗 Iba1 抗体(赤), 抗 CD68 抗体(緑)で蛍光免疫染色を施行した. 上段は PBS 投与(control), 下
段は MCCK1 投与(treatment)を示す. スケールバーは 20 µm を表す.
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4.9 考察 

本研究で我々は, ミクログリアの活性化がNPSLE の病態に関与していること, 
IKBKEがミクログリアの活性化に関与していることを見出した. さらに IKBKEを

ターゲットとした治療はミクログリアの活性化を抑制し, モデルマウスのNPSLE 症

状を改善した.  
NPSLE はSLEの難治性病態の一つで, 時に高次機能障害などの後遺症を認める

予後不良な病態だが, 不明な点が多く経験的な治療に頼っているのが現状である. そ
の病態には脳の微小血管を中心とした血管障害や神経細胞に対する自己抗体の産生, 
サイトカインやケモカインなどの炎症性メディエーターの髄腔内での産生などが関与

していると考えられている. 
脳内には神経細胞の他にアストロサイト, オリゴデンドロサイト, ミクログリアが

存在している. ミクログリアは中枢神経の常在マクロファージであり, 脳内の恒常性

の維持に重要な役割を担っている. また脳内の免疫細胞としても重要であり, 中枢神

経の炎症や損傷の際に, 貪食能や炎症性サイトカイン産生の亢進がみられる. 脳の損

傷時やアルツハイマー病やパーキンソン病などの神経変性疾患, 多発性硬化, 脳血管

疾患, ウイルス感染や脳腫瘍などの病態時に, ミクログリアが活性化することが見出

され, 病態との関連が注目されてきた(Kreutzberg, 1996). また, ミクログリアは I型
IFN によって活性化されることや, SLEモデルマウスで活性化したミクログリアがみ

られることが報告されている(Crupi et al., 2010; Mondal et al., 2008; Wen et al., 
2015). 活性化したミクログリアは炎症性サイトカインの産生や直接の貪食作用によ

り神経細胞を障害し, 種々の神経症状を引き起こすと考えられる. 
今回我々の研究では3種類の行動試験を施行したが, IKBKE阻害薬により改善し

たのはNovel object recognition試験のみであった. Y maze試験はNovel object 
recognition試験と同様に認知機能を評価する試験だが, Novel object recognitionが

物体認識記憶を評価するのに対して, Y maze試験は空間作業記憶を評価する点で異

なる. 薬剤の脳内注射により海馬を部分的に損傷し, 海馬損傷の割合による行動試験

への影響を検討した研究では, 空間作業記憶は物体認識記憶よりも小さい範囲の海馬

損傷で障害されていたことが報告された(Broadbent et al., 2004). このことから, 本
研究での IKBKE 阻害薬の投与は, 物体認識記憶を改善する程度には海馬機能を改善

できたが, 空間作業記憶を改善するには効果が不十分であった可能性がある. この点

に関しては, 薬剤の投与濃度を増やすことにより改善できる可能性があり, 今後は阻

害薬の投与濃度を検討する必要がある.  
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また, 脳内において IKBKE はミクログリアのみならず, アストロサイトにも発現

している(Zhang et al., 2014). したがって本研究での IKBKE阻害薬の脳室内投与は

アストロサイトにも作用した可能性があり, ミクログリアへの作用を検討するために

はノックアウトマウス等を用いた検討が必要である. 
本研究ではリンパ球を含めた他の細胞への影響を排除するために脳室内投与を施

行したが, 実臨床に応用する際には中枢神経系への直接投与は侵襲が高く非現実的で

あり, 全身投与を行うことが想定される. 全身投与を行う際は, 血液脳関門の通過が

問題となるが, NPSLE患者では血液脳関門が破綻していることから(Kamintsky et 
al., 2020), 脳内への移行は問題ないと考えられる. また, IKBKEはループス腎炎の病

態に関与しているマクロファージにも発現しており, 全身投与することでNPSLE 以

外のSLEの病態を改善することも期待される.  
IKBKEをターゲットとした治療はNFκBや IRF を阻害することによる下流のシ

グナル伝達の抑制によるものが考えられるが, 今回我々は異なる機序として解糖系の

制御に着目した. IKBKE はヘキソキナーゼの遺伝子発現亢進や, ミトコンドリア膜

への移行を促進することにより解糖系を亢進させている(Cortese et al., 2014; 
O'Neill, 2014; Zubair et al., 2016). 癌領域においては, 解糖系を抑制することにより

癌細胞の増殖を抑制できたとする報告があるが, 近年免疫疾患の領域においても解糖

系の重要性は注目されている. 本研究においても, 解糖系の最初の酵素であるヘキソ

キナーゼを阻害する2DG を用いてミクログリアの活性化を抑制できたことから, 
IKBKE阻害薬によるミクログリア活性化の抑制の機序として解糖系も一定の役割を

果たしていると考えられる.  
今後は神経細胞のGolgi 染色等を用いた IKBKE阻害薬の治療効果の検討や, 

IKBKE阻害薬の全身投与を行うことにより, 腎炎などの他のSLEの病態に対する

治療効果の検討などを予定している.  
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4.10 結語 

 IKBKE を標的とした治療は, ミクログリアの活性化抑制を介してNPSLEの新

たな治療となり得る. 
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5. 第二部 

皮膚筋炎における急速進行性間質性肺炎の 

リスク因子の検討 
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5.1 緒言 

 皮膚筋炎は骨格筋や皮膚, 関節, 肺などを侵す全身性の自己免疫疾患である(Bohan 
and Peter, 1975). 皮膚筋炎患者において, 間質性肺疾患(ILD)は重要な合併症の一つ

であり, 死因の多くを占める(Johnson et al., 2016). ある研究においては皮膚筋炎関

連の ILD患者の 5年生存率は46,7%と報告されている(Chen et al., 2009; Xu et al., 
2016). 急速進行性 ILD(RPILD)は特に治療抵抗性であり, 数か月以内に致死的とな

り得る(Gono and Kuwana, 2016; Xu et al., 2016; Ye et al., 2007). RPILD の治療には

副腎皮質ステロイドと免疫抑制剤の併用による強力な免疫抑制療法が必要であり, 特
に ILDの発症早期から施行すると有効である(Kotani et al., 2008). したがって, 皮膚

筋炎患者において RPILD の発症を予測することは, 適切な治療選択並びに予後の改

善のために重要である.  
 筋症状が無いもしくは軽度で, 皮膚筋炎に特徴的な皮疹を呈する皮膚筋炎は典型的

な皮膚筋炎に対して, 無筋症性皮膚筋炎(clinically amyopathic dermatomyositis: 
CADM)と呼ばれ, RPILD の危険因子として知られている(Galimberti et al., 2016). 
しかし, CADM 患者におけるRPILD の発症率は 30%に満たず(Gerami et al., 2006; 
Moghadam-Kia et al., 2016; Xu et al., 2016), RPILDは典型的な皮膚筋炎にも発症し

得る (Moghadam-Kia et al., 2016). 皮膚筋炎関連の ILD の予後不良因子として, 発
熱, 高フェリチン血症, リンパ球減少, 血清 C reactive protein(CRP)高値, 高齢発症, 
抗 melanoma differentiation-associated gene 5 (MDA5)抗体陽性が知られている

(Gono et al., 2010; Sato et al., 2018; Xu et al., 2016). 中でも抗MDA5抗体は, その

力価が患者予後と相関することが知られた確立したバイオマーカーであるが(Gono 
and Kuwana, 2016), 抗 MDA5 抗体陽性患者の約半数は RPILD を発症しない

(Moghadam-Kia et al., 2016). したがって, 過剰または過少治療を避けるため, より

精度の高いRPILDの予測因子が必要とされている.  
 Magnetic resonance imaging (MRI)は皮膚筋炎をはじめ, 関節リウマチや脊椎関節

炎などのリウマチ性疾患の疾患活動性評価に広く用いられてきた(Curiel et al., 2009; 
Kono et al., 2017; Kubinova et al., 2017; Lecouvet et al., 2018). 近年, 関節リウマチ

や脊椎関節炎において全身 MRI の有用性が報告されており(Kono et al., 2017; 
Lecouvet et al., 2018), 皮膚筋炎においてもその有用性の報告が散見される(Huang et 
al., 2017; Malattia et al., 2014). MRI は身体所見よりも鋭敏に皮膚筋炎の炎症部位を

検出することが可能であり, 全身 MRI により検出された炎症部位をスコアリングす

ることで筋炎の活動性を評価した既報も存在する(Kubinova et al., 2017; Malattia et 
al., 2014). しかし, 全身MRIがRPILDを含めた重症合併症の予測に有用であること
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を示した研究は存在しない. 我々は日常臨床において, RPILD を発症した皮膚筋炎患

者の全身 MRI では筋膜の異常信号が筋内の異常信号に比して高い傾向にあることを

認識していた. そこで, 筋膜優位のMRI 異常が皮膚筋炎患者のRPILD 発症の予測因

子になるという仮説を立てた.  
  

5.2 研究の目的 

 
本研究の目的は, 全身MRIを用いて皮膚筋炎患者におけるRPILD発症リスクを検

討することである.  
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5.3 患者と方法 

 

5.3.1 研究デザイン 

 
 本研究は後方視的観察研究である. 通常診療において全身 MRI を撮像された皮膚

筋炎患者を対象とし, 診療記録から臨床情報を収集した. 本研究はヘルシンキ宣言と

臨床研究の基本理念に従い, 北海道大学病院の倫理委員会の承認のもとに行った(研
究番号018-0270).  
 

5.3.2 対象 

2014 年 10 月から 2019 年 7 月までに北海道大学病院内科 II で皮膚筋炎と診断さ

れ, 全身MRIを撮像された患者を対象とした. 皮膚筋炎の診断はヨーロッパリウマチ

学会/アメリカリウマチ学会の分類基準に基づき行われた(Lundberg et al., 2017). 
RPILD の発症の有無で患者を 2 群に分類した(RPILD 群, 非 RPILD 群). RPILD は

呼吸器症状の発症から 3 か月以内に増悪が確認された ILD と定義した(Gono et al., 
2010; Gono et al., 2012; Ishigaki et al., 2013; Xu et al., 2016). ILD の増悪は呼吸困

難・低酸素血症の出現, 経過中の胸部 X 線・computed tomography (CT)画像の増悪

で判断した.  

  



85 
 

5.3.3 評価項目 

5.3.3.1 身体所見と検査所見 

 
臨床検査ではクレアチンキナーゼ(creatine kinase: CK), アルドラーゼ, CRP, フェ

リチン, Krebs von den Lungen 6 (KL-6)及び抗アミノアシル tRNA 合成酵素

(aminoacyl tRNA synthetase: ARS)抗体, 抗 transcription intermediary factor 1γ抗

体, 抗Mi-2抗体の4つの筋炎特異的自己抗体を評価した. 呼吸機能試験では%肺活量

(vital capacity: VC)を記録した. 徒手筋力テスト(manual muscle test: MMT)は頸部

屈筋, 両側の三角筋, 上腕二頭筋, 上腕三頭筋, 腸腰筋, 大腿四頭筋, 大腿屈筋の計 13
部位において, 0-5 点で評価した. その他発熱, 筋痛, 関節炎, 悪性腫瘍の有無を記録

した.  
 

5.3.3.2 画像検査 

 
全身MRIは1.5テスラMRI装置を使用して撮像され, short-tau inversion recovery 

(STIR) 画像で頸部から足首までの環状断と水平断が撮像された. 全てのMRI は治療

開始前に撮像された. 全身MRI のスコアリングシステムは既報に基づき(Malattia et 
al., 2014), リウマチ医と放射線科医の合意の元に作成された. 筋と筋膜の異常信号は

既報に基づきそれぞれ 42 の筋群(前頸部筋群, 後頸部筋群, 頸部脊柱筋, 三角筋, 棘上

筋, 棘下筋と小円筋, 上腕二頭筋, 上腕三頭筋, 前腕屈筋, 前腕伸筋, 臀筋, 腸腰筋, 
縫工筋, 内転筋, 大腿四頭筋, 大腿屈筋, 大腿筋膜張筋, 前下腿筋, 外側下腿筋, 後下

腿筋, 腹直筋, 胸部脊柱筋)で評価された(Malattia et al., 2014). 左右対称の筋群は左

右別に評価され, 異常信号の有無で 0 点(無し)と 1 点(有り)にスコアリングされた. 異
常信号は 2 断面以上にわたって確認されたものを有りと定義した. 詳細な評価基準を

Figure 28に示す. 筋・筋膜スコアは各筋群のスコアの合計で計算され, 筋, 筋膜でそ

れぞれ 42 点を最大とした. 筋膜優位な所見を評価する指標として, 筋膜/筋スコア比

を算出した. MRIの読影は患者の臨床情報を不可視化した上で, 2名の読影者により施

行された.  
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Figure 28. MRI による筋・筋膜の異常信号の評価基準 
 
A-D 全身 MRI により得られた水平断の STIR 画像の代表例 
A: 筋・筋膜とも正常, B: 筋の異常信号(白い矢印), C: 筋膜の異常信号(白い矢じ

り), D: 筋と筋膜両方の異常信号(黒い矢じり).
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5.3.3.3 統計解析 

全ての臨床情報に関して RPILD 群と非 RPILD 群間で統計解析を施行した. 連続

変数と名義変数はそれぞれ Mann-Whitney の U 検定, Fisher の正確検定を用いて解

析された. また, RPILD の危険因子を同定するため, 単変量および多変量のロジステ

ィック回帰分析を施行した. 多変量解析に用いる変数は単変量解析で有意であったも

のおよび既報においてリスク因子であると報告されているものを選択した.  
 全身 MRI のスコアリングに関する判定者間一致度は Bland-Altman 分析で評価し

た(Bland and Altman, 1999). また, それぞれの筋群におけるスコアリングの一致度

はCohen のκ係数で評価した(0–0.2 poor,  0.21–0.40 fair, 0.41–0.60moderate, 0.61–
0.80 substantial, 0.81–1 almost perfect) (Cohen, 1960; Landis and Koch, 1977). 相
関はSpearmanの順位相関係数を用いて評価した. 2 つの相関係数の差はFisherの z
変換を用いて評価した. 多重比較には Kruskal-Wallis 検定後に Dunnett の検定を行

った.  
 すべての検定で, p 値が 0.05 未満を統計的有意とした. 統計解析は JMP(ver. 13.0; 
SAS Institute, Cary, NC, USA) および GraphPad Prism (ver. 7.04; GraphPad 
Software, San Diego, CA, USA)を用いて行った.  
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5.4 結果 

 

5.4.1 患者背景 
 
 41 例 (女性 27 例, 男性 14 例) の皮膚筋炎患者が本研究の対象となった. そのう

ち 17 人(41.5%)が CADM と診断された. 対象患者の臨床情報, 検査所見を Table1
に示した.  
  代表的なMRI 画像をFigure 29に示す. Figure 29AはRPILDを発症した 56歳

女性(最大CK: 176 U/I, 抗ARS抗体陽性)でFigure 29B はRPILDを発症しなかっ

た 34 歳男性(最大CK: 14139 U/I, 抗Mi-2 抗体陽性)である. 前者は後者と比較して

筋膜/筋スコア比が高かった. またどちらの患者も筋力低下を呈していたが, 後者の方

がより筋力低下が高度だった. 
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Table1. 患者背景 
データは中央値(第 1, 第 3 四分位)または%で示した.  

CADM: Clinically amyopathic DM; CK: creatine kinase; KL-6: Krebs von den 
Lungen-6; VC: vital capacity; ARS: Aminoacyl tRNA synthetase; MDA5: 
Melanoma differentiation-associated gene 5; TIF1γ: Transcriptional 
intermediary factor 1γ; ILD: Interstitial lung disease; RPILD: Rapidly 
progressive interstitial lung disease. 
  

  値 
年齢, 歳 48 (42;60) 

女性, n (%) 27 (65.9) 
CADM, n (%) 17 (41.5) 
発熱, n (%) 13 (31.7) 
筋痛, n (%) 21 (51.2) 
関節炎, n (%) 17 (41.5) 

CK, U/l 486 (116;4048) 
アルドラーゼ, U/l 13.5 (7.7;36.6) 

LDH U/l 421 (311;555) 
CRP, mg/dl 0.55 (0.09;1.76) 
KL6, U/ml 440 (282;713) 

フェリチン, ng/ml 257 (88;540) 
%VC 79.9 (70.4;96.2) 

抗 ARS 抗体, n (%) 10 (24.4) 
抗 MDA5 抗体, n (%) 13 (31.7) 
抗 Mi2 抗体, n (%) 3 (7.3) 

抗 TIF1γ 抗体, n (%) 4 (9.8) 
悪性腫瘍, n (%) 4 (9.8) 

ILD, n (%) 30 (73.2) 
RPILD, n (%) 10 (24.4) 

全身 MRI 筋スコア 15 (9;22) 
全身 MRI 筋膜スコア 23 (14;26) 

筋膜/筋スコア比 1.529 (1.000;2.000) 
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Figure 29. 代表的な 2 症例の MRI 画像 
 
A: RPILD を発症した 54 歳女性と, B: RPILD を発症しなかった 34 歳男性の

STIR 画像. 女性患者は男性患者と比較して高い筋膜/筋スコア比を呈した. 
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5.4.2. MRI スコアと筋原性酵素・筋力低下との相関 
 MRIスコアと筋原性酵素・MMT スコアとの相関をFigure 30 に示す. 筋・筋膜ス

コアはともに血清の筋原性酵素(CK, アルドラーゼ)と正の相関を示し, MMT スコア

とは負の相関を示した. 筋スコアは筋膜スコアよりも筋原性酵素とより強い相関を示

した(r: 0.714 vs 0.413; p = 0.047).  
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Figure 30. 筋原性酵素・MMTと全身MRIスコアの相関 
A, B: MRIスコアとCKの相関,  C, D: MRIスコアとアルドラーゼの相関, E, F: MRI
スコアとMMTの相関. Spearman の順位相関係数を用いて解析した.  
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5.4.3. MRI における異常信号の分布 
 筋・筋膜の異常信号の分布と頻度をTable 2に示す. 異常信号は遠位筋よりも近位

筋に高頻度に認められた. また, CADMを含むほとんどの患者で臀筋に異常信号が認

められた. さらに, 筋群を体幹(前頸部筋群, 後頸部筋群, 頸部脊柱筋, 腹直筋, 胸部脊

柱筋), 上肢(三角筋, 棘上筋, 棘下筋と小円筋, 上腕二頭筋, 上腕三頭筋, 前腕屈筋, 前
腕伸筋), 下肢(臀筋, 腸腰筋, 縫工筋, 内転筋, 大腿四頭筋, 大腿屈筋, 大腿筋膜張筋, 
前下腿筋, 外側下腿筋, 後下腿筋)の3グループに分類すると, 筋・筋膜の異常信号は

下肢に最も高頻度に認められた(Figure 31).  
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Table2. 筋と筋膜の全身MRIにおける異常信号の分布と頻度 

筋群, n, (%) 筋 筋膜 
 右 左 右 左 
前頸部筋群   8 (19.5)   7 (17.1) 10 (24.4)   7 (17.1) 
後頸部筋群 11 (26.8) 10 (24.4) 11 (26.8) 13 (31.7) 
頸部脊柱筋 15 (36.6) 14 (34.1) 14 (34.1) 14 (34.1) 
三角筋 17 (41.5) 20 (48.8) 19 (46.3) 19 (46.3) 
棘上筋 19 (46.3) 21 (51.2) 27 (65.9) 31 (75.6) 
棘下筋・小円筋 29 (70.7) 24 (58.5) 29 (70.7) 28 (68.3) 
上腕二頭筋 12 (29.3) 19 (46.3) 23 (56.1) 23 (56.1) 
上腕三頭筋 19 (46.3) 16 (39.0) 23 (56.1) 13 (31.7) 
前腕屈筋   5 (12.2)   6 (14.6) 4 (9.8) 3 (7.3) 
前腕伸筋 10 (24.4)   9 (22.0)   5 (12.2)   6 (14.6) 
腹直筋  9 (22.0)  9 (22.0) 
胸部脊柱筋 17 (41.5) 13 (31.7) 
臀筋  33 (80.5) 35 (85.4) 31 (75.6) 28 (68.3) 
腸腰筋 20 (48.8) 21 (51.2) 27 (65.9) 24 (58.5) 
縫工筋 15 (36.6) 19 (46.3) 20 (48.8) 23 (56.1) 
内転筋 26 (63.4) 25 (61.0) 30 (73.2) 30 (73.2) 
大腿筋膜張筋   9 (22.0)   7 (17.1) 19 (46.3) 14 (34.1) 
大腿四頭筋 26 (63.4) 26 (63.4) 23 (56.1) 24 (58.5) 
大腿屈筋 23 (56.1) 18 (43.9) 29 (70.7) 29 (70.7) 
前下腿筋 14 (34.1) 14 (34.1) 24 (58.5) 28 (68.3) 
外側下腿筋  11 (26.8)  11 (26.8) 20 (48.8) 18 (43.9) 
後下腿筋 21 (51.2)  18 (43.9) 22 (53.7) 23 (56.1) 
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Figure 31. 全身MRI で認めた筋・筋膜の異常信号の分布と頻度 
 
筋群を上肢, 下肢, 体幹の 3グループに分類した. 下肢は筋・筋膜ともに最も高頻度に

異常信号を認めた. 多重比較にはKruskal-Wallis 検定後に Dunnett の検定を行った. 
箱の下端と上端はそれぞれ第 1 四分位と第 3 四分位, 箱内の水平線は中央値, ひげは

最小値と最大値を示す.  
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5.4.4. 全身MRI スコアリングの再現性の評価 
 
 全身MRIの読影による筋・筋膜スコアリングにおいて, Bland-Altman分析では

判定者間で十分に一致していることが示された(Table 3).  
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Table 3. 全身MRI における筋・筋膜スコアの判定者間一致  
 
 

スコアの範囲 
読影者 1の 読影者 2の 

両者の差 95% 一致限界  平均値 平均値 
筋スコア 0-42 16.83 16.93 -0.10 -0.53~0.33 
筋膜スコア 0-42 20.09 20.07  0.02 -0.30~0.34 

スコアリングに関する判定者間一致はBland-Altman 分析で評価した.  
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また, 個々の筋群のスコアリングにおいても, Cohen のκ係数で判定者間の一致度

は十分に高いことが示された(Table 4).  
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Table 4. 全身MRI におけるそれぞれの筋群の異常信号の有無の一致度 
一致度はCohenのκ係数で分析した(0-0.2 poor, 0.21-0.40 fair, 0.41-0.60 moderate, 0.61-
0.80 substantial, 0.81-1 almost perfect).   

 筋 筋膜  右 左 右 左 
前頸部筋群 0.92 0.91 0.87 0.84 
後頸部筋群 0.93 0.94 0.94 0.89 
頸部脊柱筋 1.00 1.00 1.00 1.00 
三角筋 0.78 0.85 0.84 0.89 
棘上筋 0.85 0.90 0.94 0.92 
棘下筋・小円筋 0.89 0.89 0.80 0.89 
上腕二頭筋 0.94 0.95 0.89 0.95 
上腕三頭筋 1.00 0.90 0.89 0.84 
前腕屈筋 1.00 1.00 1.00 1.00 
前腕伸筋 0.91 0.92 0.90 0.89 
腹直筋 1.00 1.00 
胸部脊柱筋 1.00 1.00 
臀筋 0.92 0.83 0.84 0.83 
腸腰筋 0.95 0.95 0.95 0.80 
縫工筋 1.00 0.80 1.00 0.95 
内転筋 0.84 0.84 0.92 0.85 
大腿筋膜張筋 0.93 1.00 0.85 0.83 
大腿四頭筋 0.84 0.89 0.90 0.85 
大腿屈筋 0.90 0.95 0.94 0.95 
前下腿筋 0.95 0.95 1.00 1.00 
外側下腿筋 1.00 0.94 0.90 0.85 
後下腿筋 1.00 0.95 0.90 0.95 
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5.4.5. RPILD 発症のリスク因子 
 
 RPILD群と非RPILD群の患者背景と, 単変量解析の結果をTable 5に示す. CADM
患者や, 抗MDA5抗体陽性患者はRPILD群に多い傾向があった(それぞれ, 60.0% vs 
35.5%, 50.0% vs 25.8%). RPILD 群においては非 RPILD 群と比較して, 有意に発熱

患者が多く(60.0% vs 22.6%; p = 0.037), CRP (中央値: 3.01 vs 0.33; p = 0.001)やKL-
6 (中央値: 595 vs 421; p = 0.036)が高値で, ％VC は低値だった(中央値: 67.0 vs 84.7; 
p = 0.003). またRPILD群の患者は非RPILD 群と比較して有意に筋膜/筋スコア比が

高かった(中央値: 1.929 vs 1.200; p = 0.027)(Figure 32).  
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Table 5. RPILD 患者と非RPILD患者の背景 
 

 RPILD n = 10 Non-RPILD n = 31 p 値 
年齢, 歳 58 (56.00;65.75) 45.0 (37.50;55.50) 0.006* 

女性, n (%) 7 (70.0) 20 (64.5) 0.751 
CADM, n (%) 6 (60.0) 11 (35.5) 0.171 
発熱, n (%) 6 (60.0) 7 (22.6) 0.037* 
筋痛, n (%) 3 (30.0) 18 (58.1) 0.100 
関節炎, n (%) 5 (50.0) 12 (38.7) 0.580 

CK, U/l 195 (118.50;434.75) 1170 (132.50;5224.50) 0.086 
アルドラーゼ, U/l 9.70 (7.85;14.00) 16.70 (7.90;46.30) 0.268 

LDH U/l 425 (338.25;469.25) 421 (301.50;583.00) 0.485 
CRP, mg/dl 3.01 (1.54;6.05) 0.33 (0.07;0.79) 0.001* 
KL6, U/ml 595 (455.5;1167.0) 421 (248.0;626.5) 0.036* 

フェリチン, ng/ml 448 (242;1109) 209 (77;490) 0.068 
%VC 67.0 (59.2;74.5) 84.7 (76.3;98.6) 0.003* 

抗ARS抗体, n (%) 3 (30.0) 7 (22.6) 0.635 
抗MDA5 抗体, n (%) 5 (50.0) 8 (25.8) 0.153 
抗Mi2 抗体, n (%) 0 (0) 3 (9.7) 0.307 
抗TIF1γ 抗体, n (%) 0 (0) 4 (12.9) 0.232 

悪性腫瘍, n (%) 0 (0) 4 (12.9) 0.807 
全身MRI 筋スコア 12 (7.5;15.5) 17.0 (9.5;27.5) 0.101 
全身MRI 筋膜スコア 22 (14.5;26.0) 23 (13.0;27.0) 0.867 

筋膜/筋スコア比 1.929 (1.553;2.458) 1.200 (0.753;1.833) 0.027* 
データは中央値(第 1, 第 3四分位)または%で示した.  
連続変数はMann-WhitneyのU検定, 名義変数はFisherの正確検定を用いて解析さ

れた. *p 値 0.05未満 
 
CADM: Clinically amyopathic dermatomyositis; CK: creatine kinase; KL-6: Krebs 
von den Lungen-6; VC: vital capacity; ARS: Anti-aminoacyl tRNA synthetase 
antibody; MDA5: Anti-melanoma differentiation-associated gene 5 antibody; 
TIF1γ: Anti-transcriptional intermediary factor 1 γ antibody; ILD: Interstitial lung 
disease; RPILD: Rapidly progressive interstitial lung disease. 
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Figure 32. RPILD 患者と非RPILD 患者間のMRI スコアの比較 
 
筋・筋膜スコアは両群で有意な差を認めなかったが, 筋膜/筋スコア比は RPILD 群で

有意に高かった. 解析には Mann-Whitney の U 検定を用いた. 箱の下端と上端はそ

れぞれ第 1 四分位と第 3 四分位, 箱内の水平線は中央値, ひげは最小値と最大値を示

す. N.S.: not significant 
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続いて, 年齢, 抗 MDA5 抗体の有無, CRP, KL-6, 筋膜/筋スコア比を変量として多

変量解析を施行した. 4 例の患者で呼吸機能検査が施行されていなかったため, %VC
は変量から除外した. また, 発熱は CRP と相関していたため, 多変量解析の因子から

除外した. 多変量ロジスティック回帰分析では, 筋膜/筋スコア比が RPILD の独立し

たリスク因子として同定された(調整オッズ比: 25.45, 95%信頼区間: 1.71, 379.91, p = 
0.019) (Figure 33).  
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Figure 33. RPILD のリスク因子 
 
単変量ロジスティック回帰分析による未調整オッズ比(A)と多変量ロジスティック回

帰分析による調整オッズ比(B)を示す. 連続変数は単位オッズ比で示す. 
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5.5 考察 

 本研究で我々は, 皮膚筋炎患者における RPILD 発症リスク評価の方法として, 筋
膜優位の MRI 所見を定義し, 全身 MRI のスコアリングの有用性を示した. さらに全

身MRIにおける筋膜優位の所見がRPILDのリスク因子であることを示した.  
RPILD の重要なリスク因子の一つに抗 MDA5 抗体があるが, 抗 MDA5 抗体陽性

患者における RPILD の発症頻度は報告により異なり(44%から 79%)(Gono et al., 
2012; Koga et al., 2012; Moghadam-Kia et al., 2016), 抗MDA5抗体陽性患者は必ず

しも RPILD を発症しない. また, RPILD の症例においても発症時には胸部 CT 所見

は軽度であることも多く, 初発時の CT 所見から RPILD の発症を予測することは困

難なことも多い(Kameda et al., 2005).  
RPILD は発症早期より副腎皮質ステロイドとカルシニューリン阻害薬やシクロフ

ォスファミドの併用による強力な免疫抑制療法を必要とする(Kurita et al., 2015). シ
クロフォスファミドは致死的な感染症や, 出血性膀胱炎, 不妊, 二次発癌など多くの

副作用があり, 必要な患者のみに使用されなければならず, 過剰な治療は避けられる

べきである(Sasaki and Kohsaka, 2018). 今回我々が示した結果から, 全身MRIは皮

膚筋炎患者に適切な強度の免疫抑制療法を選択するための一助となり得る.  
皮膚筋炎の病態は, 筋やその他の組織に生じた微小血管炎である. 筋内微小血管に

沈着した膜侵襲複合体が血管壊死, 虚血, 微小梗塞, 炎症, 組織低灌流を引き起こし, 
最終的に筋の萎縮を引き起こす(Dalakas, 2004; Dalakas and Hohlfeld, 2003; Ernste 
and Reed, 2013). 皮膚筋炎と異なり, 多発性筋炎の主な病態生理学的異常はT細胞に

よる直接の筋損傷であり, 筋組織内の微小血管は病態に関与しない(Ernste and Reed, 
2013). さらに近年の研究で MRI における筋膜の高信号は多発性筋炎よりも皮膚筋炎

患者に高頻度に認められることが報告された(Ukichi et al., 2019). したがって, 本研

究で認められた筋膜優位の MRI 所見は筋炎における血管炎の重症度を示している可

能性がある.  
 血管炎徴候を呈する皮膚筋炎患者は治療抵抗性であることが報告されている. 抗
MDA5抗体陽性患者はしばしば皮膚潰瘍を呈するが(Ono et al., 2018), ある報告では

小血管炎による皮膚潰瘍はRPILD の予後因子であるとしている (Kono et al., 2015; 
Tsujimura et al., 2008). したがって, 筋膜優位の所見は筋膜の血管炎のみならず, 重
症な ILDを引き起こし得る肺内の血管炎の存在を反映しているのかもしれない.  
 これまで MRI のスコアリングシステムを筋炎患者の病理学的変化を評価するため

に用いた研究はいくつか報告されている. そのうちのいくつかは筋と筋膜の異常信号

を評価していたが, これらの研究で評価された筋膜の異常信号は本研究ほど詳細な筋
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群で評価されていなかった(Andersson et al., 2017; Davis et al., 2011; Kubinova et 
al., 2017; Malattia et al., 2014; Pinal-Fernandez et al., 2017). 本研究では, 筋と筋膜

の異常信号を同じ筋群で評価し, 筋膜/筋スコア比を算出することで筋膜優位の所見

を定義した.  
 本研究にはいくつかの制約がある. 第一に本研究は単施設での後方視研究であり, 
サンプルサイズが小さく, RPILDを発症した患者は10名に過ぎなかった. 第二に, 本
研究は診断時に全身状態不良のため MRI を撮像できなかった患者を含んでおらず, 
バイアスが除外しきれていない. 第三に本研究では MRI と病理所見の比較を行って

おらず, MRI 所見が筋膜炎や血管炎を反映しているか証明していない. 我々の仮説を

証明するには組織学的所見を含めたさらなる検討が必要となる.  
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5.6 結語 

 
MRIにおける筋膜優位の所見は皮膚筋炎患者においてRPILDを発症するリスク因

子であった. 抗 MDA5 抗体や CADM に加え, 筋膜優位の所見を MRI で評価するこ

とは皮膚筋炎患者の予後推定に有用であり, 適切な免疫抑制療法を提供する一助とな

り得る.  
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6. 結論 
 
本研究から得られた新知見は以下の通りである. 1, 2の知見はそれぞれ第一部, 第

二部で得られた知見に該当する. 
 

1.  
・ミクログリアの活性化はNPSLE の病態形成に重要な役割を担っている.  
・IKBKE はミクログリアの活性化関わる重要な因子の一つである. 
・ミクログリアに対する IKBKEをターゲットとした治療は, NPSLEの新規治療と

なり得る. 
 

2.  
・皮膚筋炎における全身MRIの新たな価値を見出した. 
・全身MRIにおける筋膜優位の所見は皮膚筋炎患者のRPILD発症の予測因子とな

る. 
 
  第一部では, SLE の中でも特に難治性病態であるNPSLE を対象とした研究を行っ

た. NPSLE の発症には様々な因子が関わっていることが想定されているが, 未だそ

の病態は解明されていない. 本研究ではNPSLE の病態形成に関わる因子として中枢

神経の常在マクロファージであるミクログリアに着目し, NPSLE の病態への関与の

解明と新規治療ターゲットの探索を行った. NPSLE モデルマウスではミクログリア

の活性化を認め, マウスの行動異常に関与している可能性が示唆された. RNAシーク

エンシングを用いてモデルマウスから採取したミクログリアの網羅的遺伝子解析を施

行することで, ミクログリアの活性化およびNPSLEの病態形成において重要な因子

として IKBKEを同定した. IKBKE阻害薬が炎症性サイトカインの刺激によるミク

ログリアの活性化を抑制し, さらにその機序の一つとして解糖系の制御が関与してい

ることを示した. さらに IKBKE阻害薬をNPSLEモデルマウスの脳室内に投与する

ことで, モデルマウスの神経症状が改善することを示し, IKBKE がNPSLE の新た

な治療ターゲットとなる可能性を示唆した. 今後は活性化したミクログリアが神経細

胞に及ぼす影響を検討し, より詳細な病態の解明を行う. また, モデルマウスに

IKBKE阻害薬の全身投与を行うことで, NPSLE 以外のSLE の臓器障害に対する

IKBKE阻害薬の有効性の検討も予定している. 
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  第二部では, 皮膚筋炎において重要な予後規定因子であるRPILD の予測因子を探

索する研究を行った. 本研究では皮膚筋炎患者における全身MRI のスコアリングシ

ステムを作成し, 筋と筋膜の異常信号から筋膜/筋スコア比を算出することで筋膜優

位の所見を定義した. 全身MRIにおける筋膜優位の所見が, 皮膚筋炎患者における

RPILDの発症と相関することを見出し, 全身MRI の有用性を示すことができた. 全
身MRIを従来のRPILD 予測因子と併用することで, より高い精度でRPILDの発症

を予測できる可能性があり, 患者に対して適正な治療を提供可能となることが期待さ

れる. 今後は前向き研究により, 全身MRIの実臨床における有用性の検証を行う. ま
た皮膚筋炎患者の筋・筋膜組織の病理学的検討を行うことにより, 本研究の知見の裏

付けを行うとともに, さらなる病態の解明を行う予定である. 
 
  本研究で得られた結果は, 今後さらに研究を重ねていく必要があるが, これらの難

治性病態の患者の治療の一助となることを願う. 
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