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要旨 

IRF5 遺伝子は全身性強皮症の疾患感受性遺伝子の一つとして同定され、

さらに IRF5 の発現量が強皮症の重症度を規定することが見出されている。その

機序を解明するため Irf5
-/-マウスを用いてブレオマイシン誘発強皮症モデルマウ

スを作成し、同マウスでは強皮症の主要な 3 病態である皮膚および肺の線維化、

血管障害、免疫異常が野生型マウスに比較して抑制されることを見出した。さ

らに強皮症の病態形成機序の一つとして、内因性リガンドによる TLR4 を介した

シグナル経路によって活性化した IRF5が様々な細胞において強皮症に特徴的な

遺伝子発現様式を制御していることを明らかにし、これまで強皮症の病態理解

に不可欠と考えられてきた IRF5 および TLR4 が強皮症の病態に果たす役割を明

らかにした。 
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序文 

 全身性強皮症は免疫異常、血管障害及び線維化を 3 主徴とする原因不

明の自己免疫疾患である 1,2
 (図 1)。病因学的および遺伝学的な検討により、全身

性強皮症は遺伝的要因と環境要因の複合的な要因による多因子疾患であると考

えられている 3
 （図 1）。例えば全身性強皮症の最大のリスクファクターはその

家族歴であるが 4、一方で、双生児で同時に全身性強皮症が発症する率はおよそ

5％である。さらに全身性強皮症患者の一卵性双生児においてその二卵性双生児

に比べて抗核抗体はより高頻度に検出されるが、全身性強皮症発症率は一卵性

と二卵性で相違はない 5。加えてほとんどの全身性強皮症の疾患感受性遺伝子は

他の膠原病と共通するような HLA ハプロタイプと非 HLA 領域の免疫に関連す

る遺伝子である 6。それゆえ、恐らく遺伝的要因は全身性強皮症を含む自己免疫

性疾患への感受性を増強させる自己免疫と関係しており、後天的な環境要因が

遺伝的に感受性の強い個人が全身性強皮症を発症することに必要であると考え

られる。このような病因学的および遺伝学的な知見はあるが、全身性強皮症の

発症過程や病因は未だ明らかになっていない。 

全身性強皮症の病因の根底にある分子的なメカニズムを明らかにするこ
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とは重要と考えられるが，その観点からみると、近年 Toll 様受容体(Toll-like 

receptors; TLRs)を介した自然免疫におけるシグナル伝達が様々な疾患の病因と

して注目されている。例を挙げると、全身性強皮症患者の皮膚線維芽細胞と血

管内皮細胞は、元々細菌性リポ多糖(bacterial lipopolysaccharide; LPS)の受容体と

して同定された Toll 様受容体 4 (TLR4)を強発現しているが、TLR4 を介したシグ

ナル伝達は線維芽細胞の TGF-β への反応性を高める 7-9。また、ブレオマイシン

(bleomycin; BLM)誘発全身性強皮症モデルマウスにおいて、TLR4 の欠損は皮膚

および肺の線維化を抑制する 9。内因性の TLR4 リガンドは全身性強皮症患者皮

膚で上方制御されており 7-9、その血清中濃度は合併する内臓病変の重症度およ

び免疫異常と相関している 10,11。それゆえ、TLR4 を介したシグナル伝達は全身

性強皮症の病因として中心的な役割を果たしている可能性があるが、TLR4 を介

したシグナル伝達経路がどのように全身性強皮症の発症に寄与しているかは不

明である。いくつかの独立した症例対照研究やゲノムワイド関連解析によって

interferon regulatory factor (IRF) ファミリーの一つである interferon regulatory 

factor 5 (IRF5)が全身性強皮症の疾患感受性遺伝子の一つとして同定されている

12-17。IRF は type I interferon (IFN)システムの研究で同定された分子群であるが、
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自然免疫および適応免疫反応の制御において機能的多様性を持つことが示され

ている 18。このような IRF の性質から、IRF の単一塩基多型(Single-nucleotide 

polymorphism; SNP)は様々な免疫、炎症疾患の発症に関連している。これまで

IRF5 は特に多発性硬化症、全身性エリテマトーデス、関節リウマチ、そして全

身性強皮症の発症に関連が想定されている 16。さらに、一部の IRF5 プロモータ

ーの SNP と全身性強皮症の発症リスクおよび重症度との関連が報告されている

12-17 が、IRF5 がどのようにその発症に寄与しているのかは未だ明らかになって

いない。 

TLRs への刺激は myeloid differentiation factor 88 (MyD88)依存性，非依存性

経路の活性化を引き起こす 18。IRF5 は樹状細胞やマクロファージにおいてその

MyD88 経路によって活性化することが報告されている 19。TLR によって活性化

された IRF5 はインターロイキン 6[interleukin (IL)-6]、IL-12 および腫瘍壊死因子

α の遺伝子発現を誘導する 19。以上から、TLR4 を介した IRF5 の活性化が全身性

強皮症の病態に関与している可能性が想定される。全身性強皮症の感受性およ

び重症度に関連する様々な分子の制御において IRF5 が果たす役割を、TLR4 を

介したシグナル伝達との関連にも注目し、IRF5 欠損マウス(Irf5
-/-
マウス)を用い

https://en.wikipedia.org/wiki/Single-nucleotide_polymorphism
https://en.wikipedia.org/wiki/Single-nucleotide_polymorphism
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て検討を行い、その知見と全身性強皮症の臨床との関連を考察した。 

  

 

 

  

図 1. 全身性強皮症の病態：全身性強皮症は線維芽細胞の異常による組織線維化、血管内

皮細胞の異常による血管障害、免疫細胞の異常による自己免疫と炎症が互いに関連しあ

って病態を形成している慢性疾患であり、その発症には多因子が関与している。 
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研究方法 

1) マウス  

本研究ではC57BL/6マウスを背景とする野生型マウスおよび Irf5
-/-マウ

スを用いて作成したブレオマイシン(BLM)誘発全身性強皮症モデルマウスを使

用した。本研究には 6 週齡のマウスを用いた。BLM 誘発全身性強皮症モデルマ

ウスはブレオマイシン(bleomycin; BLM)(Nippon Kayaku Co. Ltd)をリン酸緩衝液 

(phosphate-buffered saline; PBS)に 1mg/ml となるように溶解し、フィルター濾過

後、剃毛したそれぞれのマウスの背部皮膚へ 4 週間にわたり 27 ゲージの注射針

で 200μg を連日皮下投与することで作成した。コントロールとして PBS のみを

BLM と同様の方法でそれぞれマウスに投与した。解析にはそれぞれ 5-8 匹のマ

ウスを用いた。なお、実験動物の取り扱いには、文部科学省、厚生労働省の指

針を遵守して行った。マウスの取り扱いは、苦痛を最小限とするため、麻酔、

安楽死などを適切に施行した(動物実験計画書 14-P-59)。 

2) 病理組織学的検討 

1 週間、4 週間の BLM および PBS 投与が終了したマウスの背部皮膚を

採取し、一部をパラフィン包埋し、6μm 切片を作成した。ヘマトキシリン・エ
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オシン染色およびトルイジンブルー染色を行った。免疫染色は Vectastain ABC kit 

(Vector Laboratories、Burlingame、CA、USA)を用いて染色した。抗体は、抗マウ

ス CD3 抗体(BD PharMingen、San Jose、CA、USA)、抗マウス B220 抗体(BD 

PharMingen)、F4/80 抗体（AbD Serotec, Eching, Germany）および抗 α-smooth muscle 

actin (α-SMA)抗体（Sigma-Aldrich、St. Louis、MO、USA)を用いた。免疫染色は

無作為に選んだ少なくとも 5 視野で測定し、それぞれのサンプルで陽性細胞を

数え平均を算出した。 

3) 組織中のハイドロキシプロリン測定 

ハイドロキシプロリンはコラーゲン中に特異的に高率に含まれるアミ

ノ酸で、その量はコラーゲン量を反映する。背部皮膚検体を 6mm パンチにて採

取し、Total Collagen kit (QuickZyme Biosciences、Leiden、Netherlands)を用いて測

定した。 

4) 透過電子顕微鏡による皮膚組織の検討 

検体は 2 ヶ月齢の無刺激状態マウス皮膚を酸化プロピレンに固定、処

理し JEM-1200EX (JEOL Ltd、Tokyo、Japan)で観察を行った。皮膚コラーゲン線

維の横断面を複数箇所ランダムに電子顕微鏡で撮影し，最低 500 本以上のコラ
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ーゲン線維の直径の平均、分布と範囲を検討した。 

5) 各種細胞の培養と分離 

皮膚線維芽細胞培養には 10%牛胎児血清、抗生剤、抗真菌薬を添加し

た変法イーグル培地を使用した。室温 37℃、CO2濃度 5％に保持したインキュベ

ーター内で単層培養し、3～7 回継代した細胞を使用した。皮膚血管内皮細胞培

養はLonza Ltd. (Baxel、Switzerland)より購入し、EGM Bullet-Kitを用いて室温 37℃、

CO2濃度 5％に保持したインキュベーター内で単層培養し、2～4 回継代した細胞

を使用した。また、マウス B 細胞および CD4 陽性 T 細胞は RPMI 培地（Life 

Technologies、Gaithersburg、MD、USA）を使用し同条件で培養した。マウス B

細胞を刺激する実験では、1 ウェルあたり 10
5個の細胞を 5 μg/mL 濃度の LPS お

よび 10 μg/mL の抗 CD40 抗体(αCD40)で 48 時間刺激した。 また、各種細胞の

HMGB1 による刺激は 10 μg/mL で 24 時間行った。 

マウス皮膚線維芽細胞の分離は、マウス皮膚をディスパーゼによって

表皮と真皮に分離し，その真皮をコラゲナーゼ存在下でインキュベートし、培

養することによって行った。マウス血管内皮細胞の分離は、マウス新生児皮膚

をコラゲナーゼで分解し、抗 CD31 microbeads (Miltenyi Biotec、Teterow、Germany)
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を使用し磁気細胞分離法で単離した。さらにマウス脾臓 B 細胞の分離には抗

CD19 microbeads (Miltenyi Biotec)を、マウス脾臓 CD4 陽性 T 細胞には Mouse CD4 

T Lymphocyte Enrichment Set – DM(BD Biosciences、San Jose、CA、USA)それぞれ

使用した。 

6) イムノブロッティング 

線維芽細胞は 24 時間無血清培地で培養し回収した。全細胞溶解液と核

抽出物を採取した。検体は sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

(Life technologies)で電気泳動し、1000 倍希釈した抗体によるイムノブロッティン

グを行った。バンドは enhanced chemiluminescent techniques(Thermo Fisher 

Scientific、Rockford、IL、USA)を用いて検出した。一次抗体は以下のものを用い

た: 抗 type I collagen 抗体(Abcam、Cambridge、United Kingdom)、抗 MMP-13 抗

体(Abcam)、抗 IRF5 抗体(Santa Cruz Biotechnologies、Dallas、Tx、USA)および抗

β-actin 抗体 (Sigma-Aldrich)。 二次抗体は 1000 倍希釈で以下のものを使用した:

抗マウス IgG-HRP、抗ウサギ IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology)、抗ヤギ 

IgG-HRP 抗体(MP Biomedicals、Santa Ana、CA、USA)。  

7) 各種遺伝子の mRNA 発現量の検討 
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培養細胞から 1μgのRNAをQiagen inc (Hilden,、Germany)のRNeasy Mini 

Kit を用いて抽出し、iScript cDNA Synthesis Kits (Bio-Rad、Hercules、CA、USA)

を用いて cDNA に逆転写した。定量的リアルタイム PCR は SYBR Green PCR 

Master Mix (Life technologies)を用い、ABI prism 7000 (Life technologies)で測定し

た。各マウス皮膚および肺より RNeasy spin column (Qiagen inc)を用いて mRNA

を抽出し、E-selectin、P-selectin、Glycam1 および Icam1 の発現量を定量的 real-time 

PCR で測定した。それぞれの検体は duplicate で測定し、平均値を解析に用いた。

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)をリファレンス遺伝子として

用いた。使用したプライマーの配列は表 2 に示した。mRNA 発現量の測定後に

Melt curve で Tm が同じであることを確認し、各プライマーから予想される単一

の増幅産物が生成していることを確認した。 

8) クロマチン免疫沈降法 

EpiQuik ChIP kit (Epigentek、Farmingdale、NY、USA)を用いて行った。

細胞を 1%ホルムアルデヒドで処理し、クロスリンクしたクロマチンを平均 300 - 

500 bp の断片に超音波で分解した。その DNA 断片は抗 IRF5 抗体 (Santa Cruz 

Biotechnology)を用いて免疫沈降した。コントロールとして、ウサギ IgG もしく
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はマウス IgG を用いた。抽出した DNA に対応する Input は免疫沈降に先行して

採取した。クロスリンキングを解除した後、免疫沈降したクロマチンをアガロ

ースゲル電気泳動及び qRT-PCR で評価した。qRT-PCR の結果は input の値で標

準化した。IRF5 の予測結合部位は Tfsitescan を用いて予測した。用いたプライ

マ―は表 3 に示した。 

9) プルダウンアッセイ 

センス鎖の 5’ 末端にビオチンを含むオリゴヌクレオチドを使用した。

配列を以下に示す: (i) IFN-stimulated response element (ISRE)を含む COL1A2 プロ

モーター(転写開始点の上流-1294 塩基対から-1252 塩基対)配列のオリゴヌクレ

オチド ; 5’- AGGGGGTGGGGGGAAGGAAGGGAAAAAGATTCTCAGGGAA-3’ 

お よ び 5’-TTCCCTGAGAATCTTTTTCCCTTCCTTCCCCCCACCCCCT-3’ 、 (ii) 

ISRE に 変 異 を 挿 入 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ; 

5’-AGGGGGTGGGGGGAAGGAAGGTCCAAAGATTCTCAGGGAA-3’ お よ び 

5’-TTCCCTGAGAATCTTTGGACCTTCCTTCCCCCCACCCCCT-3’。これらのオリ

ゴヌクレオチドは 95℃１時間で相補鎖にアニーリングした。健常人皮膚線維芽

細胞からの核抽出物はストレプトアビジンアガロースゲルと 500 pmol の二本鎖
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オリゴヌクレオチドと 2 時間室温でインキュベートした。タンパク-DNA-ストレ

プトアビジン-アガロース複合体はプロテアーゼインヒビターを含む PBS で 4 回

洗浄し、抗体を用いて イムノブロッティングを行った。 

10)レポーター遺伝子アッセイ 

X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent (Roche、Basel、Switzerland)を

用いてヒト皮膚線維芽細胞にプラスミドをトランスフェクトした。細胞は24時

間培養後、次の24時間TGF-β1およびLPSで刺激を行った。HEK293T細胞も同様

に X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagentを用いてトランスフェクトし48時間

培養した。ホタルルシフェラーゼおよびレニラルシフェラーゼをdual luciferase 

reporter system (Promega、Madison、WI、USA)を用いてAB-2200 luminometer (ATTO、

Tokyo、Japan)で計測した。ホタルルシフェラーゼ活性をレニラルシフェラーゼ

活性で標準化した。使用したプラスミドを以下に示す; COL1A2 プロモーター 

(-1500 to +200)をサブクローニング(Genscript社に依頼)したpGL4.10 [luc2] vector 

(Promega)、pCMV-IRF5 [Dr. PM. Pitha-Rowe (Johns Hopkins medicine、Baltimore、

MD)より供与]、恒常的に活性化したIRF5のアイソフォームであるIRF5A
20、TBET 

プロモーター  (-1659 から  +51) をサブクローニングした luciferase reporter 
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vector[Dr. W. Leung (St. Jude Children’s Research Hospital、Memphis、TN)より供与]、

プラスミドベクターは形質転換させた大腸菌(DH5α)(Takara Bio、Shiga、Japan)

を用いて増幅させPlasmid Midi Kit (Qiagen)を用いて単離した。 

11）フローサイトメトリーによる評価 

前述と同じ方法で BLM を 7 日間投与したマウスを作成し、翌日腋窩リ

ンパ節、鼠径リンパ節を採取した。リンパ節からリンパ球を回収し、1µg/mｌの

ブレフェルジンA（GolgiStop; BD Pharmingen）存在下で 10ng/ml の PMAと 1µg/ml

のイオノマイシン(Sigma-Aldrich)にて 4 時間刺激した。その後細胞を 1%ウシ胎

児血清含有 PBS により洗浄し、細胞表面を CD4 にて染色した。サンプルを

fixative/permeabilization buffer (BD Pharmingen) にて処理し、抗 IL-4 抗体、 抗

IL-17A 抗体および抗 IFN-γ抗体（すべて BioLegend、San Diego、CA、USA）に

て染色を行った。細胞を洗浄後、FACSVerse flow cytometer (BD Biosciences)にて

解析を行った。それぞれの転写因子の検討では retinoic acid receptor-related orphan 

nuclear receptor γt (RORγt)(eBioscience) 、 T-box expressed in T cells (T-bet) 

(BioLegend)、および GATA binding protein 3 (GATA3) (BioLegend) に対する蛍光抗

体を使用した。 
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12) 皮膚血管透過性の検討 

マウス尾静脈に 0.5%でPBSに溶解したエバンスブルー (Sigma-Aldrich)

を 200μl 注射した。30 分後に頸椎脱臼で安楽死させ、マウスの皮下を剥離し、

腹部皮膚血管からのエバンスブルーの漏出を観察した。また、皮膚を 6mm パン

チでくりぬき、200μl のホルムアミドに漬けエバンスブルーを漏出させ、620nm

の吸光度で吸光度計を用いてエバンスブルーの濃度を測定した。 

13) 蛍光免疫染色 

内皮間葉移行の評価のための二重蛍光染色は一次抗体として抗

VE-cadherin ヒツジ抗体と抗 fibroblast specific protein 1 (FSP1)ウサギ抗体を用い、

二次抗体には fluorescein isothiocyanate (FITC)抱合抗ウサギ IgG 抗体・Alexa Fluor 

donkey 555 抗ヒツジ IgG 抗体を用いた。抗 VE-cadherin ヒツジ抗体は Santa Cruz 

Biotechnology より、抗 FSP1 ウサギ抗体は abcam より購入した。二重蛍光免疫

染色で二次抗体に用いた FITC 抱合抗ウサギ IgG 抗体は Santa Cruz Biotechnology

より、Alexa Fluor 555 抗ヒツジ IgG 抗体は Invitrogen (Carlsbad、CA)より購入し

た。二重蛍光免疫染色の検討では 200 倍視野にて無作為に選んだ少なくとも 5

視野で VE-cadherin・FSP1 二重陽性細胞数を計測し、それぞれのサンプルで平均
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を算出した。ヒト皮膚での線維芽細胞の検討では，一次抗体として抗 IRF5 マウ

ス抗体(Santa Cruz Biotechnology) および抗 FSP1 ウサギ抗体を使用した。2 次抗

体は, FITC 抱合抗マウス IgG 抗体(Merck Millipore、Billerica、MA、USA) および

Alexa Fluor 555 抗ウサギ IgG 抗体(Life technologies)を用いた。ヒト皮膚血管内皮

細胞の検討では，一次抗体として抗 IRF5 マウス抗体と抗 PECAM1 ヤギ抗体

(Santa Cruz Biotechnology)を使用し，二次抗体として FITC 抱合 FITC 抱合抗マウ

ス IgG 抗体および Alexa Fluor 555 抗ヤギ IgG 抗体(Life technologies)を用いた。

Vectashield with DAPI (Vector Laboratories)を用いてカバーガラスを載せ，Bio Zero 

BZ-8000 (Keyence、Osaka、Japan)を使用し波長は 495 nm (緑), 565 nm (赤)および 

400 nm (青)で観察した。 

14) 全身性強皮症皮膚検体の採取および線維芽細胞の単離 

倫理委員会にて承認を得た上で[承認番号 0695-(5)]、36 名の全身性強

皮症患者[女性 33 名; 年齢中央値(25－75 パーセンタイル): 57 歳(41.0 – 67.0 歳)]

および11名の健常人(女性8名; 年齢中央値(25－75パーセンタイル): 50歳(38.0 – 

69.0歳)の前腕皮膚検体からmRNAおよびゲノムDNAを単離し実験に使用した。

mRNA は cDNA に逆転写し qRT-PCR にて分子発現を検討した。ゲノム DNA は
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Genomic DNA Purification kit (Thermo Fisher Scientific)を用いて抽出した。全身性

強皮症患者 36 例の臨床所見は以下のようであった；びまん皮膚硬化型症例 24

例、手指潰瘍を有する症例 24 例、間質性肺疾患を有する症例 20 例。線維芽細

胞は性別、年齢、皮膚採取部位が適合した 8 名のびまん皮膚硬化型全身性強皮

症患者および 8 名の健常人から得た。 

15) SNP ジェノタイピングアッセイ 

これまで報告されている SNP である rs4728142 についてゲノム DNA を

使用し TaqMan SNP genotyping assay (Life technologies) キットを用いて検討した。 

16) 統計解析 

統計解析には GraphPad Prism 6 を用いた。統計学的な有意差は 2 群間で

あれば Mann-Whitney U test を用いて、多群間であれば one­way ANOVA と

Bonferroni post hoc test を用いて解析した。正規分布に沿う場合には two-tailed 

t-test を用いた。また、場合によって独立して 2 回以上実験を行った。P < 0.05

を統計学的に有意と考えた。値は平均値±標準誤差で表記した。 
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結果 

全身性強皮症の主要な 3 病態である線維化(1 - 4)、免疫異常(5 - 7)、血管障害(8 - 

10)における転写因子 IRF5 の役割について、順を追ってマウスを用いた検討結果

を示す。最後に全身性強皮症患者検体を用いた検討(11 - 13)を示す。 

1) Irf5
-/-マウス皮膚で細いコラーゲン線維が目立ち高次構造の異常が見られる 

まず IRF5の皮膚の恒常性維持機能における役割を検討するため組織学

的な検討を行った。HE 染色では Irf5
-/-マウス背部皮膚において野生型マウスに

比べて細いコラーゲン線維が目立ち、ハイドロキシプロリンアッセイでもコラ

ーゲン量の低下傾向がうかがわれた(図 2A、B)。また、そのほかの皮膚構造の異

常は確認できなかった。電子顕微鏡を用いた検討でも、特に真皮深層の領域で

コラーゲン線維が著明に疎になっており、線維一本一本も野生型マウスに比較

し細くなっていた(図 2C)。さらに線維の直径も野生型マウスに比較しばらつき

があり、アニソコリアも見られた（図 2D）。 
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2) Irf5 を欠損した線維芽細胞では全身性強皮症由来の線維芽細胞と逆の性質を

示す 

Irf5
-/-マウスにおいてコラーゲン産生の低下とコラーゲン高次構造の異

常が示唆されたため、コラーゲンの主要な産生細胞である線維芽細胞につき検

討した。Irf5
-/-マウスから単離した皮膚線維芽細胞は、野生型に比べて、Ⅰ型コ

ラーゲン(ブロッティングでは 2 本のバンドとして検出)の発現が低下し、コラー

図 2. Irf5-/-マウス皮膚のフェノタイプに関する検討 

(A)野生型(WT)および Irf5
-/-
マウスの無刺激状態皮膚組織像。Bar = 100 µm。(B)皮膚に

おけるハイドロキシプロリン量の検討(n = 5)。(C)電子顕微鏡による皮膚コラーゲン線

維に関する超微細構造の評価。Yellow bar = 200 nm、red bar = 2 µm。(D)真皮コラーゲ

ン線維の直径の頻度分布 (一群あたり 500 本のコラーゲン線維を計測)。 
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ゲンの代謝分解に中心的な役割を果たす MMP-13 の発現が著明に上昇していた

(図 3A、B)。また、クロマチン免疫沈降法で、IRF5 は COL1A1、COL1A2 および

MMP13 のプロモーター領域に作用していることが示唆された(図 3C)。また、コ

ラーゲン高次構造の異常について、関連する分子の発現を比較した。Irf5
-/-マウ

ス由来の線維芽細胞でコラーゲン高次構造の構築に必要な分子である Adamts2、

Lox、lumican、Decorin の発現低下があり、組織の所見にあったような疎で細い

コラーゲン線維の形成に深く関与している可能性が示された(図 3D)。これらは、

強皮症におけるそれら分子の発現と逆の発現パターンを示していた 21,22。 

 

 

  

図 3. マウス皮膚線維芽細胞に関する検討 

(A) 野生型（WT）および Irf5
-/- 
マウス由来の無刺激培養線維芽細胞のイムノブ

ロッティング。(B) 野生型（WT）および Irf5
-/- 
マウス由来の無刺激培養線維芽

細胞の mRNA 発現の比較(n = 9)。(C) マウス皮膚線維芽細胞における抗 IRF5 抗

体を用いた免疫沈降法 (n = 4)。(D) 原線維発生に関連する分子発現の qRT-PCR

を用いた評価(n = 9)。*: P <0.05 (two-tailed unpaired t-test)。 
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3）ヒト皮膚線維芽細胞において、TLR4 シグナルによって活性化された IRF5

が COL1A2 遺伝子を制御している 

更なる検討のため、マウス皮膚線維芽細胞と同様にヒト皮膚線維芽細

胞においても IRF5 が COL1A1、COL1A2 および MMP1(マウス MMP13 のカウン

ターパート) のプロモーター領域に作用しているか確認した(図 4A)。さらにプ

ルダウンアッセイにより、IRF5 が COL1A2 上の IFN-stimulated response element 

(ISRE)に作用していることを示した(図 4B)。皮膚線維芽細胞における IRF5 の

COL1A2 遺伝子発現に対する影響を検討するため、ヒト皮膚線維芽細胞に

COL1A2 プロモーター-ルシフェラーゼ遺伝子構築物を一過性にトランスフェク

ションし、レポーター遺伝子アッセイを行い、用量依存的に IRF5 が COL1A2 プ

ロモーター活性を高めることを示した(図 4C)。さらに、LPS と TGF-β1 はⅠ型コ

ラーゲンの発現を上昇させるが 7、それらの刺激はさらにレポーター遺伝子の発

現を高めた(図 4C)。このことは TLR4 を介したシグナリングが IRF5 の転写活性

を高めている可能性を示唆した。実際に IRF5 の COL1A2 プロモーターへの結合

が LPS と TGF-β1 刺激によって増強された(図 4D)。さらに、TLR4 のリガンドと

して生体内活性を持つ high-mobility group box 1 (HMGB1) 
23を LPS の代わりとし
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て用いて刺激すると同様の結合の増強が見られた(図 4E)。ここまでの結果と合

致するように、Tlr4 欠損(Tlr4
-/-

)線維芽細胞において Col1a2 プロモーターへの

IRF5 結合が著明に低下していた(図 4F)。また、Tlr4 欠損は線維芽細胞における

IRF5 の発現には影響を及ぼさなかった(図 4G)。このことから線維芽細胞におい

て TLR4-IRF5 軸が COL1A2 遺伝子発現を制御している可能性が考えられた。 
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図 4. ヒト皮膚線維芽細胞に関する検討  

(A、D、E) ヒト線維芽細胞における抗 IRF5 抗体を用いた免疫沈降法による評

価(n = 4)。(B) プルダウンアッセイによる評価。COL1A2 プロモーターの野生型

(WT)あるいは変異型(mutated)IFN-stimulated response element (ISRE) を含むオリ

ゴヌクレオチドによってプルダウンされたタンパクを抗 IRF5 抗体を用いたイ

ムノブロッティングで評価。(C) ヒト皮膚線維芽細胞での COL1A2 プロモータ

ー構築物を用いたルシフェラーゼアッセイ(n = 4)。コラム上のアスタリスクは

同色の一番左のコラムと比較して有意差があったことを示す。(F、G) 野生型 

(WT)および Tlr4
-/-
皮膚線維芽細胞における抗 IRF5 抗体による免疫沈降法(F) お

よび イムノブロッティング(G)。C – E においては TGF-β1 と LPS あるいは

HMGB1 で 24 時間刺激をおこなった。 D – F においては qRT-PCR による定量

的評価を 右に示した (n = 5)。*: P <0.05、 **: P <0.01 (two-tailed unpaired t-test)。 
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4) Irf5
-/-マウスでは BLM 投与による組織の線維化が有意に抑制される 

BLM 投与による皮膚および肺の線維化が Irf5
-/-マウスでどのように変

化するか HE 染色及びハイドロキシプロリン量の測定により検討した。Irf5
-/-マ

ウスにおいて、BLM 投与による皮膚線維化および肺の線維化が有意に抑制され

ていた (図 5A－D)。      
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図 5. ブレオマイシン（BLM）誘発モデルマウスの表現型に関する検討 

(A、C) PBS あるいは BLM を投与した野生型(WT)および Irf5
-/-
マウス皮膚組織

像(A)および肺組織像(C)の検討。(B、D) 皮膚(B)および肺(D)のハイドロキシプ

ロリンアッセイによるコラーゲン量の検討(n = 5)。Horizontal bars = 100 µm。*: P 

<0.05、 **: P <0.01 (two-tailed unpaired t-test)。 
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5) Irf5
-/-マウスでは BLM 投与による組織への炎症細胞浸潤が抑制される 

次に BLM 誘発全身性強皮症モデルマウスの免疫異常について IRF5 欠

損が及ぼす影響について検討した。まず、BLM 投与による組織への炎症細胞浸

潤につき免疫染色により検討した。皮膚および肺において、T 細胞、B 細胞、マ

スト細胞およびマクロファージの浸潤が Irf5
-/-マウスで野生型マウスに比べて有

意に減少していた (図 6A)。このことから BLM 誘発モデルマウスにおける免疫

反応に IRF5 が関与している可能性が考えられた。合致するように皮膚(図 6B)

および肺(図 6C)において Ifng mRNA発現が野生型マウスと比較して上昇し、IL-4

および IL-6 発現が減少していた。 
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図 6. ブレオマイシン（BLM）誘発モデルにおける炎症の評価 

(A) BLM 投与後の皮膚組織および肺組織像(CD3、B220、F4/80 免疫染色

および TB 染色)。矢印：F4/80 陽性細胞。 400 倍一視野あたりの陽性細胞

数をカウントした(n = 8)。Bar = 100 µm。(B，C) BLM 投与した皮膚(B)

および肺(C)における mRNA 発現の検討(n = 8) 。*: P <0.05(two-tailed 

unpaired t-test)。 
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6) BLM 誘発モデルマウスにおいて Irf5 の欠損は Th1 優位な環境を誘導する 

多くの自己免疫性疾患においてはナイーブ T 細胞から Th1 細胞が分化

誘導され Th1 優位な環境が誘導されるのに対し、全身性強皮症では Th2 優位な

環境が誘導されており、強皮症モデルマウスを用いた実験でも同様の環境が誘

導される 24,25。上記の結果から BLM を投与した Irf5
-/-マウスにおいて Th1 タイプ

の免疫誘導が起きている可能性が考えられた。そこでフローサイトメトリーで

CD4 陽性 T 細胞における IFN-γ、IL-4、IL-17A の発現を検討し、Th1/2/17 シフト

について検討した。Irf5
-/-マウスにおいて CD4 陽性 T 細胞における IFN-γ の発現

が上昇しており、Th1 へのシフトが誘導されていることが考えられた(図 7A)。

さらに、Th1 のマスター制御因子である、T-bet に関しても Irf5
-/-マウスで上昇が

見られた(図 7B)。また、免疫沈降法で CD4 陽性 T 細胞における T-bet プロモー

ター領域への IRF5 結合が示され(図 7C)、 IRF5 は Tbet 遺伝子の抑制因子として

働いている可能性が示唆された。IRF5 はこれまで免疫細胞において正の制御因

子として報告されているが 19、負の制御因子としての報告はなされていない。

この点についてさらに検討を行うためにレポーター遺伝子アッセイを行った。

HEK293T 細胞において、恒常的に活性化した IRF5 のアイソフォームである
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IRF5A
20と TBET-ルシフェラーゼ遺伝子構築物を共発現させると、IRF5A 用量依

存的にルシフェラーゼ活性が抑制されていた(図 7D)。TLR4 は T 細胞の炎症反応

を促進することがこれまで報告されており 26、T 細胞においても TLR4-IRF5 軸

が BLM の誘導する免疫応答に関与している可能性が考えられた。 

 

 

 

 

 

 

  

図 7. Th1/2/17 分極に対する IRF5 欠損の影響に関する検討 

(A、B) BLM 投与した野生型（WT）および Irf5
-/- 
マウスから採取した末梢リンパ

節における IL-17A、IFN-γ および IL-4 産生 CD4 陽性細胞の割合(A)および T-bet

陽性 CD4 陽性 T 細胞の割合(B)をフローサイトメトリーにて評価した（n = 4）。

T-bet 陽性 CD4 陽性細胞に関しては代表的なプロットの図を示した。(C) WT お

よび Tlr4
-/-
マウスから分離した CD4 陽性 T 細胞における抗 IRF5 抗体を用いた免

疫沈降法。qRT-PCR による定量的な評価をおこなった(n = 5)。(D) HEK293T 細

胞において TBET プロモーター構築物と IRF5A 発現ベクターを共導入させて行

ったルシフェラーゼアッセイ(n = 4)。*: P <0.05、**: P <0.01 (two-tailed unpaired 

t-test)。 
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7) BLM モデルにおいて Irf5 欠損は B 細胞の活性化を抑制する 

B 細胞における CD19 の発現は IL-6 の発現と深く関与しており 27、更

に IL-6 は強皮症患者の皮膚、血清などで上昇している 28。Irf5
-/-マウスにおいて

は、BLM の投与による CD19 発現の上昇が抑制されており(図 8A)、さらに単離

した B 細胞を用いて刺激に対する IL-6 の分泌を ELISA 法で検討したが、Irf5
-/-

マウスから単離したB細胞は LPSおよび抗CD40 抗体刺激による IL-6の分泌が

低下していた (図 8B)。また、IL6 プロモーターの ISRE に対する IRF5 の特異的

な結合が示された(図8C)。興味深いことに、Tbetおよび Il6プロモーターへの IRF5

の結合もそれぞれ Tlr4 欠損 CD4 陽性 T 細胞および Tlr4 欠損 B 細胞で低下して

おり、B 細胞においては内因性 TLR4 リガンドである HMGB1 刺激によって結合

が上昇していた(図 7C、8D)。これらをまとめると、TLR4 による IRF5 の活性化

が Th1 細胞の誘導と B 細胞の活性化にも関与している可能性があり、免疫細胞

においてもこれらが重要な役割をはたしている可能性が示された。 
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図 8. B 細胞に関する検討 

(A)フローサイトメトリーによる BLM 投与したマウスの脾臓 B 細胞における

CD19 発現量の比較。(B)マウス脾臓から単離した B 細胞の培養上澄中における

IL-6 分泌量の比較(n = 8、*P=0.05)。48 時間 LPS および抗 CD40 抗体(αCD40)で 48

時間刺激した。(C)プルダウンアッセイによる評価 。Il6 プロモーターの野生型

(WT) および変異型 IFN-stimulated response element (ISRE) を含むオリゴヌクレオ

チドによってプルダウンされたタンパクを抗 IRF5 抗体をもちいたイムノブロッ

ティングで評価。(D) 上段：無刺激状態あるいは HMGB1 で刺激した野生型マウ

スから分離した B 細胞における抗 IRF5 抗体を用いた免疫沈降法。下段：野生型

(WT)およびTlr4
-/-マウスから分離したB細胞における抗 IRF5抗体を用いた免疫沈

降法。qRT-PCR による定量的な評価をおこなった(n = 5)。*: P <0.05 (two-tailed 

unpaired t-test)。 
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8) Irf5 の欠損は血管内皮細胞における細胞接着因子の発現に影響を及ぼし Th1

細胞の浸潤を誘導する 

次に，血管内皮細胞上に発現する細胞接着因子の発現を BLM を投与し

た Irf5
-/-マウスにおいて検討を行った。BLM を投与した皮膚において E-selectin、

P-selectin の発現が有意に上昇し(図 9A)、一方で肺においては P-selectin の発現が

低下していたが、Glycam1、Icam1 の発現が有意に低下し特に Glycam1 の発現が

著明に低下していたことから相対的に Th2/17 を誘導する接着因子が発現低下し

ていることが示唆された (図 9B)。E-selectin および P-selectin は Th1 細胞の、

Glycam1 および Icam1 は Th2/17 細胞の組織への浸潤を誘導しており 29、血管内

皮細胞における接着分子の発現状態からも Irf5
-/-マウスにおいて Th1 優位な環境

が誘導され線維化の抑制に寄与している可能性が示された。 

 

 

 

図9. BLM投与後組織におけるTh1/2/17シフトに関連する細胞接着因子のmRNA

発現に関する qRT-PCR による検討 

(A、B) 野生型（WT）および Irf5
-/- 
マウス皮膚(A)と肺(B)から単離した細胞接着

因子に関する mRNA 発現の比較(n = 8)。*: P <0.05 (two-tailed unpaired t-test)。 
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9) Irf5 の欠損は血管の安定性に寄与する 

続いて、全身性強皮症の主要３病態の一つである血管障害について，

BLM を投与した Irf5
-/-マウスで検討した。BLM 投与マウスにおいて、調整した

エバンスブルーを尾静注し検討した血管透過性の評価では、野生型マウスで血

管透過性が上昇し色素が漏出しているのに対し、Irf5
-/-マウスでは色素の血管外

漏出がみられず(図 10A)、血管がより安定化していることが示唆された。血管壁

細胞のフェノタイプは血管の成熟に寄与しているが、α-SMA は成熟血管のマー

カーと成りうる 30。皮膚小血管における α-SMA の発現を免疫染色で検討したと

ころ、無刺激状態および BLM を投与した Irf5
-/-マウスにおいて血管周皮細胞で

α-SMA の発現が上昇しており、先の実験で見られた血管安定性に寄与している

可能性があることが示された(図 10B)。 

更なる検討のために、マウスから単離した血管内皮細胞における

mRNA 発現の比較を行った。Irf5
-/-マウス由来の血管内皮細胞において、血管安

定性に寄与していると考えられている VE-cadherin および Pdgfb の発現が上昇し

ており、血管内皮間および血管内皮と周皮細胞間の相互作用が増強され血管が

安定化している可能性が示唆された(図 10C)。さらに、IRF5 は血管内皮細胞にお



37 
 

いて Pdgfb および Cdh5 のプロモーター領域に作用している可能性が免疫沈降法

によって示された(図 10D)。さらに線維芽細胞における Col1a2 プロモーターに

関する検討結果と同様に、Tlr4 欠損血管内皮細胞において IRF5 結合が著明に低

下し、内因性TLR4リガンドであるHMGB1刺激によって結合が上昇しており(図

10E)、血管内皮細胞においても IRF5-TLR4 軸が重要な役割を果たしている可能

性が考えられた。 
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図 10. 血管の安定性に関する検討 

(A) 野生型(WT)および Irf5
-/-マウスを用いたエバンスブルー尾静注による

BLM 投与が誘導する血管透過性の亢進に関する検討。右にエバンスブルー

色素の漏出をホルムアルドによって溶出させ計測し、比較した(n = 6)。(B) 免

疫染色による血管周皮細胞における α-SMA 発現の評価。(C)マウス皮膚から

単離した血管内皮細胞における mRNA 発現の比較(n = 5) 。(D)マウス皮膚微

小血管内皮細胞における抗 IRF5 抗体を用いた免疫沈降法よる評価。(E) 上

段：無刺激状態あるいは HMGB1 で刺激したヒト微小血管内皮細胞における

抗 IRF5 抗体を用いた免疫沈降。 下段：WT および Tlr4
-/-マウスから分離し

た血管内細胞における抗 IRF5 抗体を用いた免疫沈降。 *: P <0.05 (two-tailed 

unpaired t-test)。 
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10) Irf5
-/-マウスでは BLM 投与による内皮間葉移行が抑制される 

内皮間葉移行は、血管内皮細胞から活性化状態にある線維芽細胞を供

給することで、線維化を来す疾患の進行に深く関与しているという報告があり、

マウスにおいて BLM はこのプロセスを誘導し、全身性強皮症においてもその関

与が想定されている 31-33。そこで IRF5 の欠損が内皮間葉移行に及ぼす影響につ

いても検討した。Irf5
-/-マウスの皮膚において、BLM の投与により内皮間葉移行

を起こしていると考えられる FSP-1( 線維芽細胞のマーカー ) および

VE-Cadherin(血管内皮細胞のマーカー)を両方発現する細胞(ダブルポジティブ細

胞 )の誘導が野生型マウスと比較して有意に抑制されていた  (図 11)。 
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図 11. 内皮間葉移行の評価 

PBS および BLM の投与 7 日目の野生型(WT)および IRF5 欠損(Irf5
-/-

)

マウス皮膚検体を用いて、FSP1(緑)，VE-Cadherin(赤)および DAPI(青) 

陽性細胞を検出した。 矢印：FSP1/VE-cadherin ダブルポジティブ細

胞。Bar = 100 µm (n = 4)  
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11) 全身性強皮症患者皮膚における IRF5 の発現はその臨床所見と相関を示す 

ここまでのマウスの実験結果をふまえ、全身性強皮症の患者での臨床的

特徴と IRF5 発現の関連性を評価した。まず、IRF5 の mRNA の発現は有意に全

身性強皮症皮膚で健常人と比較し上昇していた（図 12A）。さらに強皮症皮膚に

おけるその IRF5の発現上昇に寄与する細胞を検討するため蛍光染色を施行した

が、皮膚線維芽細胞および内皮細胞において IRF5 の発現上昇が観察された（図

12B、C）。さらに、その全身性強皮症皮膚で上昇した IRF5 mRNA レベルは

COL1A1、COL1A2 および CTGF の mRNA レベルと正の相関を示しており（図

12D）、臨床症状との関連として、皮膚硬化範囲の広いびまん皮膚硬化型全身性

強皮症では限局皮膚硬化型全身性強皮症と比較して、皮膚における IRF5 mRNA

レベルが上昇していた（図 12E）。また、全身性強皮症における血管障害として

の手指潰瘍がある群でない群と比較して IRF5 mRNA レベルが上昇していた（図

12E）。このように、全身性強皮症患者で IRF5 の発現量と臨床症状に相関が見ら

れ、ここまでのマウスでの検討の結果と矛盾しない結果が得られた。 
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12) 皮膚線維芽細胞において IRF5 自体が向線維化刺激によって活性化する 

in vitro の検討では、IRF5 の mRNA レベルは全身性強皮症皮膚線維芽細

胞で健常人皮膚線維芽細胞に比較し上昇しており(図 13A)、COL1A2 mRNA レベ

図 12. ヒト皮膚における IRF5 の発現に関する検討 

(A) 健常人皮膚(HC)と全身性強皮症(SSc)患者皮膚における IRF5 の mRNA 発現

の比較。(B)皮膚線維芽細胞における IRF5 の発現の蛍光染色による評価。FSP1 

(赤), IRF5 (緑)および DAPI (青) 陽性細胞を検討した(n = 4 )。Bar = 20 µm。(C) 血

管内皮細胞における IRF5 の発現の蛍光染色による評価。PECAM1 (赤)、IRF5 (緑)

および DAPI (青) を検討した(n = 4 )。Bar = 20 µm。(D) 強皮症皮膚における、

IRF5 の mRNA 発現量と COL1A1、COL1A2、CTGF の mRNA 発現量の相関。(E) 

皮膚における IRF5 mRNA レベルの比較。左：びまん皮膚硬化型 SSc（diffuse 

cutaneous SSc ;dcSSc)と限局皮膚硬化型 SSc(limited cutaneous SSc; lcSSc) 。右：

指尖潰瘍(ulcer)の既往の有無による比較。*: P <0.05 (two-tailed unpaired t-test)。 
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ルと正の相関があった(図 13B)。さらに、正常皮膚線維芽細胞で、LPS および

TGF-β 刺激によって IRF5 の発現が上昇していることが mRNA およびタンパク

レベルで確認された(図 13C)。全身性強皮症皮膚線維芽細胞において IRF5 自体

が線維化を誘導するような刺激によって活性化されうることが示された。 

 

 

 

 

 

13) IRF5 プロモーター領域の SNPは全身性強皮症の皮膚における遺伝子発現と

相関を示す 

SNP rs4728142 は IRF5 プロモーターに位置し、そのマイナーアリルであ

る ’A’ は日本人の 9%に見られる 34。rs4728142 ‘A’ アリルと重篤な臨床所見の軽

図 13. ヒト線維芽細胞を用いた IRF5 発現に関する検討 

(A)健常人(HC)および強皮症患者(SSc)由来の皮膚線維芽細胞における IRF5 

mRNA レベルの比較 (n = 8)。(B)ヒト皮膚線維芽細胞における IRF5 mRNA と

COL1A2 mRNA レベルの相関。(C) LPS および TGF-β1 で刺激したヒト皮膚線

維芽細胞の mRNA レベルおよびタンパクレベルでの IRF5 発現の比較 (n = 5)。

*: P <0.05 ( two-tailed unpaired t-test)。 



44 
 

減の相関が報告されている 34。IRF5 mRNA レベルは GG 遺伝子型を持つ全身性

強皮症患者皮膚に比較し AA 遺伝子型を持つ全身性強皮症患者で低下していた 

(図 14)。同様に COL1A1、COL1A2 及び CTGF mRNA レベルは AA 遺伝子型を持

つ全身性強皮症患者皮膚で低下していた(図 14)。さらに，‘A’ アリルを持つ群で、

全身性強皮症に合併する重要な予後因子である間質性肺病変が比較的軽症であ

る傾向(呼吸機能検査において%一酸化炭素拡散能が 70%未満である患者割合の

低下傾向)がみられた(表 4)。このことから rs4728142 ‘A’ アリルをもつ全身性強

皮症患者では、線維化の誘導に関与する分子発現の低下とともに、臨床症状の

軽減が見られ、IRF5 がその過程に深く関与している可能性が示された。 

 

 

 

 

図 14. SNP タイプによる各種 mRNA 発現の比較 

AA、AG および GG 遺伝子型を持つ強皮症皮膚での IRF5、COL1A1、COL1A2

および CTGF mRNA 発現の比較。*: P <0.05 、**: P <0.01 ( two-tailed unpaired 

t-test)。 
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考察 

本研究では IRF5 が全身性強皮症の病態に果たす役割を，全身性強皮症

モデルマウスを用いて示した。IRF5 は免疫システムの制御因子の一つとして、

全身性強皮症を含む免疫異常に関連した様々な疾患において疾患感受性遺伝子

として同定されてきた 16。本研究では、Irf5 の欠損は BLM モデルマウスにおい

て線維化、血管障害、炎症のいずれも抑制していた（図 15）。さらに、IRF5 が

活性型あるいは抑制型の転写因子として、線維芽細胞・血管内皮細胞・免疫細

胞において様々な標的遺伝子のプロモーター領域に作用することで、線維化・

血管障害・免疫異常といった全身性強皮症の病態形成メカニズムの様々な側面

に関与していることを示し、今回の検討でこれら全身性強皮症の主要 3 病態に

おける多彩な IRF5 の役割を明らかにした。 

 

 

 

 

  

  



46 
 

 

 

 

 

 

 

近年、自然免疫を介した線維芽細胞の活性化が全身性強皮症およびそ

のマウスモデルで報告されている。全身性強皮症においては、HMGB1、ヒアル

ロン酸およびフィブロネクチンエクストラドメインといった内因性の TLR4 リ

ガンドの血清中濃度および皮膚での発現が上昇している 7,8,10,11。これまでの in 

vitro の実験で、これらのリガンドによって誘導された TLR4 シグナリングが線

維芽細胞の活性化に寄与していることが示されている 7,8。このシグナルはTGF-β

シグナリングも活性化し、実際に TLR4 シグナルの阻害によって線維芽細胞の

TGF-β依存性、非依存性の活性化を抑制する 7,8。さらに Tlr4 欠損マウスではBLM

図 15. Irf5
-/-マウスではブレオマイシン投与による線維化、免疫異常、血管障

害が抑制されている：同様のメカニズムで全身性強皮症における IRF5 の発現

低下が臨床症状の軽減に寄与している可能性が示唆される。 
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によって誘導された皮膚の線維化は、内因性 TLR4 リガンドが上昇しているにも

関わらず著明に抑制されていた 9。これらのことから TLR4 シグナリングは直接

線維芽細胞を活性化することにより皮膚線維化を誘導する可能性が考えられる。

本研究で示したように Irf5
-/-皮膚線維芽細胞は通常の生理的条件で抗線維化の性

質を示した。加えて、特に TGF-β1 および TLR4 刺激を介して IRF5 は COL1A2

プロモーター活性を高め、さらにそれらの刺激は線維芽細胞における IRF5 の発

現を上昇させた。その結果を支持するように、Tlr4
-/-マウス皮膚線維芽細胞にお

いて IRF5 の Col1a2 プロモーターへの結合が著明に抑制されていた。このこと

から、皮膚線維芽細胞において少なくとも部分的には IRF5 を介して TLR4 シグ

ナリングによる TGF-β の活性化が誘導されている可能性が示唆された。Irf5
-/-マ

ウスの皮膚のフェノタイプは全身性強皮症皮膚と組織学的、あるいは超微細構

造のレベルにおいて逆のフェノタイプを示しており、また IRF5 は全身性強皮症

皮膚線維芽細胞において上方制御されていたことから、IRF5 は全身性強皮症の

組織の線維化においてかなり重要な役割を果たしていると考えられる。これは

全身性強皮症皮膚において IRF5 mRNA レベルとCOL1A1、COL1A2およびCTGF 

mRNA レベルが強い正の相関を持っていることからも裏付けられた。 
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全身性強皮症の血管障害は、血管を構成する組織の増殖によって引き

起こされる増殖性血管障害と血管構造の破壊を引き起こす破壊性血管障害とに

分類され、特有の構造的、機能的異常によって規定される 2。これらの病態とし

て、血管の安定化の障害と新生血管形成の異常による血管の恒常性の破綻とが

挙げられており 35、手指の潰瘍や肺高血圧症といった臨床症状を引き起こすと考

えられている。全身性強皮症の血管障害は全身性強皮症皮膚においては α-SMA

発現が壁細胞で低下することで血管の不安定化が起き、血管新生を誘導するシ

グナル経路の活性化に寄与する 30。このような血管障害、血管の不安定化は BLM

モデルでも誘導されるが、Irf5
-/-マウスでは α-SMA 発現が上昇しており BLM 投

与後でも皮膚血管の安定性が維持されていた。このことは IRF5 が血管の安定と

血管新生促進のバランスを一部規定していることを示唆する。合致するように

IRF5 は重要な分子である VE-cadherin と PDGF-B をそれぞれコードする CDH5

と PDGFB 遺伝子プロモーターに結合し血管の安定性と血管新生を制御してい

る可能性が実験で示された。さらに、血管の活性化と線維化を関連付けるもの

として内皮間葉移行が全身性強皮症およびそのマウスモデルで重要である 36,37

が、IRF5 が欠損することで BLM を投与した皮膚において血管周囲の領域にお
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ける FSP1 と VE-cadherin のダブルポジティブ細胞の増加が抑制されたことから、

IRF5 は内皮間葉移行の重要な制御因子として作用している可能性が示された。

また、TLR4 の活性化によって CDH5 プロモーターへの IRF5 の結合が増強して

いた。TLR4 とその内因性リガンドは線維化と同様に血管新生においても重要で

あると報告されており 38,39、本研究は IRF5 が TLR4 を介した血管新生において

果たす役割を新しく見出し、TLR4-IRF5 軸が全身性強皮症に特徴的な血管障害

を制御している可能性が示唆された。 

 CD4 陽性 T 細胞の浸潤は細胞接着因子によって規定されているが、全

身性強皮症とそのマウスモデルにおいてそのプロセスが注目されている 29,36。細

胞接着因子を欠損したマウスの検討によって ICAM-1 と GlyCAM-1 は BLM の投

与による Th2/Th17 細胞やマクロファージおよびマスト細胞の浸潤による線維化

を促進し、P-selectin と E-selectin は Th1 細胞の浸潤を誘導し線維化を抑制するこ

とが示されている 29。また、発症早期のびまん皮膚硬化型全身性強皮症におい

ては ICAM-1 や GlyCAM-1 といった線維化を誘導する細胞接着因子が相対的に

発現上昇している 36。今回、IRF5 を欠損させることで線維化を誘導する細胞接

着因子の相対的発現低下が起こり、マクロファージやマスト細胞の浸潤を抑制
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し Th1 優位のサイトカインバランスを誘導していた。このことは、IRF5 が線維

化を促進するような炎症の誘導に寄与していることを示唆する。加えて、BLM

を投与した Irf5
-/-マウスにおいて Th1 分極が誘導されていたことは、IRF5 が Tbet

プロモーターに直接作用していることによって引き起こされている可能性が考

えられた。このことは、IRF5 が Th1 細胞の局所への誘導だけでなく、直接的に

CD4 陽性 T 細胞において Th1 細胞の誘導に寄与していることを示した。また、

Tbet プロモーターへの IRF5 の結合は Tlr4
-/-

CD4 陽性 T 細胞で抑制されており、

TLR4-IRF5 軸の活性化が Th1 細胞の分化抑制を介して全身性強皮症に特徴的な

Th2/Th17 分極 2 を誘導している可能性も考えられた。ただし、これまで全身性

強皮症に先んじて IRF5 多型との関連が報告、検討されてきた全身性エリテマト

ーデスでも、IRF5 は重要な役割を果たしていると考えられているが、興味深い

ことにそのマウスモデルでは IRF5欠損によって Th2分極が亢進すると報告され

ており 40,41、本論文の検討結果とは相反している。全身性強皮症と全身性エリテ

マトーデスには抗核抗体の産生など共通する部分もあるが病態は大きく異なり、

さらに全身性エリテマトーデスあるいはそのモデルマウスではTLR7やTLR9な

どの病態への関与が指摘され分子メカニズムにも大きな違いがあることが想定
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される。IRF5 はその病態の違いにどのように関与しうるかは更なる検討課題の

一つと考えられる。 

 B 細胞の活性化は全身性強皮症の免疫異常において重要な役割を果た

している 42。線維芽細胞、血管内皮細胞および T 細胞と同様に、IRF5 の欠損は

CD19 の下方制御や IL-6 分泌の低下といった全身性強皮症と逆の B 細胞のフェ

ノタイプへの変化を誘導した。全身性強皮症では B 細胞上の CD19 の発現が上

昇し B 細胞の異常な活性化状態に寄与しているが、その上昇は 10~20％程度で

あり、わずかな発現変化でも病態形成に関与している可能性がある 41。さらに、

IRF5 はマウス B 細胞において Il6 プロモーターに作用し、そのプロモーターへ

の結合は Tlr4 欠損 B 細胞において減少し、TLR4 の活性化により増加した。そ

れゆえ、TLR4-IRF5 軸は B 細胞の活性化にも直接寄与している可能性が考えら

れた。また、B 細胞の組織への浸潤が抑制されたのと同時に、IL-6 の発現は BLM

を投与した Irf5
-/-マウスの組織で低下していたが、IL-6 が筋線維芽細胞の分化を

誘導しコラーゲン合成を促進し、Th2 /Th17 細胞の分化を促進し Th1 分極を抑制

することがこれまで報告されており 43,44、IL-6 産生の抑制は BLM 投与した Irf5
-/-

マウスにおける線維化の抑制に大きく寄与している可能性が考えられた。ただ
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し、近年 Irf5
-/-マウスで Dock2 遺伝子のフレームシフト変異が生じ、特に B 細胞

の機能異常などに大きく寄与していると新たに報告されている 45 ため、今回の

Irf5
-/-マウスから得られた、特に B 細胞に関する知見などは Dock2 の発現異常に

よって生じている可能性は否定できず、今後の検討が必要であると考えられる。 

 マウスの実験結果を考察すると、全身性強皮症において IRF5 の発現が

上方制御されていることが主要 3 病態の形成に寄与していると想定された。ヒ

トにおける検討では、IRF5 発現は全身性強皮症患者皮膚の線維芽細胞及び血管

内皮細胞において発現上昇しており、さらに IRF5 mRNA レベルは全身性強皮症

の皮膚線維芽細胞において COL1A1、COL1A2 および CTGF mRNA レベルと正

の相関があった。加えて rs4728142 ‘A’ アリルが IRF5 発現の低下と臨床症状の

軽減と関連しているというこれまでの報告と矛盾せず、AA 遺伝子型を持つ全身

性強皮症皮膚線維芽細胞は GG 遺伝子型を持つものに比べ COL1A1、COL1A2 お

よび CTGF mRNA レベルが有意に低下していた。また、全身性強皮症における

血管障害における IRF5 の関与を反映するように、指尖部潰瘍が過去にあった群

あるいは現在ある群では皮膚における IRF5 mRNA レベルがそうでない群に比

べ上昇していた。全身性強皮症は疾患特異的なフェノタイプを持つ線維芽細胞、
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血管内皮細胞、免疫細胞の複合的な相互作用によって病態が規定されているが、

IRF5 の発現低下によるそれぞれの細胞の全身性強皮症様のフェノタイプの抑制

が全身性強皮症の臨床所見の軽減につながっている可能性が考えられる。この

ように本研究はこれまでに報告されていた rs4728142 ‘A’アリルと全身性強皮症

の臨床症状の軽減との関連を説明しうる分子的メカニズムを示した。 

 最後に、今回様々な細胞において TLR4 を介した IRF5 の活性化が全身

性強皮症の病態形成に重要である可能性が示されたが、その活性化に至る詳細

な分子メカニズム関しては未だ検討できおらず、今後 IRF5 あるいは TLR4 が新

たな治療標的となりうるためにはその分子メカニズムの解明は必須と考えられ、

今後の大きな検討課題であると考えられた。 
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まとめ 

今回 IRF5が様々な細胞のターゲット遺伝子を直接的に転写制御するこ

とで全身性強皮症の主要 3 病態に関与していることを示した。これまでに IRF5

は様々な免疫関連および炎症性分子の転写活性化因子として知られているが 19、

他の一部の IRF で報告されている 20 ような、活性性・抑制性の両方の性質を持

ち機能しうるという報告はなされていない。本研究では抑制性の因子として

IRF5が Tbet遺伝子に作用していることを明らかにした点でも重要な検討であっ

たと考えられる。さらに、Irf5 の欠損が皮膚線維芽細胞において Mmp13 遺伝子

発現を、血管内皮細胞において Cdh5 遺伝子発現を上昇させ IRF5 が免疫細胞だ

けでなく様々な細胞で転写抑制因子として機能している可能性を示唆した。今

後このような IRF5の抑制的な機能のメカニズムを更に検討することは必要であ

ると考えられる。また、TLR4-IRF5 軸を介した自然免疫シグナリングは様々な

細胞において全身性強皮症様のフェノタイプを誘導しており、環境因子と内因

性リガンドが全身性強皮症の発症と維持に果たす役割をさらに理解する鍵とな

る可能性がある。最後に、本研究はこれらの分子を新たな標的とする治療の可

能性を示した。 
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表 1. 略語一覧 

α-SMA α-smooth muscle actin 

ISRE IFN-stimulated response element  

BLM bleomycin 

CTGF connective tissue growth factor 

FITC fluorescein isothiocyanate 

FSP1 fibroblast specific protein 1  

GAPDH glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

HC Healthy control 

IFN-γ interferon-γ 

IRF5 Interferon regulatory factor 5 

LPS lipopolysaccharide 

MMP13 matrix metaroproteinase 13 

PBS phosphate buffered saline 

PDGF platelet-derived growth factor  

PECAM1 Platelet endothelial cell adhesion molecule  1 

SSc Systemic Sclerosis 

TGF-β1 transforming growth factor-β1 

TLR4 toll-like receptor 4 

 

表 2. 使用したプライマー 

遺伝子 Forward 配列 Reverse 配列 

Col1a1 5' -GCCAAGAAGACATCCCTGAAG- 3' 5' -TGTGGCAGATACAGATCAAGC- 3' 

Col1a2 5' -CACCCCAGCGAAGAACTCATA- 3' 5' -GCCACCATTGATAGTCTCTCC- 3' 

Mmp13 5' -TGGACCTTCTGGTCTTCTGG- 3' 5' -TCATGGGCAGCAACAATAAA- 3' 

Adamts2 5' -AGTGGGCCCTGAAGAAGTG- 3' 5' -CAGAAGGCTCGGTGTACCAT- 3' 

Bmp1 5' -AGCAGGCTGCAGTTCTCAGACAGC- 3' 5' -GAATGTGTTCCGGGCATAGTGCAT- 3' 

Lox 5' -CAGGCTGCACAATTTCACC- 3' 5' -CAAACACCAGGTACGGCTTT- 3' 

Dcn 5' -TGAGCTTCAACAGCATCACC- 3' 5' -AAGTCATTTTGCCCAACTGC- 3' 

Fmod 5' -CAATGTCTACACCGTCCCTGA- 3' 5' -AGAAGGCTGCTGGAGTTGAAG- 3' 

Lum 5' -AGATGCTTGATCTTGGAGTAAGACAGT- 3' 5' -CAATGAACTTGAAAAGTTTGATGTGAA- 3' 
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Selp 5' -TCCAGGAAGCTCTGACGTACTTG- 3' 5' -GCAGCGTTAGTGAAGACTCCGTAT- 3' 

Sele  5' -TGAACTGAAGGGATCAAGAAGACT- 3' 5' -GCCGAGGGACATCATCACAT- 3' 

Icam1 5' -GACGCAGAGGACCTTAACAG- 3' 5' -GACGCCGCTCAGAAGAAC- 3' 

Glycam1 5' -GACGCAGAGGACCTTAACAG- 3' 5' -GACGCCGCTCAGAAGAAC- 3' 

Il4 5' -CAACGAAGAACACCACAGAG- 3' 5' -GGACTTGGACTCATTCATGG- 3' 

Il6 5' -GATGGATGCTACCAAACTGGAT- 3' 5' -CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGA- 3' 

Ifng 5' -TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA- 3' 5' -TGGCTCTGCAGGATTTTCATG- 3' 

Cdh5 5’-GTTCAAGTTTGCCCTGAAGAA-3’ 5’-GTGATGTTGGCGGTGTTGT-3’ 

Pecam1 5’-CGGTGTTCAGCGAGATCC-3’ 5’-CGACAGGATGGAAATCACAA-3’ 

Pdgfb 5’-CGGCCTGTGACTAGAAGTCC-3’ 5’-GAGCTTGAGGCGTCTTGG-3’ 

S1pr1 5’-CGGTGTAGACCCAGAGTCCT-3’ 5’-AGCTTTTCCTTGGCTGGAG-3’ 

Gapdh 5' -CGTGTTCCTACCCCCAATGT- 3' 5' -TGTCATCATACTTGGCAGGTTTCT- 3' 

IRF5  5' -GCCTTGTTATTGCATGCCAGC- 3' 5' -AGACCAAGCTTTTCAGCCTGG- 3' 

COL1A1 5' -CCAGAAGAACTGGTACATCAGCA- 3' 5' -CGCCATACTCGAACTGGGAAT- 3' 

COL1A2 5' -GATGTTGAACTTGTTGCTGAGG- 3' 5' -TCTTTCCCCATTCATTTGTCTT- 3' 

CTGF 5' -TTGCGAAGCTGACCTGGAAGAGAA- 3' 5' -AGCTCGGTATGTCTTCATGCTGGT - 3' 

GAPDH 5’ -ACCCACTCCTCCACCTTTGA- 3’  5’ -CATACCAGGAAATGAGCTTGACAA- 3’ 

 

表 3. プロモーターアッセイ(免疫沈降法)で用いたプライマ―配列 

遺伝子 Forward 配列 Reverse 配列 

Col1a1 5’ -TCCCTCAGCTACCAAACACA- 3' 5’ -TGCAGAATGAACAGGTAGAAGG- 3' 

Col1a2 5’ -GCTGTGGAAGGGGTCATAAA- 3' 5’ -CCCTCCTCCATCCTCTCTCT- 3' 

Mmp13 5’ -TTCTGAGGCCTTCAAGGAAA- 3' 5’ -ATAGTGGGGAGAAGCAGCAG- 3' 

Tbet 5’ -AGGCGTGAGAATGCTCAGAT- 3' 5’ -CCCCAATCTGGGAAAGAGTC- 3' 

Il6 5’ -TTTCAGCCTGGAATCATTCTG- 3' 5’ -TAACCCCTCCAATGCTCAAG- 3' 

Cdh5 5’ -AGCCCATCACCCAGTATTTG- 3' 5’ -GCAGCTGAGAAACGTGACAG- 3' 

Pdgfb 5’ -CTGAAGGGTGGCAACTTCTC- 3' 5’ -GGCTCGGGTCAGTCTGTCTA- 3' 

COL1A1 5’ -CAATGACCGGGATTTTCAAG- 3' 5’ -AAAGCCCCTTCTCCAGTTGT- 3' 

COL1A2 5’ -CAGAAGCTGCTGATGGAGTT- 3' 5’ -GGGGGCCTAGTTAGAGTGCT- 3' 

MMP1 5’ -GCACCAAGGAGCGAAGATAG- 3' 5’ -GAGAAGACCCCTCATCCACA- 3' 

PDGFB 5’ -GACGGGAAGATCATGTTGGT- 3' 5’ -AACCTGGAGATGGGGCTATT- 3' 

CDH5 5’ -ACCTGCCTGAGACAGAGGAA- 3' 5’ -CCTGGGAATCTGTCCTTTGA- 3' 
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表 4. SNP rs4728142 のアリルタイプによる臨床所見の比較 

 

GG 遺伝子型 

N = 28 

GA、AA 遺伝子型 

N=8 (3) 
P 値 

間質性肺病変 16 4 (1) 1.0 

%VC <80% 7 1 (0) 0.65 

%DLco <70% 10 0 (0) 0.076 

%VC: %肺活量、%DLco:%一酸化炭素拡散能、括弧内は AA 遺伝子型を持つ患者

数。 

 

 


