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I. 要旨  

全身性強皮症は皮膚および内臓諸臓器の線維化と血管障害を特徴とする自己免疫疾

患であるが、その病態には未解明な点が多く、特に自己免疫の成立についてその機序

は殆ど分かっていない。今回私は、本症患者の表皮の異常に着目し、重層扁平上皮細

胞の基底部に発現する Keratin14の発現細胞特異的に転写因子 Fli1をノックアウトし

たマウスを作成したところ、皮膚および内臓諸臓器の線維化と血管異常が生じると共

に、強い自己免疫の表現型が出現することを見いだした。また、この機序として胸腺

上皮における自己反応性 T細胞の負の選択の異常が関与していることが示唆され、本

症の病態を解明する上で新しい知見と考えられた。 
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II. 序文  

	 全身性強皮症(systemic sclerosis, SSc)は皮膚および肺、食道などをはじめとする内臓

諸臓器の線維化と血管障害を特徴とする全身性の自己免疫疾患である 1。本邦での正

確な患者数については不明であるが少なくとも2万人以上存在すると考えられている。

その病像には大きな多様性があるが、皮膚硬化の範囲により限局皮膚硬化型(limited 

cutaneous SSc; lcSSc)とびまん皮膚硬化型(diffuse cutaneous SSc; dcSSc)に大きく分類さ

れ、そのうち後者は重篤な内臓諸臓器の線維化、特に間質性肺疾患を高率に生じ、そ

の予後は不良である 2。このため、その予後改善のためにも病態の解明とそれに基づ

いた治療法の開発が急がれるが、その病態には今日においても未解明な点が多く、関

節リウマチなどの他の膠原病で生物学的製剤の導入によって目覚ましい治療法のパ

ラダイムシフトが起きている状況とは事情が大きく異なる。その大きな理由として、

まさに本疾患の特徴、すなわち、①抗核抗体の存在に象徴される自己免疫の病態、皮

膚あるいは肺などの内臓諸臓器における炎症細胞浸潤や炎症性・線維化促進的サイト

カイン発現の亢進としてみられる免疫異常の病態、②皮膚や内臓諸臓器で見られる線

維化の病態、そして③画像上血管の狭窄、蛇行、閉塞などとして捉えられ、末梢の循

環障害により臨床上 Raynaud症状、難治性の指尖部潰瘍の形成などとして表れる血管

障害の病態、という、3つの病態が互いに相互作用して複雑に絡み合って存在すると
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いう特徴が挙げられる（図 1）。そしていまだに、これらの多様な病態を一元的に説

明できる仮説は存在していない。 

 

図 1 SScの病態  

SScの病態は①抗核抗体の存在に象徴される自己免疫の病態、皮膚あるいは肺などの

内臓諸臓器における炎症細胞浸潤や炎症性・線維化促進的サイトカイン発現の亢進と

してみられる免疫異常の病態、②皮膚、肺、さらに消化管等で見られる線維化の病態、

そして③画像上血管の狭窄、蛇行、閉塞などとして捉えられ、臨床上 Raynaud 症状、

難治性の指尖部潰瘍の形成などとして表現される血管障害の病態、という 3つの病態

から構成され、これらが互いに相互作用して複雑な病態が形成される。 

 

	 SScの発症における も強い危険因子は家族歴であるが、双生児での SScの診断一
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致率は一卵性と二卵性の間で差が認められないとされている 3。これらの事実からは

SScの発症には遺伝因子だけでなく環境因子も強く作用することが示唆される。ゲノ

ムワイド関連解析(Genome-Wide Association Study; GWAS)により同定された SScの疾

患感受性遺伝子としては HLA*DQB14、HLA*DPB1/25など HLA 領域の遺伝子、ある

いは IRF56、FAM167A-BLK7、UBE2L38、STAT49など HLA以外の免疫関連遺伝子な

どが知られ、遺伝因子に基づく免疫異常が発症において重要な役割を果たすことが示

唆されている 10。そして、これらの遺伝因子に加え、環境因子によるエピジェネティ

ックな機序により種々の細胞で本症に特異的な形質変化が生じ、免疫寛容の破綻、過

剰な炎症反応の誘導、線維芽細胞および血管内皮細胞の恒常的な異常活性化、脈管形

成・血管新生の異常が誘導され、本症の病態が形成されることがこれまでの研究で明

らかとなって来つつある 11。 

	 これらの研究の中で、SScの主要な 3病態、すなわち免疫異常/炎症、線維化、血管

障害の各々に対応する形で、それぞれ B細胞・T細胞・マクロファージなどの免疫細

胞、線維芽細胞、血管内皮細胞などの異常が、本症の病態形成において果たす役割に

ついて多くの知見が蓄積されてきた。免疫異常については、本症における自己抗体の

発現には慢性的なB細胞活性化の関与が指摘され、B細胞表面におけるCD19、CD80、

CD86、CD95の恒常的過剰発現が報告されている 12。また、この慢性的 B細胞活性化
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が IL-6過剰産生を介して皮膚の線維化に関与する可能性も示唆されている 13。T細胞

およびマクロファージの活性化も皮膚、肺などの病変組織で確認され 14,15、T 細胞が

オリゴクローナルな増殖と活性化を呈して Th2 優位の環境を形成し 16、IL-4、IL-13

などの Th2 系サイトカインが上昇して線維化に寄与するとされている 17-20。さらに、

近年自己免疫への関与が注目されている Th17細胞の本症への関与も指摘される 21な

ど、免疫細胞の活性化に関する数多くの報告がなされている。ただし、そもそもなぜ

本症において自己に対する免疫応答が成立するのかという根源的な問題については

ほとんど検討がなされておらず、いまだ全く解明されていない問題である。 

	 本症の主徴の一つである皮膚の線維化については、主として皮膚線維芽細胞および

皮膚微小血管血管内皮細胞について着目した研究が進められてきた。本症ではコラー

ゲン遺伝子などの細胞外マトリックス遺伝子の恒常的な転写亢進によりコラーゲン

をはじめとする細胞外マトリックスタンパク合成の亢進が見られ、これら遺伝子の恒

常的転写亢進の機序が I型コラーゲン遺伝子プロモーターを用いて精力的に検討され

てきた 22,23。また、血管障害については、本症の初期から血管内皮細胞傷害あるいは

血管内皮細胞の活性化が見られ、活性化された血管内皮細胞から産生される

endothelin-1(ET-1)が線維芽細胞の活性化に重要な寄与を果たすこと、接着因子の発現

亢進や血小板・凝固系の活性化の誘導を介して線維化に寄与すること、などが盛んに
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検討・解明されてきた 24。 

	 これら免疫細胞、線維芽細胞、血管内皮細胞に比較して、SScの皮膚における上皮

細胞、すなわち表皮角化細胞については、ほとんど関心を集めてこなかった。しかし

近年になり、従来注目されてこなかった本症皮膚表皮の異常が指摘され、表皮および

それを構成する主要な細胞である表皮角化細胞が、皮膚の線維化の病態において重要

な役割を果たすことが示唆されている。実際、SSc患者の皮膚表皮においては、本来

創傷治癒過程において発現され創傷治癒ケラチンと呼ばれるKeratin 6 (K6)、Keratin 16 

(K16)、Keratin 17 (K17)の発現が皮膚硬化部だけではなく非硬化部を含めて全身的かつ

恒常的に亢進しており、また、in vitroの検討でも SSc患者皮膚表皮角化細胞培養シー

トを正常皮膚線維芽細胞と共培養すると、IL-1αの産生を介して線維芽細胞における

コラーゲン産生を誘導すると報告された 25。また、線維化に重要な役割を果たし、本

症においてもその線維化の病態成立において重要である成長因子 TGFβの共受容体で

ある CD109 を表皮角化細胞において過剰発現させ、代表的な SSc マウスモデルであ

るブレオマイシン誘導強皮症モデルマウスを作成するとその線維化が抑制されると

の報告や 26、SSc ヒト表皮では IL-21 受容体の発現が亢進しており、SSc 皮膚から単

離された培養表皮角化細胞でも種々の炎症性・線維化促進的サイトカイン、成長因子

の発現が亢進していること 27などが報告されているが、線維芽細胞、血管内皮細胞、
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免疫細胞を対象とした研究がすでに膨大に蓄積されていることに比較して、表皮の異

常に関する検討については、未だこれらの限られた数の報告に留まっている。 

	 私が所属する東京大学皮膚科研究グループはこれまで、転写因子 Fli1(Friend 

leukemia virus integration 1)の線維芽細胞、および血管内皮細胞における恒常的発現低

下が SScの病態において果たす役割を検討し、その重要性を証明してきた 28,29。本転

写因子は 11 のサブファミリーに属する計 27 種の転写因子からなる Ets(E-twenty-six)

転写因子ファミリーのうちの一種であり 30（表 1）、当初 Friend Murine Leukemia Virus 

(F-MuLV)によって誘発される赤白血病においてウイルス挿入変異により活性化され

る遺伝子としてまずマウスで同定され、その後ヒトでのホモログが同定された 31,32。

Hollenhorstらによる Ets転写因子ファミリータンパクの各種細胞種および臓器におけ

る発現の網羅的解析によれば、Fli1は臓器では特に胸腺、骨髄、脾に、また細胞種と

しては血管内皮細胞に特に豊富に発現していると報告されている 33。 
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Subfamily Family members 

ETS ETS1, ETS2 

ERG ERG, FLI1, FEV 

ELG GABPα, ELG 

TEL ETV6 (TEL), ETV7 (TEL2) 

PEA3 ETV4 (PEA3.E1AF), ETV5 (ERM), ETV1 (ER81), ETV2 (ER71) 

SPI SPI1(PU.1), SPIB, SPIC 

ESE ELF3 (ESE1), ELF5 (ESE2), ESE3 (EHF) 

TCF ELK1, ELK4 (SAP1), ELK3 (SAP2/NET)  

TEL ETVL6 (TEL), ETV7 (TEL2) 

PDEF SPDEF (PDEF/PSE) 

ERF ERF (PE2), ETV3 (PE1) 

表 1 Ets転写因子ファミリー  

本転写因子ファミリーは 11のサブファミリーから構成され、ヒトでは計 27種類の転

写因子（マウスでは 26種類）が知られている。FLI1は ERGサブファミリーに属する。 
 

SSc患者皮膚の免疫組織学的検討では、この Fli1の発現が皮膚線維芽細胞および皮膚

微小血管内皮細胞で健常人に比較して、著明に、恒常的に、低下していることが観察

される。これまでに、私が所属する東京大学皮膚科の研究グループは、SSc患者の皮

膚線維芽細胞において Fli1 がエピジェネティックな制御により発現が低下している

一方、I 型コラーゲン遺伝子の強力な転写抑制因子として機能しており、線維芽細胞

における Fli1の発現低下が I型コラーゲンの過剰産生をもたらして皮膚の線維化の病

態に直接寄与していること 28,29,34-36、また、血管内皮細胞においては Cre-loxP 系を用
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いて血管内皮特異的に Fli1 をノックダウンしたマウスにおいては血管新生が恒常的

に活性化され、細動脈の狭窄、毛細血管拡張、血管透過性亢進といった本症に特徴的

とされる血管の病理組織学的変化や機能的変化が再現されることを明らかにするこ

とを通して 37、上記の細胞における Fli1の発現低下が SScの線維化および血管障害の

病態に重要な役割を果たすことを証明してきた。 

そして実は、SSc 患者皮膚の Fli1 についてのこれまでの免疫組織学的検討の中で、

線維芽細胞および血管内皮細胞に加え、表皮角化細胞においてもその発現が著しく低

下していることを観察していたが、これまでその意義についてはいまだ検討が行われ

ていなかった。そこで私は、表皮角化細胞においても Fli1の発現低下がその病態形成

において何らかの役割を果たしているのではないかと考え、検討を開始することとし

た。具体的には、表皮角化細胞特異的ノックアウトマウスを作成するために頻用され、

重層扁平細胞の基底層に発現する Keratin 14 (K14)のプロモーター下流に部位特異的

組み替え酵素 Creを発現する K14Creマウスを、Fli1flox/floxマウスと交配することによ

り、Cre-loxP系を用いて K14発現細胞特異的 Fli1欠失マウス (Fli1flox/flox; K14cre+/マウ

ス)を作成してその解析を行い、表皮角化細胞（K14 発現上皮細胞）における Fli1 の

発現低下が SScの病態において果たす役割を解明すること目指し検討を行った。 
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III. 研究方法  

a. SSc患者および健常人コントロール皮膚検体  

	 SScヒト皮膚検体は発症 2年以内の dcSSc患者 8人の前腕より採取した。全ての患

者は臨床所見および組織学的所見に基づき診断され、他の膠原病の合併を認めなかっ

た。コントロール群の検体は性別、年齢、採取部位がほぼ合致した 7人の健常人より

採取した。研究は東京大学医学系研究科倫理委員会の承認を経て、被験者全員から書

面による同意を得たうえで施行した。 

 

b. 動物モデル  

	 Fli1flox/flox マウスは Arthritis Center, Rheumatology, Boston University School of 

Medicine の Maria Trojanowska 先 生 に 御 提 供 頂 い た 。 K14Cre (STOCK 

Tg(KRT14cre)1Amc/J)マウスは The Jackson Laboratoryより購入した。すべての実験は

東京大学医学系研究科の動物倫理規定に従って施行した。麻酔には動物用イソフルラ

ンの吸入を用い、安楽死については頸椎脱臼あるいは二酸化炭素吸入により行った。 

 

c. 免疫染色法  

ヒトおよびマウスの皮膚および諸臓器の検体はホルマリン固定、パラフィン包埋し
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た後に切片を作成し、Vectastain ABC kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)を

用いて染色した。抗 Fli1抗体は Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)から、

抗マウス Aire抗体は eBioscience (St. Louis, MO, USA)から、抗マウス CD3抗体、抗マ

ウス F4/80抗体、抗ヒト AIRE抗体、抗マウス K6抗体、抗マウス K16抗体、抗マウ

ス IL-1α抗体は Abcam (Cambridge, UK)より購入した。皮膚真皮の厚さ、浸潤細胞数は

無作為に選んだ少なくとも 5視野で 2人の検者で測定し、それぞれのサンプルで平均

を算出した。 

 

d. 表皮/真皮の剥離処置  

3ヶ月齢マウスの耳介を採取し、耳介軟骨前面および後面の皮膚を鈍的に剥離し、

PBSおよび 70%エタノールで洗浄後、1.0%ディスパーゼ(Life technologies, Carlsbad, CA, 

USA)中に 4°Cで 12-16時間浮遊させたのち、表皮と真皮を鑷子にて剥離し、表皮側を

RNAの抽出に用いた。  

 

e. RNAの抽出と定量的リアルタイム PCR 

皮膚組織、表皮シート、肺、食道から RNAを RNeasy Mini Kit(Quiagen)を用いて抽

出し、iScript cDNA Synthesis Kits (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)を用い、プロトコールに
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準じて 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)を用いて ABI prism 7000 (Life technologies)で施行、測定した。いずれ

の検体も triplicates で測定し、その平均を値として用いた。リファレンス遺伝子とし

ては GAPDH を用いた。用いたプライマーの配列を別表”VIII. 定量的リアルタイム

PCR に用いたプライマー”に示す。各プライマーから予想される単一の PCR 増幅産

物が生成していることについてはmRNA発現量の測定後にMelt curveを測定すること

により確認した。 

 

f. コラーゲンの定量  

QuickZyme Total Collagen Assay Kit (QuickZyme Biosciences, Leiden, Netherlands)のプ

ロトコールに従い、皮膚および肺組織を 6N HClで 95°Cで 20時間加水分解処理した

ものから組織中の含有コラーゲン総量を定量化した。皮膚検体は 6mm パンチ生検で

採取したものを、肺組織は左肺全葉を検体として用いた。 

 

g. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

3ヶ月ないし 8ヶ月齢のマウスの血清を採取して各種キットを用い、マウス total IgG、

IgM、IgA (eBioscience, San Diego, CA, USA)、抗核抗体・抗トポイソメラーゼ I抗体 (い
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ずれもMedical & Biological Laboratories, Nagoya, Japan)、Interleukin-6 (IL-6; R & D 

Systems, Minneapolis, MN, USA)の血清中濃度を測定した。. 

 

h. 抗核抗体  

蛍光抗体間接法による抗核抗体の検出はヒト喉頭癌由来 Hep-2 細胞(Medical & 

Biological Laboratories)を用いて行った 38。マウスの血清を 160倍希釈して Hep-2細胞

が付着したスライドグラスに加え 37ºC で 30 分静置し、PBS で洗浄したのちに FITC

標識抗マウス IgG (100倍希釈)を用いて検出した。 

 

i. フローサイトメトリー  

	 脾臓 B細胞の CD19染色には抗 CD19抗体(Biologend, San Diego, CA)を用いた。 T

細胞の細胞内サイトカインの染色では、鼠径/腋窩リンパ節からリンパ球を単離後、1 

µg/ml の Brefeldin A (GolgiStop; BD Pharmingen)の存在下で 10 ng/ml の Phorbol 

12-myristate 13-acetate（PMA）および 1 µg/mlの Ionomycin (Sigma-Aldrich) で 4時間刺

激し、FACS buffer（1%FBS-PBS）で洗浄後、 抗 CD3抗体、 抗 CD4抗体(いずれも

Biolegend)で染色したのち fixative/permeabilization buffer (BD Pharmingen) で処理し、

抗 IL-4抗体、抗 IL-17A抗体、抗 IFN-γ抗体（いずれも BioLegend）で細胞内サイトカ



 
 

18 

インを染色した。また、胸腺細胞の Foxp3の染色には Foxp3 staining kit（eBioscience）

を用い、プロトコールに準じて行った。染色した細胞は FACSVerse flow cytometer (BD 

Biosciences, San Jose, CA, USA)を用いて解析した。陽性/陰性のポピュレーションの判

定には対応するアイソタイプの抗体をコントロールとして用いた。 

 

j. 皮膚血管の Evans-blue 染色液による血管透過性の評価、および FITC-デキス

トランによる描出  

生後 8ヶ月のマウスを動物用イソフルランで麻酔した後、200 µlの Evans-blue染色

液あるいは FITC を結合させたデキストラン (Sigma-Aldrich, 2000 kDa, 20 mg/ml in 

PBS)を尾静脈より静注した。5 分後に頸椎脱臼により安楽死させ、Evans-blue 染色液

静注群では血管外への漏出を皮下で観察し、FITC-デキストラン静注群ではマウスか

ら背部皮膚を採取、切離面の皮下血管を蛍光顕微鏡で観察した。 

 

k. 正常ヒト表皮角化細胞の培養  

	 正常ヒト表皮角化細胞はクラボウ（倉敷、日本）から購入し、インスリン（5µg/ml）、

エタノールアミン（0.1mM）、ホスホエタノールアミン（0.1mM）、ハイドロコルチゾ

ン（1µM）、ウシ脳下垂体抽出物（50µg/ml）および Ca2+（0.1mM）を添加した無血清
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のMCDB153培地で培養し、実験には継代数 3-4の細胞を用いた。 

 

l. Small interfering RNA (siRNA) 

培養ヒト表皮角化細胞に対して培地に Fli1 siRNA (Santa Cruz)または control 

scrambled RNA (Santa Cruz)と Lipofectamine 2000 (Invitrogen)を添加して 4時間培養し、

さらに培地のみの環境で 24時間培養してから検体を採取した。 

 

m. クロマチン免疫沈降法  

EpiQuik ChIP kit (Epigentek, Farmingdale, NY, USA)をプロトコールに準じて用いた。

具体的には、培養ヒト表皮角化細胞を 1%ホルムアルデヒドで処理しクロマチンをク

ロスリンクし、超音波破砕装置を用いて 300bp程度のサイズに破砕、タンパクとクロ

スリンクした DNA 断片に対して抗 Fli1 抗体を用い、Fli1 タンパク-DNA 複合体を沈

降した。陰性コントロールとしては非特異的ウサギ IgG、Inputとして免疫沈降前の検

体を使用した。Proteinase Kを用いてクロスリンクを消失させ、残存した DNAを検体

として定量的リアルタイム PCR を行い、アガロースゲル電気泳動を用いて生成産物

を検出した。定量的リアルタイム PCR には Aire のプロモーター領域の-403〜-235bp 

(primer 1)および-807〜-634 (primer 2)を増幅できるように 2組のプライマーを設計し
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た 。 配 列 は primer 1: forward 5’-CAGGACAGGGCCACATTC-3’ 、

reverse  5’-AGGGACACTTCCCTGTGATG-3’ 、 primer 2: forward 

5’-GTCAATGCGAGCCTCAATC-3’、reverse 5’-GGCTCAGTCTGATGCAGGA-3’である。 

 

n. プラスミド  

ヒト Autoimmune Regulator（AIRE）遺伝子プロモーターの一部 (-1235 ~ +1) を

pUC18-basic vector 中にクローニングしたベクターと Fli1 の発現ベクターである

pSG5-Fli1 をそれぞれ Immunology, University of Tartu の Part Peterson 教授および

Arthritis Center, Rheumatology, Boston University School of MedicineのMaria Trojanowska

教授 39 からご提供いただいた。QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA)を用いてクロマチン免疫沈降法の結果から Aire遺

伝子プロモーターにおいて Fli1が結合していると予想される Ets転写因子結合配列 3

カ所の部位に一塩基変異を置換した。Mutagenesis の際には変異後の塩基配列を基に

それぞれプライマーを作成した。プラスミドの増幅には変異型の Escherichia coli を用

い、QIAGEN Plasmid Midi Kitを用いて精製した。 

 

o. ルシフェラーゼアッセイ  
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Lipofectamine 2000 (Invitrogen)を用いてプラスミドを培養ヒト表皮角化細胞に対し

てトランスフェクションした。細胞は 24時間後に回収し、firefly luciferaseと Renilla 

luciferaseの値を dual luciferase reporter system (Promega, Madison, WI, USA)を用いて

AB-2200 luminometer (ATTO, Tokyo, Japan)で測定した。Firefly luciferaseの値を Renilla 

luciferaseの値に合わせて補正した。いずれの実験でも 3回同じ手技を繰り返し、その

平均を値として使用した。 

 

p. DNA親和性沈降法  (DNA affinity precipitation) 

	 培養ヒト表皮角化細胞より全細胞抽出物を回収し、5’末端にビオチンを付加したオ

リゴヌクレオチドと反応させた。オリゴヌクレオチドは AIRE 遺伝子プロモーター

-265 ~ -225 に 対 応 す る EBS-A  (Ets binding site)-oligo (5’- 

GCAGCGCCTCCATCACAGGGAAGTGTCCCTGCGGGAGGCC-3’) 及び EBS-A oligo

の Ets 転写因子結合配列 GGAA の配列に変異をもつ µEBS-A oligo (5’- 

GCAGCGCCTCCATCACAGTGAAGTGTCCCTGCGGGAGGCC -3’) を用い、これらの

オリゴヌクレオチドはそれぞれ相補的なオリゴヌクレオチドとアニーリングし、2重

鎖オリゴヌクレオチドとして用いた。Gel shift binding buffer (10mM-HCl Tris[pH-8.0], 

6% grycerol, 40mM KCl, 1mM DTT, 0.05% NP-40)に 4°C 10分静置し、終量 1mLの
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poly(dI-dC) (Sigma Aldrich)との反応後、Streptoavidine-beads (Thermo Scientific)を 500 

pmol の 2 本鎖オリゴヌクレオチドと 4°C で反応させた。これと反応蛋白

-DNA-streptoavidine-agarose複合体を電気泳動しニトロセルロース膜に転写、フィルム

に感光させた。 

 

q. 統計解析  

統計解析は GraphPad Prism 5 を用いて行った。統計学的な有意差は 2 群間で

Mann-Whitney U testを用いて解析した。P < 0.05を統計学的有意差と考えた。値は平

均値± s.e.mで表記した。 
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IV. 結果  

1) SSc患者表皮角化細胞では Fli1の発現が著明に低下している  

	 はじめに、SSc患者および健常人皮膚表皮角化細胞における Fli1の発現を免疫染色

により検討した。前述のように、SSc患者皮膚では線維芽細胞および血管内皮細胞に

おいて Fli1の著明な発現低下が認められることが報告されてきた 28,37が、これらの細

胞と同様、SSc患者では表皮角化細胞においても Fli1の発現が健常人に比較して著明

に減少していることが確認された（図 2）。 

 

図 2 SSc患者皮膚表皮角化細胞では Fli1の発現が著明に低下している  

健常人および SSc患者皮膚組織の Fli1免疫染色。代表的な組織像を倍率 400倍の視野

で示す。健常人皮膚表皮角化細胞では核に Fli1が濃染されているが、SSc患者表皮角

化細胞では染色性が著明に低下している。なお、SSc患者皮膚の表皮基底細胞の核外

に褐色に染色されているものはメラニン顆粒である。 

2) KcKO マウス表皮角化細胞は創傷治癒ケラチン K6/K16 の発現亢進など SSc

患者表皮類似の活性化した表現型を呈する  

	 次に、この表皮角化細胞における Fli1の発現低下が SScの病態において果たす役割

Control SSc

ᇶᗏᒙ

᭷Ჲᒙ

㢛⢏ᒙ
ゅᒙ

Fli1
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を検討するため、Cre-Loxp系による表皮角化細胞特異的なノックアウトマウス作成の

ために頻用される K14cre マウスを用いて、Fli1flox/flox マウスと交配させることで

Fli1flox/flox;K14cre+/マウス(以下 KcKOマウス)を作成し、コントロールとして littermate

の Fli1flox/floxマウス(以下WTマウス)を用いて比較検討を行った。まず、生後 3ヶ月後

のマウス背部の皮膚を採取し、KcKOマウスの皮膚の表現型を免疫染色により検討し

た。はじめに、Fli1の免疫染色により KcKOマウス皮膚表皮角化細胞において Fli1が

効率的にノックダウンされていることを確認した（図 3）。さらに本マウスは、SSc

ヒト皮膚表皮角化細胞で皮膚硬化部位、非硬化部位を問わずその発現が亢進している

25とされる創傷治癒ケラチン K6, K16の発現が亢進していた(図 2)。また、SScのヒト

表皮角化細胞は IL-1α産生亢進を介して皮膚の線維化に寄与するとの報告されている

25が、KcKOマウスの皮膚表皮では IL-1αの発現亢進が見られた(図 3)。 

 

図 3 KcKOマウスの表皮では Fli1の発現が効率的にノックダウンされ、K6、K16、

IL-1αの発現亢進が見られる  

3ヶ月齢の KcKOマウスおよびその littermateであるWTマウス背部皮膚を採取し、上

記分子についての免疫染色を行った。代表的な皮膚組織像を 400倍の視野で示す。 
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また、耳介皮膚の表皮と真皮を酵素処理により剥離し、表皮層の mRNA 発現を定量

的リアルタイム PCR により検討したところ、免疫染色の結果と同様に Fli1 の発現低

下のほか、K6、K16、Il1a、Il1bの発現上昇が見られた（図 4）。 

 

図 4 KcKOマウス表皮では mRNAレベルでも Fli1の発現低下、K6、K16、Il1a、

Il1bの発現亢進が見られ、活性化した表現型を示唆する  

3ヶ月齢マウスの耳介より皮膚を採取、酵素処理により表皮と真皮を分離し、表皮シ

ートよりmRNAを抽出、各種分子の発現を定量的リアルタイムPCRにより比較した。

KcKO マウス皮膚表皮では WT マウスに比較して Fli1 の発現が低下する一方、K6、

K16、Il1a、Il1bの発現が亢進していた。n = 6。すべてのグラフは mean ± s.e.m.。*P 

< 0.05、**P < 0.01。統計的解析はMann-Whitney U testを用いた。異なるグループでも

同じ実験を繰り返したが、同様の結果が得られた。 

これらの免疫染色、および mRNA発現の結果は、KcKOマウス表皮の恒常的に活性化

した表現型を示すものと思われた。 

 

3) KcKOマウスは皮膚の線維化を自然発症する  

	 上記の結果より、KcKOマウス表皮は SScで報告されていると同様の活性化した表

現型を呈することから、次に私は、SSc における主徴の一つである皮膚の線維化が
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KcKOマウスでも見られるかどうかを検討した。すると、実際に KcKOマウスの真皮

はWTに比較して膠原線維が密に配列して肥厚しておりその線維化が示唆され(図 5a, 

b)、この結果は背部皮膚検体のコラーゲン量の定量によっても確認された（図 5c）。 

 
図 5 KcKOマウスは皮膚の線維化を自然発症する  

(a) 3ヶ月齢のWTマウスとKcKOマウス背部皮膚の代表的な皮膚組織像を 100倍の倍

率で示す。矢印は真皮の範囲を示す。(b) 皮膚真皮の厚さを示す。(c) 6mm パンチ皮

膚検体のコラーゲン量の比較。n = 6。グラフは mean ± s.e.m.。*P < 0.05。統計的解

析はMann-Whitney U testを用いた。異なるグループでも同じ実験を繰り返したが、同

様の結果が得られた。 
 

また、KcKOマウスにおいては皮膚真皮深層から脂肪織に存在する小血管周囲の細胞

浸潤が増加していることが観察され、各種の炎症細胞浸潤を評価するため CD3、F4/80

の免疫染色および Toluidine blue染色を行い、それぞれで T細胞、マクロファージ、

肥満細胞の高倍率視野中の細胞数を評価したところ、KcKOマウスにおける浸潤数の

増加が認められた（図 6a）。また、皮膚全層検体の mRNAの発現を定量的リアルタイ



 
 

27 

ム PCR によって比較検討したところ、線維化促進的に作用し SSc 患者皮膚でも発現

が亢進しているとされるサイトカイン Il1b、Il6、Ifna、成長因子 Tgfb1、Ctgf、ケモカ

イン Ccl2の発現 40-44が KcKOマウス皮膚で亢進していることが示された（図 6b）。 

 
図 6 KcKOマウス皮膚では炎症細胞浸潤が増加しており、炎症性サイトカイン、

線維化促進的サイトカインおよび成長因子の発現亢進が見られる  

(a) 3ヶ月齢マウス背部皮膚検体を抗 CD3抗体、抗 F4/80抗体による免疫染色、ある

いは Toluidine Blue染色で染色し、200倍高倍率視野中における T細胞、マクロファ

ージ、肥満細胞の浸潤数を計測、比較した。(b) 同じく 3 ヶ月齢マウス背部皮膚全層

検体から mRNAを抽出し、定量的リアルタイム PCR法により炎症性サイトカイン、

成長因子、ケモカインの発現を比較した。n = 6。すべてのグラフは mean ± s.e.m.。

*P < 0.05、**P < 0.01。統計的解析はMann-Whitney U testを用いた。異なるグループ

でも同じ実験を繰り返したが、同様の結果が得られた。 

 

これらの結果から、KcKOマウスにおいては SSc類似の皮膚表皮の活性化の表現型に

加え、皮膚の線維化が自然発症することが明らかとなった。 
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4) KcKOマウスは食道、肺の線維化と内臓諸臓器における特徴的なリンパ球の

集族像を呈する  

	 ここまでの結果から、KcKOマウス皮膚は表皮の恒常的活性化および皮膚における

線維化など SSc類似の表現型を呈することが明らかとなった。SScは皮膚の線維化の

他、逆流性食道炎や間質性肺病変として表現される、食道および肺の線維化を高率に

合併する 1,45。そこで次に私は、本マウスがこれらの内臓病変を呈するかどうかにつ

いて検討した。前述のように、K14Creマウスは Cre-Loxp系を用いて「表皮角化細胞

特異的」ノックアウトマウスを作成するために頻用されているマウスではあるが、実

は K14は広く重層扁平上皮の基底層に発現し、同様に K14Creマウスを用いた過去の

研究では、Cre 組み替え酵素の活性は表皮以外にも舌、食道、胸腺の上皮細胞にも見

られる（その一方で、肺、肝、腎、小腸、心臓などには見られない）と報告されてい

る 46。そこでまず特に食道に着目し、SScにおける逆流性食道炎の発症部位である下

部食道を採取し組織学的に検討した。SScにおいては、下部食道において粘膜下層の

線維化、およびその下層の平滑筋の萎縮を特徴とするが 45,47,48、実に、KcKO マウス

の食道においても粘膜下層が Masson Trichrome 染色で濃染されてその線維化が示唆

され、さらに、その下層の平滑筋が萎縮していた（図 7a）。また、同部位の mRNAの

評価では KcKOマウスにおいて炎症性サイトカイン Il1b、Il6、ケモカイン Ccl5、成長
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因子 Tgfb1の発現亢進が見られた（図 7b）。 

 
図 7 KcKOマウスの下部食道は粘膜下層の線維化と平滑筋層の萎縮を呈し、炎

症性サイトカイン、成長因子の発現亢進が認められる  

(a) 3ヶ月齢のマウス下部食道の代表的な組織像を 100倍の視野で示す。(b) 下部食道

組織から mRNA を抽出し、炎症性サイトカイン、ケモカイン、成長因子の発現を定

量的リアルタイム PCRで比較した。n = 4。グラフは mean ± s.e.m.。*P < 0.05。統計

的解析はMann-Whitney U testを用いた。異なるグループでも同じ実験を繰り返したが、

同様の結果が得られた。 
 

	 次に、肺について検討を行った。通常、肺の気管支上皮には K14は発現していない

ことが知られている 46,49が、興味深いことに、KcKOマウスでは傍気管支領域に炎症

細胞浸潤の増加とコラーゲンの蓄積が観察され（図 8a）、左肺全肺の総コラーゲン量

の定量でも KcKOマウスでコラーゲン量の増加が見られた（図 8b）。また、mRNAを

抽出し、各種の遺伝子発現を検討したところ、KcKOの肺マウスにおいて線維化促進

的とされる炎症性サイトカイン Il1b、Il6、Ifna、および、リンパ濾胞の形成に重要な
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ケモカイン 50Ccl21の mRNAの発現亢進が見られた（図 8c）。 

 

図 8 KcKOマウスの肺は気管支周囲の線維化、炎症細胞浸潤の増加、炎症性サ

イトカインの発現亢進を呈する  

(a) 3ヶ月齢マウスの肺の代表的な組織像を 100倍の視野で示す。(b) 左肺全肺のコラ

ーゲン含有量を測定、比較した。WTマウスの平均値を 1に標準化し、それに対する

比率で示す。(c) 肺組織から mRNAを抽出し、定量的リアルタイム PCRで mRNAの

発現を比較した。WT群の平均値を 1と標準化し、それに対する比率で示す。n = 4。

グラフは mean ± s.e.m.。*P < 0.05。統計的解析はMann-Whitney U testを用いた。異

なるグループでも同じ実験を繰り返したが、同様の結果が得られた。 

 

さらに、KcKOマウスでは傍気管支領域各所にリンパ球を主体とする稠密な炎症細胞

の集族像が見られ、いわゆる inducible Brohchus-associated Lymphoid Tissue (iBALT)の

形成と考えられた（図 9）。関節リウマチやシェーグレン症候群などの自己免疫疾患
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の間質性肺病変にその強い免疫異常を反映して iBALT が形成されることはよく知ら

れており 51,52、また SScの間質性肺病変でも肺の脈管周囲に B細胞を主体とする稠密

な浸潤が見られることが知られている 53が、蛍光免疫染色でこの集族の主体は B220

陽性細胞からなり、B細胞主体の浸潤と考えられた（図 9）。 

 

図 9 KcKOマウス肺の傍気管支領域には iBALTの構造が見られ、それを構成す

るのは B220陽性細胞が主体である  

KcKOマウス肺の傍気管支領域の代表的な iBALTの組織写真を 400倍視野で示す。右

は B220を Alexa Fluor 555(赤)、核を DAPI（青）で染色した蛍光染色の代表的な写真

を示す。 

また、他の全身諸臓器として肝、腎、大腸を採取し、組織学的な検討を行ったところ、

KcKOマウスでは一定の割合で肝、腎の脈管周囲に肺において見られた iBALTと同様

のリンパ球の集族像が見られることが明らかとなった(図 10および表 3)。ただし、こ

れら肝、腎などの実質臓器においてはMasson Trichrome染色による組織学的検討で明

らかな線維化の所見は認めなかった(data not shown)。 
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図 10 KcKOマウスは内臓諸臓器に炎症細胞の集塊の形成を認める  

8ヶ月齢のWTおよび KcKOマウスの肺、肝臓、腎臓の代表的な組織写真を 400倍の

倍率で示す。 

 

表 3 KcKOマウスは内臓諸臓器に炎症細胞の集塊の形成を認め、肺において特

に高率に認められる  

8ヶ月齢のWTおよび KcKOマウスの各種内臓臓器における炎症細胞の集族像の頻度

を示す。各群 8匹ずつ、解剖学的に同じ切断面で各臓器の切片を作成し、集族像の有
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無を評価した。 

 

上記の結果より、KcKO マウスは食道、肺における線維化とともに、肺での iBALT

の形成に示されるような強い免疫異常の表現型を有することが示唆された。 

 

5) KcKOマウスは高免疫グロブリン血症、抗核抗体の出現、B細胞の活性化と

CD4陽性 T細胞の Th2/17系への偏倚した活性化を呈する  

	 次に私は KcKOマウスの全身的な免疫異常についてさらに解析を進めた。3ヶ月齢

および 8 ヶ月齢の KcKO マウスより血清を採取し、その IgA/G/M 濃度を測定したと

ころ、KcKOマウスではすでに 3ヶ月齢の時点でも、また 8ヶ月齢に至ってはより顕

著に、高 IgG/M血症を認めた（図 11）。 

 
図 11 KcKOマウス血清は高 IgG、IgM血症を呈し、血清中 IL-6濃度も上昇して

いる  

3ヶ月齢および 8ヶ月齢のWTマウス、および KcKOマウスの血清中の濃度を測定し

た。それらの濃度は 8ヶ月齢ではいずれもWTマウスに比較して有意に上昇していた。

n = 4-7。すべてのグラフは mean ± s.e.m.。*P < 0.05、**P < 0.01。3ヶ月齢および 8

ヶ月同士のマウスで比較し、統計的検討はMann-Whitney U testを用いて行った。異な
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るグループでも同じ実験を繰り返したが、同様の結果が得られた。 

 

次に、Hep-2細胞を用いて蛍光抗体間接法で血清中の抗核抗体の有無を検討したとこ

ろ、KcKOマウスで抗核抗体の出現が確認され（図 12a,b）、また SScの疾患特異的自

己抗体とされる抗トポイソメラーゼ I抗体値がコントロール群に比較して有意に上昇

していることが示された（図 12b）。 

 
図 12 KcKOマウス血清には抗核抗体および抗トポイソメラーゼ I抗体の出現が

認められる  

(a) 8ヶ月齢のマウス血清を希釈し、Hep-2細胞を用いて蛍光抗体間接法による評価を

行った。代表的な写真を示す。倍率 400倍。(b) ELISA法によりマウスの抗核抗体お

よび抗トポイソメラーゼ I抗体の titerを測定した。グラフはWTマウスの平均値を 1

と標準化して相対値で示す。また、WTマウスの平均値+2x(標準偏差)を「陽性」とし、

点線は陽性カットオフ値を示す。KcKOマウスは 5例中 5例陽性、抗トポイソメラー

ゼ I抗体も 5例中 4例で陽性であった。n = 4-5。グラフは mean ± s.e.m.。異なるグ

ループでも同じ実験を繰り返したが、同様の結果が得られた。 
 

これらの結果より、KcKOマウスでの B細胞の異常活性化が示唆された。SSc患者の

B細胞ではその活性化を反映し、細胞表面における CD19の発現が恒常的に亢進して

いることが知られている 54が、WTおよび KcKOマウス脾臓中の B細胞でその細胞表

面の CD19の発現をフローサイトメトリーの蛍光強度により定量したところ、その発



 
 

35 

現が KcKOマウスで亢進しており、SSc患者の B細胞同様、その恒常的活性化を示唆

するものと考えられた（図 13）。 

 

図 13 KcKOマウス脾臓中の Bリンパ球では CD19の発現が上昇しており、その

活性化を示唆する  

3 ヶ 月 齢 マ ウ ス の 脾 臓 中 の 細 胞 を CD45, CD3, B220, CD19 で 染 色 、

CD45+CD3-B220+CD19+の細胞をゲートし、CD19の発現強度を比較検討した。(a) KcKO

と WTについて代表的なプロットを示す。(b) WTマウスと KcKOマウスの CD19の

Mean Fluorescence Intensity(MFI)を比較した。WTのMFIの平均を 1に標準化し、相対

値の比で示す。n = 4。グラフは mean ± s.e.m.。異なるグループでも同じ実験を繰り

返したが、同様の結果が得られた。 

 

次に、T細胞について検討を行った。SScにおいては Th17系の活性化 55および Th1/Th2

のバランスにおいて線維化促進的に作用する Th2 系への偏倚が知られている 56が、

CD4陽性 T細胞における細胞内サイトカイン IL-4、IL-17A、IFN-γの染色を行ったと

ころ IL-4および IL-17A陽性細胞の比率が KcKOマウスで上昇していることが観察さ

れ、Th2/Th17系有意の免疫活性化を示唆するものと考えられた（図 14）。 
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図 14 KcKOマウスは Th2/Th17系優位の免疫活性化を呈する  

3ヶ月齢マウスの鼠径リンパ節中のリンパ球について CD3、CD4、および細胞内サイ

トカイン IL-4、IL-17A、IFN-γについて染色し、CD3/CD4陽性細胞中の各サイトカイ

ンの陽性細胞の比率について検討した。(A) IL-4、IL-17Aで展開したプロットのうち

WT、KcKOマウスについて代表的な結果を示す。(B) 各サイトカインの陽性細胞の比

率を比較した。n = 7。すべてのグラフは mean ± s.e.m.。*P < 0.05。8ヶ月齢の同胞

マウスで比較し、統計的検討はMann-Whitney U testを用いて行った。異なるグループ

でも同じ実験を繰り返したが、同様の結果が得られた。 
 

6) KcKOマウスは皮下の血管の拡張、蛇行、透過性の亢進などの血管の変化も

呈する  

	 ここまでの検討で、KcKOマウスは皮膚、食道、肺における線維化と自己免疫・免

疫異常を生じることが明らかとなった。SScは上記の臓器の線維化と自己免疫に加え、
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血管新生の異常、血管の蛇行狭窄などの血管異常・血管障害を特徴とする。そこで、

本 KcKOマウスでも何らかの血管の変化が見られるかどうか、Evans Blue染色液ある

いは FITC-デキストランを尾静脈から静脈注射して観察を行ったところ、KcKO マウ

スでは Evans blue染色液あるいは FITC-デキストランの血管外への漏出が亢進してお

り、特に FITC-デキストランを用いた評価では KcKOマウス血管の著明な蛇行、狭窄、

あるいは色素の血管外漏出などの異常が見られた（図 15）。以上より、KcKOマウス

は線維化、自己免疫、血管障害という、SScに見られる 3主徴を呈することが明らか

となった。 

 

図 15 KcKOマウスでは皮下血管の透過性の亢進、血管の蛇行、狭窄が見られる  

WTマウスおよび KcKOマウスの尾静脈から Evans Blue染色液あるいは FITC-デキス

トランを尾静注し、染色液の漏出あるいは血管の走行を評価した。 
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7) KcKOマウスでは胸腺における自己免疫調整遺伝子の発現低下と内在性制御

性 T細胞のアウトプットの低下が見られる  

 ここまでの結果で、KcKO マウスにおける予想外の非常に強い自己免疫的な表現型

が示唆された。この原因を考える上で、胸腺髄質上皮細胞(medullary thymic epithelial 

cell; mTEC)において末梢の自己タンパク（末梢組織特異抗原 tissue-restricted specific 

antigen; TSA）の発現を master regulatorとして調節し、自己反応性 T細胞の除去、す

なわち負の選択 negative selectionに決定的に重要な役割を果たす自己免疫調整遺伝子

(Autoimmune Regulator遺伝子; Aire遺伝子)のノックアウトマウスにおいて、肺におけ

る iBALT の形成、自己抗体などの産生が認められるとする報告が存在し 52、また、

K14、Fli1 はともに胸腺上皮細胞にも豊富に発現している 57,58ことから、K14 発現細

胞特異的Fli1欠失マウスであるKcKOマウスの胸腺髄質上皮細胞にも何らかの異常が

あるのではないかと予想し、次に私は KcKOマウス胸腺の異常に着目して検討を進め

た。まず、胸腺組織の免疫染色、あるいは蛍光免疫組織染色において単位視野あたり

の Fli1および Aire遺伝子の陽性細胞数が KcKOマウスで減少しており、また、それ

らの陽性細胞数は互いに強い正の相関を示すことが示された（図 16a-c）。 
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図 16 KcKOマウス胸腺上皮において Fli1と Aireの発現は抑制されており、Fli1

の陽性細胞数と Aireの陽性細胞数は正に相関する  

4週齢のWTおよび KcKOマウスより胸腺を摘出し、Fli1で免疫染色、あるいは Krt5

と Aire に対する抗体を用いて 2 重蛍光免疫染色を行った。Krt5 は胸腺髄質上皮に発

現する代表的ケラチンである。(a) 代表的な写真を上に示す。(b) Fli1と Aireについて

それぞれ高倍率視野中で陽性細胞数をカウントした。(c) 各マウスで Fli1と Aireにつ

いての陽性細胞数の相関を検討した。各群 n = 4。直線は回帰直線を示し、rは Spearman

の相関係数。 
 

	 さらに、胸腺上皮は自己免疫に抑制的に作用する制御性 T 細胞（regulatory T cell; 
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Treg）の分化にも重要とされており 59、胸腺における内在性制御性 T 細胞(naturally 

occurring regulatory Treg; nTreg)のアウトプットを CD3、CD4、Foxp3の染色によりフ

ローサイトメトリーで検討したところ、KcKOマウスにおいては CD3陽性細胞中にお

ける CD4/Foxp3 陽性細胞の比率の減少が認められ、胸腺からアウトプットされる

nTregの減少が示唆された（図 17）。 

図 17 KcKOマウス胸腺では nTregのアウトプットが減少する  

4週齢のWTおよび KcKOマウス胸腺から胸腺細胞を単離し CD3、CD4、Foxp3で染

色し、胸腺における CD3+CD4+Foxp3+細胞の数を検討した。左には CD3陽性でゲート

し、CD4および Foxp3で展開した 2次元プロットのうち代表的なプロットを示す。右

は胸腺細胞総数とその中の CD3+CD4+Foxp3+細胞の割合から算出した胸腺細胞中の

CD3+CD4+Foxp3+細胞(nTreg細胞)の総数。n = 4。グラフは mean ± s.e.m.。*P < 0.05。

統計的解析はMann-Whitney U testを用いた。異なるグループでも同じ実験を繰り返し

たが、同様の結果が得られた。 

 

以上より、KcKOマウスの胸腺では胸腺髄質において Aireの発現が著明に低下してお

り、自己免疫の抑制に重要な nTregの減少が見られることが示された。 

 

8) Fli1は AIRE遺伝子の転写を制御する  
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	 これらの結果より、Fli1の発現低下が胸腺上皮における Aireの発現低下を介して自

己免疫の表現型を誘導していることが示唆された。つぎに、過去に同じ Ets転写因子

ファミリーである Ets-1/Ets-2/ESE1 が AIRE 遺伝子の転写を制御していることが報告

されていることをふまえ 60,61、転写因子 Fli1が AIRE遺伝子の転写を正に制御してい

るとの仮説のもと in vitro で検討を進めた。検討を進めるにあたっては、ヒト胸腺上

皮の cell lineを用いることが理想的ではあったが、入手および単離培養が困難である

ため、同じく上皮系の cell lineである培養ヒト皮膚表皮角化細胞を用いて実験を行っ

た。まず、RNA 干渉法により培養ヒト皮膚表皮角化細胞で Fli1 遺伝子発現をノック

ダウンし、AIRE 遺伝子の発現を検討したところ、Fli1 のノックダウンにより AIRE

遺伝子の発現は有意に低下した（図 18）。 

 
図 18 正常ヒト皮膚表皮角化細胞では Fli1 の発現低下により AIRE の発現は低

下する  

培養ヒト表皮角化細胞で Fli1 およびコントロールの siRNA をトランスフェクション

し、Fli1遺伝子およびAIRE遺伝子の発現量を定量的リアルタイム PCR法で評価した。

コントロール siRNA処理した検体の発現量を 1として Fli1 siRNA処理した場合の発

現量を相対値で示す。n = 4。グラフは mean ± s.e.m.。*P < 0.05。統計的解析は
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Mann-Whitney U testを用いた。異なるグループでも同じ実験を繰り返したが、同様の

結果が得られた。 
 

次に、AIRE遺伝子プロモーター領域の sequential deletionルシフェラーゼ・プロモー

ターコンストラクトおよび Fli1 遺伝子発現ベクターまたはコントロールベクターを

培養ヒト表皮角化細胞にトランスフェクションしてその転写活性をルシフェラーゼ

蛍光強度で検討したところ、Fli1は AIRE遺伝子の発現を正に制御していること、そ

の転写制御に重要な領域は転写開始点の-583 塩基より下流の領域に存在することが

示唆された（図 19）。 

 

図 19 AIRE遺伝子は転写開始点-583bpより下流の領域で Fli1の転写制御を受け

る  

培養ヒト表皮角化細胞に AIRE遺伝子プロモーター・ルシフェラーゼコンストラクト

のプラスミド、および Fli1遺伝子発現ベクターまたはコントロールベクターをトラン

スフェクションさせ、ルシフェラーゼ活性を計測、Fli1遺伝子発現ベクターをトラン

スフェクションした場合のルシフェラーゼ活性を、コントロールベクターをトランス

フェクションさせた場合のルシフェラーゼ活性を 1として相対値で表示した。グラフ

は mean ± s.e.m.。同様の実験を 3回行った結果を示す。 

 

次に、培養ヒト皮膚表皮角化細胞を用いてクロマチン免疫沈降法による検討を行った

ところ、AIRE遺伝子の転写開始点-403塩基〜-235塩基の領域への Fli1の結合が示唆
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された(図 20)。 

 

図 20 Fli1は AIRE遺伝子プロモーターの-403〜-235の領域に結合している  

クロマチン免疫沈降法を用い、培養ヒト表皮角化細胞において AIRE遺伝子プロモー

ター-403〜-235の領域に Fli1が結合していることが示された。Negative controlとして、

プロモーター-807〜-634の領域には Fli1は結合していないことを示す。 

 

この領域には Fli1 を含めた Ets 転写因子ファミリーの転写因子結合共通配列である

GGAA（および逆相補配列 TTCC）が 3 カ所存在する。すなわち、-247 塩基からの

GGAA(; site A)、-288塩基からの TTCC(; site B)、-385塩基からの GGAA(; site C)であ

る（図 21）。Fli1による AIRE遺伝子の転写制御部位を決定するため、上記 3カ所に

単独、あるいは組み合わせで 2ヶ所あるいは 3ヶ所に同時に GGAA→TGAA/TTCC→

TTCAとなるように点変異を入れ（図 21）、これら野生型/変異型 AIRE遺伝子プロモ

ーター・ルシフェラーゼコンストラクトと、Fli1遺伝子発現ベクターまたはコントロ

ールベクターをトランスフェクションしたところ、①それらの点変異によって Fli1過

剰発現による AIRE遺伝子転写促進が減弱され、これらの部位で Fli1が AIRE遺伝子

の転写を制御していること、②site A が も転写制御に重要と思われること、③site 
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A/B/Cの 3カ所すべての箇所の変異により Fli1過剰発現による AIRE遺伝子の転写促

進が完全に失われることが明らかとなった（図 21）。 

 
図 21 AIRE遺伝子の Fli1過剰発現による転写促進は転写開始点-385 bp〜-247 bp

にある 3カ所の Ets転写因子結合配列の点変異により失われる  

site A、site B、site Cそれぞれに 1カ所ずつ、あるいは組み合せて点変異を入れたルシ

フェラーゼ・プロモーターコンストラクトと、コントロールベクターあるいは Fli1遺

伝子発現ベクターをトランスフェクションした際の AIRE遺伝子プロモーターのルシ

フェラーゼ活性を比較した。それぞれの変異プロモーターにコントロールベクターを

トランスフェクションした際の活性を 1として Fli1遺伝子発現ベクターをトランスフ

ェクションさせた際の数値を比で表す。3 回同様の実験を施行し、グラフは mean ± 

s.e.m.で示す。 
 

次に、DNA 親和性沈降法を用いて AIRE 遺伝子プロモーター領域への Fli1 の結合を

さらに検討した。上記の結果は AIRE遺伝子の Fli1による転写制御には特に site Aの

配列が重要であることが示唆していたが、DNA親和性沈降法では site Aを含むオリゴ

ヌクレオチドに Fli1が結合すること、および、site Aの点変異(GGAA→TGAA)により

その結合が失われることが示された（図 22）。 
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図 22 Fli1は AIRE遺伝子プロモーターsite Aのオリゴヌクレオチドに結合し、

点変異で結合能が低下する  

DNA親和性沈降法により Fli1がAIRE遺伝子プロモーター配列のうち Ets転写因子結

合配列 site A(-247〜-244)をはさむオリゴヌクレオチド(-265 ~ -225)に結合し、点変異

により結合が失われることを示す。右はデンシトメトリーによってバンドの濃度を比

較した。 

以上から、Fli1は AIRE遺伝子プロモーター領域に結合し、その転写を正に制御して

いることが示された。 

 

9) SSc患者皮膚では AIREの発現が著明に低下している  

	 上記の検討で、培養ヒト表皮角化細胞を使った上記の検討で Fli1が AIRE遺伝子の

発現を制御していることが明らかになった。AIRE 遺伝子についてはもともと mTEC

における TSA の転写調節および mTEC の分化成熟についての役割に注目しての報告

が圧倒的ではあるが、その意義については未だ不明な点が多いながらも皮膚表皮角化

細胞にも発現しているとの報告が見られる 62,63。そこで私は、図 1に示したように Fli1

が SSc 皮膚において著明な発現低下を示すことから、本症表皮においても Aire の発

現が低下しているのではないかとの仮説のもと、SSc皮膚検体の定量的リアルタイム
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PCR を用いた AIRE 遺伝子発現量の検討と、皮膚組織の免疫組織学的検討を行った。

すると、この仮説の通り、mRNA発現は SSc患者皮膚で有意に低下しており、かつ、

タンパクについては特に表皮において SSc 患者でその発現が健常人に比較して著明

に低下していることが明らかとなった（図 23）。 

 
図 23 SSc患者皮膚では健常人に比較して Aireの発現が著明に低下している  

(a) 健常人と SSc 患者皮膚における AIRE 遺伝子の発現の比較。健常人の発現量を 1

に標準化し、その相対値で示す。(b) 健常人と SSc患者皮膚についてそれぞれ代表的

な免疫染色の写真を倍率 400倍の視野で示す。 
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上記より、健常人に比較して SSc患者皮膚において Aireの mRNAレベル、タンパク

レベルでの発現が著明に低下していることが明らかとなった。 
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V. 考察  

	 SScの病因に関する研究はこれまで主としてその主要な 3病態である線維化、血

管障害、免疫異常に対応し、線維芽細胞、血管内皮細胞、およびリンパ球やマクロフ

ァージなどの免疫担当細胞に関して盛んに行われてきた。そして、私が所属する東京

大学皮膚科研究グループのこれまでの検討により、転写因子 Fli1の線維芽細胞、およ

び血管内皮細胞における恒常的発現の低下が、SScの線維化、血管障害の病態におい

て重要な役割を果たすことが明らかとなってきた 28,37。今回私は、従来注目されてこ

なかったものの 近いくつかの先駆的な研究によってその異常が指摘されている本

症の表皮およびそれを構成する表皮角化細胞の異常に着目し、表皮角化細胞において

Fli1の恒常的発現低下が本症の病態において果たす役割についての検討を、Cre-Loxp

系を用い、重層扁平上皮の基底細胞に発現するケラチン 14発現細胞特異的に Fli1を

ノックダウンしたマウスを作成することにより試みた。すると、本マウスはその表皮

において、SSc 患者の表皮において報告されているような活性化した表現型を呈し、

さらに皮膚真皮における線維化を呈しただけではなく、食道と肺の線維化、および肺

をはじめとした実質諸臓器に免疫活性化を反映すると考えられるリンパ球の集族像

を呈し、血清学的にも抗核抗体の出現等を認め、強い自己免疫の表現型を呈した。ま

た、線維化と免疫異常の他に SScの 3主徴としてみられる血管障害についても、血管
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透過性の亢進、血管の蛇行、狭窄などのSScの血管の変化に類似した 37異常を呈した。

そして、本マウスが呈した強い免疫異常の原因として次に私はケラチン 14 が豊富に

発現している胸腺上皮に着目し、胸腺上皮において negative selectionの制御を介して

自己免疫の成立に決定的に重要な役割を果たしているとされる転写因子、自己免疫調

節遺伝子 Aireの発現が低下していることを示し、in vitroで Fli1が Aireの遺伝子を制

御していることを証明した。 

従来の研究では、SScの免疫異常の病態については、免疫細胞の活性化についての

研究は行われてきたが、これまで未解決であった初期免疫の異常、なぜ”自己免疫”で

あるのか、という疑問について何かしらの解答を与えうるような検討を行った研究は

ほぼ皆無であった。今回の私の検討は、この全く問題に対して一つの示唆を与えうる

画期的な研究であると考えられる。 

広く知られているように、胸腺は T細胞の分化成熟に決定的な重要な役割を果たす

臓器である。幼若な T細胞は胸腺髄質において、まず自己のMHC class IIへの反応性

があるものが正の選択 positive selectionを受け、その後、mTECによりMHC class II

で呈示される末梢の自己抗原タンパク、TSA に反応するものは負の選択 negative 

selectionを受ける。この negative selectionこそ、自己反応性 T細胞を除去し、自己免

疫の回避に決定的に重要な役割を果たす制御機構、すなわち中枢性免疫寛容(central 
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tolerance)のメカニズムであるが、当然予想されるようにこのシステムの破綻は自己免

疫疾患の発症において重要な役割を果たす 64。Aireは Aire遺伝子によってコードされ

るタンパクで、mTECの核内において TSAの転写を制御する master regulatorであり、

胸腺上皮における TSAの転写制御は Aireの発現量に用量依存的であること、また、

Aireの発現低下は用量依存的に自己反応性 CD4T細胞の negative selectionからの逸脱

をもたらすことが知られている 65,66。さらに、近年の研究で Aireは mTECの成熟自体

において、さらに、胸腺における Treg の分化成熟において、重要な役割を有してい

る可能性があることが明らかとなってきた 67。ヒトにおいては AIRE遺伝子は常染色

体劣性遺伝形式をとる自己免疫性多内分泌腺症 I 型(autoimmune polyendocrinopathy 

type 1; APS type 1)あるいは自己免疫性多内分泌腺症状-カンジダ症-外胚葉ジストロフ

ィー(autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy; APECED)の原因

遺伝子であることが知られている 68,69。APECED は 21 番染色体上に存在する AIRE

遺伝子欠損による単一遺伝子疾患であり、副腎皮質機能低下症（Addison病）、1型糖

尿病、副甲状腺機能低下症などの自己免疫性内分泌疾患、あるいは口腔・食道カンジ

ダ症などの皮膚粘膜カンジダ症、爪形成不全など外胚葉形成異常の症状を呈する 70。

また、Aire欠損マウスにおいては mTECにおける TSAの発現が著明に低下し、種々

の臓器特異的自己免疫疾患を発症することが知られている 71。例えば Shumらは Aire
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欠損マウスにおいて肺において気管支周囲、傍気管支領域に稠密なリンパ球の集塊

（iBALT）を伴って肺の線維化が見られ、ヒトの間質性肺疾患の組織像と類似するこ

とに着目し、Aire欠損がヒト間質性肺疾患の病態成立において果たす役割を検討して

いる 52。 

	 また、Aire遺伝子と各種の自己免疫疾患については、遺伝学的研究によってもその

関連が明らかとなってきている。たとえば高率に自己免疫性疾患を発症するダウン症

患者の胸腺においては Aire 遺伝子および Aire 関連遺伝子の発現が低下していること

が報告され、ダウン症患者における自己免疫性疾患に対する高い疾患感受性との関連

が考えられている 72。近年の Genome-wide association study (GWAS)により、Aireの特

定の一塩基多型(SNP)が関節リウマチの疾患感受性と関連していることが証明された

73。また SScについても、Aire遺伝子イントロン領域の特定の多型が SScと慢性甲状

腺炎の合併症例と関連していたとの報告が見られる 74。 

	 SSc の免疫異常については広く研究され、数多くの先行研究が存在する。SSc は抗

核抗体のほか抗トポイソメラーゼ I抗体、抗セントロメア抗体など特異的自己抗体の

産生を伴い、また、SScの主要病態のうちの一つである血管障害については抗血管内

皮細胞抗体が重要な役割を果たすことも明らかとなってきており 75、B細胞の異常活

性化が背景として考えられている 12,54,76,77。強い自己免疫異常を反映するとされる
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iBALT の形成については関節リウマチやシェーグレン症候群に合併する間質性肺病

変で もよく見られることが知られているが、SScに合併する間質性肺病変において

も肺における B 細胞の浸潤が増加しており、血管などの周囲に稠密な B 細胞の集塊

が形成されると報告されている 53。また、近年 CD20抗体が SSc合併間質性肺疾患に

用いられ、一部の症例にその有効性が認められることから、本症の病態における B細

胞の活性化の重要性をさらに裏付けるものと考えられる 78。T細胞については、線維

化促進的に作用する Th2優位の環境と Th17細胞の活性化がその病態形成に深く関与

していることが明らかとなってきている 56,79-81。本マウスでは、B 細胞の活性化や、

Th2/Th17 系優位の免疫環境、抗核抗体や SSc に疾患特異性の高い抗トポイソメラー

ゼ I 抗体の陽性を呈するなど、SSc の免疫異常に非常に類似した免疫異常を呈し、こ

れらは従来の本症のモデルマウスが持ち合わせていなかった特徴である。そして、今

回 in vitroでの検討で示し得たように、Fli1は AIRE遺伝子を正に転写制御するが、本

マウスは胸腺上皮における Fli1 の発現低下を介して Aire の発現が低下していた。前

述の通り、Aireの発現低下は用量依存的に自己反応性 CD4T細胞の negative selection

からの逸脱をもたらす 66ことを考えれば、本マウスの上皮細胞における Fli1の発現低

下はAireの発現低下を介してこの negative selectionのメカニズムの機能不全ないし機

能低下をもたらし、末梢において、自己反応性 CD4T細胞などによる何らかの自己タ
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ンパクの認識、さらに炎症ないし線維化を誘導した、という機序を想定し得る。この

ような機序が実際に SSc の自己免疫の成立に寄与しているかどうかという問題を考

える上で、SSc患者の胸腺における Fli1および Aireの発現が低下しているかどうかの

検討も興味が持たれるところであるが、胸腺組織は入手困難であることを考え、今回

は皮膚における発現の検討を行ったところ、実に、患者皮膚で Aireの発現が低下して

いること、および Fli1 と Aire の発現量が相関していることが見いだされた。上記の

結果を考え併せると、胸腺上皮など上皮細胞における Fli1の発現低下が SSc患者にお

ける自己免疫および様々な免疫活性化の病態の成立に重要な寄与をしている可能性

が示唆されていると考えられ、本症患者の病態についての研究のうえで、新たな視座

をあたえるものと考えられた。 

 

	 本研究は SScの病態についてこのような新たな視点をもたらしつつも、未だ解決す

べきいくつかの疑問点と課題を残している。第一点は、本研究でコンディショナルノ

ックアウトマウスの作成に用いたマウスは K14 のプロモーター特異的ノックアウト

マウスであるが、このマウスの非常に特徴的な皮膚および食道の線維化が、それを被

覆する皮膚表皮角化細胞あるいは食道扁平上皮細胞の異常活性化に直接に由来する

ものか、あるいは、胸腺上皮の異常に起因する自己免疫ないし免疫異常に由来するも
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のか、あるいは、その両者の寄与によるものか、また両者の寄与であるとするならば

その寄与の度合いについてはどちらが優位であるのか、が、明確でないという点であ

る。K14cre マウスについては、Cre-Loxp 系を用いて表皮角化細胞特異的に特定の遺

伝子をノックアウトするために頻用されるマウスであるが、実際には、少数ながらも

胸腺上皮特異的ノックアウトマウスを作成するために用いたとする論文も見られる 57。

逆に、胸腺上皮特異的ノックアウトマウスの作成に もよく用いられているのは、胸

腺上皮に豊富に発現する Foxn1遺伝子プロモーター下流に部位特異的酵素Creを発現

する Foxn1creマウスであるが 59,82、実はこの Foxn1は表皮角化細胞にも発現し、その

分化に重要であることが知られている 83。すなわち、K14cre マウスを用いても、

Foxn1creマウスを用いても、いずれにしろ表皮や胸腺を含める広く上皮細胞特異的な

ノックアウトマウスになっていると考えられる。そして、今回の KcKOマウスにおい

て線維化の見られる部位が皮膚、食道など SSc患者において特に線維化が見られる臓

器と一致し、それは K14の発現する重層扁平上皮によって被覆される部位であるとい

うことは示唆的である。すなわち、一方で表皮あるいは食道上皮の Fli1の発現低下に

よる活性化により直接に IL-1α/βなどの産生を介して直接その下層に線維化が誘導さ

れ、あるいは/かつ、胸腺の negative selectionの異常に起因する免疫異常を介して間接

的に線維化が誘導されている可能性が考えられる。そして、これらの活性化した上皮
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の「直接的」寄与と、免疫を関した「間接的」寄与は、本マウスにおいても、あるい

は SScの病態においても両者それぞれが各々に、あるいは、それぞれが相互作用・相

乗効果を生じながら存在し、線維化に寄与していることも想像される。また、KcKO

マウスでは血管透過性の亢進、血管の異常な拡張、蛇行など、SSc患者でも見られる

血管障害の機能的、形態的異常 37を呈した。SScにおいては血管障害が線維化の病態

成立にも極めて重要な役割を果たすことが分かっている 2。前述のようにこの血管障

害の成立には、抗血管内皮細胞抗体の存在が寄与していることも分かってきており

75,84、本マウスにおいて自己免疫寛容の破綻と免疫の異常活性化から抗血管内皮細胞

抗体の産生を介して血管障害を呈し、その帰結として線維化を呈した、という可能性

も考慮される。いずれにしろ、KcKOマウスの線維化が、皮膚表皮の活性化の直接的

な寄与によるか、胸腺上皮の異常による免疫異常（さらに、抗血管内皮抗体の産生か

らの血管障害を介する）間接的な寄与によるものであるかを明らかにするためには、

たとえば胸腺移植などの方法を用いて KcKO マウスの胸腺を自己の成熟リンパ球を

持たない Rag1-/-マウス 85などの免疫不全マウスに移植して、皮膚あるいは内臓の線維

化が誘導されるかどうかを検討することは有用と思われるが、今後の検討課題である。 

	 第二点としては、本マウスの免疫異常の病態が胸腺上皮の異常のみに由来するか、

あるいは皮膚表皮における異常も免疫異常に関与しているか、という点である。実は
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Aireは、胸腺上皮細胞だけでなく、皮膚表皮角化細胞および線維芽細胞でも発現して

おり、ヒト表皮角化細胞と線維芽細胞を用いた 3次元培養系の中で血液前駆細胞を培

養すると、胸腺における positive/negative selectionを受けた細胞と同様、自己MHC拘

束性を有してかつ自己反応性 T細胞が除去された、多様な T細胞受容体のレパトアを

有する T細胞が分化成熟したとする報告、すなわち、胸腺に独立に、末梢である皮膚

において T細胞の分化成熟と末梢性免疫寛容(peripheral tolerance)が誘導されたとする

報告が見られる 63。このことを考えると、本研究における KcKOマウスの T細胞の異

常が、胸腺上皮における T細胞の分化成熟異常のみに起因するか、あるいは、皮膚な

どの末梢における T細胞の分化成熟異常も関与しているのか、という点は未解決な問

題点であると思われる。これについても、Aire を欠損した表皮角化細胞-皮膚線維芽

細胞の 3 次元培養系、あるいは Fli1 を欠損した表皮角化細胞-皮膚線維芽細胞の 3 次

元培養系を用いて血液前駆細胞から T細胞の分化成熟を検討する in vitroの検討等が

考えられるが、これも今後の検討課題と言える。また、この点に関連して、健常人に

比較して SSc 患者で Aire の発現が著明に低下している、というのは興味深い観察と

思われる。前述のように、皮膚の表皮角化細胞や線維芽細胞における Aireは末梢性免

疫寛容 peripheral toleranceの成立に重要な役割を果たすとの報告もある 63が、その意

義についての検討は未だ乏しい。本症皮膚において Fli1 の発現低下が Aire の発現を
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介して peripheral toleranceの機序に破綻を来たし、SScの自己免疫を惹起しているとい

う可能性も考慮されるが、これについても皮膚表皮における Fli1、Aireの発現の意義

を含めて更なる検討が必要である。 

 

	 これらのいくつかの未解決の課題を残すものの、本研究は、これまで SScにおいて

全く解明されてこなかったその初期免疫の異常、なぜ本疾患が自己をターゲットとす

る免疫を伴う疾患であるのか、および、なぜ肝や腎など実質臓器には線維化が(少な

くとも一次的には)生じないものの皮膚や食道といった上皮に被覆された臓器におい

て特に線維化が来されるのかという点についての一つの示唆を与えうる画期的な研

究と考えられる。また、本マウスは上皮細胞における特異的なノックダウンにより自

己免疫・免疫異常、線維化、血管異常という SScの主要 3病態を再現する、従来にな

かった新しいモデルマウスであり、今後 SScの治療戦略を考える上で有用なモデルと

なる可能性がある。昨年、van Bonらは SSc患者における大規模なプロテオーム解析

によってケモカイン CXCL4の血漿中濃度が SSc患者において著明に上昇しているこ

と、さらに in vitroでの検討によってこのケモカインが Fli1の発現を著明に低下させ

ることを示し、このことが本症の病態において重要な役割を果たしている可能性につ

いて言及している 86。この研究における in vitro の検討は血管内皮細胞を用いたもの
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であり今回私が着目した上皮細胞とは細胞種が異なるものの、今後、CXCL4 をター

ゲットとした治療によって、SSc患者の血管内皮細胞、線維芽細胞、上皮細胞の各々

において低下している Fli1の発現を回復させ、本症の病態を改善させるという戦略に

ついて検討の価値があると考えられる。また、SScの疾患修飾薬として近年注目を集

めているチロシンキナーゼ阻害薬イマチニブやエンドセリン受容体拮抗薬ボセンタ

ンは Fli1の転写活性を回復させる作用を有することが知られている 87-91が、これらの

薬剤によって上皮細胞における Fli1 の転写活性を回復させることで本症の病態改善

につながるかどうか、本マウスを用いた検討も有用であろう。さらなる検討により、

SScの病態の本質の解明とさらなる新たな治療法の開発が期待される。 
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VIII. 定量的リアルタイムPCRに用いたプライマー  

 

TARGET GENE Sense Antisense 

Gapdh 5’-CGTGTTCCTACCCCCAATGT-3’ 5’-TGTCATCATACTTGGCAGGTTTCT-3’ 

Il1a 5’-ATGATCTGGAAGAGACCATCC-3’ 5’-GGCAACTCCTTCAGCAACA -3’ 

Il1b 5’-TTGACGGACCCCAAAAGAT-3’ 5’-GAAGCTGGATGCTCTCATCTG-3’ 

Il6 5’-GATGGATGCTACCAAACTGGAT-3’ 5’-CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGA-3’ 

Ifna 5’-ACCCAGCAGATCCTGAACAT-3’ 5’-AATGAGTCTAGGAGGGTTGTATTCC-3′ 

Ctgf 5’-GTGCCAGAACGCACACTG-3’ 5’-CCCCGGTTACACTCCAAA-3’ 

Tgfb1 5’-GCAACATGTGGAACTCTACCAGAA-3’ 5’-GACGTCAAAAGACAGCCACTCA-3’ 

Ccl2 5’-CATCCACGTGTTGGCTCA-3’ 5’-GATCATCTTGCTGGTGAATGAGT-3 

Ccl5 5’-CATATGCCTCGGACACCA-3’ 5’-ACACACTTGGCGGTTCCT -3’ 

Fli1 5’-ACTTGGCCAAATGGACGGGACTAT -3’ 5’-CCCGTAGTCAGGACTCCCG-3’ 

Krt6 5’-TTCTCTACTTCCCAGCCTTCTCA-3’ 5’-GCCACGGTGGCTGGTTT-3’ 

Krt16 5’-GACCTCAGCCGCATTCTGA -3’ 5’-GCGAAGCTGAGCCAGCTGCT -3’ 

Aire 5’-GTACAGCCGCCTGCATAGC-3’ 5’-CCCTTTCCGGGACTGGTTTA-3’ 

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

 Human FLI1 5’-GGATGGCAAGGAACTGTGTAA-3’ 5’-GGTTGTATAGGCCAGCAG-3’ 

Human AIRE 5’-GAGAGTGCTGAGAAGGACA-3’ 5’-GTTTAATTTCCAGGCACATGA-3’ 

 

 

 

 


