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研究成果の概要（和文）：本研究は、大動脈に炎症をきたす高安動脈炎と肺動脈に炎症を来す肺動脈性肺高血圧
症（PAH）のモデル動物を作製することを目的とする。interleukin-6(IL-6)とIL-21が上記疾患の病態形成で重
要だと仮説をたてて、これらを大動脈内皮又は肺胞上皮で過剰発現するトランスジェニック（TG）マウスの作製
を試みた。大動脈内皮での過剰発現にはBMX遺伝子プロモーター下で、PAHモデルマウス系での肺胞上皮特異的過
剰発現にはドキシサイクリン誘導性にSP-C遺伝子プロモーター下にIL-6とIL-21のcDNAを組み込んだTGマウス作
製を進めたが、これまで各組織で十分な過剰発現が掛からず条件検討中である。

研究成果の概要（英文）：　We aimed to elucidate the molecular mechanisms of intractable　vascular　
diseases　such　as　Takayasu　arteritis　(TAK) or　pulmonary　arterial　hypertension　(PAH) in this 
study.　We tried to create the animal models of these diseases which mimic the pathologies of these 
diseases through overexpression of the key inflammatory cytokines in the aortic endothelium or lung 
epithelium. We hypothesized that inflammatory cytokines including interleukin-6 (IL-6) or IL-21 are 
important for development of TAK of PAH, and created the mice which harbor the TetO-mIL-6 or 
TetO-mIL-21 genes in C57BL6 mice for creation of PAH model mice. And, we also created transgenic 
mice which harbor either BMX-mIL-6 or BMX-mIL-21. Until now, we could not succeed in creating the 
above transgenic mice which overexpress mIL-6 or mIL-21 either in aortic endothelium or in lung 
epithelium. We are now adjusting the overexpression condition in the above TG mice.

研究分野： 循環器内科学、血管病学、炎症性サイトカインの生物学
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１．研究開始当初の背景 
血管炎の慢性炎症病態には炎症性サイト

カインが様々な形で関与することがこれま

で報告されている。血管炎の中で高安動脈

炎は大動脈とその一次分枝をおかす未だ原

因不明の大型血管炎で、疫学的には我が国

に患者が約 6,000 名おり、10 代～40 代の若

年女性で発症が多い厚生労働省の難病指定

疾患である。高安動脈炎の治療は副腎皮質

ステロイドが基本であるが、ステロイド減

量の過程で再燃する症例が多く約 70％に上

ると報告される（Arthritis & Rheumat. 56, 
1000, 2007）。よって、高安動脈炎の難治例

に対する治療法は未だ確立されていないこ

とが問題点として挙げられる。 
interleukin-6(IL-6)は代表的な炎症性サイ

トカインの１つで様々な炎症性疾患の病態

に関与する。IL-6 受容体に対するヒト化モ

ノクローナル抗体 tocilizumab は関節リウマ

チ、キャッスルマン病、若年性特発性関節

炎に保険承認されて世界中の臨床現場で汎

用されている。また、血清 IL-6 濃度は高安

動脈炎で疾患活動性と比例して高くなるこ

とが報告されていた（Circulation; 100, 55, 
1999）。そうした報告を踏まえて、研究代表

者らは 2008年から難治性高安動脈炎に対し

て tocilizumab の有効性、安全性を検討する

パイロットスタディを難治性症例 4 症例に

対して開始して、IL-6 阻害療法の有効性が

高安動脈炎において示唆される結果を得た

（Int Heart J. Nakaoka Y. et al. 54, 405, 2013）。
その後、厚生労働科研費（2011 年度）と日

本循環器学会 TR 振興事業（2012～2014 年

度）の支援のもとで難治性症例に対する多

施設臨床試験を進めて合計 11症例に対する

治療を施行して、有効性が示唆される結果

も得た（Nakaoka Y. et al, submitted）。こうし

た結果を背景にして、2014 年 9 月から高安

動脈炎に対する tocilizumab の治験が行われ

て薬事承認を目指して進行中である

（Nakaoka Y. et al, manuscript in preparation）。
一方、IL-6 シグナル阻害が高安動脈炎の治

療に有効な理由は不明である。これは高安

動脈炎に適切な疾患モデル動物がないため

で、実験的アプローチによる病態の解明が

必要と考えられた。 
また、研究代表者らは高安動脈炎と同様

に厚生労働省の難病指定疾患である肺動脈

性肺高血圧症（PAH）のモデル動物である

低酸素誘発性肺高血圧症マウスの系で

tocilizumab のマウス版である抗 IL-6 受容体

モノクローナル抗体 MR16-1 を用いて、そ

のHPH病態に対する抑制効果を見出すと同

時に、HPH 病態における IL-6 の下流標的サ

イトカインとして IL-21 を同定した（Proc 
Natl Acad Sci U S A. 112(20), E2677-86, 
2015）。 

 
２．研究の目的 
本研究では、研究代表者らが明らかにして

来た（１）臨床的な高安動脈炎に対する IL-6
シグナル阻害療法の有効性と、（２）実験的

な低酸素誘発性肺高血圧症モデルマウスで

の IL-6 シグナル阻害の有効性について、

IL-6/IL-21 シグナル軸に着目して高安動脈炎

と肺高血圧症の疾患モデル動物作製を試み

て病態解明に繋げることを目的とする。 
 

３．研究の方法 
（１）ドキシサイクリン誘導性 IL-6-TG マ

ウス及び IL-21-TG マウスの作製：上記の背

景を踏まえて、IL-6/IL-21 のシグナル軸が肺

高血圧症の病態形成の促進因子であること

を肺胞上皮細胞特異的に IL-6 および IL-21
を発現するトランスジェニック(Tg)マウス

を Tet-On システムを用いて作製・検証する

こととした。まず、肺胞上皮特異的に遺伝

子発現をする Surfactant protein C (SPC)遺伝

子のプロモーター下に rtTA 遺伝子を組み込

んだ Tg マウス(SP-C-rtTA-TG)を入手した。 
 ドキシサイクリン(Dox)依存性に rtTA に

より発現誘導がかけられる pTRE-Tight ベク

ター(Clontech 社製)のマルチクローン化サ

イトへとマウス IL-6 (mIL-6) cDNAとマウス

IL-21 (mIL-21) cDNA を組み込んだプラスミ

ドを作製した。これらの 2 種類のプラスミ

ド を Tet-on Advanced HEK293 細 胞 に

transfection して、Dox による発現誘導を掛

けて IL-6及び IL-21の発現誘導を確認した。 
pTRE-Tight-mIL-6 及び pTRE-Tight-mIL-21

ベクターから線状化した DNA を理研 CLST
遺伝子改変マウス共同開発部門に送り、ES
細胞への打ち込みと TG マウス作製を外注

で進めた。 
（２）Dox 誘導性 IL-6-TG マウス及び

IL-21-TG マウスの発現解析：上記で作製し

た TG マウスでの Dox による発現誘導の確

認を qRT-PCR およびウェスタンブロットで

行った。 
（３）高安動脈炎モデル動物作出の試み：

背景で既述した様に臨床研究を通して IL-6
が高安動脈炎の病態で中心的な役割を担う

ことを明らかにして来たが（Int Heart J. 
Nakaoka et al. 54, 405, 2013）、一方で高安動



脈炎には適切な

疾患モデルが無

い 。 そ こ で 、

IL-6/IL-21 シグナ

ル軸が高安動脈

炎の病態促進に

関わるかについて右記 2 系統の動脈内皮細

胞特異的トランスジェニック(Tg)マウスを

作製して検証する(右上図)。BMX は動脈内

皮細胞特異的に遺伝子発現することが報告

されているので(Mol Cell Biol. 21, 647, 2001)、
BMX プロモーター下にヒト IL-6 とヒト

IL-21の cDNAを挿入したベクターを作製し

て Tg マウスを作製することを試みた。 
 

４．研究成果 

（１）ドキシサイクリン誘導性 IL-6-TG マ

ウス及び IL-21-TG マウスの作製： 
左図に示す様

なダブル TG
マウスの作製

を目標として

pTRE-Tight ベ

ク タ ー に

mIL-6 cDNA
と mIL-21 

cDNAを組み込んだプラスミドを作製して、

Tet-on Advanced HEK293 細胞に transfection
して、Dox による発現誘導を掛けた。その

結果、Dox 存在下で pTRE-Tight-mIL-6 また

は pTRE-Tight-mIL-21 を transfection した細

胞においてのみ、IL-6 と IL21 の mRNA 過

剰発現が qRT-PCR 解析で確認された（下図）。 

  
（２）Dox 誘導性 IL-6-TG マウス及び

IL-21-TG マウスの発現解析：   
pTRE-Tight-mIL-6及び pTRE-Tight-mIL-21 

TG マウスと先ず SP-C-rtTA-TG マウスと交

配して DTG を作製して、Dox 依存性の発現

誘導が肺胞上皮において見られるかを確認

した。その結果、mIL-6-TG 及び mIL-21-TG
マウスともに Dox 依存性の発現誘導が十分

見られず、むしろ Dox 非投与下でもそれぞ

れの遺伝子発現がリークしている傾向が観

察された。加えて SP-CrtTA-TG マウスの

rt-TA の Dox 依存性活性化も十分に見られ

ない可能性を示唆する結果が得られた。 

そこでリークの少ない pTRE-Tight-mIL-6
及び pTRE-Tight-mIL-21 TG マウスラインの

スクリーニングを現在進めている。また、

SP-C-rt-TA-TG と同様に肺胞上皮特異的に

Dox 依存性発現誘導を掛けられるドライバ

ーマウスである CCSP1-rtTA-TG マウスを入

手して、上記の TG と交配を進めて Dox 依

存性に IL-6 及び IL-21 の過剰発現が肺胞上

皮特異的に見られる TG ラインの確立を目

指している。 
 
（３）高安動脈炎モデル動物作出の試み： 
現在までに BMX-ｍIL-6-TG 及び BMX-ｍ
IL-21-TG マウスをそれぞれ２ラインずつ確

立したが、大動脈において何れも IL-6, IL-21
の過剰発現を得ることが出来なかった。

BMX 遺伝子プロモーターに異常がないか

を検討中である。 
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