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研究成果の概要（和文）：高安動脈炎は、大動脈などを侵し、若年女性に好発する希少疾患である。高安動脈炎
の全ゲノム関連解析によりIL12B遺伝子領域のSNPが見つかっている。IL12B遺伝子はp40をコードし、p40は
IL-12、IL-23の共通サブユニットである。高安動脈炎患者と健常者のPMBCやiPS細胞を用いて、IL12B遺伝子の病
態への関連を検討した。リスク型SNPを持つ患者由来マクロファージにおいて、リスク型SNPを持たない患者由来
マクロファージよりも、上清中p40濃度が有意に高かった。p40濃度は、患者iPS細胞由来マクロファージ上清中
で、健常者iPS細胞由来マクロファージ上清中よりも高かった。

研究成果の概要（英文）：Takayasu arteritis is a rare disease that affects large arteries, and often 
affects young women. An SNP in IL12B gene region has been found by genome-wide association study of 
Takayasu arteritis. IL12B gene encodes p40, which is a shared subunit of IL-12 and IL-23. We used 
peripheral blood mononuclear cells and iPS cells of patients with Takayasu arteritis and healthy 
controls, and examined the role of IL12B gene in the pathology of Takayasu arteritis. Supernatant 
p40 concentration was significantly higher in macrophages from patients with risk-type SNPs than in 
macrophages from patients without risk-type SNPs. Supernatant p40 concentration was higher in the 
disease-specific iPS cell-derived macrophages than in the control iPS cell-derived macrophages.

研究分野： 膠原病学

キーワード： 高安動脈炎　iPS細胞　IL-12
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高安動脈炎患者において、発症リスク型SNPの影響によりp40産生能が高くなり、ヘルパーT細胞の活性化を通し
て、血管炎病態を引き起こしている可能性が示唆された。2015年、著者らはp40を阻害する生物学的製剤ウステ
キヌマブを高安動脈炎患者3名に投与するパイロット試験を行い、症状・臨床データの改善を認めた（Terao, 
Scand J Rheum）。次段階となる臨床治験の論理的根拠を強化するために、本計画において、高安動脈炎患者検
体や疾患特異的iPS細胞を用いた基礎実験を行った。今回得られた結果は、p40を標的とする高安動脈炎の新規治
療薬開発につながることが示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
(1) 高安動脈炎は、若年女性に好発する本邦約 6000 人の希少疾患である。大動脈およびその一
次分枝を侵す自己免疫疾患と考えられている。標準薬のステロイドを用いても、その漸減中に約
半数が再燃し、進行すると弁膜症、脳梗塞、失明、大動脈瘤などの重大な合併症をきたし問題と
なる。近年、高安動脈炎に対するアバタセプト[1]やトシリズマブ[2]などの生物学的製剤のラン
ダム化比較試験が報告されたが、いずれも初期エンドポイントを達成できなかった。さらなる高
安動脈炎のメカニズムの解明と新規治療法の開発が課題である。 
 
(2) 著者は、厚労省難治性血管炎研究班の分担研究者であり、大型血管炎分科会で疫学研究や診
療ガイドライン作成[3]を行ってきた。また、高安動脈炎患者会「あけぼの会」のオブザーバー
を務め、患者相談に対応してきた。2013 年、379 例の患者検体を収集して、全ゲノム関連解析に
より IL12B 遺伝子領域の SNP rs6871626 が高安動脈炎の発症と相関すること（p＝1.7×10-13）、
同 SNP は臨床症状とも相関することを報告した[4]。この SNP がアデニン（A）である場合、シト
シン（C）である場合に対して高安動脈炎の発症リス
クとなる。IL12B 遺伝子は IL-12/23 p40 をコード
（図 1）し、高安動脈炎の発症にこれらのサイトカ
インが関与することが示唆される。そこで、これら
のサイトカイン制御による高安動脈炎の治療アプ
ローチを着想した。2015 年、倫理委員会の承認を得
て IL-12/23 p40 を阻害する生物学的製剤ウステキ
ヌマブを高安動脈炎患者3名に投与するパイロット
試験を行い、症状・臨床データの改善を認めた[5]。
臨床治験の論理的根拠を強化するために、高安動脈
炎末梢血検体および高安動脈炎疾患特異的iPS細胞
や患者由来検体を用いた基礎実験が必要と考え、本
研究を計画した。 
 
(3) 応募者は、京都大学大学院医学研究科・代謝制御学・曽根正勝特定准教授との共同研究によ
り、発症リスク型 IL12B SNP を有する家族内発症の重症高安動脈炎患者 2名から疾患特異的 iPS
細胞（2株）を樹立した。また、京都大学 iPS 細胞研究所（CiRA）との協力によりこれらの iPS
細胞を単球に分化誘導することを計画した。iPS 細胞は増殖させることができるため、患者から
頻回に検体を採取しなくても実験をリピートできる利点がある。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 発症リスク型の SNP を有する患者において p40 の発現が亢進するという仮説を立てて、以
下の検討を行う。高安動脈炎患者の血漿・血球を用い、患者を IL12B SNP リスク型保有者と非保
有者の 2 群に層別化し表現型を比較することにより、IL12B 遺伝子の病態への関連を検討する。 
 
(2) 高安動脈炎疾患特異的 iPS 細胞（＝発症リスク型 IL12B SNP を保有）と健常者 iPS 細胞を
マクロファージに分化誘導し表現型を比較することにより、IL12B 遺伝子の病態への関与を検討
する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 患者血漿中の IL-12p40, IL-12p70, IL-23 などのサイトカイン濃度を ELISA で測定し、健
常者血漿と比較した。次に、患者を IL12B SNP リスク型保有者と非保有者の 2群に層別化し、血
漿中の各サイトカイン濃度を比較することにより、IL12B SNP の高安動脈炎病態への関連を検討
した。 
 
(2) 患者末梢血単球に、Johnston らの方法[6]に従
いインビトロで IL-10 5 ng/mL, IL-6 5 ng/mL, M-
CSF 10 ng/mL を 72 時間, IFN-γ 50 ng/mL を 30 時
間添加し、マクロファージに分化させ、LPS 1 μg/mL
で 12 時間刺激し、上清中の IL-12p40, IL-12p70, 
IL-23 などを ELISA で測定した。それらの濃度を、
健常者由来マクロファージと患者由来マクロファー
ジの間で比較した。さらに、患者を IL12B SNP リス
ク型保有者と非保有者の 2 群に層別化し、マクロフ
ァージによるサイトカイン産生能を比較することに
より、IL12B SNP の高安動脈炎病態への関連を検討
した。 
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図1. IL-12/23 p40の役割



 
(3) 高安動脈炎の疾患特異的 iPS 細胞（2株）を曽
根正勝先生より供与いただいた。疾患特異的 iPS 細
胞および健常者 iPS 細胞に、Yanagimachi らの方法
（図 2）[7]に従い、インビトロで BMP4 (Day 0-3), 
VEGF, SCF, bFGF (Day 4-5), SCF, FL3, IL-3, TPO, 
M-CSF (Day 5-14), FL3, GM-CSF, M-CSF (Day 15-
28)を添加して、単球に誘導した。さらに、IL-10, 
IL-6, M-CSF, IFN-γを添加してマクロファージに
分化誘導した。 
 
(4) 患者iPS細胞由来マクロファージおよび健常者
iPS 細胞由来マクロファージを LPS 1 μg/mL で 12
～24 時間刺激し、上清中の IL-12p40, IL-12p70, 
IL-23 などを ELISA で測定し、両者のサイトカイン
産生能を比較した。著者らが用いた疾患特異的iPS細
胞は発症リスク型 IL12B SNP を保有している。また、
発症リスク型 IL12B SNP を有する、あるいは有さな
い健常者 iPS 細胞も用いた。これらの iPS 細胞から
誘導したマクロファージの機能比較により、IL12B 遺
伝子の病態への関与を検討した。 
 
(5) 患者および健常者の血漿、血球、ゲノムの解析
（G412）と iPS 細胞を用いた解析（R0091/G259）につ
いてはについては京都大学医の倫理委員会の承認を
得た。被検者より紙面で同意書を得てサンプルを採
取した。 
 
４．研究成果 
(1) 健常者および高安動脈炎患者の血漿を採取し、血
漿中の IL-12p40 濃度を測定したところ、患者で p40
濃度が有意に高かった（図 3）。次に、患者を IL12B SNP
リスク型保有者と非保有者の 2群に層別化し、血漿中
の p40 濃度を比較したところ、リスク型 SNP を持つ患
者で p40 濃度が高い傾向にあった（図 4）。 
 
(2) p40 の主たる産生細胞が単球/マクロファージで
あることから、高安動脈炎患者や健常者から単球を回
収してインビトロでマクロファージに分化させ、さら
に LPS で刺激を加え、サイトカイン産生能を比較し
た。その結果、高安動脈炎患者のマクロファージでは
上清中 p40 濃度が健常者のマクロファージに比べて
有意に高かった（図 5）。さらに、高安動脈炎患者のう
ち、リスク型 SNP を持つ患者由来マクロファージにお
いて、リスク型 SNP を持たない患者由来マクロファー
ジよりも、上清中 p40 濃度が有意に高かった（図 6）。 
 
(3) 疾患特異的 iPS 細胞および健常者 iPS 細胞に、イ
ンビトロで各成長因子を添加し、単球誘導を試みた。
Day 25 に May-Giemsa 染色を施したところ、単一の核
を有する小型細胞を認めた（図 7左）。さらに、Day 20
の時点でフローサイトメトリーで確認したところ、
CD45+CD14+細胞（＝単球に相当）を全細胞の 60-70%に
認めた（図 7右）。さらに IL-10, IL-6, M-CSF を 72
時間, IFN-γを 30 時間添加し、マクロファージに分
化させた。 
 
(4) 疾患特異的 iPS 細胞由来マクロファージおよび
健常者 iPS 細胞由来マクロファージを LPS 1 μg/mL で 12～24 時間刺激し、上清中サイトカイ



ンを測定した。p40 濃度は、患者 iPS 細胞由来マク
ロファージ上清中で、健常者 iPS 細胞由来マクロ
ファージ上清中よりも高かった（図 8）（N = 1 vs. 
1）。上清中 IL-23 濃度も、患者 iPS 細胞由来マク
ロファージ上清中で高かった（図 9）（N = 1 vs. 
1）。上清中 IL-12p70 はすべての群で測定感度以下
であった。 
次に、IL12B リスク型 SNP(A)を有する（AC）健常者
iPS 細胞由来マクロファージと、リスク型を有さな
い（CC）健常者 iPS 細胞由来マクロファージを比
較した。p40 濃度は、リスクアレルを有する健常者
iPS 細胞由来マクロファージ上清中で、リスクアレル
を有さない健常者 iPS細胞由来マクロファージ上清中
よりも高かった（図 8、下段）（N = 1 vs. 1）。 
 
（まとめ） 
高安動脈炎は難治性疾患であり、新規治療法の開発が
望まれている。著者らは、高安動脈炎の GWAS を行い、
IL12B 遺伝子領域を見出し、それがコードする IL-
12/23p40 分子に注目した。発症リスク型の SNP を有す
る患者において p40の発現が亢進するという仮説を立
てて、患者由来細胞および疾患特異的 iPS 細胞を用い
て検証した。発症リスク型の SNP を有する患者由来マ
クロファージは、発症リスク型の SNP を有さない患者
由来マクロファージに比べて有意に p40産生能が高か
った。IL-12p70 の産生能も、発症リスク型の SNP を有
する高安動脈炎患者由来マクロファージが有意に高
かった（data not shown）。一方、IL-23 産生能に差を
認めなかった。Th1 サイトカインである IL-12p70 産生
能が患者で高かったのは、高安動脈炎の病態が Th1 優
位である可能性や、分化刺激段階で IFN-γを添加した
ために Th1 の性質が強まった可能性が示唆された。次
に、高安動脈炎の疾患特異的iPS細胞および健常者iPS
細胞をマクロファージに誘導して機能を検討したと
ころ、疾患特異的 iPS 細胞由来マクロファージにおい
て、健常者 iPS 細胞由来マクロファージよりも、p40 産
生能が高かった。IL-23 産生能も、疾患特異的 iPS 細
胞由来マクロファージにおいて高かった。一方、IL-
12p70 はいずれの細胞上清でも測定できなかった。
我々はフローサイトメトリーで正しく単球への分化
が起きていることを示したが、iPS 細胞から誘導した
マクロファージでは何らかのエラーにより IL-12p70
を発現しなくなっている可能性も考えられた。なお、
iPS 細胞を用いた実験は N = 1 で行ったため、今後、
例数を増やして検証する必要がある。以上をまとめる
と、高安動脈炎患者において、発症リスク型 SNP の影
響により、p40 産生能が高まり、ヘルパーT細胞などが
活性化され、血管炎病態を引き起こしている可能性が
示唆された。今回得た結果は、p40 を標的とする高安
動脈炎の新規治療薬開発につながりうる。 
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