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研究成果の概要（和文）：抗MDA5抗体陽性皮膚筋炎(DM)例の治療前血清中CX3CL1は同抗体陰性DM例と比べて有意
に高値を示し、各種筋炎特異的自己抗体で分類される患者群間で比較しても、抗MDA5抗体陽性例ではCX3CL1の濃
度が特に高かった。また重症例では、軽症例に比べて治療経過中にCX3CL1濃度が有意に上昇した。抗MDA5抗体陽
性DM例の末梢血においてはnon-classical単球(CD14lowCD16++)が増加していたが、CX3CR1の発現量が低下してい
たことから、CX3CR1を介して単球が病変組織へ遊走し、組織においてマクロファージへ分化し、病態形成してい
る可能性について病理組織学的に検討している。

研究成果の概要（英文）：Anti-MDA5-positive dermatomyositis (DM) patients showed significantly higher
 serum CX3CL1 (fractalkine) levels than anti-MDA5-negative DM. Even compared among patient groups 
defined with each myositis-specific autoantibodies, anti-MDA5-positive group tended to show the 
highest level of CX3CL1. Moreover, among anti-MDA5-positive patients, CX3CL1 increased much more in 
the intractable cases than in the favorable group during the disease course. Peripheral 
non-classical monocyte (CD14 low, CD16 high) was significantly increased in anti-MDA5-poitive 
patients, but their expression of CX3CR1 seemed to be reduced, which might suggest that monocytes 
had been migrated into the tissue lesion. We are proceeding immune histopathological examination on 
the CX3CR1-positive monocytes or macrophages, assessing their distribution and association with 
CX3CL1 positive cells. 

研究分野：免疫・膠原病内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
抗MDA5抗体陽性皮膚筋炎は、膠原病の中でも最も予後不良な一群であり、急速進行性間質性肺炎を合併し短期間
で死亡するリスクが高い。同疾患に対する治療は従来の免疫抑制薬を組み合わせて行われるが、未だに救命でき
ない症例が存在し、新規治療法の開発が切に望まれている。病態背景には単球やマクロファージの異常活性化が
示唆されるが、その機序は明らかではない。一方、ケモカインと細胞接着分子の2つの活性を持つCX3CL1とその
レセプターCX3CR1は単球の遊走や分化において重要な役割を果たすことが示唆されている。本病態に
CX3CL1-CX3CR1が関与することを示すことができれば、新規治療戦略につながると考えた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
抗MDA5抗体陽性皮膚筋炎は、多発性筋炎/皮膚筋炎(PM/DM)の中でも最も予後不良な一群であ
り、急速進行性間質性肺炎を合併し短期間で死亡するリスクが高い。同疾患に対する治療は未だ
確立しておらず、従来の免疫抑制薬を組み合わせても約 25%の症例が 6 ヶ月以内に命を落とし
ている。抗MDA5抗体陽性例の病態背景に関する研究は近年増加してきており、抗MDA5抗体
陽性 DMは同抗体陰性 DMに比し、フェリチン値や IL-1β, IL-6, IL-8, IL-18, IFN-αなど多くの
炎症性サイトカインが血清中で有意に高いことが明らかになってきた。このことから本疾患の
病態背景には単球やマクロファージの異常活性化によるサイトカインストームが関与している
ことが示唆されているものの、その機序については未だ明らかではない。一方、近年、ケモカイ
ンと細胞接着分子の 2つの活性を持つ CX3CL1(フラクタルカイン)とそのレセプターCX3CR1が
自己免疫疾患の慢性炎症において注目されるようになっている。CX3CR1は NK細胞や cytotoxic 
effector T 細胞や成熟マクロファージ、単球にも発現することが知られており、単球の生存にも
関わるとされる。PM/DMにおいては患者血清中の CX3CL1が健常者より高く、その値が筋炎(ク
レアチンキナーゼ値・筋力テスト)や間質性肺炎(肺胞気動脈血酸素分圧較差)の活動性と相関す
る報告がある。しかし雑多な疾患背景を持つ PM/DM患者集団の中において、どのような病態に
CX3CL1-CX3CR1 が影響しているのか十分解明されていない。そこで、抗 MDA5 抗体陽性 DM
の特徴的病態と考えられる単球・マクロファージの活性化において、CX3CL1-CX3CR1が関与し
ていることを示すことができれば、本疾患における新規治療戦略につながる可能性があると考
えられた。 
 
２．研究の目的 
抗MDA5抗体陽性 DMの病態における単球・マクロファージのプロファイルを解析し、CX3CL1-
CX3CR1軸の病態への関与を探究する。 
(1) 抗 MDA5抗体陽性 DM例の末梢血リンパ球・単球プロファイルと CX3CR1発現を解析し、
健常人や、他の自己抗体陽性 PM/DM例と比較する。 

(2) 抗 MDA5抗体陽性 DM例と他の自己抗体陽性 PM/DM例、健常人で血清中 CX3CL1値を比
較する（治療前）。また抗MDA5抗体陽性 DM例の治療経過における CX3CL1の推移を検討
し、重症度との相関の有無を検討する。 

(3) 抗 MDA5抗体陽性 DM例の病変組織における単球・マクロファージの分布と CX3CR1の発
現を検討する。 

 
３．研究の方法 
(1) 抗MDA5抗体陽性 DM例の末梢血リンパ球・単球プロファイルと CX3CR1発現解析 
 
抗 MDA5抗体陽性 DM 治療前(活動期)14例と寛解期 6例、抗 MDA5抗体陰性 PM/DM9例、
健常人 9例の末梢血を採取し、Ficoll Paqueを用いて末梢血単核球を分離し、蛍光抗体による色
素染色後フローサイトメトリー(8color FACS)にかけ、各種 T細胞、単球のプロファイルを確認し
た。特に単球は CD14++CD16-細胞を classical type、CD14++CD16+細胞を intermediate type、
CD14lowCD16++細胞を non classical typeと 3つのサブタイプに分類し、それぞれのサブタイプ
に属する単球の割合を群間で比較した。 
さらに CX3CR1 陽性細胞がどのような種類の細胞であるか
検討する（T細胞・単球）。特に単球においては前述のサブタイ
プの中でどれが最もよく発現しているのか検討し、3群間で比
較した。 
 
(2) 血清中 CX3CL1値の検討比較 
 

PM/DM 患者における治療前血清サンプルについて自己抗体
別に CX3CL1 濃度（ELISA 法）の比較をした。具体的には抗 MDA5 抗体陽性例 42 例と同抗体
陰性 DM 例 46 例に大きく分けて比較したが、サブ解析として抗 MDA5 抗体・抗アミノアシル
tRNA合成酵素(ARS)抗体(28例)・抗 SRP抗体(6例)・抗 transcriptional intermediary factor 1(TIF1)-
γ抗体(12例)の 4群に分けて比較した。 
さらに抗 MDA5 抗体陽性例中で経過良好例と難治例(免疫抑制薬に抵抗もしくは死亡例)に分
け、治療前・治療経過中の血清中 CX3CL1濃度を比較した。 

 
(3) 抗 MDA5抗体陽性 DM例の病変組織における単球・マクロファージの分布と CX3CR1の発
現 

 
 抗MDA5抗体陽性例の皮膚組織における単球・マクロファージの分布と CX3CR1の発現を抗



CD68、抗 CD206、抗 CX3CR1抗体を用いて蛍光免疫組織化学染色により検討した。 
 
4. 研究成果 
(1) 抗MDA5抗体陽性例は健常人と比較して有意に non classical monocyte (CD14lowCD16++)分
画の割合が増加し、classical monocyte(CD14++CD16-)分画の割合が減少していた。intermediate 
monocyte(CD14++CD16+）分画の割合に有意差は認めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に各単球分画における CX3CR1 の発現を検討したところ、 non classical monocyte 
(CD14lowCD16++)分画と classical monocyte(CD14++CD16-)分画における CX3CR1 の発現量が有
意に低下していた。intermediate monocyte(CD14++CD16+）分画における CX3CR1 発現量の優位
差は認めなかった。 
さらに抗MDA5抗体陽性例の治療前・寛解期、抗MDA5抗体陰性 DM例で non-classical monocyte
分画の割合を比較すると、治療前抗MDA5抗体陽性 DMにおいて non-classical monocyte分画の
割合増加しており、寛解期にはその割合は健常人と同等レベルに低下することが示された。 

 
 
 
(2)  PM/DM 患者における治療前血清サンプルについて抗 MDA5 抗体陽性例 42 例と同抗体陰
性DM例 46例でCX3CL1濃度を比較したところ抗MDA5抗体陽性例において有意に高かった。
また各種筋炎特異自己抗体別に CX3CL1濃度を比較しても抗MDA5抗体陽性例は他の自己抗体
陽性例に比べて高いことが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また抗MDA5抗体陽性例の治療経過中における CX3CL1の血清中濃度の推移について、経過良
好例と免疫抑制治療抵抗例に分けて比較すると後者の方が CX3CL1 濃度が経過中に上昇し、有
意に高くなっていることが分かった。 
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(3)   病変組織における単球・マクロファージの分布と CX3CR1の発現 
抗 CD68抗体(M1・M2マクロファージ)、抗 CD206抗体(M2マクロファージ)、抗 CX3CR1抗体
の 3抗体により、Opal○R  fluorescent dyeを用いた多重蛍光免疫組織染色を行い、Mantraシステム
を用いて解析するよう進めている。 
皮膚筋炎患者において診療上必要となった皮膚生検の保存検体を用い、上記 3重染色を行う（京
都大学医の倫理委員会承認番号 R2022）。 
現在多重染色のための抗体濃度条件・染色プロトコールの調整を行っている。 
 
 
 

MDA5陽性患者の CX3CL1推移 

G:経過良好例  B:治療抵抗例 
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