
東北大学・医学系研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

基盤研究(B)（一般）

2021～2019

9系統の新規強皮症モデルマウスを活用した全身性強皮症の発症メカニズムの解析

The analysis of SSc pathogenesis utilizing 9 strains of new murine models

６０３１３０２９研究者番号：

浅野　善英（Asano, Yoshihide）

研究期間：

１９Ｈ０３６８０

年 月 日現在  ４   ５ ３１

円    13,400,000

研究成果の概要（和文）：本研究は、各種細胞特異的Fli1欠失マウスを活用し、SScの発症初期の遺伝子プログ
ラムの異常を同定することを目的に立案された。主な研究成果として、①活性化Fli1+/-B細胞は活性化マクロフ
ァージ存在下でTLR9依存性にIL-6を過剰産生する、②Fli1の発現低下はnewly formed B細胞の割合を増加させ、
特にB-1a B細胞様の形質を持つ細胞の割合を増加させる、③Fli1 BcKOマウス脾臓のNF-B分画には
age-associated B細胞が含まれている、の3点が明らかとなった。以上より、SScの初期病態の形成にB細胞にお
けるFli1の発現低下が関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study was undertaken to investigate the gene program which is driven in
 the early stage of systemic sclerosis by using animal models with deficiency of Fli1 in various 
cell types. Major findings were as follows: (i) activated Fli1 +/- B cells produce excessive amount 
of IL-6 in the presence of macrophages through TLR9 stimulation, (ii) Fli1 deficiency increases the 
proportion of newly formed B cells, especially B-1a-like B cells, (iii) age-associated B cells are 
detected in splenic newly formed B cells. These results suggest that Fli1 deficiency is associated 
with the induction of B cell subset which likely plays a key role in early disease process of 
systemic sclerosis.

研究分野：全身性強皮症

キーワード： 全身性強皮症　線維化　血管障害　免疫異常　転写因子FLI1
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研究成果の学術的意義や社会的意義
SScは緩徐に進行する希少疾患ゆえに、発症初期の病態を制御する遺伝子プログラムの同定は極めて困難であ
り、この点が早期例に対する治療戦略を確立するうえで大きな障害となっている。本研究は、複数のモデルマウ
スを活用してSScの発症初期の遺伝子プログラムの異常を同定することを目的として立案された。今回の検討に
より、SScの病態形成の初期に誘導される自己免疫の起源となるB細胞の形質変化が明らかとなった。今回同定し
たB細胞集団を対象にSSc関連転写因子ネットワークの同定を進め、SScの病態解明と新規治療薬開発の基盤とな
るデータの構築を進めていく予定である。

※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 
研究代表者は 2000年から全身性強皮症（SSc）に関する臨床研究・基礎研究に従事しており、

2006年から転写因子 Fli1に関する基礎研究に着手した。以後、SScの動物モデルの開発に携わ
ってきたが、2009年に皮膚線維化を自然発症するモデルマウス、2010年に皮膚血管障害を自然
発症するモデルマウス、2014年に SScの主要 3病態を疾患特異的病態カスケードに沿って自然
発症するモデルマウスの確立に成功した。2017年には上皮細胞特異的 Fli1欠失マウスを用いた
研究により、上皮細胞の形質異常により SSc の臓器選択性（皮膚 100%, 食道 70%, 肺 30%）
と自己免疫の起源（胸腺における中枢性免疫寛容の破綻）が説明可能であることを証明した。一
方、研究代表者はヒト臨床検体を用いた研究にも従事してきたが、その過程で「SScは緩徐に進
行する希少疾患ゆえに、発症初期の病態を制御する遺伝子プログラムの同定は極めて困難であ
り、この点が早期例に対する治療戦略を確立するうえで大きな障害となっている」ことに思い至
った。以上の背景に基づき、複数のモデルマウスを活用して SSc の発症初期の遺伝子プログラ
ムの異常を同定することが SSc研究のブレイクスルーになると考え、本研究の立案に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は「独自に開発した SSc モデルマウスを活用して、ヒトでは解析が極めて困難
な発病初期の遺伝子プログラムの異常を解明し、強皮症の病態解明および早期治療戦略の基盤
となる病態概念を確立すること」である。 
 
３．研究の方法 
C57BL/6 の背景を持つ野生型マウス、Fli1+/-マウス、B細胞特異的 Fli1 欠失マウス（Fli1 BcKO
マウス: Fli1flox/flox;Cd19-Cre+/-）を使用した。Fli1+/-マウスと Fli1 BcKO マウスはボストン大学
の Maria Trojanowska 氏から供与を受けた。これらのマウスにおいて SSc 類似病態を誘導する
ため、ブレオマイシン（BLM）を 1週間連日皮下注（200 g）した。マウス体内からマクロファ
ージを除去する場合は、クロドロン酸内包リポソーム（200 L）を day 0 および day 4 に腹腔
内投与した。脾臓由来 B細胞の IL-6 産生量は Quantikine Mouse IL-6 ELISA Kit (R&D Systems, 
Minneapolis, MN, USA)で測定した。マクロファージの単離は、10%牛胎児血清を含むダルベッコ
変法イーグル培地に懸濁した脾細胞をプレートに入れ、37℃の培養器内で 2 時間培養した後に
上清を吸引除去し、37℃に温めた PBS で 3 回洗浄した後、プレートに吸着した細胞を accumax 
(Innovative Cell Technologies, San Diego, USA)を用いて回収した。Flow cytometry (FCM) 
による細胞抗原の測定は FACSVerse™ (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) を用いて行った。 
 
４．研究成果 
（１）本研究開始時の SSc 研究の動向 
本研究の開始（2019 年）に先行し、2017 年 11 月に SSc に対するリツキシマブ（抗 CD20 抗体）
の医師主導治験が本邦で開始され（研究代表者は治験分担医師として参加）、2019 年 4 月の時点
で B細胞除去療法の有用性が示唆されていた。一方、研究代表者は 2016 年～2018 年に行った基
盤研究 B「各種細胞特異的 Fli1 欠失マウスを用いた全身性強皮症の系統的病態解析」により、
SSc の病態形成において B 細胞とマクロファージが中心的な役割を果たしている可能性を示唆
するデータを得ていた。そのような背景に基づき、まず Fli1+/-マウスおよび WTマウスから単離
した脾臓 B細胞と脾臓マクロファージを用いた検討を行うこととした。 
 
（２）Fli1+/-B 細胞の形質変化に関する検討 
まず、Fli1+/-マウス由来脾臓 B細胞では、WT マウス由来脾臓 B細胞に比して Fli1 mRNA の発現
量が 30%減少していることを qRT-PCR で確認した。ヒト SSc ではトシリズマブ（抗 IL-6 受容体
抗体）がリツキシマブと同等の治療効果を示すことが報告されていることに鑑み、B細胞が産生
する IL-6 に注目することとした。Fli1+/-マウスと WTマウスに BLM を 1週間投与し、脾臓 B細胞
を採取して無刺激で 48 時間培養したところ、Fli1+/-B 細胞の IL-6 分泌量が WT B 細胞よりも有
意に増加していた。一方、マウス体内からマクロファージを除去した状態で同じ実験を行ったと
ころ、2群間の差は消失した。同条件下で採取した B細胞をマクロファージ（Fli1+/-マウスと WT
マウスから、BLM 刺激あるいは PBS 刺激後に脾臓マクロファージを単離）と共培養したところ、
①Fli1+/-B 細胞の IL-6 産生亢進には BLM 刺激により活性化されたマクロファージが必要である
こと、②マクロファージ側の Fli1 の発現量は Fli1+/-B 細胞の IL-6 産生量に影響しないこと、が
明らかとなった。同様の共培養実験を Transwell 存在下（細胞同士を非接触とした状態）で行っ
たところ、同様の結果が得られ、同現象は液性因子を介していることが示唆された。 
 
（３）Fli1+/-B 細胞は IL-1βや CpG-ODN に対する反応が亢進している 
B 細胞から IL-6 産生を誘導する液性因子について、過去の文献をもとに候補分子を選定し、
それらについて in vitro で B細胞の刺激実験を行った。その結果、IL-1および ODN1826 (TLR9



のリガンドである CpG-ODN の一種)で刺激した際、Fli1+/-B 細胞からの IL-6 産生量が WT B 細胞
に比して有意に増加した。以上より、Fli1+/-B 細胞からの IL-6 産生量の亢進は TLR9 のシグナル
伝達経路に関係していることが示唆された。 
 
（４）Fli1 の発現低下が B細胞集団の変化および各細胞の形質変化に及ぼす影響について 
次に、Fli1 の発現低下が B 細胞集団の変化および各細胞の形質変化に及ぼす影響について検
討することとした。まず、IL-6 を過剰産生する B細胞集団を同定するため、ODN1826 で刺激培養
した B細胞を flow cytometry で解析したところ、CD19 発現量と IL-6 産生量との間に正の相関
がみられた。また、PBS 群では Fli1+/-B 細胞と WT B 細胞との間に CD19 発現量の差は見られなか
ったが、1 週間 BLM 投与を行った群では Fli1+/-B 細胞において有意に CD19 の発現量の亢進が見
られた。さらに、この差はクロドロン酸によりマクロファージを除去した条件下でも同様に見ら
れたため、CD19 発現亢進による B細胞の活性化能亢進は B細胞の Fli1 低下により誘導されてい
る変化であることが示唆された。 
マウスの脾臓 CD19 陽性 B 細胞は、CD21 と CD23 の染色パターンにより Follicular B 細胞 
(FoB; CD21intCD23high), Marginal zone B 細胞 (MZB; CD21highCD23-/low), Newly formed B
細胞 (NF-B; CD21-/lowCD23-)の 3群に大別される。本マーカーを用いて Fli1+/-B 細胞の亜分類
を行うと、WT B 細胞と比較して NF-B 分画が有意に増加していた。本細胞群の増加と Fli1 低下
との関連を更に検討するため、Fli1 BcKO マウスを用いて同様の検討を行ったところ、同マウス
由来脾臓 B細胞では NF-B 分画が顕著に増加していた。NF-B 分画に存在する個々の B細胞に関し
て更に解析すると、同細胞群の中に CD19 を高発現する集団があり、それらの CD19high 細胞は
Fli1 が低下するほど増加し、CD19high 細胞は TLR9 の発現が亢進していた。 
NF-B 分画は FoB, MZB 以外の複数かつ様々なサブタイプの B細胞が含まれている分画だが、通
常のマウスにおいてはその大部分が未分化な CD93 陽性の Transitional B 細胞である。一方、
Fli1+/-マウスおよび Fli1 BcKO マウスの NF-B 分画では CD93 陰性細胞の割合が増加しており、こ
れらの細胞は CD43 陽性細胞の割合が増加しており、更にその中で CD5 陽性細胞の割合が増加し
ていた。このことから、Fli1 低下 B細胞は CD19highCD21-/lowCD23-CD93-CD43+の表面抗原パタ
ーンを示す B-1 B 細胞様細胞、特に CD5 陽性の細胞割合が増えていることから B-1a B 細胞様の
形質を持つ細胞群であると考えられた。 
CD11b や CD11c は骨髄系細胞、T-bet は T 細胞にそれぞれ発現するマーカーとされ、通常の B
細胞には発現がほとんど見られない。しかし、近年 CD11b および CD11c を発現する異常な B 細
胞のサブセットが全身性エリテマトーデスや SSc、関節リウマチなどの自己免疫疾患患者の末梢
血に増加していることが報告されている。同細胞群は特にメスの高齢マウスの脾臓において増
加することから、age-associated B 細胞 (ABC) と呼称され注目されている。その後の研究によ
り、同細胞群は TLR7 や TLR9 シグナルにより増殖・活性化し、自己免疫応答に密接に関わること
や T-bet を発現し得ることなどが報告されている。 
Fli1 BcKO マウス脾臓の NF-B 分画では、CD11b 陽性細胞や CD11c 陽性細胞、T-bet 陽性細胞が
出現しており、その中の一部は CD11b+CD11c+、T-bet+CD11c+の形質を有していた。ABC の定義や
表面抗原パターンに関しては複数の説が提唱されているが、これらの表面抗原パターンの細胞
が増えていることから、Fli1 BcKO マウスで増加している細胞の一部には ABC が含まれている可
能性が考えられた。 
 
（５）本研究の成果 
 今回の一連の研究により、Fli1 の発現低下が B 細胞において自己免疫の起源となる変化を誘
導している可能性が示唆された。 
 
（６）今後の予定 
 今回同定した B細胞集団を対象に経時的に ATAC-seq を行い、Fli1 の発現低下によって誘導さ
れる転写因子ネットワークの同定およびその時間的な変化を検討する予定である。マクロファ
ージや線維芽細胞、血管内皮細胞についても同様の検討を行い、細胞種横断的あるいは細胞種特
異的な SSc 関連転写因子ネットワークを同定し、病態解明と新規治療薬開発の基盤となるデー
タの構築を進めていく予定である。 
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Vascular abnormalities in systemic sclerosis
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