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研究成果の概要（和文）：申請者らは、ホスホジエステラーゼ（PDE）を阻害することが、強皮症の病態である
①自己免疫異常（炎症）、②線維化、③血管障害の「3つの異常」の改善につながると考えて研究を行った。具
体的には、PDEのアイソザイムの1つである、PDE4に着目し、強皮症皮膚線維芽細胞および強皮症モデルマウスに
対する、PDE4阻害薬であるアプレミラストの線維化抑制作用についての検討を行った。培養強皮症皮膚線維芽細
胞細胞にアプレミラストを添加したところ、皮膚線維芽細胞からのI型コラーゲン産生を抑制した。さらに、強
皮症モデルマウスであるブレオマイシンマウスにアプレミラストを投与すると、皮膚硬化の進展を抑制すること
ができた。

研究成果の概要（英文）：We conducted a study based on the idea that inhibiting phosphodiesterase 
(PDE) could lead to the improvement of the "three pathological abnormalities" in systemic sclerosis:
 1) autoimmunity/inflammation, 2) fibrosis, and 3) vascular change. We particularly focused on one 
of the PDE isozymes, PDE4, and investigated the antifibrotic effects of apremilast, a PDE4 
inhibitor, on systemic sclerosis skin fibroblasts and a scleroderma model mouse. When apremilast was
 added to cultured systemic sclerosis skin fibroblasts, it inhibited the production of type I 
collagen. Furthermore, administering apremilast to bleomycin-induced model mice was able to suppress
 the progression of skin sclerosis.

研究分野： リウマチ性疾患

キーワード： 強皮症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果、PDE4阻害薬が強皮症の病態である線維化の進行を抑制しうることが、強皮症皮膚線維芽細胞を用
いた検討でも実証された。さらに、強皮症マウスモデルを用いた検証でも、PDE4阻害が皮膚線維化進展を抑制す
るだけでなく、強皮症の病態である、自己免疫異常や炎症を制御しうることが示された。これらの結果は、これ
まで標準治療が確立されていない強皮症に対し、PDE4阻害薬が革新的治療法となるポテンシャルを有することを
示唆し、新規治療法の開発につながることが期待される。

※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 
全身性強皮症 (SSc) は、自己免疫異常・炎症を基盤とした進行性の皮膚硬化および微小血管

障害を特徴とする結合組織疾患である。これまでに、TGF-βや IL-6 などのサイトカイン阻害薬
をはじめとするさまざまな薬剤の SSc の皮膚硬化に対する有効性と安全性が、臨床試験で評価
されてきた。しかし、ほとんどの薬剤が効果不十分または有害事象のため、あらかじめ定められ
た主要評価項目基準を達成することができなかった。 
ホスホジエステラーゼ (PDE) は、環状ヌクレオチドをその直鎖形に変換する加水分解酵素で

ある。PDE は、環状アデノシン一リン酸 (cAMP)、環状グアノシン一リン酸 (cGMP)、または
その両方に作用する 11 のアイソザイムを有する。その中で、PDE4 は臨床応用のために特に広
く研究されてきた。PDE4 は、脳、心血管組織、平滑筋、皮膚、リンパ球、単球、マクロファー
ジなどの免疫細胞に広く発現する。PDE4 の阻害が、炎症を制御することが示されており、PDE4
阻害剤であるアプレミラストは、乾癬性関節炎、尋常性乾癬、ベーチェット病で保険適応を取得
している。 
抗炎症効果に加えて、PDE4 阻害剤には抗線維化作用も報告されている。PDE4 阻害により、

SSc由来の皮膚線維芽細胞およびTGF-βで刺激された健康な皮膚線維芽細胞からの細胞外マト
リックス産生を抑制することが示され、さらに、強皮症マウスモデルを用いた解析で、PDE4 阻
害剤が線維化を促進する炎症細胞・免疫細胞の働きを阻害することで皮膚硬化の進展を抑制す
ることが示されている。これらの研究の多くは、抗炎症作用の結果として抗線維化作用がもたら
されることを示唆するが、本研究代表者は、PDE4 が炎症だけでなく線維化にも直接作用する重
要な分子であると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、強皮症病態における、PDE4 阻害薬の抗炎症作用、抗線維化作用を評価するこ
とである。具体的な評価項目は以下の通りである。①皮膚線維芽細胞を用いた PDE4 阻害によ
る線維化抑制効果の解析、②強皮症モデルマウスを用いた PDE4 阻害による線維化抑制効果の
解析。 
 
３．研究の方法 
(1) 皮膚線維芽細胞を用いた PDE4 阻害による線維化抑制効果の解析  
健常皮膚線維芽細胞は購入した初代培養細胞を用いた。強皮症皮膚線維芽細胞は 2013 年
ACR/EULAR SSc 分類基準を満たした患者より採取した。線維芽細胞は、10%FCS および抗生物質を
添加した DMEM 培地で 37℃、5% CO2環境下で培養した。添加実験 24 時間前に 10%FCS を含まない
DMEM に置換した。定量リアルタイム PCR 実験では、線維芽細胞に TGF-β1 10 ng/mL、アプレミ
ラストを添加し、48 時間後に total RNA を回収した。ウエスタンブロッティング実験では、TGF-
β1 10 ng/mL、アプレミラストを添加し 72 時間後に cell lysate を回収した。細胞内 cAMP 濃
度測定では、市販の酵素免疫測定法（EIA）キットを用いて測定した。 
 
(2)  強皮症モデルマウスを用いた PDE4 阻害による線維化抑制効果の解析 
生後 6 週の BALB/c マウスの背部にブレオマイシンを 4週間にわたり皮下注射し、皮膚硬化モデ
ルを作製した。対照群には PBS を皮下注射した。アプレミラスト群では、 1 mg/kg または 5 mg/kg
を皮下注射と同じタイミングで腹腔内投与した。投与終了後にマウス皮膚を採取し、皮膚厚、コ
ラーゲン量、αSMA 陽性筋線維芽細胞数を測定した。 
 
４．研究成果  
健常人皮膚線維芽細胞と強皮症皮膚線維芽細胞の細胞内 cAMP 濃度を測定し比較したところ、強
皮症皮膚線維芽細胞の細胞内 cAMP 濃度が有意に低かったが、アプレミラスト添加で細胞内 cAMP
濃度が上昇することを確認した。強皮症皮膚線維芽細胞にアプレミラストを添加したところ、濃
度依存的に COL1A1、COL1A2、CTGF、ACTA2 mRNA 発現が低下した（図 1a）。さらに、健常人皮膚
線維芽細胞 TGF-β1 を添加し上昇した COL1A1、COL1A2、CTGF、ACTA2 mRNA 発現が、アプレミラ
スト添加で低下した（図 1b）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 (a)強皮症皮膚線維芽細胞に対するアプレミラストの作用。（b）健常人皮膚線維芽細胞に対
するアプレミラストの作用。* p<0.05。 
 
ウエスタンブロッティング法を用いて、タンパクレベルでの発現を調べたところ、同様に、アプ
レミラスト添加で、I 型コラーゲン、CCN2 発現の低下を認めた。ブレオマイシン誘導皮膚硬化マ
ウスモデルを用いた解析でも、ブレオマイシン投与により誘導された皮膚硬化の進展がアプレ
ミラスト投与により抑制された。具体的には、アプレミラスト投与により、皮膚厚、コラーゲン
量が低下し、αSMA 陽性筋線維芽細胞数の減少を認めた（図 2a, b）。 
 

 
図 2 ブレオマイシン誘導皮膚硬化モデルマウスに対するアプレミラストの作用。(a)代表的な皮
膚組織所見（Masson Trichrome 染色）。（b）アプレミラスト投与による皮膚厚、コラーゲン量、
αSMA 陽性細胞の変化。* p<0.05。 
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