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研究成果の概要（和文）：全身性強皮症患者において:CD14+CX3CR1+CD163+で定義されるM2単球は健常者に比し
て増加していた。自己抗体や臓器障害など強皮症患者背景とM2/M1比との関連については認めなかった。またM2
単球が優位な患者由来の単球はMCP-1およびMIP-1aの産生能が亢進していた。さらに健常者血清より抽出された
M2単球はTGF-bの産生能が高く、皮膚線維芽細胞との共培養により皮膚線維芽細胞のCOL1A2およびCTGF発現亢進
作用がみられた。以上より、M2単球はそのケモカイン産生能、皮膚線維化促進能を介して全身性強皮症病態に関
与していると思われた。

研究成果の概要（英文）：In patients with systemic sclerosis, an increase in M2 monocytes, which are 
defined as CD14+CX3CR1+CD163+ cells, was observed in comparison to healthy individuals. There was no
 correlation between the M2/M1 ratio and the characteristics of scleroderma patients, such as the 
presence of autoantibodies or organ damage. Monocytes from individuals with a high concentration of 
M2 monocytes exhibited enhanced production of MCP-1 and MIP-1a. Additionally, M2 monocytes isolated 
from the serum of healthy subjects demonstrated a high capacity for producing TGF-b. Furthermore, 
when co-cultured with dermal fibroblasts, there was an increased expression of COL1A2 and CTGF in 
the dermal fibroblasts. These findings indicate that M2 monocytes play a role in the pathogenesis of
 systemic sclerosis by secreting chemokines and promoting skin fibrosis.

研究分野：リウマチ膠原病内科学

キーワード： 全身性強皮症　単球　M1・M2単球　ケモカイン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、全身性強皮症におけるM2型単球の役割とその病態への関与が解明された。単球を標的とした治療
法はこれまで存在せず、本研究の学術的意義は極めて高いと評価される。本研究の成果を基に、単球インバラン
スの是正を目指した新規治療法の確立が期待される。また、強皮症の予後予測に有用なバイオマーカーは未だ確
立されていないが、今回明らかになった血中M2型単球数の測定により、治療反応や予後の予測が可能となる可能
性が示唆された。これにより、本研究の学術的および社会的意義は高いと考えられる。今後も、本研究を基盤と
して、単球と全身性強皮症の関連研究を継続すべきである。

※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 
全身性強皮症（SSc）は、多臓器に線維化および血管内皮障害を生じる予後不良な自己免 
疫疾患である。線維化をきたした臓器に対する可逆的な治療はなく、線維化抑制が治療の主 
眼となっているが、線維化の有効な予防法も確立されていない。その現状を鑑みると、SSc 
の病態解明および新規治療法の開発は急務である。SScをはじめとした自己免疫疾患は、自己抗
原―抗体反応を核とした免疫担当細胞の活性化がその病態の中心と考えられており、これまで
の研究は、獲得免疫に関連した機能解析からその機序の解明を試みるものが圧倒的に多かった。
しかしながら、自己免疫疾患の病態には、自然免疫に関与する細胞の異常制御、分化異常なども
明らかとなりつつある。SScではリンパ球、皮膚線維芽細胞の異常が知られているが、近年、新
たに単球・マクロファージ系細胞の病態への関与が示唆されている。マクロファージは炎症応答
を亢進するM1マクロファージと、炎症応答を抑制するM2マクロファージに分けられる。この
M1・M2 サブセットは、マクロファージの分化前段階である単球にも存在する。我々は、単球
のM1・M2サブセットに着目し、関節リウマチ患者において、疾患病態にM1・M2単球のイン 
バランスが関わることを示唆する結果を得た。M2マクロファージは線維化促進能も有しており、
M2単球が SSc病態に関与している可能性も示唆される。そこで、この研究基盤を踏まえて、本
研究では、SScの病態へのM1・M2単球の関与を明らかにする。 
 
２．研究の目的 

M1・M2単球サブセット解析を SSc患者において行い、単球サブセットのバランスと各単球
サブセットの機能と SScの病態との相関を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)SSc 臨床病態と M1/M2 単球の関連解析 
SSc 患者末梢血をフローサイトメトリー（FACS）により M1・M2 表面マーカー（M1： 
CD14+CCCR2+CD68+、M2:CD14+CX3CR1+CD163+）を解析し、各患者単球における M2/M1 比を 
求め、以下の項目について検討した。 
①  SSc と健常者での M2/M1 比の差異 
② SSc の病型（びまん性/限局性）あるいは疾患特異的臓器障害（肺線維症、肺高血圧症など）
での M2/M1 比の差異 
(2) M2/M1 比と単球の機能解析 
1)の FACS 法により M1/M2 比を解析するとともに、抗体ビーズ法にて末梢血 CD14 陽性細胞を     
分離したのち、LPS(100ng/ml)による刺激を行い、luminex 法による multiplex bead array assay  
を行いサイトカイン、ケモカイン産生能と M1/M2 比との相関解析を行った。 
(3) M2 単球の機能解析 
① FACS を用いたセルソーティングを行い健常者より M2 単球を分離し、M2 単球の TGF-産生能
を ELISA にて測定した。 
② 健常者皮膚線維芽細胞と M2 単球を共培養し皮膚線維芽細胞への線維化促進能を解析した。 
 
４．研究成果 
 
（1）①48 例の SSc 患者および 22 例の健常者
（HC）   末梢血における M2/M1 比を比較した。
平均 M2/M1 比は健常者に比し、SSc 患者において
有意に高かった（図１：3.87 vs 1.47） 
 
(1)②次に M2/M1 比と SSc 病型、自己抗体、臓
器障害の有無（肺高血圧、間質性肺障害、逆流性
食道炎）、皮膚硬化スコア（modified Rodnan 
total skin sthichness score）について関連解
析を行ったが、M2/M1 比との関連は認めなかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
  

図 1   
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(2） 次にビーズ法を用い強皮症患者末梢血より CD14 陽性単球を分離し、LPS100ng/ml にて 24
時間刺激を行い、その上清のサイトカイン、ケモカインを luminex 法により網羅的に測定した。 
 
測定サイトカイン・ケモカインは下記である； 
EGF, Eotaxin, FGF-2, FLT-3L, Fractalkine, G-CSF, GM-CSF, GRO, 2, IFNγ, IL-1α, IL-
1β,IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 (p40), IL-12 
VEGF (p70), IL-13, IL-15,IL-17, IP-10, MCP-1, MCP-3, MDC, MIP-1α, MIP-1β, sCD40L, 
TGFα 
 上記の液性因子のうち monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1)および macrophage 
inflammatory protein-1 alpha (MIP-1と M2/M1 比の相関を認め、M2 単球によるケモカイン産
生の促進が示唆された（図 2） 
 

図 2 
 
 
(3)①さらに FACS を用いたセルソーティングを行い健常者より M2 単球を分離、LPS100ng/ml に
て 24 時間刺激を行い上清の TGF-を ELISA 法にて測定したところ、M2 単球において M1 優位
単球群（CD14 陽性単球から M2 単球を除いた群）と比し、TGF-産生の亢進を認めた（図 3） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 
 
(3)② 最後に健常者皮膚線維芽細胞（promo cell 社）と M2 単球をトランスウエルを用い非接
触型共培養を行い、皮膚線維芽細胞の 1型コラーゲン（COL1A2）および connective tissue growth 
factor （CTGF）の mRNA レベルにおける発現を RT-PCR 法にて解析した。図４のように M2 単球と
の共培養により上記 2遺伝子の発現亢進を認めた。 
 
 
 

ρ=0.43、 p=0.047 
 

ρ=0.49、 p=0.023 
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今後の展望 
 本研究により全身性強皮症患者での M2 単球の優位性および M2 単球のケモカイン産生促
進能および皮膚線維化促進能が明らかとなった。 今後は末梢血 M2/M1 単球の解析では他
の自己免疫疾患と比較しての SSc における M2 単球の優位性や SSc 治療前後の M2/M1 単球比
の推移などそのバイオマーカーとしての有用性を検討する。さらに M2単球機能の解析では
血管内皮細胞などその他の強皮症病態に関連する細胞への M2単球の影響を解析するととも
に、接触培養による皮膚線維芽細胞の線維化促進能の解析など線維芽細胞への作用をさら
に解析していく。 
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