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研究成果の概要（和文）：iPS細胞技術を用いて川崎病におけるIVIG不応の病態を解明することを目的とした。川崎病
患者4例から体細胞を採取しiPS細胞を作製し、血管内皮細胞(ECs)へ誘導した。RNA-seq解析を用いて、IVIG反応例由来
ECs 2例、IVIG不応例由来ECs 2例の比較解析を行ったところ、chemokine XがIVIG 不応例由来ECsで有意に高発現であ
った。GSEA解析では、IL-6関連遺伝子群がIVIG 不応例由来ECsにおいて高発現であり、IVIG不応の病態への関与が示唆
された。白血球の遊走に関連しているchemokine Xは、IVIG不応の病態に関連している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Objective: This study clarifies the mechanisms of IVIG resistance in Kawasaki 
disease (KD) using an iPSC disease model.
Methods and Results:Dermal fibroblasts or PBMNCs from two IVIG-resistant and two IVIG-responsive KD 
patients were reprogrammed by the episomal vector-mediated transduction of reprogramming factors. KD 
patient-derived iPSCs were differentiated into ECs (iPSC-ECs). The gene expression profiles of iPSC-ECs 
generated from IVIG-resistant and IVIG-responsive KD patients were compared by RNA-sequencing analyses. 
We found that the expression of chemokine X was significantly up-regulated in iPSC-ECs from 
IVIG-resistant KD patients. Additionally, GSEA revealed that gene sets involved in IL-6 signaling were 
also up-regulated.
Conclusions:Our mechanistic analyses suggest that chemokine X, which plays a role in leukocyte 
transmigration, is a candidate key molecule for IVIG resistance. They also indicate that up-regulation of 
IL-6 related genes may be involved in this pathogenesis.

研究分野：小児循環器・川崎病

キーワード： 川崎病　iPS細胞　IVIG不応
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１．研究開始当初の背景 

川崎病は乳幼児に好発する血管炎症候群

であり、いまだ原因不明である。世界中の 60

以上の国・地域から報告されているが、わが

国ほど高い罹患率を示す国・地域は他にはな

い。無治療の場合、約 25%の割合で冠動脈病

変を合併するが、ガンマグロブリン超大量療

法(IVIG)により冠動脈病変合併頻度は 3-10%

へ減少した。一方、15-20%の割合で IVIG に

より解熱しない IVIG 不応例が存在し、冠動

脈病変を高率に合併する。 

 川崎病急性期の病態は、免疫系の過剰な活

性化を特徴とし、炎症性サイトカインおよび

ケモカインの上昇を伴う。これまでに、IL-6, 

IL-8,TNF-α をはじめとした炎症性サイトカ

イン、ケモカインが川崎病急性期の末梢血中

で上昇していることが報告されてきた。一方、

末梢血単核球(PBMNC)がこれら chemical 

mediator の主要な産生源であるかは解明さ

れていなかった。 

 申請者らは、急性期川崎病患者 PBMNC を用

いてマイクロアレイ解析、定量 PCR 解析を行

い、自然免疫関連分子が急性期川崎病の病態

に深く関与していることを発見した(Ikeda K, 

et al. 2010)。一方、サイトカイン遺伝子の

発現上昇は認められず、炎症性サイトカイン

の産生源がPBMNCではない可能性が示された。 

炎症性サイトカインの産生源が血管内皮

細胞である可能性を考え、自然免疫受容体

ligand によりヒト冠動脈内皮細胞を刺激し

たところ、ICAM-1の発現が有意に上昇しIL-8

の産生が著明に亢進した。さらに、自然免疫

受容体 ligand(合成 Nod1 ligand)の投与によ

り川崎病類似冠動脈炎マウスモデルの開発

に成功した(Nishio H, Ikeda K, et al. 2011)。 

 一方、川崎病は疫学的に季節性や流行性が

あることから、病因として病原性微生物の関

与が強く疑われている。しかし、川崎病患者

の咽頭、便検体について、次世代シークエン

サーによりウイルス、細菌の両面から解析が

行われているが、いまだ原因特定には至って

いない。さらに、ヨーロッパ諸国に比較して

日本での罹患率が10-20倍と非常に高い疫学

的な特徴からも、川崎病の発症には宿主側の

要因も関与していることが示唆されている。 

IVIG 不応予測スコアにより初期治療を層別

化した研究でも、治療前の遺伝子発現プロフ

ァイリングにおいて多様性を認めており

(Ogata S, et al. 2009)、宿主側の要因の関

与が示唆された。 

 そこで申請者は、川崎病の治療戦略を考え

る上で重要課題である IVIG 不応のメカニズ

ムを解明するにあたり、既存の川崎病類似血

管炎マウスモデルや、正常ヒト血管組織を用

いた研究も考慮したが、宿主側の要因が加味

されず不十分であると判断した。 

一方、簡便な遺伝子操作にて体細胞から作

製可能な多能性幹細胞であるiPS細胞がヒト

においても開発され（Takahashi, K. et al. 

2007）、難治性疾患の患者体細胞より発症に

関与する遺伝情報を有する「疾患特異的 iPS

細胞」を樹立し、罹患細胞種に分化させるこ

とによって、病態を模倣する疾患モデルを作

製し、詳しい病態解析や治療薬の探索を行う

「疾患モデル作製研究（Disease modeling）」

が盛んに行われている。 

この iPS 細胞技術を用いることにより、患

者の遺伝情報を有する川崎病血管炎モデル

を作製することで、宿主側の要因の観点から

も、IVIG 不応のメカニズムの解明が可能とな

り、病態関連分子の探索から新規治療標的分

子の同定につながるとの着想に至り、平成 24

年 5月から京都大学 iPS細胞研究所へ出向し、

iPS 細胞技術を用いた川崎病の病態解明を目

指す研究に着手した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、IVIG 反応例および不応例川崎

病患者の皮膚組織もしくは血液からiPS細胞

を樹立し、血管、免疫細胞に分化させること



により、新規の疾患モデルの構築を行う。さ

らに、作製された血管、免疫細胞の遺伝子発

現解析を行い、IVIG 不応例の細胞において特

異的な発現を示す病態関連分子を探索する。

得られた候補分子について、in vitro と in 

vivo の実験系、臨床検体などを用いた検証を

行うことによって、新規の治療標的分子を同

定することを目的とする。 

 
３．研究の方法 

1)疾患特異的 iPS 細胞の樹立、および樹立

した iPS 細胞株の評価 

 IVIG 反応患者 2例および不応川崎病患者 2

例から皮膚組織または末梢血T細胞を採取し、

エピソーマルベクターを用いて初期化因子

（OCT3/4, SOX2, KLF4, L-MYC, LIN28, p53 

shRNA の 6 因子）を導入することにより、疾

患特異的 iPS 細胞を樹立した。樹立した iPS

細胞株の評価は、(1)ゲノム integration の

解析、(2)OCT3/4 や NANOG などの未分化マー

カーの発現、(3)胚様体形成法(EB 法)及び奇

形腫(Teratoma)形成法にて三胚葉への分化

能の評価、(4)罹患細胞種である血管内皮お

よび単球への分化誘導効率、の4点を行った。 

2)川崎病特異的 iPS 細胞から分化誘導し

た罹患細胞種を用いた病態関連分子の探索 

 IVIG 反応および IVIG 不応川崎病患者 iPS

細胞および健常日本人iPS細胞由来の血管内

皮細胞、単球のマイクロアレイによる遺伝子

発現の比較解析を行った。そして、IVIG 不応

川崎病患者iPS細胞由来の血管内皮細胞およ

び単球にて発現が特異的に変化している分

子を同定した。IVIG 反応川崎病 2症例、不応

2 症例、健常日本人 7 名に由来する iPS 細胞

について解析を行うが、各症例においても複

数の細胞株で共通する分子を選択した。 

 
４．研究成果 

研究対象は、IVIG 反応川崎病 2 例、IVIG

不応川崎病 2例とした。患者由来の皮膚線維

芽細胞もしくは末梢血T細胞にエピソーマル

ベクターを用いて初期化 6 因子を導入し iPS

細胞を作製することが可能だった。 

 次に、川崎病患者由来 iPS 細胞における未

分化マーカーの発現を確認した。OCT3/4, 

Sox2, Nanog などの核内転写因子、SSEA-4, 

TRA1-60, TRA1-81などの細胞表面抗原が同定

され、川崎病患者由来 iPS 細胞が未分化状態

であることを確認した。  

 さらに、胚様体形成法にて三胚葉への分化

能を確認した。外胚葉、中胚葉、内胚葉のマ

ーカーである TUJ-1, alpha SMA, SOX17 を用

いることにより、川崎病患者由来iPS細胞が、

外胚葉、中胚葉、内胚葉へ分化しており、多

分化能を有することを確認した。 

 樹立した川崎病患者由来iPS細胞を既存の

方法により血管内皮細胞へ分化誘導を行っ

た。フローサイトメトリーにより、

VE-vadherin 陽性, Flk-1 陽性の血管内皮細

胞が 7.6%の割合で誘導され、免疫染色にて

CD31 陽性細胞を確認した。その結果、川崎病

患者由来iPS細胞は血管内皮細胞へ分化誘導

可能と判断した。 

 川崎病患者由来iPS細胞を既存の方法によ

り単球へ分化誘導を行った。フローサイトメ

トリーにより、CD45 陽性、CD14 陽性の単球

が 82.5%と高効率に誘導されており、メイギ

ムザ染色では、胞体の大きい、核に切れ込み

のある単球が観察された。 

 さらに、誘導した単球の機能解析を行った。

誘導した単球を LPSや ATP により刺激を行っ

たところ、IL-8,IL-6, TNFalpha の分泌が上

昇しており、反応性のサイトカイン分泌能を

示した。 

 以上から、川崎病患者由来 iPS 細胞の樹立

と樹立した株の評価が完了し、研究施行に耐

えうると判断した細胞株を用いてRNA-seq解

析を行う方針とした。 

 RNA-seq 解析のプロトコールは以下の通り

とした。健常コントロール由来血管内皮細胞 

7 例、IVIG 反応例, responder 由来血管内皮



細胞 2 例、IVG 不応例, non-responder 由来

血管内皮細胞 2 例を対象とし、健常コントロ

ール対川崎病 4 例（平均）、健常コントロー

ル対 IVIG non-responder、IVIG responder

対 non-responder で比較検討した。 

 iPS 細 胞由来血管内皮細胞につい

て、 principal component analysis：PCA 解

析（主成分分析）を行った。PCA 解析は、多

くの変数を持つデータに対して、より少ない

変数に縮約することにより、データの特徴を

より際立たせる方法。健常コントロール群、

IVIG responder 群、IVIG non-responder と

それぞれ独立した分布を示しており、3 群と

も異なった遺伝子発現の特徴をもつことが

示された。 

 次に、クラスター解析を行った。IVIG 

responder 群と non-responder 群はやや似通

った遺伝子発現パターンを示していますが、

健常コントロール群と川崎病群（4 例全体）

で比較すると、異なる遺伝子発現パターンを

示しているのがわかった。 

 iPS 細胞由来血管内皮細胞について 2 倍以

上発現が上昇もしくは減少する遺伝子につ

いて検討した。健常コントロール群に比較し

て川崎病 4例で遺伝子発現が 2倍以上増加し

ている遺伝子数は 58, 健常コントロール群

と non-responder 群では 127 遺伝子、IVIG 

responder 群と non-responder 群での比較で

は 101遺伝子の発現が up-regulate していた。 

 iPS 細胞由来血管内皮細胞における gene 

ontology(GO)解析を行った。GO 解析は、どの

ような機能を持った遺伝子が多いかを解析

する方法である。健常コントロール群に比較

して川崎病4例全例において統計学的に有意

な遺伝子群を検討した。上位に抽出された遺

伝子は、プロテオグリカン、コラーゲンに関

連する遺伝子であり、炎症に関連するものは

認められなかった。 

 健常コントロール群とIVIG non-responder

群を比較した GO 解析では、血管発生や細胞

の接着に関連した遺伝子群が上位に抽出さ

れ、高い有意差も示していた。また上位に位

置する遺伝子としては、遺伝子名を伏せたが、

chemokine X は白血球の走化性に関連してお

り、MMP-2 は、川崎病冠動脈瘤組織に高発現

であることが報告されている。 

 IVIG responder 群と non-responder 群を比

較した GO 解析では、細胞の接着に関連する

遺伝子群が最も上位に位置していた。また、

白血球の走化性に関連する chemokine X が

IVIG responder 群に比較して non-responder

群で有意に高発現であることが示された。 

 次に Gene Set Enrichment Analysis（GSEA

解析）を行った。GSEA 解析は、今回行った

RNA-seq 解析の結果に最も近い解析データを

過去のデータベースから探し出す解析方法

である。その結果、データベースに登録され

ている IL-6 関連遺伝子群（遺伝子セット）

が IVIG non-responder 群において高発現で

あることが示された。 

 また、IVIG responder 群と non-responder

群を比較した GSEA 解析では、NRAS といった

膵癌などの消化器癌関連遺伝子や乳癌など

の他のマイクロアレイ解析の結果とも今回

の解析結果が類似していることが示された。 

IVIG 不応川崎病患者における血清 IL-6 濃

度の高値は既に報告されている。本研究の結

果から、iPS 細胞由来血管内皮細胞における

IL-6 関連遺伝子セットの発現亢進は、IVIG

不応川崎病の病態に関与していることが示

唆された。 

 また、chemokine X は白血球、血管内皮細

胞などに発現しており、白血球の遊走を制御

していることも既に報告されている。 IVIG

不応例、重症例では著明な炎症細胞浸潤が認

められ、白血球から炎性サイトカイン産生が

誘導されることからも、chemokine X は IVIG

不応の病態に関連する key molecule である

可能性が示唆された。 

 結論として、血管内皮細胞における IL-6



関連遺伝子群の発現の変動は、IVIG 不応の病

態に関連している可能性が示唆された。さら

に、白血球の migration に関連している

chemokine X は、IVIG 不応の病態や川崎病の

重症度に関連している可能性が示唆された。 
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