
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）

３２６６６

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

末梢血単球を標的とした強皮症に対する新規治療法の開発

Development of novel strategies for treating systemic sclerosis focusing on 
circulating monocytes

５０２４５４７９研究者番号：

桑名　正隆（KUWANA, Masataka）

日本医科大学・大学院医学研究科・教授

研究期間：

２６４６１４７１

平成 年 月 日現在２９   ５ ２９

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：皮膚や肺など内臓諸臓器の線維化を特徴とする強皮症は、いまだ有効な治療法の確立
していない難治性病態として残されている。強皮症患者にみられる病変を再現したマウスモデルを用いて解析し
たところ、病変出現に先行して組織へのマクロファージの浸潤がみられた。それらのほとんどは、線維化促進効
果が知られているM2サブセットで、その分化に転写因子Fra-1が関わっていた。強皮症患者の末梢血単球でも
Fra-1発現が上昇しており、単球におけるFra-1高発現によりM2マクロファージへの分化が促進され、それらが皮
膚や肺にリクルートされ線維化が誘導される強皮症のメカニズムが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Systemic sclerosis or scleroderma is characterized by excessive fibrosis of 
the skin and other internal organs, and still remains an intractable condition based on lack of any 
effective therapeutics. In this study, we have found that macrophages are recruited to the affected 
organs before development of apparent fibrosis in a mouse model for systemic sclerosis. Macrophages 
detected in the affected organs are primarily fibrogenic M2 macrophages, which are upregulated under
 a control of transcription factor Fra-1. Gene expression of Fra-1 is also increased in circulating 
monocytes derived from patients with systemic sclerosis, compared with those from healthy controls. 
In summary, our results together indicate that upregulated expression of Fra-1 promotes 
differentiation of monocytes into M2 macrophages, which are recruited to the skin and other organs 
affected and promote excessive fibrosis.

研究分野： 膠原病学

キーワード： 強皮症　単球　マクロファージ　肺高血圧症　肺線維症　動物モデル

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 近年の新規治療薬の導入や合併症対策

により膠原病の生命予後は改善したが、い

まだ難治性病態が残されており、その克服

が膠原病診療の大きな課題である。特に、

全身性強皮症（SSc）にみられる線維化、

血管リモデリングに対し、その進行を阻止

する効果が実証された治療法はない。SSc
では、間質性肺疾患による肺線維症と肺動

脈内腔狭小化による肺高血圧症が死因の

半数以上を占め、これら肺病変の克服なく

して予後の改善は望めない。肺高血圧症治

療に導入された選択的肺血管拡張薬の効

果は限定的で、数年の延命が得られるに過

ぎない。したがって、SSc の病態形成機序

に基づいた根治的治療の開発が切望され

ている。 
 肺線維症と肺高血圧症に共通する病態は

肺胞間隔壁および血管壁病的線維化である。

これまでSScの基本病態である線維化を人

為的に制御するための治療標的が模索され

てきたが、有効性が実証された治療法はな

い。例えば、線維芽細胞の活性化因子を標

的とした治療（抗 TGF-β抗体、イマチニ

ブなど）の臨床試験は全て失敗に終わって

いる。このように未だ有効な治療が開発で

きない理由として、SSc 病態（線維化、血

管病変の両者）を的確に再現する動物モデ

ルが存在しないこと、創傷治癒と線維化の

過程を分離させる治療標的の欠如の 2 点が

挙げられる。申請者はこれまでヒト末梢血

CD14+単球の多機能前駆細胞としての生

理的･病的役割に着目し、単球が炎症･免疫

応答だけでなく、間葉系細胞や血管内皮細

胞への分化や多彩な液性因子産生を介して

組織修復、線維化に深く関わることを明ら

かにしてきた。そこで、SSc 病態おける末

梢血単球の役割を追究し、SSc 患者由来末

梢血 CD14+単球が血管内皮前駆細胞とし

て血管障害の進展と密接に関連し、線維芽

細胞への分化や線維化促進因子分泌を介し

て線維化を促進することを明らかにした。

これら研究成果より、｢病変部組織にリクル

ートされた単球が脈管形成･血管新生や線

維芽細胞活性化の上流に位置し、強皮症に

おける血管リモデリングや線維化の初期段

階で重要な働きをする｣という仮説を提唱

した。 

 最近、私たちは転写因子 AP-1 の構成蛋

白 Fra-1 を遺伝子導入により高発現させた

マウス（Fra-1-TG マウス）が 12 週齢を越

えると皮膚および肺（血管、間質）の線維

化を認め、致死的となることを見出した。

本マウスの詳細なフェノタイプを検討した

ところ、SSc 患者にみられる特徴的な病理

変化（皮膚真皮の線維化、肺胞間隔壁の線

維化、肺小〜細動脈内腔狭窄）を自然発症

することから、SSc の病態解析に有用なモ

デルと考えられる。今回、Fra-1-TG マウ

スモデルを用いてSSc病態形成初期の単球

の役割を検討した。 

 
２．研究の目的 

 本研究テーマでは、SSc の新たな治療標

的として末梢血単球に着目し、その線維

化・血管リモデリング進展プロセスにおけ

る役割を新規SSc動物モデルFra-1-TGマ

ウスおよび SSc 患者検体を用いて追究し

た。 

 

３．研究の方法 

1) Fra-1-TGマウス 

 MHCクラスⅠ遺伝子プロモーターコン

トロール下でFra-1を発現させたTGマウス

（C57BL/6 x CBA、F1）および野生型マ

ウスを用いた。さらに、ドキシサイクリン

（Dox）投与によりFra-1発現が誘導される

conditional TGマウス（cFra-1-TGマウス）

を作成した。 

2) 組織学評価 
 マウスより肺組織を採取し、10%ホルマ

リンで固定後にHematoxylin-Eosin染色、

Masson’s trichrome染色を行った。免疫染

色では、抗CD68抗体、抗CD11b抗体（単

球）、抗CD3抗体（T細胞）、抗CD45R/B220

抗体（B細胞）、抗Fra-1抗、抗αSMA抗体、

抗arginase-1（Arg-1）抗体、抗IL-10抗体

を用いた。抗CD68抗体、抗CD206抗体に

加えてTOPROによる核染色を組み合わせ



た蛍光多重染色では、CD68+CD206+細胞

をM1、CD68+CD206-細胞をM2とした。 
3) in vitroでの骨髄単核球からマクロフ

ァージへの分化 

 cFra-1-TGマウス由来の骨髄細胞から比

重遠心法で単核球を分離し、さらにM−CSF

（100 U / ml）存在下で7日間培養した。培

養時にDOX （1.0 μg/mL）添加することで

Fra-1の発現を誘導した。 

4) 遺伝子発現解析 

 培養細胞より全RNAを分離し、定量的

PCRによりM1/M2関連遺伝子（TNFα、

IL12、IL10、12/15lox、fizz1、ym1、arg1

およびβアクチン）の発現を検討した。 
5) SSc患者におけるFra-1発現の検討 

 SSc 患者 44 例および対照の健常人 36 例

の末梢血単核球から磁気ビーズ結合抗

CD14 抗体を用いて単球を分離した。単球

より全 RNA を分離し、定量的 PCR により

AP−1 関連遺伝子（Fra-1、Fra-2、c-Fos、

FosB、c-Jun、JunD、JunB、ATF-2、STF-3、

BATF および GAPDH）の発現を検討した。

mRNA 発現はGADPH との比率で表した。 

 

４．研究成果 

 私たちが見出した転写因子 AP-1 を構成

する Fra-1 を高発現するトランスジェニッ

ク(TG) マウスは皮膚硬化、肺間質の線維

化、肺動脈のリモデリングが 12 ヶ月程度

の経過で緩徐に進行し、間質性肺疾患と肺

高血圧症で死に至る。そこで、まず

Fra-1-TG マウスおよび野生型マウスの肺

組織における単球および T 細胞、B 細胞浸

潤の経時的な変化を免疫組織化学染色によ

り評価した。その結果、Fra-1-TG マウス

では肺間質の線維化や肺動脈の内膜・中膜

の 増 殖 と 肥 厚 、 線 維 化 に 先 行 し て

CD11b+/CD68+のマクロファージの浸潤が

みられた。一方、全期間を通じて T 細胞、

B 細胞の浸潤の程度は Fra-1-TG マウスと

野生型マウスで差はなかった。次に、組織

に浸潤するマクロファージの M1/M2 サブ

セットを調べたところ、Fra-1-TG マウス

で は CD68+CD206+M1 に 比 べ て 、

CD68+CD206-M2 マクロファージが圧倒

的に多く浸潤していた。肺組織における

M2/M1 比を求めると、Fra-1−TG マウスで

野生型マウスに比べて有意に上昇していた

（4.7 ± 0.9 versus 0.2 ± 0.1, P < 0.05）。 

 さらに、単球/マクロファージにおける

Fra-1 高発現が M2 への分化を誘導するか

を追究するため、DOX 存在下で Fra-1 を

発現する cFra-1-TG を作成し、骨髄から単

核球を分離した。マクロファージへの分化

培養系に DOX あるいは対照液を添加した

ところ、両者で M1 関連遺伝子（TNFα、

IL12）の発現に差はなかった。一方、M2

関連遺伝子（IL10、12/15lox、fizz1、ym1、

arg1）の発現は DOX 添加により上昇し、

特に IL10 と 12/15lox の発現増加は顕著で

あった（P < 0.05）。さらに、多重免疫染

色で Fra-1-TG マウスの肺組織で増加して

いる CD68+CD206-M2 マクロファージで

は arg1 の蛋白発現がみられることを確認

した。なお、野生型マウスの肺組織では

CD68+CD206-arg1+M2 マクロファージは

検出されなかった。以上より、単球/マクロ

ファージ系細胞における Fra-1 高発現によ

り M2 マクロファージへの分化が促進され、

それらが皮膚や肺組織にリクルートされ組

織の線維化を促進する機序が明らかとなっ

た。 

 最後に、Fra-1-TG マウスで観察された

M2 マクロファージ偏位の上流で制御して

いるFra-1発現が SSc患者末梢血単球でも

みられるかを検討した。検討した SSc 患者

は女性 41 例（93%）、びまん皮膚硬化型が

18 例（41%）、抗トポイソメラーゼⅠ抗体

陽性 12 例（27%）、抗セントロメア抗体陽

性 19 例（43%）であった。AP−1 関連分子

の発現を網羅的に検索したところ、SSc 患

者では健常人に比べて Fra-1 のみならず

Fra-2、c-Fos、ATF-3 の発現が上昇してい

た（P = 0.00001、0.002、0.0005、0.0009）。

臨床的にはびまん皮膚硬化型の発症早期に

顕著に Fra-1 発現が高く、特に急速に進行

する病初期に単球における Fra-1 発現の重

要性が確認された。 

 以上、モデルマウスおよび SSc 患者での

解析から、単球/マクロファージ系細胞にお



ける Fra-1 高発現により M2 マクロファー

ジへの分化が促進され、それらが皮膚や肺

組織にリクルートされ組織の線維化を促進

する機序が明らかとなった。 
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