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研究成果の概要（和文）：Sykファミリーに属するSykならびにZAP70は、B細胞受容体、T細胞受容体、Fc受容体
などのシグナル伝達に関与する分子で、細胞の活性化に必須の役割を担っている。我々は、強皮症のモデルマウ
ス（皮膚硬化型慢性GVHDモデル）を用いて、Syk阻害剤の有効性について検討した。Syk阻害剤の投与にて皮膚硬
化型慢性GVHDの改善がみられ、T細胞およびマクロファージからのサイトカイン産生が抑制された。また、強皮
症患者末梢血B細胞ではSykのリン酸化亢進は認めなかった。以上より、強皮症患者ではSykのリン酸化亢進は認
めなかったものの、強皮症マウスモデルからはSykが治療標的となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Murine sclerodermatous chronic graft-versus-host disease (Scl-cGVHD) is a 
model for human Scl-cGVHD and systemic sclerosis (SSc). Syk is a protein tyrosine kinase that has an
 important role in transmitting signals from a variety of cell surface receptors.This study aims to 
investigate the effect of a Syk inhibitor, R788, on Scl-cGVHD and role of Syk in patients with SSc. 
Allogeneic BMT increased Syk phosphorylation in T, B, and CD11b+ cells. Early administration of Syk 
inhibitor attenuated severity and fibrosis of Scl-cGVHD.  Syk inhibitor also reduced skin mRNA 
expressions of IL-13, IL-17A, and TGF-β1. However,Syk phosphorylation in B cell of SSc patients was
 not increased compared with that of normal control. The current studies suggested that Syk 
inhibitor is a potential candidate for use in treating patients with Scl-cGVHD and SSc.

研究分野： 皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
全身性強皮症は抗核抗体に代表される自己
免疫現象を背景に、皮膚および内臓諸臓器の
線維化、血管病変によって特徴づけられる膠
原病である。全身性強皮症に対する有効な治
療法は未だ確立されておらず、その開発が急
務である。これまでに全身性強皮症の病態に
はB細胞の活性化や分化の異常が示されてい
る（Arthritis Rheum 50:1918-27,2004）。B 細胞
の強力な活性化因子である血清 BAFF 濃度が
全身性強皮症患者において上昇しており、皮
膚硬化の重症度と相関していることが示さ
れている（Arthritis Rheum 54: 192-201, 2006）。
また、全身性強皮症のモデルマウスである
Tight skin (Tsk)マウスの皮膚硬化の進展には
B 細胞の異常活性化が重要であり、B 細胞受
容体（BCR）のシグナル伝達を促進する CD19
分子を欠損させると皮膚硬化の減弱が認め
られる (J Clin Invest 109: 1453-62,2002)。さら
に抗 CD20 抗体による強皮症発症早期からの
B 細胞除去療法が、Tsk マウスの皮膚硬化を
有意に抑制することが示されている（Am J 
Pathol. 169: 954-966. 2006）。Tsk マウスのみな
らず、Bleomycin 誘導性強皮症モデルマウス
や  Sclerodermatous-choronic GVHD 
(Scl-cGVHD)マウスにおいても、B 細胞がそ
の病態形成に重要な役割を果たしているこ
とが明らかとなっていることより、B 細胞を
標的とした治療法が全身性強皮症に有効で
ある可能性が推測される。 
B 細胞は抗体産生のみならず、抗原提示能
やサイトカイン産生、T-B 細胞相互作用を
有しており、自己免疫反応を促進すると考
えられてきた。しかしながら近年、B 細胞
の中には自己免疫反応を抑制する作用を有
する細胞集団も存在することが明らかとな
ってきた。このように B 細胞は均一な細胞
集団ではなく、“悪玉”と“善玉”の 2 つに分
けることができる。“悪玉”B 細胞は effector 
B 細胞と呼ばれ、T 細胞の活性化作用をも
ち、自己免疫や炎症を促進する働きがある。
一方、“善玉”B 細胞は自己免疫や炎症を抑
制 す る 働 き が あ る (Nature Reviews 
Immunology. 10: 236-247 2010)。自己免疫性
疾患である多発性硬化症のマウスモデルで
あ る Experimental autoimmune 
encephalomyelitis (EAE)の発症前に抗 CD20
抗体を用い B 細胞を除去すると EAE がよ
り重症化し、EAE 発症後に B 細胞を除去す
ると症状が改善する（J Clin Invest. 118: 
3420-3430, 2008）。発症前の B 細胞除去が重
症化をもたらす機序は、炎症を抑制する
regulatory B 細胞が除去されたからであり、
EAE の早期では regulatory B 細胞が effector 
B 細胞よりも優位な状態であると考えられ
る。一方、EAE 後期では effector B 細胞が
regulatory B 細胞よりも優位な状態である
ことが考えられる。以上より effector B 細
胞と regulatory B 細胞のバランスが自己免
疫の病態形成に非常に重要であり、全身性

強皮症においても例外でない。実際
Scl-cGVHD マウスにおいて、effector B 細胞
は病勢を悪化させることが示されている 
(Biol Blood Marrow Transplant 16:1222-1230. 
2010)。 
 
２．研究の目的 
Syk (Spleen tyrosine kinase) は，血液・免疫系
の組織に発現する非受容体型チロシンキナ
ーゼで B 細胞の分化に重要な役割を担って
いる。Syk は、B 細胞受容体（BCR）のすぐ
下流に位置し BCR を介したシグナル伝達に
おいて中心的な役割を果たすため、Syk の欠
如は、BCR シグナル伝達が遮断され B 細胞の
分化がプレB細胞への移行段階でストップす
る。また BCR によるシグナル伝達は、B 細胞
の抗体産生細胞への分化・増殖までを含む幅
広いＢ細胞応答を制御する重要な調節点で
ある。Syk には 10 カ所の自己リン酸化部位
があり、それぞれの生理的役割が既に明らか
にされている。近年、Syk を特異的に阻害す
る経口薬剤（Fostamatinib：R788）が開発され、
現在米国で関節リウマチのフェーズⅢの治
験中である。また B 細胞リンパ腫、前骨髄球
性白血病や自己免疫疾患（特発性血小板減少
性紫斑病）の病態への関与も報告されている。 
本研究は、強皮症モデルマウスに Syk 阻害剤
を投与し、皮膚硬化の進展が抑制されるかを
検討する。さらに強皮症患者 B 細胞における
Syk の過剰発現の有無も解析し、将来の強皮
症治療への応用の可能性について検討する。 
 
３．研究の方法 
（1）Scl-GVHD モデル 
レシピエントとして、BALB/c (H-2d)マウスな
いしは CD19 欠損 BALB/c (H-2d)マウスを使
用した。ドナーとして、B10.D2 (H-2d)マウス
ないしはCD19欠損B10.D2 (H-2d)マウスを使
用した。B10.D2 マウスから骨髄細胞(10x106

細胞)と脾臓細胞(10x106 細胞)を採取し、800 
cGy 照射された BALB/c (H-2d)マウスに骨髄
移植し、皮膚硬化型慢性 GVHD を誘導した。
なお、本プロトコールは金沢大学学際科学実
験センター実験動物研究施設の研究計画と
して承認を受けている。 
（2）Syk 阻害剤による治療  
Syk 阻害剤として R788 を使用した。R788 は 
30mg / kg を経口にて移植後 14 日から 42 日
まで投与した。Control group は蒸留水を投与
した。  
（3）GVHD スキンスコア 
以下のスコアリングシステムを用いた。 
スコア 0=正常、スコア 1= 皮膚病変<1cm2,ス
コア 2= 皮膚病変 1-2cm2, スコア 3= 皮膚病
変 2-5cm2, スコア 4= 皮膚病変 5-10cm2, スコ
ア 5= 皮膚病変 10-15cm2,スコア 6= 皮膚病変
15-20cm2, スコア 7= 皮膚病変>20cm2。尻尾
の皮膚病変は 0.4、耳や手足の皮膚病変を 0.3
とし、すべての合計点で示した。  
（4）病理組織学的検討 



皮膚病変は H&E 染色、Masson’s trichrome 染
色にて評価した。病理組織学的スコアは
epidermal morphology, dermal fibrosis, 
inflammation, subdermal fat, skin appendage 
number をそれぞれ 0-2 で評価した。 
（5）皮膚組織 mRNA 解析 
皮膚組織から mRNA を抽出し、 real-time 
RT-PCR にて遺伝子ｍRNA を解析した。 
（6）末梢血中における phospho Syk 解析 
末梢血中のリンパ球を分離し、刺激後、抗
phospho Syk 抗体で染色し、FACS にて解析し
た。 
（7）統計 
全てのデータは平均±標準誤差 (SEM)で示し
た。有意差検定は Student’s t test を使用した。 
 
４．研究成果 
(1) 皮膚硬化型慢性 GVHD モデルにおける
Syk の活性化 
皮膚硬化型慢性 GVHD モデルマウスで Syk
が活性化されているかを、抗リン酸化 Syk 抗
体を用いて FACS にて解析した。GVHD マウ
スの T 細胞、B 細胞、マクロファージにおい
て、Syk のリン酸化が亢進していた（図１）。 

(2) 皮膚硬化型慢性 GVHD に対する Syk 阻
害剤の効果 
Syk 阻害剤の有効性を調べるために皮膚硬化
型慢性 GVHD モデルマウスに、移植 14 日後
より Syk 阻害剤を投与した。Syk 阻害剤投与
群ではコントロール群と比べ有意にスキン
スコアの改善が見られた（図 2）。また、線維
化をマッソントリクローム染色で評価した
ところ、皮膚および肺の線維化も Syk 阻害剤
投与群において有意に改善した（図 2）。 
(3) サイトカイン産生能に対する Syk 阻害剤
の効果 
次に T 細胞、B 細胞、マクロファージのサイ
トカイン産生能に対する、Syk 阻害剤の効果
を解析した。T 細胞は TNF-α、IL-13、IL-17
を、B 細胞は IL-10 を、マクロファージは IL-6
を、細胞内サイトカイン染色にて評価した。
T 細胞においては、TNF-α 産生の変化はみら
れなかったが、線維化を促進するサイトカイ
ンである IL-13、IL-17 の産生が Syk 阻害剤投
与群において低下していた。 
一方、B 細胞の IL-10 産生は不変であった。 

マクロファージでは、IL-6 産生が Syk 阻害剤
投与群において低下した。 
(4) T 細胞・マクロファージ活性化に対する
Syk 阻害剤の効果 
細部分裂能の解析には CFSE 染色による
proliferation assay を使用した。Syk 阻害剤は
CD4 ならびにマクロファージの細胞分裂を
阻害した。 
(5) Syk 阻害剤の皮膚硬化型慢性 GVHD モデ
ルの皮膚におけるサイトカイン発現定量に
対する効果 
皮膚から RNA を抽出し、real-time PCR を行

った。TNF-α mRNA 発現は不変でが、IL-6, 

IL-13, IL-17、TGF-β1 mRNA 発現が Syk 阻害

剤により有意に抑制された（図 3）。 

 

 

 

 



(6) 強皮症患者皮膚における Syk の発現解析 
健常人、強皮症患者皮膚組織における Syk の
発現解析を行ったが、いずれの組織において
も Syk の発現は認められなかった。 
(7) 強皮症患者末梢血 B 細胞における
phospho Syk の解析 
全身性強皮症患者末梢血B細胞で Sykが活性
化されているかを、抗リン酸化 Syk 抗体を用
いて FACS にて解析した。強皮症患者末梢血
B 細胞の Syk のリン酸化は健常人と比べ亢進
は認めなかった（図 4）。 
 

(8) まとめ 
皮膚硬化型慢性 GVHD モデルの T 細胞、B
細胞、マクロファージにおいて Syk のリン酸
化が亢進していることより、Syk が治療のタ
ーゲット候補となることが明らかとなった。
さらに Syk 阻害剤の投与により皮膚硬化型慢
性 GVHD モデルが改善した。その作用機序と
しては、2 つの経路が明らかとなった。まず、
１つ目は、T 細胞ならびにマクロファージの
サイトカイン産生に対する阻害作用である。
２つめはT細胞ならびにマクロファージの活
性化阻害作用である。B 細胞の Syk の活性は
見られたが、Syk 阻害剤の B 細胞を介した抑
制機序は明らかではなかった。一方、全身性
強皮症患者末梢血B細胞の Sykのリン酸化は
健常人と比べ亢進は認めなかった。 
以上より、全身性強皮症患者末梢血 B 細胞で
は Syk のリン酸化亢進は認めなかったものの、
強皮症マウスモデルにおいて Syk は重要な役
割を有しており、Syk が治療標的となる可能
性が示唆された。 
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