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研究成果の概要（和文）：我々は、重症川崎病(KD)を対象に初期治療としてIVIG単独療法とIVIG+シクロスポリ
ンA(CsA)併用療法の有用性を比較する多施設共同医師主導治験を開始した。本研究は、重症KDにCsAを用いた初
期治療前後における血液検体を用いて、IVIGやCsAの作用機序を解明することが目的である。当院で本治験に参
加した患者数が13例となった。これらの患者の血液検体からRNA抽出と血清分離を行い、遺伝子発現量の測定の
準備を行った。また、IVIG有効群、無効群、IVIG＋CsA併用療法有効群、無効群、計11例29時点で、炎症性サイ
トカイン(sIL-2R,IL2,4,6,10,TNF等)の測定を行った。

研究成果の概要（英文）：We started a multicenter physician-led trial to compare the utility of IVIG 
plus cyclosporin A(CsA) combination therapy with the IVIG monotherapy as initial treatment in severe
 Kawasaki disease(KD).  It is a purpose that this study elucidates mechanism of action of IVIG and 
CsA using a blood sample before and after the initial treatment with CsA for severe KD. Thirteen 
cases were enrolled in this trial in our hospital. We conducted RNA extraction and serum isolation 
from the blood sample of these patients and prepared for the measurement of the gene expression 
level. In total, we measured inflammatory cytokine (sIL-2R,IL2,4,6,10,TNF etc.) for 11 cases 29 
points, including IVIG effective cases, resistant cases, IVIG+CsA effective cases, and resistant 
cases.

研究分野： 小児循環器
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１．研究開始当初の背景 
川崎病(KD)は、乳幼児に好発する原因不明

の血管炎症候群であり、我が国では罹患者数
が増加傾向にある。一般に KD の治療にはガ
ンマグロブリン静注療法(IVIG)が用いられ、
冠動脈障害(CAL)の回避に一定の有効性があ
る。しかし、約 20%は、初回 IVIG が無効で、
追加の治療が必要となる、重症 KD である。
当教室の Suzuki らは、T 細胞活性化の細胞
内シグナル伝達経路である Nuclear factor of 
activated T cells (NFAT)経路を抑制するシ
クロスポリン A (CsA)が有効であるとの報告
(Suzuki H. et al. Pediatr Infect Dis J. 2011)
を行った。川崎病急性期治療のガイドライン
（日小循誌 2012）への記載も行われ、現在
では国内外の複数の施設で CsA が用いられ、
良好な治療成績が報告されている。これを受
けて、 2014 年 5 月から、群馬スコア
(Kobayashi T. et al. Circulation. 2006) を用
いて IVIG 不応が予測される重症 KD 患児を
対象として、IVIG 単独療法と IVIG+CsA 併
用療法の CAL 発症阻止の有用性を比較検討
する、多施設共同非盲検ランダム化比較試験
（第Ⅲ層試験）を医師主導治験で開始した。 
 
（川崎病の病態） 一方で、KD の病態は未解
明な点が多く、重症 KD に対して CsA がど
のような免疫応答をもたらしているか不明
である。最近、当教室の Suzuki らは重症 KD
の急性期において、炎症性サイトカインであ
るインターロイキン (IL)-2 の受容体である、
可溶性 IL-2 受容体と IL-6 の血中濃度が有意
に上昇するとの報告をした  (Pediatr Int. 
2010)。ヒトにおける免疫系には、主に、細
胞性免疫と、液性免疫の両者が存在するが、
IL-2 は細胞性免疫を惹起する重要なサイト
カインであり、一方で IL-6 は液性免疫を活
性化させる。すなわち、KD に罹患すると、
体内の免疫系では、細胞性免疫、液性免疫の
活性化の両者が関与していることが考えら
れる（右図）。IL-2 は T 細胞膜表面に存在す
る受容体に結合し、受容体タンパク質と会合
している JAK1/3 が活性化され、細胞内で引
き続き Signal Transducer and Activator of 
Transcription (STAT) 5 の活性化をもたらす。
STAT5 は核内へ移行し、以降の免疫応答を引
き起こす。一方で、IL-6 が細胞膜表面の受容
体に結合すると JAK1/1 が活性化され、引き
続き STAT1/3 が活性化され、核内へ移行し、
転写活性化を引き起こす。すなわち、KD 罹
患児の急性期、治療過程において、フローサ
イトメトリー法 (FCM)で細胞内シグナル伝
達物質として各STATを測定することで各免
疫担当細胞の活性化の状態を把握すること
ができると考える。 
 
（川崎病と遺伝子多型） 一方、KD の宿主因
子 と し て 、 Onouchi ら は inositol 
1,4,5-trisphosphate 3-kinase C (ITPKC)遺
伝子や Caspase-3 (CASP3)遺伝子の一塩基

多型 (SNP)が、KD 罹患感受性、IVIG 反応
性、冠動脈病変(CAL)発症など重症度と関与
すると報告した(Nat Genet.2008, Hum Mol 
Genet.2010)。両遺伝子に SNP が生じて
ITPKC、CASP3 の活性低下を生じ、T 細胞
の NFAT 活性亢進が持続し得る状況となる。
このような状況下では、細胞性免疫に関与す
る IL-2 などの炎症性サイトカインの産生亢
進が持続する。 
 
（先行実験の結果） 本研究の先行実験とし
て、治療抵抗性 KD 病患児の IVIG 前後、CsA
投与前後共に末梢血 T 細胞において、STAT3
の活性化（リン酸化 STAT3）および、STAT3
の遺伝子発現量が有意に低下し（下図）、炎
症性サイトカインのシグナル伝達経路への
影響が確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、IVIG+CsA 併用療法に関する

第Ⅲ相試験に参加する症例に関して、
IVIG+CsA 併用療法施行前後における、①細
胞内シグナル伝達物質の活性化、②各種サイ
トカインの定量、③サイトカイン遺伝子発現
レベルを IVIG 単独治療群と比較検討し、
CsA の作用機序を解明し、さらに、現在、未
解明である重症 KDの病態を解明することを
目的とする。 
 
３．研究の方法 

IVIG+CsA 併用療法に関する第Ⅲ相試験に
参加する重症 KD 患児を対象に、急性期治療
時の末梢血検体を用いて、3 年間で以下の課
題を中心に研究をすすめることとした。 
 
1.フローサイトメトリー法を用いた細胞内
シグナル伝達物質の測定 
対象患児から EDTA 採血を行い、採血後 3 時
間以内に、本学法医学教室に現有する BD 
Accuri™ C6 フローサイトメーターを用い、
細胞表面マーカー（CD3, CD4, CD8, CD16b）
を測定し、T 細胞、B 細胞、好中球の同定を
行う。同時に、BD Phosflow T cell Activation 
Kit を用い、細胞内シグナル伝達物質（STAT1, 
STAT3, STAT5）を染色し、各細胞群での平均
蛍光強度の測定を行う。集積した FCM データ
は、FCM 解析ソフト Flow Jo™を用いて解析を
行う。 
2.炎症性サイトカインの定量 
対象患児の末梢血血清を用い、各種サイトカ
インの定量を行う。小児であり、採血の負担



を軽減するために、フローサイトメーターを
用いて、CBA 法にて定量を行う。この方法に
より、50μlのわずかな血清で一度に最大 30
種類のサイトカインタンパクの定量が可能
である。今回は、IL-1β, 2, 4, 6, 8, 10, 17A, 
TNF, IFN-γのサイトカインを定量する。 
 
3.炎症性サイトカイン・細胞内シグナル伝達
物質の遺伝子発現量の定量 
対象患児の末梢血から、QIAGEN PAXgene® 
Blood RNA kit を用いて RNA を抽出し、本研
究室に現有している Takara Thermal Cycler 
Dice™を用いて realtime PCR 法を行い、STAT1, 
3, 5, IL-1β, 2, 4, 6, 8, 10, 17A, TNF, IFN-
γ, SOCS1, SOCS3, NFATc1, NFATc2 などのサ
イトカインおよび、細胞内シグナル伝達物質
の RNA 定量を行う。 
 
4.ITPKC 遺伝子、CASP3 遺伝子の SNP の有無
の測定 
対象患児から EDTA 採血を行い、末梢血白血
球からの genomic DNA を抽出する。この DNA
を鋳型として ITPKC (rs28493229)を含む 189
塩基および CASP3(rs72689236)を含む 302 塩
基を PCR で増幅した後、キャピラリーシーク
エンサーABI PRISM 310 Genetic Analyzer を
用いてシークエンスし、遺伝子型を決定する。 
 
5.集積されたデータの統合・解析・報告 
これまでに集積された臨床データ、細胞内シ
グナル伝達物質の活性化、各種サイトカイン
の定量結果、サイトカイン遺伝子発現レベル
の測定結果、ITPKC 遺伝子、CASP3 遺伝子の
SNP の有無を統合し、統計学的解析を行う。 
 
４．研究成果 
2016 年 9月時点で、本治験への患者登録が

終了し、当院にて本治験に参加した患者数が
13 例となった。5例が IVIG 単独療法群で、8
例が IVIG+CsA 群であった。これらの患者の
血液サンプルから血清分離を行い、また、RNA
採取用試験管にて血液を凍結保存した。RNA
の抽出、精製を行い、real time RT PCR によ
る細胞内シグナル伝達物質(STAT1,3,5, NFAT
等)の遺伝子発現量の測定の準備を行ってい
る。また、現在、IVIG 有効群、無効群、IVIG
＋CsA 併用療法有効群、無効群、計 11 例 29
ポイントで、炎症性サイトカイン(sIL-2R, 
IL2, 4, 6, 10, TNF 等)の測定を行った。現
在、経時的変化について解析中である。 
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