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研究成果の概要（和文）：本研究では、SLEにおけるるIRF7とIRF8の役割をプリスタン誘発性SLEモデルマウスを
用いて検討した。IRF7欠損マウスは野生型マウスと同程度に糸球体腎炎を発症したが、自己抗体の産生は認めら
れなかった。IRF8欠損マウスでは、自己抗体の産生はみられず糸球体腎炎も軽減した。野生型、IRF7欠損マウス
においては腹腔内、腎臓等に炎症性単球が浸潤しており、炎症性サイトカインを産生していたが、IRF8欠損マウ
スでは浸潤がみられなかった。自己抗体の産生にはI型IFN経路が、糸球体腎炎等の臓器障害には炎症性単球由来
のNF-κB経路依存性の炎症性サイトカインが重要な役割を果たしていることが考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the role of IRF7 and IRF8 in the pathogenesis
 of SLE using a mouse model of SLE induced by pristane. SLE was chemically induced into IRF7 
knockout (KO) mice and glomerulonephritis were observed after 10 months. However, these mice failed 
to produce autoantibodies. In contrast, following the chemical induction, IRF8KO mice showed no 
production of autoantibodies along with reduced glomerulonephritis. We found that inflammatory 
monocytes were recruited into the peritoneum as well as the kidney in wild-type and IRF7KO mice but 
not in IRF8KO mice after pristane injection. These inflammatory monocytes produced proinflammatory 
cytokines such as IL-6 and TNF-α, suggesting that they contribute to tissue damage. Our study 
suggests that type I IFN pathway seems critical for the autoantibody production but NF-κB-dependent
 proinflammatory cytokines produced from inflammatory monocytes are sufficient for the development 
of glomerulonephritis in this model. 

研究分野： 皮膚免疫学

キーワード： SLE　IRF　type I IFN　NF-kB

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
(1)免疫反応/免疫寛容のメカニズム 

中枢性免疫寛容で排除しきれなかった自己

反応性 T細胞は末梢に存在し、末梢性免疫寛

容メカニズムで制御される。末梢性免疫寛容

が破綻すると自己免疫疾患が発症すること

が知られている。我々は末梢性免疫寛容のメ

カニズムを解明するために、自己抗原として

の chicken ovalbumin (OVA)を末梢組織（皮

膚）に発現させた K14-OVA トランスジェニッ

クマウス (Tg) を作成した 1,2。 MHC class I

拘束性に OVAを認識する T細胞受容体を過剰

に発現させた OT-I マウスを用いることによ

り、K14-OVATg マウスの自己抗原（OVA）に対

する免疫反応、免疫寛容を惹起することが可

能である。我々はこれらのマウスを用いて、

IL-153、OVA ペプチド 4,5、double negative 

regulatory T 細胞 6が自己免疫反応／免疫寛

容を制御することを報告した。 

 (2)免疫反応／免疫寛容を制御する転写因

子としての IRF 転写因子 

上述のように我々はK14-OVATgマウスを用い

て、IL-15 が免疫寛容を破綻させて自己免疫

反応を引き起こす重要なサイトカインであ

ることを明らかにした 3。我々は次に、免疫

反応／免疫寛容のチェックポイントに関わ

る因子を分子レベルで明らかにすることに

した。そこで IL-15 を添加した OT-I 細胞の

培養系を用いて、免疫反応と免疫寛容を生じ

る培養条件下での遺伝子発現をマイクロア

レ イ で 比 較 し 、 Interferon regulatory 

factor (IRF)8 が候補遺伝子の１つであるこ

とを見出した 7。 

(3)IRF が発症に関与していると考えられる

自己免疫疾患 

以上のような免疫系における重要な役割を

反映して、IRF の遺伝子多型が特定の自己免

疫疾患の発症に関係していることが明らか

となってきた。例えば IRF5、IRF7 の遺伝子

多型は全身性エリテマトーデス(SLE)の発症

と深く関わっていることが報告されている。

また IRF8 の遺伝子多型は SLE および

multiple sclerosisの発症と関わっているこ

とも最近になって報告された。しかしこれら

のIRF転写因子が具体的にどのように自己免

疫疾患の発症に関与しているかについては

あまり分かっていない。従来より SLE の発症

には IFN-が重要な役割を果たしていること

がよく知られていた。SLE は、自己の細胞の

核成分に対する免疫寛容が破綻し、自己抗体

（抗核抗体）が産生されることで発症する。

IRF は IFN-の重要な転写制御因子であるこ

と、IRF5、7、8の遺伝子多型が SLE と関係し

ていることが示唆されていることより、SLE

の発症にIRFが必須の役割を果たしている可

能性がある。IRF5 の SLE における役割につい

ては、B 細胞での IgG の class switching に

関与しているとする報告があるが、IRF7、

IRF8 についての報告は調べ得た限り認めら

れなかった。 

 
２．研究の目的 
我々はプリスタン誘発性SLEモデルマウスを

用いて IRF7、IRF8 の役割を明らかにするこ

とにした。プリスタン誘発性 SLE モデルマウ

スは確立されたモデルで、ヒト SLE にみられ

る I型 IFN signature を模倣できる唯一のモ

デルである。野生型マウスにプリスタンを腹

腔内投与すると、約 10 ヶ月の経過の後に糸

球体腎炎、自己抗体の産生、関節炎等がみら

れ、ヒトの SLE に類似した症状を呈する。本

研究では、IRF7 ノックアウト(KO)マウスと

IRF8KO マウスにプリスタンを投与すること

により、自己抗体の産生や糸球体腎炎がみら

れるかどうかをまず検討することにした。次

いで、野生型マウスと異なる臨床症状がみら

れた場合、IRF7、IRF8 がどのようなメカニズ

ムを介してその病態形成に関与しているか

を検討することを目的とした。 

 
３．研究の方法 



野生型 (C57BL/6) マウス、IRF7KO マウス、

IRF8KO マウスにプリスタンの腹腔内投与を

行った。2 週間後に摘出した脾臓より RNA を

抽 出 し real-time PCR を 施 行 し 、

IFN-inducible genes（Mx1、MCP-1、IP-10 等）

の発現をみることで、I 型 IFN の産生の有無

を確認した。さらにプリスタン投与 2週間後

に採取した血清を用いて、ELISA 法により炎

症性サイトカイン（IFN-、IFN-、TNF-、

IL-6 等）の濃度を 3系統のマウスで比較検討

した。SLE 患者ではアポトーシスの制御に異

常をきたしていることが報告されているこ

とより、野生型マウス、IRF7KO マウス、IRF8KO

マウスにおけるアポトーシスの制御につい

て検討した。具体的な方法としては、プリス

タンあるいは PBS を投与した後、2 日あるい

は2週間経過したマウスの腹水を採取し遠心

分離した後に peritoneal exudate cell を回

収した。回収した細胞を抗 active-caspase 3

抗体、抗 Annexin V 抗体/PI で染色し、flow 

cytometer で解析することで、これらの抗体

に陽性となるアポトーシス細胞の割合を3系

統のマウスで比較した。また in vitro の実

験系でも同様の実験を行った。3 系統のマウ

スより分離した新鮮な peritoneal exudate 

cell とプリスタンを共培養した後、細胞を

回収し、抗 active-caspase 3 抗体、抗 Annexin 

V 抗体/PI で染色した後 flow cytometer で解

析した。 

さらに臨床症状を解析するために、プリスタ

ン投与後 10 ヶ月経過した後に、3系統のマウ

スの尿、血清、腎臓を採取した。腎障害の程

度を定量するために、尿検査を施行し、腎臓

の病理組織検査および蛍光抗体直接法を施

行した。すなわち、尿試験紙を用いて尿蛋白

の程度を定量し、腎臓をパラフィン包埋し

H&E 染色を行うことで、糸球体の障害の程度

を定量し、マウス間で比較した。もう一方の

腎臓は凍結切片を作成し、蛍光抗体直接法で

免疫グロブリン、補体の沈着の有無を観察し、

スコアを用いて定量した。自己抗体の産生の

有無はプリスタン投与 10 ヶ月後の血清を用

いて検討した。3系統のマウスの血清をHep-2

細胞を用いた蛍光抗体間接法でスクリーニ

ング的に抗核抗体の産生の有無をしらべ、さ

らに抗核抗体、抗 Sm 抗体、抗 RNP 抗体、抗

ssDNA 抗体、抗 dsDNA 抗体の有無を ELISA 法

を用いて検討した。 

 
４．研究成果 

我々はまず I型 IFN の master regulator で

ある IRF7 に焦点をあて、プリスタン誘発性

SLEモデルマウスを用いて、SLEにおけるIRF7

の役割を検討した。IRF7KO マウスにプリスタ

ンを投与すると、野生型マウスと同様に糸球

体腎炎は認められたが、血清中の自己抗体は

検出されず、自己抗体の産生と糸球体腎炎の

発症の間に解離がみられた。すなわち IRF7KO

マウスにおいても、プリスタン投与 10 ヶ月

後には、尿蛋白が検出されるとともに、蛍光

抗体直接法にて腎糸球体にIgGの沈着が認め

られたが、ELISA 法にて血清中の抗核抗体、

抗 dsDNA 抗体、抗 ssDNA 抗体、抗 Sm 抗体、

抗 RNP 抗体は検出できなかった。また Hep-2

細胞を用いた蛍光抗体間接法においても、

IRF7KO マウスの血清中には、抗細胞質抗体を

含めたいかなる抗体も検出できなかったこ

とより、腎における IgG の沈着は炎症後に二

次的に生じている可能性が考えられた。プリ

スタン投与２週間後の脾臓を用いて

real-time PCR を施行すると、野生型マウス

では IFN-stimulated genes の発現の上昇は

認められるが、IRF7KO マウスでは認められな

かった。これは IRF7 が I型 IFN の master 

regulator である事実に合致し、IRF7 を介す

る I型 IFN pathway が自己抗体の産生に重要

な役割を果たしている可能性を示唆するも

のである。ところが NF-κB target genes の

発現は、野生型マウスと IRF7KO マウスで同

程度に認められたことより、inflammation に

中心的な役割を果たす NF-B pathway の活性



化は、IFN pathway とは無関係に起こってお

り、臓器障害に関与している可能性が示唆さ

れた。これを検証するために、IRF7KO マウス

に NF-B 阻害剤を投与した上で、プリスタン

により SLE を誘発したところ、尿蛋白は著明

に減少したことより、NF-B pathway が糸球

体腎炎の発症に関係していることを証明で

きた。さらに我々は、IRF7KO マウスにプリス

タンを投与することで SLE を誘発すると、高

ガンマグロブリン血症は正常に起こるが、自

己抗体（抗核抗体）の産生のみが障害されて

いることを明らかにした。以上の研究成果は

国際英文雑誌に発表した 8。 

一方、IRF8KO マウスにプリスタンを投与する

と、血清中の自己抗体は検出されず、糸球体

腎炎も軽減したことより、IRF8KO マウスは

SLE を発症しないようである。すなわちプリ

スタン投与 10 ヶ月後に、尿蛋白はほとんど

検出されず、蛍光抗体直接法にて腎糸球体に

IgG の沈着も認められなかった。また Hep-2

細胞を用いた蛍光抗体間接法においても、

IRF8KO マウスの血清中には抗核抗体は検出

できなかった。IRF8 は I型 IFN の転写に関与

するだけでなく、TNF- /IL-6/IL-12 の転写

にも関与しており、TNF-/IL-6/IL-12 は

NF-B の target gene でもあるためであると

考えられる。我々の研究結果によると、野生

型、IRF7KO、IRF8KO マウスのすべての系統に

おいて、プリスタンによりアポトーシスが誘

導されることより、抗原となる核成分はいず

れの系統においても同程度に存在している

と考えられる。興味深いことに、プリスタン

投与後 2週の野生型、IRF7KO、IRF8KO マウス

の腹腔内細胞の組成をしらべると、野生型と

IRF7KO マ ウ ス で は 炎 症 性 単 球

（Ly6ChighCD11b+Ly6G-）が浸潤してきているが、

IRF8KO マウスでは浸潤はみられなかった。炎

症性単球および炎症性単球から産生される

TNF-、IL-6 等の炎症性サイトカインが、野

生型マウスと IRF7KO マウスにおいて腎障害

の原因となっている可能性があり現在研究

を進めている。 
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