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研究成果の概要（和文）：SSc病態における単球分化に必須の転写因子IRF8の関与を検討した。SSc由来単球にお
いて有意な発現低下を認め、IRF8発現低下単球誘導Mqでは線維化促進型を示した。骨髄球特異的IRF8KOマウスで
は皮膚線維化が増強し、単球のIRF8制御異常がSSc病態に関わることが示された。次に創傷治癒とIRF8の関連に
ついて検討した。本マウスの創傷治癒モデルでは、創傷治癒が遅延した。遅延部周囲の皮膚における接着および
血管新生関連因子発現は有意に上昇し、アンフィレグリンが減少した。また、異常な血管新生が観察された。単
球IRF8発現異常が、創傷治癒遅延や血管異常を呈するSSc病態にも関与することが示唆される。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed to evaluate whether IRF8 is involved in abnormal wound 
healing and vasculopathy as critical features of SSc pathology. An involvement of IRF8 in wound 
healing process was evaluated in full-thickness skin wound model and wound closure was further 
assessed in myeloid-specific IRF8 knockout mice (IRF8KO). Upregulation of IRF8 was observed in skin 
wound model of WT, suggesting IRF8 involvement in wound healing. Wound closure was significantly 
delayed in IRF8KO mice. Histological analysis found smaller granulation tissue in IRF8KO mice. mRNA 
levels of adhesion and angiogenesis-related factors such as S1pr1, GlyCAM1, and P-Selectin were 
upregulated and amphiregulin was downregulated in IRF8KO mice. Abnormal angiogenesis with enhanced 
number of small vessels was observed in IRF8 KO mice. The results suggest that IRF8 in myeloid 
lineage cells plays important roles in wound healing and may mimic a part of SSc pathology.

研究分野：線維化、膠原病

キーワード： 創傷治癒　単球マクロファージ　全身性強皮症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
全身性強皮症は、血管障害と過剰線維化の双方が主要な病態であり、両者を一元化する病態解明、新規治療開発
が重要な課題である。単球マクロファージ系細胞が、強皮症の病態に重要な関与をしていることはこれまでも示
唆されており、我々は、その分化制御を行う転写因子に着目した解析を行ってきた。これまでの研究と今回の研
究により、線維化と創傷治癒異常・血管異常の双方にIRF8が関与する可能性が示唆されている。強皮症の血管異
常におけるIRF8の関与をさらに深く解明することで、新規治療開発に結び付けられる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
過剰な臓器の線維化や血管リモデリングを特徴とする全身性強皮症（SSc）は、他の膠原病と比
較しても明らかに有効性の示された治療法の存在しない難治性の疾患である。これまでの研究
成果により、線維化病態における TGF-β シグナルの重要性や、免疫細胞や線維芽細胞の機能異
常、血管内皮前駆細胞異常などが示されているが、SSc病態を全般的に説明しうる成果には乏し
い状態である。SSc は遺伝素因と環境因子が相互に影響しあう多因子疾患と考えられているが、
双生児研究や Type I IFNの関与からも環境因子の重要性が示唆される。近年、SScをはじめとす
る線維化病態形成における単球・マクロファージ（Mq）の重要性が着目されている。SSc患者末
梢血では単球が増加、活性化しており、病変部局所では、単球走化因子やケモカインの発現上昇
を認める。SSc 病変部では、M2Mq が優位であり、より線維化促進に働くことが示されている。
さらに、SSc患者では、治療前後における病変皮膚の遺伝子解析において、治療有効例ではM2Mq
関連遺伝子が最も顕著な変化を示しており、単球Mq系細胞がいかに病態形成のエフェクターと
して重要であるかを示している。我々はこれまで、SSc患者由来単球を用いたマイクロアレイ解
析や、腫瘍モデルを用いた in vivo 解析により、SSc の単球において形質異常が存在し、血管障
害へ直接的に関与し、より線維化への誘導を示す形質を持っていることを報告してきた
（Yamaguchi Y et al. Arthritis Res Ther. 2010; Histol Histopathol. 2013; Arthritis Res Ther. 2013）。近年
着目しているのは、インターフェロン制御因子 8（IRF8）である。IRF8は、単球やMqへの分化
に必須の転写因子として報告され、他の IRF因子とは異なる特徴を持つ。 
これまでの我々の研究成果では、dcSSc 患者の PBMCs および末梢血単球では IRF8 発現が有意
に低下し、その程度は皮膚硬化スコア mRSSに逆相関していた。IRF8発現を RNA干渉法で低下
させたヒト単球や、単球から培養したヒトMqを用いてフェノタイプ解析を行ったところ、pro-
fibroticなM2フェノタイプを示した。さらに、骨髄球特異的 IRF8ノックアウトマウスでは、ブ
レオマイシン誘導の皮膚線維化を増強させた（Ototake Y et al. JID 2021）。これらの検討の多くは、
ヒト検体で解析しており、単球における IRF8発現制御が実際の SSc患者における線維化病態に
強く関与することを示唆している。一方、SScの重要な病態として血管新生、脈管形成異常があ
るが、創傷治癒過程においても単球 Mq が強く関与することから、本研究では、IRF8 を中心と
する単球分化・形質異常が、SScの創傷治癒・血管障害、免疫異常にさらに関与する可能性を検
討した。 
 
 
２．研究の目的 
IRF8を介する単球分化・形質異常が、SScの創傷治癒・血管障害に関与する可能性を検討 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 創傷治癒過程における IRF8発現検討 
正常の創傷治癒過程において、単球 Mqの制御因子である IRF8がどのように発現し、創傷治癒
過程に貢献しているかを検討するため、B6 の WT マウスを用いて創傷治癒モデル(背部 1 ㎝ x1
㎝)を作成する。さらに、皮膚における IRF8 発現を mRNA およびタンパクレベルで経時的に検
討する。 
 
(2) LsM-Cre IRF8fl/flマウスを用いた創傷治癒モデル解析 
単球 Mqをメインとした骨髄球の IRF8のみを欠損させたコンディショナルノックアウトマウス
（LysM-Cre IRF8flox/floxマウス: IRF8cKO）を使用し、Aと同様の創傷治癒モデルを作成、WTマウ
スと創傷治癒過程を比較することで、単球 Mqの IRF8発現低下が創傷治癒へ及ぼす影響を検討
する。直接的な創傷の大きさ、創縮小率、組織学的解析、CD31等染色による血管評価、PCRや
WBを用いた血管新生マーカー、接着因子マーカー発現検討などを行う。 
 
(3) IRF8発現低下単球・Mqを用いた血管新生 in vitro, in vivo解析 
IRF8 発現低下単球が直接的に血管新生に及ぼす影響を検討する。具体的には、健常人末梢血よ
り単球を分離し、RNA干渉で IRF8発現を低下させた単球や単球由来Mqを用いて、ヒト皮膚血
管内皮細胞と混合し、マトリゲルプレート上に培養することで、血管内皮細胞が管腔構造を作る
過程にどのような影響を与えるかを 3次元で評価する。また、それらに差があった場合には、培
養上清における血管新生因子他の発現差を検討する。in vivo解析では、ヒト大腸がん細胞 CT-26
を用いる腫瘍血管モデルを作成する。具体的には、IRF8 の発現を低下させたヒト単球、コント
ロール単球を、それぞれ CT26と混合し、SCIDマウスの背部に皮下注射し、7日後の腫瘍形成、
血管新生を評価する。 
 



 
４．研究成果 
 
(1) 創傷治癒過程における IRF8発現検討 
 
創傷治癒過程におけるWTマウスの IRF8のタンパクレベルでの発現をウェスタンブロッティン
グ法で測定した。WT マウスにおける IRF8 のタンパク発現は創傷後 3 日目から観察され、7 日
目にピークを認めた（図 1）。これにより、創傷治癒過程の特に早期から中期に IRF8が関与する
ことが示唆された。 
 

図 1 
 
 
 
 
 
 
 
(2)  LsM-Cre IRF8fl/flマウスを用いた創傷治癒モデル解析 
 
単球における IRF8 の発現低下が創傷治癒の及ぼす影響を検討するため、骨髄球特異的 IRF8KO
マウス（IRF8cKO マウス）と WT マウスを用いた創傷治癒モデルマウスにおける創傷治癒過程
を比較した。代表的な写真を図２A に示す。IRF8cKO マウスでは、初期および中期において創
閉鎖の遅延が観察された。各時点で、画像解析を用いて創傷面積を求め、残存創傷面積をグラフ
化した (n=6 for each time point and genotype, ***p < 0.001, **p<0.01; two way repeated-measure 
ANOVA with the Bonferroni post hoc test)。創傷後 3日目と 5日目において IRF8cKOマウスは、WT
マウスと比較して創閉鎖が有意に遅延した（図 2B）。 
 
図２ 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
組織学的検討のため、IRF8cKOマウスとWTマウスの創傷治癒過程における 7日目と 14日目の
創傷部の HE染色を図 3に示した。7日目では、 IRF8cKOマウスの肉芽組織はWTマウスと比
較して減少し、痂皮の量は増加していた。また、 IRF8cKOマウスの創傷部では、赤血球漏出が
多く見られた。14日目には両者とも創閉鎖をしたが、WTマウスは瘢痕組織であったのに対し、 
IRF8cKOマウスでは肉芽組織の残存が観察された。(d: dermis, g: granulation tissue, he: hypertrophic 
epidermal wound edge, ↓：distance between epithelial tips, st: scar tissue)。 
 



     図 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
創傷治癒過程における IRF8cKOマウスとWTマウスの創部周囲の血管新生関連因子、接着分子、
血管安定化因子のmRNA発現を測定した。 創傷治癒過程の初期において IRF8cKOマウスでは、
血管新生関連因子や接着分子（S1pr1, GlyCAM1, P-selectin）の mRNA発現が WT マウスに比べ
有意に上昇した。一方、L-セレクチン、血管安定化因子（アンフィレグリン:AREG）の mRNA発
現は、 IRF8cKOマウスで有意な低下が認められた。(n=5-6 for each time point and genotype, **p < 
0.01; two way repeated-measure ANOVA with the Bonferroni post hoc test). 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
創傷治癒の遅延した IRF8cKOマウスでは、逆に血管新生因子や接着因子の発現が増加し、血管
内皮安定化因子発現が低下していたため、創部周辺の血管数をWTマウスと比較した。CD31陽
性内皮細胞の代表画像を図４に示した。 IRF8cKOマウスではWTマウスに比べて微小血管密度
が目立つ傾向にあり、また、IRF8cKOマウスでは、創傷後 7日目と 14日目に血管内腔密度の上
昇傾向を認めた。血管数は強拡大で独立した 3 視野でカウントし、結果は平均値で表した (n=5 
for each time point and genotype, two way repeated-measure ANOVA with the Bonferroni post hoc test)。 
以上より、IRF8 発現低下により、創傷治癒は遅延するが、その初期過程で、異常な血管新生、
血管内皮細胞の不安定化が生じている可能性が示唆された。 
 
 
 
 



図４ 
 

 

 
(3) IRF8発現低下単球・Mqを用いた血管新生 in vitro, in vivo解析 
 
(2)で得られた結果をより確認するため、マトリゲルを用いた血管腔形成モデル、SCIDマウスを
用いた腫瘍血管新生モデルで解析中であり、Preliminaryであるが、同様の傾向を示している。 
異常な血管新生がどのように創傷治癒遅延に導かれるか、また、創傷治癒過程後期における IRF8
の影響は引き続き解析を行っている。 
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