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研究成果の概要（和文）：全身性強皮症（SSc: systemic sclerosis）の病態は複雑であり、肺、皮膚などの線
維化、皮膚潰瘍、肺高血圧症といった多彩な血管障害、そして自己抗体産生などの免疫異常を呈する。さらに
SScに対してこれまで有効性が確認された治療は２剤（シクロフォスファミド、ニンテダニブ）のみであり、こ
れらの多彩な病態を一元的に説明する病態仮説を提示することは困難であった。本研究では、申請者の施設で世
界に先駈けて施行したリツキシマブの医師主導治験やブロダルマブの探索的第I相試験の結果に基づいて、B細胞
を中心とした病態仮説を提示し、様々な側面から、本SSc病態仮説についての検証を行った。

研究成果の概要（英文）：The pathogenesis of systemic sclerosis (SSc) is complex, with fibrosis of 
the lungs and skin, skin ulcers, various vascular damage such as pulmonary hypertension, and immune 
abnormalities such as autoantibody production. Furthermore, only two treatments (cyclophosphamide 
and nintedanib) have so far been validated for SSc, making it difficult to propose a pathological 
hypothesis to explain these diverse conditions in a unified manner. Based on the results of the 
investigator-initiated clinical trial of rituximab and the exploratory phase I study of brodalumab, 
both conducted at the applicant's institution, this study proposed a B-cell-based pathological 
hypothesis and tested this SSc pathological hypothesis from various aspects.

研究分野： 自己免疫疾患

キーワード： 強皮症　自己免疫　B細胞　サイトカイン　新規治療法開発

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、SScにおけるB細胞、IL-6、IL-17を中心とした病態仮説について検討した。これまでSScの病態を説明
しうる病態仮説はほとんど提示されてきていない。その理由として、SScの病態が複雑なために一元化された病
態仮説を作成することが困難であったこと、そして病態仮説を作成するために必須である、SScに有効性が証明
された薬剤が極めて少ないことが挙げられる。本研究では、実際に有効性が認められた薬剤のターゲットに基づ
き、SScにおける主要病態を説明しうる仮説を見いだした点が意義深い。この病態仮説は他の自己免疫疾患にお
いても応用可能であり、新規治療法が見いだされることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

全身性強皮症（systemic sclerosis; SSc）の病態は複雑であり、肺、皮膚などの線維化、
皮膚潰瘍、肺高血圧症といった多彩な血管障害、そして自己抗体産生などの免疫異常を呈する。
さらにこれまで有効性が確認された治療はシクロフォスファミド、ニンテダニブの 2 剤のみで
あり、これらの多彩な病態を一元的に説明する病態仮説を提示することは困難であった。申請者
は医師主導治験にて抗 CD20 抗体であるリツキシマブによるＢ細胞除去療法の SSc に対する有
効性を世界で初めて証明し、同薬剤は保険承認を取得した。また申請者によって開始された抗 IL 
(interleukin)-17 受容体 A (IL-17RA)抗体製剤であるブロダルマブの探索試験では、その有効性
が示唆され、また引き続き実施された検証試験によってその薬効は証明された。加えて抗 IL-6
受容体(IL-6R)抗体であるトシリズマブの国際共同治験では、その肺線維症への有効性が示唆さ
れている。本研究では、これらのＢ細胞、IL-17、IL-6 といった治療ターゲットに基づいた病態
仮説を提示し検証することが目的である。本研究によりブラックボックスであった SSc の病態
の一端が解明され、病態仮説に基づいた新たな治療ターゲットの同定に繋がる可能性が高いと
考えられる。 

 
1) 全身性強皮症の治療の現状 

SSc は線維化、血管障害、免疫異常を 3 主徴とする自己免疫疾患である。重症型の SSc
では、10 年生存率は約 70％とされており膠原病の中で最も予後不良であり最後に残された難病
といえる。1990 年代から多数の治験が行われてきたが、そのうちプラセボと有意差がついた薬
剤はわずか２剤（シクロフォスファミド、ニンテダニブ）である。両剤とも％VC を主要評価項
目としているが、プラセボとの差はごくわずかであり数％程度の%VC の改善にすぎずごく限ら
れた有効性しか示さない。一方トシリズマブ（抗 IL-6R 抗体）は、主要評価項目である皮膚硬化
ではプラセボとの間に有意差は認めなかったものの、副次評価項目の%VC については悪化を有
意に抑制した。この様な状況の中で、申請者は世界に先駈けてリツキシマブ（抗 CD20 抗体）に
よるＢ細胞除去療法の医師主導治験を 2017 年に開始した。結果として、リツキシマブはプラセ
ボと比較して主要評価項目である皮膚硬化を有意に改善し、副次評価項目である%VC も有意に
改善した。皮膚硬化を主要評価項目とした治験で、プラセボと比較して有意差を示せたのは本試
験が世界で初めてであり、現在保険収載に向けて手続きを進めている。さらに 2017 年に申請者
は、リツキシマブと並行して SSc の皮膚硬化に対してブロダルマブ（抗 IL-17RA 抗体）の探索
的第 I 相試験を開始した。その結果皮膚硬化は治療前と比較して有意に改善し、現在第 III 相試
験が進行中である。このように SSc の病態形成では IL-6、Ｂ細胞、IL-17RA が重要な役割を担
っていることが明らかにされつつあるが、IL-17RA は多彩な細胞に発現し、IL-6 も多彩な細胞
から産生され、さらにこの 3 者の SSc 病態における関与の程度についても明らかではない。そ
こで本研究では、このＢ細胞、IL-6、IL-17 を中心とする SSc 病態仮説を立て、それを検証し新
たな治療ターゲットの同定を目指す。 

 
2) SSc における自己反応性Ｂ細胞の病原性 

SSc では抗 topo I 抗体などの様々な自己抗体が産生され、自己抗体は SSc の病型、重
症度、活動性などと密接に相関する。しかし SSc の自己抗体には病原性はないと一般的に考え
られている。その理由としては、自己抗体が細胞膜を通過して細胞内に入るという証拠がないこ
となどが挙げられる。申請者は自己抗体には病原性がなくても、自己抗体を産生する自己反応性
Ｂ細胞から線維化を誘導するサイトカインが産生され、それによって病原性を発揮するという
仮説を立てた。IL-6 は線維芽細胞に直接働き、コラーゲン産生を誘導することが広く知られて
いるため、topo I 反応性Ｂ細胞から産生される IL-6 が病原性を有すると予想される。 

 
3) SSc 病態に対する、IL-17 の関与 

IL-17 の SSc 病態への関与を解析した論文は多数あるが、IL-17 が線維化を促進する
とする報告から、逆に線維化を抑制するという報告まであり見解の一致には至っていない。しか
し前述の如く、探索的第 I 相試験においてブロダルマブの有効性が示唆され、SSc の病態には
IL-17 が関与している可能性が示された。さらに予備実験ではあるが、ブロダルマブ投与によっ
て SSc 末梢血中のＢ細胞が減少することも観察している。また Th17 細胞(Th17)とＢ細胞の共
培養によってＢ細胞の生存率が増加し、IL-17 がＢ細胞をアポトーシスによる細胞死から防御す
ることも示されている。従って IL-17 がＢ細胞の生存を促進している可能性が考えられる。 
 
4) SSc における T 細胞の Th17 偏位 

制御性 T 細胞(Treg)が、IL-6、IL-21、IL-23 などの作用によって、Th17 に変化するこ
とは数多くの論文で報告されている。SSc では、一部の報告で末梢血や皮膚で Th17 が増加して
いるとされ、逆に Treg が減少していることが報告されている。従って SSc でも IL-6 などの作
用によって、Treg から変化した Th17 が SSc の病態に関与している可能性が考えられる。 



5) Ｂ細胞、IL-6、IL-17 を中心とした SSc 病態仮説の提示 
我々は上記から、既に SSc 患者において有効性が示された治療ターゲット、即ちＢ細胞、IL-6、
IL-17 を中心とした SSc の病態仮説を構想している。ブロダルマブ投与によって SSc 末梢血中
のＢ細胞が減少したことから、IL-17 は自己反応性Ｂ細胞を含めてＢ細胞の生存・維持に関与し
ている可能性がある。この場合、IL-17 は Th17 細胞あるいはＢ細胞自身から産生されているこ
とが予測される。自己反応性Ｂ細胞から産生される IL-6 などが、Treg を Th17 に変化させ、
Th17 から産生される IL-17 が、線維芽細胞からのコラーゲン産生を増加させ線維化を誘導する
可能性が考えられる。同時に、Ｂ細胞から産生される IL-6 も線維芽細胞のコラーゲン産生を増
加させることが知られていることから、IL-17 とともに線維化に関与している可能性がある。こ
のように本病態仮説は、Ｂ細胞、IL-6、IL-17 の関与を一元的に説明できる仮説と考えられる。
さらに申請者はリツキシマブ、トシリズマブ、ブロダルマブの治療後に、SSc に伴う爪郭部の血
管障害やレイノー症状が改善し、潰瘍も改善することを観察しており、Ｂ細胞、IL-6、IL-17 は
SSc の血管障害をも誘導している可能性がある。従って、この病態仮説は SSc の線維化、自己
抗体産生、そして血管障害といった 3 つの主要病態も一元的に説明できる仮説と考えられる。 

 
 
２．研究の目的 

SSc 病態仮説について検証するとともに、本仮説に関与する他の分子や、本仮説にお
けるＢ細胞、IL-6、IL-17 それぞれの相対的な関与などについても明らかにすることが本研究の
目的である。これまで SSc の病態を説明しうる病態仮説はほとんど提示されてきていない。そ
の理由として、SSc の病態が複雑なために一元化された病態仮説を作成することが困難であっ
たこと、そして病態仮説を作成するために必須である、SSc に有効性が証明された薬剤が極めて
少ないことが挙げられる。本研究では、申請者の施設で世界に先駈けて施行したリツキシマブの
医師主導治験やブロダルマブの探索的第 I 相試験の結果に基づいて、病態仮説を提示している点
に独自性がある。また SSc では 3 つの主要病態を同時に説明しうる仮説の作成も困難であった
が、この病態仮説では 3 つの主要病態を一元的に説明することができることも特徴である。さ
らに、この病態仮説を検証する過程で新たな治療ターゲットの同定に繋がる可能性も高く、新規
治療法開発の礎となることも目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
1) ヒト SSc でのＢ細胞、Ｔ細胞フェノタイプ解析（ブロダルマブ、リツキシマブ投与前後） 

IL-17 がＴ細胞やＢ細胞のサブセットに与える影響を検討するために、ブロダルマブ投
与前後で末梢血Ｔ細胞（CD3+Ｔ細胞、CD4+Ｔ細胞、CD8+Ｔ細胞、Th1、Th2、Th17、Treg など）お
よびＢ細胞（全Ｂ細胞、naive B cell, transitional B cell, non-switched memory B cell, 
switched memory B cell, IgG+ class switched memory B cell, double negative B cell, 
plasmablast, plasma cell など）のフェノタイプ解析を行った。また IL-17 によって生存が維
持されている可能性がある topo I 反応性Ｂ細胞の数が、ブロダルマブ投与によって減少するか
どうかについても解析を行った。さらにリツキシマブ投与前後に上記の末梢血Ｔ細胞フェノタ
イプ解析を行い、特に Th17、Treg の変化を検討した。 
 
2) SSc 患者由来 topo I 反応性Ｂ細胞の in vitro 解析 
2-1) Topo I 反応性Ｂ細胞の microfluidic ELISA による単一細胞レベルでのサイトカイン測定 

ヒト SSc 患者よりビオチン化 topo I を用いて topo I 反応性 B細胞を蛍光標識し分離
した。次に、我々が過去に開発した microfluidic ELISA によって単一細胞レベルでサイトカイ
ンを測定した。 
2-2) Topo I 反応性Ｂ細胞の機能解析 

Topo I 反応性Ｂ細胞における IL-17RA の発現量、IL-17A, F, C, E を作用させた場合
の活性化、増殖、アポトーシス、免疫グロブリン産生、抗 topo I 抗体産生を解析した。topo I
反応性Ｂ細胞で増強した CD19 発現量が IL-17 刺激によってさらに変化するかどうかについても
検討を行った。 
 
3） SSc 由来線維芽細胞の機能に対する IL-17 の作用 

IL-17 が、線維芽細胞からのコラーゲン産生を増加させるかどうかについては見解の一
致を見ていない。本研究では SSc 生検皮膚より新たに線維芽細胞を分離し、IL-17 の刺激を加え
て、その増殖能およびコラーゲン産生能を評価した。 
 
4） ヒト真皮微小血管内皮細胞に対する IL-6、IL-17 の作用 

IL-6、IL-17 が SSc に類似する血管障害を誘導するどうかを明らかにするため、ヒト真
皮微小血管内皮細胞に IL-6、IL-17 を作用させ、血管内皮細胞の安定性に寄与する PECAM-1、
PDGF-B など分子や ICAM-1 などの細胞接着分子の発現やアポトーシスの誘導などについて解析
した。 
 



5) SSc マウスモデルにおける topo I 反応性 B細胞の病原性の確認 
 Topo I 誘導 SSc モデルマウスを用いて、topo I 反応性 B細胞を抽出し、B細胞の病原
性について検討を行った。検討には topo I 反応性 B細胞の野生型マウスに対する養子移入実験
を用いた。 
 
 
４．研究成果 
1) Topo I 抗体陽性 SSc 患者における末梢血中の topoI 反応性 B 細胞の存在率 
 多くの自己免疫疾患において、メモリーB 細胞である CD27+B 細胞分画には自己抗体反
応性 B 細胞が濃縮されていることが知られている。SSc においても CD27+ B 細胞の活性が亢進し
ていることが示唆されている。従って、今回我々はヒト SSc 患者の topo I 反応性 B細胞を検討
するにあたり、CD27+ B 細胞を解析対象対象とした。まず SSc 患者における topo I 反応性 CD27+ 
B cell の数を調べるため、末梢血中の topo I-APC+topo I-PE+CD27+CD19+細胞の存在率を FACS
により検討した。これらの細胞は健常人や抗セントロメア(CENP)抗体陽性 SSc 患者ではほとん
ど存在しなかったのに対して、topo I 特異的抗体陽性 SSc 患者では有意に高率に存在した。さ
らに末梢血中における topo I 反応性 CD27+B 細胞数は平均 50 個/ml であった。従来法において
B 細胞から産生されるサイトカインの濃度を検討するには 10^4-6 個の B 細胞が必要であり、つ
まり検討に必要な topo 反応性 CD27+ B 細胞数を十分量得るためには、200-20000 ml の採血が
必要となる。従って、従来法による topo I 反応性 CD27+ B 細胞の直接的な検討は困難であるた
め、今回の研究では微量タンパク質の定量分析が可能な独自の microfluidic ELISA を用い、引
き続き以下の検討を行った。 
 
2) Topo I 反応性 B細胞は多彩なサイトカインを産生する 
 Topo I-APC+topo I-PE+CD27+ CD19+細胞の抗原反応性を確認するために、B細胞から
産生される抗 topo I-IgG 抗体価を検討した。96 well plate に単一細胞として抽出された末梢
血中topo I-APC+topo I-PE+CD27+ CD19+細胞を48時間培養し、培養液中の抗topoI-IgG と total 
IgG レベルを uELISA システムを用いて測定した。本研究では抗 topo I-IgG の OD 値を total IgG
の OD 値で割ることによって補正した値を抗 topo I-IgG 抗体の抗体価と定義した。Topo I-non 
reactive CD27+ B cell である topo I-APC-topo I-PE-CD27+CD19+細胞から産生された IgG の
topo I 抗体価をバックグラウンドとすると、健常人、抗 CENP 抗体陽性 SSc 患者、抗 topo I 抗
体陽性 SSc 患者から得た topo I-APC+topo I-PE+CD27+ CD19+細胞のうち、抗 topo I 抗体陽性
SSc 患者のみでバックグラウンドの平均+6SD 以上の抗体価を示す抗 topo I-IgG 産生が見られ
た。このことから健常人および抗CENP抗体陽性SSc患者の末梢血中に見られた topo I-APC+topo 
I-PE+CD27+CD19+細胞は非特異的に topo I 抗原に結合した B細胞であり、topo I 反応性 CD27+ 
B 細胞は抗 topo I 抗体陽性 SSc 患者にのみ検出可能数存在することが示唆された。 
 次に topo I 反応性 B細胞が産生するサイトカインについて検討するため、single cell 
PCR により mRNA の発現量を測定した。抗 Topo I 抗体陽性 SSc 患者から得た topo I-reactive 
CD27+ B cells において IL-2、IL-6、IL-10、IL-14、IL-16、IL-23、IL-35 および tumor growth 
factor (TGF)-β1、の発現が認められた。多くの B細胞は主に 1種類のサイトカインを産生して
おり、複数種類のサイトカインを産生する B細胞は僅かであった。一方でコントロールとして用
いた topo I-non-reactive CD27+ B 細胞ではこれらのサイトカイン発現はほとんど認められな
かった。 
 
3) B 細胞の topo I 抗原への親和性は自身のサイトカイン産生能に影響する 
 Topo I-non-reactive CD27+ B 細胞がサイトカインをほぼ産生しない一方で、topo I-
reactive CD27+ B 細胞が多様なサイトカインを産生することから、抗原に対する反応性の違い
が B 細胞のサイトカイン産生能に影響を与えると仮説を立て、検討を続けた。Topo I-reactive 
CD27+ B 細胞は抗 topo I-IgG の抗体価によって low affinity 群と high affinity 群に分けられ
た。つまり、low affinity 群の抗 topo I-IgG はバックグランドより 2-4SD 上の抗体価を有し、
high affinity 群ではバックグランドより 6-8SD 上の抗体価を有していた。これら 2 群の topo 
I-reactive CD27+ B 細胞において、SSc の病態に特に重要と認識されている炎症性サイトカイ
ンである IL-2、IL-6、IL-23 や TGF-β1、および抗炎症性サイトカインである IL-10 や IL-35 の
蛋白産生能を single cell レベルで検討した。Low affinity 群では IL-10 や IL-35 といった抗
炎症性サイトカインを産生する B細胞の割合が多く、high  affinity 群では IL-6 や IL-23 とい
った炎症性サイトカインを産生する B細胞の割合が多いことが示された。一方で IL-2 や TGF-β
1 を産生する B細胞の割合は 2群間において大きな差を認めなかった。さらに両群における IL-
2、IL-6、IL-10、IL-23、IL-35、TGF-β1 産生性 B細胞から産生されるサイトカイン量を単一細
胞レベルで測定したところ、IL-10 と IL-35 の産生量は low affinity 群において high affinity
群より有意に多く、これとは逆に IL-6 と IL-23 の産生量は high affinity 群において low 
affinity 群よりも有意に多かった。 
 
4) Topo I 反応性 B細胞はサイトカイン産生を介して T細胞の分化を制御する 
 ここまでに示された結果から topo I 反応性 CD27+ B 細胞は様々なサイトカインを産生



しており、これによって topo I 反応性 CD27+ B 細胞が Th17 の分化を制御し、SSc の病態形成に
おいて中心的な役割を果たしている可能性について検討を行った。抗 topo I 抗体陽性 SSc 患者
の末梢血から low affinity そして high affinity topo I-reactive CD27+ B 細胞、およびコン
トロールである topo I-non-reactive CD27+ B 細胞を 100 個ずつ抽出し、10^4 個の CD4+ T 細胞
と 96 well plate 上で 48 時間共培養を行った。その後に CD4+ T 細胞における Foxp3 および
RORgt の mRNA 発現を real time PCR にて検討した。いずれの CD27+ B 細胞も Foxp3 および RORgt
の発現に影響を与えなかった。Topo I 反応性 CD27+ B cell が T 細胞に影響を与えなかった原因
として 96 well plate では生体内の反応場のサイズを模倣出来ていない、つまり、B細胞から産
生されたサイトカインが十分に T 細胞に作用する前に拡散している可能性を考え、微小空間で
の細胞培養を可能とする独自の IMT plate を用いて 96 well plate と同様の培養を行った。そ
の結果、low affinity topo I-reactive CD27+ B 細胞は CD4+ T 細胞の Foxp3 発現を上昇させ、
high affinity CD27+ B 細胞は RORgt 発現を上昇させた。これらの CD4+ T 細胞の Foxp3 および
RORgt 発現は、蛍光細胞染色によっても確認された。さらに、IL-10 もしくは IL-35 に対する中
和抗体は CD4+ T 細胞の Foxp3 発現を抑制し、一方で IL-6 もしくは IL-23 に対する中和抗体は
RORｇｔ発現を阻害した。以上より自己抗原反応性 B 細胞は T 細胞と密に接することで Th の分
化を誘導し、その誘導能は自己抗原に対する affinity の違いによって特徴付けられる、サイト
カイン産生能に依存することが示唆された。 
 
5) 生体における topo I 抗原に対する affinity の上昇は topo I 反応性 B cell からのサイトカ

イン産生能を変化させる 
 一般的に生体において抗原に暴露された B 細胞は、抗原が排除されるまで somatic 
hypermutation によって抗原との親和性を高める。従って、topo I 反応性 B細胞に関しても、自
己抗原である topo I 抗原に対する親和性は罹病期間の中で増加すると考えられる。この親和性
の増加が病態に与える影響を検討するために、我々が最近確立した topo I 誘導 SSc モデルマウ
スを用いて引き続き解析を進めた。Topo I 抗原を 4 回免疫したマウスでは皮膚硬化と肺線維化
が誘導された一方で、1 回のみ免疫されたマウスにはこのような線維化は認められなかった。
Topo I 抗原を 1 回免疫したマウスと 4 回免疫したマウスにおいて、脾臓 B 細胞中に含まれる
topo I-APC+topo I-PE+CD19+細胞の割合は、免疫を行っていないコントロールマウスと比べて
有意に増加しており、その増加は 4 回免疫したマウスにおいて 1 回免疫したマウスと比較して
顕著であった。さらに単一細胞レベルでの解析により、topo I 抗原で 4回免疫したマウスより
得た topo I-APC+topo I-PE+CD19+細胞から産生される抗 topo I 抗体の抗体価は、1回免疫した
マウスから得た topo I-APC+topo I-PE+CD19+細胞と比較して顕著に高力価であることが示され
た。 
  
6) Topo I 反応性 B細胞の病原性は Th17 分化を促進することで発揮される 

topo I に対する親和性が SSc の病態に与える影響を検討するために、topo I による 1回免
疫後および 4回免疫後のマウスから抽出した topo I-APC+topo I-PE+CD19+細胞を用いて養子移
入実験を行った。1 回あるいは 4 回、topo I 抗原で免疫したマウスから得た topo I-APC+topo 
I-PE+CD19+細胞を野生型マウスに養子移入し、topo I による免疫を 3回行ったところ、1回免疫
後に得た topo I-APC+topo I-PE+CD19+細胞の養子移入は、コントロールと比較して皮膚硬化と
肺線維化を有意に抑制した)。一方で 4 回免疫後に得た topo I-APC+topo I-PE+CD19+細胞は、こ
れらの線維化を有意に増強した。さらに、topo I 抗原で 4 回免疫後に得た topo I-APC+topo I-
PE+CD19+細胞の養子移入は、それ単独で野生型マウスに皮膚硬化と肺線維化を誘導した。これら
の線維化は、IL-6 もしくは IL-23 に対する中和抗体を養子移入の際に投与することによって有
意に抑制された。以上のことから、SSc の病態は topo I 反応性 B細胞から産生される IL-6 およ
び IL-23 を介し、Th17 の分化を促進することによって生じる事が示唆された。 
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