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研究成果の概要（和文）：全身性強皮症(SSc)において自己抗体の産生は疾患の大きな特徴の一つであるが、その役割
に関しては未だ不明である。今回、我々はSScにおいて最も頻繁に、また重症な症例に多く認められる抗トポイソメラ
ーゼI抗体に注目し、トポイソメラーゼIを免疫することによって誘導する、トポイソメラーゼI誘導SScモデルを新規の
SScマウスモデルとして確立した。トポイソメラーゼI誘導SScモデルの成立にはIL-6が重要であることが示唆され、今
後新たな治療ターゲットとなる可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：To assess the contribution of anti-DNA topoisomerase I(anti-topo I)antibody, tissu
e fibrosis and cytokine production were examined in mice treated with topo I and either Freund's complete 
adjuvant  (CFA) or Freund's incomplete adjuvant(IFA).
Treatment with topo I and CFA,in contrast to treatment with topo I and IFA,induced skin and lung fibrosis 
with increased interleukin (IL)-6 and IL-17 production. Anti-topo I antibody levels were greater in mice t
reated with topo I and CFA than with topo I and IFA.Furthermore,treatment with topo I and CFA increased Th
2 and Th17 cell frequencies in bronchoalveolar lavage fluid,whereas treatment with topo I and IFA increase
d Th1 and Treg cell frequencies.Moreover,loss of IL-6 expression ameliorated skin and lung fibrosis and de
creased Th2 and Th17 cell frequencies. This study shows that treatment with topo I and CFA induces SSc-lik
e tissue fibrosis and autoimmunity.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 全身性強皮症（systemic sclerosis; SSc）の病態

と現在の治療 

 SSc は皮膚および内臓諸臓器の線維化を主徴とする膠

原病である。SSc は軽症型を含めると人口 5,000 人当た

り 1.38 人が罹患しているとされ、決して稀な疾患では

ない。重症型の SSc の 10 年生存率は 71％とされ、予後

不良な疾患である。SSc は以下の 3 つの主要病態よりな

る：①コラーゲン蓄積による線維化（皮膚硬化、肺線維

症）、②血管障害（指尖部潰瘍、肺高血圧症など）、③免

疫異常（自己抗体産生）。しかしながら、SSc では 3つの

主要病態を一元的に説明できるモデルは確立されてい

ない。現在汎用されている SSc 動物モデルであるブレオ

マイシン誘導性皮膚硬化モデルや、SSc の自然発症モデ

ルである tight-skin マウスにおいても、これら３つの

主要病態のうちいくつかが見られるのみである。 

(2) SSc における自己抗体の病因的意義 

 SSc では 90%以上で自己抗体が検出されることから、

自己抗体は SSc の中心的な異常と捉えられている。しか

し、自己抗体と SSc の症状発現との病因論的な関連性は

不明である。SSc の自己抗体のターゲットとなる抗原（セ

ントロメアやトポイソメラーゼ Ｉなど）は核内抗原で

あり、しかも細胞分裂に必須の抗原である。さらに、自

己抗体が細胞内に入り、その対応抗原と反応することを

示す証拠はほとんどない。もし仮に自己抗体が核内に入

り抗原と反応すると仮定したとしても、その場合細胞分

裂に障害を来たし、細胞死となると考えられる。また、

自己抗体による細胞分裂の抑制とSScの病態である線維

化との関連性も不明である。従って、自己抗体そのもの

が SSc では組織障害を来すとは考えられていない。それ

では、SSc において自己抗体はどのような機序で線維化

などの症状発現と関連しているのであろうか？この問

いこそが SSc の病因を明らかにする上で、最も重要かつ

中心的な問題である。本研究で目指す、自己抗体と皮膚

硬化・血管病変を結びつける新たな動物モデルの作成は、

このSScの根源的な問題を解決する端緒となり得ると考

えられる。 

２．研究の目的 
(1)新規 SSc モデルの作成の必要性 

 本研究では、従来にない発想で SSc の３つの主要病態

を同時に発現する、新規動物モデルの作成を目指す。詳

細については、次の研究の斬新性・チャレンジ性の項で

述べるが、まず SSc の代表的自己抗原であるトポイソメ

ラーゼ Ｉ抗原を 1〜３ヶ月皮下に反復刺激を行う。抗原

の反復刺激はその局所や所属リンパ節にTh2サイトカイ

ン優位な環境を作り出すことが知られている。さらに

Th2 サイトカインである IL-4 や IL-13 は、線維芽細胞を

刺激してコラーゲン産生を誘導することも知られてい

る。また、同様の反復抗原刺激を気道に行うと、SSc で

認められる血管病変である肺高血圧症が誘導されるこ

とも知られている。従って、自己抗原反復刺激によって

自己抗体産生のみならず、皮膚硬化、血管病変が誘導さ

れることが想定される。本研究では、自己抗原反復刺激

によってSScの新規動物モデルを作成することが目的で

ある。 

(2) これまで汎用されてきたSScの動物モデルにおける

検討 

 これまで汎用されてきた SSc の動物モデルとしては、

ブレオマイシン誘導性皮膚硬化モデルや、SSc の自然発

症モデルである tight-skin マウスがある。研究代表者

はこれまで、これらの動物モデルを用いて病態解析・治

療法の有効性解析を多数行ってきた。しかしながら、そ

の過程でこれらのモデルが十分にSScの病態を反映して

いないことも同時に認識していた。ブレオマイシン誘導

性皮膚硬化モデルでは、ブレオマイシン皮下注により皮

膚硬化と抗トポイソメラーゼ Ｉ抗体産生を誘導するこ

とができるが、血管病変は誘導できない。さらにブレオ

マイシンという生体にとって刺激性の強い物質を使用

することが SSc の病態に対応しているとは考えにくい。

同様に、tight-skin マウスでも、皮膚硬化と抗トポイソ

メラーゼＩ抗体産生が見られるが、血管障害は認められ

ない。さらにフィブリリン遺伝子の重複が原因とされて

いるが、フィブリリン遺伝子はヒトではマルファン症候

群の原因遺伝子であり、SSc との関連性は不明である。

従って、これまで汎用されてきた SSc 動物モデルは SSc

の病態を適切に反映しているとはいえず、新しい動物モ

デルが望まれてきた。 

(3) 新しい発想に基づく新規動物モデルの作成 

 新しい動物モデルの作成に当たって、まず着目したの

は自己抗原のエピトープ・スプレディング現象である。

エピトープ・スプレディング現象とは、罹病期間が長く

なるに従って、自己抗体によって認識される自己抗原上

のエピトープの数が増加していく現象である。この現象

が意味することは、自己抗原は抗原提示細胞に対して、

繰り返し抗原提示されているということである。この現

象から自己抗原を繰り返し動物に免役することによっ

て、エピトープ・スプレディング現象と同様の生体反応

を起こすことができるのではないかと考えた。さらに、

この自己抗原の繰り返し刺激が、SSc の皮膚硬化と如何

に結びつくかという点については、以下の２点に注目し

た。まず、アレルゲンを皮膚に反復塗布すると、局所と

所属リンパ節にTh2サイトカインの発現が誘導できるこ

とが数多くの報告で確認されている。研究代表者も過去

にこの点について確認している。次に、代表的な Th2 サ

イトカインである IL-4，IL-13 は線維芽細胞を刺激し、

コラーゲン産生を誘導することも多くの報告で確認さ

れている。従って、自己抗原を反復刺激することによっ

て、局所にTh2反応を惹起することができ、その結果IL-4，

IL-13 を介して線維化を誘導することが可能と考えられ

る。さらに興味深いことに、気道に可溶性抗原を 45 日

間繰り返し投与することによって、SSc と同様な肺高血

圧症を誘導できることが報告されている。この報告では

Th2 サイトカインである IL-13 の機能をブロックすると

肺高血圧症の発症が抑制されることから、肺高血圧症と

いう血管病変が、抗原繰り返し刺激による Th2 優位な環

境で誘導されることを示している。従って、同様に皮膚

に自己抗原を繰り返し刺激することによって皮膚の血

管病変も誘導可能と考えられた。以上より、本研究は自

己抗原反復刺激という新しい観点から、SSc の 3 つの主

要病態である自己抗体産生、皮膚硬化、血管病変という

互いに結びつきにくい病態を結びつける点が独創的で

ある。本研究にて、３つの主要病態を反映するより適切

な動物モデルを作成できれば、SSc の病因に迫ることが

可能となるだけではなく、3 つの主要病態を一元的に抑

制しうる新規治療法の開発にも繋がることが期待され

る。 

３．研究の方法 
(1)マウスの維持と繁殖 

 本研究に必要な C57BL/6 マウス、IL-6 欠損マウスは、

米国 Jackson Lab より購入され、東京大学動物実験施設



にて繁殖させて使用した。 

(2)SSc モデルマウスの作成 

 レコンビナント・ヒト・トポイソメラーゼ I（topoGEN

社）を phosphate-buffer saline （PBS）に 500 units/ml

となるように溶解した。剃毛したそれぞれのマウスの背

部皮膚へ1〜３ヶ月間にわたり 27 ゲージの注射針で 300 

μlを１日おきに皮下投与した。コントロールとしてPBS

のみをマウスに投与した。以下の実験では、投与 1ヶ月

後、2ヶ月後、3ヶ月後の 3点にて解析を行った。 

(3)組織学的評価（皮膚肥厚の測定、肺線維化の評価） 

 トポイソメラーゼIの投与が終了した各マウスから背

部皮膚を採取し、一部をパラフィン包埋し、6 μm の厚

さで切片を作製した。ヘマトキシリン&エオジン染色、

エラスチカ・ヴァンギーソン染色、アザン・マロリー染

色を行い、1検体中 10 箇所をランダムに選び、真皮、皮

下脂肪織の厚さを測定した。肺に関しても皮膚と同様に

切片を作成し、肺線維化を評価した。肺に関しては、さ

らに、トポイソメラーゼおよび PBS の投与が終了した各

マウスから肺胞洗浄液を回収し、リンパ球の解析をフロ

ーサイトメトリーにて行った。インターフェロン-γ、

IL-4、IL-17、および FoxP3 による細胞内染色により、

それぞれ Th1、Th2、Th17、Treg とし、各 Th 細胞の割合

を検討した。各解析についてそれぞれ最低 10 匹のマウ

スを用いた。 

(4)皮膚および肺ハイドロキシプロリン量の測定 

 ハイドロキシプロリンはコラーゲン中に特異的に高

率に含まれ、その量はコラーゲン量を反映する。トポイ

ソメラーゼ Iおよび PBSの投与が終了した各マウスから

採取した皮膚および肺の一部をホモジェナイズし、

110℃で一晩乾燥させ、次いで 1 ml の 6N HCl 中で 8 時

間消化した。サンプルはさらに 120℃で 6 時間乾燥させ

る。その後は Am Rev Respir Dis127:614,1983 に記載さ

れた方法にて、ハイドロキシプロリン量を測定し、線維

化の指標とした。解析にはそれぞれ最低 10 匹のマウス

を用いた。 

(5)アポトーシスの組織学的解析 

 肺 に お け る ア ポ ト ー シ ス を 評 価 す る た め に

TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL)法によ

る組織学的解析を行った。トポイソメラーゼIおよびPBS

の投与が終了した各マウスから採取した皮膚一部を凍

結し、厚さ 6 μmの切片を作製し、アセトン固定した後

に PBS で希釈した 10%正常ウサギ血清と 37℃、10 分間反

応させ、非特異的な染色をブロックした。切片中のアポ

トーシスによって断片化したDNAを被落ちん標識ヌクレ

オチドで標識した。次いで horseradish peroxidase 標

識アビジン-ビオチン複合体と反応させ、発色した。ま

た、CK19 を染色することにより、肺胞上皮細胞の同定を

行った。アポトーシスは 400 倍の拡大率で 1 検体中 10

箇所をランダムに選び評価した。コントロールとしてビ

オチン標識ヌクレオチドの代わりにPBSを用いた切片を

用意した。 

(6)Real-time RT-PCR によるサイトカインと細胞成長因

子の mRNA 発現の定量的解析 

 トポイソメラーゼI 反復刺激によるSScマウス皮膚お

よび肺におけるサイトカイン、細胞成長因子の mRNA 発

現を real-time RT-PCR 法にて定量的に測定した。サイ

トカインとしては線維芽細胞から膠原線維の産生を抑

制する、インターフェロン-γ、IL-12 など、線維芽細胞

から膠原線維の産生を増強するIL-4、IL-6、IL-13など、

様々な自己免疫疾患において重要な役割を果たすとさ

れる IL-17 を測定した。細胞成長因子としては線維化に

深く関与するとされる bFGF, PDGF, TGF-βなどについて

測定した。具体的にはまず全 RNA を凍結皮膚組織より

QIAGEN RNeasy spin column (QIAGEN 社)を用いて単離し

た。RNA はその後 cDNA に Reverse Transcription System 

(Promega 社)にて逆転写した。プライマーとプローブは

Pre-Developed TaqMan® Assay Reagents (Applied 

Biosystems)にてデザインした。Real-time PCR は以下の

条件で ABI Prism 7000 Sequence Detector (Applied 

Biosystems)を用いて行った。； 50℃、2分間を 1サイク

ル、95℃、10分間を 1サイクル、92℃、15 秒間を 40 サ

イクル。Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH)を用いて mRNA を標準化した。GAPDH PCR 産物と

比較して、ターゲットとなる転写産物の相対発現量を

ΔΔCt method にて算出した。つまり、fold induction

は 2-[ΔΔCt]と定義され、ここで Ct は threshold cycle,

つまりサンプルの比較蛍光がバックグランド蛍光をこ

えるサイクル数をさす。ΔΔCt = [ターゲットとなる遺

伝子の Ct (発現量不明のサンプル) - GAPDH の Ct (発

現量不明のサンプル)] - [ターゲットとなる遺伝子の Ct 

(キャリブレータのサンプル) - GAPDH の Ct (キャリブ

レータのサンプル)]。コントロール抗体投与群ないしは

野生型マウスにおけるサイトカイン mRNA 発現量をキャ

リブレータとして使用した。それぞれのサンプルは

triplicate で測定し、平均の Ctを解析に使用した。 

(7)ELISA 法による血清中サイトカイン濃度の検討 

 トポイソメラーゼ Iおよび PBSの投与が終了したマウ

スの血清を採取し、-80℃のフリーザーに凍結保存した。

溶解した血清中の皮膚において測定する予定であるイ

ンターフェロン-γ、IL-4、IL-6、IL-12、IL-13、IL-17、

bFGF, PDGF, TGF-βなどについて ELISA キット（DuoSet 

ELISA Development kit, R&D systems）を用いて産生量

を検討した。それぞれのサンプルはduplicateで測定し、

平均値を解析に使用した。 

(8)血清中免疫グロブリン濃度の検討 

 トポイソメラーゼ Iおよび PBSの投与が終了したマウ

スの血清を採取し、Bioscience 社製免疫グロブリン測定

キットを用いてELISA法にて各アイソタイプの免疫グロ

ブリン量を測定した。それぞれのサンプルは duplicate

で測定し、平均値を解析に使用した。 

(9)自己抗体の検討 

 トポイソメラーゼ Iおよび PBSの投与が終了したマウ

ス か ら 血 清 を 採 取 し 、 Medical & Biological 

Laboratories 社製の抗トポイソメラーゼ I 抗体、抗 U1 

RNP 抗体、抗一本鎖 DNA 抗体、抗ヒストン抗体、抗二本

鎖 DNA抗体測定 ELISAキットを用いて抗体価を測定した。

このとき 2 次抗体として抗マウス Ig 抗体を使用した。

それぞれのサンプルは duplicate で測定し、平均値を解

析に使用した。 

４．研究成果 

(1)トポイソメラーゼ I を免疫することによって引き起

こされる皮膚硬化と肺線維化 

 トポイソメラーゼ I を 2 週間の間隔で Freund’s 

complete adjuvant (CFA)と共に投与することで免疫を

繰り返したところ、免疫開始後 6週間目より、コントロ

ールとして用いた PBS 投与群に比べて、著しい皮膚硬化

を認めた（図）。肺に関してもトポイソメラーゼ Iと CFA

で免疫した群において、PBS 投与群と比較して有意な肺

線維化を認めた（図）。ハイドロキシプロリンの測定に

関しても同様に、皮膚および肺における検討で、トポイ



ソメラーゼ I と CFA による免疫を行った群で、PBS 投与

群と比較して有意なハイドロキシプロリン産生増加を

認めていた。以上のことからトポイソメラーゼ I と CFA

による頻回免疫はSSc様の皮膚硬化と肺線維化を来すこ

とが示唆され、このようにして誘導された組織の線維化

を来したマウスを、トポイソメラーゼ I誘導 SSc モデル

マウスとした。皮膚硬化と肺線維化は免疫終了後 6週間

に渡って線維化の進行を認めたが、その後は改善傾向と

なった。TUNEL 法を用いた組織中のアポトーシスに関す

る検討ではトポイソメラーゼ I誘導 SScモデルマウスで

は肺における著しいアポトーシスの増加を呈していた。

一方、トポイソメラーゼ I単独で投与した群および、ト

ポイソメラーゼ I と Freund’s incomplete adjuvant 

(IFA)を共に投与した群では、皮膚硬化、肺線維化およ

び組織のアポトーシスが誘導されなかった。これらのこ

とから、トポイソメラーゼ Iを用いて SSc 様の組織の線

維化を誘導するためには、トポイソメラーゼ Iと CFA に

よる頻回免疫が必要であると考えられた。 

(2)トポイソメラーゼ I 誘導 SSc モデルマウスにおける

皮膚および肺のサイトカイン産生 

 Real-time RT-PCR による検討で、トポイソメラーゼ I

誘導 SSc モデルマウスの皮膚および肺では、PBS 投与群

と比べて IL-4、IL-6、IL-10、IL-17、TNF-α、TGF-β、

およびインターフェロン-γの有意な産生増加を認めた。

加えて血清を用いた検討では、トポイソメラーゼ I誘導

SSc モデルマウスにおいて、IL-4、IL-6、IL-10、IL-17、

TNF-α、TGF-β、およびインターフェロン-γの増加を

認めた。トポイソメラーゼ I 誘導 SSc モデルマウスと、

トポイソメラーゼ Iおよび IFAで免疫したマウスとの比

較では、IL-4、インターフェロン-γ、TNF-αに関して

は差が認められなかったが、IL-6、IL-17、TGF-βに関

してはトポイソメラーゼ I誘導 SScモデルマウスにおい

て産生亢進を認め、IL-10 に関しては産生低下を認めた。

トポイソメラーゼ Iと IFAで免疫したマウスと PBS投与

群との比較では、トポイソメラーゼ Iと IFA 投与群にお

いて IL-4、インターフェロン-γ、IL-10、TGF-β、TNA-

αの有意な増加を認めたが、IL-6 および IL-17 に関して

は PBS 投与群と同程度の産生量であった。トポイソメラ

ーゼ I を単独で投与した群では、PBS 投与群との差は認

められなかった。トポイソメラーゼ Iと IFA で免疫した

マウスでは皮膚硬化および肺線維化が認められなかっ

たことから、組織の線維化において IL-6 と IL-17 が特

に重要な役割を果たしていることが示唆された。 

(3)トポイソメラーゼ I 誘導 SSc モデルマウスにおける

血清 Igおよび自己抗体 

 トポイソメラーゼ I誘導 SScモデルマウスにおいて血

清中の IgM、IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG3、IgA の増加を

認めた。自己抗体に関する検討では、IgM 型および IgG

型の抗トポイソメラーゼ抗体の産生が認められた。トポ

イソメラーゼ Iおよび IFAで免疫したマウスにおいても、

PBS 投与群と比し、血清 IgM、IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG3

の増加を認めており、IgM 型および IgG 型の抗トポイソ

メラーゼ抗体の産生を認めた。しかしながら、トポイソ

メラーゼ Iおよび IFA 投与群においては、トポイソメラ

ーゼ I 誘導 SSc モデルマウスと比較して、IgG1 および

IgG3 の産生量は低値であった。トポイソメラーゼ I単独

投与群では、PBS 投与群と比較して差は認められなかっ

た。 

(4)IL-6 のトポイソメラーゼ I 誘導 SSc モデルマウスの

線維化と自己免疫異常に及ぼす影響 

 前述のサイトカイン産生量における検討から、トポイ

ソメラーゼ I誘導 SSc モデルマウスでは、サイトカイン

の産生増加を認めていながら線維化を来さなかったト

ポイソメラーゼ I および IFA 投与群と比較して、Th2 サ

イトカインと Th17 サイトカインの増加を認めていた。

近年の報告では、Th2 細胞および Th17 細胞の分化、誘導

にはIL-6が重要な役割を果たすことが示唆されている。

これらのことから、IL-6 に特に注目し IL-6 欠損マウス

を用いてトポイソメラーゼ I誘導 SScモデルマウスを作

成し、皮膚硬化、肺線維化、組織および血清におけるサ

イトカイン産生、血清 Ig と自己抗体産生について更な

る検討を行った。IL-6 欠損群では PBS 投与群と比し、著

明な皮膚硬化および肺線維化が認められるものの、野生

型群との比較では、有意な線維化の抑制が認められた。

ハイドロキシプロリンに関する検討でも同様に、IL-6 欠

損マウスでは野生型マウスと比し、ハイドロキシプロリ

ン産生量の低下が認められた。IL-6 欠損群では肺におけ

るアポトーシスの形成も野生型マウスと比べて抑制さ

れていた。野生型マウスにおいて認められたトポイソメ

ラーゼおよび CFAでの免疫によって誘導されるIL-17産

生は IL-6 欠損群で著しく抑制されており、これとは逆

に IL-10 産生量は亢進していた。血清 IgM、IgG1、IgG2a、

IgG2b、IgG3 の産生に関して、IL-6 欠損群では野生型群

と比べて有意に抑制されており、IgM 型の抗トポイソメ

ラーゼ I 抗体に関しては IL-6 欠損群と野生型群の間で

差がなかったものの、IgG 型の抗トポイソメラーゼ I 抗

体の産生量においては、野生型群と比べ IL-6 欠損群で

有意に減少していた。これらのことから、IL-6 はトポイ

ソメラーゼ I誘導 SScモデルマウスにおいて線維化の形

成と血清中におけるサイトカインバランスのTh17偏倚、

さらには血清 Ig 産生と IgG 型の抗トポイソメラーゼ抗

体産生において重要な役割を果たすことが示唆された。 

(5)トポイソメラーゼ I 誘導 SSc モデルマウスにおける

Th バランス 

 気管支肺胞洗浄液における検討から、トポイソメラー

ゼI誘導SScモデルマウスではPBS投与群と比較してTh1、

Th2、Th17、Treg 細胞の増加を認めた。トポイソメラー

ゼ Iと IFAを用いて免疫したマウスでも PBS 投与群と比

較して Th1、Th2、Treg 細胞の増加を認めたが、Th17 細

胞に関する影響は認められなかった。トポイソメラーゼ

I 誘導 SSc モデルマウスとトポイソメラーゼ I と IFA を



免疫したマウスの比較では、トポイソメラーゼI誘導SSc

モデルマウスにおいて有意な Th2 および Th17 偏倚が認

められた。IL-6 欠損マウスを用いて誘導したトポイソメ

ラーゼ I 誘導 SSc モデルマウスでは、PBS 投与群と比べ

ると Th1 細胞と Th2 細胞の増加を認めるものの、野生型

マウスで作成したトポイソメラーゼ I誘導 SScモデルマ

ウスとの比較では、Th2 偏倚は減弱しており、Th17 偏倚

に関しては完全に失われていた。興味深いことに、Treg

細胞は IL-6 欠損マウスにおいて最も多くの増加を示し

ており、このことから IL-6 欠損マウスでは、トポイソ

メラーゼ Iと CFAの免疫によって引き起こされた炎症反

応は Treg によって抑制されたことが考えられた。以上

の結果より、トポイソメラーゼ I誘導 SSc モデルマウス

ではトポイソメラーゼ Iを CFAの存在下に頻回免疫する

ことで、IL-6 依存的に Th2 および Th17 偏倚を誘導し、

このことが皮膚硬化および肺線維化に大きく関わって

いる可能性が示唆された。IL-6 の欠損ではこれらの T細

胞偏倚が抑制されるのみならず、Treg 細胞の増加を認め

たことから、今後、IL-6 は SSc の新たな治療ターゲット

の候補となる可能性が考えられた。 
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