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１ . 要旨	  

 

背景：インターロイキン(IL)１７ファミリーの中で、インターロイキン１７Ａと

インターロイキン１７Ｆは、アミノ酸配列の類似性を共有しＡ型インターロイ

キン１７受容体(IL-17RA)に結合する。IL-17シグナル伝達は様々な自己免疫疾患

の病因に関与しているが、その細胞外マトリックス発現の制御機構における役

割とその全身性強皮症(SSc)の表現形への寄与は明らかではない。 

 

方法と結果：上記のことを明らかにするために、我々は IL-17Aと同様に IL-17F

と IL-17RA の発現パターンを健常人と SSc 患者との間で比較し、SSc における

細胞外マトリックス発現の制御における IL-17 シグナル伝達経路の関与を調べ

た。この研究により、SSc患者の皮膚と血清において IL-17A発現は増加し IL-17F

発現は増加していなかったことが明らかとなった。一方内因性のトランスフォ

ーミング増殖因子(TGF) -β1活性化のために SScの線維芽細胞における IL-17RA

の発現は正常線維芽細胞と比較して有意に減少していた。また IL-17A はα1(I)

コラーゲンと結合組織増殖因子(CTGF)の蛋白発現を減少させたが、IL-17F は減

少させなかった。さらに miR-129-5pは、強皮症線維芽細胞において抑制されて

いるマイクロ RNA の一つであるが、IL-17A 存在下で増加しα1(I)コラーゲンの

減少に関与していた。 

 

結論と考察：IL-17シグナル伝達経路は miR-129-5pの発現増加とα1(I)コラーゲ

ンの抑制を介して線維化抑制の効果を持つ。SSc 線維芽細胞において、TGF-β1

による内因性活性化はコラーゲン産生を刺激している。同時に TGF-β1は IL-17

受容体のダウンレギュレーションにより IL-17シグナル伝達を阻害する。このこ

とはまた過度のコラーゲン蓄積と組織の線維化に寄与する。TGF-βと IL-17Aか

らなるサイトカインネットワークによる線維化の新しい制御機構を明らかにす

ることは、この疾患の新規の治療手段の開発に役立つと考えられた。  
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4. 略語一覧  

ACR, American College of Rheumatology  

CTGF, connective tissue growth factor 

dcSSc, diffuse cutaneous systemic sclerosis 

ECM, extracellular matrix 

FCS, fetal calf serum 

GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

IGF, insulin-like growth factor 

IL, interleukin 

IL-17RA, interleukin-17 receptor type A 

lcSSc, limited cutaneous systemic sclerosis 

MEM, modified Eagle’s medium 

MMP, matrix metalloproteinase 

PBS, phosphate-buffered saline 

PCR, polymerase chain reaction 

PDGF, platelet-derived growth factor PCR, polymerase chain reaction 

PM/DM, polymyositis/dermatomyositis 

PVDF, polyvinylidene fluoride 

SLE, systemic lupus erythematosus 

SSc, systemic sclerosis 

TGF, transforming growth factor 

Th, T helper cells 

UTR, untranslated region 
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5. 研究の背景と目的 
 

       全身性強皮症(SSc)は、典型的には皮膚と内臓の線維化を来す後天性の疾

患である。この疾患の病態は明らかではないけれども、その病態には、炎症や

自己免疫的機序、血管障害が含まれ、それらが線維芽細胞の活性化と細胞外マ

トリックス(ECM)の異常な蓄積に繫がる(1, 2)。したがって線維化の原因である

異常な SSc 線維芽細胞は、正常なメカニズムより逃れた細胞のサブセットから

発生するのかもしれない(3, 4)。  

SSc における線維芽細胞の活性化のメカニズムは明らかではないが、

SSc 線維芽細胞の多くの特徴はトランスフォーミング増殖因子(TGF)-β1 により

刺激された健常な線維芽細胞の特徴に類似している(5, 6)。TGF-β1の間葉系細胞

への主要な効果は細胞外マトリックスの沈着を刺激することである。SScの病変

部皮膚より採取した培養皮膚線維芽細胞は、様々なコラーゲンの転写産物の増

加を示す。その主なものはα1(I)とα2(I)コラーゲンから構成されるⅠ型コラーゲ

ンである(7-10)。一方抗 TGF-β1 中和抗体を用いて TGF-β1 のシグナル伝達をブ

ロックすると培養 SSc線維芽細胞における亢進したコラーゲンの mRNAの発現

を正常化した(11)。しかしながら SSc線維芽細胞の培養液中 TGF-β1濃度は正常

線維芽細胞と比較して変化がなかった(11)。したがって SScにおける線維芽細胞

の活性化は内因性の TGF-β1活性化の結果であろうということが示唆された。こ

のことは最近の知見によって裏付けられた。すなわち (i) SSc線維芽細胞におけ

るコラーゲン遺伝子の転写活性は正常線維芽細胞と比較して恒常的に亢進して

いるが、外因性の TGF-βlへの反応性は SSc線維芽細胞において低下していると

報告されている(9)。そして (ii) TGF-β1 シグナル伝達のメディエーターである
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Smad3のリン酸化レベルと DNA結合活性は、SSc線維芽細胞において恒常的に

亢進している(12)。加えて、結合組織増殖因子(CTGF)、血小板由来増殖因子

(PDGF)、インスリン様増殖因子(IGF)、インターロイキン(IL)-1、IL-6、IL-7を含

めたその他のサイトカインもまたこの疾患の病変形成に関与していると報告さ

れている(13-17)。それゆえ SSc 線維芽細胞の活性化を媒介するサイトカインネ

ットワークを明らかにすることは、SScの炎症、自己免疫学的機序と血管障害を

明らかにすることと同様に、この疾患の分子メカニズムを理解し新しい治療方

法を開発するために重要である。 

インターロイキン 17( IL-17)は、６つのメンバー(A-F)から構成されるサ

イトカインファミリーである。その中でも IL-17Aは IL-17ファミリーの中で最

初に発見されたサイトカインであり、 IL-17Fと 50％のアミノ酸配列同一性を共

有する。IL-17Aと IL-17Fは Th17細胞系列から生成されるホモダイマーのサイ

トカインであり、炎症反応に関与するサイトカインとケモカインの誘導を含む

類似した生物活性を有している(18-21)。その一方 IL-17受容体ファミリーは 5つ

のメンバーから構成される。すなわち RA, RB, RC, RD そして RE である。 

IL-17Aと IL-17Fは IL-17RA(これはまた IL-17Rともいわれる)と結合することが

示されており、IL-17RAは IL-17Aと IL-17Fの生物学的活性に必要である(22-27)。  

IL-17Aと IL-17Fは関節リウマチ、多発性硬化症、炎症性腸疾患、喘息、

乾癬などの様々な自己免疫疾患に関与すると考えられている(26-32)。加えてい

くつかの研究で IL-17Aは SScの病態形成に関与することが示されている。たと

えば村田らは IL-17Aの血清中濃度は健常対照群と比較して SSc患者において上

昇している。皮膚硬化の重症度と逆相関すると報告している(33)。さらに SSc

患者の末梢血 T細胞は IL-17A を多く産生すると報告されている(34)。しかしな

がら、SSc患者の IL-17A血清中濃度については依然として議論の余地があると
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考えられる。 なぜなら Grourh らは IL-17A の血清中濃度は SSc 患者において

減少していると結論づけているからである(35)。その一方で IL-17A は SSc 線維

芽細胞において細胞増殖を刺激し、インビトロで内皮細胞において接着分子や

IL-1の産生を誘導する(34)。以上より、この疾患の病変形成における IL-17のシ

グナル伝達経路の正確な役割は十分には明らかにはされていない。この点を明

らかにするために我々は IL-17A と同様に IL-17F と IL-17RA の発現パターンを

健常人と SSc患者との間で比較し、SScにおける ECM発現の制御における IL-17

シグナル伝達経路の関与を調べた。 
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6.	 実験方法	 

 

6.1 試薬	 

      組換え型のヒト IL-17A、IL-17F、PDGF、IGF-1と IL-17Aの抗体(MAB3171)

と IL-17RAの抗体(AF177)は R&D systems (Minneapolis, MN)より購入した。アク

チノマイシン D、ジメチル・スルホキシド、GAPDHの抗体(G9545)は Sigma (Saint 

Louis, MO)より購入した。抗 Smad3抗体は Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, 

CA)より購入した。抗Ⅰ型コラーゲン抗体 (1301-01)は Southern Biotech 

(Birmingham, AL)より、抗 CTGF 抗体 (ab6992)は Abcam (Cambridge, United 

Kingdom)よりそれぞれ購入した。  

 

6.2 患者材料と倫理声明 

     血清サンプルは 20人の SSc患者(5人の男性と 15人の女性；年齢は 28−84

歳、平均 58.3歳)から得た。すべての SSc患者は LeRoyらにより提案された分類

基準(36)にもとづき分類された、10人は diffuse cutaneous SSc (dcSSc)の患者であ

り、10人は limited cutaneous SSc (lcSSc)の患者であった。すべての患者はAmerican 

College of Rheumatology (ACR)により提唱された診断基準を満たしていた(37)。

10 人の全身性エリテマトーデス(SLE)患者と 10 人の多発性筋炎/皮膚筋炎

(PM/DM)患者もまたこの研究に含まれた。コントロールの血清サンプルは 10人

の年齢と性別を一致させた健常人ボランティアより採取した。この研究にて報

告した臨床上のデータと検査値は血清サンプルを採取した際に得られたもので

ある。SSc患者の皮膚生検の検体は病変部位より採取した。コントロールの皮膚

サンプルは、植皮術をうけた健常人患者の日常的には廃棄している皮膚より入

手した。サンプルは採皮後直ちにホルマリン固定し、次にパラフィン包埋した。  



 12 

ヘルシンキ宣言にしたがいこの研究に患者と健常ボランティアが参加

する前に倫理審査委員会の承認と書面によるインフォームドコンセントを得た。 

 

6.3  IL-17A と IL-17Fの血清中濃度測定  

      IL-17Aと IL-17Fの血清中濃度 は特異的酵素免疫吸着測定法(ELISA)キッ

ト(それぞれ R&D Systems, Minneapolis, MNと BioLegend, San Diego CAのキッ

ト)を用いて測定した。IL-17Aもしくは IL-17Fのモノクローナル抗体を用いてマ

イクロタイターのウェルをプレコートした。血清の一定分量をそれぞれのウェ

ルに加え、次に IL-17A もしくは IL-17F に対するペルオキシダーゼ結合型の抗

体を加えた。過酸化水素とテトラメチルベンジジン・ペルオキシダーゼを用い

て発色させ、吸光度 450nmにて測定した。波長の補正は吸光度 540nmにて行っ

た。それぞれのサンプルにおける IL-17Aもしくは IL-17Fの濃度は検量線からの

補正により測定した。  

 

6.4 細胞培養  

       ヒト皮膚線維芽細胞は発症より2年未満の5人のdiffuse cutaneous SSc患者

の病変部位(前腕伸側)から皮膚生検により得た(38)。コントロールの線維芽細胞

は5人の健常人の生検組織より入手した。健常人はSSc患者と年齢、性別、生検

部位をそれぞれ一致させた。倫理審査委員会の承認と書面によるインフォーム

ドコンセントをヘルシンキ宣言にしたがい得た。培養皮膚線維芽細胞は、

10%FCS(fetal calf serum)と抗生剤・抗真菌剤(Invitrogen, Carlsbad, CA)を加えた

MEM (modified Eagle’s medium)を入れた25-cm2の培養フラスコにて確立した。異

なる個体から個別に分離した単層培養培養は37℃、5％CO2の環境下で維持した。
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3継代目から6継代目の線維芽細胞を実験に使用した。細胞は実験開始前に12か

ら24時間無血清の状態とした。 

 

6.5  細胞溶解と免疫ブロット  

	 	 	 線維芽細胞はコンフルエントになるまで培養し、次に培養液を除去した。

残った細胞はリン酸緩衝食塩水(PBS)にて 2回洗浄し、Denaturing Cell Extraction 

Buffer (BIOSOURCE, Camarillo, CA)を用いて溶解した。 一定量の細胞可溶化物 

(蛋白濃度にて規格化)は 10%ドデシル硫酸ナトリウム・ポリアクリルアミド・ゲ

ル上にて電気泳動により分離されPVDF膜に転写した。次にPVDF膜は、IL-17RA、

I型コラーゲン、CTGF 、GAPDHの抗体とともにインキュベーションした。PVDF

膜は２次抗体とともにインキュベーションし、免疫反応したバンドは ECLシス

テム(Amersham Biosciences, Arlington Heights, IL)を用いて視覚化した。バンドの

濃度は ChemiDoc™ XRS System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)上で Quantity 

One 1D analysis software version 4.6.6を使用して測定した。 

 

6.6 免疫組織化学的検査  

	 	 パラフィン包埋切片(4µm の厚さ)は、キシレンにより脱パラフィン化した

後、段階的にエタノール系列にて再水和した。IL-17A の免疫染色のために、抗

原は、pH6 のクエン酸緩衝液と共に 9 分間マイクロ波乾燥器にてインキュベー

ションし賦活化した。内因性ペルオキシダーゼ活性は 0.3％過酸化水素を溶解し

たメチルアルコールを用いて阻害し、切片は 5％ロバ血清を用いて 20 分間阻害

した。そして次に抗 IL-17A抗体(1:100)と 48時間 4℃で反応させた。過剰な抗体

を PBS にて洗浄した後、サンプルは西洋わさびペルオキシダーゼでラベルした

抗マウス抗体(ニチレイ、東京、日本)とともに３０分間、３７℃でインキュベー
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トした。 

	 	 	 IL-17RAの免疫染色のために、抗原は pH9.0のクエン酸緩衝液とともに９

分間マイクロ波乾燥器にてインキュベーションし賦活化した。抗 IL-17RA 抗体

(1:100)と西洋わさびペルオキシダーゼにてラベルした抗ヤギ抗体(ニチレイ、東

京、日本) を使用した。反応はジアミノベンジン基質システム(同仁堂、熊本、

日本)を使用して視覚化した。スライドはメイヤー・ヘマトキシリン液にて対比

染色し、光学顕微鏡(オリンパス BX50、東京、日本)にて検討した。 

 

6.7  ブレオマイシンによる皮内処置  

     ブレオマイシン(日本化薬、東京、日本) は 1mg/ml の濃度にて PBSに溶解

し濾過し無菌化した。以前の報告に述べられているように、6 週齢の C57BL/6

マウスの剃毛した背部に 4 週間隔で連日、ブレオマイシン(300µg)もしくは PBS

を皮内に注射した(39, 40)。最終の注射の次の日に背部の皮膚は摘出し、10％ホ

ルマリン溶液にて固定しパラフィンに包埋した。 

 

6.8  RNAの分離と定量的リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応法  

     全 RNA は、培養細胞からは ISOGEN (ニッポンジーン、東京、日本)を用

いて、もしくはパラフィン包埋切片からはRNeasy FFPE kit (Qiagen, Valencia, CA)

を用いて、それぞれ抽出した。  

     PCRアレイ解析(SABioscience)のためのファーストストランドの相補 DNA

は、RT2 First Strand Kit (SABiosciences)を使用して合成した。相補 DNAは RT2 

SYBR Green/ROX qPCR Master Mixと混合し、混合液は 84個のヒト RNAのプラ

イマーを含む 96-well Extracellular Matrix and Adhesion Molecules PCR Array (SA 

Biosciences)に加えた。 PCRは Takara Thermal Cycler Dice (TP800)®にて行った。



 15 

それぞれの RNAのサイクルの閾値(Ct)は Thermal Cycler Dice Real Time System 

ver2.10B を使用して計算し抽出した。未加工の Ct値は、ハウスキーピング遺伝

子の値を使用して規準化した。 

     定量的リアルタイム PCRのために、ファーストストランドの相補 DNAは

オリゴチミジンプライマーとランダと 6量体を含んだ PrimeScript RT reagent Kit 

(タカラバイオ社、滋賀、日本)により合成した。 GAPDH のプライマーは

SABiosciences (Frederick, MD)から購入し、IL-17A、IL-17F、IL-17RA、CTGF、

Smad3、TGF-β1、TGF-β 受容体 I、II、IIIのプライマーはタカラバイオ社から購

入した。12.5µlの SYBR Premix Ex Taq II (タカラバイオ社)と 1µlのそれぞれのプ

ライマーを含んだ 25µl の反応液において、1µl の希釈したファーストストラン

ド相補 DNA を増幅のために使用した。(逆転写されていない)RNA を ネガティ

ブコントロールとして使用した。DNAは、Takara Thermal Cycler Dice (TP800)を

用いて 5秒、95℃の条件で変性を、またアニーリングのために 30秒、60℃の条

件で 40サイクル増幅した。 それぞれのPCR反応から得られたデータは、Thermal 

Cycler Dice Real Time System version 2.10B (タカラバイオ社)を使用して解析した。

反応の特異度は融解曲線の解析から判定した。それぞれの対象の遺伝子と

GAPDHの遺伝子の発現量は検量線法により計算した。それぞれの対象の遺伝子

について少なくとも 3回の個別の実験を行った。  

 

6.9 マイクロ RNAの分離、逆転写とマイクロ RNA発現の PCR解析  

     全 RNAからのマイクロ RNAの分離は RT2 qPCR-Grade miRNA Isolation 

Kit (SA Bioscience)を使用して行った。RT2 Profiler PCR Array (SABioscience)のた

めに、 マイクロ RNAは RT2 miRNA First Strand Kit (SABiosciences)を使用して

ファーストストランド相補 DNA に逆転写した。相補 DNA は RT2 SYBR 
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Green/ROX qPCR Master Mixと混合し、その混合物は 88のヒトマイクロ RNAプ

ライマーを含む 96-well RT2 miRNA PCR Array (SABiosciences)に加えた。 PCR

は Takara Thermal Cycler Dice (TP800)®にて製造者プロトコールにしたがい行っ

た。それぞれのマイクロ RNAの Ct値は Thermal Cycler Dice Real Time System 

ver2.10Bを使用して計算した。 未加工の Ct値は低分子 RNAのハウスキーピン

グ遺伝子の値を使用して規準化した。  

     定量的リアルタイム PCRのために、Mir-X miRNA First-Strand Synthesis Kit 

(タカラ)をファーストストランド相補 DNA を合成するために使用した。

miR-129-5p のプライマーのシークエンスは miRBase (http://www.mirbase.org)に

基づき設計した：CTTTTTGCGGTCTGGGCTTGC。 PCRは Takara Thermal Cycler 

Dice (TP800)®にて製造者プロトコールにしたがい行った。 DNAは、5秒、95℃

の条件で変性を、またアニーリングのために 20 秒、60℃の条件で 40 サイクル

増幅した。 それぞれの PCR反応から得られたデータは Thermal Cycler Dice Real 

Time System ver2.10B (タカラバイオ社)を使用して解析した。miR-129-5pの転写

物のレベルは U6の値を使用して規準化した。  

 

6.10	 一過性形質移入	 

     TGF-β1、Smad3、IL-17RAに対する siRNAsは Santa Cruz Biotechnologyよ

り購入した。miR-129p-5p のmicroRNA mimicとmiScript Target ProtectorはQiagen

から購入した。 形質移入薬としてリポフェクタミン RNAiMAX (Invitrogen) を

使用した。逆形質移入のために、siRNA、マイクロ RNA、mimic、miScript Target 

プロテクター (6pmol) を形質移入試薬とともに混合したものを、細胞を播種し

たプレートに加え、（リアルタイム PCRの場合）12時間もしくは（免疫ブロッ

ティングの場合）120時間、37℃、5％CO2の条件下でインキュベーションした。



 17 

対照実験では siRNA の標的遺伝子の転写物の量は 80%以上減少し、マイクロ

RNAの発現はミミックの形質移入により少なくとも 5倍以上に増加した。  

 

6.11 統計学的解析  

     統計学的解析は、平均値の比較のためにはマン･ホイットニーの U 検定を

用いて、頻度の解析のためにはフィッシャーの正確確率検定を用いて行った。

0.05未満の p値は有意であるとみなした。 
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7. 実験結果	 

 

7.1	 SSc患者の血清と病変皮膚における IL-17Aと IL-17F発現量  

     最初の実験として、我々は SSc患者における IL-17Aと IL-17Fの血清中濃

度について酵素免疫吸着測定法(ELISA)を用いて測定した。図 1a は SSc 患者の

IL-17Aの平均血清中濃度は、その他の SLEと PM/DMを含む膠原病と同様に、

健常対照群と比較して高いことを示しており、SSc患者と健常対照群の値の間で

有意差を認めた(平均±S.E.: 20.0±5.4 vs 11.2±1.1mg/dl, p<0.05)。カットオフ値を健

常対照群の 99パーセンタイルに設定したとき、IL-17Aの血清中濃度は SSc患者

20人中 9人(45％)において増加していた。その一方、健常対照群、SSc患者、そ

の他の膠原病患者の間で、IL-17Fの血清中濃度に有意差を認めなかった(図.1b)。

加えて、それぞれの患者群において IL-17Aと IL-17Fの血清中濃度の間に相関関

係を認めなかった。  

表 1は IL-17Aの血清中濃度と SSc患者の臨床所見と検査所見の関連性

を示している。IL-17A が上昇していた患者群では IL-17A が正常レベルの群に

比較して指尖虫喰状瘢痕(pitting scars)を有する率が有意に高かった(77.8% vs 

27.3%, p<0.05)。おそらく患者数が少ないために有意差を認めることは出来なか

ったが、以前の報告に一致するように(33)、IL-17A が正常レベルの群よりも

IL-17A上昇群では modified Rodman skin thickness score (MRSS) が低い傾向にあ

った(7.4 vs 16.5)。IL-17A上昇群と正常群との間で、その他の臨床所見や検査所

見において、統計学的に有意差を認めなかった。例えば、IL-17A 正常群と比較

して、IL-17A上昇群の患者は 3つの主要な自己抗体(抗トポイソメラーゼⅠ抗体、

抗セントロメア抗体、抗U1RNP抗体)を2つ以上もつ傾向があった(22.2 vs 9.1%)。

また一方 IL-17A 上昇群の患者と比較して、IL-17A 正常群の患者は 3 つの主要
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な自己抗体以外のその他の自己抗体をもつ傾向があった(44.5 vs 22.2%)。しかし

ながら統計学的な有意差は認めなかった。それゆえSSc患者においてのみ IL-17A

の血清中濃度が上昇していたということは、このサイトカインが SSc の病変形

成において何らかの役割を果たしているかもしれないということを示唆してい

る。 

そこで、IL-17Aの発現が生体内の SSc患者の病変皮膚においても増加し

ているかどうかを明らかにするために、全 RNAを 10人の SSc患者と 7人の健

常者由来の皮膚組織から抽出し、リアルタイム PCR を行った。SSc 患者の病変

皮膚組織の IL-17A mRNAの発現もまた健常対照群に比較して有意に上昇してい

た(p<0.05, 図. 1c)。一方 IL-17Fの mRNAは皮膚において検出されなかった。 免

疫組織化学染色でも IL-17A の発現がSSc患者皮膚に浸潤するリンパ球に認めら

れたが、健常者皮膚では認められなかった(図. 1d)。したがって、 IL-17Aの発現

は SSc患者の血清と病変皮膚にて増加していた。 
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図  1. SSc、SLE、PM/DM患者の IL-17Aと  IL-17Fの血清濃度   

	 	 	 血清サンプルは、全身性強皮症患者(SSc, n=20)、全身性エリテマトーデス患

者(SLE, n=10)、多発性筋炎/皮膚筋炎患者(PM/DM, n=10)、健常ドナー(n=10)から得
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た。y軸は対数のスケールで、実験方法に述べたように ELISAにて測定した L-17A 

(a)と IL-17F (b)の血清濃度を指し示している。バーは平均値を示す。(a)において、

水平方向の点線は健常対照群の 99パーセンタイルに設定されたカットオフ値を示

している。*p<0.05は健常対照群の値と比較した場合である。  

(c) 全 RNAは 10人の SSc患者と 7人の健常ドナーの皮膚組織から抽出し、次に

IL-17A と GAPDH の mRNA の発現を決定するために定量的リアルタイム PCR

を行った。 健常ドナーのサンプルにおける最高値を 1 とした。*p<0.05 は正常

皮膚における値と比較した場合である。 

(d) パラフィン切片にて『実験方法』にて述べたように IL-17A の免疫組織化学

的解析を行った。 (上のパネル) ヒト正常皮膚、本来の拡大率 x100、(下のパネ

ル) SScの皮膚、x100。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

表 1.  IL-17A血清濃度と SSc患者臨床所見､血清学的特徴との相関   
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  IL-17A 上昇患者群(n=9) IL-17A 正常患者群(n=11)   
   

発症時平均年齢(年)                                                                      56.3 60.5 
罹病期間(年)                                              5.3 3.9 
病型(diffuse:limited)                                                                             3:6  7:4 
MRSS (点数) 7.4 16.5 

臨 床 所 見    

指尖虫喰状瘢痕	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 77.8* 27.3 
皮膚潰瘍 44.4 36.4 
爪上皮出血点	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 44.4 54.5 
レイノー現象	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 77.8 81.8 
毛細血管拡張                      33.3 9.1 
手指屈曲拘縮	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 33.3 63.6 
石灰沈着	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 0 9.1 
全身色素沈着	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 0 36.4 
舌小帯短縮	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 44.4 63.6 
乾燥症状	 	 	 11.1 27.3 
臓 器 合 併 症     

肺線維症	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  

   平均%VC                 94.2 93.5 
   平均%DLco                 83.8 78.1 
肺高血圧	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 0 0 
食道病変                    0 27.3 
心病変	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 22.2 18.2 
腎病変	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 0 0 
関節症状	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 22.2 0 
血栓症	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 0 0 
抗核抗体検査所見     

抗トポイソメラーゼⅠ抗体	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 55.6 36.4 
抗セントロメア抗体	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 33.3 18.2 
抗 U1	 RNP 抗体	 	 	 	 	 	 	 	 33.3 9.1 
オーバーラップ	 22.2 9.1 
その他	 22.2 44.5 

表示のない値はパーセンテージである。  
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MRSS=modified Rodman skin thickness score; VC=肺活量; DLco=肺拡散能;  

オーバーラップ=抗トポイソメラーゼⅠ抗体、抗セントロメア抗体、抗 U1 RNP

抗体の中で 2 個以上の自己抗体が陽性, その他=抗トポイソメラーゼⅠ抗体、抗

セントロメア抗体、抗 U1	 RNP 抗体以外の自己抗体が陽性。	 

*P<0.05 はフィッシャーの正確確率検定を使用して IL-17A 非上昇群と比較した

場合である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.2	 SSc線維芽細胞における IL-17RA蛋白と mRNAの発現   
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	 	 	 次に、我々は SSc 患者における IL-17 受容体(IL-17RA)の発現を調べた。

IL-17RAは多くの組織に広範に分布していることが知られているが(25)、皮膚線

維芽細胞における受容体の発現はいまだ十分には調べられていない。図 2a と

2bに示したように、免疫ブロット法により SSc患者の培養線維芽細胞における

IL-17RA の蛋白発現は健常皮膚線維芽細胞と比較して有意に減少していること

が明らかとなった。 加えて我々は培養正常皮膚線維芽細胞が IL-17RA mRNAを

皮膚ケラチノサイトの 20％の範囲内で発現しているということを見出した。ケ

ラチノサイトは受容体を豊富に発現すると報告されているポジティブコントロ

ールである(41)。そして IL-17RA mRNAの発現もまた 5人の SSc患者全ての線

維芽細胞において低下していた(p<0.05, 図.2c)。したがって減少した IL-17RAの

蛋白合成は SSc患者の IL-17A mRNA 発現低下から生じるのかもしれない。SSc

患者の線維芽細胞における IL-17RAは in vitroにおいて少なくとも 15継代まで

維持される(図. 2d)。一方外因性の TGF-β1 による刺激は正常線維芽細胞おける

IL-17RAの発現を有意に抑制したが、SSc患者の線維芽細胞においては変化がな

かった(図. 2c)。さらに SSc線維芽細胞において TGF-β1 siRNAにより抑制され

ていた IL-17RA は正常化したが、正常線維芽細胞において変化はなかった(図. 

2e)。このような結果は SSc線維芽細胞における IL-17RA発現の低下は、序文に

述べたようにこの細胞における内因性の TGF-β の活性化により引き起こされる

かもしれないことを示している。加えて Smad3 siRNAにより Smad3をノックダ

ウンした場合には、SSc 線維芽細胞における IL-17RA の発現は回復した(図.2f)。

したがって TGF- β1の IL-17RAへの影響は Smad依存性であることが示唆された。 

一方、線維化のその他の重要なメディエーターである PDGFと IGF-1は IL-17RA

の発現に対する有意な影響を持っていなかった(図. 2g)。さらに外因性の IL-17A

と IL-17F のどちらも IL-17RA 発現を抑制しなかった(図. 2h)。 このことは
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IL-17RAは TGF-β1刺激により特異的に制御されていることを示唆している。  

定常状態の mRNAは、遺伝子転写レベルと mRNAの安定性の一方もし

くは両方に影響されうる。 SSc線維芽細胞における IL-17RA mRNAの減少が転

写レベルと転写後レベルのどちらによるのかを決定するために、正常線維芽細

胞と SSc線維芽細胞において新規の mRNA合成を RNA合成阻害剤であるアク

チノマイシン Dにより阻害した。図. 3aに示したように両方の細胞において 12

時間のアクチノマイシン D による処理を行うと mRNA の分解が生じ IL-17RA

の mRNAは減少した。IL-17RA mRNAの減少割合は正常線維芽細胞と SSc線維

芽細胞との間で類似しており、このことは IL-17RA mRNAの安定性が SSc線維

芽細胞において低下していないことを示唆している。 以上より SSc皮膚線維芽

細胞において IL-17RAの発現は、おそらく転写レベルにおいて TGF-βシグナル

伝達を介して減少していると考えられた。  

さらに、in vivoのIL-17RA mRNAの発現を調べた。皮膚組織より抽出し

た全ＲＮＡを用いたリアルタイムPCRでは、健常対照群と比較してSSc患者皮膚

組織におけるIL-17RAのmRNAの発現は有意に低いことが示された(図. 3b)。この

ことは培養細胞の結果と一致する(図. 2a-c)。 さらに我々はMRSSとSSc患者皮膚

のIL-17RA mRNAレベルとの間で中等度の逆相関があることを見出したが、統計

学的には有意ではなかった(r=-0.61, p=0.28)。 

我々はまた、in vivoのIL-17RA 蛋白の発現を評価するために、SSc患者

と健常人由来のパラフィン包埋皮膚切片を用いて免疫組織化学染色を行った。

IL-17RAの発現は正常皮膚線維芽細胞において強く認められたが、肥厚した膠原

線維間のSSc線維芽細胞においてはほとんど認められなかった(図. 3c と d)。な

おアイソタイプのコントロールの抗体を用いた陰性コントロールではほとんど

染色を認めず、バックグランドは全く染色されていなかった。 加えて、in vivo



 26 

においてIL-17RAの発現パターンを調べるために、ブレオマイシン処理後の皮膚

線維化モデルマウス由来のパラフィン包埋切片をIL-17RAについて染色した。

IL-17RA染色陽性の紡錘形の線維芽細胞はPBS処理後のコントロールのマウス

皮膚に検出された。一方ブレオマイシン処理後の肥厚した皮膚では認めなかっ

た(図. 3e と f)。つまりin vitroとin vivoで、IL-17RA の発現は線維化の状態では

低下していた。 
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図  2. in vitroでの SSc線維芽細胞における IL-17RAの発現   

(a, b) 正常と SSc患者の線維芽細胞間の IL-17RA蛋白発現量の比較 

健常ドナーと SSc 患者からのヒト皮膚線維芽細胞をそれぞれ同じ条件下でコン
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フルエントになるまで培養し、次に 24時間無血清の状態とした。細胞可溶化物

は L-17RAの抗体を用いて免疫ブロッティングに使用した。GAPDHをコントロ

ールとして用いた。3つの正常線維芽細胞と SSc線維芽細胞の代表的な結果を示

した(a)。 スキャニング濃度測定により定量化し同じサンプルの GAPDH量にて

補正した IL-17RA の蛋白発現量を正常線維芽細胞の値(1.0)と比較して示した。

データは独立した 3 つの実験の平均±S.E.を表す。*p<0.05 は正常線維芽細胞の

値と比較した場合である(b)。  

(c) 5人の健常人と 5人の SSc患者からのヒト皮膚線維芽細胞を TGF-β1 (2ng/ml)

を投与した場合と投与しなかった場合で 12 時間培養し全 RNA を抽出した。

IL-17RAとGAPDHのmRNA発現を決定する定量的リアルタイムPCRを行った。

正常ヒトケラチノサイトにおける値を 1 に設定した。データは 5 つの独立した

実験の平均± S.E.を表す。  

(d) 可溶化物は 5、10、15継代目の培養した SSc皮膚線維芽細胞から入手した。

細胞可溶化物は IL-17RA の抗体を用いた免疫ブロッティングに使用した。

GAPDHをコントロールとして使用した。 

(e) IL-17RA の発現に対する TGF-β1の siRNAの効果は図. 2cに述べたようにリ

アルタイム PCRにより調べた。線維芽細胞は TGF-β1 siRNA(黒いバー)もしくは

コントロール siRNA(白いバー)を用い形質移入した。形質移入された正常線維芽

細胞の値を 1に設定した。データは 3つの独立した実験の平均± S.E.を表してい

る。 

(f) 『実験方法』に述べたように SSc線維芽細胞はコントロールもしくは Smad3

の siRNAを用い形質移入した。 細胞可溶化物は IL-17RA、Smad3、GAPDHの

抗体を用いて免疫ブロッティングに使用した。 

(g) 正常線維芽細胞は PDGFもしくは IGF-1 (250ng/ml)の存在下もしくは非存在
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下で 12 時間インキュベーションした。IL-17RA の mRNA レベルを評価するた

めに定量的リアルタイム PCRを行った。未処理細胞の平均値を 1とした。デー

タは 3つの独立した実験の平均±S.E.を表す。 

(h) 正常皮膚線維芽細胞は IL-17Aもしくは IL-17F(250ng/ml)の存在下もしくは非

存在下で 24時間インキュベーションし、細胞可溶化物は IL-17RAの抗体ととも

に免疫ブロッティングに使用した。 
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図  3. SSc線維芽細胞における IL-17RAの発現低下の機序。   

(a) 正常と SScの皮膚線維芽細胞を 24時間無血清の状態としアクチノマイシン

D(2.5ng/µl)の存在下と非存在下で 12時間インキュベーションした。定量的リア
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ルタイム PCR を IL-17RA の mRNA 量を評価するために行った。未処理細胞に

おける値を 1に設定した(白い棒)。データは 3つの独立した実験の平均±S.E.を

表す。 

(b) SSc 患者病変皮膚と正常皮膚から入手した全 RNA を使用して IL-17RA と

GAPDH の mRNA 発現を決定するために、定量的リアルタイム PCR を行った。

*p<0.05は正常皮膚における値と比較した場合である(1.0)。  

(c-f) パラフィン切片は『実験方法』に述べたように IL-17RAの免疫組織化学的

解析に使用した。(c) ヒト正常皮膚、本来の拡大率x400、(d) SSc患者皮膚、 x400、

(e) PBS処理したマウス皮膚、x400, (f) ブレオマイシン処理したマウス皮膚、x400。

線維芽細胞は黒い矢印により示した。 
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7.3	 IL-17の存在下と非存在下での ECM関連遺伝子の PCRアレイ解析  

	 	 	  次に IL-17シグナル伝達経路の ECM発現への影響と SScの病態形成に

おける IL-17 のシグナル伝達経路の関与を調べた。 

IL-17Aもしくは IL-17Fにて処理した線維芽細胞における ECM関連遺伝

子の発現パターンの違いを同定するために、 84個の ECM関連遺伝子からなる

PCRアレイ解析を行った。 正常ヒト皮膚線維芽細胞をコンフルエントになるま

で培養し IL-17Aもしくは IL-17Fにて 12時間刺激、その後全 RNAを抽出した。

ΔΔCT 法にて 2 倍の差を有意であると考えた場合、IL-17A にて処理した線維芽

細胞において 84 個中 11 個の遺伝子は発現が上昇しており、未処理の細胞と比

較して 14個の遺伝子は発現が減少していた。一方 IL-17Fにて処理した線維芽細

胞においては 15 個の遺伝子は発現が増加しており 24 個の遺伝子は発現が減少

していた  (表 2: 完全なデータセットは GEO microarray data repository, 

www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/, accession number GSE33581 にて利用可能)。ヒトの 

α1(I)コラーゲン遺伝子の発現は IL-17A もしくは IL-17F の処理によりわずかに

減少していたが(ΔΔCT法において IL-17Aでは 0.80倍の増加、IL-17F では 0.70

倍の増加)、有意な差ではなかった。加えて、フィブロネクチンやテネイシン C

などのその他のマトリックス遺伝子は、IL-17Aもしくは IL-17Fにより有意に変

化していなかった。しかしながら我々はアレイ解析にて、組織の線維化を誘導

し SSc の病変形成に関与している CTGF(13)の mRNA 発現は、未処理細胞と比

較して IL-17A処理により有意に減少していて(0.44-倍)、IL-17Fでは有意には減

少していなかった(0.58倍)。この結果をリアルタイム PCRにて確認した。 未処

理細胞や IL-17F処理細胞と比較して、IL-17A処理により平均の CTGFの転写レ

ベルは有意に減少していた(図. 4a)。 免疫ブロットでも IL-17Aが CTGFの蛋白

発現を減少させていることが明らかとなった (図. 4b と c) 。それ故 IL-17A は
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CTGF発現低下を介して抗線維化効果を持つのかもしれないし、IL-17Fではそう

ではなかった。 

一方では免疫ブロッティングにより、正常線維芽細胞において、未処理

の細胞と比較して IL-17A 処理により α1(I)コラーゲンの蛋白合成は有意に減少

していた(p<0.05)が、IL-17Fでは変化がなかった(図. 4d と e)。アレイ解析の結果

を考慮すると、正常線維芽細胞において mRNA レベルを変えずに IL-17A は転

写後の過程で α1(I)コラーゲンの蛋白発現を減少させると考えられた。  

以上より、IL17Aはα1(I)コラーゲンとCTGFの発現に対して抑制効果を持

つのかもしれないし、SSc線維芽細胞におけるTGF-β1シグナル伝達による

IL-17RAのダウンレギュレーションを介したIL-17Aの抑制は、導入にて述べたよ

うに、亢進したコラーゲンの蓄積とSScの線維症の特徴に寄与している。この考

えを検証するために、SSc線維芽細胞において、未処理の細胞と比較してIL-17A

とIL-17Fによる処理より α1(I) コラーゲンの蛋白発現は変化しなかった(図. 4f)。

おそらくこれはIL-17RAのダウンレギュレーションによるものであろう。	 	 	  

IL-17A刺激によるCTGF発現低下は、CTGFはTGF-β1の下流のターゲット

であるため、TGF-βは線維芽細胞におけるIL−17のシグナル伝達を阻害するだけ

でなく、IL−17もまたTGF-β のシグナル伝達を阻害する可能性を示唆する。しか

しながらアレイのデータは、IL-17AもしくはIL-17FはTGF-βのその他の標的分子

であるフィブロネクチン、テネイシンCやMMP-1の発現に影響しないことを示唆

している(表 2) (42-44)。 加えて、Smad3、TGF-β1、TGF-β受容体I、II、IIIを含

むTGF-β関連分子の発現レベルはIL-17AとIL-17Fにより影響されなかった(図. 

4g)。それゆえ、IL-17はTGF-βシグナル伝達を阻害していないと考えられた。  
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表  2.  PCRアレイ解析による IL-17Aもしくは IL -17Fの存在下と非存在下

での細胞外マトリックス遺伝子の発現プロファイル	 

      

略号     遺伝子名  倍数変化      
IL-17A により発現が増加した遺伝子 

ITGB2  Integrin,β2  58.32 
MMP16 Matrix metalloproteinase 16  21.5 
VCAM1  Vascular cell adhesion molecule 1 6.76 
TIMP3 Tissue inhibitor of metalloproteinase 3  5.68 
ITGA8 Integrin,α8 3.35 

CLEC3B C-type lectin domain family 3, member B  3.26 
ITGA4 Integrin,α4 2.28 
KAL1 Kallmann syndrome 1 sequence 2.21 

NCAM1 Neural cell adhesion molecule 1  2.08 
SPARC Secreted protein, acidic, cysteine-rich 2.04 

COL16A1 Collagen, type XVI,α1 2.01 
IL-17A により発現が減少した遺伝子 

ITGA2 Integrin,α2 0.04 
SPP1 Secreted phosphoprotein 1  0.11 

ITGAM Integrin,αM  0.24 
ITGA5 Integrin,α5 0.25 
SELP Selectin P  0.29 
ITGB3 Integrin,β3 0.3 

LAMB3 Laminin,β3 0.34 
ITGB4 Integrin,β4 0.39 
ITGAL Integrin,αL  0.41 
CDH1 Cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)  0.42 
ITGA3 Integrin,α3 0.43 
CTGF Connective tissue growth factor 0.44 
VTN Vitronectin 0.44 

ITGA6 Integrin,α6 0.48 
IL-17F により発現が増加した遺伝子 

MMP12 Matrix metalloproteinase 12  224.1 
MMP16 Matrix metalloproteinase 16  93.57 
ITGB2 Integrin,β2  39.07 
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TIMP3 Tissue inhibitor of metalloproteinase 3 38.27 
CLEC3B C-type lectin domain family 3, member B  19 

KAL1 Kallmann syndrome 1 sequence 11.54 
ITGA5 Integrin,α5 6.36 

COL6A2 Collagen, type VI,α2  5.42 
ECM1 Extracellular matrix protein 1 2.96 

VCAM1  Vascular cell adhesion molecule 1 2.94 
ITGA7 Integrin,α7 2.6 
SPARC Secreted protein, acidic, cysteine-rich 2.55 
MMP3 Matrix metalloproteinase 3 2.19 

NCAM1 Neural cell adhesion molecule 1  2.07 
ITGA4 Integrin,α7 2.01 

IL-17F により発現が減少した遺伝子 
ITGAM Integrin,αM  0.01 
MMP9 Matrix metalloproteinase 9  0.01 

CTNND2 Catenin (cadherin-associated protein),δ2  0.01 
VTN Vitronectin 0.01 

ADAMTS8 
ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 
motif, 8  

0.04 

MMP7 Matrix metalloproteinase 7 0.06 

ADAMTS13 
ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 
motif, 13 

0.06 

MMP10 Matrix metalloproteinase 10 0.07 
SELP Selectin P  0.07 

MMP13 Matrix metalloproteinase 13 0.08 
SELE Selectin E  0.08 

LAMA1 Laminin,α1 0.11 
HAS1 Hyaluronan synthase 1  0.12 

MMP15 Matrix metalloproteinase 15 0.13 
ITGAL Integrin,αL  0.14 
MMP8 Matrix metalloproteinase 8 0.15 
ITGB3 Integrin,β3  0.19 

PECAM1 Platelet/endothelial cell adhesion molecule 1  0.21 
CDH1 Cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)  0.23 

MMP11 Matrix metalloproteinase 11 0.29 
SPP1 Secreted phosphoprotein 1  0.31 
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LAMA3 Laminin,α3 0.32 
CNTN1 Contactin 1 0.36 
ITGA3 Integrin,α3 0.37 
ITGB4 Integrin,β4 0.38 

   

3 検体の正常線維芽細胞からの mRNA の等量混合物を IL-17A もしくは IL-17F

の存在下もしくは非存在下にて処理し準備した。そして mRNA発現プロファイ

ルを PCRアレイにより評価した。未加工のサイクル閾値(Ct) は 5つのハウスキ

ーピング遺伝子の平均値を使用して規準化した。倍数変化(1/2 未加工のそれぞれの mRNA

の Ct 値–	 ハウスキーピング遺伝子の Ct 値)を示した。	 
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図  4.  正常線維芽細胞における IL-17Aと IL-17Fの ECM発現への影響  

(a) ヒト皮膚正常線維芽細胞はコンフルエントになるまで培養し、次に 24 時間

無血清の状態とした。細胞は IL-17Aもしくは IL-17F (250ng/ml)の存在下もしく
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は非存在下にて 12時間インキュベーションし、CTGFと GAPDHの mRNA量を

評価するために定量的リアルタイム PCRを行った。同じサンプルの GAPDHに

より規準化した CTGF の平均の相対的な転写物の量は、未処理細胞における量

(1.0)と比較して示した。データは 3 つに独立した実験の平均±S.E.を表す。

*p<0.05は IL-17Aで処理した正常線維芽細胞における値と比較した場合である。 

(b, c) ヒト皮膚線維芽細胞は IL-17Aもしくは IL-17Fの存在下もしくは非存在下

で 24時間インキュベーションし、CTGFや GAPDHの抗体を用いて免疫ブロッ

ティングを行った(b)。図 2bに述べたように、スキャニング濃度測定により定量

化した CTGFの蛋白発現量を示した(c)。 

(d, e) 正常細胞は IL-17Aもしくは IL-17F (250ng/ml)の存在下もしくは非存在下

で 24時間インキュベーションし、免疫ブロッティングを行った(d)。 図 2bにお

いて述べたように、スキャニング濃度測定により定量化したα1(I)コラーゲン発

現量を示した(e)。  

(f) SSc線維芽細胞は IL-17Aもしくは IL-17F (250ng/ml)の存在下もしくは非存在

下にて 24時間インキュベーションし、図. 4dに述べたように免疫ブロッティン

グを行った。 

(g) 正常線維芽細胞は IL-17Aもしくは IL-17F (250ng/ml)の存在下もしくは非存

在下にて 12時間インキュベーションした。定量的リアルタイム PCRを Smad3、

TGF-β1、TGF-β受容体 I、II、III 型の mRNA 量を評価するために行った。未処

理細胞の平均値を 1に設定した。データは 5つの独立した実験の平均±S.E.を表

す。 
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7.4	  IL-17Aによるコラーゲン発現制御へのマイクロ RNAの関与  

	 	 	  最後に、我々はIL-17AによるmRNAレベルを変化させることのないα1(I)

コラーゲン蛋白の制御機構を明らかにすることを試みた。 

マイクロRNAは通常標的遺伝子の翻訳を阻害し、標的転写産物の分解を

引き起こさないため、我々はマイクロRNAがこの過程に関与していると仮定し

た。我々はこの分野で代表的なプログラムであるTargetScan (version 5.1, 

http://www.targetscan.org/)とMiranda (http://www.microrna.org/microrna/home.do)を

使用したマイクロRNA標的遺伝子予想にしたがい、α1(I)コラーゲンの制御因子

としてmiR-129-5pに着目した(45)。図. 5aはmiR-129-5pの平均の転写物のレベルは

未処理の細胞と比較してIL-17A処理により有意に増加(p<0.05)しており、IL-17F

ではそうではなかったということを示している。このことはIL-17Aもしくは

IL-17Fのα1(I)コラーゲン発現に対する影響と一致していた(図. 4d)。 

その上、α1(I)コラーゲンの3’末端非翻訳領域(3’ UTR)の構成は転写プロ

モーターの活性測定には利用できないので、miR-129-5pとα1(I)コラーゲン3’非翻

訳領域の直接相互作用を特定するために、我々はmicroRNA mimicとmiScript 

Target プロテクター(Qiagen)を使用した。このmiScript Target プロテクターは相

互作用で特異的に干渉するように設計された1本鎖の改変RNAであるが、一方同

じ miR-129-5p の そ の 他 の 標 的 の 制 御 は 影 響 さ れ な い 

(http://www.qiagen.com/products/miscripttargetprotectors.aspx) (46)。  コントロー

ル・プロテクターの存在下では、正常線維芽細胞においてmiR-129-5p mimicの過

剰発現によりα1(I)コラーゲンの蛋白発現は抑制された(図. 5b)。このことはα1(I)

コラーゲンはmiR-129-5p の標的である可能性を確認するものである。一方、

miR-129-5pに特異的なプロテクターはmiR-129-5p mimicを介するα1(I)コラーゲ

ンの抑制を阻害した(図. 5b)。したがってこのことはmiR-129-5pとα1(I)コラーゲ
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ン3’UTRの直接的な相互作用を示唆している。 

つまりIL-17AはmiR-129-5pを介してα1(I)コラーゲン蛋白の発現を制御

しているかもしれない。興味深いことに、ヒト細胞の分化と発生に関与する88

個のmicroRNAから成るPCRアレイ解析にて、いくつかのmicroRNAは正常線維芽

細胞と比較してSSc線維芽細胞において発現が低下しており(表 3)、miR-129-5p 

はSSc線維芽細胞において発現が減少していたmicroRNAの中の一つであった

(ΔΔCT法において0.22倍の変化であり、完全なデータセットはGEOのマイクロア

レイ・データ・リポジトリにて利用できる：www. ncbi.nlm.nih.gov/geo/、受け入

れ番号はGSE34142)。miR-129-5pに特異的なプライマーを用いたリアルタイム

PCRにてSSc線維芽細胞におけるmiR-129-5pの抑制が確認された(図. 5c)。これら

の結果は、IL-17Aは正常皮膚線維芽細胞においてmiR-129-5p の誘導によりα1(I)

コラーゲンの合成を阻害するが、そのシグナルはSScにおいてIL-17RA の発現低

下により抑制されており、このことがmiR-129-5pの発現低下とα1(I)コラーゲン

の発現増加を引き起こすことを示唆している。この仮説を裏付ける事実として、

正常線維芽細胞におけるmiR-129-5pレベルはIL-17RA siRNAにより減少した(図. 

5d)。  
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図  5. IL-17Aの miR-129-5p発現への影響   

(a) 正常ヒト皮膚線維芽細胞は IL-17A もしくは IL-17F (250ng/ml)の存在下もし

くは非存在下にて 12 時間インキュベーションし、microRNA を抽出した。相対
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的なmiR-129-5p発現量(U6にて規準化した)は定量的リアルタイムPCRにより特

定した。データは縦軸にて示した(n=3)。 未処理細胞における値を 1と設定した。

*p<0.05は IL-17A 処理細胞における値と比較した場合である。 

(b) 正常皮膚線維芽細胞はコントロールもしくは miR-129-5p mimic を用いてコ

ントロールもしくは 129-5p特異的なmicroRNA プロテクターの存在下にて『実

験方法』において述べたように形質移入した。細胞は 120 時間後に回収した。

細胞可溶化物は免疫ブロッティングに使用した。	 

(c) 正常と SScの皮膚線維芽細胞は同じ条件にて培養し、microRNAを回収した。

相対的なmiR-129-5p発現量(U6にて規準化)は定量的リアルタイムPCRにより測

定した。正常線維芽細胞における値を 1 と設定した。データは 3 つの独立した

実験の平均±S.E.を表す。*p<0.05 は正常線維芽細胞における値と比較した場合

である。 

(d) 正常線維芽細胞は IL-17RA siRNAもしくはコントロールの siRNAを用いて

形質移入した。相対的な miR-129-5p発現量 (U6にて規準化) は定量的リアルタ

イム PCR により測定した。コントロール siRNA にて形質移入した細胞におけ

る値を 1に設定した。データは 3つの独立した実験の平均± S.E.を表す。 
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表  3.  マイクロアレイ解析による SSc 皮膚線維芽細胞において発現低下

していた microRNAの要約  

遺伝子名 倍数変化 
 

遺伝子名 倍数変化 
miR-10a <0.01 

 
miR-210 0.20  

miR-142-3p <0.01 
 

miR-370 0.20  
miR-146a <0.01 

 
miR-100 0.21  

miR-196a <0.01 
 

miR-128 0.22  
miR-206 0.05  

 
miR-129-5p 0.22  

miR-185 0.05  
 

miR-488 0.23  
miR-146b-5p 0.07  

 
miR-93 0.24  

miR-208a 0.09  
 

miR-125a-5p 0.25  
miR-192 0.10  

 
miR-21 0.28  

miR-15b 0.13  
 

miR-142-5p 0.28  
let-7c 0.13  

 
miR-10b 0.28  

miR-195 0.16  
 

miR-155 0.28  
miR-126 0.16  

 
let-7a 0.32  

miR-124 0.18  
 

miR-17 0.32  
miR-16 0.18  

 
let-7g 0.33  

miR-99a 0.20  
    

5 人の正常患者と 5人の SSc患者由来の microRNAの等量混合物を準備し、それ
ぞれの細胞における RNA 発現プロファイルは PCR アレイ解析を用いて評価し
た。Ct(閾)値は 4 つのハウスキーピング遺伝子の平均値を用いて標準化した。
倍数変化(1/2 それぞれの microRNA の未処理 Ct 値−small	 RNA のハウスキーピング遺伝子の Ct 値)を示した。	 
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8. 考察 

 

	 	 	  この研究は、３つの主要知見により、ECMの制御における IL-17のシグ

ナル伝達経路の役割と SSc表現型へのその関与を明らかにした。  

SSc患者におけるIL-17Aの血清中濃度については依然として議論の余地

があり、その臨床的意義は明らかとはなっていない。この研究は、SSc患者の

IL-17A血清濃度が有意に高くIL-17Fは差がないこと、しかもIL-17A血清濃度高値

例は指尖虫喰状瘢痕を有する傾向があることを示している。さらにIL-17A高値

例では正常例よりも skin score が低い傾向があった。つまりこのことはIL-17A

の線維化抑制効果を示唆している。しかしながらこの研究ではSSc患者の血清サ

ンプルの数が確定的な結論を得るにはあまりに限られている。そのため、さら

に大きな研究が将来必要であると考えた。 

第 2 に我々は、正常線維芽細胞と比較して SSc 線維芽細胞における

IL-17RAの発現は、in vivoと in vitroにて転写レベルで有意に低下していた。SSc

線維芽細胞において内因性の TGF-β の活性化が起きていると考えられている。

今回の結果は、TGF-β1は受容体を介して IL-17シグナル伝達に阻害効果を持ち、

IL-17 シグナル伝達経路は SScにおける IL-17RAの発現低下のために抑制され、

SSc患者における IL-17A血清濃度の上昇はネガティブフィードバックから生じ

ることを示唆していると考えられた。 

この研究ではまた外因性の IL-17Aと IL-17Fの正常ヒト皮膚線維芽細胞

における ECM発現への影響についても検討した。 IL-17Aは線維芽細胞の増殖

活性を刺激すると考えられているが(34)、 ECM制御における IL-17シグナル伝

達経路の正確な役割はいまだ十分には明らかにはされていない。in vitroの IL-17

による ECM 関連遺伝子の PCR アレイにおける変化に基づき、我々は CTGF と
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α1(I)コラーゲン遺伝子に着目した。IL-17Aは CTGFとα1(I)コラーゲンの蛋白発

現を減少させたが、IL-17Fでは変化はなかった。microRNA解析にて、α1(I)コラ

ーゲンの負の制御因子であるかもしれない miR-129-5p は IL-17A による刺激に

より SSc 線維芽細胞において減少しているが、正常細胞においては発現が増加

していた。平均わずか 22 ヌクレオチドの長さの短いリボ核酸分子である

microRNAは、mRNAの 3' UTRにおける相補的配列に結合する転写後の制御因

子であり、遺伝子発現抑制をもたらす。この分野での最近の研究では microRNA

は in vivoにおいて免疫応答や発癌と同様に血管形成においても役割を果たして

いることが指摘されている(47-51)。 この研究では microRNA はまた ECM 制御

に関与していることを示唆している。  

我々の研究にはいくつかの制限がある。第一に、皮膚の IL-17RAのmRNA

発現量は SSc患者の MRSSと逆相関する傾向があった。このことは IL-17シグ

ナル伝達の抗線維化効果を示唆していると考えた。第二に、以前の報告では

IL-17A の受容体への結合親和性は IL-17Fよりも高いことが示唆されている(52, 

53)。したがって、親和性の違いは IL-17Aと IL-17Fの ECM発現への異なる効果

を説明出来るのかもしれないが、我々はこの研究においてこの仮説を証明でき

なかった。加えて IL-17Aは密接なアミノ酸配列同一性と RA受容体を IL-17Fと

のみ共有するが、他の IL-17ファミリーとは共有しない。それゆえ、我々は IL-17

ファミリーのその他の 4つのメンバーが IL-17Aと比べて ECM発現に関して類

似した効果を持つかどうかを特定することは出来なかった。これらの点は今後

の研究において明らかにされるべきであろう。 

結論として、IL-17シグナル伝達経路は miR-129-5pの発現増加とα1(I)コ

ラーゲンの発現低下を介して抗線維化効果を持つと考えられた。SSc線維芽細胞

において、TGF-β1による内因性活性化はコラーゲン産生を亢進している。同時
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に TGF-β1は IL-17受容体の発現低下により IL-17シグナル伝達を阻害した。こ

のことはまた過度のコラーゲン蓄積と組織の線維化に寄与すると考えられた(図. 

6)。IL-17シグナル伝達抑制による CTGFの誘導もまた線維化を促進するであろ

う。その一方、SSc病変皮膚と血液中に増加した IL-17発現はネガティブ・フィ

ードバック・メカニズムによるものかもしれない。これらの効果は IL-17A に特

異的であった。TGF-β1 と IL-17A から成るサイトカインネットワークによる線

維化の新規の制御機構を明らかにするさらに大規模な研究は、この疾患に対す

る新しい治療方法の開発につながると考えられた。  
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図 6.	 SSc線維芽細胞における IL-17シグナル伝達のモデル  

	 	 	 IL-17シグナル伝達経路は抗線維化作用の効果を持つ。すなわち正常線維

芽細胞における外因性の IL-17A刺激は CTGFの発現を減少させ、miR-129-5pを
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介してコラーゲンの発現量を減少させる。 

SSc 線維芽細胞において、内因性 TGF-β1 の活性化はコラーゲン産生を

促進する。同時に TGF-β1 は IL-17 受容体の発現抑制により IL-17A シグナル伝

達を阻害し、そのことはまた過度のコラーゲンの蓄積と組織の線維化に寄与し

ている。IL-17Aシグナルの抑制による CTGFの誘導もまた線維化を促進する。

その一方、血清と SSc患者病変皮膚での増加した IL-17Aはおそらくこの疾患に

おけるネガティブフィードバックによるものである。  
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9. 結語  
 

   	 TGF-βと IL-17Aからなるサイトカインネットワークによる線維化の新し

い制御機構を明らかにすることは、この疾患の新規の治療手段の開発に役立つ

であろう。 
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