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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 研究開発代表者による報告の場合 

和文 
膠原病患者においては臓器病変の後遺症やステロイドの副作用によって生活の質が低下する症例

が少なくない。ステロイド以外の治療薬でもっとも効果が高いのが免疫抑制薬である。とくに、シ

クロホスファミド（CY）、タクロリムス（TAC）、ミコフェノール酸モフェチル（MMF）の 3 剤は

それぞれ単剤での有用性は確立されている。重症膠原病に対しては既存の免疫抑制剤の併用治療が

行われているが、治療効果と有害事象発現のバランスを鑑みた最適のプロトコールは不明である。

本研究では、難治性膠原病に対してその治療効果と安全性を両立した証明する免疫抑制剤併用プロ

トコールに関する治療ガイドラインを作成することを目的とした。 
2015 年度に行った免疫抑制薬併用療法の後ろ向き実態調査の結果に基づき、2016 年度は①中枢神

経ループス (NPSLE), ②難治性ループス腎炎 (LN), ③皮膚筋炎合併間質性肺病変 (DM-ILD)患者
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を対象とし, 免疫抑制薬を CY, MMF, TAC の他にアザチオプリン、ミゾリビン、メトトレキサート、

シクロスポリン、ヒドロキシクロロキンと追加した前向き観察研究として倫理委員会申請をおこな

った。さらに、患者情報を EDC 上で収集するためのシステム作りを行った。また、全国 22 の専

門施設に患者登録への参加を声がけした。治療経過中の血清検体をバイオバンクとして一括管理す

るシステムを構築した。並行して、適切な探索的免疫学的マーカーの評価方法を確立してきた。本

研究への参加表明をいただいた 22 施設のうち、21 施設で倫理委員会の承認が得られ、EDC シス

テムへの登録準備が完了した。現時点では合計 36 例が症例登録済みである。当症例登録状況に鑑

みて、充分な症例を収集するために症例登録の締め切りを 2017 年 7 月末とし、治療後の観察期間

を最短で半年として寛解導入期における治療効果と安全性について評価する予定である。 
 

【代表者 渥美達也の統括内容】 
 疫学研究では、強皮症については症例数が少なく評価が困難と判断した。皮膚筋炎合併間質性肺

炎 (DM-ILD) では免疫抑制薬を併用されるケースが比較的多く、併用プロトコールも CY + (TAC 
or CsA) が選択されるケースが多いなど、前向き試験でも評価に値すると判断された。中枢神経ル

ープス (NPSLE)と難治性ループス腎炎をあわせた難治性 SLE については症例数は比較的多いが

併用プロトコールは様々であった。 
疫学研究の結果を踏まえ、前向き観察研究の対象は①NPSLE, ②難治性ループス腎炎, ③DM-ILD
患者で、CY, MMF, TAC のほか、数種の免疫抑制剤による併用療法を受ける患者とした。免疫抑制

剤単剤による治療を受ける同疾患患者を対照において比較するプロトコールを作成、倫理申請をお

こない、承認が得られた。参加各施設にそれを配信して、各施設での倫理申請の補助をおこなった。

全国 22 施設で参加意思が確認され、多くの施設で倫理委員会からの承認が得られた。 
【上阪等】 
上記実施期間中に 5 例を観察研究に登録し、観察を継続している。探索的マーカー開発のため、血

清検体収集を行った。新たな筋生検法により 7 例の生検を実施し、少なくとも組織学的観察に適し

た量の検体を得ることができるようになった。今後は本生検法で採取した組織から解析に適した量

の細胞を回収することが目標になる。 
【田中良哉】 
免疫抑制剤を新規に使用する難治性膠原病に対する観察研究実施探索的マーカーの開発を主目的

として、当科に入院した免疫抑制剤を新規に使用する難治性膠原病患者を対象とし、患者末梢血リ

ンパ球のフェノタイプをNIH/FOCISがHuman Immunology Projectとして提唱した抗体セット、

及び、ケモカイン受容体抗体を含む独自の抗体セットを用いて 8 カラーフローサイトメトリーで解

析した。SLE 患者末梢血では Th1 細胞および Th17 細胞の割合は健常人と同等であったが Treg 細

胞および Tfh 細胞の割合は健常人に比較して上昇していた。B 細胞では、central memory B 細胞、

effector B 細胞、および plasmablast の割合健常人に比して有意に上昇し、plasmablast の割合が

疾患活動性と相関した。次に、主成分分析を用いて免疫担当細胞フェノタイプのマッピングを行っ

たところ、SLE 患者の末梢血免疫フェノタイプが B 細胞と T 細胞の二つの軸に縮約されることが

明らかとなった。さらに、Th17 と Treg および Tfh と plasmablast がそれぞれクラスターを形成

し統計学的に相関関係を示していた。これらを用いて SLE のクラスター解析を行うと、共通する

B 細胞の分化異常に加えて、T 細胞フェノタイプの差異により 3 群に分けることが可能であり、T
細胞の分化と活性化の異常が乏しい群 (T cell independent group)、Tfh 細胞と plasmablast の増
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加が優位となる群 (Tfh dominant group)、メモリーTreg 細胞の活性化が優位となる群 (Treg 
dominant group)に分けられた。さらに、治療反応性との関連を検討したところ、Tfh dominant 
group では既存治療に抵抗性であった。以上より、難治性膠原病患者の末梢血リンパ球フェノタイ

ピングをはじめとする探索的マーカーの開発は、免疫抑制薬の治療評価に有用である可能性が示さ

れた。また、リンパ球フェノタイピングによって、症例に応じて高ベネフィット低リスクの免疫抑

制剤併用療法を選択できれば、precision medicine の確立に資するものと期待された。 
【廣畑俊成】 
ループス精神病の中で最も重篤な病態である acute confusional state(ACS)において、1992 年から

2015 年の間に経験した 36 例について解析したところ、８例が発症８ヶ月以内に死亡していた。死

亡した８例では全例脳 MRI で異常を呈していたが、MRI 異常のない 18 例で死亡した患者はいな

かった。Cox の比例ハザードモデルによる解析にり、MRI 異常、血清抗 Sm 抗体の陽性、血清 IL-6
の上昇が有意に ACS 患者の死亡のリスクを上昇させることを見出した。したがって、ループス精

神病の重症病型である ACS に於いては、脳 MRI の異常、血清抗 Sm 抗体、血清 IL-6 が予後規定

因子となることが明らかになった。 
【保田晋助】 
2016 年度に実施している前向き観察研究に関する倫理申請および改定に関する、参加施設への連

絡および申請補助を行った。また、症例登録システムおよび北海道大学生体試料管理室と共同で、

バイオバンクシステムの構築および運用を行った。当該期間中に当施設から 6 例を登録し、観察を

継続している。 
探索的マーカー開発については、Mx1 などのインターフェロン関連蛋白を ELISA にて・アンフィ

レギュリンなどの炎症増幅因子を multiplex assay にて治療前後の保存血清を用いて測定すべく、

検査系の構築を行った。 
 

英文 
Patients with systemic autoimmune diseases (AID) sometimes suffer from organ damages due 
to disease itself and/or drugs such as corticosteroids (CS). Immunosuppressants are also 
effective drugs. Among them, cyclophosphamide (CY), tacrolimus (TAC), and micophenolate 
mofetil (MMF) are known as beneficial drugs when used with CS. In severe AID cases, dual 
immunosuppressant therapy is introduced, but optimal protocols balancing risks and benefits 
are yet to be established. In the present study, we aimed to establish protocols for such dual 
immunosuppressant therapy for patients with severe AID. 
Based on the results of the retrospective surveillance for dual immunosuppressant therapy for 
severe AID conducted in 2015, we decided to focus on patients with 1) neuropsychiatric SLE 
(NPSLE), 2) severe or refractory lupus nephritis (LN), 3) interstitial lung diseases complicated 
with dermatomyositis (DM-ILD), being treated with combinations of the following 
immunosuppressants: CY, MMF, TAC, azathioprine, mizoribine, methotrexate, cyclosporine, 
hydroxylchroloquine. EDC system for the enrollment as well as follow up of the patients was 
established. Biobank system for the storage of patient sera was also established. Approval from 
each local ethical committee was obtained in 21 out of 22 sites. Thirty-six patients were 
enrolled at the end of March 2017. Deadline for the enrollment was re-set at the end of July 
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2017, then will be prospectively observed at least for 6 month for the efficacy and safety of the 
treatment. 
【上阪等】 
Five patients were registered to the observational study. Serum samples were collected to 
explore new biomarkers for disease specificity or activity. Muscle tissue specimens were 
harvested from seven patients with conchotome biopsy: a new method of semi-open muscle 
biopsy. We have become able to get an adequate volume of muscle tissues for histological 
observation. We need to examine whether we can collect cells appropriate for analyses from 
muscle tissues. 
【田中良哉】 
Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease characterized by 
overproduction of autoantibodies by B cells and breaking self-tolerance of T cells and dendritic 
cells (DCs). We have reported the characteristic abnormalities of B cells in SLE. However, 
because of the clinical and molecular heterogeneity of SLE, targeted therapy has not yet been 
established in the treatment of SLE. In this research project, in order to clarify the diversity of 
systemic lupus erythematosus (SLE), we stratified active SLE patients based on 
immunophenotyping. Peripheral blood mononuclear cells were obtained from 143 SLE patients 
and 49 healthy individuals. Circulating B, T and dendritic cells were defined based on flow 
cytometric analysis for human immune system termed the Human Immunology Project 
proposed by NIH/FOCIS. Based on these results, the immunophenotype was visualized by 
principal component analysis and SLE patients classified into subgroups by cluster analysis. 
The proportions of Treg and Tfh cells, but not Th1 and Th17 cells, were higher in SLE than the 
control. The proportions of class-switched memory B cells and IgD-CD27- (double negative) B 
cells were higher in SLE. The largest difference relative to the control was observed in the 
proportion of plasmablasts, which was higher in SLE and correlated with BILAG index. 
Principal component analysis indicated that the immunophenotype of SLE patients was 
consistent with T and B cell axes. Cluster analysis stratified SLE patients into three subgroups 
(with high proportions of plasmablasts in all groups): patients who did not show the 
characteristic features (T cell-independent group), patients with high percentage of Tfh cells 
(Tfh-dominant group), and patients with high proportion of memory Treg (Treg-dominant 
group). The percentage of patients who showed treatment resistance was highest among the 
Tfh-dominant group. Taken together, our study indicates that active SLE patients can be 
divided into three subgroups based on T cell heterogeneity. Accumulation of further evidence 
will help elucidate the pathogenesis of SLE and development of new therapies. 
【廣畑俊成】 
We explored the influences of various factors, including brain MRI abnormalities, on the 
prognosis of patients with acute confusional state (ACS), which is the most recalcitrant 
manifestation in diffuse NPSLE. We demonstrated that the presence of brain MRI 
abnormalities, the presence of serum anti-Sm antibodies and serum IL-6 levels significantly 
increased the risk for mortality in multivariate analysis. These results demonstrate that 
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patients with ACS of diffuse NPSLE with MRI abnormalities have more severe diseases, 
resulting in poorer prognoses. The data also indicate that serum anti-Sm antibodies and serum 
IL-6 are critical factors influencing the prognosis of patients with ACS and therefore should be 
included in surrogate markers in addition to brain MRI abnormalities. 
【保田晋助】 
Protocols for the prospective observation study was written and approved by the local ethical 
committee of Hokkaido University Hospital. Assistance for the 22 sites was also made. EDC 
system for the enrollment as well as follow up of the patients was established. Biobank system 
for the storage of patient sera was also established. Six patients were enrolled from Hokkado 
University Hospital by March 2017.  
Exploration of surrogate markers was prepared for the quantitative evaluation of interferon 
inducible genes such as Mx1 using ELISA and inflammation amplifier such as amphiregulin 
and epiregulin using Multiplex assay.  
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