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抄　　録

川崎病は主に乳幼児に好発する原因不明の急性熱性疾患であり，無治療の場合には約25％の割合で

冠動脈病変を合併する．およそ10～20％の割合でガンマグロブリン静注療法（IVIG）により解熱しな

い IVIG不応例が存在し，冠動脈病変を高率に合併する．川崎病の血管炎のメカニズムを解明するうえ

で，ヒト冠動脈内皮細胞あるいはヒト臍帯静脈内皮細胞を用いた in vitroの研究が主であるが，我々は

iPS細胞由来血管内皮細胞を用いた研究を行った．川崎病患者 IVIG不応例2例および IVIG反応例2例か

ら皮膚線維芽細胞あるいは末梢血T細胞を採取し，エピソーマルベクターを用いて初期化6因子を導入

し iPS細胞を樹立し血管内皮細胞（ECs）への分化誘導を行った．IVIG不応および IVIG反応川崎病患者

から誘導した iPS細胞由来ECs（iPSC-ECs）の遺伝子発現プロファイルを，RNA-sequencing（RNA-seq）

解析を用いて比較検討を行ったところ，IVIG不応川崎病患者由来の iPSC-ECsにおいて，CXCL12の発

現が著明に増加していた．さらに，Gene Set Enrichment Analysis（GSEA）では，IL-6関連遺伝子群が

IVIG不応川崎病患者由来の iPSC-ECsにおいて高発現であった．IVIGに対して治療抵抗性の重症川崎病

症例では，単球，マクロファージを含む多くの白血球が血管壁へ浸潤し，冠動脈壁を完全に破壊する．

CXCL12は白血球の動員，接着や血管内皮細胞を介した遊走にかかわっていることから，本研究結果か

らは，川崎病における IVIG不応や重症度を解明する上でCXCL12がkey moleculeであることが示唆さ

れた．今後は，今回発見したCXCL12について，in vitroと in vivoの実験系，臨床検体を用いることに

より，IVIG不応川崎病における治療標的分子としての検証を行っていく予定である．
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は　じ　め　に

川崎病は乳幼児に好発する血管炎症候群であ

り，いまだ原因不明である．世界中の60以上の

国・地域から報告されているが，わが国ほど高

い罹患率を示す国・地域は他にはない．無治療

の場合，約25％の割合で冠動脈病変（coronary
artery lesion: CAL）を合併するが，ガンマグロ
ブリン超大量静注療法（IVIG）によりCAL合併
頻度は3～10％へ減少した．一方，10～20％の

割合で IVIGにより解熱しない IVIG不応例が存
在し，CALを高率に合併する．そのため，川崎
病血管炎や IVIG不応のメカニズムを解明するこ
とは，川崎病の治療戦略において喫緊の課題で

ある．

川崎病の病因について

川崎病の原因はいまだ不明であるが，病因と

しては感染要因や遺伝的要因の関与が示唆され

ている．その発症に流行や季節性があることか

ら，病原性微生物の関与が疑われているが，再

現性のある解析結果は得られていない．一方，

ヨーロッパ諸国に比較して日本での罹患率が10

～20倍と非常に高いこと，同胞例，日本人（日

系人）での発生頻度が高いことから，遺伝的要

因の関与が示唆されている．全ゲノムから疾患

感受性遺伝子を探索するゲノムワイドアプロー

チやゲノムワイド関連解析（genome-wide asso-
ciation study, GWAS）により，川崎病罹患感受
性遺伝子として ITPKC，CASP3，B lymphoid
tyrosine kinase（BLK），human leukocyte antigen
（HLA），CD40，FCGR2Aが報告された1）2）．近年

報告されたこれらの罹患感受性遺伝子は川崎病

との関連が確かなものではあるものの，川崎病

の病因解明には繋がっておらず，さらなる解析

が必要である．

Abstract

Kawasaki disease（KD）is an acute febrile disorder, predominantly occurring in infants and young chil-

dren. KD is characterized by systemic vasculitis, with involvement of the coronary arteries in approximate-

ly 25% of untreated KD patients. Coronary artery abnormalities, including aneurysm and myocardial infarc-

tion are highly correlated with the prognosis of KD patients.  Resistance to intravenous immunoglobulin

（IVIG）treatment, which is observed in 10-20% of all KD patients, is a particularly high-risk factor for coro-

nary artery abnormalities. However, the pathophysiology underlying KD and its resistance to IVIG treatment

remains largely unknown. Here, we have briefly reviewed our original study on the mechanisms of IVIG resis-

tance in KD, using a disease model of induced pluripotent stem cells（iPSCs）, rather than human coronary

artery endothelial cells or human umbilical vein endothelial cells. Dermal fibroblasts and peripheral blood

mononuclear cells from IVIG-resistant and IVIG-responsive patients were successfully reprogrammed to

iPSCs by the transduction of the reprogramming factors using an episomal expression vector. Endothelial

cells were then differentiated from KD patient-derived iPSCs and RNA sequencing analyses were performed

to compare gene expression profiles between IVIG-resistant and IVIG-responsive patients. We found that

CXCL12 expression was critical for IVIG-resistance in KD patients. Importantly, Gene Set Enrichment

Analysis also suggested that interleukin（IL）-6 signaling was involved in IVIG-resistance. The involvement

of CXCL12 and IL-6 signaling is consistent with the behavior of inflammatory cells in severe cases of IVIG

resistance in KD patients, where numerous leukocytes, including monocytes and macrophages, infiltrate the

vascular wall to damage the coronary arteries. Further studies are required to validate CXCL12 and/or IL-6

signaling as therapeutic targets for IVIG resistance in KD.

Key Words: Kawasaki disease, Intravenous immunoglobulin resistance, Induced pluripotent stem cell

（iPSC）, Endothelial cells.
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川崎病の病態について

川崎病急性期の病態は，免疫系の過剰な活性

化を特徴とし，炎症性サイトカインおよびケモ

カインの上昇を伴う．これまでに，IL-6，IL-8，
TNF-αをはじめとした炎症性サイトカイン，ケ
モカインが川崎病急性期の末梢血中で上昇して

いることが報告されてきた．

池田らは，急性期川崎病患者末梢血単核球

（PBMNC）を用いてマイクロアレイ解析を行っ
たところ，上位10遺伝子のなかにNAIP，IPAF，
S100A9，FCGR1A，grancalcin（GCA）などの
自然免疫関連分子の発現上昇が認められた3）．

pathway解析でも，自然免疫系に関連のあるTLR
シグナル経路やNK細胞関連細胞傷害性経路が
一部up-regulateされており，自然免疫関連分子
が川崎病急性期病態に深く関与していることが

示唆された．さらに，自然免疫受容体 ligand（合
成Nod1 ligand）の投与により川崎病類似冠動
脈炎マウスモデルが新規に開発された4）．現在，

自然免疫系を賦活化させるDamage-Associated
Molecular Patterns（DAMPs），Microbe-Associ-
ated Molecular Patterns（MAMPs）の川崎病患
者検体からの検出を目指して，生化学的手法に

よる病因究明が進められている．

血管内皮細胞を用いた病態研究

川崎病の血管炎のメカニズムを解明するうえ

で，ヒト冠動脈内皮細胞（human coronary
artery endothelial cells, HCAEC）あるいはヒト臍
帯静脈内皮細胞（Human umbilical vein endothe-
lial cells, HUVEC）を用いた in vitroの研究が主で
あるが，最近になり，iPS細胞由来血管内皮細胞
を用いた川崎病の病態研究を我々の研究室が世

界で初めて行った5）．

1．HCAECやHUVECを用いた川崎病の病態研

究

急性期川崎病患者PBMNCを用いたマイクロ
アレイ解析から，自然免疫関連分子が急性期川

崎病の病態に深く関与していることが判明し

た 3）．そこで，自然免疫受容体 ligandにより
HCAECを刺激したところ，ICAM-1の発現が有

意に上昇し IL-8の産生が著明に亢進した4）．ま

た，川崎病患者血清によりHCAECを刺激した
場合にも，IL-8産生が有意に亢進した6）．さら

に，自然免疫受容体Nod1の合成 ligandである
FK565の皮下投与により新たな血管炎マウスモ
デルが確立された4）．

上野らは，川崎病患者血清を用いてHUVEC
を刺激することにより，細胞障害性や high
mobility group box protein 1（HMGB-1，細胞壊
死に関連），caspase-3/7（アポトーシスに関連）
の発現が著明に増加し，リン酸化Akt/Akt比
（内皮細胞の恒常性維持に関与）が減少すること

を示した7）．刺激したHUVECに免疫グロブリン
（IG）を投与したところ，細胞障害性，HMGB-
1 や c a s p a s e - 3 / 7 の発現が著明に減少し，
pAkt/Akt比が増加した7）．さらに，CAL合併川
崎病患者血清によりHUVECを刺激した場合，
IG投与後，細胞障害性レベルが高値であり，
pAkt/Akt比の増加が抑制されていた7）．IG治療
による細胞保護作用が血管内皮細胞の恒常性を

改善させることが示唆されている．

2．iPS細胞を用いた川崎病の病態解明

ヨーロッパ諸国に比較して日本での川崎病の

罹患率が10～20倍と非常に高い疫学的な特徴か

ら，川崎病の発症には宿主側の要因も関与して

いることが示唆されている．IVIG不応予測スコ
アにより初期治療を層別化した研究でも，治療

前の遺伝子発現プロファイリングにおいて多様

性を認めており8），宿主側の要因の関与が示唆さ

れた．患者体細胞より発症に関与する遺伝情報

を有する川崎病血管炎モデルを作製することで，

宿主側の要因の観点からも，IVIG不応のメカニ
ズムの解明が可能になると考えられる．

1）川崎病患者由来 iPS細胞の作製と血管内皮細
胞への誘導

IVIG不応川崎病患者2例，IVIG反応川崎病患
者2例を解析対象とし，患者由来皮膚線維芽細

胞もしくは末梢血 T細胞にエピソーマルベク
ターを用いて初期化6因子を導入し iPS細胞を作
製した（Figure 1A）．作成した川崎病患者由来
iPS細胞（KD-iPSCs）は，形態がヒトES細胞に
類似しており，OCT4，SOX2，NANOG，SSEA-
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Figure 1 川崎病患者由来 iPS細胞（KD-iPSCs）の樹立と血管内皮細胞（ECs）への誘導

A）川崎病患者由来 iPS細胞のコロニーは典型的なヒトES細胞の形態を示した．

B）KD-iPSCsにおける未分化マーカーの免疫染色（OCT4，SOX2，NANOG，SSEA-4，TRA1-60，TRA1-81）．

C）KD-iPSCsから誘導した胚様体の免疫染色．TUJ-1，alpha SMA，SOX17はそれぞれ外胚葉，中胚葉，

内胚葉のマーカー．青色：hoechst33342による核染色．緑色：血管内皮細胞，スケールバー，100μm

D）KD-iPSCsから分化誘導したECsのCD31を用いた免疫染色．青色：hoechst33342による核染色．緑

色：血管内皮細胞，スケールバー，100μm．

Figure 2 川崎病患者 iPS細胞（KD-iPSCs）から誘導した血管内皮細胞（ECs）を用いた主成分分析（Principle

component analysis, PCA）

P1，P2（青色）IVIG不応川崎病群，P3，P4（赤色）IVIG反応川崎病群，C1～C7（茶色）健常対照

群の各 iPSC-ECsのRNA-seqデータを用いて得られたPCAプロット．
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4，TRA1-60，TRA1-81などの未分化マーカーを
発現していた（Figure 1B）．また，KD-iPSCsは，
三胚葉への分化能を示し，多分化能を有するこ

とを確認した（Figure 1C）．さらに，KD-iPSCs
を血管内皮細胞へ誘導した（Figure 1D）5）．
本研究の実施に関して，「川崎病特異的 iPS細

胞の作成とそれを用いた疾患解析に関する研究」

として京都府立医科大学倫理委員会，「ヒト疾患

特異的 iPS細胞の作成とそれを用いた疾患解析に
関する研究」および「ヒト疾患特異的 iPS細胞を
用いた遺伝子解析研究」として京都大学医学部

の倫理委員会の承認を得て行った．また，川崎

病の患者およびその家族に十分説明した上で，

同意を得て皮膚生検を施行した．

2）主成分分析（Principal component analysis：
PCA）を用いたIVIG不応およびIVIG反応川崎
病患者 iPS細胞由来血管内皮細胞の遺伝子発現
プロファイルの比較

主成分分析とは，多くの変数を持つデータに

対して，より少ない変数に縮約することにより，

データの特徴をより際立たせる方法である．

IVIG不応川崎病群，IVIG反応川崎病群，健常対

照群の各 iPS細胞由来血管内皮細胞（iPSC-ECs）
を用いてRNA-sequencing（RNA-seq）解析を
行ったところ，3群とも独立した遺伝子発現分布

を示した（Figure 2）5）．
3）川崎病 IVIG不応に関連した病態関連候補分
子としてのCXCL12
IVIG不応川崎病群，IVIG反応川崎病群，健常

対照群の各 iPSC-ECsの特徴を解析する目的で，
RNA-seqデータを用いて gene ontology（GO）
解析を行った．IVIG不応川崎病群と IVIG反応川
崎病群の比較（Table 1），および IVIG不応川崎
病群と健常対照群の比較解析において（data not
shown），CXCL12が有意な発現変動遺伝子とし
て抽出された5）．

4）Gene Set Enrichment Analysis（GSEA）を用
いた IVIG不応川崎病の病態関連遺伝子セット
の抽出

GSEAとは，今回行ったRNA-sequencing解析
の結果に最も近い，過去のマイクロアレイデー

タ（あるいはRNA-sequencingデータ）をデータ
ベースから探し出す解析方法である．IVIG不応
川崎病群，IVIG反応川崎病群，健常対照群の各

Table 1 GO analysis of iPSC-ECs derived from 2 IVIG-resistant KD patients and from 2 IVIG-responsive KD patients

IVIG, intravenous immunoglobulin; KD, Kawasaki disease; iPSC-ECs, endothelial cells differentiated from induced

pluripotent stem cell.
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iPSC-ECsのRNA-seqデータを用いてGSEAを
行ったところ，IVIG不応川崎病群において，IL-
6 関連遺伝子群の発現が有意に上昇した 5）

（Figure 3A）．
今回行った解析では，乳癌，NRAS（RAS onco-

geneファミリーの一つ），子宮頸癌に関連した

遺伝子群の発現が上昇していた（Figure 3B）．
5）CXCL12と IVIG不応川崎病の関連

CXCL12は血管内皮細胞を含めた様々な細胞
に発現しており，リンパ球，単球，樹状細胞，

造血幹細胞に対して強力な化学誘引物質として

作用する9-11）．さらにCXCL12は，免疫反応や炎

Figure 3 川崎病患者由来 iPS細胞（KD-iPSCs）から分化誘導した血管内皮細胞（ECs）を用いたGene Set

Enrichment Analysis（GSEA）

（A）IVIG不応川崎病群，IVIG反応川崎病群の各 iPSC-ECsのRNA-seqデータを用いたGSEA．より多く

の黒線がパネルの左側に観察されるが，IVIG反応川崎病群に比較して IVIG不応川崎病群において IL-

6関連遺伝子群が高発現であることを示している．

（B）（a）乳癌関連遺伝子群，（b）NRAS（RAS oncogeneファミリーの一つ）関連遺伝子群，（c）子宮

頸癌関連遺伝子群の発現が，IVIG不応川崎病群において高発現であった．
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症反応の際に，その受容体であるCXCR4と共同
して，白血球の動員や内皮細胞を介した白血球

の遊走において中心的な役割を果たす11）．血流

を模倣したフローチャンバーモデルを用いた実

験において，CXCL12を含めた4種のケモカイン
が，T細胞の ICAM-1への接着を誘導し，1秒以
内に T細胞の rol l ingを静止させた 12）．また

CXLC12は，炎症や自己免疫応答にも影響を及
ぼすと考えられている．SCIDマウスモデルにお
いて，CXCL12は関節リウマチ患者由来移植滑
膜へのヒト単球系細胞株（U937）の遊走を誘導
し，その作用がTNF-alpha刺激よりも優れてい
ることが示されている13）．さらにCXCL12は，
炎症細胞の動員においても部分的な役割を果た

していることが示唆されている14）15）．中枢神経系

において，慢性期の多発性硬化症症例の微小血

管内皮細胞や星状膠細胞にCXCL12の発現が確
認されている14）．また，CXCL12の濃度勾配依存
性に，TNFαや IFN-γにより事前に処理された
ヒト脳微小血管内皮細胞（HBMECs）へのTリ
ンパ球の接着が促進され，単層のHBMECsを介
したTリンパ球の遊走も促進されている9）．これ

らの知見から，中枢神経の炎症病態において，

血液脳関門を介したリンパ球の動員において

CXCL12が重要な役割を果たしていることが示
唆される．

IVIG不応の重症川崎病症例では，単球やマク
ロファージを含む多くの白血球が血管壁へ浸潤

し，冠動脈壁を全層性に破壊する16）．炎症細胞

の動員，接着，遊走におけるCXCL12の役割を
考慮すると，川崎病患者における IVIG不応や血
管炎の重症度においてCXCL12がkey molecule
であることが示唆される9）11）．

しかしながら，CXCL12がどのように IVIG不
応に関わるのかに関しては，現在のところ不明

であり，今後の検討を要する．

6）IL-6と IVIG不応川崎病の関連
今回我々が行ったGSEA解析では，IL-6関連遺
伝子群が，IVIG反応川崎病患者に比較して，
IVIG不応川崎病患者由来 iPSC-ECsにおいて高発
現であった5）．過去の報告では，IVIG不応の川
崎病急性期患者において，血清 IL-6値の上昇が

示されている17）．また他の報告では，IVIG反応
川崎病に比較して，IVIG不応川崎病患者におい
て血清 IL-6値が著明に高値であった18）．さらに，

川崎病急性期における IVIG治療への反応性は，
血清 IL-6値，CRP，好中球数に依存していると
いう報告もある19）．本研究は，川崎病患者，特

に IVIG不応川崎病患者由来の iPSC-ECsを用い
てRNA-seq解析を行った初めての報告である5）．

過去の報告と同様に，我々の研究結果からは，

IL-6が川崎病患者における IVIG反応性に関与し
ていることが示唆された．しかしながら，

CXCL12と同様に，IVIG不応にどのように関わ
るのかに関しては明らかではなく，今後の研究

に期待したい．

7）今後の研究の発展性

我々の研究では，CXCL12とIL-6が川崎病患者
における IVIG抵抗性に密接に関連していること
が示された5）．今回得られた知見，ならびにこれ

までの報告から血管炎進展のメカニズムについ

て以下のような病態仮説が考えられる20）．ある

agentが白血球を刺激して，活性化した白血球が
IL-6を含んだサイトカインを分泌し21-23），IL-6が
損傷組織において炎症を惹起し24），血管内皮細

胞によるCXCL12の発現を促進する可能性があ
る25）26）．CXCL12は白血球の動員および内皮細胞
を介した遊走における中心的な役割を果たして

いる11）．血管壁へ浸潤した炎症細胞が炎症性サ

イトカインやmatrix metalloproteinaseを分泌
し，冠動脈壁が破壊される20）．

一方，ヒトに投与される IVIGはCXCL12や IL-
6に対する抗体を含有していることから27），IVIG
不応患者においては，活性化したCXCL12や IL-
6を完全に阻害するには免疫グロブリンが不充分

であることが推測される．この観点からは，

CXCL12や IL-6の特異的阻害剤が IVIG不応川崎
病患者に有効である可能性が示唆される．

CXCL12/CXCR4シグナル伝達経路のアンタゴ
ニストであるAMD3100（plerixafor）は，CaCl2
誘導腹部大動脈瘤（AAA）マウスモデルにおい
て，大動脈壁破壊や腹部大動脈瘤形成を抑制し

た28）．AMD3100はFDAにより既に承認されて
おり，がん患者の移植において幹細胞の動員目
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的で使用されている29）．

そのため，1st lineの IVIG治療に対して不応
の川崎病患者に対して，CXCL12のアンタゴニ
ストが有効である可能性が示唆される．まずは

in vivoでの検証が必要であり，研究の準備を
行っている．

一方，抗ヒト IL-6受容体モノクローナル抗体
であるトシリズマブは，日本で開発され，全身

型 JIA患者に投与されている30）．全身型 JIAと川
崎病は臨床症状や検査所見が類似する部分があ

り31），IL-6の上昇もs-JIAの病態に密接に関連し
ている32）．これまでにトシリズマブを川崎病患

者に投与した報告はないため，IVIG不応川崎病
に対する抗ヒト IL-6受容体モノクローナル抗体
の導入は意義があると考えられる．

従来は，HCAECやHUVECを用いた川崎病の
研究が主流であった．しかしながら，これらの

培養細胞は川崎病患者の特質を有してはおらず，

川崎病の本態が全身性の血管炎であったとして

も炎症を生じる血管にある程度の特異性が認め

られることを考慮すると，そのような研究手法

は必ずしも適切とは言えない．本研究では，患

者の持つ特質を有するはずの iPSCs-ECsを用い
た初めての川崎病の病理病態研究であるため，

私たちの独自の研究で得られた知見は，川崎病

の病理病態に密接に関係する可能性は極めて高

いと示唆される．しかしながら，患者由来の

iPSCs-ECsを用いた研究にも限界がある．ここ
で得られた iPS-ECsは静脈性の内皮細胞と動脈
性の内皮細胞が理論的には混在していることに

なるが，川崎病患者で炎症を起こし，かつ予後

の上でも重要なのは冠動脈であることを考える

と，冠動脈の内皮細胞を解析できることが望ま

しいと考えられるからである．iPS細胞から動脈
性の内皮細胞を分化させた報告は散見されるが，

残念ながら広く用いられている分化誘導プロト

コールはまだない上，冠動脈の内皮細胞を得る

ための方法論は全く確立されていない．今後，

iPS細胞からのより良い分化誘導方法が開発され

ることで，さらに精度の良い疾患特異的な研究

が展開できるようになることを期待したい．

8）iPS細胞研究のまとめ
川崎病患者由来 iPSC-ECsを用いてRNA-seq解

析を行うことにより，IVIG不応の病態や川崎病
の重症度に密接に関与する病態関連分子である

CXCL12を発見した．CXCL12は炎症時の血管壁
における白血球の遊走に密接にかかわっている

ことが報告されており11），また重症川崎病症例

ではより多くの単球，マクロファージが血管壁

へ浸潤することからも16），CXCL12がこれらの病
態におけるkey moleculeであることが示唆され
た．

さらに，血清 IL-6値の上昇は IVIG不応川崎病
急性期患者における現象として既に報告されて

おり17），川崎病患者 iPSC-ECsを用いた本研究の
解析結果からも，IL-6の IVIG不応の病態への関
与が示唆された．

今 後 の 展 望

今回我々は，川崎病患者の皮膚組織あるいは

末梢血から iPS細胞を樹立し，血管内皮細胞への
誘導に成功した．さらに，誘導した血管内皮細

胞を用いたRNA-seq解析により，CXCL12が
IVIG不応の病態関連候補分子であることを発見
した5）．今後は，患者体細胞から誘導した内皮細

胞や単球を用いて新規の疾患モデルの構築を行

い，共培養実験系により得られる新たな候補分

子や今回発見したCXCL12について，in vitroと
in vivoの実験系，臨床検体を用いることによ
り，IVIG不応川崎病における治療標的分子とし
ての検証を行っていく予定である．
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