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緒 言 

 

全身性エリテマトーデス（systemic lupus erythematosus：SLE）は難治性自己免疫疾患であり、様々な自己抗体が

産生されることで皮膚や腎臓など全身の臓器で炎症が起こる。SLE では副腎皮質ステロイドや免疫抑制剤を中心とし

た療法により生存率は高くなったものの、易感染症をはじめとする様々な副作用があるため、生活の質や長期予後を改

善できる新たな治療法の開発が望まれている。SLE の病態は多様でありその発症機構は未だ不明な点が多いが、正常

な免疫応答において抗原提示やサイトカイン産生などにより司令塔の役割を果たす樹状細胞（dendritic cell：DC）が

SLEの病態形成に重要であることが知られている［1，2］。Interferon regulatory factor 5（IRF5）はDCなどの自然

免疫細胞で働く転写因子であり、Toll様受容体 （Toll-like receptor：TLR）などを介した自然免疫応答において重要な

役割を果たすが、SLE などの自己免疫疾患の病態発症と密接に関連していることが多数のヒトのゲノムワイド関連解

析（genome-wide association study：GWAS）ならびにモデルマウスを用いた研究により示されている［3～5］。 
著者らはSLEモデルマウスを用いて、IRF5の過剰な活性化はDCによるⅠ型インターフェロン（interferon；IFN） 

などのサイトカイン産生を亢進させ SLE 様病態を引き起こすこと、そして IRF5 遺伝子の片アリル欠損のみでその発

症が顕著に抑制されることを示した［6］。これらの結果は IRF5がSLEの強力な治療標的である可能性を示している。

一方で、DCにおけるⅠ型 IFNをはじめとするサイトカイン以外の IRF5の標的遺伝子とそのSLEにおける役割や、

IRF5が転写を活性化する詳細な分子機構についての解析は遅れている。 
そこで本研究では、ヒトおよびマウスのDCの網羅的解析により、DCにおける IRF5による新たな遺伝子発現制御

機構を見出し、そのSLEの病態形成への関与を解明することを目的とする。 
 

方 法 

 
1．細胞とマウス 

TLR刺激実験には形質細胞様樹状細胞（plasmacytoid DC：pDC）細胞株であるCAL-1細胞を用いた［7］。CAL-1
細胞のTLR刺激は3μMのR-848（Enzo Life Science）を用いた。Lyn遺伝子欠損（Lyn ―/―）マウス［8］は Ifnar1 
―/―マウス［9］あるいは Irf5 ―/―マウス［10］と掛け合わせた。 

2．mRNA sequencing （mRNA-Seq）ならびに chromatin immunoprecipitation sequencing（ChIP-seq） 
CAL-1細胞のRNAはNucleoSpin RNA（タカラバイオ）、マウス末梢血RNAはRNeasy Protect Animal Blood Kit 

（キアゲン）を用いて精製した。mRNA-seq用ライブラリーはSureSelect Strand Specific RNAライブラリー調製キ

ット（アジレント）を用いて作製した。CAL-1細胞のChIPはRichard Youngらの手法を基本に行った。抗体はウサ

ギ抗 IRF5抗体（アブカム：ab21689）ならびにウサギ抗アセチル化ヒストン抗体（ミリポア：06-599）を用いた。ChIP-
seq 用ライブラリーは TruSeq ChIP サンプル調製キット（イルミナ）を用いて作製した。シークエンシングは TG 
NextSeq 500/550 High Output Kit v2（75 cycles）（イルミナ）ならびにNextSeq 500 システム（イルミナ）により行

った。 
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3．バイオインフォマティクス解析 
過去のマイクロアレイデータの解析はGeneSpringソフトウェア（アジレント）により行った。Gene ontology（GO）

解析はDAVIDソフトウェアを使用した。RNA-seqデータはSTARプログラムでマッピングを行った後、featureCounts
プログラムならびに edgeR パッケージを用いて正規化された遺伝子発現量を求めた。ChIP-seq データはHOMER パ

ッケージを用いてマッピングし、UCSC Genome Browserにより可視化した。SLE患者のRNA-seqデータは公共デ

ータベースから取得した （アクセッション番号：GSE72420）。 
 

結果および考察 

 

1．TLR刺激したBMDCでは ion transport関連遺伝子群の発現が IRF5依存的に変動する 
マウス骨髄由来樹状細胞（bone marrow-derived DC：BMDC）におけるマイクロアレイデータ［7］を用い、野生型 

（WT）BMDC でTLR 刺激時に誘導される転写産物のうち IRF5 依存的であるものを 348 個抽出した（図 1a、b）。
この転写産物に含まれる遺伝子のGO 解析を行った結果、予想通り”inflammatory response”のようにサイトカイン遺

伝子を含む複数のGO termが上位になったが、一方で”proteolysis”や”ion transport”のようなサイトカイン遺伝子を含

まないGO termも濃縮されることが判明した（図1c）。Ion transportは濃縮されたGO termの中でカウント数が最

も多かった。 
2．SLEモデルマウスの解析 

SLEモデルマウスの一つであるLyn ―/―マウスの末梢血（peripheral blood：PB）における遺伝子発現プロファイル

をRNA-seqにより解析した。Lyn ―/―マウスでは、IRF5の発現が半分になるだけで そのSLE様病態が顕著に抑制さ

れる［6］。野生型（wild-type：WT）PB と比較してLyn ―/― PB で発現が亢進しており、かつLyn ―/―における I 型
IFN受容体ヘテロ欠損（Lyn ―/―Ifnar1 ＋/―）あさよりも IRF5ヘテロ欠損（Lyn ―/―Irf ＋/―）によって有意に減弱する

ものとして transport ならびに ion transport 関連遺伝子群が抽出された（図 2a、b）。その中でも Slc22a4 は両方の

GO termに含まれており、Lyn ―/―Ifnar1 ＋/― PBとLyn ―/―I Irf5 ＋/―PBの差が特に顕著であった（図2c）。これらの

結果から、SLEモデルマウスにおいて IRF5は I型 IFNの遺伝子誘導だけではなく、ion transport関連遺伝子の誘導

にも関与する可能性が示唆された。また、ヒトSLE 患者においてもSLC22A4 は健常者と比較して発現が亢進してい

た（図2d）。 
3．DCにおける IRF5によるSLC22A4の発現制御 

Lyn ―/―Ifnar1 ＋/― PBとLyn ―/―Irf5 ＋/― PBの差が特に顕著であったSlc22a4についてさらに解析を行った。この

解析ではプライマリーDCを用いる予定であったが、解析に十分な細胞数を得るのが困難であったため、ヒト形質細胞

様樹状細胞（plasmacytoid DC：pDC）株であるCAL-1細胞を用いた。CAL-1細胞において IRF5がSLC22A4の発

現制御に関与するかどうかについてChIP-seqにより検討した。その結果、TLR刺激において IRF5依存的に発現誘導

されることが知られている IFNB1 についてはそのプロモーター領域において刺激依存的に IRF5 が結合し、かつアセ

チル化ヒストンが生じていた（図 3、左パネル）。一方で、意外なことに、SLC22A4 のプロモーター領域においては

TLR刺激依存的な IRF5の結合ならびにアセチル化ヒストンは生じなかった（図3、右パネル）。なお、RNA-seqの結

果から、CAL-1細胞において IFNB1はTLR刺激依存的に発現誘導されるが、SLC22A4はそうではなかった。 
以上の結果から、IRF5はマウスBMDCにおけるTLR刺激依存的な ion transport関連遺伝子群の発現制御に関与

しているが、SLE モデルマウスPB において IRF5 依存的に変動する ion transport 遺伝子Slc22a4 の場合はTLR 刺

激依存的ではない経路によりその発現制御に関与することが示唆された。Slc22a4は炎症部位に多く発現することが知

られており、SLE モデルマウスの PB では IRF5 依存的な炎症性サイトカイン産生を介して間接的にその発現が変動

した可能性が考えられる。今後はマウスPBの細胞種を分けた解析やヒトプライマリーDCの解析により、I型 IFNや

炎症性サイトカイン以外でIRF5が直接的に制御するSLE病態関連遺伝子を同定することが重要であると考えられる。 
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図1．TLR刺激したBMDCにおいて IRF5依存的に発現誘導される遺伝子群のプロファイル 
TLR刺激したBMDCにおいて IRF5依存的に誘導される転写産物348個の絞り込み条件（a）、 
MAプロット（b）ならびに濃縮されたGO termのうち上位5個（c）を示す。 
FC：fold change、FDR：false discovery rate。 

 
 

図2．マウスPBならびにSLE患者 PBにおける遺伝子発現プロファイル 
（a，b）WT PB と比較してLyn －/－マウスのPB で発現が亢進しておりLyn －/－Ifnar1 ＋/－ PB と比較してLyn －/－Irf5 
＋/－ PBで減弱する24個の遺伝子の絞り込み条件（a）、濃縮されたGO term 2個（b）を示す。（c）マウスPBにおける

Slc22a4遺伝子発現（mean ± s.e.m., n = 4）。（d）SLE患者PBにおけるSLC22A4遺伝子発現のボックスプロット 
（健常者n = 18、SLE患者n = 99、P = 0.012 [Wilcoxon rank-sum test]）。RPKM；reads per kilo base per million。 
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図3．CAL-1細胞における IRF5のゲノムDNA結合とヒストンアセチル化 
未刺激あるいはTLR刺激（R-848刺激）したCAL-1細胞における、IFNB1あるいはSLC22A4遺伝子とそれら

の近傍の IRF5のゲノムDNA結合（ChIP：IRF5）とアセチル化ヒストン（ChIP：H3K27ac）をUCSC Genome 
Browserで表示した。 
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