
2 
 

厚生労働科学研究費補助金（免疫アレルギー疾患等予防・治療研究事業） 
 

総合研究報告書 
 

末梢血単核球の網羅的遺伝子発現解析による関節リウマチに対する 
トシリズマブの薬効予測と効果発現機序の解明に関する研究 

 
研究代表者 池田 啓 

千葉大学医学部附属病院アレルギー・膠原病内科 助教 
 
研究要旨 

本研究では、末梢血単核球（PBMC）および CD4 陽性 T 細胞の網羅的遺伝子発現解析の

データをもとに、トシリズマブ（TCZ）の薬効予測モデルを構築し実用化すること、TCZ の

新規薬効評価マーカーを同定すること、TCZ 効果発現の分子機構を解明することを目的とし

た。 
TCZ を新規に投与した RA 患者を 6ヵ月間経過観察し、治療効果判定を行った。TCZ

治療前後の PBMC および CD4 陽性 T細胞における遺伝子発現の網羅的解析を DNA アレイ
を用いて行い、治療効果予測マーカーおよび治療効果判定マーカーの抽出を行った。
候補マーカーについては半定量的 PCR による遺伝子発現の確認を行った。さらに TCZ
有効例特異的に治療前後で CD4 陽性 T 細胞において発現の変化する遺伝子を抽出し、
その CD4 陽性 T細胞分化における役割を解析した。 

トレーニングコホートにおいて無効例と有効例で TCZ 投与前の PBMC におけるシグ
ナル値に有意差を認め、かつ一定のシグナル強度を示す 68 プローブを同定した。それ
らの中で、重複して同定されたもの、同一ファミリー遺伝子、および免疫あるいは炎
症反応に直接関連する 19 遺伝子 23 プローブに注目した。さらにそれらの中で、qPCR
による発現と DNA マイクロアレイシグナル値との相関が確認できた 15 遺伝子を予測候
補遺伝子とした。バリデーションコホートにおいて、無効例と有効例の間で TCZ 投与
前の PBMC における qPCR による発現値に有意な差を認めたものは、15 遺伝子中 4 遺伝
子（IFI6, MX2, OASL, MT1G）であった。これらの遺伝子を用いた TCZ の薬効予測モデル
では、ROC 解析の曲線下面積が 0.947、感度 73.3%、特異度 100%と良好な結果が得られた

（Arthritis Rheumatol 2014;66:1421）。臨床情報ならびに関節超音波所見は、TCZ の薬効

予測には寄与しなかった。 
ヒト末梢血およびマウス脾臓由来のナイーブ CD4 陽性 T 細胞から各種条件で分化誘導

した細胞では、Th17 細胞において ARID5A の mRNA 発現が亢進していた。興味深いことに、

マウス脾臓由来の CD4陽性 T細胞にレトロウイルスベクターを用いて ARID5A を強制発現さ

せると、Th17 細胞分化が低下した。Treg 細胞分化に対する影響はなかった。T 細胞特異的

STAT3 欠損マウス由来の Th17 細胞では ARID5A の mRNA 発現が著明に低下していた。レポー

ター解析では ARID5A の強制発現は RORt による IL-17 発現を抑制し、またウェスタンブロ

ットにより ARID5A と RORt の直接結合が示された（Arthritis Rheum 2014;66:1185）。 
DNA マイクロアレイならびに qPCR による PBMC の網羅的遺伝子発現解析により、RA

における TCZ の薬効を高精度に予測する 4 遺伝子が同定された。RA の病態における I
型 IFN やメタロチオネインの関与が示唆された。また RA 患者の末梢血 CD4 陽性 T細胞に

おいて、TCZ 投与により発現低下する遺伝子として ARID5A が同定され、Th17 細胞分化の新

規抑制分子であることが示された。TCZ 特異的薬効評価マーカーならびに新規治療ターゲッ

ト経路の候補と考えられた。 
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A. 研究目的 

本研究では、末梢血単核球（PBMC）

および CD4 陽性 T 細胞の網羅的遺伝子発現解

析のデータをもとに、トシリズマブ（TCZ）の

薬効予測モデルを構築し実用化すること、TCZ

の新規薬効評価マーカーを同定すること、TCZ

効果発現の分子機構を解明することを目的と

した。 
 
B. 方法 

1) 症例の組み入れ、評価項目、ならびに効果

判定（池田、中島） 

TCZを新規に投与したRA患者60症例

（トレーニングコホート40症例、バリデーショ

ンコホート20症例）、またコントロールとして

メトトレキサート（MTX）、インフリキシマブ

（IFX）、エタネルセプト（ETN）、アダリムマ

ブ（ADA）ならびにアバタセプト（ABT）を新規

に投与するRA患者それぞれ5症例ずつを24週間

経過観察した。治療前、治療開始12週後、およ

び治療開始24週後のDAS (Disease Activity 

Score) 28、SDAI(Simplified Disease Activity 

Index)、CDAI(Clinical Disease Activity 

Index)、さらに関節超音波による38関節（DAS28

関節+足関節+第2-5指MTP関節）のグレースケー

ル（GS）およびパワードプラ（PD）の半定量ス

コア（OMERACTシステム）を記録した。治療24

週での治療効果判定をCDAI変化量および医師

総合評価により判定した。 

 

2) 末梢血単核球（PBMC）およびCD4陽性T細胞

における遺伝子発現の網羅的解析（池田、中

島、高取） 

TCZ (n = 20)、TNF阻害薬 (n = 15)、

およびMTX (n = 5) を投与するRA患者の、治療

前および治療開始12週後に全血20 mLをヘパリ

ン採血した。速やかにPBMCを分離、さらにその

3/4をCD4陽性T細胞へ純化し、それぞれの細胞

における遺伝子発現をDNAアレイを用いて包括

的に解析した。DNAアレイはかずさDNA研究所に

おいてAgilent社製遺伝子発現用マイクロアレ

イHuman Whole Genomeを用いて行った。ラベル

化方法はAgilent社製Quick Amp Labeling Kit

を使用した。 

 

3) TCZの治療効果を予測する臨床情報ならび

に予測候補遺伝子の抽出（池田、中島） 

トレーニングコホート(n = 20) の医

師総合評価とCDAI変化による無効例と有効例

において、有意差のある患者背景、およびTCZ

治療開始前の臨床所見、血液検査所見、なら

びに関節超音波所見を、単変量解析を用いて

抽出した。同様にTCZ投与前のPBMCで発現に違

いのある遺伝子を単変量解析で抽出した（t検

定 p<0.05かつfold change>1.5）。 

 

4) 定量的PCRを用いたTCZの薬効予測モデル

の確立（池田、廣瀬、中島） 

3) により抽出された遺伝子の発現

レベルを定量的リアルタイムPCRを用いて解

析し、DNAマイクロアレイのシグナル値との相

関を検証した。相関の高い遺伝子による薬効

予測モデルを構築し、バリデーションコホー

ト（n = 20）において薬効予測の精度を測定

した。 

 

5) 血清マーカーを用いたTCZの薬効予測モデ

ルの確立（池田） 

4) により抽出された遺伝子より分

泌蛋白、膜蛋白、ならびに関連血清蛋白を同

定し、トレーニングコホートの有効群と無効

群の血清における蛋白発現の差をELISAを用

いて確認した。 
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