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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 RORt 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 RORt 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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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 

 
分担研究年度終了報告書 1 

 
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に関する研究 
 

研究分担者 中島 裕史 
千葉大学大学院医学研究院アレルギー・臨床免疫学 教授 

 
研究要旨 
末梢血単核球（PBMC）の網羅的遺伝子発現解析により、トシリズマブ（TCZ）の

薬効予測遺伝子を抽出することを目的とした。 
TCZ を新規に投与した RA 患者 40 症例（トレーニングコホート）を 6ヵ月間経過

観察した。DNA マイクロアレイ（Agilent 社製遺伝子発現用マイクロアレイ Human 

Whole Genome [19,416 遺伝子、41,000 プローブ]）を用いて治療前の PBMC の遺伝子

発現を包括的に解析した。治療 6 ヵ月での治療効果判定を医師総合評価および

CDAI(Clinical Disease Activity Index)変化により判定し、無効群と有効群で発現

シグナル値に有意差のあるプローブを抽出した。 
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 プローブを同定した。それらの中には、メタ

ロチオネイン I/II（4遺伝子、6プローブ）、インターフェロン関連遺伝子（4遺伝子、

4 プローブ）、ケモカイン/ケモカイン受容体（2 遺伝子、3 プローブ）等が含まれて

いた。 
 
A. 研究目的 
 末梢血単核球（PBMC）の網羅的遺伝

子発現解析により、トシリズマブ（TCZ）の薬

効予測遺伝子を抽出することを目的とした。 
 
B. 方法 
 TCZを新規に投与したRA患者40症例

（トレーニングコホート）を 6 ヵ月間経過観

察した。0週、12 週の時点で全血 5 mL をヘパ

リン採血し、Ficoll を用いて速やかに PBMC を

分離後、mRNA を抽出し DNA マイクロアレイを

用いて遺伝子発現を包括的に解析した。DNA マ

イクロアレイはかずさ 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（19,416 遺伝子、41,000

プローブ）を用いて行った。治療 6 ヵ月での

治療効果判定を医師総合評価および

CDAI(Clinical Disease Activity Index)変化

により判定し、無効群と有効群で発現シグナ

ル値に有意差のあるプローブを抽出した。 
 
C. 結果 
 トレーニングコホートにおいて無効

例（n=8）と有効例（n=29）で TCZ 投与前の PBMC

におけるシグナル値に有意差を認め（図 1）、

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。それらの中には、メタ



 

ロチオネイン

インターフェロン関連遺伝子（

ローブ）、ケモカイン

伝子、

 

図 1. 

意に異なったプローブのクラスター解析

 
D. 考察
 
リアルタイム

コホートによりその薬効予測価値を確認し、

予測モデルの確立を行った。

 
E. 結論
 
TCZ の薬効予測候補遺伝子が同定された。

 
F. 健康危険情報
なし 
 
G. 研究発表
英文 
1. Sanayama Y, Ikeda K, Saito Y, Kagami S, 

Yamagata M, Furuta S, Kashiwakuma D, 
Iwamoto I, Umibe T, Nawata Y, 
Matsumura R, Sugiyama T, Sueishi M, 
Hiraguri M, Nonaka K, Ohara O, Nakajima 
H. Prediction of therapeutic responses to 
tocilizum
arthritis: biomarkers identified by analysis 
of gene expression in peripheral blood 
mononuclear cells using genome
DNA microarray. 
2014;66:1421

 

ロチオネイン I/II

インターフェロン関連遺伝子（

ローブ）、ケモカイン

伝子、3プローブ）等が含まれていた。

1. 無効例と有効例の間でシグナル値が有

意に異なったプローブのクラスター解析

考察 
 これらの候補遺伝子の発現を定量的

リアルタイム PCR

コホートによりその薬効予測価値を確認し、

予測モデルの確立を行った。

結論 
 PBMC の網羅的遺伝子発現解析により、

の薬効予測候補遺伝子が同定された。

健康危険情報
 

研究発表 
 
Sanayama Y, Ikeda K, Saito Y, Kagami S, 
Yamagata M, Furuta S, Kashiwakuma D, 
Iwamoto I, Umibe T, Nawata Y, 
Matsumura R, Sugiyama T, Sueishi M, 
Hiraguri M, Nonaka K, Ohara O, Nakajima 
H. Prediction of therapeutic responses to 
tocilizumab in patients with rheumatoid 
arthritis: biomarkers identified by analysis 
of gene expression in peripheral blood 
mononuclear cells using genome
DNA microarray. 
2014;66:1421

I/II（4 遺伝子、

インターフェロン関連遺伝子（

ローブ）、ケモカイン/ケモカイン受容体（

プローブ）等が含まれていた。

無効例と有効例の間でシグナル値が有

意に異なったプローブのクラスター解析

これらの候補遺伝子の発現を定量的

PCR で確認し、さらに独立した

コホートによりその薬効予測価値を確認し、

予測モデルの確立を行った。

の網羅的遺伝子発現解析により、

の薬効予測候補遺伝子が同定された。

健康危険情報 

Sanayama Y, Ikeda K, Saito Y, Kagami S, 
Yamagata M, Furuta S, Kashiwakuma D, 
Iwamoto I, Umibe T, Nawata Y, 
Matsumura R, Sugiyama T, Sueishi M, 
Hiraguri M, Nonaka K, Ohara O, Nakajima 
H. Prediction of therapeutic responses to 

ab in patients with rheumatoid 
arthritis: biomarkers identified by analysis 
of gene expression in peripheral blood 
mononuclear cells using genome
DNA microarray. Arthritis Rheumatol
2014;66:1421-31. 

遺伝子、6 プローブ）、

インターフェロン関連遺伝子（4遺伝子、

ケモカイン受容体（

プローブ）等が含まれていた。 

無効例と有効例の間でシグナル値が有

意に異なったプローブのクラスター解析 

これらの候補遺伝子の発現を定量的

確認し、さらに独立した

コホートによりその薬効予測価値を確認し、

予測モデルの確立を行った。 

の網羅的遺伝子発現解析により、

の薬効予測候補遺伝子が同定された。

Sanayama Y, Ikeda K, Saito Y, Kagami S, 
Yamagata M, Furuta S, Kashiwakuma D, 
Iwamoto I, Umibe T, Nawata Y, 
Matsumura R, Sugiyama T, Sueishi M, 
Hiraguri M, Nonaka K, Ohara O, Nakajima 
H. Prediction of therapeutic responses to 

ab in patients with rheumatoid 
arthritis: biomarkers identified by analysis 
of gene expression in peripheral blood 
mononuclear cells using genome-

Arthritis Rheumatol

8 

プローブ）、

遺伝子、4プ

ケモカイン受容体（2遺

 

 
無効例と有効例の間でシグナル値が有

 

これらの候補遺伝子の発現を定量的

確認し、さらに独立した

コホートによりその薬効予測価値を確認し、

の網羅的遺伝子発現解析により、

の薬効予測候補遺伝子が同定された。 

Sanayama Y, Ikeda K, Saito Y, Kagami S, 
Yamagata M, Furuta S, Kashiwakuma D, 
Iwamoto I, Umibe T, Nawata Y, 
Matsumura R, Sugiyama T, Sueishi M, 
Hiraguri M, Nonaka K, Ohara O, Nakajima 
H. Prediction of therapeutic responses to 

ab in patients with rheumatoid 
arthritis: biomarkers identified by analysis 
of gene expression in peripheral blood 

-wide 
Arthritis Rheumatol 

2. 

 
国際学会
1. 

 
国内学会
1. 

 
H. 知的財産権の出願・登録状況
1. 
「関節リウマチに対する抗
療法の有効性の予測方法」特願
2. 
なし
3. 
なし

 Saito Y, Kagami S, Sanayama Y, Ikeda K, 
Suto A, Kash
Iwamoto I, Nonaka K, Ohara O, Nakajima 
H. AT-rich
protein 5A functions as a negative 
regulator of retinoic acid receptor
orphan nuclear receptor gammat
Th17 cell differentiation. 
Rheumatol 

国際学会 
 Sanayama Y, Ikeda K, Saito Y, Kagami S, 

Yamagata M, Furuta S, Kashiwakuma D, 
Iwamoto I, Umibe T, Nawata Y, 
Matsumura R, Sugiyama T, Sueishi M, 
Hiraguri M, Nonaka K, Ohara O, Nakajima 
H. Prediction of therapeutic responses to 
tocilizumab in patients with rheumatoid 
arthritis using biomarkers identified by 
genome-wide dna microarray analysis in 
peripheral blood mononuclear cells
European Colleague Against Rheumatism 
Congress, Jun 201

国内学会 
 齊藤ゆかり、加々美新一郎、眞山快枝、
池田啓、岩本逸夫、小原収、中島裕史
AT-rich interactive domain
protein 5a functions as a negative regulator 
of RORγt-induced Th17 cell differentiation. 
第 42回日本免疫学会
2013年 12

知的財産権の出願・登録状況
 特許取得 
「関節リウマチに対する抗
療法の有効性の予測方法」特願

 実用新案登録
なし 

 その他 
なし 

Saito Y, Kagami S, Sanayama Y, Ikeda K, 
Suto A, Kashiwakuma D, Furuta S, 
Iwamoto I, Nonaka K, Ohara O, Nakajima 

rich-interactive domain
protein 5A functions as a negative 
regulator of retinoic acid receptor
orphan nuclear receptor gammat
Th17 cell differentiation. 

 2014;66:1185

Sanayama Y, Ikeda K, Saito Y, Kagami S, 
Yamagata M, Furuta S, Kashiwakuma D, 
Iwamoto I, Umibe T, Nawata Y, 
Matsumura R, Sugiyama T, Sueishi M, 
Hiraguri M, Nonaka K, Ohara O, Nakajima 

rediction of therapeutic responses to 
tocilizumab in patients with rheumatoid 
arthritis using biomarkers identified by 

wide dna microarray analysis in 
peripheral blood mononuclear cells
European Colleague Against Rheumatism 

, Jun 2014, Paris

齊藤ゆかり、加々美新一郎、眞山快枝、
池田啓、岩本逸夫、小原収、中島裕史

rich interactive domain
protein 5a functions as a negative regulator 

induced Th17 cell differentiation. 
回日本免疫学会 

12月，千葉． 

知的財産権の出願・登録状況
 

「関節リウマチに対する抗
療法の有効性の予測方法」特願
実用新案登録 

Saito Y, Kagami S, Sanayama Y, Ikeda K, 
iwakuma D, Furuta S, 

Iwamoto I, Nonaka K, Ohara O, Nakajima 
interactive domain-containing 

protein 5A functions as a negative 
regulator of retinoic acid receptor-related 
orphan nuclear receptor gammat-induced 
Th17 cell differentiation. Arthritis 

2014;66:1185-94. 

Sanayama Y, Ikeda K, Saito Y, Kagami S, 
Yamagata M, Furuta S, Kashiwakuma D, 
Iwamoto I, Umibe T, Nawata Y, 
Matsumura R, Sugiyama T, Sueishi M, 
Hiraguri M, Nonaka K, Ohara O, Nakajima 

rediction of therapeutic responses to 
tocilizumab in patients with rheumatoid 
arthritis using biomarkers identified by 

wide dna microarray analysis in 
peripheral blood mononuclear cells.
European Colleague Against Rheumatism 

Paris. 

齊藤ゆかり、加々美新一郎、眞山快枝、
池田啓、岩本逸夫、小原収、中島裕史

rich interactive domain-containing 
protein 5a functions as a negative regulator 

induced Th17 cell differentiation. 
 総会・学術集会
 

知的財産権の出願・登録状況 

「関節リウマチに対する抗 IL-6 受容体抗体
療法の有効性の予測方法」特願 2011-156921

Saito Y, Kagami S, Sanayama Y, Ikeda K, 
iwakuma D, Furuta S, 

Iwamoto I, Nonaka K, Ohara O, Nakajima 
containing 

protein 5A functions as a negative 
related 

induced 
Arthritis 

Sanayama Y, Ikeda K, Saito Y, Kagami S, 
Yamagata M, Furuta S, Kashiwakuma D, 
Iwamoto I, Umibe T, Nawata Y, 
Matsumura R, Sugiyama T, Sueishi M, 
Hiraguri M, Nonaka K, Ohara O, Nakajima 

rediction of therapeutic responses to 
tocilizumab in patients with rheumatoid 
arthritis using biomarkers identified by 

wide dna microarray analysis in 
. 2014 

European Colleague Against Rheumatism 

齊藤ゆかり、加々美新一郎、眞山快枝、
池田啓、岩本逸夫、小原収、中島裕史．

containing 
protein 5a functions as a negative regulator 

induced Th17 cell differentiation. 
総会・学術集会．

受容体抗体
156921 



9 
 

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） 
 

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 

 
分担研究年度終了報告書 2 

 
末梢血単核球における定量的 PCR による 

関節リウマチに対するトシリズマブの薬効予測モデルの構築に関する研究 
 

研究分担者 廣瀬 晃一 
千葉大学大学院医学研究院アレルギー・臨床免疫学 准教授 

 
研究要旨 
末梢血単核球（PBMC）の網羅的遺伝子発現解析のデータにより抽出された 19
遺伝子の、定量的リアルタイム PCR（qPCR）による発現解析により、関節リウマ
チ（RA）に対するトシリズマブ（TCZ）の薬効予測モデルを構築することを目的
とした。 
19 遺伝子に対して特異的なプライマーを設定し、健常者ならびに RA 患者の
PBMC の RNA 検体において qPCR と DNA マイクロアレイのシグナル値との相関を検
討した。相関の高い遺伝子を用いて TCZ 薬効予測モデルを構築し、バリデーショ
ンコホート（n = 20）を用いてその精度を検証した。 
19 遺伝子中、15 遺伝子で 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。バリデーションコホートにおいて、無効例（n=5）と有
効例（n=15）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、Receiver operating characteristic 
(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。 
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。 

 
 
A. 研究目的 
 末梢血単核球（PBMC）の網羅的遺伝
子発現解析のデータにより抽出された遺伝
子の、定量的リアルタイム PCR（qPCR）に
よる発現解析により、関節リウマチ（RA）
に対するトシリズマブ（TCZ）の薬効予測モ
デルを構築することを目的とした。 
 
B. 方法 
 TCZを新規に投与したRA患者40症
例の PBMC の DNA マイクロアレイを用いて、
有効例と無効例で発現の異なる予測遺伝子

を抽出した。それぞれの遺伝子に対して特
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TCZ 薬効予測モデルを構築し、バリデーショ
ンコホート（n = 20）を用いてその精度を
検証した。 
 
C. 結果 
 トレーニングコホートにおいて無
効例（n=8）と有効例（n=29）で TCZ 投与前



 

の PBMC
かつ一定のシグナル強度を示す
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
遺伝子
らの中で、
アレイシグナル値との相関が確認できた
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（
有効例（
おける
たものは、
OASL,
子を用いた
Receiver operating characteristic (ROC)

析の曲線下面積が

100%と良好な結果が得られた。

 

表1. 
の PBMC
 
D. 考察
 
interferon (

り，その他候補となった

も IRG

 
 
 

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
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
遺伝子 23 プローブに注目した。さらにそれ
らの中で、qPCR
アレイシグナル値との相関が確認できた
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（
有効例（n=15）の間で
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
ASL, MT1G）であった
子を用いた TCZ
Receiver operating characteristic (ROC)

析の曲線下面積が

と良好な結果が得られた。

1. バリデーションコホートの
PBMC における

考察 
 IFI6, MX2
interferon (IFN)

り，その他候補となった

IRG であった。

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
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

プローブに注目した。さらにそれ
qPCR による発現と

アレイシグナル値との相関が確認できた
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（

）の間で TCZ 投与前の
による発現値に有意な差を認め
遺伝子中 4遺伝子
であった（表 1）
TCZ の薬効予測モデルでは、

Receiver operating characteristic (ROC)

析の曲線下面積が 0.947、感度

と良好な結果が得られた。

バリデーションコホートの
における 15 遺伝子の発現

MX2, OASL はいずれも
) response gene (IRG)

り，その他候補となった 19 遺伝子のうち

。IRG の末梢血における高発現

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

プローブに注目した。さらにそれ
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
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（n=5

投与前の PBMC
による発現値に有意な差を認め

遺伝子（IFI6, 
）。これらの遺伝

の薬効予測モデルでは、
Receiver operating characteristic (ROC)

、感度 73.3%、特異度

と良好な結果が得られた。 

バリデーションコホートのTCZ投与前
遺伝子の発現 

はいずれも Type I 

response gene (IRG)

遺伝子のうち

の末梢血における高発現

10 

におけるシグナル値に有意差を認め、
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

プローブに注目した。さらにそれ
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

n=5）と
PBMC に

による発現値に有意な差を認め
 MX2, 

。これらの遺伝
の薬効予測モデルでは、

Receiver operating characteristic (ROC)解

、特異度

 
投与前

Type I 

response gene (IRG)であ

遺伝子のうち LY6E
の末梢血における高発現

は、

であることが報告されているが、

であるリツキシマブでは逆に治療不応性の予

測因子であることが示されており、

薬剤選択に有用なバイオマーカーであること

が示唆される。

己免疫を促進することが示されており、その

ような病態においては

る Th17

る可能性が示唆された。また

オネインファミリー遺伝子の

メタロチオネインは

される。メタロチオネイン遺伝子発現が

依存性炎症を反映している可能性が示唆され

た。

 
E. 結論
 
よる

RA における
4遺伝子が同定された。
型 IFN
れた。
 
F. 健康危険情報
なし
 
G. 研究発表
なし
 
H. 知的財産権の出願・登録状況
1. 
「関節リウマチに対する抗
療法の有効性の予測方法」
2. 
なし
3. 
なし

は、TNF 阻害薬においても良好な薬効予測因子

であることが報告されているが、

であるリツキシマブでは逆に治療不応性の予

測因子であることが示されており、

薬剤選択に有用なバイオマーカーであること

が示唆される。I

己免疫を促進することが示されており、その

ような病態においては

Th17 分化抑制が

る可能性が示唆された。また

オネインファミリー遺伝子の

メタロチオネインは

される。メタロチオネイン遺伝子発現が

依存性炎症を反映している可能性が示唆され

た。 

結論 
 DNA マイクロアレイならびに

よる PBMC の網羅的遺伝子発現解析により、
における TCZ
遺伝子が同定された。
IFN やメタロチオネインの関与が示唆さ
れた。 

健康危険情報
なし 

研究発表 
なし 

知的財産権の出願・登録状況
 特許取得 
「関節リウマチに対する抗
療法の有効性の予測方法」

 実用新案登録
なし 

 その他 
なし 

阻害薬においても良好な薬効予測因子

であることが報告されているが、

であるリツキシマブでは逆に治療不応性の予

測因子であることが示されており、

薬剤選択に有用なバイオマーカーであること

I 型 IFN は Th17

己免疫を促進することが示されており、その

ような病態においては IL-6

分化抑制が RA の病態改善に

る可能性が示唆された。また

オネインファミリー遺伝子の

メタロチオネインは IL-6により直接発現誘導

される。メタロチオネイン遺伝子発現が

依存性炎症を反映している可能性が示唆され

マイクロアレイならびに

の網羅的遺伝子発現解析により、
TCZ の薬効を高精度に

遺伝子が同定された。RA の
やメタロチオネインの関与が示唆さ

健康危険情報 

知的財産権の出願・登録状況
 

「関節リウマチに対する抗
療法の有効性の予測方法」
実用新案登録 

阻害薬においても良好な薬効予測因子

であることが報告されているが、B細胞標的薬

であるリツキシマブでは逆に治療不応性の予

測因子であることが示されており、IRG 発現は

薬剤選択に有用なバイオマーカーであること

Th17 分化により自

己免疫を促進することが示されており、その

6シグナル阻害によ

の病態改善に有効であ

る可能性が示唆された。また MT1G はメタロチ
オネインファミリー遺伝子の 1 つであるが、

により直接発現誘導

される。メタロチオネイン遺伝子発現が

依存性炎症を反映している可能性が示唆され

マイクロアレイならびに qPCR

の網羅的遺伝子発現解析により、
を高精度に予測
の病態における

やメタロチオネインの関与が示唆さ

知的財産権の出願・登録状況 

「関節リウマチに対する抗 IL-6 受容体抗体
療法の有効性の予測方法」特願 2011-156921

阻害薬においても良好な薬効予測因子

細胞標的薬

であるリツキシマブでは逆に治療不応性の予

発現は

薬剤選択に有用なバイオマーカーであること

分化により自

己免疫を促進することが示されており、その

シグナル阻害によ

有効であ

はメタロチ

つであるが、

により直接発現誘導

される。メタロチオネイン遺伝子発現が IL-6

依存性炎症を反映している可能性が示唆され

qPCR に

の網羅的遺伝子発現解析により、
予測する

病態における I
やメタロチオネインの関与が示唆さ

受容体抗体
156921 
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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） 
 

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 

 
分担研究報告書 3 
 

末梢血 CD4 陽性 T細胞における経時的な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新規薬効評価マーカーの同定と 

効果発現機序の解明に関する研究 
 

研究分担者 高取 宏昌 
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 
関節リウマチに対するトシリズマブの新規薬効評価マーカーの同定と効果発現

機序の解明のため、トシリズマブ投与により末梢血 CD4 陽性 T細胞において発現の変

動する遺伝子を抽出することを目的とした。 

TCZ を新規に投与した RA 患者 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）を新規に投与した RA 患者それぞれ 5症例ずつを 6ヵ月

間経過観察した。0週、12 週の時点で全血 10mL をヘパリン採血し、Ficoll-Paqueを

用いて速やかに PBMC を分離、さらに MACS 細胞分離システムを用いて CD4 陽性 T細胞

に分離し、mRNA を抽出し DNA アレイを用いて遺伝子発現を包括的に解析した。 

TCZ投与症例およびコントロール薬剤投与症例においてP値の低いプローブがそ

れぞれ上位 100 個ずつ抽出された。その中で TCZ 特異的に発現が変動している遺伝子

が 18 個抽出され、17 遺伝子は TCZ により発現の低下している遺伝子であった。 

抽出遺伝子中、これまでヘルパーT 細胞分化に関する知見のない遺伝子
AT-rich interactive domain-containing protein 5a (ARID5A)につき機能解析を行
った。またその他 3 遺伝子につき現在解析が進行中である。TCZ 投与により末梢
血 CD4 陽性 T細胞において TCZ 有効症例特異的に変動する遺伝子が抽出され、TCZ の

新規薬効評価マーカーの同定と効果発現機序の解明のための関連候補遺伝子が明ら

かとなった。 

 
A. 研究目的 
 関節リウマチに対するトシリズマ

ブの新規薬効評価マーカーの同定と効果発現

機序の解明のため、トシリズマブ投与により

末梢血 CD4 陽性 T 細胞において発現の変動す

る遺伝子を抽出することを目的とした。 
 
B. 方法 
 TCZ を新規に投与した RA 患者 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）を新規に投与した RA

患者それぞれ 5 症例ずつを 6 ヵ月間経過観察

した。0週、12 週の時点で全血 10mL をヘパリ

ン採血し、Ficoll-Paque を用いて速やかに

PBMC を分離、さらに MACS 細胞分離システム

を用いて CD4 陽性 T細胞に分離し、mRNA を抽

出し DNA アレイを用いて遺伝子発現を包括的

に解析した。CDAI 変化量および医師総合評価

にて有効であった TCZ 投与 17 症例、ならびに

コントロール薬剤投与 16 症例において、0週
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により発現の低
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よる炎症反応蛋白による治療効果判定が困難
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とともに、新規薬効評価マーカーの開発が期
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図 1. TCZ
の発現変動
 
E. 

胞において

伝子が抽出され、

ーの同定

候補遺伝子が明らかとなった。

 
F. 
なし
 
G. 
なし
 
H. 
1. 
「関節リウマチに対する抗
療法の有効性の予測方法」
2. 
なし
3. 
なし

1. TCZ 治療による
の発現変動 

. 結論 
TCZ 投与により

において TCZ

伝子が抽出され、

ーの同定と効果発現機序の解明のための関連

候補遺伝子が明らかとなった。

F. 健康危険情報
なし 

G. 研究発表 
なし 

. 知的財産権の出願・登録状況
 特許取得 
「関節リウマチに対する抗
療法の有効性の予測方法」

 実用新案登録
なし 

 その他 
なし 

治療による PBMC

投与により末梢血

TCZ 有効症例特異的に変動する遺

伝子が抽出され、TCZ の新規薬効評価マーカ

と効果発現機序の解明のための関連

候補遺伝子が明らかとなった。

健康危険情報 

知的財産権の出願・登録状況
 

「関節リウマチに対する抗
療法の有効性の予測方法」
実用新案登録 

PBMC における ARID5A

末梢血 CD4 陽性

有効症例特異的に変動する遺

の新規薬効評価マーカ

と効果発現機序の解明のための関連

候補遺伝子が明らかとなった。 

知的財産権の出願・登録状況 

「関節リウマチに対する抗 IL-6 受容体抗体
療法の有効性の予測方法」特願 2011-156921

 
ARID5A

陽性 T 細

有効症例特異的に変動する遺

の新規薬効評価マーカ

と効果発現機序の解明のための関連

受容体抗体
156921 
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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） 
 

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 

 
分担研究報告書 4 
 

AT-rich interactive domain-containing protein 5a (ARID5A)の 
ヘルパーT細胞分化における役割の解明に関する研究 

 
研究分担者 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 
  トシリズマブ投与により RA 患者の末梢血 CD4 陽性 T細胞で発現の低下する遺伝
子として抽出された AT-rich interactive domain-containing protein 5a (ARID5A)

の、ヘルパーT細胞分化における役割を解明することを目的とした。 
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 RORt 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 RORt の直接結合が
示された。 
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。 
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。 
 

A. 研究目的 
  トシリズマブ投与により RA 患者
の末梢血 CD4 陽性 T 細胞で発現の低下する遺

伝子として抽出された AT-rich interactive 

domain-containing protein 5a (ARID5A)の、

ヘルパーT 細胞分化における役割を解明する

ことを目的とした。 
 
B. 方法 
 ヒト末梢血およびマウス脾臓由来

のナイーブ CD4 陽性 T 細胞から分化誘導した

Th1 細胞、Th2 細胞、Th17 細胞、Tfh 細胞、Treg

細胞における ARID5A の発現をリアルタイム

PCR 法で解析した。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 GFP と共に強制発現させ、各ヘルパ

ーT 細胞の分化誘導条件で培養した際のヘル

パーT 細胞分化への影響を細胞内サイトカイ

ン染色法により解析した。また T 細胞特異的

STAT3/RORt 欠損マウスの脾臓由来のナイー
ブ CD4 陽性 T 細胞を各種条件で分化誘導した

際の ARID5A の発現を解析した。 
 
C. 結果 
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なし
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英文
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国際学会

IL-17 プロモーター活性の変化

D. 考察 
 ARID5A

依存性に発現し、

のフィードバック機構として働いていること、

その分子機構として

る阻害が示唆された。

E. 結論 
 RA患者の末梢血
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して ARID5A が同定され、

規抑制分子であることが示された。
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F. 健康危険情報
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