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研究成果の概要（和文）：１）flow cytometryを用いた末梢血ヒストン修飾変化の解析により、AOSD単球、好中
球およびB細胞分画においてH3K4me3/H3K27me3に変化が見られた。さらに疾患活動性とこのヒストン修飾変化は
相関していた。特に、単球分画のCD14++CD16-細胞群は血清IL-18と相関した。
２）上記の結果から単球分画に焦点を絞ってATAC-Seqを試みたが有意な結果は得られなかった。時間も考慮して
transcriptome 解析を行った。その結果は有望な遺伝子を含めて健常人に比して有意な遺伝子発現変化が存在す
ることを認めた。現在その結果を基にChIp-Seqを行うべく準備を進めている。

研究成果の概要（英文）：1) Histone modification in peripheral blood nucleated cells from adult-onset
 Still's disease (AOSD) was detected by flow cytometric analysis using specific antibodies against 
H3K4me3 or H3K27me3. There were specific aberrations of histone methylation in monocytes, 
neutrophils and B cells from AOSD patients comparing with healthy controls or other disease 
controls. Of interest was these histone methylation abnormalities were significantly associated with
 disease activity. Additionally aberrant histone methylations of a specific subset of monocyte with 
CD14++CD16- were significantly correlated with serum IL-18 concentration.
2) To analyze the pathogenic mechanism of AOSD from epigenetic point of view, ATAC-Seq was performed
 to identify genes with open chromatins. However, the technique showed nothing and an alternative 
method was carried out. We made transcriptome analysis and found several candidates of the target 
genes. We now preparing for ChIP-Seq analysis for the purpose above.

研究分野： リウマチ膠原病
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この研究においては、病気の原因の不明な成人発症スチル病（AOSD）の原因を解明するために、血液中の白血球
のエピゲノム異常（遺伝子に変化を認めないけれどタンパク質の発現には変化が見られる制御機構）、特にヒス
トン修飾変化を各細胞亜群毎に解明する研究で、私達は単球という細胞群においてヒストンのメチル化異常を認
めた。さらに、このメチル化異常の結果、どのような遺伝子の発現に変化が見られるのかを明らかにした。それ
を基に、この結果が蛋白の発現に影響するのか、そしてどのように病気の状態に関与するのか現在も研究を進め
ています。これが明らかになれば、新規治療法の開発に繋がる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 成人発症スティル病（AOSD）は、原因不明の全身性慢性炎症性疾患であり、症状は弛張熱、
皮疹、関節炎、リウマトイド因子陰性で、炎症反応と血清フェリチン高値が特徴的である。厚
生労働省の指定する難病の１つで、通常は副腎皮質ステロイドに反応することが多いが、治療
に難渋する症例も少なくは無い。また、一旦は軽快しても再発・再燃を来すことが多い。不明
熱の代表的疾患で感染症や悪性腫瘍などの除外診断が重要であり、有用な診断マーカーが無い
ため診断に苦慮することが多い。さらに、生命予後不良なマクロファージ活性化症候群（MAS）
または反応性血球貪食症候群（RHS）の発症が膠原病関連疾患の中で多い特徴がある。臨床症
状および除外診断から見ると、AOSD は膠原病関連疾患に含まれているが、自己抗体や自己反
応性 T 細胞の存在は示されていないことから、自己免疫ではなく近年の新規疾患概念である自
己炎症性疾患に含まれると考えられる。AOSD 発症年齢の平均値は 40 歳代後半で単一な遺伝
子異常によって発症するとは考えにくい。また、申請者が中心的役割を担った 2012 年実施の
厚労省班会議による AOSD 全国調査によれば、家族内発生は見られなかった（Asanuma, et al. 
Mod Rheumatol, 2015）。これらの点から AOSD の多くは単一遺伝子異常によらない発症機序
を有すると考えられる。遺伝子異常によらないという点ではエピゲノムレベルでの異常が想定
される。さらに AOSD は病型によって３つに分類され（単周期性全身型、多周期性全身型、関
節型）、発症時の臨床症状は似ているものの、経過は全く異なる場合が多い。これは、独立した
異なる原因（感染症、遺伝子異常）で発症する可能性か、一元的には可塑性のあるエピゲノム
異常により発症する可能性を示唆している。ゲノムとは異なりエピゲノムは細胞種毎に異なり、
可塑性があることが特徴であることから、異常が想定される末梢血有核細胞を亜分画に分類し
て網羅的に解析を行わない限り病態に関連する異常を同定することは不可能である。申請者は、
末梢血有核細胞亜集団毎のヒストン修飾を FACS（fluorescence activated cell sorting）によ
って簡便に解析するシステムを構築し、エピゲノム異常が想定されるベーチェット病を対象疾
患として解析したところ、２つの細胞亜集団（好中球、TCR 陽性 T 細胞）においてエピゲ
ノム異常を得たことからこれを発表（Aizaki, et al. American College of Rheumatology 
Annual Meeting, San Francisco, 2015 にて発表および投稿準備中）するとともにこのシステ
ムの特許出願を行った(三村俊英、他、特願 2014-200824)。また、エピゲノムによって調節さ
れる遺伝子転写領域のクロマチン構造変化（クロマチン構造が緩んで転写亢進となる open 
chromatin（euchromatin）状態か、転写抑制される closed chromatin（heterochromatin）状
態）を解析する上で最近技術革新があり、理論的には単一細胞の euchromatin 状態の塩基配列
を同定することが出来るシステム（ATAC-seq）が相次いで報告された。GWAS や詳細な細胞
亜分画分析を経ない transcriptome 解析では決して得られない情報であるが、大変重要な情報
になり得ると考える。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の研究目的は、発症原因や病態の不明である AOSD における病態に関係するエピゲノム
異常を解明し、新規治療の標的を探索する事である。具体的には以下の３つの柱を目的とする。 
１）AOSD 患者末梢血有核細胞亜分画におけるヒストン修飾の状態を、flow cytometry を用い
て細胞表面染色と核内染色によるヒストン修飾の状態を解析する。 
２）ATAC-seq 法を用いて、AOSD 患者末梢血有核細胞表面抗原から亜分画に分類された細胞
におけるクロマチン構造のうちオープン（euchromatin）状態の遺伝子配列を決定しその遺伝
子をゲノムレベルで同定する。 
３）上記１）における flow cytometry を用いた末梢血有核細胞亜分画毎のヒストンマークの解
析が、２）で示されるクロマチン構造と相関するのか、健常対照者との比較なども用いて解析
する。さらにそれが各細胞亜分画の機能に影響しているのかを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
成人発症スティル病（AOSD）患者（およそ 70人）および健常対照者の試料（末梢血）が得られ
る状態である。AOSD 患者の末梢血を好中球とリンパ球に分離後それぞれの細胞表面マーカーと
ヒストン修飾のflow cytometryを用いてヒストン修飾における異常細胞亜集団の抽出および特
異細胞亜集団別の ATAC-Seq 解析を行い、転写領域におけるクロマチン構造の変化とそれによる
遺伝子発現変化と機能変化を解析する。これが奏効しない場合には、標的細胞亜群の
transcriptome 解析を行い発現変化の強い遺伝子に小弟を宛てて ChIP-seq を進める。これらに
より AOSD 特異的なヒストン修飾が明らかになり、機能との相関が証明されれば治療ターゲット
として新規治療の開発も期待できる。研究が順調に進めば、実際にモデルを用いて予備実験を
行うことも視野に入る。 
 
 
４．研究成果 
１） flow cytometry を用いた末梢血ヒストン修飾変化の解析により、AOSD 単球、好中球およ



び B細胞分画において H3K4me3/H3K27me3 に変化が見られた。さらに疾患活動性とこのヒス
トン修飾変化は相関していることも明らかになった。特に、単球分画の CD14++CD16-
において血清 IL-18 との相関も見られた。 

２） 上記の結果から単球分画に焦点を絞って ATAC-Seq を試みたが技術的な問題から有
意な結果は得られなかった。時間経過も考慮して第２の方法である transcriptome 解
析を行った。その結果は有望な遺伝子を含めて健常人に比して有意な遺伝子発現変化
が存在することを認めた。現在その結果を基に ChIp-Seq を行うべく準備を進めてい
る。なお、この結果の一部は、第 63 回日本リウマチ学会総会・学術集会にて報告する予
定である。 
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