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研究成果の概要（和文）：我々は血清プロテオーム解析によりANCA関連血管炎（AAV）の新規活動性マーカー
Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 1（TIMP-1）と腎病変マーカーCD93を同定している。2つのコホート研
究により血清TIMP-1値が寛解維持期の寛解維持予測と再燃予測に有用であることを見出した。血管炎モデルマウ
スを用いたCD93の病態への関与を解析するため、CD93欠損マウスのフェノタイプ解析、MPO欠損マウスの作製と
抗MPO抗体の単離を行った。また、大型血管炎患者の血清TIMP-1値が治療前に健常人より有意に上昇し、治療6、
12ヶ月後に有意に低下することを見出した。

研究成果の概要（英文）：We have identified novel activity marker TIMP-1 and renal involvement marker
 CD93 in ANCA-associated vasculitis (AAV) with a targeted proteomics approach. Serum TIMP-1 levels 
are useful as a predictive biomarker of relapse and sustained remission in AAV patients during 
maintenance therapy in two cohort studies. To analyze the involvement of CD93 in the pathogenesis 
using a vasculitis mouse model, we performed phenotype analysis of CD93-deficient mice, generated 
MPO-deficient mice, and isolated anti-MPO antibodies. Serum TIMP-1 levels are significantly 
increased in patients with large vessel vasculitis before initiation of treatment compared to 
healthy controls, and significantly decreased at 6 and 12 months after treatment.

研究分野：膠原病およびアレルギー内科学

キーワード： ANCA関連血管炎　バイオマーカー　顕微鏡的多発血管炎　多発血管炎性肉芽腫症　寛解維持予測　再燃
予測　ターゲットプロテオミクス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ANCA関連血管炎（AAV）の再燃率の低下、グルコルチコイド関連有害事象の減少や予後改善には、既存マーカー
より有用な活動性マーカーを用いた診療マネジメントの改善が必要不可欠である。我々が同定した新規活動性マ
ーカーTIMP-1は、寛解導入・寛解維持期における寛解判定、再燃と寛解維持予測に有用であり、将来、グルコル
チコイドを含む免疫抑制療法の減量・中止等の治療方針を決定する重要指標となる可能性がある。また、AAVと
同様に新規活動性マーカーが望まれる大型血管炎に応用できる可能性がある。新規腎病変マーカーCD93のAAVに
おける機能解析により発症機序の解明や新規治療標的の開発につながる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ANCA関連血管炎(AAV)は、抗好中球細胞質抗体(ANCA)と関連した小血管に主病変がある壊
死性血管炎である。AAVには顕微鏡的多発血管炎(MPA)、多発血管炎性肉芽腫症(GPA)、好酸球
性多発血管炎性肉芽腫症(EGPA)がある。CRPや ANCA 値が疾患活動性マーカーとして使用さ
れるが、CRPは AAVに非特異的な炎症マーカーであり、免疫抑制療法中に合併する感染症でも
上昇する。ANCA値は活動性と無関係に変動する症例が 20〜30%にみられ、ANCA陰性例も存
在する。現在の活動性指標には非常に多くの問題があり、客観的評価が可能な新規バイオマーカ
ーが切望されている。我々が開発した選択反応モニタリング法(Selected reaction monitoring, 
SRM)を用いた血清プロテオームの定量解析システムは、イムノアッセイでは困難な 50 種類を
超える標的蛋白質のサブ ng/mL レベルまでの絶対量を同時かつ高精度に定量できる（Ref. 1）。
我々は世界に先駆けてターゲットプロテオミクスをAAVのバイオマーカー研究に導入した(Ref. 
2)。本邦の AAV の前向きコホート研究(RemIT-JAV-RPGN)の登録患者(152 名)および当院患者
の計 169例の AAVの血清試料(治療前、6ヶ月後)を用い、タンデム MS解析により血清に発現
する 267種の蛋白質を同定した。活動性マーカー候補となる 135種の標的蛋白質について SRM
法によるマルチアッセイを行い、Tenascin(TNC)、CRP、TIMP-1、Leucine-rich alpha-2-
glycoprotein 1(LRG1)、S100A8/A9、CD93、TKTが AUC>0.7をもって高活動期(BVAS中央値
15)と寛解期を区別できる有用なマーカーとして同定された。 
 CRP や MPO-ANCA は治療 6 か月後の寛解群と非寛解群(低活動期、BVAS 中央値 5)で有意
差がない一方、TIMP-1は非寛解群で有意に高値であり CRPや ANCAより優れた活動性マーカ
ーである(図 1)。CD93 と TKT は新規の腎病変マーカーで、治療前に高値であれば 6 か月以内
に高率に腎死に至るため、新規の腎予後予測マーカーとして有用である(図 2)。 
（図 1）                                     （図 2） 

 しかし、これらの血清マーカーは治療前と 6 ヶ月後の 2 点でのみ解析しており、寛解導入お
よび維持療法期のより細かな経時的変化を解析し、実用化に向けた更なる検証が必要である。
AAV と同様に大型血管炎(高安動脈炎、巨細胞性動脈炎)の疾患活動性マーカーも炎症マーカー
(CRP、ESR)であり、実臨床では炎症マーカーと血管壁炎症が一致しないケースが問題視されて
いる。また、大型血管炎に保険適応となった抗 IL-6受容体抗体トシリズマブ(TCZ)は、IL-6 を
標的として CRP産生を直接抑えるため、TCZ投与下では CRPを活動性評価に用いることがで
きない。以上より大型血管炎も新規活動性マーカーの確立が望まれる。 
 我々は小麦胚芽無細胞タンパク質合成法で可溶性 CD93 を作成し、CD93 刺激下で濃度依存
的にマクロファージから TNF-α、IL-6、IL-8が産生されることを見出している。CD93は血管
内皮細胞に高発現する膜蛋白質で、炎症刺激で可溶型となりマクロファージを活性化させるこ
とで AAVの炎症ループを形成するため、治療標的になることが示唆されている。 
 
２．研究の目的 
 我々はターゲットプロテオミクスを世界で初めて AAVのバイオマーカー探索に導入し、有望
な新規活動性マーカーの同定に成功した。AAV のバイオマーカー探索で我々のように網羅的に
多検体試料で大規模解析した報告はない。欧米と比較し我が国では MPA が多く、MPA が大部
分である本研究は国内外において希少で非常に注目されるバイオマーカー研究である。  
 実用化に向けた更なるエビデンス構築のため、既存マーカーより優れた新規活動性マーカー
TIMP-1の寛解導入および維持療法期の細かな経時的変化を解析し、血清マーカーでの客観的な
活動性指標を確立することを目的とする。 
 我々はすでに C57BL/6 マウスで CRISPR/Cas9 法を用いて CD93 欠損マウスを作製してお
り、血管炎を誘導し CD93と AAVの病態の関連を解析することを目的とする。これにより AAV
の発症機序の解明や新規治療標的の探索につながる。 
 また、同定した AAVの新規活動性マーカーの大型血管炎における有用性は解析されておらず、
より正確な治療効果判定や再燃予測を可能とするバイオマーカー探索のために、大型血管炎の
患者血清を用いて経時的なELISA定量解析により既存の炎症マーカーより優れた活動性マーカ
ーを同定する。 

治療6ヶ月後における寛解/非寛解例の比較
治療6M後 寛解 n=62 (MPA 33, GPA 15, EGPA11, 分類不能 3)

非寛解 n=17 (MPA 9, GPA 5, EGPA3)

寛解におけるカットオフ値
<144 ng/mL
感度: 47%、特異度: 94%

共分散分析 (年齢, 性別, 各疾患群で調整)
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３．研究の方法 
(1) AAV の寛解導入および維持療法期における血清 TIMP-1 値の ELISA 定量解析 
①RemIT-JAV-RPGN 登録患者および当院患者の計 69名（MPA 46 名, GPA 23 名）における治療開
始 18 ヶ月後までの臨床転帰と血清 TIMP-1 値（治療開始 6ヶ月後）を比較解析した。臨床転帰に
ついては、寛解はバーミンガム血管炎活動性スコア（BVAS） 0, 寛解維持は治療 6〜18 ヶ月の期
間に BVAS 0 かつステロイド減量困難なし、再燃は BVAS 症候が 1 つ以上出現もしくは増悪、グ
ルココルチコイド減量困難は治療 18ヶ月時にプレドニゾロン 10mg/日以上を服用と定義した。 
②維持療法中で寛解状態である当院 AAV 患者 30名（MPA 16 名、GPA 14 名）を対象に、経時的に
血清 TIMP-1 値を ELISA 法で定量解析した（MAAV-EU study; Maintenance therapy for AAV in 
the Ehime University study）。観察期間（2017 年 12月〜2020 年 3月）に寛解維持した患者を
寛解維持群（少なくとも 12 ヶ月以上寛解維持、n=25）とし、寛解維持群のエントリーから 6ヶ
月後と再燃群（n=5）の再燃時をベースラインとして、ベースライン時（再燃時）、3ヶ月前、6ヶ
月前で 2群間を比較した。 
(2)血管炎モデルマウスを用いた CD93 の AAV の病態への関連の解析 
 我々が既に作製した CD93 欠損マウスと野生型 B6マウスについて、骨髄、胸腺、脾、末梢血に
おける免疫担当細胞の表現型を FACS 解析で比較する。前述の臓器に加えて肺、心臓、肝臓、腎
臓、腸管、生殖器の病理組織標本を比較する。AAV を惹起させるためには MPO 欠損マウスが必要
であるため、CRISPR/Cas9 法を用いてミエロペルオキシダーゼ(MPO)欠損マウスを作製する。MPO
欠損マウスに MPO で免疫し、抗 MPO 抗体と MPO 感作脾細胞を作成する。これらを CD93 欠損マウ
スおよび野生型 B6 マウスに移入し、半月体形成性糸球体腎炎や出血性肺毛細血管炎の発症率を
比較する。 
(3) 大型血管炎における新規活動性マーカーの ELISA 定量解析 
 当院の大型血管炎患者(高安動脈炎(TAK)6 名, 巨細胞性動脈炎(GCA)9 名)において、治療開始
前、治療 6ヶ月および 12ヶ月後の血清 TIMP-1 と IL-6 について ELISA 定量解析を行い、疾患活
動性および血管病変の進行との関連を解析する。 
 
４．研究成果 
(1)AAV の寛解導入および維持療法期における血清 TIMP-1 値の ELISA 定量解析 
①RemIT-JAV-RPGN study における寛解維持療法期の臨床転帰と血清 TIMP-1 値の関連 
 血清 TIMP-1 値は高活動期（治療前）で寛解期より有意に高く（中央値 302 (四分位範囲 227-
381) vs 160 (139-179)ng/mL、p<0.001）、治療 6ヶ月時の非寛解群（n=17）は寛解群（n=52）と
比較し有意に高値であった。治療 6ヶ月時の非寛解群（n=17）は寛解群（n=52）と比較し有意に
血清 TIMP-1 値が高値であった。7名の観察打ち切り例（AAV 以外の原因で死亡 2名、観察中断 5
名）を除く寛解患者 45名の血清 TIMP-1 値（治療 6ヶ月時）は, 治療 6-18 ヶ月までに再燃もし
くはグルココルチコイド減量困難となった群（n=14）で寛解維持群（n=31）よりも有意に高値で
あり（176 (159-216) vs 144 (135-168)ng/mL、p=0.004）、臨床転帰 3群の比較おいても血清
TIMP-1 値に有意差を認めた（図 3、Kruskal-Wallis 検定、p=0.014）。一方、治療 6 ヶ月時のグ
ルココルチコイド投与量や免疫抑制剤の併用率、CRPやMPO-ANCA値では有意差を認めなかった。
治療 6ヶ月時の寛解患者を高 TIMP-1 群（≧150ng/mL、n=26）と低 TIMP-1 群（<150ng/mL、n=19）
の 2 群に分けて解析したところ、高 TIMP-1 群では治療 18 ヶ月までに 31%が再燃、19%がグルコ
コルチコイド減量困難、50%が寛解維持した一方で、低 TIMP-1 群ではグルココルチコイド減量困
難であった 1 名を除く 95%が寛解を維持した（図 3）。Kaplan-Meier 法を用いた無再燃生存期間
の解析においても 2群で有意差を認めた（Log-rank test: p=0.01）。 

②MAAV-EU study における血清 TIMP-1 値の経時的測定 
 再燃群（n=5）の血清 TIMP-1 値は寛解維持群（n=25）と比較し、再燃時、再燃 3ヶ月前および
6ヶ月前で有意に高値であり、CRP よりも早期に上昇を認めた（図 4）。ベースラインから 6ヶ月
前での高TIMP-1群（≧150ng/mL, n=15）では33%が6ヶ月後に再燃したが、低TIMP-1群（<150ng/mL, 
n=15）は全例で観察期間中に寛解を維持した。 
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 ①、②の両解析において、寛解維持療法中に血清 TIMP-1 値が 150ng/mL 以上であれば約 30%の
患者が 6-12 ヶ月後に再燃したが、150ng/mL 未満であればほぼ全例で少なくとも 12 ヶ月の寛解
を維持しており、血清 TIMP-1 値は寛解維持期における寛解維持予測および再燃予測に有用なマ
ーカーとなることが示唆された。上記内容について論文作成し報告した（Ref.3）。 
 
(2)血管炎モデルマウスを用いた CD93 の AAV の病態への関連の解析 
 CD93 欠損マウスと野生型 B6 マウスについて、骨髄、胸腺、脾、末梢血における免疫担当細胞
の表現型を FACS 解析で比較し、有意差がないことを確認した。前述の臓器に加えて肺、心臓、
肝臓、腎臓、腸管、生殖器の病理組織標本を比較し、両者に明らかな違いはなかった。 
 AAV の惹起に必要となる MPO 欠損マウスを CRISPR/Cas9 法を用いて作製した。ジェノタイピン
グではホモ接合型マウスの MPO 標的配列(55 塩基)の欠損を確認し、ウェスタンブロッティング
で骨髄中の MPO 欠損を確認した。MPO 欠損マウスに MPO 蛋白 20μgを 3回腹腔内投与、1回静注
し、血清中に抗 MPO 抗体が産生されていることを ELISA で確認した。AAV を誘発するために必要
な抗 MPO 抗体の抗体量を得るため、MPO を免疫した複数の MPO 欠損マウスの血清から抗体精製用
カラムを用いて IgG を単離し、同マウスから MPO 感作脾細胞を採取し凍結保存した。抗 MPO 抗
体を CD93 欠損マウスおよび野生型 B6 マウスに移入し、半月体形成性糸球体腎炎や出血性肺毛
細血管炎の発症率を比較解析する。 
 
(3)大型血管炎における新規活動性マーカーの ELISA 定量解析 
 治療前の TIMP-1 値は、健常人よりも有
意に高値であり、それぞれのカットオフ
値（TAK 169ng/mL、GCA 191ng/mL）にお
いて AUC 1.0(感度 100%、特異度 100%)、
AUC0.93(感度 80%、特異度 100%)をもって
健常人と判別できた。血清 TIMP-1 値は治
療前と比較し、治療 6および 12 ヶ月後に
有意に低下し、IL-6 受容体抗体トシリズ
マブ投与下でも疾患活動性を反映した
（図 5）。一方、IL-6 値も治療 6ヶ月後に
有意に低下を認めたが、トシリズマブ投
与下では活動性と関連せず上昇する症例
を認めた。 
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