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研究成果の概要（和文）： 末梢血単核球のcDNAマイクロアレイおよび定量RT-PCRを用いた解析により、シメチジン非
内服PFAPA患者で正常対照群より発現が亢進し、シメチジン内服群で非内服群より発現が低下している遺伝子としてReg
ulator of G-protein signaling 1 (RGS1)を同定した。末梢血単核球におけるRGS1の発現低下が、シメチジンの炎症反
応抑制機序に関連していることが示唆された。また、単球性白血病由来細胞株THP-1をLPSで刺激した場合とそれにシメ
チジンを加えた場合の同様の比較から、単球におけるIL-10の発現低下も、シメチジンによる炎症反応抑制に関与して
いることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： In analyses using cDNA microarray and quantitative RT-PCR of peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs), regulator of G-protein signaling 1 (RGS1)showed higher expression in PFAPA 
patients without cimetidine medication than in normal controls and lower expression in PFAPA patients 
with cimetidine medication than those without. It was suggested that reduced expression of RGS1 in PBMCs 
played an important role in cimetidine-induced inhibition of inflammatory response. Furthermore, 
comparison of LPS-added monocytoid leukemia cell line, THP-1 culture and LPS plus cimetidine-added THP-1 
culture using the same analytical strategy, we demonstrated reduced expression of IL-10 in LPS plus 
cimetidine-added THP-1 culture, suggesting that reduced expression of IL-10 in monocytes was also 
associated with cimetidine-induced inhibition of inflammatory response.

研究分野： 小児感染症学、自己炎症疾患
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１．研究開始当初の背景 
PFAPA 症候群は、アフタ性口内炎、頚部

リンパ節炎、咽頭炎を伴う周期性発熱疾患
である。1989年にMarshallらによりPFAPA 
(periodic fever, aphthous stomatitis, 
pharyngitis and adenitis) 症候群として新し
い疾患概念として提唱され、その後国内外
で相次いで報告されている。現時点では、
病因、病態は不明であり、診断に有用なバ
イオマーカーも判明していない。依然、他
の発熱性疾患と鑑別することが容易では
なく、発熱発作を繰り返すことで本疾患を
疑われ、Thomas らの報告した診断基準を
以て診断されるが、不要な抗菌薬使用や入
院が繰り返されているのが現状である。治
療法としては、シメチジン、ステロイド、
扁桃摘出術/アデノイド摘出術が行われて
いる。 

H2 ブロッカーであるシメチジンによる
本症の発作予防は 1989 年に Feder らによ
って最初に報告された(Pediatr. Infect. Dis. 
J, 1989)。15～20mg/kg 分 2～分 3 投与が用
いられる。約 60%の患者で発作抑制に有効
であるが、発作が完全に消失するのはその
1/3 程度であり、残りは、発作の間隔が開
いたり、熱の高さや発熱期間が改善したり
するなどの部分的な有効例である。Feder
らの最近の報告では、150mg1 日 2 回を 6
～12 か月間使用した 26 例のうち、7 例
(27%)で発熱発作がみられなくなっていた
(Acta Paediatr, 2010)。本剤の作用機序は不
明であり、本剤の持つ、細胞障害性 T リ
ンパ球 (CD8)の抑制などの免疫調節作用
が関与している可能性などが推定されて
いるが、確認されていない。本症の発作を
頓挫させるのにはステロイドが有効であ
るが、非特異的な炎症抑制作用をもつステ
ロイドよりも、シメチジンのほうが特異的
な作用機序を有していると推測される。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は、PFAPA 症候群の発熱
発作の予防に有効な H2 ブロッカーであ
るシメチジンの作用機序を、cDNA マイク
ロアレイや定量 PCR、サイトカイン、ケ
モカイン測定などの網羅的、多角的な解析
により解明することであり、その結果を本
症の病態解明に役立てるとともに、新たな
治療法の開発につなげることを目指す。 

 
３．研究の方法 
(1) 対象 
 PFAPA 症候群シメチジン内服患者 6 名 
  (年齢範囲 3～8 歳、年齢中央値 5.5 歳） 

PFAPA症候群シメチジン非内服患者 10名        
（年齢範囲 1～16 歳、年齢中央値 5.5 歳） 
 正常対照 14 名 
（年齢範囲 0～7 歳、年齢中央値 2.5 歳） 
(2) 方法 
  ①末梢血単核球のマイクロアレイによる

解析 
1)同一症例で、シメチジン開始前と開始後
の非発熱時の末梢血単核球検体が両方と
も収集できた３名のPFAPA症候群患者につ
いて、末梢血単核球から mRNA を抽出し、
cDNA に変換した後、開始前と開始後におけ
る cDNA microarray による発現の比較を行
った。その結果から、シメチジン開始後に
おいて発現が有意に低下している遺伝子
群を抽出した。 
2)シメチジン非投与症例の非発熱時の検
体が得られたPFAPA症候群患者と正常対照
群との間で、同様に cDNA microarray によ
る比較を行い、非発熱時に発現が有意に亢
進している遺伝子を抽出した。 
3)これら 2つの cDNA microarray の結果を
比較し、非発熱時に発現が亢進し、シメチ
ジン開始後に発現が低下している遺伝子
群をシメチジンの作用機序に関連してい
る可能性がある遺伝子群として抽出した。 
②末梢血単核球の定量 PCR による解析 
上記の遺伝子について、同一症例に限ら

ず、シメチジン開始前および開始後の検体
を対象に、mRNA を抽出し cDNA に変換した
後、定量 PCR を行い、実際にシメチジン開
始後に発現が低下または上昇しているか
どうかを確認した。 
③単球性白血病由来細胞株THP-1を用いた
検討 
 PFAPA 症候群の急性期の血清および末梢
血白血球の解析から、血清ケモカインの中
で CXCL9 (monokine induced by gamma- 
interferon, MIG)が高値をとること、また
単球において活性化マーカーである CD64
の発現が亢進していることが明らかにな
り、本症候群の病態に単球が主要な役割を
担っていることが示唆された。そこで、
THP-1を用いてin vitroでの検討を行った 
1) THP-1細胞をlipopolysaccharide (LPS)
で刺激した場合と LPS+シメチジンで刺激
した場合の培養上清中の IL-β濃度の比較
検討を行った。  
2)1)の系において、THP-1 細胞から mRNA
を抽出し、リアルタイム RT-PCR 法により
各種遺伝子（IL1B、シメチジンの内服後に
末梢血単核球での mRNA 発現が低下してい
た遺伝子）の発現を解析した。 
3)1)の系において、cDNA microarray を用
いた網羅的な解析を行い、LPS+シメチジン
で発現が抑制されている遺伝子を検索し
た。 
4)3)によって抽出された遺伝子について、
上記②と同様の解析を行った。 

 
４．研究成果 
(1) 末梢血単核球のマイクロアレイによる
解析 
同一症例で、シメチジン開始前と開始後

の非発熱時検体が両方とも収集できた３名
の PFAPA 症候群患者について、シメチジン



発現が有意に低下している遺伝子群を A 群
とした。一方、シメチジン非投与症例の非
発熱時検体が得られた PFAPA 症候群患者と
正 常 対 照 群 と の 間 で 、 同 様 に cDNA 
microarray による比較を行い、非発熱時に
発現が有意に亢進している遺伝子群を B 群
とした。A群と B群に共通している遺伝子を
抽出した。これらには、JUN, CD83, C15orf48, 
RGS1, AREG, IL-1β, NR4, PER1 が含まれて
いた(図 1)。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
図１ PFAPA 症候群においてシメチジン内服
後に発現が低下しており、かつ正常対照群と
比較してPFAPA症候群シメチジン非内服群で
発現亢進している遺伝子 
 

(2) 末梢血単核球の定量 PCR による解析 
(1)で抽出された遺伝子について、リアル

タイム定量 PCR 法を用いて、mRNA の発現を
内服群、非内服群、正常対照群で比較した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 リアルタイム定量 PCR による JUN 遺伝
子の発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 リアルタイム定量 PCR による CD83 遺
伝子の発現 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図4 リアルタイム定量PCRによるC15orf48
遺伝子の発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 リアルタイム定量 PCR による RGS1 遺
伝子の発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6 リアルタイム定量 PCR による AREG 遺
伝子の発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図7 リアルタイム定量PCRによるIL-1β遺
伝子の発現 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 8 リアルタイム定量 PCR による NR4A2 遺
伝子の発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 9 リアルタイム定量 PCR による PER1 遺
伝子の発現 
 
その結果、非内服群は正常対照群と比較

して NR4A2、RGS1、C15orf48、CD83、AREG
の発現が有意に亢進していた。非内服群と
内服群との比較ではRGS1とJUNの発現が内
服群で有意に低下していた(図 2～9)。した
がって、RGS1 が、シメチジンの作用機序に
関連している可能性が示唆された。 
 

(3) 単球性白血病由来細胞株 THP-1 を用い
た検討 
①THP-1 細胞に LPS を単独で添加した場合
に比べて、LPS＋シメチジンの添加では、有
意に IL-1β濃度が低下しており(図 10)、シ
メチジンは単球における自然炎症経路を抑
制する作用があることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 10 各培養系における IL-1β濃度（単位
pg/ml） 

②次にこの系において、リアルタイム定量
PCR を用いて、シメチジン内服後の末梢血単
核球における発現亢進がみられた遺伝子
(RGS1, IL1B, C15orf48, PER1, CD83, JUN, 
NR4A2, AREG)の mRNA の発現を、対照、LPS
単独、シメチジン単独、シメチジン+LPS 比
較した。IL1B については、シメチジンの有
無で発現に変化がなかったことから(図 11)、
シメチジンによる IL-1β産生の抑制は、遺
伝子発現の抑制ではなく、proIL-1βから
IL-1βへの変換に関与する過程で生じてい
ることが明らかになった。他の遺伝子につ
いては、シメチジンの有無で発現に有意の
変化はみられず、これら以外の遺伝子の発
現制御を介して自然免疫経路を抑制してい
ることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 11 リアルタイム定量 PCR による各培養
系における IL-1β遺伝子(IL1B)の発現 
 
 
③ LPS 刺激した THP-1 細胞と LPS 刺激にシ
メチジンを加えた THP-1 細胞から、mRNA を
抽出し、cDNA マイクロアレイによる発現比
較を行った。その結果、LPS+シメチジンで、
LPS に対して発現が亢進している遺伝子と
して、IL-17F と CXCL12 が挙がった。逆に、
LPS+シメチジンで、LPS に対して発現が低下
している遺伝子として、IL-10、epidermal 
growth factor receptor(EGFR)、regulator 
of G-protein signaling 1(RGS1)が挙がっ
た。 
④ ③で挙がった遺伝子について、mRNA を
鋳型としてリアルタイムRT-PCR法により発
現状況を確認した。IL-17F については、全
体の発現が極めて低く、比較検討が困難で
あった。CXCL12 については、LPS+シメチジ
ンと LPS の差を確認できなかった。IL-10
については、LPS+シメチジンでの発現低下
を確認できた(図 12)。EGFR と RGS1 では、
LPS+シメチジンと LPS の差を確認できなか
った。以上の結果より、単球における IL-10
の発現低下が、シメチジンによる PFAPA 症
候群の炎症反応抑制に一定の役割を果たし
ていることが示唆された。 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 12 リアルタイム定量 PCR による各培養
系における IL-10 遺伝子の発現 
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