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研究成果の概要（和文）：他のプロジェクトで実施したゲノムワイド関連解析（GWAS）で得られたゲノムワイド多形情
報を二次利用して一次スクリーニングを行った。Human Omni Express（イルミナ社）を使用。MTX投与データのある678
名が解析対象となった。薬剤反応性としてDAS28変化量を従属変数とし、説明変数に各SNPと調整因子を加えたロジステ
ィック回帰分析を行った結果、P < 1X10-5をクリアしたSNPが3つ得られた。18番染色体上のCCBE1、1番染色体上のRCSD
1、8番染色体上のEFR3Aの近傍もしくはイントロンに存在するSNPであった。

研究成果の概要（英文）：First screening was done with the GWAS data from the other project (Human Omni 
Express). The study included 678 patients who had a history of MTX intake. Logistic regression analysis 
was used for statistical analysis. We identified three SNPs located near CCBE1, RCSD1 and EFR3A that were 
associated with drug response of methotrexate using genome-wide association study.

研究分野：整形外科学

キーワード： 薬剤反応性遺伝子　メトトレキセート　関節リウマチ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 RA は多関節に慢性炎症を生じる進行性の
全身性自己免疫疾患であり、病勢の進行とと
もに関節構造が破綻し、日常生活動作を著し
く障害する。社会活動、家庭生活にも支障を
きたし、平均余命が短縮するという報告もあ
る。有病率が 0.5％前後と比較的頻度の高い
疾患でもあるため、社会的、経済的な負担も
問題となる。 
 RA に対する治療の主要なゴールは、症状
のコントロール、関節破壊の抑制、身体機能
の正常化をはかって長期的な生活の質
（quality of life: QOL）を最大限まで改善す
ることであり、そのためには炎症反応を充分
に抑制することが重要であると考えられて
いる。近年の薬物治療の進歩によって、RA
の治療体系にはパラダイムシフトとも称さ
れる大きな変化がもたらされ、発症早期から
抗リウマチ薬による積極的な治療を行って
寛解を目指す治療戦略が国際標準となった。
なかでも MTX は高い有効率と継続率、明ら
かな骨破壊進行抑制効果と QOL 改善効果、
さらには生命予後改善効果までを兼ね備え
ており、長期にわたる有効性と安全性、他剤
との併用における有用性から RA治療におけ
るアンカードラッグに位置づけられ、最も頻
用される抗リウマチ薬である。2011 年 2 月
にそれまでの週 8mg から週 16mg まで国内
での MTX の上限使用量が拡大され、あわせ
て国際標準同様に第一選択薬としての使用
も可能となった。これにより今後 MTX の使
用率、使用量がともにさらに増加することが
予想されている。 
 しかし、MTX は用量依存的に効果を示す
と同時に、用量依存性の副作用も有し、その
効果発現用量、副作用発現用量ともに個人差
が大きいため、用量設定が難しい薬としても
知られている。出来るだけ早く炎症反応を抑
制するという観点からは開始時投与量が充
分である必要があり、副作用発現を回避する
ために少量からゆっくり増量していく従来
の漸増法は、現在の RA治療戦略には合わな
くなって来ているとも考えられる。欧米のリ
ウマチ専門医会議の勧告では開始時投与量
は週 10mg 未満であるべきではないとされ
ているが、これまで国内での上限使用量が週
8mg に制限されて来たことから一般に高用
量での使用開始経験には乏しい。 
 以上の状況からオーダーメイド医療（個別
化医療）のニーズは強いと考えられる。既知
の MTX 反応性関連遺伝子としてはメチレン
テ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素
（Methylenetetrahydrofolate reductase）を
コードする MTHFR 遺伝子が知られており、
当施設ではすでに MTHFR 遺伝子多型を利
用した MTX 反応性および副作用出現予測に
ついてのオーダーメイド医療を臨床応用し
ている。しかしMTHFR上の遺伝子多形のみ
では治療反応性を充分に説明することが出
来ず、MTHFRの他にもMTXの治療反応性

に関連する遺伝子が存在していることは確
実であると考えられている。薬剤反応性遺伝
子型に基づく薬理効果予測、副作用予測の精
度が高まれば、MTX の効果的で安全な用量
設定を速やかに行う一助となり、関節破壊を
最小限に抑えることが可能となる。 
 
２．研究の目的 
 本研究代表者はこれまでに日本人 RA患者
における生物学的製剤に対する薬剤反応性
関連遺伝子の同定やオーダーメイド医療実
現化プロジェクトのほか、疾患感受性遺伝子
同定、メタ解析、遺伝子間相互作用、環境因
子との相互作用などの研究を進め、日本人
RA 患者の遺伝背景解明に貢献してきた。本
研究の全体構想は RAにおける包括的なオー
ダーメイド医療の実現であり、その中で本研
究計画は RA治療の根幹を担う MTXに対す
る薬剤反応性遺伝子の同定を目的とする。 
 薬剤反応性関連遺伝子の同定のためには
コホートが欠かせないが、本研究代表者が所
属する東京女子医科大学附属膠原病リウマ
チ痛風センターでは、約 5000 人の RA 患者
を対象とした IORRA コホート(Institute of 
Rheumatology RA cohort)を 2000年に開始
しており、これまで 11 年以上に及ぶ詳細な
臨床データを集積し、投薬状況を含む膨大な
データベースを構築している。IORRA 登録
患者のうち 2000 名を超す患者から DNA を
収集しており、連結可能匿名化の下でデータ
ベースと連動している。このうち申請時点で
MTX 投与初期からのデータがある患者は
625 名おり、MTX 反応性関連遺伝子の同定
に用いる DNA 試料群としては他に類を見な
いほど質の高いものとなっている。 
 本研究代表者が推進しているプロジェク
トや参画しているプロジェクトに「ゲノムワ
イド関連解析（Genomewide association 
study: GWAS）」を用いたものが多く、他の
プロジェクトでの GWAS で得られた多形情
報を二次利用可能な点も大きな利点として
あげられる（これまでに受けた研究費とその
成果等、参照）。エンドポイントとなる表現
型は異なるものの、遺伝背景が変化すること
はないため、MTX 反応性の情報が得られれ
ば GWASが可能となる。これまでにMTX投
与初期からのデータがある625名の患者のう
ち、平成 23年度中におよそ 300名で GWAS
が終了する予定であり、うちすでに 132名の
データは得られている。 
 
３．研究の方法 
患者選択 
 申請時点で IORRA 登録患者中、MTX 投与の
記録がある患者 6,182 名。このうち、新規に
MTX を処方し、投与前、投与 6ヶ月後の DAS28
による疾患活動性が記録され、EULAR 改善基
準のデータが得られる患者2,244名を用いて、
遺伝背景以外でMTXに対する反応性に関連す
る因子を検索し、反応性遺伝子検索の際の調



整因子とする。 
 上記患者群の中で、すでに DNA 収集済みの
患者 625 名のうち、すでに他のプロジェクト
で GWAS の対象となっている約 300 名を一次
スクリーニングの対象とし（ゲノムワイド多
形情報を流用して治療反応性をエンドポイ
ントとした GWAS を実施）、残りのおよそ 300
名をバリデーションの対象とする。 
 さらにインフォームドコンセントの下に
新規の DNA 収集を行う。得られた DNA は連結
可能匿名化の上でIORRAデータベースと接続
する。 
調整因子の解析 
 IORRA データベースには年齢、性別などの
基本情報、血清 CRP 値、赤沈値、自己抗体価
などの臨床検査値、MTX を含めた薬物の投与
状況や副作用情報ならびに DAS28 や SDAI な
どの疾患活動性指標が含まれている。MTX 投
与前と投与後 6 ヶ月の DAS28 を用い、EULAR
治療判定基準に従って薬剤反応性の判定を
行う（Good および Moderate を効果あり、None
を効果なしとする）。 
 薬剤反応性を従属変数、6ヶ月間の平均MTX
投与量、性、年齢、リウマトイド因子（RF）、
投与直前の疾患活動性（DAS28）を説明変数
としたロジスティック重回帰分析により薬
剤反応性と関連する因子を検索する。この解
析は既に終了しており、高疾患活動性、MTX
高容量、男性が MTX の薬剤反応性と関連して
いた。 
一次スクリーニング：ゲノムワイド関連解析
（GWAS） 
 他のプロジェクトで得られたゲノムワイ
ド多形情報を二次利用して、GWAS による一次
スクリーニングを行う。GWAS のプラットフォ
ームには約90万SNPを収載したGenome-Wide 
Human SNP Array 6.0(アフィメトリクス社)
を使用している。2012 年春までに、対象患者
のうち約300名のゲノムワイド多形情報が得
られる予定である（申請時点で 132 名）。 
 IORRA データベースからの臨床情報は情報
管理担当者による匿名化の上で、DNA サンプ
ルと連結し、大容量記録装置を備えた解析用
ワークステーションに格納する。解析プログ
ラムにはフリーソフトウェアである PLINK 
v.1.07 を用い、Quality control (QC)および
遺伝統計解析を行う。QC は次の手順で行う：
1.Call rate < 95% のサンプルを除去、2.Call 
rate < 98% 、non-autosomal、monomorphic, 
rsID 以外の SNP を除去、3.MAF < 0.05 の SNP
を除去。QC 後に薬剤反応性を従属変数とし、
各SNPを説明変数とするロジスティック回帰
分析を行う。その際、前述の調整因子（投与
前の疾患活動性、MTX 平均投与量、性）で調
整を加える。 
 薬理遺伝学では比較的強いオッズ比を検
出持つ薬剤反応性関連遺伝子が同定される
ことが多く、一次スクリーニングでゲノムワ
イド有意水準（P= 5 X 10-8）を超える SNP が
得られる可能性も高いが、偽陰性を避ける目

的で、P< 1 X 10-5をクリアした SNP をバリデ
ーションの対象とする。 
バリデーション 
 ゲノムワイド多形情報は研究開始時点で
得られているため、平成 24 年度中に一次ス
クリーニングを終え、バリデーションを開始
する。バリデーションには多検体同時タイピ
ングに適した TaqMan 法を用いる。一次スク
リーニングに用いなかった約300検体を用い
て、一次スクリーニング同様に各調整因子で
調整の上で、薬剤反応性を従属変数とし、一
次スクリーニングを通過した各SNPを説明変
数とするロジスティック回帰分析を行う。統
計解析にはフリーソフトウェアである R 
v.2.13.2 を使用する。Coefficent(β)を用い
て一次スクリーニングの結果とあわせてメ
タ解析を行い、ゲノムワイド有意水準をクリ
アした SNPを MTX の薬剤反応性と関連ありと
判断する。 
 同時に新規のDNA収集も行い、得られたDNA
は連結可能匿名化の上でIORRAデータベース
と接続し、バリデーションサンプルセットに
加える。 
 バリデーションを通過したSNPについては
周辺のゲノム構造解析を行い、有意な関連を
認めるハプロタイプブロックを決定する。決
定されたハプロタイプブロック内のエクソ
ン領域およびプロモーター領域については
リシーケンスを行い、より関連の強い SNP や
機能的 SNP の検索を行う。検索された機能的
SNP については機能解析による評価を行う。
用いる手法は得られたSNPの予想される機能
によるが、発現解析、ルシフェラーゼアッセ
イによるプロモーター活性評価、 ゲルシフ
トアッセイによる転写因子のDNA結合能の検
出などについて準備している。 
MTX の効果予測アルゴリズムの作成 
 最終的に得られた遺伝マーカーとしての
SNP については、前述の調整因子（投与前の
疾患活動性、MTX 平均投与量、性）との組み
合わせによる効果予測アルゴリズムを作成
する。基礎プログラムには、当施設で開発し
た表現型予測プログラムであるQTL-HAPLOプ
ログラムを用いる。 
 本研究計画そのものにはオーダーメイド
医療への臨床応用を含まないが、得られた結
果は直ちに臨床応用可能である。すでに当施
設で実施中のMTX副作用予測や他のプロジェ
クトとして進行中の生物学的製剤効果予測
プログラムとあわせて運用することで、全体
構想である関節リウマチにおける包括的な
オーダーメイド医療が実現できる。 
 
４．研究成果 
ゲノムワイド関連解析（GWAS） 
 まず他のプロジェクトで実施したゲノム
ワイド関連解析（GWAS）で得られたゲノムワ
イド多形情報を二次利用して、GWAS による一
次スクリーニングを行った。GWAS のプラット
フォームには約 90 万 SNP を収載した



Genome-Wide Human SNP Array 6.0（アフィ
メトリクス社）を使用した。IORRA データベ
ースからの臨床情報は情報管理担当者によ
る匿名化の上で、DNA サンプルと連結し、大
容量記録装置を備えた解析用ワークステー
ションに格納し、解析プログラムにはフリー
ソフトウェアである PLINK v.1.07 を用い、
Qualitycontrol(QC)および遺伝統計解析を
行った。QCは次の手順で行った:1. Callrate 
< 90%のサンプルを除去、2. Callrate < 90%、
non-autosomal、monomorphic、rsID 以外の
SNP を除去、3. MAF < 0.01 の SNP を除去。
QC 後に薬剤反応性を従属変数とし、説明変数
に各 SNP と調整因子(投与前の疾患活動性、
MTX 平均投与量、性)を加えたロジスティック
回帰分析を行った。解析対象となった患者数
は 132 名であった。その結果、ゲノムワイド
水準に達した SNP はなく、申請段階で基準と
した P < 1X10-5 をクリアした SNP も存在し
なかった。26SNP が P < 1X10-4 をクリアした
ため、バリデーションを行ったがやはり有意
な結果が得られなかった。 
 この時点で幸い他のプロジェクトとして
追加の GWAS タイピングを行うことになった
ので、あらためて一次スクリーニングからや
り直すこととなった。GWAS のプラットフォー
ムにはこれまで使用していた Genome-Wide 
Human SNP Array 6.0（アフィメトリクス社）
ではなく、諸処の事情により Human Omni 
Express（イルミナ社）を使用した。この時
点で収集していたほぼすべてのDNAサンプル
となる 2393 例でタイピングを行った。あら
ためて PLINK によって同様の作業を行い、QC
後に 607,811SNP、678名が解析対象となった。
ジェノタイピングレートは 94%であった。薬
剤反応性としてDAS28の変化量を従属変数と
し、説明変数に各 SNP と調整因子(投与前の
疾患活動性、MTX 平均投与量、性)を加えたロ
ジスティック回帰分析を行った。その結果、
やはりゲノムワイド水準に達したSNPはなか
ったが、申請段階で基準とした P < 1X10-5
をクリアした SNP が 3つ得られた。 
 18 番染色体上の CCBE1（collagen and 
calcium binding EGF domains 1, P = 
0.0000047）、1 番染色体上の RCSD1（RCSD 
domain containing 1, P = 0.0000058）、8番
染色体上の EFR3A（EFR3 homolog A, P = 
0.0000084）の近傍もしくはイントロンに存
在する SNP であった。一次スクリーニングで
ほぼ全ての DNA サンプルを使用したため、バ
リデーションのために新たなDNAサンプルの
収集が必要となった。平成 26 年秋に DNA 収
集を精力的に再開し、平成 27 年 4 月時点で
520 を超えるサンプル収集に成功している。
研究年度内にプロジェクトを完遂すること
は叶わなかったが、800 サンプルが収集出来
次第バリデーションを行う予定としている。
同時に国際共同研究についても検討してい
る。 
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