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研究成果の概要： 

関節リウマチ（RA）の重症化に関連する遺伝子を検索するために、最重症 RA と最軽症

RA 患者の遺伝子を比較した。候補遺伝子は絞らずすべての遺伝子を対象とした全ゲノム解析

とし、DNAチップを用いた解析を行った。３病院から計 78例の最重症型、計 64例の最軽症

型 RA 検体が収集され SNP タイピングおよび解析を行ったが、症例数が十分でなく有意差を

認める遺伝子発見には至らなかった。そこで、収集した全 RA患者（3195例）と健常人（3044

例）の DNA を用いて RA の発症に関わる遺伝子を同様に全ゲノム関連解析にて検索したとこ

ろ、これまで既報の HLA, PADI4遺伝子のほかに第 15, 18, 21染色体に関連部位を発見した。 
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１．研究開始当初の背景 
 

研究開始当初の平成 19 年度の関節リウ
マチ（RA）関連遺伝子の研究状況は報告は多
数見られるも、十分な数のサンプルを使った
スタディが少なく、信頼性の欠けるデータが
多かった。平成 19 年度には候補遺伝子を絞
って関連を検索するのではなく、未知の遺伝
子も含めてすべて関連を検索する全ゲノム
SNP 関連解析が全世界的に行われ始め、重要
な報告が出始めた年である。そうした中で

我々は多くの RA 患者を診療している 3 病院
（京都大学、国立病院機構相模原病院、道後
温泉病院）の RA 患者から倫理委員会承認の
もと、ゲノム DNA 採取を開始し、2000 例を越
す DNA を収集した。また、RA 発症に関わる遺
伝子の検索は行われていた一方、RA の重症化
に関わる遺伝子の検索はほとんど行われて
いなかったため、我々は最重症型と考えられ
るムチランス型 RA 患者と 10 年以上 RA に罹
患していても関節破壊が進行しない軽症型
の RA 患者を抽出し、ゲノムを比較し、重症
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化に関連する遺伝子検索を行うことを計画
した。 
 
２．研究の目的 

本研究はムチランス型を中心とする重
症関節リウマチと通常の DMARDs 療法で長期
間骨破壊の進行が見られない軽症型 RA のゲ
ノムを比較することで RA の重症化に関わる
遺伝子を発見し、治療法の開発や選択に役立
てることを第１の目的とするが、RA 発症に関
連する新規遺伝子を同定することを第 2の目
的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 重症型（ムチランス型）RA 患者（大関節
を含む 3 箇所以上の関節に Larsen 分類 
grade V の骨融解像を認める患者）および、
軽症型 RA 患者（RA 発症後 10 年以上経ても生
物学的製剤を除く通常量の DMARDs で寛解を
保っている患者）より文書による同意を得た
のち、血液を採取し DNA を抽出した。重症型
関連遺伝子検索に用いた検体は京都大学附
属病院、国立病院機構相模原病院、道後温泉
病院から収集した。Illumina 社の DNA チップ
（HumanHap300）を用いて全ゲノムにわたる
SNP typing を行った。不良サンプルと不良
SNP（call rate 95%以下）および minor allele 
frequency が 5%以下の SNP をデータから削除
した上で、関連解析を行った。関連解析は 2x3 
Fisher’s exact test を用いた。 
 
(2) HLA-DRB1 が RA の重症化と関連するかど
うかを検討するために、血清と DNA の両方が
入手可能であった重症型 RA 患者 34 例、軽症
RA患者34例を抽出し HLA-DRB1のタイピング
を WAKFlowⓇキットと Luminex システムで行
った。抗 CCP 抗体の有無を MESACUP CCP ELISA 
kit にて判定した（> 4.5 U/ml を陽性）。 

 
(3) RA発症に関わる遺伝子検索に用いる検体
は京都大学附属病院、国立病院機構相模原病
院、道後温泉病院の患者検体に加えて、東京
大学、東京女子医科大学からの検体も使用し
た。また健常人コントロール検体は JSNP web 
site(http://snp.ims.u-tokyo.ac.jp/index
_ja.html)上に公開されている日本人の SNP
の allele frequency data および健常人ドナ
ーからのサンプルを用いた。 

スタディデザインは staged strategy を
用い、1,2 次スクリーニングで RA に関連の可
能性があるSNPを絞り込み、それらの候補SNP
を３次コホートを用いて validation する方
法をとった。1 次スクリーニングで 669 例の
RAを Illumina 社の DNA chip HumanHap300Duo
Ⓡ (30 万 SNP)で typing し、JSNP web site
で入手可能な 934 人の日本人健常人 SNP 情報
をコントロールとした。また 2次スクリーニ

ングでは 332 例の RA と 307 例の健常人を
Illumina 社 Human610QuadⓇ(61 万 SNP)で
typing した。Typing data の quality control 
(SNP の call rate >0.95, minor allele 
frequency >0.05, 検体の missing genotype 
<10%)を行った結果、最終的に１次スクリー
ニングは 656 RA vs 934 健常人、2 次スクリ
ーニングは 330 RA vs 298 健常人となり、SNP
の数は 1 次スクリーニングで 232,109 SNPs、
2 次スクリーニングで 241,560 SNPs となった。
関連解析（Trend test）を行い、1 次スクリ
ーニング、2 次スクリーニングともに p<0.01
でかつmeta-analysisで p<0.0001となるSNP
を抽出し validation で候補遺伝子解析を行
った。validation では Affymetrix 社の
TaqMan 法を用いて 930 例の RA と 855 例の健
常人の SNP タイピングを行った。統計解析は
χ2 検定、トレンド検定、Mantel-Haenszel
検定を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) DNA 採取を京都大学医学部附属病院、お
よび協力病院（道後温泉病院リウマチセンタ
ー、国立病院機構相模原病院）にて行った。
重症化解析を行った平成 19 年度の時点で計
1897 例の RA 検体を収集し、そのうちムチラ
ンス型 78 例、軽症型 64 例を認めた。各病型
群の患者背景は年齢がそれぞれ 63.5±10.7
才、64.4±10.0 才、男女比が 67：2、44：14、、
罹患期間は 29.4±11.1 年、17.6±9.1 年、
stage は 3.9±0.3、1.9±1.0、class は 2.7
±0.7、1.7±0.7 であった。ムチランス型 78
例と軽症型 64 例を含む計 400 例の RA検体か
ら DNA を抽出し、30 万 SNP を網羅した DNA チ
ップ（Illumina 社 HumanHap300）を用いて全
ゲノムにわたる SNP のタイピングを行った。
関連解析にて p 値の低いものから上位 20 
SNPs を表１に示した。関連の示唆された領域
は染色体 1, 2, 3, 4, 8, 9, 12, 13, 19 に
限られており、HLA を含む 6 番染色体は上位
20 位には入っていなかった。ただし、最も低
い p値でも 1.09x10-5と 30万 SNP を対象にす
ると偶然の確率で出現する程度であった。今
後、どの遺伝子（領域）が本当に重症度と関
連があるのかを示すためには別のコホート
を用いての Validation が必要であるが、現
時点では十分な数が用意できないため、現在
さらに RA 検体の収集を進めている。 
 
(2) HLA-DRB1 は RA の発症と関連することが
人種を超えて示されているが、関節炎の重症
度と関連するかどうかに関してはまだ定説
がない。上述の通り、我々のコホートを用い
た検討では HLAは重症度と関連がなさそうで
あるが、最近重症度と関連が示されてきてい
る抗 CCP抗体が修飾している可能性があるた
め、重症度、HLA-DRB1、抗 CCP 抗体の関連を



 

 

検討した。RA 発症との関連が明らかな HLA 
DRB1 allele のうち CDR3 領域に共通のアミノ
酸 配 列 を も つ も の を HLA-DRB1 shared 
epitope (SE)というが、その陽性率は重症型、
軽症型でそれぞれ 24/34(71％)、21/34（62%）
で有意差は認められなかった（p=0.44）。表 2
に示したように抗 CCP抗体の有無で階層化し
SE の頻度を検討したところ、抗 CCP 抗体陰性
群では軽症群にSE (-)が多い傾向が見られた
が、症例数が少なく有意差は認められなかっ
た。抗 CCP 抗体陽性群では SE(+)群, SE(-)
群に差はみられなかった。以上から我々のコ
ホートを用いた比較的少数例の検討では、最
重症型 RA と最軽症型 RA との間に HLA-DRB1 
shared epitope の保有率に差は認められず、
抗 CCP 抗体で階層化しても、基本的には同様
の傾向が認められた。 

  
(3) Case-control 関連解析では 1次スクリ

ーニング、2 次スクリーニングともに p<0.01
でかつmeta-analysisで p<0.0001となるSNP
を図 1に四角で囲って示している。表 3 に示
すように既報の HLA 領域(chr6)と PADI4 領域
(chr1)に有意な関連がみられた（それぞれ
p=1.34x10-30, p=5.27x10-6）。それらを除いた
上位 11 領域（11 SNPs）を選択し、別コホー
ト（930 RA vs 855 ctr）を用いて TaqMan 法
に よ る SNP typing の 後 、 関 連 解 析
（validation）を行った。この validation
で p<0.05 を示した SNP は染色体 15, 18, 21
に１つずつ認められそれぞれ p=2.9x10-6, 
4.2x10-6, 4.6x10-5 であった。オッズ比（95% 
CI）はそれぞれ 1.24 (1.13-1.37), 1.24 
(1.13-1.35), 1.21 (1.10-1.32)であった（表
4）。いずれの領域もこれまでに報告がなく、
うち 2つの SNP が存在する遺伝子がコードす
る蛋白は自己免疫との関連が示唆されてい
る。ただし、全ゲノム関連解析に求められる
有意な p 値（10-7から 10-8レベル）にはまだ
到達していないため、さらに別のコホート
（ケースコントロールサンプル）での確認を
進めている。また変異による遺伝子や蛋白発
現の変化などの機能解析を今後進めていき
たい。 
 

以上本研究の成果をまとめると、まず第一
に計 3000 例を超える RA 患者からの DNA 検体
を収集したことがあげられる。これは世界的
に見ても最大級の検体数であり、RA のような
多因子疾患で比較的ひとつひとつの遺伝子
の寄与度が低い遺伝子の関連解析を行うた
めには必須の要件である。次に RA の重症度
と関連する遺伝子検索に関しては、遺伝子を
絞り込むことは出来なかったが、一次スクリ
ーニングを行うことができたため、検体が増
えたときに validation を行うことで今後関
連遺伝子を絞り込むことが可能である。最後

に RA の発症に関わる関連遺伝子を多数の検
体を用いて行い、新規の関連遺伝子領域を同
定したことは本研究の最大の成果である。更
なる確認と機能解析は必要であるが、非常に
有望な結果である。 
 
 
((((表表表表１１１１))))重症重症重症重症 RARARARAとのとのとのとの関連関連関連関連がががが示唆示唆示唆示唆されるされるされるされる SNPSNPSNPSNP    

SNP # p chr 

1 1.09E-05 8 

2 2.56E-05 1 

3 3.02E-05 8 

4 3.26E-05 4 

5 3.79E-05 19 

6 4.68E-05 2 

7 5.41E-05 9 

8 5.47E-05 3 

9 5.51E-05 4 

10 5.52E-05 1 

11 5.62E-05 8 

12 6.95E-05 8 

13 7.26E-05 12 

14 7.31E-05 12 

15 7.98E-05 12 

16 8.01E-05 13 

17 8.38E-05 4 

18 8.53E-05 4 

19 9.21E-05 12 

20 9.41E-05 8 

 
 
 

（（（（表表表表 2222））））HLAHLAHLAHLA----DRB1 DRB1 DRB1 DRB1 のののの重症度重症度重症度重症度とのとのとのとの関連関連関連関連    

     Ctr CCP(+)RA    CCP(-)RA 

  重症 軽症 重症 軽症 

SE (+)   190 23   21  1    0 

SE (-)  380        9     9  1    4 

 

Shared epitope (SE): HLA-DRB1 *0101, *0102, 
*0401, *0404, *0405, *0408, *0410, *1001, 
*1402        
 
血清と DNAがともに保存されている最重症型
RA 患者と最軽症 RA 患者の血清中抗 CCP 抗体
の有無と HLA-DRB1 typing による SE の有無
で階層化し、健常人（Ctr）の SE の保有頻度
と比較した。     
    
    



 

 

（（（（図図図図 1111））））1,21,21,21,2 次次次次スクリーニングスクリーニングスクリーニングスクリーニングでのでのでのでの全全全全ゲノムゲノムゲノムゲノム
関連解析関連解析関連解析関連解析のののの結果結果結果結果    

pp

 
986 人の RA 患者と 1232 人の健常人（1 次、2
次スクリーニングを集計）での全ゲノム関連
解析を Mantel-Haenszel検定を用いて行った
際の p 値から-logP を縦軸にし、すべてのマ
ーカー（SNP）を染色体ごとに plot した。
P<0.0001となるSNPを四角で囲って示してい
る。 
 

（（（（表表表表 3333））））関連関連関連関連がががが確認確認確認確認されたされたされたされた既報遺伝子既報遺伝子既報遺伝子既報遺伝子    

 SNP      遺伝子  P 値   オッズ比 
rs2516049 HLA-DRB1 1.3x10-30 2.16 
rs2240335  PADI4 5.3x10-6  1.32 

 

（（（（表表表表 4444））））関連候補領域関連候補領域関連候補領域関連候補領域のののの PPPP 値値値値ととととオッズオッズオッズオッズ比比比比    
SNP 位置 P 値 オッズ比 
Chr. 15 2.9x10-6 1.24 
Chr. 18 4.2x10-6 1.24 
Chr. 21 4.6x10-5 1.21 

 

１次、２次スクリーニングともに p <0.01 で
３次スクリーニングで p < 0.05 となった SNP
（の存在する染色体）の p 値と odds ratio。 
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