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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ(RA)の病態形成の上位分子を明らかにする事を目的として、DNAマイクロアレ
イ法により末梢血の遺伝子発現を網羅的に解析した。RA末梢血における特徴的な変化を確認した後、疾患活動性と最も
強く相関した遺伝子としてFamily with sequence similarity 20, member A(FAM20A)を同定した。薬剤効果を反映しう
る指標であることも確認し、最適化および病態形成への関与についてさらに検討の必要があると考えられた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate superior key molecules on the pathogenesis of rheumatoid arthritis (R
A), we comprehensively analyzed peripheral blood gene expression in RA patients by DNA microarray. We conf
irmed characteristic changes of gene expression in RA and identified Family with sequence similarity 20, m
ember A (FAM20A) as a most related gene with disease activity. It was confirmed this could reflect drug ef
fects. Further optimization and contribution to the pathogenesis should be investigated.
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1. 研究開始当初の背景 
  関節リウマチ(Rheumatoid Arthritis: RA)
は、自己免疫学的機序を基盤とする持続性滑
膜炎により関節破壊を来たす難治性疾患で
ある。滑膜炎の分子病態の解析によって、
TNF- alpha (Tumor Necrosis Factor-alpha)、
IL-6 (Interleukin-6)が中心的役割を果たし
ている事が明らかとなった。それらを標的と
した生物学的製剤は、RA 治療に大きな進歩を
もたらし、治療目標は、滑膜炎がほぼ消失し
た寛解まで高められた。しかし、これら分子
標的は炎症カスケードの下流に存在するた
め、これを阻害する治療は炎症エフェクター
分子の阻害に留まる。事実、これら製剤を発
症2年以内の早期に使用してその有効性を最
大限に引き出したとしても、寛解導入後薬剤
を中止して1年以上寛解が維持できる症例は
20％にすぎない。加えて炎症性サイトカイン
を阻害に伴う感染症、長期使用に伴う注射時
反応などの副作用も課題として残されてい
る。 
 薬剤を中止しても寛解が維持できるよう
な治療戦略を求める上で、発症早期の病態
においてより上流にある病態形成分子の探
索が必須である。関節局所に浸潤する免疫
細胞が末梢血中由来である事を考えても、
末梢血サンプルは多様な細胞集団を解析で
き重要と考えられる。 
 また、炎症エフェクター相におけるサイ
トカインの役割が明確化されるなか、その
中間に存在する病態に関しては依然として
ブラックボックスの部分が多い。これに関
わる分子群やパスウェイが明らかとなれば、
疾患感受性遺伝子と炎症性サイトカイン発
現を結びつける事が出来る。これが証明さ
れれば、RA の病態理解がさらに進み、新た
な創薬標的を見いだす事が可能になると考
えられる。 
  申請者らは、これまでにトランスクリプ
トミクスの手法を用いて生物学的製剤の有
効性を予測する遺伝子の組み合わせを同定
してきた。(Sekiguchi N, Rheumatology, 
2008, Tanino M, BBRC,2009)  
   
２．研究の目的 
 関節リウマチ発症直後の病態に関して、
DNA マイクロアレイによって網羅的遺伝
子発現解析を行い、それによって病態形成
に関わる分子を解明する。  
 
３．研究の方法 
(1) 対象患者 
  2007 年 5 月から 2010 年 6 月の間に、埼玉
医科大学総合医療センターリウマチ・膠原病
内科を受診した関節リウマチ患者のうち、研
究参加について文書により説明し、同意を得
た 212 名（計 402 検体）の末梢血サンプルを
用いて検討した。 
(2) 方法 
①末梢血からの RNA 抽出  

   末梢血全血より、PAXgene Blood RNA 
System (Qiagen)により total RNA を抽出し
た。Bioanalyzer 2100 (Agilent)により、RNA
の品質を確認した。  
② DNA マイクロアレイによる遺伝子発現定
量 
 Total RNA 250ng からLow RNA Input Linear 
Amp Kit Plus. One-color （Agilent）を用
い、 in vitro 転写反応を用い cRNA を増幅
と同時に蛍光標識（Cy3 標識）した。Whole 
Human Genome Micro Array 4X44k (Agilent)
に対して、蛍光標識された cRNA を 65℃にて
17 時間ハイブリダイゼーションを行った。 
Gene Expression Wash Buffer (Agilent)に
て洗浄後、Agilent Scanner (Agilent) によ
り蛍光画像を読み取り、画像数値化ソフト
Feature Extraction (Agilent) を用いて蛍
光画像における各スポットのシグナル強度
の数値化を行った。  
③ 統計解析 
 数値化後のデータのノーマライゼーショ
ン処理は、GeneSpringGX11(Agilent)を用い
た 75-percentile normalization を行った。 
各プローブのノーマライゼーション値と被
験者の DAS28-CRP、DAS28-ESR との Pearson
積率相関係数、無相関検定 p値を算出し、疾
患活動性と相関する遺伝子抽出した。 
 
４．研究成果 
(1)FAM20A の同定 
 DAS28-CRP、DAS28-ESR 双方の相関 p 値の
平均でソートした際に、最も強く DAS28 と相
関した遺伝子として Family with sequence 
similarity 20, member A(FAM20A)を同定し
た。(表 1) 

 
表 1) DNA マイクロアレイによる FAM20A 遺伝
子発現量と疾患活動性との関連 

 
図 1) FAM20A 遺伝子発現と関節リウマチの
疾患活動性との関連 
 



 
 FAM20 の異なる 2 つプローブと RA 疾患活
動性指標であるDAS28-CRPの相関関係をプロ
ットした。 
 FAM20Aは複数プローブにおいてDAS28-CRP
と高い相関性(R=0.54-0.61)を示す（図 1）だ
けでなく、性質の異なる DAS28-CRP の 4 項目
全てと有意な相関を示した。これは解析に用
いた一部の症例のmRNAを利用した定量的PCR
でも確認された。FAM20A は別の検体を用いた
コホートでも抽出され、免疫ブロット法にて
蛋白質レベルでも RA で高発現であることが
明らかとなった。 
 
(2)薬剤による FAM20A の変動 
 薬剤投与による FAM20A の変動を調べるた
めにメトトレキサートあるいはインフリキ
シマブ投与と FAM20A との関連をみた。末梢
血 FAM20A 遺伝子発現が RAの薬剤効果を反映
しうるマーカーであることが示唆された。 
 
(3) FAM20A の役割に関する報告 
  FAM20Aは骨髄前駆細胞においてATRA+IL-3
添加で一過性に増加する mRNA として報告さ
れた。(BMC Genomics 2005, 6:11)進化にお
いても保存されている細胞外分泌タンパク
質で、ヒトでは、点変異がエナメル質形成不
全や歯肉過形成の原因との報告されている。
しかしながらRAにおける役割は不明である。 
 
(4）FAM20A の機能 
 FAM20A は FAM20C に最も相同性の高い分子
であるが、FAM20C の基質タンパク質をリン酸
化しないと報告され、FAM20C とは異なる配列
をリン酸化するキナーゼである可能性が検
討されている。FAM20A の機能はまだ未知であ
るが、申請者らはこれまでの報告から新規の
分泌タンパク質キナーゼの可能性が極めて
高いと考えた。RA において本分子の発現が亢
進しており活動性と高い相関を示すことか
ら、RA の病態形成に関わる新たな鍵分子とし
て着目した。 
 FAM20A を含む分泌タンパク質キナーゼは、
RA における軟骨の破壊、骨破壊、動脈硬化の
増悪などに関与していることが想定され、疾
患マーカー候補であるとともに治療標的に
もなりうる重要な分子であることを仮説と
して実証を行うことが今後必要であると考
えた。 
  
(5）本研究課題の成果 
 DNA マイクロアレイによる網羅的スクリ
ーニングにより、RA の新規活動性マーカー
の候補として FAM20A を同定した。活動性マ
ーカーとしての最適化および RA の病態との
関連につき今後さらに検討の必要がある。 
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