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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ (RA) では、メトトレキサート (MTX) がアンカードラッグとして広く用いら
れているが、効果や副作用の個人差が大きく、患者毎に適切な投与量を設定するための方法論確立が期待されている。
本研究では、日本人RA患者を対象に、MTXの動態関連遺伝子の発現量と治療効果との関係について評価した。末梢血単
核球におけるReduced folate carrier1 mRNA発現量と疾患活動性との間に有意な相関関係が認められ、RFC1遺伝子発現
量を解析することでMTXの薬効予測ができる可能性が示唆された。また、生物学的製剤の血漿中濃度やMTXや活性体の赤
血球中濃度を用いたモニタリングも試みた。

研究成果の概要（英文）：Responsiveness to methotrexate (MTX), the "anchor drug" for treating rheumatoid 
arthritis (RA), varies among individual patients. In this study we investigated the effects of folate 
transporter gene expression levels on disease activity in the Japanese patients with RA who were 
undergoing MTX therapy. The mRNA expression levels of reduced folate carrier 1 (RFC1) in PBMCs from these 
patients were determined. There were large individual differences in RFC1 mRNA expression levels in both 
RA patients. RFC1 mRNA expression levels and RA disease activity scores were significantly negatively 
correlated, as disease activity scores were lower for patients with higher RFC1 mRNA expression levels. 
Thus, the clinical efficacy of MTX for Japanese RA patients was associated with the expression level of a 
folate transporter gene. We also attempted the therapeutic drug monitoring using measurement of the 
biological preparation in plasma and methotrexate and its active metabolite in red blood cells.

研究分野： 臨床薬理学

キーワード： 関節リウマチ　メトトレキサート　個別化医療　遺伝子解析　葉酸トランスポーター　TDM
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
関節リウマチ(rheumatoid arthritis, RA)

は、多発する関節炎と進行性関節破壊を主症
状とし、関節外症状として肺、腎臓、皮下組
織などにも病巣が広がる全身性炎症疾患で
ある。RA の薬物療法では、非ステロイド系
抗炎症薬(non- steroidal anti-inflammatory 
drugs, NSAIDs)や副腎皮質ホルモン、疾患修
飾 性 抗 リ ウ マ チ 薬 (disease modifying 
anti-rheumatic drugs, DMARDs)が広く使
用されている。代表的な DMARDs として葉
酸代謝拮抗薬であるメトトレキサート
(methotrexate, MTX)がある。MTX の RA 
に対する有用性はこれまでにも数多く確認
されている。MTX は痛みや炎症を抑えるだ
けでなく、骨破壊も抑制し、長期的に RA の
自然経過を改善することが臨床試験で示さ
れており、価格や費用対効果などの面で現在
でも RA の最も重要な薬物の一つであると
されている。しかし、MTX の有効投与量の
個人により大きく異なることが報告されて
おり、一方で間質性肺炎や骨髄抑制などの重
篤な副作用を起こす可能性もあることから
投与量設定の難しい薬剤の一つである。また、
生物学的製剤も積極的に導入され、関節リウ
マチの治療に画期的な進歩をもたらし、寛解
も夢ではなくなってきたが、薬価が高く患者
に経済的負担を与えることが大きな課題と
なっている。 
 
 
２．研究の目的 
 
近年、患者の遺伝的背景を踏まえた上で治

療を行う「オーダーメード医療」が注目され
ている。薬物代謝酵素やトランスポーターを
コードする遺伝子に存在する多型や、血中薬
物濃度の変化によって、薬物の効果や副作用
発現が影響を受けることが知られている。薬
物を投与する前に薬剤応答性に関与する遺
伝子の多型や発現量解析を行い、投与中も血
中薬物濃度がモニターできれば、個人ごとの
副作用への対処を事前に準備でき、薬物治療
を安全かつ効果的に行うことができると期
待されている。 
 RA 治療の第一選択薬である MTX は化学
構造が葉酸ときわめて類似しているため，そ
の小腸での吸収や組織分布に葉酸輸送系が
関与することが古くから知られていた。MTX 
を標的細胞内に取り込む葉酸トランスポー
ターの代表例として、血液産生細胞に豊富に
発現している reduced folate carrier 1 
(RFC1)に依存していると考えられている。
1994 年にクローニングされた葉酸トランス
ポーター遺伝子の遺伝子発現系による機能
解析から､MTX は RFC1 に認識され、プロ
トン依存的に輸送されていることが実証さ
れた。しかし、RFC1 の発現はリウマチ部位
に特異的ではなく、他のトランスポーターも

同時に関与しているのではないかと考えら
れている。一方、2006 年にヘムトランスポ
ーターとして同定された PCFT がプロトン
依存性葉酸トランスポーターとしての性質
を有し、葉酸と同様に MTX も効率よく輸送
することが見出されている。RFC1 と同様
MTX をプロトン依存的に輸送することが示
されているが、PCFT は、最適 pH や基質特
異性などにおいて RFC1 とは明らかに異な
る特性を持っている。PCFT の発現は消化管
上部に特異的であり、他では肝臓に発現が見
られる程度であるが、リウマチ部位における 
MTX 輸送に関わる機能性分子は極めて重要
と見られ、現在更なるメカニズム解明のため
の研究が進められている。 
薬物の吸収に関する生物薬剤学的研究の

進歩とともに､薬物輸送におけるトランスポ
ーターを介した吸収の重要性の認識も高ま
っている｡従って､トランスポーターの機能
及び輸送メカニズムを解明することは医薬
品の開発､新しい投与経路の選択及び薬物吸
収障害の改善などに対して臨床的に重大な
意義を持っていると考えられる｡近年では特
に RFC1 の遺伝子多型と MTX の薬効の関
連が多く研究され、我々もこれまでに RFC1 
80G>A SNP が RA において抗炎症状態をモ
ニタリングするための有用な因子であるこ
とを報告した。 
本研究では、PBMC と滑膜細胞における

葉酸トランスポーター遺伝子発現レベルを
解析し、MTX の有効性との関連について調
査した。MTX のターゲットはリンパ球及び
滑膜細胞であり、それらの活性を MTX によ
り抑えることで疾患活動を低下させる。ター
ゲット細胞における葉酸トランスポーター
遺伝子発現レベルと薬効の関連を見出すこ
とで MTX の効果を予測することができる。
また、PBMC 中と滑膜細胞中の葉酸トランス
ポーター遺伝子発現レベルに関連があれば
PBMC における葉酸トランスポーター遺伝
子発現レベル解析により簡易に薬効の予測
をすることが可能となる。 
 最近の報告では、RA 患者において MTX 
の投与量よりも赤血球の MTX 活性体である
ポリグルタミル体(MTX-PGs) 濃度と疾患活
動性の間に関連があることが示唆されてお
り、赤血球中の MTX-PGs 濃度は疾患活動性
MTX 非応答患者よりも MTX 応答患者で有
意に高いと報告されている。本研究では、日
本人 RA 患者において、1 年間以上継続的に
赤血球中 MTX (MTX-PG1)及び MTX-PGs 
(MTX-PG2~7)濃度を分離定量した。 
 また、MTX で効果が不十分の場合、腫瘍
壊死因子(TNF)やインターロイキン-6(IL-6)
などの炎症性サイトカインを標的とする生
物学的製剤が用いられる。抗 TNF ヒト型抗
体アダリムマブや抗 IL-6 受容体(IL-6R)抗体
トシリズマブ(TCZ)などの抗体医薬品は、
MTX 抵抗性の患者に高い治療効果を発揮し
ている。抗体医薬品などの生物学的製剤は概



して、薬効の持続性が高く、副作用が少ない
といった特徴が挙げられる。しかし、その PK
と PD は低分子医薬品に比べて非常に複雑で
ある。血中移行前の異化、標的抗原への結合、
及び輸送に関わる neonatal Fc receptor 
(FcRn)の影響により、ほとんどの抗体医薬品
は濃度依存的で非線形の薬物動態を示す。現
在、抗体医薬品における PK と PD の関連を
示した報告は少なく、患者毎の最適な用法及
び用量の設定が困難である。 
本研究では、ヒト化抗ヒト IL-6R モノクロ

ーナル抗体である TCZ の血中薬物濃度モニ
タリングも試みた。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)関節リウマチ患者 

JA 静岡厚生病院リウマチ科において治療
中である日本人 RA 患者のうち、文書による
同意を得られ、MTX 単剤治療にて治療効果
が安定している患者 56 名を対象とし、
PBMC 中の遺伝子発現量解析を行った。ま
た、1 年以上継続的に MTX を服用しており
臨床検査値の変化を追跡調査できる 187 名
の患者を選択し、赤血球中薬物濃度モニタリ
ングの対象とした。 

RA の診断は、米国リウマチ学会の基準に
従った。MTX の薬効に影響を与えることが
知られている免疫抑制剤 (タクロリムス、レ
フルノミド、ミゾリビン)を併用している患者
は除外した。 
さらに、TCZ モニタリング対象患者として、

新規に TCZ が投与される日本人 RA 患者 21
名から文書による同意を取得し、21 名のうち、
TCZ 治療開始時に非寛解である 16 名を測定
対象とした。 
 
(2)健常人 
文書による同意が得られた健常人ボラン

ティア被験者のうち、日本人 15 名を本研究
の対象とし、関節リウマチ患者群の PBMC 
中遺伝子発現量に対するコントロール群と
した。 

 
(3)同意取得および倫理的配慮 
本研究は、ヘルシンキ宣言および文部科学

省・厚生労働省・経済産業省による「ヒトゲ
ノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」に
従い、静岡県立大学倫理委員会研究倫理審査
部会および JA 静岡厚生病院倫理委員会の審
査・承認のもと実施した。すべての被験者に
研究の内容を説明し、文書により同意取得を 
行った。得られた個人情報は、連結可能匿名
化を行い管理者が厳重に保管した。 
 
(4)遺伝子多型解析 
－80℃で保存していた血液からゲノムを

抽出し、RFC1 80G>A 遺伝子型解析は
PCR-RFLP 法で行った。 

 
(5)リアルタイム PCR 

PCFT 及び RFC1 の mRNA 発現量は、
TaqMan® gene expression assay を用いた
リアルタイム PCR 法によって解析した。内
在性コントロールには rS18RNA を使用した。
PBMC において最も遺伝子発現量が少なか
った検体を 1 とし、⊿⊿CT 法にて比較した。 
 
(7)赤血球中 MTX-PG 濃度測定 
 赤血球中 MTX-PG 濃度測定は高速液体ク
ロマトグラフ-質量分析法にて行った。 
 
(8)血漿中 TCZ 濃度測定 
 ファージディスプレイ法を用いて、TCZ 抗
イディオタイプ rFab を作成し、ELISA によ
る血漿中 TCZ 濃度迅速測定法を構築した。 
  
(9)治療効果指標 
本研究では、RA の疾患活動性の指標とし

て DAS 28 を用いた。患者情報として年齢、
体重、性別、MTX 処方量、治療経過及び各
検査値などを JA 静岡厚生病院の診療録より
取得した。 

 
(10)統計 
遺伝子発現量と疾患活動性との相関には

Spearman の順位相関係数、滑膜中と PBMC
中の遺伝子発現量の相関には Pearson の順
位相関係数を用いた。遺伝子型頻度について、
Hardy-Weinberg 平衡式による予測値と実
測値の比較にはχ2 検定を用いた。各遺伝子
多 型 の 遺 伝 子 発 現 量 の 比 較 に は
Kruskal-Wallis 検定を用いた。赤血球中
MTX-PGs 濃度と検査値及び疾患活動性と
の相関にはSpearman の相関係数を用いた。
多変量解析は、多重ロジスティック回帰分析
を行った。有意水準は 5%とし、すべての統
計解析は PASW statistics 18 を使用して行
った。 
 
 
４．研究成果 
 
結果 
 
(1) 疾患活動性と葉酸トランスポーター発現
量の関連 
 

PBMC 中の PCFT 及び RFC1 mRNA 発
現量と DAS28 による疾患活動性の相関を図
1 に示した。PCFT mRNA 発現量と疾患活
動 性 に は 相 関 が な か っ た  (r2=0.040, 
p=0.113)。RFC1 mRNA 発現量は PCFT 
mRNA 発現量に比べ患者間のばらつきが大
きく、有意に疾患活動性と相関していた 
(r2=0.576, p<0.001)。RFC1 mRNA 発現量が
多いと疾患活動性が有意に低下していた。有
意に相関があった RFC1 mRNA 発現量には
コントロールとして健常人の RFC1 mRNA 



のデータを加えた。健常人間でも mRNA 発
現量に大きなばらつきがあった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 赤血球中 MTX-PGs 濃度と薬効の関係 
 
赤血球中MTX-PGs濃度を継時的に測定し

た MTX 単剤治療群 96 名の全 676 ポイント
における赤血球中MTX-PGs濃度と疾患活動
性との関連を解析した。赤血球中 MTX 及び
MTX-PGs 濃度は投与量補正のため測定ポイ
ント時の投与量で割った値で評価した。MTX、
MTX-PG4、MTX-PG4-7 濃度は増加すると疾
患活動性が低減する傾向にあった。また、各
濃度が寛解値である DAS28=2.3 に達する濃
度を ROC 曲線にて解析し、結果を表１に示
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)血漿中生物学的製剤濃度モニタリング 
 
 TCZ 治療前から治療開始 6 ヶ月後の
DAS28 の変化量(⊿DAS28(0-6))と治療開始

6 ヶ月後の TCZ 濃度において、回帰分析を行
った。結果、⊿DAS28(0-6)と 6 ヶ月後の TCZ
濃度の間に負の相関傾向が認められた
（r2=0.3190, p=0.0226）（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
考察 
 
本研究では、MTX 治療を受ける RA 患者

を対象に、葉酸トランスポーター遺伝子発現
レベルと疾患活動性における MTX の薬効と
の関連を分析した。RFC1 は細胞外液から葉
酸とMTX を取り込むための主要トランスポ
ーターである。本研究において、RFC1 遺伝
子発現レベルと DAS28 に基づく疾患活動性
との間に有意な相関関係を見出した。RA 患
者間の PBMC において RFC1 の遺伝子発現
レベルに大きな個人差があった。RA 患者の
免疫細胞においてRFC1発現が増加すること
により MTX の取り込みが増加し、それによ
り RA の疾患活動性の低下が引き起こされる
のではないかと考える。また、MTX 投与量
と DAS28 との間にも相関はなく、疾患活動
性とRFC1遺伝子発現レベルの関連の重要性
が示された。また、RFC1 の遺伝子発現レベ
ルに大きな個人差が存在することから、MTX
の有効性には個人差があることに関連する
ことも考えられた。更に、健常人の PBMC
におけるRFC1の遺伝子発現レベルの量には
個人差があった。その個人差により MTX へ
の応答性を予測することができるかもしれ
ないと考える。 
今後、RA における MTX 治療の有効性向上
のために、遺伝子発現レベルに影響を与える
要因を解明する更なる解析が必要である。 
本研究では、赤血球中 MTX-PGs 濃度のモ

ニタリングを行った。赤血球中 MTX-PGs 濃
度を測定した全ポイントにおける DAS28 と、
赤血中MTX-PGs濃度の関連を検討したとこ
ろ、MTX、MTX-PG4、MTX-PG4-7濃度は増
加すると疾患活動性が低減する傾向にあっ
た。また、各濃度が寛解値に達する濃度を解
析したところ、MTX 投与量 1 mg あたりの
MTX 濃度が 6.99 nM、MTX-PG4濃度が 0.12 
nM、MTX-PG4-7 濃度が 0.94 nM となった。 

図 1. PCFT 及び RFC1 mRNA 発現量と疾患活動性との関連 
(Spearman の順位相関係数) 

表 1. 寛解値に対する MTX-PGs 濃度の ROC 解析 

図 2. TCZ 投与 6 ヵ月後の血漿中濃度と疾患活動性の変化 



さらに、本研究では TCZ 濃度迅速測定法を
構築し、血漿中 TCZ 濃度と臨床効果との関
係を明らかにした。TCZ 治療開始 6 ヶ月後の
TCZ 濃度と⊿DAS28(0-6)との間に負の相関
傾向が認められた（r2=0.3190、p=0.0226）。
このことから TCZ 濃度が低値の場合、IL-6R
の一部が阻害されず、治療効果を得られにく
いことが考えられた。 
 今後は、RA における薬物治療において、
RFC1 遺伝子の多型のみならず、遺伝子発現
量を解析し、MTX の細胞内蓄積量を赤血球
中濃度を用いて解析することで、適切な投与
量設定の有益な情報となるかもしれない。さ
らに、生物学的製剤においても治療薬物モニ
タリングを実施することで、安全かつ効果的
な薬物療法の実施が可能となることが期待
できる。これらの RA における戦略的な薬物
療法は中長期的には、治療に関する費用の削
減など医療経済学的にも有用と考えられる。 
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