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研究成果の概要（和文）：抗リウマチ薬に伴う有害事象感受性遺伝子をヒト白血球抗原(HLA)関連解析およびゲ
ノムワイド関連解析(GWAS)によって明らかにし、HLA分子・サイトカイン・micro RNA等の分子病態の側面から薬
剤有害事象の病態を解明することを目的とした。薬剤誘発性間質性肺病変のGWASの結果は再現されなかった。ま
た、薬剤誘発性間質性肺病変を起こした関節リウマチ患者血漿中のmicro RNAを測定したが、関連のあるmicro 
RNAは得られなかった。薬剤誘発性間質性肺病変の疾患感受性アレルHLA-A*31:01のトランスジェニックマウスで
の薬剤誘発性間質性肺病変モデルでは疾患感受性の増強は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：It was tried to detect the genetic factors and the mechanisms of adverse 
effects by anti-rheumatic drugs. The genome wide association study was performed, but the results 
were not confirmed by the replication analysis. No specific micro RNA was detected in the plasma 
from the rheumatoid arthritis patients with methotrexate-induced interstitial lung diseases. The 
transgenic mouse of HLA-A*31:01, a susceptibility allele for methotrexate-induced interstitial lung 
diseases, was not more susceptible for the model of methotrexate-induced induced interstitial lung 
disease. 

研究分野：医歯薬学

キーワード： 遺伝子診断・治療
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１．研究開始当初の背景 
多因子疾患は環境要因と遺伝要因の作用に
よって発症する疾患であり、環境要因と遺伝
要因はそれぞれ独立に疫学研究と遺伝疫学
研究によって調べられてきたが、その相互作
用が注目されている。また、加齢に伴い服用
する薬剤の種類と量は増える傾向にあり、多
因子疾患としての薬剤有害事象の発症頻度
も高齢者に高いことから、日本人の身体を取
り巻く環境要因としての薬剤は無視できな
い存在となりつつある。そのなかで、薬剤応
答性は薬剤という環境要因に対する反応で
あり、この応答性を決める遺伝要因に関する
ファーマコゲノミクス研究は次第に重要性
を増している。 
関節リウマチ(RA)治療はメトトレキサート
(MTX)をはじめとする種々の抗リウマチ薬や
生物学的製剤により格段の進歩をみせてお
り、特に関節破壊抑制効果に極めて有効な結
果が報告されている。これらの新規治療薬に
よる有害事象には皮疹・瘙痒・肝障害・腎障
害・血球減少・間質性肺病変(ILD)・悪性リ
ンパ腫・口内炎・結核・帯状疱疹などがあり、
これらは生命予後に重大な影響を及ぼしう
るにもかかわらず、その発症機序の解明や治
療法の確立は不十分である。これらには、発
症が投与量に依存せず、ヒト白血球抗原
(HLA)と強く関連するものがあることから、
IV 型アレルギー反応の関与も考えられてい
る。近年、薬剤応答性に関わる遺伝要因の研
究報告が相次いでいるが、抗リウマチ薬に伴
う有害事象の遺伝要因に関する報告はほと
んどない。 
 
２．研究の目的 
日本で薬剤誘発性 ILD と皮膚薬剤過敏症
(Stevens-Johnson 症候群、中毒性表皮壊死
症)の発症頻度が他国と比べて著しく高いこ
とは、日本人特有の遺伝要因の関与を示唆し
ている。また、他の膠原病と比べて RA 患者
では抗リウマチ薬に伴う有害事象の頻度が
高い。HLA と一部の薬剤有害事象との関連は
極めて強く、原因薬剤ごとに異なるアレルと
の関連が報告されている。我々は MTX 誘発性
ILDとHLA-A*31:01との関連 (Ann Rheum Dis. 
72:153) および、ブシラミン誘発性腎障害と
DRB1*08:02 との関連 (Biomark Insights. 
9:23)を世界に先駆けて明らかにした。
A*31:01 のアレル頻度は日本人で高く、
A*31:01 が日本人 RA に最も多い DRB1*04:05
と連鎖不平衡にあることは、日本人 RAに MTX
誘発性 ILD が多い理由の説明になっている。
しかしながら、A31 分子の ILD 発症機序への
関わりと、 DR8 分子の腎障害発症機序への関
わりはどちらも不明である。本研究では遺伝
因子の側面から抗リウマチ薬に伴う有害事
象の要因を解明することを目的とする。 
HLA と関連する薬剤過敏性反応の病態はまだ
明らかではない。HLA 分子が薬剤で修飾され
て T細胞を活性化する可能性もあるが、薬剤

やその代謝物がハプテンとして働いてHLAに
提示されたペプチドを修飾する可能性もあ
る。薬剤が HLA クラス I分子の溝にはまるこ
とによって、提示されるペプチドの
repertoire が変化し、アロ認識をする CD8+T
細胞が活性化されるとする説もある。細胞内
でポリグルタミン酸化された MTXが HLA によ
って直接提示される可能性もある。以上のよ
うな報告・知見は示されているが、抗リウマ
チ薬に伴う有害事象の発症機序に関する研
究報告はほとんどない。抗リウマチ薬に伴う
有害事象の病因・病態の解明は極めて重要で
あると同時に、まさに今求められている研究
である。 
薬剤誘発性ILD発症時と安定時とで発現の変
化したサイトカイン・miRNA を網羅的に調べ
ることにより、病態形成に重要な役割を果た
しているサイトカイン・micro RNA (miRNA)
の候補を挙げることが可能と考えられる。そ
こで、薬剤誘発性 ILD を発症した RA 例の、
発症時と安定時とのペア血清中のサイトカ
イン類を網羅的に測定した(BMC Immunol. 
14:9)。TIMP- 1, IL-2Rα, MMP-1, MMP-8 が
増加し、eotaxin 2, TIMP-2, MMP-3 が減少し
た。同様にペア血清から抽出された miRNA も
網羅的に測定する。薬剤誘発性 ILD 発症時に
変化の見られたサイトカイン・miRNA は予後
予測マーカーだけでなく、治療標的となりう
る。HLA 分子・サイトカイン・miRNA 等の分
子病態の側面から薬剤有害事象の病態を解
明することも目的とする。 
 
３．研究の方法 
これまでに RA762 例のゲノム DNAが採集され
た。採集されたゲノム DNA 検体 530 について
東京大学と相模原病院で全ゲノム上70万SNP
と HLA のタイピングを行い、ゲノムワイド関
連解析(GWAS)を行った。「薬剤誘発性 ILD 発
症 RA 例」 対 「非発症 RA 例」の比較で GWAS
を行った結果、薬剤誘発性 ILD 発症に関する
関連解析で最小の P=1.76X10-7であった。こ
の結果から候補 SNP を選定し、その後収集さ
れた検体でこれらの候補 SNP について
Replication study を行った。 
MTX 誘発性 ILD の疾患感受性アレル A*31:01
のトランスジェニック(Tg)マウスを作製し
た。細胞表面への発現効率を上げ、マウス CD8
分子による認識を確実にするため、A*31:01
の cDNA のα3ドメインをマウス MHCクラス I
の H2-Dbのα3ドメインと交換したキメラ遺
伝子をマウス Rosa プロモーターの下流にサ
ブクローニングして construct を作成した。
ヒトβ2ミクログロブリンcDNAをサブクロー
ニングした construct と１：１で混ぜて、
C57BL/6J マウス由来の受精卵の前核中に注
入することにより、HLA-A31 と H2-Dbのキメラ
分子をヒトβ2ミクログロブリンと共にユビ
キタスに細胞表面に発現する Tg マウスを作
製した。経口投与による MTX 誘発性 ILD モデ
ルも近年開発されており(J Toxicol Sci. 



35:653)、A*31:01Tg マウスにおける MTX 誘発
性 ILD モデルでは、野生型と比べて感受性が
高くなると予想された。 
MTX 誘発性 ILD 発症時と安定時とで発現の変
化した miRNA を網羅的に調べることにより、
病態形成に重要な役割を果たしている miRNA
の候補を挙げることが可能と考えられる。
MTX 誘発性 ILD 発症例の発症時と安定時との
プール血漿について、miRNA PCR アレイを用
いて miRNA を網羅的に測定する。MTX 誘発性
ILD発症時に大きく変化したmiRNAについて、
リアルタイム PCR 法によって各検体中の
miRNA を定量した。 
 
４．研究成果 
「薬剤誘発性 ILD 発症 RA 例」 対 「非発症
RA 例」の比較で GWAS を行った結果、薬剤誘
発性 ILD 発症に関する関連解析で最小の
P=1.76X10-7であった。この結果から候補 SNP
を選定し、その後収集された検体でこれらの
候補 SNP について Replication study を行っ
たが、GWAS の結果は再現されなかった。また、
MTX関連リンパ増殖性疾患とDQB1*06:01が関
連していることが示唆された(J Hum Genet. 
60:691)。 
MTX 誘発性 ILD の疾患感受性アレル A*31:01
の Tg マウスを作製し、このマウスで MTX 誘
発性 ILD の疾患モデル動物を作ったが、疾患
感受性の増強は認められなかった。さらに、
X線照射を行ってから、MTX 誘発性 ILD の疾
患モデル動物を作ってみたところ、A*31:01
の Tg マウスで疾患感受性の増強は認められ
なかった。 
MTX 誘発性 ILD を起こした患者血漿中の
miRNA を測定し、病態に関連する可能性のあ
る miRNA を調べたが、関連のある miRNA を見
つけることはできなかった。しかしながら、
RAに伴うILDに関連のあるmiRNAを発見した
(BMC Musculoskelet Disord. 18:21)。 
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