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本論文中に用いた略語は以下の通りである。 

 

3’-UTR: 3’-untranslated region 

5’-UTR: 5’-untranslated region 

5,10-CH2THF: 5,10-methylenetetrahydrofolate 

ABC: ATP-binding cassette 

ACR: american college of rheumatology 

AICAR: aminoimidazole carboxamide ribonucleotide 

ALT: alanine transaminase 

AST: aspartate transaminase 

ATIC: 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide transformylase 

ATP: adenosine triphosphate 

AUC: area under the blood concentration-time curve 

BUN: blood urea nitrogen 

Bp: base pair 

CAD: collision gas 

Ccr: creatinine clearance 

CE: collision energy 

CRP: C-reactive protein 

CUR: curtain gas 

CXP: collision cell exit potential 

DAS: disease activity score 

DHF: dihydrofolate 

DHFR: dihydrofolate reductase 

DMARDs: disease modifying anti-rheumatic drugs 

DMHA: N,N-dimethylhexylamine 

DP: declustering potential 

dTMP: deoxythymidine monophosphate 

dUMP: deoxyuridine monophosphate 

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 

EP: entrace potential 

ESI: electrospray ionization 

ESR: erythrocyte sedimentation rate 

EULAR: the european league against rheumatism 

FAICAR: 5-formamidoimidazole-4-carboxamide ribotide 

FP: focusing potential 

FPGS: folylpolyglutamate synthase 
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GGH: γ-glutamyl hydrolase 

HBSS: Hank's balanced salt solution 

IS: ion spray voltage 

KL-6: sialylated carbohydrate antigen KL-6 

LC/MS/MS: liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

MCH: mean corpuscular hemoglobin 

MCV: mean corpuscular volume 

MMP-3: matrix metalloproteinase-3 

MTX: methotrexate 

MTX-PGs: methotrexate polyglutamates 

NEB:nebulizer gas 

NSAIDs: non-steroidal anti-inflammatory drugs 

OA: osteoarthritis 

PBMC: peripheral blood mononuclear cell 

PCFT: proton-coupled folate transporter 

PCR: polymerase chain reaction 

PD: pharmacodynamics 

PK: pharmacokinetics 

PLT: platelet count 

QOL: quality of life 

RA: rheumatoid arthritis 

RBC: red blood cells 

RF: rheumatoid factor, 

RFC1: reduced folate carrier1 

RFLP: restriction fragment length polymorphism 

rs: reference SNP ID 

SLC: solute carrier family 

SNP: single nucleotide polymorphism 

SPE: solid phase extraction 

TDM: therapeutic drug monitoring 

THF: tetrahydrofolate 

TS: thymidylate synthase 

VAS: visual analogue scale 

WBC: white blood cell 

以上 アルファベット順 

 

 

 



1 
 

緒言 

 

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 1)。世界の人口の約

1%が RA に罹患しており、現在、日本国内の RA 患者は 70~100 万人といわれ、その数は高齢化に伴

って年々増加する傾向にある 1)。男女の割合は 1:5~6 と圧倒的に女性に多く、発症年齢は 30~50 歳

代、特に 40 歳代の働き盛りの女性に発症のピークがある 1)。RA は全身性エリテマトーデスやベーチェ

ット病と同様に自己免疫性疾患の一つであり、完治が困難なため、生涯にわたって治療が必要となるこ

とが多い。RA による関節破壊は進行性であるため、特に高齢となった RA 患者では重度の身体的障

害を有する場合が多く、社会の高齢化が課題となる中、深刻な問題となっている。RA については現在

までに様々な自己抗原が同定され、免疫異常からなる慢性炎症性自己免疫疾患であることはこれまで

の研究で明らかとなっている。自己免疫異常を生じると、まず関節の囲む滑膜に炎症が起き、滑膜が異

常に増殖する。その後増殖した滑膜や免疫細胞が炎症性サイトカインを放出することで関節全体に炎

症が広がり、軟骨や骨が破壊されて、関節が変形する。しかし、未だに自己抗原のメカニズムや、RA の

詳しい病因、病態は明らかでない。 

RA の治療は、基礎療法、薬物療法、手術療法、リハビリテーションの 4 つに大別されるが、RA の基

本病態である免疫反応亢進と、それに伴う腫脹、疼痛を抑える基礎的治療は薬物療法による場合が多

い。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 2,3)。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, 商品名:リウマトレックス®他)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 2-5)。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 6)、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。MTX は週 1 回の間欠投与(12 時間おき 3 回投

与後 5 日間休薬)で、日本国内での投与量は週 1 回 6~8mg が主流とされている 3,7)が、2011 年 2 月

に 16mg/week まで保険適用となり 7）、日本人 RA 患者において MTX の週 8mg を超えた使用の有

効性と安全性の確立が検討されている 8）。以上の通り MTX の有効性は明らかであるが、有効投与量

は個人により大きく異なることが報告されており 9)、American College of Rheumatology (ACR) にお

ける 20％改善度に基づけば、その効果は 46～65％とばらつきがみられる 10)。また MTX による有害事

象は少なくなく 10～30％が有害事象のため中止せざるを得ない。MTX の副作用としては肝機能不全、

腎機能不全、間質性肺炎、骨髄抑制や感染症、血球減少による口内炎、貧血、などがある 7,11)。これら

の副作用を防ぐために定期的な臨床検査値のモニタリングが実施されるが、我が国においては検査費

用が高額であるため頻繁に検査ができない項目もあり、そういった理由から MTX は投与量設定の難し

い薬剤の一つである。MTX は主に reduced folate carrier 1 (RFC1; solute carrier family (SLC) 

19A1) および proton-coupled folate transporter (PCFT; SLC46A1) を介し能動輸送メカニズム

によって細胞内に取り込まれる。RFC1 は葉酸の吸収に関与する糖タンパクで、MTX の細胞膜透過に

おいても重要な役割を担っており、MTX や葉酸以外にもイリノテカンなどの物質も細胞内に取り込むこ
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とが報告されている 12)。また、近年ヘムトランスポーターとして同定された PCFT も RFC1 とは違う特性

を持ち、MTX を効率よく輸送することが見出されている 13)。細胞内に取り込まれた後、MTX は

folylpolyglutamate synthase (FPGS) によってポリグルタミル化される。ポリグルタミル化された

MTX は、グルタミル酸が連続的に 6 個付加し、活性体 MTX-PGs に変換され 14-16) （図Ⅰ）、MTX の

標的タンパク質へと薬効を及ぼす。MTX の標的タンパク質としては、dihydrofolate reductase 

(DHFR) 、thymidylate synthase (TS) 、5-aminoimidazole-4 -carboxamide ribonucleotide 

transformylase (ATIC) の存在が知られている。DHFR は、ジヒドロ葉酸(dihydrofolate, DHF)から

テトラヒドロ葉酸(tetrahydrofolate, THF)への還元反応を触媒する酵素で、葉酸サイクルにおいて重

要な役割を担っている。葉酸と類似した構造を持つ MTX によって DHFR が阻害されると、DHF から

THF への反応が低下するため、結果的に核酸の合成が低下する 17)。TS は、5,10-methylene tetra 

hydrofolate (5,10-CH2-THF) から DHF への反応を触媒する酵素で、同時に dUMP から dTMP へ

の反応を担い、ピリミジン合成に関与する酵素である 18,19)。ATIC は、プリン合成に関与する酵素で、

aminoimidazole carboxamide ribonucleotide (AICAR) から 5-formamido-imidazole-4-carbox 

-amide ribotide (FAICAR) への反応を触媒する 20,21)。MTX-PGs は薬効を現した後、γ-glutamyl 

hydrolase (GGH) によって脱ポリグルタミル化され、ATP-binding cassette (ABC) トランスポーター

によって能動的に細胞外へと排出される。GGH は、細胞内リソソームに存在するペプチド加水分解酵

素であり、MTX-PGs を MTX へと変換することによって、細胞内からの MTX 排出を促進する 22,23)。

MTX の細胞外への排出には主に ABCC1～ABCC4 および ABCG2 が寄与している 24,25)(図Ⅱ)。ま

た RA 治療には生物学的製剤も積極的に導入され、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 26)。 

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 27-33)。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。既に医薬品添付文書に遺伝子情報に関する記載がされている薬剤もある 34-41)。しかし、そのよう

な薬剤は少数であり、今後は様々な薬剤、特に抗 RA 薬のように薬効や副作用の個人差が大きな薬剤

において、遺伝子や血中薬物濃度と薬効・副作用に関する臨床研究が必要とされている。現在までに

RA における MTX の薬効や毒性に関しては、患者個人の遺伝的背景 27-29)や、血中薬物濃度 30-33)な

どをマーカーとした様々な研究が行われているが、日本人 RA 患者において、それらと薬効や副作用と

の関連については網羅的に研究している例はほとんどない。そこで本研究では、第 1 章で RA 患者に

おける葉酸代謝系に関わるタンパク質の遺伝子多型頻度と MTX の抗炎症効果との関連について検

討した。また、第 2 章では MTX を細胞へ取り込む葉酸トランスポーターに注目し、末梢血単核球と滑

膜細胞における葉酸トランスポーター遺伝子発現量を解析し、薬効との関連を検討した。さらに第 3 章

では MTX 治療を受けている日本人 RA 患者の赤血球中 MTX および MTX の活性体である MTX ポ

リグルタメート(MTX polyglutamates, MTX-PGs)濃度を継続的に測定し、薬効や臨床検査値との関

連について検討した。 
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図Ⅰ．MTX (左)と MTX-PGs (右) 

 

 

 

 

 

 

 

 

図Ⅱ．MTX の細胞内動態 
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第 1 章 葉酸代謝関連タンパク遺伝子多型とメトトレキサートの薬効に関する検討 

 

第 1 節 序論 

 

RA の治療薬として多く処方される葉酸代謝拮抗剤 MTX42)は、RFC1 を介し細胞内に入る。RFC1

遺伝子のエクソン 2 に存在する 80G>A 一塩基多型 (single nucleotide polymorphism,SNP) 

(rs1051266) により、RFC1 タンパク質の 27 番目のアミノ酸であるヒスチジン(His)がアルギニン(Arg)

に変異する。このアミノ酸は最初の膜貫通ドメインに存在し、RFC1 の活性に影響する可能性があると

考えられている 43)。 

GGH は MTX-PGs を脱ポリグルタミル化し MTX に変換する加水分解酵素であるが、GGH 遺伝子

には複数の SNPs が同定されており、プロモーター領域に存在する－401C>T (rs3758149) 、－

354G>T (rs719235) の 2 つの SNPs はいずれも GGH 遺伝子のプロモーター活性を上昇させること

により GGH の発現レベルを上昇させ、MTX のポリグルタメート体レベルに影響を与えることが知られて

いる 44)。また、GGH 遺伝子のエクソン 5 に存在する 452C>T SNP (rs11545078) により、127 番目の

アミノ酸であるスレオニン(Thr)がイソロイシイン(Ile)に変異する 45)。これにより、GGH による長鎖

MTX-PGs に対する水解活性が有意に変化し、MTX-PGs が細胞内に蓄積しやすくなり、有害反応が

起こりやすいと考えられている 46)。 

また、MTX の標的タンパク質には DHFR、TS、ATIC が存在する。DHFR 遺伝子のイントロン 1 に

は 19bp deletion (rs70991108)の存在が知られており、欠損する 19bp の塩基配列の中に転写因子

Sp1 の結合部位が存在するため、DHFR の発現量に影響すると考えられている 17)。TS 遺伝子の 5’-

非翻訳領域(5’-untranslated region,5’-UTR)には、28 bp の繰り返し配列多型 (rs45445694)の存

在が知られている。この 28 bp の塩基はエンハンサーとして働くため、繰り返し配列の数が増えると

mRNA の発現量が増加することが報告されている 47,48)。また、3’-非翻訳領域 (3’-untranslated 

region,3’-UTR)には 6 bp deletion (rs34489327) の存在が知られている。6 bp deletion 型では

wild 型に比べて mRNA の安定性が低下し、タンパク質レベルで TS の発現量が低下すると考えられ

ている 49)。また、ATIC 遺伝子のエクソン 5 に存在する 347 C>G SNP (rs2372536) によって、ATIC

タンパク質の 116 番目のアミノ酸であるスレオニン(Thr)がセリン(Ser)に変異する。この SNP が ATIC

の活性に及ぼす影響についてはまだ不明な部分が多いが、MTX の治療効果や毒性発現との関連に

ついていくつかの報告がある 50-52)。 

以上のことから、RFC1 80G>A、GGH －401C>T、－354G>T、452C>T は細胞内での MTX の薬

物動態 (pharmacokinetics, PK)を反映し、MTX のターゲット分子 DHFR、TS、ATIC の遺伝子多

型である DHFR 19 bp deletion、TS 28 bp tandem repeat、6 bp deletion、ATIC 347C>G は

MTX の薬力学 (pharmacodynamics, PD)を反映すると予想される。本章では、日本人 RA 患者に

おけるこれらの遺伝子多型と MTX の治療効果との関連について研究を行った。 
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第 2 節 対象及び実験方法 

 

1-2-1  関節リウマチ患者 

2010 年 6 月から 2013 年 12 月の期間に、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、MTX および生物学的製剤を使用している 437 名から文書による同意を得た。RA

の診断は、米国リウマチ学会の基準に従った 42)。それらの患者のうち、2 ヶ月以上 MTX を服用しており、

2013 年 12 月までに 2 回以上採血をしていて臨床検査値の変化を追跡調査できる 170 名の患者を選

択し、本研究の対象とした。170 名の患者のうち、MTX 単独による治療を行っている患者群 (MTX 単

剤群)は 89 名、生物学的製剤を併用している患者群 (生物学的製剤併用群)は 81 名であった。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 (タクロリムス水和物(商品名:プログラフ®)、レフ

ルノミド(商品名:アラバ®)、ミゾリビン(商品名:ブレディニン®))を併用している患者は除外した。 

 

1-2-2  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、静岡県立大学研究倫理審査委員会および 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。 

 

1-2-3  末梢静脈からの採血および血球分離 

 

RA 患者から文書による同意取得後、EDTA-2Na ベノジェクト真空採血管 (テルモ株式会社、東京)

を用いて末梢静脈血 5 mL を採取した。採取した血液検体は、ただちに匿名化を行い、個人情報およ

び血液検体は、別々にして厳重に管理した。血液検体は、JA 静岡厚生病院検査科において 4℃、

1,400 ×g で 5 分間遠心して血漿を単離した後、静岡県立大学大学院薬学研究科臨床薬効解析学講

座にて赤血球(red blood cell, RBC)と末梢血単核球(peripheral blood mononuclear cell, PBMC)

の単離・精製を行った。 

PBMC については、バフィーコートを Hank's balanced salt solution (HBSS) 2 mL に懸濁し、

Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare Life Sciences，Piscataway，NJ) 2 mL に重層して、室温、

400 ×g で 25 分間遠心した。得られた PBMC 層を HBSS 4 mL に懸濁して、室温、2,000 ×g で 10

分間遠心した。その後、上清を捨て、HBSS 1 mL に懸濁して、室温、660 ×g で 10 分間遠心し、上清

を捨てて－80℃で保存した。 

RBC は、2 倍量の氷冷した HBSS を加えて転倒混和した後、4℃、1,000 ×g で 10 分間遠心して上

清を捨てる操作を 2 回繰り返し、室温、20,000 ×g で 10 分間遠心を行った後、上清を捨てて－80℃に

て保存した。 
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1-2-4  遺伝子多型解析 

 

－80℃で保 存 していた血 球 画 分 から、QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, 

Germany)の血液スピンプロトコールに従って、白血球由来のゲノム DNA を抽出し、－20℃で保存し

た。 

 

1-2-4-1 DHFR 19 bp deletion 遺伝子型解析 

 

DHFR 19 bp deletion は、polymerase chain reaction (PCR) 法により解析した。PCR 反応液 

(15 µL)には、ゲノム DNA 30~50 ng、1.5 mM MgCl2、各 0.5 µM フォワードプライマーおよびリバー

スプライマー (ファスマック、神奈川)、各 200 µM dNTP 混合液 (Life Technologies，Carlsbad，

CA)、HotStarTaq Plus DNA polymerase (Qiagen) 0.5 units、Q-solution (Qiagen) を加えた。

増幅は、サーマルサイクラー (iCycler，Bio-Rad Laboratories，Hercules，CA)を用いて 95℃5 分に

続き 94℃15 秒、64℃15 秒、72℃30 秒を 40 サイクル行い、その後 72℃10 分の最終伸長反応を行っ

た。得られた PCR 産物 (100 bp あるいは 119 bp)について、エチジウムブロマイド (ニッポンジーン、

東京)を添加した 3.5%アガロースゲル (Agarose S)で電気泳動を行い、UV 照射により産物を確認し

た。遺伝子型は、PCR 産物のサイズによって決定した(図 1-1)。また、いくつかのサンプルの遺伝子多

型は、PRISM 310 (Applied Biosystems, Foster City,CA)を用いたダイレクト・シークエンス法にて

バリデーションを行った。なお、使用したプライマーの配列、PCR 条件および参考文献は表 1-1 に示し

た。 

 

1-2-4-2 TS (28 bp tandem repeat、6 bp deletion) 遺伝子型解析 

 

TS 28 bp tandem repeat は、PCR 法により解析した。PCR 反応液 (15 µL)には、ゲノム DNA 

30~50 ng、1.5 mM MgCl2、各 0.5 µM フォワードプライマーおよびリバースプライマー (ファスマック)、

各 200 µM dNTP 混合液 (Life Technologies)、HotStarTaq Plus DNA polymerase (Qiagen) 

0.5 units、Q-solution (Qiagen) を加えた。増幅は、サーマルサイクラー (iCycler)を用いて 95℃5

分に続き 94℃10 秒、60℃30 秒、72℃30 秒を 40 サイクル行い、その後 72℃10 分の最終伸長反応を

行った。得られた PCR 産物について、エチジウムブロマイド (ニッポンジーン)を添加した 3.5%アガロー

スゲル (Agarose S)で電気泳動を行い、UV 照射により産物を確認した。遺伝子型は、各遺伝子型特

異的 PCR 産物の有無によって決定した (図 1-1)。なお、使用したプライマーの配列、PCR 条件および

参考文献は表 1-1 に示した。 

TS 6 bp deletion は、アレル特異的 PCR 法により解析した。PCR 反応液 (15 µL)には、ゲノム

DNA 30~50 ng、1.5 mM MgCl2、各 0.3 µM wild アレル特異的または del アレル特異的フォワード

プライマーおよびリバースプライマー (ファスマック)、各 200 µM dNTP 混合液 (Life Technologies)、

HotStarTaq Plus DNA polymerase (Qiagen) 0.5 units を加えた。増幅は、サーマルサイクラー 

(iCycler)を用いて 95℃5 分に続き 94℃10 秒、60℃20 秒、72℃30 秒を 40 サイクル行い、その後
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72℃10 分の最終伸長反応を行った。得られた PCR 産物について、エチジウムブロマイド (ニッポンジ

ーン)を添加した 2.5%アガロースゲル (Agarose S)で電気泳動を行い、UV 照射により産物を確認した。

遺伝子型は、各アレル特異的 PCR 産物の有無によって決定した (図 1-1)。また、いくつかのサンプル

の遺伝子多型は、PRISM 310 (Applied Biosystems)を用いたダイレクト・シークエンス法にてバリデ

ーションを行った。なお、使用したプライマーの配列、PCR 条件および参考文献は表 1-1 に示した。 

 

1-2-4-3 ATIC 347C>G 遺伝子型解析 

 

ATIC 347G>C の SNP は、アレル特異的 PCR 法により解析した。PCR 反応液 (15 µL)には、ゲノ

ム DNA 30~50 ng、1.5 mM MgCl2、各 0.3 µM フォワードプライマーおよび G アレル特異的または C

アレル特異的リバースプライマー (ファスマック)、各 200 µM dNTP 混合液 (Life Technologies)、

HotStarTaq Plus DNA polymerase (Qiagen) 0.5 units、Q-solution (Qiagen) を加えた。増幅は、

サーマルサイクラー (iCycler)を用いて 95℃5 分に続き 94℃15 秒、52℃30 秒、72℃45 秒を 45 サイ

クル行い、その後 72℃10 分の最終伸長反応を行った。得られた PCR 産物について、エチジウムブロ

マイド (ニッポンジーン)を添加した 2.5%アガロースゲル (Agarose S)で電気泳動を行い、UV 照射に

より産物を確認した。遺伝子型は、各アレル特異的 PCR 産物の有無によって決定した (図 1-1)。また、

いくつかのサンプルの遺伝子多型は、PRISM 310 (Applied Biosystems)を用いたダイレクト・シーク

エンス法にてバリデーションを行った。なお、使用したプライマーの配列、PCR 条件および参考文献は

表 1-1 に示した。 

 

1-2-4-4 RFC1 80G>A 遺伝子型解析 

 

RFC1 80G>A の SNP は、PCR-restriction fragment length polymorphism (RFLP) 法により

解析した。PCR 反応液 (15 µL)には、ゲノム DNA 30~50 ng、1.5 mM MgCl2、各 0.3 µM フォワード

プライマーおよびリバースプライマー (ファスマック)、各 50 µM dNTP 混合液 (Life Technologies)、

HotStarTaq Plus DNA polymerase (Qiagen) 0.5 units、Q-solution (Qiagen) を加えた。増幅は、

サーマルサイクラー (iCycler)を用いて 95℃5 分に続き 95℃15 秒、60℃30 秒、72℃45 秒を 45 サイ

クル行い、その後 72℃10 分の最終伸長反応を行った。得られた 231 bp の PCR 産物に、10 U Hha

Ⅰ (New England Biolabs，Beverly，MA)、10×NE buffer 4、10×BSA を加え全量 10 µL として、

37℃で一晩反応させ、制限酵素処理を行った。その後、エチジウムブロマイド (ニッポンジーン)を添加

した 2.5%アガロースゲル (Agarose S)で電気泳動を行い、UV 照射により切断産物を確認した。遺伝

子型は、PCR 産物の切断パターンによって決定した (図 1-1)。また、いくつかのサンプルの遺伝子多

型は、PRISM 310 (Applied Biosystems)を用いたダイレクト・シークエンス法にてバリデーションを行

った。なお、使用したプライマーの配列、PCR 条件および参考文献は表 1-1 に示した。 
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1-2-4-5 GGH (－401C>T、－354G>T、452C>T) 遺伝子型解析 

 

GGH －401C>T および－354G>T、452C>T の SNPs は、PCR- RFLP 法により解析した。GGH 

－401C>T および－354G>T の 2 つの SNPs は、PCR 反応液(20 µL)に、ゲノム DNA 30~50 ng、

1.5 mM MgCl2、各 0.5 µM フォワードプライマーおよびリバースプライマー (ファスマック)、各 50 µM 

dNTP 混合液 (Life Technologies)、HotStarTaq Plus DNA polymerase (Qiagen) 0.5 units、

Q-solution (Qiagen) を加えた。増幅は、サーマルサイクラー (iCycler)を用いて 95℃5 分に続き

94℃15 秒、63℃30 秒、72℃45 秒を 40 サイクル行い、その後 72℃10 分の最終伸長反応を行い、196 

bp の PCR 産物を得た。 

GGH －401C>T の SNP は、得られた 196 bp の PCR 産物に、10 U BslⅠ (New England 

Biolabs)、10×NE buffer 3 を加え全量 15 µL として、37℃で 3 時間反応させ、制限酵素処理を行っ

た。 

GGH －354G>T の SNP は、得られた 196 bp の PCR 産物に、10 U AflⅡ (New England 

Biolabs)、10×NE buffer 4、10×BSA を加え全量 10 µL として、37℃で 3 時間反応させ、制限酵素

処理を行った。 

GGH 452C>T の SNP は、PCR 反応液(15 µL)に、ゲノム DNA 30~50 ng、1.5 mM MgCl2、各

0.5 µM フォワードプライマーおよびリバースプライマー (ファスマック)、各 50 µM dNTP 混合液 (Life 

Technologies)、HotStarTaq Plus DNA polymerase (Qiagen) 0.5 units、Q-solution (Qiagen) 

を加えた。増幅は、サーマルサイクラー (iCycler)を用いて 95℃5 分に続き 94℃15 秒、55℃30 秒、

72℃45 秒を 40 サイクル行い、その後 72℃10 分の最終伸長反応を行い、286 bp の PCR 産物を得た。

得られた 286 bp の PCR 産物に、10 U AseⅠ (New England Biolabs)、10×NE buffer 3 を加え全

量 10 µL として、37℃で一晩反応させ、制限酵素処理を行った。 

各々の制限酵素処理を行った後、エチジウムブロマイド (ニッポンジーン)を添加した 4%アガロース

ゲル (Agarose S)で電気泳動を行い、UV 照射により切断産物を確認した。遺伝子型は、PCR 産物の

切断パターンによって決定した (図 1-1)。また、いくつかのサンプルの遺伝子多型は、PRISM 310 

(Applied Biosystems)を用いたダイレクト・シークエンス法にてバリデーションを行った。なお、使用した

プライマーの配列、PCR 条件および参考文献は表 1-1 に示した。 
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表 1-1．各遺伝子多型解析の条件 

遺伝子 多型 プライマー配列 
アニーリング

温度 
制限酵素 

制限酵素

反応温度 
参考文献 

DHFR 19 bp deletion 
F:5'-TCAGGTATCTGCCGGGCC-3'                                                     

R:5'-CGCAAGTCTGGCCCCATC-3' 
64℃ － － 37) 

TS 
tandem 

repeat 

F:5'-CGTGGCTCCTGCGTTTCC-3'                    

R:5'-GAGCCGGCCACAGGCAT-3' 
60℃ － － 47) 

 6 bp deletion 

F:5'-TGTAGAGTGTGGTTATGAACTTTGA-3' (for wild allele) 

F:5'-TGTAGAGTGTGGTTATGAACTTTGT-3' (for del allele) 

R:5'-TTAGGAAGGAACTGAGCAGATAAGT-3'  

60℃ － － 49) 

ATIC 347C>G 

F:5'-CCTAGATAGCTGTAAACCAC-3'                

R:5'-ACAGCCTCCTCAACGG-3' (for C allele)            

R:5'-ACAGCCTCCTCAACGC-3' (for G allele)  

52℃ － － － 

RFC1 80G>A 
F:5'-AGTGTCACCTTCGTCCCCTC-3'                  

R:5'-CTCCCGCGTGAAGTTCTT-3' 
60℃ HhaⅠ 37℃ 53) 

GGH  －401C>T 
F:5'-TAGAATCCCCTGCCAGCCTCCTCG-3'              

R:5'-TAAGCGGAGACTCTGGAAACGACT-3' 
63℃ BslⅠ 55℃ 45) 

 －354G>T 
F:5'-TAGAATCCCCTGCCAGCCTCCTCG-3'              

R:5'-TAAGCGGAGACTCTGGAAACGACT-3' 
63℃ AflⅡ 37℃ 45) 

 452C>T 
5’-GTGCCTATTTGGTTATGACA-3’ 

5’-CTACTTACTAATCCTGCCCA-3’ 
55℃ AseⅠ 37℃ 45) 

F：forward primer, R：reverse primer 
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1-2-5  治療効果指標 

 

本研究では、RA の疾患活動性の指標として disease activity score (DAS) 2854)を用いた。

DAS28 は、疼痛関節数、腫脹関節数、C-reactive protein (CRP) 値、患者の健康状態をスコア化し

た visual analogue scale (VAS) を用い、以下の式で計算した。 

 

DAS28 = 0.568�疼痛関節数 + 0.28 × �腫脹関節数 + 0.36 × LN{CRP + 1} + 0.014 × VAS + 0.96 

 

また、クレアチニン・クリアランス (Creatinine Clearance, Ccr)は以下のような Cockcroft-Gault 式

によって計算した 55)。 

Ccr＝ (140－年齢) ×体重(kg)72 ×血清クレアチニン濃度(mg/dL) (女性の場合は× 0.85） 

 

糖質コルチコイドの投与量については、5 mg の prednisolone が、20 mg の hydrocortisone、750 

µg の dexamethasone、750 µg の betamethasone と等量として、prednisolone 換算量として算出し

た 56)。 

患者情報として年齢、身長、体重、性別、MTX 処方量、治療経過などを JA 静岡厚生病院の診療

録より取得した。 

 

1-2-6  統計解析 

 

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および MTX 治療

群と生物学的製剤併用治療群の各遺伝子多型の頻度分布の比較にはχ2 検定を用いた。患者背景

における性別の比較はχ2 検定を用いて行い、その他の項目については Mann-Whitney 検定を用い

て行った。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 (SPSS, Chicago, IL) を使用して行った。 
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第 3 節 結果 

 

1-3-1  患者背景 

 

RA 患者 170 名(MTX 単剤群 89 名、生物学的製剤併用治療群 81 名)の患者背景を表 1-2 に示し

た。 

 

表 1-2．患者背景 

 

RA 患者 

p 値 a) MTX 群 

(n=89) 

生物学的製剤 

併用群 

(n=81) 

年齢 (歳) 
66 56 

<0.001 
(28-85) (30-84) 

性別 (男性/女性) 12/77 12/69 0.803 

体重 (kg) 
50.0 52.0 

0.072 
(34.5-84.0) (39.0-85.0) 

罹病期間 (年) 
11.0 10.5 

0.523 
(1.0-28.0) (2.0-32.0) 

クレアチニン・クリアランス 

(mL/min) 

72.7 90.3 
<0.001 

(32.4-133.5) (42.4-181.5) 

MTX 投与量 (mg/week) 
6.0 8.0 

0.003 
(2.0-10.0) (4.0-12.0) 

経口糖質コルチコイド投与量† 

(mg/day) 

0.0 0.0 
0.209 

(0.0-10.0) (0.0-7.5) 

DAS28 
2.31 2.35 

0.552 
(1.23-4.87) (1.23-4.57) 

性別の項目以外は、中央値(範囲)で示した。 

†全ての糖質コルチコイド用量をプレドニゾロン用量に換算した。 

a) MTX 単剤群と生物学的製剤併用群の比較(Mann-Whitney 検定)   

 

 

1-3-2  遺伝子多型頻度分布 

 

 遺伝子多型解析結果におけるアガロース電気泳動の結果を図 1-1 に示した。MTX 治療群 89 名お

よび生物学的製剤併用治療群 81 名における MTX の標的タンパクにおける遺伝子多型(DHFR 19 

bp deletion、TS 6 bp deletion、28 bp tandem repeat、ATIC 347C>G)の解析結果を表 1-3 に示

し、細胞内葉酸代謝に関わる 2 つのタンパク質の計 4 つの SNPs (RFC1 80G>A、GGH －401C>T、
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－ 354G>T 、 452C>T) の 解 析 結 果 を 表 1-4 に 示 し た 。 両 群 に お け る す べ て の 分 布 は

Hardy-Weinberg 平衡に従っていた。両群間における遺伝子型の分布を比較したところ、RFC1 

80G>A SNP においてのみ有意差が認められた (p=0.014)。
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右：126 bp 
 

 
 
 
2/2   2/3  3/3  2/5  3/4  3/5                 w   d   w   d   w  d   

 
 
  

wild/del   del/del  wild/wild 
 
 
(a)TS tandem repeat                   (b) TS 6 bp deletion 
 (PCR)                                  (アレル特異的 PCR) (w:wild  d:deletion) 
 
 

C   G    C    G    C   G                   GA     GG      AA 
 
 
 

G/G       C/G        C/C 
 
 
(c)ATIC 347C>G                    (d)RFC1 80G>A 
 (アレル特異的 PCR)                   (PCR-RFLP) 
 
 
 

CC       CT      TT                      GG     GT      TT 
 
 
 
 
 
 
(e)GGH －401C>T                  (f)GGH －354G>T 
 (PCR-RFLP)                       (PCR-RFLP) 
 
 

 
 
 (g)GGH 452C>T             
 (PCR-RFLP)                
 
 
図 1-1．各遺伝子多型解析におけるアガロース電気泳動結果 
 
 

CC       CT      TT 
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表 1-3．MTX の標的タンパクにおける遺伝子多型の解析結果 

  遺伝子型 人数 頻度(%) アレル頻度 p 値 a)  p 値 b) 

DHFR  

19bp 

deletion 

MTX 群 

wild/wild 10 11.2  wild 0.287  

0.751 

0.751 

wild/del 31 34.8    

del/del 48 53.9  del 0.713  

計 89        

生物学

的製剤  

併用群 

wild/wild 10 11.8  wild 0.321  

0.818 wild/del 32 37.6    

del/del 39 45.9  del 0.679  

計 81        

TS 

tandem 

repeat 

MTX 群 

2/2 27 30.3  2 0.478  

0.124 

0.141 

2/m 31 34.8    

m/m 31 34.8  m 0.522  

計 89      m：変異アレル 

生物学

的製剤  

併用群 

2/2 15 17.6  2 0.358  

0.274 2/m 28 32.9    

m/m 38 44.7  m 0.642  

計 81      m：変異アレル 

TS     

6bp 

deletion 

MTX 群 

wild/wild 12 13.5  wild 0.348  

0.948 

0.461 

wild/del 38 42.7    

del/del 39 43.8  del 0.652  

計 89        

生物学

的製剤  

併用群 

wild/wild 12 14.1  wild 0.401  

0.948 wild/del 41 48.2    

del/del 28 32.9  del 0.599  

計 81        

ATIC  

347C>G 

MTX 群 

C/C 41 46.1  wild 0.685  

0.941 

0.320  

C/G 40 44.9    

G/G 8 9.0  del 0.315  

計 89        

生物学

的製剤  

併用群 

C/C 43 50.6  wild 0.747  

0.674 C/G 35 41.2    

G/G 3 3.5  del 0.253  

計 81        

a) Hardy-Weinberg 平衡式による予測値と実測値の比較(χ2 検定) 

b) MTX 群と生物学的製剤併用群の頻度の比較(χ2 検定)
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表 1-4．細胞内葉酸代謝に関わるタンパク質における遺伝子多型の解析結果 

  遺伝子型 人数 頻度(%) アレル頻度 p 値 a)  p 値 b) 

RFC1  

80G>A 

MTX 群 

G/G 14 15.7  G 0.410  

0.953 

0.014 

G/A 45 50.6    

A/A 30 33.7  A 0.590  

計 89        

生物学

的製剤  

併用群 

G/G 23 27.1  G 0.562  

0.676  G/A 45 52.9    

A/A 13 15.3  A 0.438  

計 81        

GGH     

－401C>T 

MTX 群 

C/C 65 73.0  C 0.843  

0.588  

0.368 

C/T 20 22.5    

T/T 4 4.5  T 0.157  

計 89        

生物学

的製剤  

併用群 

C/C 52 61.2  C 0.802  

1.000  C/T 26 30.6    

T/T 3 3.5  T 0.198  

計 81        

GGH     

－354G>T 

MTX 群 

G/G 79 88.8  G 0.944  

1.000  

0.359 

G/T 10 11.2    

T/T 0 0.0  T 0.056  

計 89        

生物学

的製剤  

併用群 

G/G 68 80.0  G 0.920  

0.828  G/T 13 15.3    

T/T 0 0.0  T 0.080  

計 81        

a) Hardy-Weinberg 平衡式による予測値と実測値の比較(χ2 検定) 

b) MTX 単剤群と生物学的製剤併用群の頻度の比較(χ2 検定)  
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1-3-3  多変量解析 

 

 単変量解析の結果、MTX 単剤群と生物学的製剤併用群の両群間で違いが認められた年齢、体重、

クレアチニン・クリアランス、MTX 投与量、RFC1 80G>A について、多変量解析を実施した。上

記 5 種類の項目を独立変数とし、尤度比による変数増加法を用いた多重ロジスティック回帰分析を

行った (表 1-5)。事前に変数の散布図を観察し、著しく直線関係を示すような変数は存在しないこ

とを確認した。モデルχ2 検定の結果は p<0.01 で有意であった。回帰式の適合性を示す

Hosmer-Lemeshow の検定結果は p = 0.966 であった。判別的中率は 72.0%であった。体重、クレ

アチニン・クリアランスおよび MTX 投与量は p 値が各々0.453、0.751、0.125 であったため、回

帰式には含まれなかった。 

 

表 1-5．MTX 群と生物学的製剤併用群における多変量解析 

  偏回帰係数 オッズ比(95%CI) p 値 

年齢 －0.078  
1.082 

<0.001 
(1.048-1.116) 

RFC1 80G>A 0.821  
2.273 

0.002 
(1.358-3.804) 

体重 － － 0.453 

クレアチニン・ 

クリアランス 
－ － 0.751 

MTX 投与量 － － 0.125 

モデルχ2検定 p<0.01 

判別的中率 72.0% 
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第 4 節 考察 

 

MTX は関節リウマチのアンカードラッグとして用いられる葉酸代謝拮抗薬である。その有効性は明らか

であるが、薬効には個人差があることが知られ、その原因として葉酸の取り込みや細胞内葉酸代謝に関わ

る酵素群、MTX の標的タンパク質群の遺伝子多型が報告されている 50-52,57-61)。これまで複数の研究グル

ープによって、葉酸の取り込みおよび代謝に関わるタンパク質の遺伝子多型や MTX の標的タンパク質の

遺伝子多型と MTX の薬効や毒性との関連が研究されてきた。しかし、MTX の薬効に関与すると考えられ

る遺伝子多型は非常に数多いため、現在までに、RA 治療における MTX の反応性の予測に役立つ信頼

できる遺伝子マーカーは確立されていない。 

本章では MTX の薬効の指標として DAS28 を用い、MTX 群と生物学的製剤併用群において、患者背

景、MTX の標的タンパク質遺伝子 DHFR、TS、ATIC および葉酸代謝関連タンパク質遺伝子 RFC1、

GGH の遺伝子多型が MTX の薬効に与える影響について検討を行った。MTX 群と生物学的製剤併用群

の DAS28 の中央値はそれぞれ 2.31 と 2.35 であり、統計学的有意差は無く、両群とも同程度の治療効果

が得られていた。また、罹病期間も同程度であった。これらの患者群に対して多重ロジスティック回帰分析

による多変量解析を行った結果、生物学的製剤の併用には年齢と RFC1 80G>A が影響していることが示

された。以上のことから、RFC1 80GG を有する患者は MTX による治療効果が十分に認められない可能

性があるため、RFC1 80GG を有する患者に対しては早い段階で生物学的製剤の併用を考慮することで、

関節炎症の抑制、ならびに関節破壊の抑制効果が期待でき、患者のクオリティ・オブ・ライフ(quality of 

life, QOL)の改善につながるものと考えられた。 

RFC1 は、葉酸や MTX を細胞内に取り込む際のトランスポーターである。RFC1 80G>A SNP により膜

貫通ドメインでのアミノ酸変異が起こり、細胞内への MTX の取り込みが促進されると報告されている 62,63)。

これまでにも RFC1 80G>A SNP と MTX の効果 60,61,64-68）や毒性 60,64,67,69,70)との関係が広く報告されて

おり、RFC1 80G>A SNP が MTX 治療患者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

あることが報告されている 66）。特に Drozdzik らおよび James らによる臨床研究では、MTX 治療を受け寛

解と診断された RA 患者群 (レスポンダー群)と MTX 治療による効果が見られなかった患者群 (ノンレスポ

ンダー群)における RFC1 80G>A 遺伝子多型頻度分布を比較した結果、レスポンダー群において RFC1 

80AA 遺伝子型を持つ患者の割合が有意に高かったと報告されている 60,61)。今回対象とした患者のうち、

生物学的製剤を併用している患者は MTX 治療による効果が認められなかったノンレスポンダー群であるこ

とが考えられる。これらのことを考慮すると、今回の研究における結果はこれらの報告と一致すると考えられ

た。しかし、Wessels らや Takatori らの臨床研究では RFC1 遺伝子型と MTX の効果や毒性との間に関

連は見られなかったということが報告されている 63,72)。RFC1 80G>A SNP は MTX の抗炎症効果に影響

する可能性が高く、今後、臨床応用に向け、葉酸トランスポーター遺伝子に注目した更なる検討が必要で

あると考えられる。  
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第 2 章 末梢血単核球および滑膜における葉酸トランスポーター遺伝子発現量の解析 

 

第 1 節 序論 

 

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 73-75)。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 RFC1 が挙げら

れる 76,77)。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 78-82）。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 MTX を輸送することが判明している 13)。RFC1 と同様に 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 83-85)。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。MTX の細胞内輸送に関わる重要な分子であるとされているが、未だ詳細が不明

であり現在さらなるメカニズム解明のための研究が進められている。 

近年、医薬品研究においてトランスポーターの機能および輸送メカニズムの解明が重要視されてお

り、MTX については特に RFC1 の遺伝子多型と薬効の関連が多く研究され、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が報告され

ている 70,86）。MTX はリンパ球及び滑膜細胞の活性を抑えることで疾患活動を低下させる。従ってそ

れらの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と考えられる。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。本章では、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。 
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第 2 節 対象および実験方法 

 

2-2-1 関節リウマチ患者 

 

2010 年 6 月から 2013 年 12 月の期間に、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、2014 年 4 月から 12 月の期間に 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、関節置換手術により滑

膜の提供が可能な RA 患者 8 名を対象とし、滑膜組織中の遺伝子発現量解析を行った。RA の診断は、

米国リウマチ学会の基準に従った 42)。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

リムス水和物 (商品名:プログラフ®)、レフルノミド (商品名:アラバ®)、ミゾリビン (商品名:ブレディニン®))を

併用している患者は除外した。 

 

2-2-2 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、RA 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。 

 

2-2-3 変形性関節症患者 

 

2014 年 4 月から 12 月の期間に 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変形関節症 

(osteoarthritis,OA)患者のうち、文書による同意を得られ、関節置換手術により滑膜の提供が可能な OA

患者 13 名を対象とし、RA 患者群の滑膜組織中遺伝子発現量に対するコントロール群とした。 

 

2-2-4  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厚生労働省による「臨床研究に関する倫理指針」に従い、静岡県立大

学研究倫理審査委員会および 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。 

 

2-2-5  末梢静脈からの採血および血球分離 

 

すべての RA 患者、OA 患者及び健常人から文書による同意取得後、EDTA-2Na ベノジェクト真空採血

管 (テルモ)を用いて末梢静脈血 5 mL を採取した。採取した血液検体は、第 1 章と同様の方法にて処理

した。 
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2-2-6 滑膜組織検体の処理 

 

滑膜は手術後にて摘出後生理食塩水で濯ぎ、5mm 四方の断片に切り刻み RNA later (Life 

Technologies) に浸け-80℃で保存した。保存していた滑膜断片を解凍後、数片の組織断片を Buffer 

RLT (Qiagen) 500uL 中でポリトロンホモジナイザー (KINEMATICA, Luzern, Switzerland) にて破

砕した。滑膜組織検体は同量に 2 本ずつ作製し、それらを平均化することで組織カ所による差を均等化し

た。 

 

2-2-7  遺伝子多型解析 

 

－80℃で保存していた血球画分から第 1 章と同様の方法でゲノムを抽出した。RFC1 80G>A 遺伝子型

解析は第 1 章と同様の方法で行った。加えて、下記の遺伝子多型を解析した。 

 

2-2-7-1 PCFT 928A>G 遺伝子型解析 

 

PCFT 928A>G の SNP は、アレル特異的 PCR 法により解析した。PCR 反応液 (15 µL)には、ゲノム

DNA 30~50 ng、1.5 mM MgCl2、各 0.3 µM フォワードプライマーおよび A アレル特異的または G アレ

ル特異的リバースプライマー  (ファスマック )、各 200 µM dNTP 混合液  (Life Technologies)、

HotStarTaq Plus DNA polymerase (Qiagen) 0.5 units を加えた。増幅は、サーマルサイクラー 

(Thermal cycler)を用いて 95℃5 分に続き 94℃15 秒、70℃30 秒、72℃45 秒を 49 サイクル行い、その

後 72℃10 分の最終伸長反応を行った。得られた PCR 産物について、エチジウムブロマイド (ニッポンジ

ーン)を添加した 3.0%アガロースゲル (Agarose S)で電気泳動を行い、UV 照射により産物を確認した。遺

伝子型は、各アレル特異的 PCR 産物の有無によって決定した (図 2-3)。また、いくつかのサンプルの遺伝

子多型は、PRISM 310 (Applied Biosystems)を用いたダイレクト・シークエンス法にてバリデーションを行

った。なお、使用したプライマーの配列、PCR 条件および参考文献は表 2-1 に示した。 

 

2-2-7-2 RFC1 -43T>C 遺伝子型解析 

 

RFC1 -43T>C の SNP は、PCR- RFLP 法により解析した。PCR 反応液 (15 µL)には、ゲノム DNA 

30~50 ng、1.5 mM MgCl2、各 0.3 µM フォワードプライマーおよびリバースプライマー (ファスマック)、各

50 µM dNTP 混合液 (Life Technologies)、HotStarTaq Plus DNA polymerase (Qiagen) 0.5 units

を加えた。増幅は、サーマルサイクラー(Thermal cycler, Bio-Rad Laboratories, Berkeley, CA)を用い

て 95℃5 分に続き 94℃1 分、70℃1 分、72℃1 分を 44 サイクル行い、その後 72℃10 分の最終伸長反応

を行った。得られた 215 bp の PCR 産物に、5 U HpyCH4Ⅲ (New England Biolabs)、10×NE buffer 

4、10×BSA を加え全量 10 µL として、37℃で 2 時間反応させ、制限酵素処理を行った。その後、エチジウ

ムブロマイド (ニッポンジーン)を添加した 3.0%アガロースゲル (Agarose S)で電気泳動を行い、UV 照射

により切断産物を確認した。遺伝子型は、PCR 産物の切断パターンによって決定した (図 2-3)。また、いく
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つかのサンプルの遺伝子多型は、PRISM 310 (Applied Biosystems)を用いたダイレクト・シークエンス法

にてバリデーションを行った。なお、使用したプライマーの配列、PCR 条件および参考文献は表 2-1 に示し

た。 
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表 2-1．各遺伝子多型解析の条件 

遺伝子 多型 プライマー配列 
アニーリング温

度 
制限酵素 

制限酵素

反応温度 
参考文献 

PCFT 928A>G 

F: 5'-GGAACGGCTAGATCAGCAATGCC-3' 

R: 5'-CAGGCCCATGAAGAGAGGCATCTCTT-3' (for A allele) 

R: 5'-CAGGCCCATGAAGAGAGGCATCTCTC-3' (for G allele) 

70°C － － － 

RFC1 -43T>C 
F: 5'-GTTTTGCGGGGTAGGGAGGCCTG-3'                                                     

R: 5'-AGCAAAGGTAGCACACGAGGTGC-3' 
70℃ HpyCH4Ⅲ 37°C 65) 

 

F：forward primer, R：reverse primer 

 

 



23 
 

2-2-8 葉酸トランスポーターmRNA 発現解析 

 

2-2-8-1 RNA 抽出 

 

－80℃で保存していた PBMC 及びホモジナイズした滑膜細胞から、RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) 

のスピンプロトコールに従って、Total RNA を抽出した。 

 

2-2-8-2 cDNA 合成 

 

抽出した Total RNA から、High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems) のプロトコール

に従い cDNA 合成を行った。転写反応はサーマルサイクラー (Thermal cycler)を用いて 25℃10 分に続

き 42℃60 分、99℃5 分で行った。 

 

2-2-8-3 リアルタイム PCR 

 

PCFT および RFC1 の mRNA 発現量は、TaqMan® gene expression assay (Applied Biosystems)

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 rS18 RNA (Applied 

Biosystems) を使用した。リアルタイム PCR には 7500 fast Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems) を使用し、反応は 50℃2 分、95℃10 分に続き 95℃15 秒、60℃1 分を 40 サイクルで行っ

た。PBMC および滑膜細胞中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。 

 

2-2-9  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 2854)を用い、第 1 章と同様に計算した。また、クレア

チニン・クリアランスも第 1 章と同様に計算した。患者情報として年齢、体重、性別、MTX 処方量、治療経

過および各検査値などを JA 静岡厚生病院の診療録より取得した。 

 

2-2-10  統計解析 

 

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。有意水準は 5%とし、すべての統計解析は PASW statistics 18 (SPSS) 

を使用して行った。
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第 3 節 結果 

 

2-3-1  末梢血単核球における葉酸トランスポーター遺伝子発現量解析 

 

2-3-1-1 患者背景 

 

PBMC 中の葉酸トランスポーター遺伝子発現量解析対象 RA 患者 56 名の患者背景を表 2-2 に示した。 

 

表 2-2．患者背景 

  RA 患者 

  (n=56) 

年齢 (歳) 66.0 (37-72) 

性別 (男性/女性) 9/47 

体重 (kg) 50.5 (34-95) 

罹病期間 (年) 5.9 (0.6-34) 

クレアチニン・クリアランス (mL/min) 73.62 (30.70-165.78) 

MTX 投与量 (mg/week) 6.0(2.0-10.0) 

DAS28 2.35 (1.21-5.28) 

MMP-3 (ng/mL) 72.00 (21.80-723.10) 

性別の項目以外は、中央値(範囲)で示した。 

 

 

2-3-1-2 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およびRFC1 mRNA発現量とDAS28による疾患活動性の相関を図2-1に示した。

PCFT mRNA 発現量と疾患活動性には相関が認められなかった (r2=0.040, p=0.113)。RFC1 mRNA

発現量は PCFT mRNA 発現量に比べ患者間の個人差が大きく、また有意に疾患活動性と相関していた 

(r2=0.576, p<0.001)。RFC1 mRNA 発現量が多い場合疾患活動性が有意に低値であった。有意な相関

が認められた RFC1 mRNA 発現量にはコントロールとして健常人の RFC1 mRNA 発現量のデータを加

えた。健常人の間における RFC1 mRNA 発現量にも大きな個人差が認められた。また、RFC1 mRNA 発

現量と投与量（体重補正値）との関連を解析したが(図 2-2)、相関は認められなかった (r2=0.047, 

p=0.108)。 
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(a) RA 患者における PBMC 中の PCFT mRNA 発現量と疾患活動性との相関 

 

 

 

(b) RA 患者と健常人における PBMC 中の RFC1 mRNA 発現量と疾患活動性との相関 

 

図 2-1．PCFT および RFC1 mRNA 発現量と疾患活動性との関連 (Spearman の順位相関係数)   
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図 2-2．RA 患者における RFC1 mRNA 発現量と投与量との相関 (Spearman の順位相関係数) 

 

 

2-3-1-3 遺伝子多型と葉酸トランスポーター発現量の関連 

 

遺伝子多型解析結果におけるアガロース電気泳動の結果を図 2-3 に示した。PCFT および RFC1 の遺

伝子多型解析結果を表 2-3 に示した。両群におけるすべての分布は Hardy-Weinberg 平衡に従ってい

た。また、PCFT および RFC1 の遺伝子多型と各々の mRNA 発現量との関連を解析した結果を図 2-4 に

示した。遺伝子多型毎の mRNA 発現量の差は認められなかった。 

 

 

 

   (a) PCFT 928A>G                    (b) RFC1 -43T>C 

(アレル特異的 PCR)                   (PCR-RFLP) 

図 2-3．各遺伝子多型解析におけるアガロース電気泳動結果 
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表 2-3．葉酸トランスポーター遺伝子多型の解析結果 

  遺伝子型 人数 頻度(%) アレル頻度 p 値 a) 

PCFT 

928A>G 

A/A 5 8.9 A 0.232 

0.332 A/G 16 28.6 
  

G/A 35 62.5 G 0.768 

計 56 
 

  
 

  

RFC1          

-43T>C 

T/T 3 5.4 C 0.295 

0.489 C/T 27 48.2 
  

C/C 26 46.4 T 0.705 

計 56 
    

RFC1  

80G>A 

G/G 10 17.9 G 0.411 

0.954 G/A 26 46.4 
  

A/A 20 35.7 A 0.589 

計 56         

a) Hardy-Weinberg 平衡式による予測値と実測値の比較(χ2 検定) 
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(a) PCFT 928A>G 多型毎の 

PCFT mRNA 発現量 

 

  

 

(b) RFC1 -43T>C 多型毎の                       (c) RFC1 80G>A 多型毎の 

RFC1 mRNA 発現量                             RFC1 mRNA 発現量 

 

図 2-4．葉酸トランスポーター遺伝子多型毎の mRNA 発現量 

     中央値±範囲で表した。

0

10

20

30

40

50

60

70

AA             AG               GG

(n=5) (n=16) (n=35)

P
C

F
T

/r
S

18
m

R
N

A

1

10

100

1000

10000

100000

1000000

TT TC             CC
(n=3)       (n=27)        (n=26)

R
F

C
1/

rS
18

m
R

N
A

1

10

100

1000

10000

100000

1000000

GG            GA          AA
(n=10)       (n=26)     (n=20)

R
F

C
1/

rS
18

m
R

N
A



29 
 

2-3-2 滑膜組織における葉酸トランスポーター遺伝子発現量解析 

 

2-3-2-1 患者背景 

 

滑膜組織中の RFC1 mRNA 発現量解析対象 RA 患者 8 名と OA 患者 13 名の患者背景を表 2-4 に

示した。 

 

表 2-4．患者背景 

  RA 患者 OA 患者 

  (n=8) (n=13) 

年齢 (歳) 
72.5                                    

(51.0 ― 85.0) 

77.0                     

(55.0 ― 86.0) 

性別 (男性/女性) 1 / 7 0 / 13 

体重 (kg) 
54.6                                           

(36.5 ― 61.0) 

54.4                                          

(42.0 ― 66.0) 

罹病期間 (年) 
7.5                                          

(0.7-11.9) 

0.4                                          

(0.3 ― 0.4) 

クレアチニン・クリアランス 

(mL/min) 

58.33               

(49.25 ― 90.08) 

62.25               

(15.43 ― 149.84) 

MTX 投与量 (mg/week) 
6.0                                                 

(6.0 ― 8.0) (n=6) 
― 

生物学的製剤 

使用者内訳 

トシリズマブ                          

(商品名：アクテムラ） n=1                   

エタネルセプト                      

(商品名：エンブレル) n=1 

― 

DAS28 
1.72                

(1.49 ― 2.69) 
― 

MMP-3 (ng/mL) 
174.55                            

(88.80 ― 287.90) 
― 

性別と生物学的製剤使用者内訳の項目以外は、中央値(範囲)で示した。 
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2-3-2-2 疾患活動性と葉酸トランスポーター発現量の関連 

 

OA 患者の滑膜組織中 RFC1 mRNA 発現量および、RA 患者の滑膜組織中 RFC1 mRNA 発現量と

DAS28 による疾患活動性との関連を図 2-5 に示した。患者間で RFC1 mRNA 発現量に個人差が認めら

れた。MTX を使用している RA 患者において、滑膜組織中 RFC1 mRNA 発現量と疾患活動性の間には

有意な相関が認められ (r2=0.760, p=0.041)、RFC1 mRNA 発現量が高いと疾患活動性が有意に低下

した。 

また、滑膜組織中 RFC1 遺伝子発現量解析対象 OA 患者の PBMC 中 RFC1 mRNA 発現量および、

RA 患者の PBMC 中 RFC1 mRNA 発現量と DAS28 による疾患活動性との関連を図 2-6 に示した。患

者間で RFC1 mRNA 発現量に個人差が認められた。MTX を使用している RA 患者において、滑膜組織

中 RFC1 mRNA 発現量と疾患活動性の間には有意な相関が認められ (r2=0.810, p=0.037)、RFC1 

mRNA 発現量が高いと疾患活動性が有意に低下した。 

 

 

 

 

図 2-5．OA 患者および RA 患者の滑膜細胞中 RFC1 mRNA 発現量と疾患活動性との関連 

(Spearman の順位相関係数)   
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図 2-6．OA 患者および RA 患者の PBMC 中 RFC1 mRNA 発現量と疾患活動性との関連 

(Spearman の順位相関係数)   
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2-3-2-3 滑膜組織と末梢血単核球の葉酸トランスポーター遺伝子発現量の関連 

 

滑膜組織中 RFC1 遺伝子発現量解析対象 OA 患者および RA 患者の滑膜組織中 RFC1 mRNA 発

現量と PBMC 中 RFC1 mRNA 発現量の相関を図 2-7 に示した。滑膜組織中と PBMC 中の RFC1 

mRNA 発現量は有意な相関が認められた (r2=0.573, p<0.001)。 

 

 

図 2-7．滑膜組織中と PBMC 中の RFC1 遺伝子発現量の相関 (Pearson の順位相関係数)   
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第 4 節 考察 

 

本章では、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 の薬効との関連を検討した。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

が認められた。また、RFC1 遺伝子発現レベルと MTX 投与量の間には相関が認められなかった。従って、

MTX 投与量に関わらず、RA 患者の免疫細胞において RFC1 遺伝子発現レベルが高いほど MTX の取り

込みが活性化し、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。MTX 投与

量とDAS28との間にも相関は認められず、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。さらに、健常人の PBMC における RFC1 の遺伝子発現レベルの

量には個人差が認められた。これらの個人差により MTX への応答性を予測することが可能となることが考

えられる。近年、特に RFC1 80G>A SNP と MTX の効果や毒性との関係が広く研究されている。RFC1 

80G>A と GGH -401C>T の SNP が RA で MTX 治療患者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が報告されている 59）。また、第１章でも述べたとおり、RFC1 80G>A 

SNP は、MTX と生物学的製剤の併用投与における必要性と関連していた 86）。RFC1 は 80G>A 

SNP により膜貫通ドメインでのアミノ酸変異が起こり、細胞内への MTX の取り込みが促進されると報

告されている 62,63)。PCFT は近年同定された葉酸トランスポーターであり、MTX の効果的な輸送体とし

て作用することが報告されている 83）。PCFT 928A>G SNP は、赤血球中の MTX の濃度と相関するとい

う報告もある 87)。しかし、本研究において、PBMC 中の PCFT 遺伝子発現レベルと疾患活動性に相関が

認められなかった。よって PCFT 遺伝子は MTX の薬効において影響力が低いことが考えられる。Bilits ら

は、炎症状態の下で、RA 患者の PBMC における DHFR および GGH の遺伝子発現レベルが顕著にア

ップレギュレートしたことを報告した。MTX 治療により、正常レベルまで葉酸代謝を回復させるが、RFC1 と

PCFT の遺伝子発現量レベルに有意差は認められなかった 88)。よって、RFC1 遺伝子発現レベルは炎症

によって影響されないため、薬物の有効性を予測するためのマーカーとして有用であることが考えられる。 

さらに、RFC1 及び PCFT の遺伝子発現量レベルに影響を与える SNPs をいくつか解析したが、影響を

与える因子は見出されなかった。RFC1 -43T>C の SNP の非野生型対立遺伝子は、RFC1 タンパク質発

現レベルの低下に関連していることが示されている 64)。本研究では、RFC1 mRNA 発現レベルが野生型

において若干高い傾向はあったものの、統計学的有意差は認められなかった。mRNA 発現とタンパク質

発現のメカニズムには違いがあり、mRNA 発現には他の遺伝的多型または薬力学的因子が関与するので

はないかと考える。 

また、滑膜を提供可能な RA 患者と OA 患者において PBMC と滑膜組織中の RFC1 遺伝子発現レベ

ルを解析した。RA 患者、OA 患者のそれぞれにおいて発現量に個人差が認められた。MTX 治療患者に

おいては PBMC、滑膜組織共に RFC1 遺伝子レベルと疾患活動性の間に相関が認められた。さらに RA

患者、OA 患者において PBMC と滑膜組織中の RFC1 遺伝子発現レベルに相関があることを見出した。

従って、MTX 治療をする際に PBMC の RFC1 遺伝子発現レベルを解析することで薬効の予測が可能で
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あることが示唆された。RA 患者の滑膜における MTX 関連遺伝子の発現量を解析した例では Stamp らの

研究があるが 89)、疾患活動性や PBMC 中の遺伝子発現量との関連を示した例はこれまでに報告がない。 

本研究では RA 患者における PBMC 中の RFC1 の遺伝子発現レベルと疾患活動性との相関関係を見

出し、RFC1 遺伝子発現レベルが有用な MTX 薬効予測因子となる可能性が示された。今後、RA におけ

る MTX 治療の有効性向上のために、RFC1 の発現レベルに影響を与える要因を解明するさらなる検討が

必要である。 
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第 3 章 日本人リウマチ患者におけるメトトレキサートの治療薬物モニタリング 

 

第 1 節 序論 

 

MTX は RA のアンカードラックとして用いられる葉酸代謝拮抗薬である。MTX は細胞内でポリグルタミ

ル化され活性体 MTX-PGs に変換され、主要な標的酵素である DHFR を強力に阻害することで葉酸代謝

を阻害し免疫細胞の増殖を抑制する。また、MTX は潜在的な抗炎症物質であるアデノシンの蓄積を促進

することも報告されている 90)。 

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中の 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 31)。赤血球中 MTX-PGs 濃度測定については、以前よりい

くつかの報告がされている 91-99)。高速液体クロマトグラフィ (HPLC)を用い蛍光検出器で定量する方法

93-95)や、蛍光偏光免疫測定法を用いた方法が報告されている 97)。Dervieux らは MTX-PGs を分離定量

できる HPLC 蛍光測定法を開発し 98)、Haandel らは高速液体クロマトグラフ-タンデム型質量分析計

(Liquid chromatography-tandem mass spectrometry, LC/MS/MS)を用いて低用量の MTX-PGs を

分離定量する方法を開発した 99)。しかし、日本人患者において定期的に MTX-PGs 濃度をモニターした

例はほとんどない。赤血球中 MTX-PGs 濃度と薬効や副作用との関連が明らかになれば、赤血球中

MTX-PGs 濃度をモニターし、MTX の効果や副作用のマーカーとして臨床応用できる可能性がある。 

本研究では Haandel らの報告を改変した方法 99)で LC/MS/MS を用い、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、MTX

の薬効や臨床検査値との関連を明らかにすることを目的とした。本研究より得られる成果を基に、赤血球中

MTX-PGs 濃度を薬効や副作用のマーカーとして、MTX 投与量の調節や併用薬の適切な選択を行うこと

ができれば、より効果的で副作用の少ない RA 治療の実現が可能となり、患者の QOL の向上に大きく貢献

するものと期待される。 
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第 2 節 対象および実験方法 

 

3-2-1  関節リウマチ患者 

 

2010 年 6 月から 2013 年 12 月の期間に、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、MTX および生物学的製剤を使用している 437 名から文書による同意を得た。RA の診断

は、米国リウマチ学会の基準に従った 42)。それらの患者のうち、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、本研究の対象とした。187 名の患者のうち、

MTX 単独による治療を行っている患者群 (MTX 群)は 96 名、生物学的製剤を併用している患者群 (生

物学的製剤併用群)は 91 名であった。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

リムス水和物(商品名:プログラフ®)、レフルノミド(商品名:アラバ®)、ミゾリビン(商品名:ブレディニン®))を併用

している患者は除外した。 

 

3-2-2  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厚生労働省による「臨床研究に関する倫理指針」に従い、静岡県立大

学研究倫理審査委員会および 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。 

 

3-2-3  末梢静脈からの採血および血球分離 

 

RA 患者から文書による同意取得後、MTX 濃度がトラフ値となるタイミングで、2 か月に 1 度、1 年間以

上継続的に EDTA-2Na ベノジェクト真空採血管 (テルモ)を用いて末梢静脈血 5 mL を採取した。採取し

た血液検体は、第 1 章と同様の方法にて処理した。 

 

3-2-4  遺伝子多型解析 

－80℃で保存していた血球画分から第 1 章と同様の方法でゲノムを抽出した。RFC1 (80G>A、

-43T>C) 、GGH (－401C>T、－354G>T、452C>T) 遺伝子型解析は第1章、2章と同様の方法で行っ

た。 

 

3-2-5 赤血球検体の処理 

 

 MTX 及び各種 MTX-PGs の指定薬物標準品として、Methotrexate、4-amino-10 –methylpteroyl 

-diglutamic acid (MTX-PG2) 、 4-amino-10- methylpteroyltriglutamic acid (MTX-PG3) 、

4-amino -10- methylpteroyltetraglutamic acid (MTX-PG4) 、4-amino -10-methylpteroylpenta 

-glutamic acid (MTX-PG5) 、 4-amino-10-methylpteroylhexa -glutamic acid (MTX-PG6) 、

4-amino-10-methylpteroylheptaglutamic acid (MTX-PG7) (Schircks Laboratories,Jona, 
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Switzerland)、内部標準物質として重水素化ラベルされた安定同位体の methotrexate-d3 (Toronto 

Research Chemicals,Ontario,Canada)を用い、各々0.1 N 水酸化カリウム (和光純薬工業)にて 10 

mM 溶液とした後、超純水装置 Direct-Q® 3 UV (Millipore,Billerica,MA) にて精製した超純水で必要

濃度まで希釈した。－80℃で保存していた RA 患者の赤血球画分 250 µL に、内部標準物質溶液 0.1 µM

を加えジルコニアビーズ破砕チューブで 1 分間強く撹拌し、溶血させた。また、－80℃で保存していた健常

人(38 歳、男性)の赤血球画分から 250 µL を分注し、同量の MTX 及び各種 MTX-PGs の指定標準品溶

液 0.1 µM、0.05 µM、0.01 µM と内部標準物質溶液 0.1 µM を加え、同様に処理して標準品添加血液サ

ンプルとした。さらに、溶血させた赤血球サンプルに 70%過塩素酸 (和光純薬株式会社、大阪)50 µL を加

え、直ちに 20 秒間強く撹拌し、18,000 ×g で 5 分間遠心し、上清を採取した。上清 250 µL に 3%アンモニ

ア水 (和光純薬) 250 µL と水を加え 3 mL のサンプルとした。その後、solid phase extraction (SPE) カ

ラ ム に よ る 固 相 抽 出 を 行 っ た 。 SPE に は Oasis® HLB 3 cc Extraction Cartridges 

(Waters,Milford,MA) を用いた。SPE カラムを 100%メタノール (和光純薬)で洗浄し、0.1%ギ酸水溶液 

(和光純薬)で平衡化した。その後、3 mL のサンプルをロードし、倍量の 0.1%ギ酸水溶液で洗浄した後、

100%メタノール:3%アンモニア水 (8:2)混液 2 mL で溶出し、40℃で窒素乾固した後、－20℃で遮光保存

した。測定をする直前に移動相 50 µL を加え再溶解し、Syringe Driven Filter Unit 0.20 µm 

(Millipore) を用いて濾過後、HPLC オートサンプラ用ガラスバイアルに注入した。 

 

3-2-6  高速液体クロマトグラフタンデム型質量分析計による定量 

 

 HPLC 条件として、分析カラムに極性基によるエンドキャップ処理が施されている Synergi Hydro-RP 

LC 逆相 C18 カラム 50 × 1.00 mm,4 µm (Phenomenex,Torrance,CA) 、ガードカラムに、AQ C18 4 × 

2.0 mm Security Guard Cartridges (Phenomenex) を 2 個直列に設置した SecurityGuard 

(Phenomenex) を用い、KrudKatcher Classic HPLC In-Line Filter (Phenomenex) を付属して、カ

ラムオーブンは 40.0℃とした。移動相は(A) 5 mM N,N-dimethylhexylamine (DMHA) (Sigma 

Aldrich, St. Louis,MO) を含む ammonium bicarbonate (Sigma Aldrich) にて作成した 10 mM 炭

酸水素ナトリウム水溶液 (pH 7.5)と(B) 5 mM DMHA (Sigma Aldrich) を含むアセトニトリル (HPLC

用,Sigma Aldrich)を用い、流速は 0.2 mL/分、分析時間は 18 分で測定した。測定はリニアグラディエント

域、A を 93 % で 1 分間後、9 分間で A を 70 %とし 3 分間ホールドした後、5 分間で A を 93 %に再平衡

した。サンプルの注入量は 20 µL とし、ニードルは水:アセトニトリル (9:1)混合液で洗浄した。 

 LC 装置は Agilent1100 (Agilent Technologies,Santa Clara,CA) を、MS 装置は API3000 (Applied 

Biosystems) を用い、イオン化はエレクトロスプレーイオン化 (ESI)法により測定した。キャピラリー温度は

500℃とし、イオンモードはポジティブモードとし、スキャンタイプは MRM とした。precursor ion、product 

ion、declustering potential (DP) 、focusing potential (FP) 、entrace potential (EP) 、collision 

energy (CE) 、collision cell exit potential (CXP) の値は Tune モードによる最適化にて決定し、各々

の値を表 3-1 に示した。また、ソース/ガスの値はすべて共通で、collision gas (CAD) 12、curtain gas 

(CUR) 10、nebulizer gas (NEB) 12、ion spray voltage (IS) 5500 Vで設定した。また、自動解析用ソフ

トとして Analyst® Software Version 1.4.1 (Applied Biosystems) を使用した。MTX および各種
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MTX-PGs の赤血球中濃度は、ピーク面積を用いた内部標準法により検量線を作成し、この回帰直線から

算出した。MTX および MTX-PGs 濃度を各々で評価し、また、MTX,MTX-PG2, MTX-PG3, MTX-PG4, 

MTX-PG5, MTX-PG6, MTX-PG7 の合算総濃度を Total MTX-PGs 濃度、MTX-PG2, MTX-PG3, 

MTX-PG4, MTX-PG5, MTX-PG6, MTX-PG7 の合算総濃度を MTX-PG2-7 濃度、MTX-PG3, MTX-PG4, 

MTX-PG5, MTX-PG6, MTX-PG7 の合算総濃度を MTX-PG3-7 濃度、MTX-PG4, MTX-PG5, MTX-PG6, 

MTX-PG7 の合算総濃度を MTX-PG4-7 濃度と表記し評価した。 

 

表 3-1．MTX および各種 MTX-PGs、MTX-d3 の MS/MS の設定域 

 
precursor 

ion (m/z) 

product 

ion (m/z) 

DP 

(V) 

FP 

(V) 

EP 

(V) 

CE 

(eV) 

CXP 

(V) 

MTX 455.3 308.2 40.6 239.6 10.0 29.5 20.5 

MTX-PG2 585.4 308.2 50.6 315.0 8.9 39.1 20.8 

MTX-PG3 713.2 308.0 52.5 334.3 13.0 50.8 21.1 

MTX-PG4 842.6 308.3 55.0 280.7 14.0 57.1 20.6 

MTX-PG5 971.3 308.3 50.0 330.0 10.3 67.3 20.6 

MTX-PG6 1100.6 308.5 50.8 255.0 12.9 77.2 20.0 

MTX-PG7 1229.7 308.2 50.9 200.5 8.0 85.1 20.1 

MTX-d3 458.3 311.3 66.0 300.0 10.0 27.0 18.0 

 

 

3-2-7  治療効果指標 

 

本研究では、患者情報として年齢、体重、性別、MTX 処方量、治療経過、疼痛関節数、腫脹関節数お

よび各検査値(反応性蛋白(C-reactive protein, CRP)、赤血球沈降速度(erythrocyte sedimentation 

rate, ESR)、マトリックスメタロプロテアーゼ-3(matrix metalloproteinase-3, MMP-3)、赤血球数(red 

blood cell, RBC)、平均赤血球血色素量(mean corpuscular hemoglobin, MCH)、平均赤血球容積

(mean corpuscular volume, MCV)、白血球数(white blood cell, WBC)、血小板数(platelet count, 

PLT)、アスパラギン酸アミノ基転移酵素(aspartate transaminase, AST)、アラニンアミノ基転移酵素

(alanine transaminase, ALT)、血清クレアチニン濃度(creatinine, CRE)、血液尿素窒素(blood urea 

nitrogen, BUN)、シアル化糖鎖抗原 KL-6 (sialylated carbohydrate antigen KL-6, KL-6)、リウマチ

因子(rheumatoid factor, RF))を JA 静岡厚生病院の診療録より取得した。RA の疾患活動性の指標とし
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て DAS 2854)を用い、第 1 章と同様に計算した。また、クレアチニン・クリアランスも第 1 章と同様に計算した。

糖質コルチコイドの投与量についても第 1 章と同様に算出した。 

 

 

3-2-8  統計解析 

 

患者背景における性別の比較と、遺伝子型頻度における Hardy-Weinberg 平衡式による予測値およ

び実測値の比較にはχ2 検定を用いて行った。MTX 治療群と生物学的製剤併用治療群との比較および

検査値、疾患活動性の群毎の赤血球中 MTX-PGs 濃度および因子の比較については Mann-Whitney

検定を用いて行った。また、各遺伝子多型の比較には Kruskal-Wallis 検定を用いた。赤血球中

MTX-PGs 濃度と検査値およ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 

(SPSS) を使用して行った。
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第 3 節 結果 

 

3-3-1   高速液体クロマトグラフタンデム型質量分析計 

 

標準品添加血液サンプルと RA 患者血液サンプルのクロマトグラムを図 3-1 に示した。赤血球中

MTX および各種 MTX-PGs を 10 分以内に分離定量することが可能であった。 

全患者の赤血球中 MTX-PGs 濃度はそれぞれ MTX 43.8 (±2.0) nM、MTX-PG2 37.6 (±2.3) nM、

MTX-PG3 22.8 (±2.3) nM、MTX-PG4 2.0 (±0.4) nM、MTX-PG5 0.3 (±0.1) nM、MTX-PG6 <0.1 

nM、MTX-PG7 <0.1 nM、MTX-PGs 合計 106.5 (±6.1) nM (平均値±標準誤差)であり、定量限界

は 0.1 nM であった。 

 

 

(a) 標準品添加血液サンプルのクロマトグラム 

 

 

(b)  RA 患者血液サンプルのクロマトグラム 

 

図 3-1．LC/MS/MS によるクロマトグラム  
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3-3-2  MTX 単剤治療群と生物学的製剤併用治療群の比較 

 

3-3-2-1 患者背景 

 

赤血球中 MTX および MTX-PGs 濃度を測定した 187 名 (MTX 群 96 名、生物学的製剤併用群

91 名)の患者背景を表 3-2 に示した。赤血球中 MTX および MTX-PGs 濃度は、測定した期間中の濃

度を以下のように Area under the curve (AUC) /day で算出した。 

濃度 AUC/day= 

		%&ｔ'	()* 濃度＋ｔ+	()* 濃度,×&ｔ'-ｔ+,. /
  				 + 01ｔ2	()* 濃度＋ｔ'()* 濃度3×1ｔ2-ｔ'3. 4 + ・・・

・・・ + %&ｔ56+()* 濃度＋	ｔ5	()* 濃度,×&	ｔ5-ｔ56+,. /
ｔ7 − ｔ9

:
(nM/day) 

(t1=1 回目の採血日, t2=2 回目の採血日, tn=最終採血日) 

 

表 3-2．MTX 単剤治療群とバイオ製剤併用治療群における患者背景 

  RA 患者 

p 値   MTX 単剤群 生物学的製剤併用群 

  

年齢 (歳) 

(n=96) (n=91) 

66.0  58.0  
<0.001** 

( 34.0  ― 85.0  ) ( 24.0  ― 84.0  ) 

性別 (男性/女性) 14 / 82 15 / 76 0.924  

体重 (kg) 
50.0  53.0  

0.038** 
( 34.0  ― 95.0  ) ( 39.0  ― 85.0  ) 

罹病期間 (年) 
11.0  9.0  

0.327  
( 1.0  ― 25.0  ) ( 2.0  ― 32.0  ) 

MTX 投与量 (mg/week) 
6.0  8.0  

<0.001** 
( 2.0  ― 11.4  ) ( 2.7  ― 14.0  ) 

MTX conc.  

(nM) 

44.199  ± 1.945  44.545  ± 3.329    

0.457 42.045  43.434  

( 11.409  ― 104.994  ) ( 7.630  ― 278.467  ) 

MTX-PG2 conc.     

(nM) 

34.369  ± 1.988  38.658  ± 2.836    

0.163  30.776  31.596  

( 2.344  ― 119.614  ) ( 4.522  ― 223.915  ) 
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MTX-PG3 conc.         

(nM) 

18.875  ± 1.479  22.295  ± 2.237    

0.350   15.047 17.021  

( 0.000  ― 79.928  ) ( 0.000  ― 126.817  ) 

MTX-PG4 conc.         

(nM) 

2.050  ± 0.313  2.292  ± 0.358    

0.395  0.950  1.353  

( 0.000  ― 19.560  ) ( 0.000  ― 18.343  ) 

MTX-PG5 conc.         

(nM) 

0.418  ± 0.109  0.469  ± 0.117    

0.319  <0.001 <0.001 

( 0.000  ― 6.195  ) ( 0.000  ― 6.096  ) 

MTX-PG6 conc.         

(nM) 

0.072  ± 0.037  0.020  ± 0.012    

0.718  <0.001 <0.001 

( 0.000  ― 2.454  ) ( 0.000  ― 0.760  ) 

MTX-PG7 conc.         

(nM) 

0.015  ± 0.015  0.007  ± 0.007    

0.976  <0.001 <0.001 

( 0.000  ― 1.483  ) ( 0.000  ― 0.680  ) 

Total MTX-PGs conc.         

(nM) 

99.998  ± 4.977  112.287  ± 8.106    

0.224  88.466  96.820  

( 14.192  ― 270.815  ) ( 16.892  ― 638.513  ) 

MTX-PG2-7 conc.         

(nM) 

55.799  ± 3.442  63.742  ± 5.137    

0.178  46.475  52.107  

( 2.344  ― 186.036  ) ( 6.360  ― 360.047  ) 

MTX-PG3-7 conc.         

(nM) 

21.430  ± 1.737  25.084  ± 2.534    

0.426  17.638  19.020  

( 0.000  ― 100.579  ) ( 0.000  ― 136.131  ) 

MTX-PG4-7 conc.         

(nM) 

2.555  ± 0.387  2.788  ± 0.415    

0.320  1.078  1.449  

( 0.000  ― 20.651  ) ( 0.000  ― 23.975  ) 

経口糖質コルチコイド         

投与量† (mg/day) 

0.0  0.0  
0.521  

( 0.0  ― 10.0  ) ( 0.0  ― 6.5  ) 

DAS28 
2.14  1.90  

0.224  
( 1.21  ― 4.29  ) ( 1.21  ― 4.15  ) 

Number of Swelling 

Site (points) 

1.0  1.0  
0.605  

( 0.0  ― 14.0  ) ( 0.0  ― 9.0  ) 

Number of Pain Site    

(ponts) 

0.0  0.0  
0.638  

( 0.0  ― 2.5  ) ( 0.0  ― 5.0  ) 
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CRP (mg/dL) 
0.20  0.10  

0.010** 
( 0.10  ― 8.62  ) ( 0.10  ― 5.00  ) 

ESR (mm/hr) 
15.5  10.0  

0.016** 
( 3.0  ― 86.5  ) ( 2.0  ― 70.0  ) 

MMP-3 (ng/mL) 
75.05  57.40  

0.067* 
( 23.60  ― 1370.05  ) ( 16.20  ― 547.85  ) 

RBC (×10^6/µL) 
3.84  3.90  

0.300  
( 2.76  ― 4.87  ) ( 3.11  ― 5.29  ) 

MCH (pg) 
32.33  32.00  

0.861  
( 22.20  ― 36.50  ) ( 18.80  ― 38.30  ) 

MCV (fl) 
96.25  95.50  

0.818  
( 71.90  ― 108.90  ) ( 64.90  ― 112.20  ) 

WBC (×10^3/µL) 
5.58  5.20  

0.010** 
( 3.95  ― 10.85  ) ( 2.20  ― 11.40  ) 

PLT (×10^3/µL) 
233.5  218.5  

0.253  
( 106.0  ― 433.0  ) ( 106.5  ― 383.5  ) 

AST (IU/L) 
23.0  24.0  

0.263  
( 12.0  ― 72.0  ) ( 12.0  ― 72.5  ) 

ALT (IU/L) 
17.7  22.0  

0.144  
( 8.0  ― 86.0  ) ( 6.0  ― 94.0  ) 

Ccr (mL/min) 
83.49  106.68  

<0.001** 
( 38.06  ― 210.69  ) ( 38.65  ― 231.48  ) 

BUN (mg/dL) 
15.63  13.80  

<0.001** 
( 9.00  ― 27.50  ) ( 7.00  ― 22.85  ) 

KL-6 (U/mL) 
228.45  251.68  

0.211  
( 81.60  ― 660.45  ) ( 10.30  ― 712.90  ) 

RF (IU/mL) 
40.0  41.0  

0.625  
( 6.0  ― 550.5  ) ( 4.50  ― 1506.0  ) 

 

性別と赤血球中 MTX-PGs 濃度の項目以外は、中央値(範囲)で示した。 

赤血球中 MTX、MTX-PGs 濃度は平均値±標準誤差および中央値(範囲)で示した。 

†全ての糖質コルチコイド用量をプレドニゾロン用量に換算した。 

a) MTX 単剤治療群と生物学的製剤併用群の比較 (Mann-Whitney 検定) 

*p<0.1, **p<0.05 で示した。 
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3-3-2-2 多変量解析 

 

単変量解析の結果、両群間で p<0.1 となった因子について多変量解析を実施した。p<0.1 となった

10 種類の項目を独立変数とし、尤度比による変数増加法を用いた多重ロジスティック回帰分析を行っ

た (表 3-3)。事前に変数の散布図を観察し、著しく直線関係を示すような変数は存在しないことを確認

した。モデルχ2 検定の結果は p<0.01 で有意であった。判別的中率は 69.1%であった。 

 

表 3-3．MTX 治療群と生物学的製剤併用治療群における多変量解析 

  

年齢 

偏回帰係数 オッズ比(95%CI) p 値 

-0.066 
1.068  

<0.001  
(1.036 ― 1.100) 

モデルχ2 検定 p<0.01 

判別的中率 65.7% 

 

 

3-3-3 治療効果および臨床検査値と遺伝子多型の関連 

 

赤血球中 MTX-PGs 濃度を測定した 187 名のうち MTX 単剤治療群 96 名を対象に、細胞内葉酸

代謝に関わる 2 つのタンパク質の計 5 つの SNPs (RFC1 -43T>C、80G>A、GGH －401C>T、－

354G>T、452C>T) の頻度分布を表 3-4 に示した。両群におけるすべての分布は Hardy-Weinberg 

平衡に従っていた。また、各遺伝子多型と疾患活動性および検査値について単変量解析を行い、

p<0.1 となった因子を表 3-5 に示した。RFC1 -43T>C 遺伝子多型で p<0.1 となる因子は認められな

かった。RFC1 80G>A 多型において、MTX-PG4 濃度に有意な差が認められた(p=0.045)。 
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表 3-4．細胞内葉酸代謝に関わるタンパク質における遺伝子多型の頻度分布 

  遺伝子型 人数 頻度(%) アレル頻度 p 値 a) 

RFC1 -43T>C 

T/T 5 5.2 T 0.240 

0.910 C/T 36 37.5 
  

C/C 55 57.3 C 0.760 

計 96        

RFC1 80G>A 

G/G 16 16.7 G 0.417 

0.962 G/A 48 50.0 
  

A/A 32 33.3 A 0.583 

計 96    
  

GGH -401C>T 

C/C 61 63.5 C 0.797 

1.000  C/T 31 32.3 
  

T/T 4 4.2 T 0.203 

計 96        

GGH -354G>T 

G/G 79 82.3 G 0.906 

0.983 G/T 16 16.7 
  

T/T 1 1.0 T 0.094 

計 96        

GGH 452C>T 

C/C 85 88.5 C 0.943 

0.838 C/T 11 11.5 
  

T/T 0 0.0 T 0.057 

計 96         

 a) Hardy-Weinberg 平衡式による予測値と実測値の比較(χ2 検定) 

 

 

表 3-5．細胞内葉酸代謝に関わるタンパク質における遺伝子多型の解析 

  RFC1 80G>A 

p 値 a) 
 

GG GA AA 

  

MTX 投与量 

(mg/week) 

(n=16) (n=48) (n=32) 

6.0  6.7  6.0  
0.007** 

(4.0 ― 10.0) (2.0 ― 11.4) (2.0 ― 10.0) 

MTX-PG4 conc.     

(nM) 

1.235 ± 0.650 

0.184 

2.941 ± 0.603 

1.940 

2.249 ± 0.600 

1.416 0.045** 

(0.000 ― 8.582) (0.000 ― 19.560) (0.000 ― 13.026) 

Number of Pain 

Site (point) 

0.0 0.0 0.0 
0.057* 

(0.0 ― 2.5) (0.0 ― 2.5) (0.0 ― 1.5) 
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  GGH -401C>T 

p 値 a) 
 

CC CT TT 

  

RF (IU/mL) 

(n=61) (n=31) (n=4) 

30.5  97.5  41.0  
0.010** 

( 6.0 ― 414.0) (22.0 ― 246.0) (26.0 ― 56.0) 

           
  GGH -354G>T 

p 値 a) 
 

GG GT TT 

  

ESR (mm/hr) 

(n=79) (n=16) (n=1) 

13.0  24.0  
36.0  0.010** 

( 3.0 ― 86.5) (3.5 ― 57.0) 

           
  GGH 452C>T 

p 値 a) 
 

CC CT TT 

  

CRP (mg/dL) 

(n=85) (n=11) (n=0) 

0.21  0.10  
― 0.057* 

(0.10 ― 8.62) (0.10 ― 2.74) 

中央値(範囲)で示した。 

a) 遺伝子多型と各因子の比較 (Kruskal-Wallis 検定) *p<0.1, **p<0.05 で示した。 

 

 

3-3-4 治療効果の解析 

 

3-3-4-1 治療効果の影響因子の解析 

 

MTX 単剤治療群 96 名を対象に、DAS28 に基づく疾患活動性、DAS28 に組み込まれる腫脹およ

び疼 痛関 節数 への影 響 因子の解析 を行 った。疾 患活 動性の分類 は The European League 

Against Rheumatism (EULAR) の基準に従い DAS28<2.3 を寛解群、DAS28≧2.3 を未寛解群と

した。腫脹、疼痛関節数は中央値をカットオフ値とし、低値と高値の 2 群に分けた。以上の条件で単変

量解析を行い、p<0.1 となった因子を表 3-6 に示した。DAS28 と疼痛関節数に影響を与える因子は認

められなかった。DAS28 と赤血球中 MTX-PGs 濃度の関連に統計学的有意差は認められなかったが、

腫脹関節数が少ない群では赤血球中 MTX-PG4 濃度が有意に高かった。 
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表 3-6．治療効果の影響因子 

  Number of Swelling Site (points) 

p 値 a) 
 

Low(<1) High(≧1) 

  

年齢 (歳) 

(n=50) (n=46) 

63.0  68.0  
0.029** 

(34.0 ― 84.0) (41.0 ― 85.0) 

体重 (kg) 
52.0  48.0  

0.044** 
(34.0 ― 92.5) (34.5 ― 95.0) 

MTX-PG4 conc.     

(nM) 

3.086 ± 0.484 1.834 ± 0.515 

0.013** 2.070 0.950 

(0.000 ― 13.026) (0.000 ― 19.560) 

a) 腫脹関節数における各因子の比較 (Mann-Whitney 検定)  **p<0.05 で示した。 

 

 

3-3-4-2 疾患活動性と赤血球中 MTX-PGs 濃度の関連 

 

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。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 （図 3-2）。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 3-7 に示し、ROC 曲線を図 3-3 に示した。 
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(a)  疾患活動性と赤血球中 MTX-PG4 濃度の相関 

 

 

 
(b)  疾患活動性と赤血球中 MTX-PG4-7 濃度の相関 

 

図 3-2．各測定ポイントにおける疾患活動性と赤血球中 MTX-PGs 濃度の相関 

     (Spearman の順相関係数)   
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表 3-7．寛解値に対する MTX-PGs 濃度の ROC 解析 

 

MTX-PG4 conc.         

(nM) 

カットオフ値 AUC(95%CI) p 値 

0.431 
0.554 

0.017 
(0.510 ― 0.598) 

MTX-PG4-7 conc.         

(nM) 
0.313 

0.553 
0.020 

(0.508 ― 0.597) 

 

 

  

(a) 寛解値に対する MTX-PG4 の ROC 曲線     (b) 寛解値に対する MTX-PG4-7 の ROC 曲線 

 

図 3-3.寛解値に対する各濃度の ROC 曲線 
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3-3-5 臨床検査値の解析 

 

3-3-5-1 臨床検査値の影響因子の解析 

 

MTX-PGs 濃度を測定した MTX 群 96 名を対象に、MTX に関する臨床検査値を、カットオフ値を

中央値として分けた 2 群間で単変量解析を行い、p<0.1 となった因子を表 3-8 に示した。赤血球中

MTX および MTX-PGs 濃度は、3-3-2 と同様に AUC /day で算出した。 

 

 

 

表 3-8．MTX に関する臨床検査値に影響する因子 

  CRP (mg/dL) 

p 値 a) 
 

Low(<0.2) High(≧0.2) 

  

年齢 (歳) 

(n=48) (n=48) 

63.5  68.5  
0.034** 

(34.0 ― 82.0) (38.0 ― 85.0) 

    
    

  ESR (mm/hr) 

p 値 a) 
 

Low(<16) High(≧16) 

  

年齢 (歳) 

(n=48) (n=48) 

64.0  67.0  
0.030** 

(34.0 ― 83.0) (41.0 ― 85.0) 

    
    

  MMP-3 (ng/mL) 

p 値 a) 
 

Low(<76.0) High(≧76.0) 

  

年齢 (歳) 

(n=48) (n=48) 

63.0  68.0  
0.006** 

(34.0 ― 78.0) (38.0 ― 85.0) 
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  RBC (×10^6/µL) 

p 値 a) 
 

Low(<3.8) High(≧3.8) 

  

MTX conc.         

(nM) 

(n=48) (n=48) 

50.211 ± 2.978 38.187 ± 2.212 

0.002** 47.043  35.647  

(11.847 ― 104.994) (11.409 ― 93.564) 

MTX-PG2 conc.         

(nM) 

40.039 ± 3.368 28.698 ± 1.809 

0.008** 34.273  26.407  

(2.344 ― 119.614) (3.158 ― 70.046) 

MTX-PG3 conc.         

(nM) 

23.454 ± 2.579 14.296 ± 1.140 

0.002** 17.596  13.552  

(0.000 ― 79.928) (0.955 ― 35.408) 

Total MTX-PGs conc.             

(nM) 

116.759 ± 8.381 83.237 ± 4.234 

0.001** 108.302  76.546  

(14.192 ― 270.815) (16.101 ― 153.356) 

MTX-PG2-7 conc.         

(nM) 

66.547 ± 5.963 45.050 ± 2.726 

0.005** 54.928  41.173  

(2.344 ― 186.036) (4.692 ― 91.918) 

MTX-PG3-7 conc.         

(nM) 

26.508 ± 3.066 16.353 ± 1.304 

0.004** 19.869  14.857  

(0.000 ― 100.579) (1.534 ― 40.769) 

年齢 (歳) 
70.0  62.0  

<0.001** 
(38.0 ― 84.0) (34.0 ― 85.0) 

体重 (kg) 
46.0  52.0  

<0.001** 
(34.0 ― 63.0) (40.0 ― 95.0) 

    
    

  MCV (fl) 

p 値 a) 
 

Low(<96.3) High(≧96.3) 

  

年齢 (歳) 

(n=48) (n=48) 

62.0  68.0  
0.063* 

(34.0 ― 85.0) (44.0 ― 84.0) 
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 AST (U/L) 

p 値 a)  Low(<24) High(≧24) 

 (n=51) (n=45) 

MTX conc.  

(nM) 

40.074 ± 2.589 48.874 ± 2.805 

0.019** 38.716 45.604 

(11.847 ― 101.571) (11.409 ― 104.994) 

MTX-PG5 conc.         

(nM) 

0.513 ± 0.246 1.028 ± 0.285 

0.050* <0.001 0.394 

(0.000 ― 5.469) (0.000 ― 6.195) 

Total MTX-PGs conc.  

(nM) 

91.981 ± 6.436 109.083 ± 7.563 

0.047** 80.694 97.228 

(14.192 ― 256.226) (16.101 ― 270.815) 

    

  ALT (U/L) 

p 値 a) 
 

Low(<18) High(≧18) 

  

年齢 (歳) 

(n=48) (n=48) 

62.0  67.5  
0.027** 

(34.0 ― 85.0) (48.0 ― 84.0) 

体重 (kg) 
52.0  49.0 

0.035** 
(34.5 ― 95.0) (34.0 ― 92.5) 

    
  Ccr (mL/min) 

p 値 a) 
 

Low(<83.5) High(≧83.5) 

  

MTX 投与量 

(mg/week) 

(n=48) (n=48) 

6.0  6.4  
0.028** 

(2.0 ― 11.4) (2.0 ― 10.0) 

    

  BUN (mg/dL) 

p 値 a) 
 

Low(<15.6) High(≧15.6) 

  

年齢 (歳) 

(n=48) (n=48) 

63.0  67.5  
0.053* 

(34.0 ― 78.0) (38.0 ― 85.0) 

赤血球中 MTX-PGs 濃度の項目以外は、中央値 (範囲)で示した。 

赤血球中 MTX、MTX-PGs 濃度は平均値±標準誤差および中央値 (範囲)で示した。 

a) 各検査値群における因子の比較 (Mann-Whitney 検定)  *p<0.1,**p<0.05 で示した。
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3-3-5-2 多変量解析 

単変量解析の結果、MTX に関する臨床検査値について高値群、低値群の両群間で違いが p<0.1

となった因子が複数ある項目について、多変量解析を実施した。各々の項目を独立変数とし、尤度比

による変数増加法を用いた多重ロジスティック回帰分析を行った (表 3-9)。事前に変数の散布図を観

察し、著しく直線関係を示すような変数は存在しないことを確認した。モデルχ2 検定の結果は全てに

おいて p<0.01 で有意であった。判別的中率はそれぞれ示した。AST においては回帰式が組まれなか

った。 

 

 

表 3-9．MTX に関する臨床検査値における多変量解析 

CRP 

  

年齢 

偏回帰係数 オッズ比(95%CI) p 値 

0.044 
1.045  

0.039  
(1.002 ― 1.089) 

判別的中率 ： 58.5％ 
   

    
        

ESR 

  

年齢 

偏回帰係数 オッズ比(95%CI) p 値 

0.057 
1.058  

0.022  
(1.008 ― 1.111) 

GGH -354G>T 1.947 
7.009  

0.009  
(1.644 ― 29.888) 

判別的中率 ： 67.4％ 
   

 

        

RBC 

  

体重 

偏回帰係数 オッズ比(95%CI) p 値 

0.105 
1.122  

0.001  
(1.049 ― 1.201) 

MTX conc. －0.05 
1.051 

0.003 
(1.017 ― 1.086) 

判別的中率 ： 68.5％ 
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ALT 

  

体重 

偏回帰係数 オッズ比(95%CI) p 値 

0.043 
1.044  

0.049 
(1.000 ― 1.089) 

判別的中率 ： 61.8％ 
   

 

 

3-3-5-3 臨床検査値と赤血球中 MTX-PGs 濃度との関連 

 

MTX-PGs 濃度を測定した MTX 群 96 名において、検査値と赤血球中 MTX-PGs 各濃度と

MTX-PGs 総和濃度との相関を解析した。赤血球中 MTX および MTX-PGs 濃度は 3-3-2 と同様に

AUC/day で算出した。赤血球中 MTX または MTX-PGs 濃度の増加に伴い、RBC が減少し、AST

が増加する傾向が認められた (図 3-4)。 

 

 

(a)                                           (b) 

 

 

(c)                                           (d)
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(e)                                          (f) 

図 3-4-1．RBC と(a) MTX (b) MTX-PG2 (c) MTX-PG3 (d) Total MTX-PGs (e) MTX-PG2-7  

(f) MTX-PG3-7 濃度の相関 

 

 

 

 

図 3-4-2．AST と MTX 濃度の相関 

 

図 3-4. 検査値と赤血球中 MTX-PGs 濃度の相関 (Spearman の順相関係数) 
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第 4 節 考察 

 

 MTX は、抗がん剤や抗炎症薬として広く用いられている薬剤の一つである。低用量の MTX は、1 週

間毎のパルス療法として経口で投与され、RA の治療に広く用いられている 100,101)。MTX は細胞内で、

MTX-PGs に変換されてから葉酸代謝の関連酵素に結合し酵素活性を阻害する 102)。MTX 投与中の

患者では、しばしば肝機能不全や骨髄抑制、間質性肺炎のような副作用が見られるため、MTX の治

療薬物モニタリング (therapeutic drug monitoring, TDM)は抗がん剤として MTX を大量に投与中

の患者に対し臨床的に行われている。血清中 MTX 濃度は MTX を投与中および投与後、定期的にモ

ニターされるが、低用量 MTX 療法を受けている RA 患者においては、血清中 MTX の蓄積性はほと

んどなく、血清中濃度を TDM に用いることは困難である。血清中 MTX 濃度の代わりに、赤血球中に

蓄積した MTX-PGs が MTX の効果や副作用のマーカーとして応用できる可能性が示唆されている 31)

が、日本人における報告はほとんどない。多くの研究者が赤血球中 MTX-PGs 濃度の定量法を報告し

ている 91-99)が、継続的に MTX-PGs をモニターしている例は少なく、臨床応用にも至っていない。 

本章では、Haandel らの方法 99）を改変し、LC/MS/MS を用いて、継続的に MTX-PGs をモニター

することを試みた。極性エンドキャップ C18 カラムを用い、移動相をグラディエントモードで最適化するこ

とで、10 分以内に MTX-PGs を定量限界 0.1 nM で分離定量することを可能とした。MTX 単剤治療

群と生物学的製剤併用治療群で比較をしたところ、MTX 単剤治療群の方が、MTX 投与量が有意に

少ないのに対し赤血球中 MTX-PGs 濃度に統計学的に有意な差は認められなかった。多変量解析に

おいては生物学的製剤の使用に年齢が影響していることが示された。主に年齢の若い患者が生物学

的製剤を使用していることが示され、近年、早期から生物学的製剤を積極的に使用することで寛解を

目指すことが可能となってきたことや、以前は高齢者における生物学的製剤の安全性が確立されてい

なかったことなどの時代背景によるものであると考えられた。 

また、MTX 単剤治療の患者を対象に遺伝子多型や薬効、臨床検査値と赤血球中 MTX-PGs 濃度

の関連を検討した。RFC1 80G>A SNP においては、AA 群では投与量が他の群より少ないが、疼痛

関節数が少なくなる傾向にあった。また、GG 群は GA 群や AA 群と比べ赤血球中 MTX-PG4 濃度が

有意に低値であった。RFC1 80G>A SNP の AA 多型は MTX の薬効に関連することが以前にも報告

されており 71,86)また本研究において MTX-PG4 が疾患活動性に影響を与えることが示唆され、RFC1 

80GG 群では MTX-PG4 濃度が低いため MTX の効果が低下することが考えられた。また、GGH 

-401C>T SNP では他の群に比べ CC 群において RF が低かった。GGH -354G>T SNP の GG 群で

は ESR が低く、GGH452C>T SNP の CC 群において CRP が高かった。これまでに、GGH -401C>T 

SNP において TT 群では CC 群、CT 群に比べ CRP が高いという報告がされている 71)。RA 患者の抗

炎症薬物療法において CRP および RF 値の減少と臨床的な改善が関連していたことから 103)、CC 群

では RF が低いことで炎症が低下することが考えられた。GGH －354G>T は GGH のプロモーター活

性を上昇させることにより GGH の発現レベルを上昇させ、MTX-PGs レベルに影響を与えることが知ら

れており 44)、また GGH 452C>T SNP はアミノ酸変異が起こり 45)MTX-PGs が細胞内に蓄積しやすく

なるため、そのようなメカニズムが炎症に影響を与えるのではないかと考える。MTX-PGs 濃度と MTX

の細胞内動態に関わる遺伝子多型との関連性の報告はいくつかあるが 44,46,87,95,97,99,104) 、MTX-PGs
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濃度と遺伝子多型の関連はあまり明らかになっていない。Dervieux らは RA 患者において、RFC1 

80AA 遺伝子型の患者では、他の遺伝子型を持つ患者に比べて赤血球中 MTX-PGs レベルが高いこ

とを報告している 51)。また、抗がん剤として MTX による治療を受けている小児白血病患者を対象とした

Laverdiere らの報告では、RFC1 80AA 遺伝子型を持つ患者は GG、GA 遺伝子型の患者と比較し

て血漿中 MTX 濃度が高いことが示されている 105)。本研究でも RFC1 遺伝子多型における MTX-PG4

濃度の差による疾患活動性への影響を示した。 

疼痛、腫脹関節数と赤血球中 MTX-PGs 濃度の関連を検討したところ、腫脹関節数が少ない群で

は赤血球中 MTX-PG4 濃度が有意に高いことが認められた。また、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-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。さらに、各濃度が寛解値に達す

る濃度を解析したところ、MTX-PG4 濃度が 0.431nM、MTX-PG4-7 濃度が 0.313nM となった。 

また、MTX に関する臨床検査値への MTX-PGs 濃度等の影響を検討した多重ロジスティック解析

分析の結果、臨床検査値に与える影響がほとんどの場合体重や年齢であった中、赤血球数には MTX

濃度が影響していた。よって、MTX 投与量を増やす際には MTX 濃度の上昇を考慮することで貧血を

抑えられる可能性があることが期待された。更に、赤血球中 MTX や MTX-PGs 濃度が増加すると、赤

血球数が減少し、AST が増加する傾向が認められた。赤血球中 MTX および各種 MTX-PGs 濃度を

モニタリングすることで、貧血や肝障害を未然に防ぐことができる可能性が示された。 

各種 MTX-PGs 濃度に注目してみると、活性体となった MTX-PGs の中でも付加するポリグルタミル

酸が長鎖である MTX-PG4-7、特に MTX-PG4 が高濃度だった患者では良好な治療効果が得られてい

ることが認められた。海外の治療では、RA の疾患活動性の高い群に比べて低い群では MTX-PGs 濃

度が著しく高いという報告があり(30、赤血球中 MTX-PGs 濃度が 50 nM 以上の患者では、良好な治療

反応があるという報告もある(31。また、MTX 投与量が多い患者は、比較的長鎖の MTX-PGs 濃度が高

いといった報告や 32,33)、特に MTX-PG5 が疾患活動性の改善に重要である報告がされている 106）。本

研究においても長鎖の MTX-PGs が薬効に影響することを示した。また、比較的高用量の MTX を投

与されている患者は総 MTX-PGs 濃度に対する長鎖の MTX-PGs (MTX-PG4-7)の濃度の割合が高く

なることが認められたため、MTX 非応答者でも、MTX を増量することで炎症が改善される可能性が考

えられた。投与直後の血清中の MTX モニタリングにより肝毒性や血球減少を検出する報告や 107)赤血

球中 MTX-PGs 濃度が副作用を持つと高くなる傾向がある報告がある 31)。また、RA 治療において

MTX-PGs 濃度と副作用との関連はなかったという報告もあるが 58,108)、RA における赤血球 MTX-PGs

濃度と副作用の関連を示す報告は未だ少ない。 

赤血球中 MTX-PGs 濃度は変動や個人差が大きく、副作用との関連も不明な点が多いため、引き

続きさらなる研究が必要である。日本人 RA 患者の低用量 MTX 療法における効果と毒性のマーカーと

しての MTX-PGs 濃度モニタリングの実用性を評価するためには、臨床応用に向けたさらなる大規模な

解析を行う必要があると考えられる。 
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総括 

 

RA は医療が発展した現在社会においても今なお予防や完治することは困難であり、明確な原因が

不明の自己免疫疾患である。進行性関節破壊が主要な病態であるため、高齢化が進む現在の日本に

おいて、RA による身体障害を有する高齢患者が今後増加していくことが懸念される。RA 患者の QOL

を向上させるためには、早期に RA を診断し、治療を開始し、早期に完全寛解に持って行き寛解を維

持することが重要である。RA では現在 MTX がアンカードラッグとして位置づけられており、低用量パル

ス療法が広く用いられている 2,3)。さらに我が国においては 2011 年には 16mg/週まで投与可能となり、

第１選択として投与できるようになった。しかし MTX は、効果や副作用に個人差が大きく、投与量設定

の難しい薬剤の一つである。MTX は複雑な細胞内動態をたどり、さらに薬物応答性の個人差の原因と

してその動態に関わるタンパク質の遺伝子が注目されており、MTX を用いた薬物治療ではそれらの遺

伝子の多型や発現量と MTX の効果・毒性との関連の重要性が示唆されている 9,71,89,109-116)。また、

RA 患者において赤血球中 MTX-PGs 濃度と疾患活動性の間に関連があることも報告されている 30-33)。

MTX による薬物治療開始時に、RA 患者において MTX 治療に影響を与える遺伝子多型情報の解析

や、投与中の治療薬物モニタリングを行い、それらを臨床応用することができれば、個々の患者に対し

てより効果的でかつより安全な薬物治療を行うことができる。このような個別化薬物治療は、患者により

よい治療を施し、QOL を改善できるだけでなく、医療経済学的にも多大なメリットがあると考えられる。ま

た RA 治療においては、代表的な病態である炎症や、肝障害、感染症などの有害事象におけるモニタ

リングが重要である。これまでにも様々なマーカーが RA における炎症のモニタリングに使用されている

が、他の炎症性疾患によっても上昇するようなマーカーが多く、RA の本質的要因によって上昇するよ

うなバイオマーカーが求められている。また RA による炎症に特異的なバイオマーカーが発見されれば、

RA の病因解明につながることも考えられる。 

本研究では、日本人 RA 患者における赤血球中 MTX-PGs 濃度ならびに葉酸代謝関連タンパク質

遺伝子多型や葉酸トランスポーター遺伝子発現量と、MTX の薬効や毒性に関する研究を行った。第 1

章では、葉酸の取り込みおよび代謝に関わる遺伝子多型のうち、MTX の薬理作用に直接影響する因

子として DHFR 19 bp deletion、TS 28 bp tandem repeat、6 bp deletion、ATIC 347C>G、および

MTX の細胞内での動態に影響を与える因子として RFC1 80G>A、GGH －401C>T、－354G>T、

452C>T と RA 患者における薬効との関連について検討した。その結果、MTX の薬効が十分に認めら

れるレスポンダー群と、MTX の薬効が不十分のため、バイオ製剤を併用しているノンレスポンダー群で

は RFC1 80G>A の頻度分布が有意に異なり、レスポンダー群では A アレルを有する割合が高いこと

が示唆された。MTX による治療効果が不十分な患者に対しては、バイオ製剤を早期使用することで関

節炎症の抑制だけでなく、関節破壊の抑制も期待でき、患者の QOL の向上につながると考えられた。 

第 2 章では、MTX を細胞へ取り込む葉酸トランスポーターの RFC1、および近年同定された PCFT

に注目し、MTX 単剤にて治療している RA 患者において、末梢血単核球における遺伝子発現量を解

析し、薬効との関連を検討した。PCFT mRNA 発現量と疾患活動性には関連は認められなかったが、

RFC1 mRNA 発現量は PCFT と比べ個人差が大きく、RFC1 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た。RFC1 mRNA 発現量と MTX 投与量、また疾患活動性と MTX 投与
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量の間には相関が認められなかったため、疾患活動性と RFC1 遺伝子発現量の重要な関連性が示唆

された。健常人の末梢血単核球における RFC1 mRNA 発現量にも大きな個人差が存在したため、個

人の RFC1 遺伝子発現量を解析することにより MTX の薬効が予測できる可能性が考えられた。また、

滑膜組織中と末梢血単核球中の RFC1 mRNA 発現量を解析したところ有意な相関が認められた。従

って、滑膜組織における病変が末梢血単核球に反映されているため、末梢血単核球中における

RFC1 遺伝子発現量を解析することで滑膜組織の病変を含めた薬効予測ができる可能性が示された。 

第 3 章では、RA 患者の赤血球中 MTX および MTX-PGs 濃度を継続的に測定し、薬効および臨

床検査値との関連について検討した。RFC1 80G>A 遺伝子多型において赤血球中 MTX-PG4 濃度

の有意差が認められた。MTX 単剤治療患者において、赤血球中 MTX および MTX-PGs 濃度と疾患

活動性の関連を解析した結果、MTX-PG4、MTX-PG4-7 濃度が増加すると疾患活動性が低下する傾

向が認められた。また、臨床検査値との関連を解析したところ、赤血球中 MTX や MTX-PGs 濃度が増

加すると、赤血球数が減少し、AST が増加する傾向が認められた。MTX を増量しポリグルタミル酸が

長鎖に付加する MTX-PG4-7 濃度を上昇させることで効果が得られ、MTX-PGs 濃度をモニタリングす

ることにより肝障害や血球数減少を未然に防ぐ可能性が考えられた。 

本研究の結果は、RA 患者の遺伝的背景を考慮した薬物動態解析ならびに個別化 MTX 投与設計

を行うことで MTX 療法の最適化に重要な情報を提供するものである。今後、RA における個別化薬物

療法の実現のため、さらに大規模な臨床研究において遺伝子解析や血中濃度等の、様々な要因を組

み合わせた、エビデンスレベルの高い検討を実施することが期待される。 
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