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はじめに

MPO-ANCA関連血管炎，なかでも顕微鏡的多発血管

炎（microscopic polyangiitis）は欧米にくらべてわが国

に多い血管炎である1�．50〜60 代に好発し，腎糸球体を

はじめとする小血管を主体に血管壁のフィブリノイド壊

死をきたし，糸球体では半月体形成性壊死性糸球体腎炎

の像を呈する．ミエロペルオキシダーゼ（myeloperoxi-

dase：MPO）を対応抗原とする抗好中球細胞質抗体

（anti-neutrophil cytoplasmic antibody：ANCA）が病態

に密接に関係しており，好中球やリンパ球など末�血の

白血球が病因において重要な役割を果たしていると考え

られている．しかしながら，詳細な発症機序は不明であ

るため，治療としてはステロイド剤を中心とした非特異

的な免疫抑制療法がおこなわれるにとどまり，また，薬

剤の使用方法についてもこれまで施設間で統一されたも

のはなかった．Ozaki らはわが国におけるMPO-ANCA

関連血管炎の標準的治療プロトコール策定を目的とし

て，多施設共同前向き臨床試験 JMAAV を実施した2�．

JMAAV 試験では，研究期間中に新たに MPO-ANCA

関連血管炎と診断された 48 症例を対象として，病変の

部位および分布をもとに重症度を評価し，策定した重症

度別プロトコールに準拠した治療がおこなわれた．48 症

例の重症度の内訳は，軽症例 23 例，重症例 23 例，最重

症例 2例であった．どの重症度に対する治療プロトコー

ルもステロイド剤とシクロホスファミドをはじめとする

免疫抑制剤の組み合わせよりなっており，重症度別にそ

の使用方法が規定されている．治療開始後の経過を追跡

し得た 47 症例のうち 42 症例が寛解に至り，寛解導入率

は 89.4％と高いものであった．一方，寛解後に再燃をき

たした症例が 8 例あり（再燃率 19.0％），研究期間中の

死亡は 5例（死亡率 10.6％）であった．われわれは，治

療前もしくは治療開始後の早期に個々の症例の治療反応

性を予測できれば，反応性不良と予測された症例に対し
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JMAAV試験では，MPO-ANCA関連血管炎の重症度別治療プロトコールの有用性が検討された．その結

果，策定したプロトコールにもとづいて治療をおこなった場合，89.4％という高い確率で寛解が得られる

ことが示された．一方，約 20％の症例が再燃し，研究期間中の死亡率は約 10％であった．われわれは，

MPO-ANCA 関連血管炎のさらなる予後改善を目的として，JMAAV 試験に登録された症例の治療前お

よび治療開始 1週間後の末�血について網羅的遺伝子発現解析（トランスクリプトーム解析）をおこなっ

た．治療後に寛解し，その後も寛解が維持された症例において，88 個の遺伝子が治療前後で統計学的に有

意な発現変化を示した．このうち，治療後に発現が低下した遺伝子は 66 個，治療後に発現が上昇した遺伝

子は 22 個であった．これらのなかから，MPO-ANCA 関連血管炎の治療反応性を治療開始後の早期に予

測する 16 個の遺伝子を抽出した．
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て厳重な経過観察により再燃を未然に把握し，付加的な

治療をおこなうことにより，最終的な予後の改善に寄与

できる可能性があると考えた．

�．治療前末�血の遺伝子発現プロフィール
と重症度および治療反応性

治療前および治療開始後 1 週間の時点で採取した

MPO-ANCA 関連血管炎患者 12 症例の末�血をサンプ

ル と し て，Affymetrix 社 の Human Genome Focus

Array を用いたトランスクリプトーム解析をおこなっ

た．この gene chip には，炎症反応や免疫反応などに関

わる 8,797 個のヒト遺伝子が搭載されている．本解析に

用いた 12 症例の内訳は，軽症例 6例，重症例 5例，最重

症例 1例であり，治療後の経過は，寛解維持例 9例，寛

解後再燃例 2例，非寛解死亡例 1例であった．はじめに，

治療前末�血遺伝子発現プロフィールが重症度と相関す

るか検討した．12 症例を軽症例（6例）と重症または最

重症例（計 6例）の 2 群に分け，遺伝子発現の差を比較

したが，両者のあいだで統計学的に有意な発現差を示す

遺伝子は認められなかった．つぎに，治療前末�血遺伝

子発現プロフィールが治療反応性と相関するか検討し

た．12 症例を寛解維持例（9例）と寛解後再燃または非

寛解死亡例（計 3例）の 2 群に分け，遺伝子発現の差を

比較したところ，62 個の遺伝子について，両者のあいだ

で統計学的に有意な発現差が認められた．そこで，62 遺

伝子のうち有意性の高かった上位 45 遺伝子を選択し，

35 症例（寛解維持例 26 例，寛解後再燃例 7例，非寛解例

2例）について，BioMark システム（Fluidigm 社）によ

る定量的発現解析をおこなった．BioMark システムはハ

イスループットのリアルタイム reverse transcriptase

（RT）-PCR 法であり，gene chip 解析にくらべ，遺伝子

発現の定量性にすぐれている．その結果，寛解維持群（26

例）とそれ以外の群（計 9 例）のあいだに，統計学的に

有意な発現差を示す遺伝子は認められない，という結果

になった．サンプル数が増えたこと，ならびに，より厳

密な定量解析をおこなったことにより，当初の有意性が

棄却されたものと考えられた．

�．治療前後の末�血における遺伝子発現の
変化と治療反応性

そこで，gene chip 解析に用いた 12 症例のうち，治療

開始の 6 週後に寛解が導入され，その後も寛解が維持さ

れた 9症例について，治療前と治療後 1 週間の末�血に

おける遺伝子発現の変化を検討したところ，88 遺伝子が

治療前後で統計学的に有意な発現変化を示した（図❶）．

このうち，治療後に発現が低下した遺伝子は 66 個，発現

が上昇した遺伝子は 22 個であった．寛解後に再燃した 2

例および寛解に至らず死亡した 1例の計 3例では，治療

前後で統計学的に有意な発現変化を示す遺伝子は認めら

れなかった．

�．治療開始後の早期に治療反応性を予測
する最適遺伝子の抽出

上記検討において抽出された 88 遺伝子のなかから，

再現性の確認された 30 遺伝子を選定して Applied Bio-

systems 社製 TaqMan Low Density Array（LDA）を作

製し，解析した．LDA は BioMark システムと同様，リ

アルタイム RT-PCR 法を応用した遺伝子発現解析法で

あり，gene chip 解析にくらべて定量性にすぐれている．

この方法で治療前後の末�血の遺伝子発現を解析した症

例は 22 症例であり，その内訳は，寛解維持例 17 例，寛

解後再燃例 4例，非寛解死亡例 1例であった．この 22 症

例をトレーニングサンプルとし，30 遺伝子のなかから無

作為に 16 個の遺伝子を選択し，重回帰分析を実施した．

その際，寛解維持症例を「治療反応性良好群：0」，寛解

後再燃症例および非寛解死亡症例を「治療反応性不良

群：1」というダミー変数（目的変数）に変換した．治療

反応性，すなわち目的変数に与える影響度を求め，それ

が最小であった遺伝子を除き，解析に加えなかった別の

遺伝子（30 個の遺伝子のうち，最初に選択した 16 個の

遺伝子以外の 14 個のなかから 1つ）を代わりに加えて，

重回帰分析をくり返し実施した．加える遺伝子がなく

なった後は，影響度が最小となった遺伝子を除いて重回

帰分析をおこない，最終的に遺伝子が 1つになるまで重

回帰分析を実施した．以上の解析をおこなった遺伝子の
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組み合わせのなかから，Akaike の情報量基準 Akaikeʼs

Information Criterion（AIC�3�が最小となる予測精度の

最も高い「最適な回帰モデル」を決定した．

�．最適遺伝子診断セットを用いた
治療反応性の予測

「最適な回帰モデル」を作製するために選択された遺

伝子は 16 個で，この 16 個の遺伝子を「MPO-ANCA関

連血管炎の治療反応性を治療開始後の早期に予測する最

適遺伝子診断セット」と命名した（表❶）．16 個の遺伝子

の治療前後における発現変化 bbCt を以下の計算式に代

入することにより，治療反応性予測値 Outcome index

を求めることができる．なお，bbCt はリアルタイムRT-

PCRにより求められる指数である．Outcome index が 0

に近ければ反応性良好と予測され，1 に近ければ反応性

不良と予測される．

Outcome index＝0.844044085142021＋

�0.736608168793488�×�2−bbCt of IRF7�＋

�−0.322838158450077�×�2−bbCt of IFIT1�＋

�−1.43874462149203�×�2−bbCt of IFIT5�＋

�−0.183642900058098�×�2−bbCt of OASL�＋

�0.0484321399637678�×�2−bbCt of CLC�＋

�−0.83509962882179�×�2−bbCt of GBP1�＋

�0.380999598038957�×�2−bbCt of PSMB9�＋

�0.366291679647718�×�2−bbCt of HERC5�＋

�−0.911075828160401�×�2−bbCt of CCR1�＋

�−0.842873405247722�×�2−bbCt of CD36�＋

�0.429218020321458�×�2−bbCt of MS4A4A�＋

�0.932404175504654�×�2−bbCt of BIRC4BP�＋

�0.71507830637659�×�2−bbCt of PLSCR1�＋
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治療後に発現低下を
示す66遺伝子

治療後に発現上昇を
示す22遺伝子

治療前 治療開始1週間後

図❶ 寛解維持症例における治療前後の遺伝子発現変化（投稿中)
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�0.0109975921341484)×�2−bbCt of DEFA1／DEFA3)＋

�−0.0178729363274759)×�2−bbCt of DEFA4)＋

�−0.0607758234431297)×�2−bbCt of COL9A2)

最適遺伝子診断セットを搭載した TaqMan LDA を用

いて，前述の 22 症例について治療反応性の予測をおこ

なった結果は，「反応性良好」または「反応性不良」の実

際の臨床経過に対して，R2＝0.9898 と高い一致率を示し

た（図❷）．

�．抽出された遺伝子の発現変化が示す意味

「MPO-ANCA 関連血管炎の治療反応性を治療開始後

の早期に予測する最適遺伝子診断セット」として抽出さ

れた 16 個の遺伝子のうち，13 個は治療後に発現低下を

示す遺伝子であり，3 個が発現上昇を示す遺伝子であっ

た（表❶）．治療後に発現低下を示す遺伝子には，inter-

feron regulatory factor（IRF）family の遺伝子や inter-

feron-induced protein with tetratricopeptide repeats

（IFIT）family の遺伝子，2ʼ-5ʼ-oligoadenylate synthe-

tase（OAS）family の遺伝子などインターフェロン関連

遺伝子が多く含まれている．しかしながら，Lyons ら4)

によると，末�血の CD4 陽性 T 細胞におけるインター

フェロン特性 interferon signature は，ANCA 関連血管

炎では全身性エリテマトーデス（systemic lupus eryth-

ematosus：SLE）にくらべて顕著ではないと報告されて

いる．この点についてはさらなる解析が必要であるが，

本研究で認められたインターフェロン関連遺伝子の治療

による発現低下は，MPO-ANCA関連血管炎の病態その

ものというよりは治療効果を反映した結果であるのかも

しれない．一方，治療後に発現上昇を示す遺伝子には

defensin が含まれていた．この分子は SLE では発現が

増加しており，治療によってその発現が低下する分子と

して知られている5)6)．MPO-ANCA 関連血管炎で治療

後に発現が上昇する意義については明らかではないが，
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表❶ MPO-ANCA関連血管炎の治療反応性を治療開始後の早期に予測する最適遺伝子診断セット

IFIT1

Collagen, typeⅨ, alpha 2

Interferon regulatory factor 7

Description

DecreaseDefensin, alpha 4, corticostatin

PLSCR1

DecreaseDefensin, alpha 1／Defensin, alpha 3, neutrophil-specificDEFA1／DEFA3

IncreaseInterferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1

MS4A4A

IncreaseXIAP associated factor-1BIRC4BP

IncreasePhospholipid scramblase 1

IncreaseChemokine（C-C motif）receptor 1CCR1

IncreaseCD36 antigen（collagen typeⅠ receptor, thrombospondin receptor)CD36

IncreaseMembrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 4

OASL

IncreaseGuanylate binding protein 1, interferon-inducible, 67 kDaGBP1

IncreaseProteasome（prosome, macropain）subunit, beta type, 9（large multifunc-

tional peptidase 2)

PSMB9

IncreaseHect domain and RLD 5HERC5

IncreaseCharcot-Leyden crystal proteinCLC

IncreaseInterferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 5IFIT5

Increase2ʼ-5ʼ-oligoadenylate synthetase-like
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実際の治療反応性（0：良好，1：不良）

0.20

R2＝0.98977

図❷ 最適遺伝子診断セットを用いた治療反応性の予

測結果と実際の臨床経過の相関

縦軸：予測値，横軸：実際の臨床経過（0：治療

反応性良好，1：治療反応性不良)
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治療に対する defensin の発現変化の違いが MPO-AN-

CA 関連血管炎と SLE の病因・病態の違いを反映してい

る可能性があり，今後の検討課題である．

おわりに

MPO-ANCA 関連血管炎患者の治療前末�血遺伝子

発現プロフィールと，疾患の重症度ならびに治療反応性

とのあいだには，明らかな相関は認めなかった．しかし

ながら，治療前と治療開始 1週間後の末�血をサンプル

として，最適遺伝子診断セットの 16 個の遺伝子発現変

化を調べることにより，治療開始後の早期に治療反応性

を予測できる可能性が示された．MPO-ANCA関連血管

炎患者の治療反応性を治療開始後の早期に予測し，反応

性不良が予測される場合には，厳重な経過観察により再

燃を未然に把握し，付加的な治療をおこなうことにより，

最終的な予後の改善に寄与できる可能性がある．
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