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要旨 

 

関節リウマチ(Rheumatoid arthritis : RA)は滑膜の炎症、関節軟骨および骨破壊

が生じる全身性自己免疫疾患の一種である。RA の病態は多種多様であり、疾患

の発症を誘発させる要因も患者によって様々である。要因例としては環境、タ

ンパク質の翻訳後修飾、エピジェネティックな遺伝子制御、更には RA 発症の確

率を上げる遺伝子群などが考えられている。病気の複雑さは臨床的な様々な特

徴からも推測され、疾患修飾性抗リウマチ薬や生物学的製剤を使用した際の患

者の治療反応性の違いもそれを示唆している。この多様な活動性や病態の差異

を総合的に表現・説明できるバイオマーカーを見いだすことができれば、RA の

治療および病態のさらなる解明に役立つことが考えられた。 

本研究では、関節リウマチ(RA)患者の疾患活動性を評価するバイオマーカー

を探索する目的で、CE-Q-TOFMS(capillary electrophoresis quadrupole time-of-flight 

mass spectrometry)を用いたメタボロミクス解析により、RA 患者の疾患活動性を

評価する DAS(disease activity score)28-ESR(erythrocyte sedimentation rate: 血液沈

降速度)指標に関連して変動する代謝産物を調べた。32 名の高活動性 RA 患者

(DAS28-ESR≥3.2)と 17名の低活動性RA患者(DAS28-ESR<3.2)の血漿と尿を採取

して解析し、DAS28-ESR と、弱いながら有意に正または負の相関がある代謝産

物を、血漿からは 15 種、尿からは 20 種類見出した。また、高活動性患者と低

活動性患者での比較では、血漿で 9 種、尿では 15 種類の代謝産物量に有意差の

あることが判明した。これらの結果をふまえ、血漿と尿から DAS28-ESR と有意

に正または負の相関があり、かつ高活動性と低活動性患者間で有意差のある合

計 11 種類の代謝産物をバイオマーカー候補として選出した。続いて、RA の高

疾患活動性と低疾患活動性を判別する多重ロジスティック回帰モデル作成を試

みたところ、血漿中の histidine と guanidoacetic acid、尿中の hypotaurine の３つ

の代謝産物により、ROC 曲線下面積値の高い（AUC=0.8934）モデルを作成でき

た。本結果より、血漿と尿のメタボロミクス解析を組み合わせることでより正

確で信頼性の高い RA の疾患状態の把握が可能になることが示唆された。 
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略語表 

 

ACPA: antibodies to citrullinated protein antigens 

ACR: american college of rheumatology 

AGAT: arginine:glycine amidinotransferase 

APC: antigen presenting cell 

bDMARDs: biological disease modifying anti-rheumatic drugs 

CDAI: clinical disease activity index 

CE-Q-TOFMS: capillary electrophoresis quadrupole time-of-flight mass spectrometry 

csDMARDs: conventional synthetic disease modifying anti-rheumatic drugs 

DAS28: disease activity score 28 

DC: dendritic cell 

DCA: dichloroacetate 

DMARDs: disease modified anti-rheumatic drug 

EAE: experimental autoimmune encephalomyelitis 

ESR: erythrocyte sedimentation rate 

FLS: fibroblast-like synoviocyte 

GCs: glucocorticoids 

GAMT: guanidinoacetate N-methyltransferase 

H2S: hydrogen sulfide 

HIF-1α: hypoxia-inducible factor 1α 

HLA: human leukocyte antigen 

IL: interleukin 

JAK: janus kinase 

KEGG: kyoto encyclopedia of genes and genomes database 

MLR model: multiple logistic regression model 

MMP: metalloproteinase 

MTX: methotrexate 
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NF-kB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

NOS: nitric oxide synthase 

NSAIDs: nonsteroidal anti-inflammatory drugs 

PAD: peptidylarginine deiminase 

PCA: principal component analysis 

PDH: pyruvate dehydrogenase 

PDHK: pyruvate dehydrogenase kinase 

PLS-DA: partial least-squares discriminant analysis 

RA: rheumatoid arthritis 

RANKL: receptor activator of nuclear factor-kB ligand 

RF: rheumatoid factor 

ROC: receiver operating characteristic curve 

SAH: S-adenosylhomocysteine 

SAM: S-adenosylmethionine 

SDAI: simplified disease activity index 

SNP: single-nucleotide plymorphism 

TGF-β: transforming growth factor-β 

Th17: T helper 17 cell 

TLR: toll like receptor 

TNF: tumor necrosis factor  

Treg: regulatory T cell 

tsDMARDs: targeted synthetic disease modifying anti-rheumatic drugs 

VAS: visual analogue scale 
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1-1. 概要 

 関節リウマチ(Rheumatoid arthritis : RA)は滑膜の炎症、関節軟骨及び骨破壊が

生じる全身性自己免疫疾患の一種である[1,2]。発症年齢は 30歳〜60歳代とされ、

国によって頻度は異なるが、約 1%の人口が RA を発症しており、男女比は 1 対

3 と女性患者が多い疾患である[3]. 

関節は 2 つの骨と骨の間のクッションの役割をする軟骨とそれを包む関節包

や滑膜などから構成されている(図 1)。関節リウマチでは滑膜に炎症が起こり増

殖し、進行すると骨や軟骨などが破壊され関節が変形する症状が確認される(図

2)。 

 

図1  関節リウマチの概要図（参考文献 [4] より一部改変） 
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図2  関節リウマチを発症した患者の画像（参考文献 [5] より引用） 

 

1-2. 疾患活動性評価指標 

 関節リウマチの疾患の活動性を指標化して評価するため、医師や患者の評価

や血液の検査値などを定められた計算式に入れ数値化し、一定の基準で活動性

を測定する方法がある。代表的な評価方法としては、DAS(Disease Activity Score) 

28、SDAI(simplified disease activity index), CDAI(clinical disease activity index)など

が挙げられ[6]、これらの指標を用いて診療が進められる。 

この中で本研究で使用した DAS-28(Disease Activity Score 28)-ESR(Erythrocyte 

sedimentation rate: 赤血球沈降速度)は最も使用されている疾患活動性の指標で

あり、肩、肘、手首、手指、膝など 28 関節[7]（図 3）における圧痛関節数、腫

脹関節数、VAS(visual analogue scale)を用いた目測による症状の評価、そして ESR

の測定値を定められた式に当てはめ算出される評価である[8] (表 1)。ESR とは

採血管に採血して 1 時間で血液成分が沈んでできた上澄みの高さを mm 単位で

測定した値である。赤血球が沈むメカニズムの一つとして報告されているのは、

血液中で陰性に帯電する赤血球とアルブミンが、炎症によって増加する陽性に

帯電した免疫グロブリンやフィブリノーゲンなどの蛋白質と吸着し、凝集塊が

形成され沈殿が亢進するということである。この沈殿の亢進度が慢性炎症活動

性を反映し簡便で有用な指標として関節リウマチの検査に使われている[9]。 
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図3 DAS28-ESRにおける関節炎（腫脹または疼痛関節）の分布 (参考文献 [7] より引用) 

 

表1  関節リウマチ疾患活動性指数（参考文献 [8] より引用） 

 寛解 低活動性 中等度活動性 高活動性 

DAS28(ESR)     

disease activity score 

< 2.6 < 3.2 3.2 〜 5.1 > 5.1 

 

計算式：DAS28(ESR) = 0.56√(圧痛関節数) + 0.28√(腫脹関節数) + 0.70 Ln ESR (mm/h) + 0.014 患
者による全般評価(VAS/mm) 

 

本研究においては後述するように DAS28-ESR<3.2 の患者群を低活動性群、

DAS28-ESR≧3.2 の患者群を高活動性群と定義し、解析を行った。 

 

1-3. 疾患の発症要因・病態とバイオマーカー 

 RA の病態は多種多様であり、疾患の発症を誘発させる要因も患者によって

様々である。要因例としては、喫煙、感染症、または腸内細菌叢の変化などの

環境要因[2,10]、タンパク質のアミノ酸配列中のアルギニンがシトルリンに変わ

るシトルリン化などをはじめとする翻訳後修飾[2]、DNA メチル化などエピジェ
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ネティクスな遺伝子制御の要因[11]、更には RA を発症しやすい

SNP(Single-nucleotide polymorphism)や HLA(Human Leukocyte Antigen)遺伝子など

の遺伝要因[12-14]、などが挙げられている。 

 これら要因の組み合わせによって引き起こされた関節滑膜組織の炎症部位に

は、活性化した免疫細胞、例えば好中球や顆粒球、マクロファージなどの自然

免疫系の細胞と、獲得免疫系である活性化した T、B 細胞や、形質細胞などが関

節の滑液や滑膜に多く集結している。また、RA を発症するかなり初期の段階で

抗シトルリン化ペプチド抗体（Antibodies to Citrullinated Protein Antigens: ACPA）

やリウマチ因子(Rheumatoid Factor: RF)が血清中で上昇し滑膜の炎症を誘導する

ことが報告されている[15]。RF とは免疫グロブリンの Fc 領域に対する自己抗体

で、RA 患者の約３分の２が RF や ACPA 陽性と報告されている[16]。特に、RA

患者に特異性のある ACPA が、免疫細胞とどのように関わり関節リウマチへと

導くのか、少しずつ明らかになってきている。基本的に ACPA の抗原は、シト

ルリン化されたフィラグリン、フィブリノーゲン、ビメンチン、ヒストン、タ

イプ II コラーゲンなど、様々なものが挙げられており、これらをシトルリン化

する酵素としてペプチジルアルギニン・デイミナーゼ(Peptidylarginine Deiminase: 

PAD)が知られている [16]。未だ解明されていないことは多々あるが、一つ分か

っていることは、喫煙や粉塵、微生物など吸い込むことにより肺組織内で PAD

の発現が上昇することである[17]。それに伴いシトルリン化された多くのタンパ

クは樹状細胞などの抗原提示細胞(antigen-presenting cell: APC)によって取り込ま

れ、抗原に反応して活性化した T 細胞は B 細胞を活性化し、ACPA が多量に産

生されると考えられている[16](図 4)。その後 ACPA は免疫複合体を形成し関節

内に移行し、滑膜組織やマクロファージなどに多く発現している TLRs (Toll Like 

Receptors)に結合するなどして腫瘍壊死因子(tumor necrosis factor: TNF)やインタ

ーロイキン(interleukin: IL)-1、6 などのサイトカインを産生し炎症を誘導してい

ることが報告されている[18]。また、ACPA とこれらのサイトカインは滑膜線維

芽細胞（fibroblast-like synoviocyte; FLS）や破骨細胞を刺激し、細胞外基質分解

酵素(matrix metalloproteinase: MMP)を産生させることで軟骨破壊を促進する 

[16,19]。加えて抗原提示細胞(APC)から刺激を受け Th17 に分化した細胞から放

出された TNF や IL-17 などのサイトカインが、破骨細胞や FLS を刺激すること

で骨・軟骨の破壊・吸収が促進されることが考えられている[19,20](図 5)。 
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図4  RA疾患においてACPA, RFが産生されるメカニズム 

喫煙や粉塵、微生物など吸い込むことにより肺組織内で PAD がタンパクをシトルリン化し、樹

状細胞やマクロファージなどの APC によって取り込まれ、APC が提示した抗原に反応して活性

化した T 細胞が B 細胞を活性化し、ACPA や RF が多量に産生されると考えられている。（参考

文献 [16] より引用） 
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図5  RA疾患において骨の破壊が促進されるメカニズム 

APCA や免疫複合体が APC や滑膜組織に発現している TLR に結合し TNF、IL-1、IL-6 などを産

生し炎症を誘導する。また APC から刺激を受け分化した Th17 細胞が TNF や IL-17 などのサイ

トカインを産生し、滑膜線維芽細胞、細胞外基質分解酵素や破骨細胞を刺激し、骨・軟骨の破

壊・吸収が促進される。また、これらの炎症や骨破壊はパンヌスと呼ばれる絨毛のような組織

が形成された中で起こることが報告されている。(参考文献 [16] より一部改変) 

 

 以上に述べたのは RA 病態に関連して明らかになっている経路の一部である

が、RA の複雑さは多岐にわたる臨床的特徴からも推測され、疾患修飾性抗リウ

マチ薬（disease-modified anti-rheumatic drug : DMARD）や生物学的製剤を使用し



11 

 

た際の患者の治療反応性の違いもそれを示唆している[2,16,21]。この多様な活動

性や病態の差異を表現・説明できるバイオマーカーを見いだせれば、RA の治療

および病態のさらなる理解に大変有益な情報をもたらすと考えられる。 

 

1-4. 治療薬 

 関節リウマチを治療する薬は、疾患修飾性抗リウマチ薬（disease-modifying 

anti-rheumatic drugs: DMARDs）とも呼ばれ、RA の免疫異常を標的とすることに

より関節痛、腫脹、関節破壊の進行を抑制する作用がある薬剤である[2]。

DMARDs の中でも Methotrexate (MTX)などの従来型合成抗リウマチ薬

（conventional synthetic disease modifying anti-rheumatic drug: csDMARD）と呼ばれ

る免疫抑制剤、また、TNF や IL-6 などの炎症性サイトカインの働きを抑えたり、

これらのサイトカインを産生する細胞の活性化を抑制する生物学的製剤

(biological DMARD: bDMARD)や JAK などのサイトカイン受容体下流のキナー

ゼを阻害する分子標的型合成抗リウマチ薬 (targeted synthetic DMARD: 

tsDMARD)など、作用機序が異なる様々なものが使用されている[2](表 2)。他に

も非ステロイド系抗炎症薬(non-steroidal anti-inflammatory drugs: NSAIDs)や副腎

皮質ステロイド(グルココルチコイド: GC)なども補助薬として使用される。本研

究では、効果の高い生物学的製剤の影響を排除するため、生物学的製剤を使用

されていない患者を選択し、MTX 或いは GC 単独または両方を併用した患者の

RA 疾患活動性との相関性を調べた。 
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表２ DMARDsに分類されている免疫調整薬、免疫抑制剤、生物学的製剤で治療に使用
されている一部の例 (参考文献 [2] より引用) 

  

1-5 バイオマーカー探索とメタボロミクス解析 

 これまで、RA の分子レベルでの病態生理や個々の患者における病態を解明す

るため様々なオミックス解析が実施されてきた。近年においては患者の血漿、

血清、尿や滑液などの検体を使い RA のバイオマーカーとなりうる分子を特定す

るためメタボロミクス解析が有力な手法であることとして認められつつある

[22-26]。メタボロミクスの利点はバイオマーカー探索だけではない。代謝物を

調べることにより、疾患の活動性によって急速に変化する生理的反応を知るこ

とができ、さらに予後の予測や治療に対する反応性を評価し、疾患の病態生理

を理解することができる。また、代謝産物は生化学的活性によるものであるた

め病態の表現型と相関しやすいことが期待される。しかしながら、RA の病態活

動性と代謝産物の変動の相関性についてはこれまでよく検討されていない。 

本研究では、生物学的製剤未使用 RA 患者の尿と血漿を採取し、CE-Q-TOFMS

を使い病態活動性と関連している代謝産物を探索した。このメタボロミクス解

析手法ではほぼ全ての極性及び荷電した分子種の解析が可能で、高い分解分離

能と優れた検出選択性・感度を併せ持ち、かつ高い再現性が実現できる［27,28］

ため今回の研究で使用することにした。 
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2-1. 研究対象者 

 本研究は京都大学大学院医科学研究科・医学部の医の倫理委員会によって承

認されたものである。京都大学医学部附属病院リウマチセンターにおいて、ア

メリカリウマチ学会(ACR: American College of Rheumatology)による診療ガイド

ラインに沿って RA と診断された患者 50 名の血液と尿が集められた。血液透析

を受けていた一名の男性患者のデータは除外された。どの患者も生物学的製剤

で治療はされておらず、各患者の RA 活動性は DAS28-ESR(disease activity score 

using 28 joint counts based on erythrocyte sedimentation rate)の指標によって分類さ

れた。DAS28-ESR≥3.2 を高活動性、DAS28-ESR<3.2 を低活動性の RA 患者と定

義した。その他の患者の臨床情報は診療記録から取得した。コントロールには

年齢と性別がほぼ同じ 10 名の非 RA ボランティアを集め血液を採取した。全て

の RA 患者とコントロールは 2012 年 11 月から 2013 年 5 月の間に集められ、試

料採取日に書面による同意をいただいた。 

 

2-2. サンプル調製 

 全ての血液と尿は取得してすぐ 4℃で保管され、１時間以内に処理された。血

漿は EDTA 入り採血管を使用し、血漿と尿は複数のチューブに分注し解析まで

-80℃で保管した。 

 

2-3. メタボロミクス解析 

 血漿若しくは尿検体 (50 μL)に 450 μL の内部標準 (H3304-1002; Human 

Metabolome Technologies, Inc. [HMT], Tsuruoka, Japan)を含んだメタノール (134–

14523, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation [Wako], Osaka, Japan)、200 μLの

MilliQ 水、そして 500 μLのクロロホルムの混合液を添加した。サンプルはボル

テックスで良く混和し、4℃、9,100 g で 20 分遠心した。遠心後、350 μLの上澄

みからタンパク質や高分子を除くために 4℃、9,100 g にて 5-kDa の遠心濾過を

終夜行った。エバポレーターで濾液を乾燥させ、CE-Q-TOFMS 用のインターナ

ルスタンダードを含む 50 μLの MillQ 水で溶解した。 
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Agilent 6510 Q-TOF 質量分析計(Agilent Technologies)付きのキャピラリー電気

泳動システム(Agilent Technologies, Santa Clara, California)を用いて CE-Q-TOFMS

を実施した。溶融シリカキャピラリーと解析試薬は HMT から購入した。陽イオ

ン性代謝産物を解析するために、サンプル液は 10 秒間 50 mbar の圧力で注入さ

れ、電気泳動キャピラリーには 27 kV の電圧を印加した。陽イオンモードでの

質量分析装置のキャピラリー電圧（溶出液から静電噴霧現象によって帯電した

液滴を生成させるための ESI キャピラリーに印加する電圧）は 4000 V、フラグ

メンター電圧（イオンを質量分析部に導入するために印加する電圧）は 80 V に

設定した。熱した乾燥窒素ガスの流量（加熱器温度：300 ℃）は 5 psig で 7 L/min

に維持された。スぺクトロメーターは m/z 100 から 3000 をスキャンした。陰イ

オン代謝産物を解析するために、サンプル液は 25 秒間 50 mbar の圧力で注入さ

れ、30 kV の電圧を印加した。陰イオンモードでの質量分析装置のキャピラリー

電圧とフラグメンター電圧は 3500 V と 125 V にセットした。熱した乾燥窒素ガ

スの流量（加熱器温度：300 ℃）は 5 psig で 7 L/min に維持された。スぺクトロ

メーターは m/z 100 から 3000 をスキャンした。その他の条件は若干の変更を加

え、以前実施した時と同じ設定[29]で行った。 

m/z、分離時間(migration time, MT)、peak area などのピーク情報を得るため

MasterHands automatic integration software (Keio University, Tsuruoka, Japan) を使

いデータ解析を行った[30]。アイソトポマー、付加イオン、または既知の代謝物

のイオン産物は除外し、残りのピークには分離時間や m/z 値をもとに

MasterHands データベースから推定される代謝物をアノテートした。ピークアノ

テーションの許容範囲は、分離時間では± 0.2 min (陰イオン)/± 1.0 min (陽イオン)、

m/z では± 40 ppm に設定した。また、ピーク面積（peak area）は内部標準のピー

ク面積でノーマライズされ、尿サンプルの相対的面積値 はクレアチニン 13
C の

ピークで更にノーマライズされた。代謝物 ID は Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes database (KEGG, https://www.genome.jp/kegg/) から採択した。 

  

https://www.genome.jp/kegg/
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2-4. 統計分析 

 Genedata Analyst (Genedata AG., Basel, Switzerland) を用いて２群間の統計的有

意差を Student’s t test または Welch’s t test で評価した。Fisher’s exact test は 2 グ

ループにおける 2 カテゴリー変数の関連を検討するために JMP Pro 12.2.0 (SAS 

Institute Inc., Cary, NC, USA)で行った。DAS28-ESR と代謝物の相関は JMP Pro で

Spearman の順位相関検定により分析した。主成分解析 (Principal component 

analysis; PCA)、部分最小二乗判別分析 (partial least-squares discriminant analysis; 

PLS-DA)、そして permutation test による PLS-DA モデルの確認は、MetaboAnalyst 

4.0 (参考[31]http://www.metaboanalyst.ca/)により、ノーマライズされたメタボロミ

クスのデータを使用して実施された。高活動性と低活動性 RA 患者群を判別する

ための多重ロジスティック回帰分析（multiple logistic regression (MLR) model）は、

JMP Pro を用い、変数選択アルゴリズムとしてステップワイズ法(forward と

backward 法、p < 0.1 の閾値)を採用して実施した。 

 

  

http://www.metaboanalyst.ca/
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3-1. サンプル採取患者の特徴 

 本研究では 32 名の高活動性(DAS28-ESR≥3.2)と 17 名の低活動性 RA 患者

(DAS28-ESR<3.2)、そして 10名の非 RAボランティアから尿や血液を採取した。

サンプル提供者の特徴は表 3に示す通りである。RA患者はMTXかGCを単独、

若しくは両方を併用して投与されており、生物学的製剤の治療は受けていない

患者が集められた。 

 

表3  コントロールとRA患者情報 

 

(1)高活動性 RA 患者は DAS28-ESR≥3.2、低活動性 RA 患者は DAS28-ESR<3.2 とした。 

(2)コントロールと RA 群間の p 値。 

(3)低活動性と高活動性 RA 患者間の p 値。 

(4) Student’s t test の p 値。 

(5) Fisher’s exact test の p 値。 

全ての値は mean±standard deviation (SD) と範囲(最小値－最大値)で表示されている。 

 

3-2. RA 患者とコントロールの血漿における代謝産物の比較 

 CE-Q-TOFMS 法を用いて 104 種の代謝物を血漿から、217 種を尿から検出し

た。ただし、尿中から確認されたケトプロフェンは生体内で自然発生する代謝

産物ではなかったため、解析からは除外された。 

まず始めに、収集された患者サンプルの妥当性を評価するために、RA 群とコ

ントロール群の血漿由来の代謝産物を用いて主成分分析（principal component 

analysis; PCA）を行った。PCA とは、多次元データにおいてデータ全体のばらつ

きが最大となる方向を見つけ、元の情報をできるだけ損なわずに縮約し、２次

元データ散布図に変換し視覚化することでデータの解釈を容易にする分析方法
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である[32]。その結果、両群の確かな分離は見受けられなかった(図 6)。今回の

PCA プロットで明確な分離が得られなかった理由として、RA に比べコントロー

ルの例数が少なかったことと、群間差を示す代謝産物が少数であり、他の多数

の代謝物データがノイズとなっていることが推測された。また、PC1 と PC2 で

の寄与率（図 6 の説明参照）が比較的低いという結果も、データに含まれる代

謝物質のパターンが非常に多様であることを示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図6   PCAを用いたRA患者(n = 49)とコントロール(n = 10)間における血漿代謝産物の
プロット  

各血漿サンプルから検出された 104 の代謝物に対する散布図に、データのばらつきが最大とな

る軸（第 1 主成分軸）を算出し、次に第 1 主成分軸と直行する軸でデータの分散が最大となる

軸（第 2 主成分軸）を算出し、それらを 2 次元の図にプロットしたものが上記図である。1 名か

ら検出された代謝物が１データ点に相当する。また、各主成分軸における個々のデータの変化

が、データ全体に対しどの程度貢献しているかを、割合で示す指標である寄与率を算出した。

その結果、第 1 主成分(PC1)の寄与率が 13.2 %、第 2 主成分(PC2)の寄与率が 11.6 %であった。緑

が RA 患者、赤がコントロールサンプルを示す。 
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 PCA では両群の確かな分離が見受けられなかったため、次にメタボロミクス

解析で頻用される部分最小二乗判別分析(partial least-squares discriminant analysis: 

PLS-DA)を用いて解析を行った。PLS-DA は、PCA のように群情報を使用せず試

料の分布を見るのではなく、群情報を用いて 2 群に分類されたサンプルが最も

大きく別れるように変数を作り出す解析法である[32]。その結果、比較的良好な

モデルパラメーターで (R
2
 = 0.75529, Q

2
 = 0.4068) 明確な 2つの集団が確認され

た (図 7)。このモデルの評価法として R
2はモデルの精度、Q

2はモデルの安定性

を示し、R
2及び Q

2が 1 に近いほど良い予測モデルであり、具体的には R
2が 0.65

以上、Q
2は 0.5 以上あれば良好な予測モデルとされ、かつ R

2と Q
2の数値が近

い方が良いとされている[33]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図7  PLS-DAを用いたRA患者(n = 49) とコントロール(n = 10)間における血漿代謝産

物のプロット 緑が RA 患者、赤がコントロールを示す。 

 

 さらに、PLS-DA モデルで得られた集団が偶然ではなく統計的に有意な分離で

あるかどうか検証するため Permutation テストを行った(図 8)。この手法は、元
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の 2 群のそれぞれのデータ数を固定したまま値をランダムに入れ替え、その都

度統計値を算出し、元のデータの統計値と比べ高い値が出た頻度を p-value とし

たものである[34]。今回は n = 1000 回ランダムに値を入れ替えた結果、22 回の

み元の統計値より高い値が算出された(p = 0.022)。従って、2 群は有意な分離で

あることが示された。 

 

図8  PermutationテストによるPLS-DAの検証 

縦軸は頻度（足すと 1000 になる）、横軸は class assignment 予測値の群間平方和/群内平方和の比

を示す。矢印の位置がより分布の右側にあるほど 2 群の分離は有意であることを示す。 

 

 次に RA 患者の代謝産物の中でコントロールと比べ有意に変動しているもの

を Welch の t 検定を用いて調べてみたところ、24 種が有意差のある代謝産物

（Welch’s t-test with p < 0.05）として見つかった(表 4)。 

 いくつかの代謝産物の変動、例えば RA患者での histidineおよび serineの低下、

glyceric acid、phenylalanine、tyrosine の上昇は以前より報告されている結果と一

致した[24,26,35-37]。更に、今回確認された代謝産物は、解糖系、TCA 回路、ア

ミノ酸代謝に関わる経路などの代謝経路の主代謝物であり、これもこれまでの

報告と一致した[24, 26]。これらの結果より、本研究で集められたサンプルは例
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外的な RA 患者からのものではないことが示唆された。 

 

表4  血漿にてRA患者とコントールの間で有意差があった代謝産物リスト 

A, anion mode(3); C, cation mode(4); MT, migration time(5) N/A, not applicable 

(1)RA 群とコントロール間の Welch’s t test の p 値。 

(2)Fold change は RA 群の平均値をコントロール群の平均値で割った値。値が 1 以下であった場合

は負の逆数値で示した。 

(3)陽イオン性代謝物質を測定する時のモード。試料の注入側を陽極、検出側を陰極にして電圧を

印加し、代謝物質が移動する。 

(4)陰イオン性代謝物質を測定する時のモード。試料の注入側を陰極、検出側を陽極にして電圧を

印加し、代謝物質が移動する。 

(5)代謝産物をキャピラリーに注入し、電圧を印加することで物質をイオン化し、そのイオン電荷

/水和イオン半径の比に基づきキャピラリー内を泳動する時間。 

 

3-3. DAS28-ESR と関連する代謝産物 

 次に、RA の活動性と関連するバイオマーカーを探索した。まず高活動性

(DAS28-ESR≥3.2）患者と低活動性 (DAS28-ESR<3.2)患者の血漿及び尿の代謝産

物データを以て PCA を実施したが、明確な分離は見られなかった(図 9)。次に

Fold change
2)

RA/Control

Azelaic acid C08261 A 187.1 12.58 <0.001 -2.98

N-Acetylleucine C02710 A 172.1 8.229 <0.001 -2.21

Pyruvic acid C00022 A 87.009 13.46 <0.001 1.99

Phenylalanine C00079 C 166.09 12.14 <0.001 1.36

Glycerol-3-phosphate C00093 A 171.01 12.62 0.001 1.89

Cysteine-glutathione disulphide N/A C 427.1 12.76 0.002 -1.69

Glutamic acid; threo-beta-methylaspartic acid C00025; N/A C 148.06 11.95 0.002 1.44

Glyceric acid C00258 A 105.02 10.81 0.002 1.26

Tyrosine C00082 C 182.08 12.44 0.005 1.19

Cysteine-glutathione disulphide –Divalent N/A C 214.05 12.76 0.005 -1.56

Glucuronic acid; Galacturonic acid C00191; C08348 A 193.04 8.302 0.006 1.99

3-Methylhistidine C01152 C 170.09 8.046 0.007 1.7

Gluconic acid C00257 A 195.05 8.344 0.017 1.25

Threonic acid C01620 A 135.03 9.518 0.02 1.32

Pelargonic acid C01601 A 157.12 8.331 0.023 1.14

gamma-Butyrobetaine C01181 C 146.12 8.714 0.024 -1.34

Asymmetric dimethylarginine C03626 C 203.15 8.251 0.026 1.11

Serine C00065 C 106.05 10.84 0.028 -1.19

Histidine C00135 C 156.08 7.824 0.029 -1.11

N,N-Dimethylglycine C01026 C 104.07 11.95 0.032 1.25

1-Methylnicotinamide C02918 C 137.07 7.882 0.037 -1.57

Mucic acid; Glucaric acid C00879; C00818 A 209.03 14.66 0.039 1.77

Lactic acid C00186 A 89.025 11.23 0.043 1.23

2-Hydroxybutyric acid; 2-Hydroxyisobutyric acid C05984; N/A A 103.04 10.08 0.049 1.22

代謝産物 KEGG ID Mode m/z MT P-value
1)
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PLS-DA を実施し、一見明確に分離したかと思えたが(図 10)、Q
2 値が 0.12656

と低く、R
2 と Q

2 の値も大きく離れていることから、過剰適合であることが強

く示唆された(R
2 = 0.95405 Q

2
 = 0.12656)。過剰適合となる原因としては、症例数

が少なく、かつ代謝産物データ数が多いことによる（より過剰に複雑なモデル

が生成されてしまった）可能性が考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9  PCA を用いた高活動性（DAS28-ESR≥3.2）患者 (n = 32)と低活動性 

(DAS28-ESR<3.2)患者(n = 17)間の血漿及び尿代謝産物プロット 
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図 10  PLS-DA を用いた高活動性（DAS28-ESR≥3.2）患者(n = 32)と低活動性 

(DAS28-ESR<3.2)患者(n = 17)間の血漿及び尿代謝産物プロット 

  

 これらの結果は、代謝産物データのバリエーションが大きく、2 群を見分ける

にはノイズとなるデータを多く含んでいることを示唆するため、意味のありそ

うな代謝産物を見出すべく、まず Spearman の順位相関係数を用いて検定を行い

DAS28-ESR と有意に相関する代謝産物を探すことにした。その結果、血漿中で

は DAS28-ESR と 7 種が正の、8 種が負の相関にあることが判明し、尿中では 16

が正の、4 種が負の相関にあることが明らかになった (表 5)。また、それらの相

関した代謝産物は血漿と尿中で重複するものはなかった。 
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表5  RA患者の血漿と尿にてDAS28-ESRと有意に相関した代謝産物リスト 

A, anion mode(1); C, cation mode(2); MT, migration time(3); N/A, not applicable 

(1) – (3) 表４の(3)-(5)の補足と同様  

 

更に、高活動性患者の代謝産物の中で低活動性患者と比較し有意に変動してい

る代謝産物を調べるため、Welchの t検定を行った。表 6で示されているように、

血漿中で 9 種、尿中で 15 種の代謝産物に有意差(Welch’s t-test with p < 0.05)があ

ることが示された。ここにおいても、血漿と尿両方で確認される代謝産物はな

かった。 

 

Metabolite KEGG ID Mode m/z MT Spearman ρ P-value

Plasma

Glucuronic acid; Galacturonic acid C00191; C08348 A 193.04 8.302 0.378 0.007

Urea C00086 C 61.041 24.25 0.376 0.008

N,N-Dimethylglycine C01026 C 104.07 11.95 0.365 0.01

Gluconic acid C00257 A 195.05 8.344 0.354 0.013

Cysteine C00097 C 122.03 12.05 0.298 0.038

Sarcosine C00213 C 90.055 10.27 0.292 0.042

3-Methylhistidine C01152 C 170.09 8.046 0.287 0.046

4-Methyl-2-oxopentanoic acid; 3-Methyl-2-oxovaleric acid C00233; C03465 A 129.06 9.865 -0.298 0.038

Cysteine-glutathione disulphide N/A C 427.1 12.76 -0.306 0.033

Homoarginine; N6,N6,N6-Trimethyllysine C01924; C03793 C 189.14 7.718 -0.318 0.026

Cysteine-glutathione disulphide -Divalent N/A C 214.05 12.76 -0.323 0.023

Citric acid C00158 A 191.02 27.94 -0.324 0.023

Methionine C00073 C 150.06 11.71 -0.361 0.011

Guanidoacetic acid C00581 C 118.06 8.874 -0.4 0.005

Histidine C00135 C 156.08 7.824 -0.477 0.001

Urine

2-Quinolinecarboxylic acid C06325 A 172.04 9.215 0.378 0.008

4-Hydroxy-3-methoxymandelic acid; Syringic acid C05584; C10833 A 197.05 8.349 0.36 0.011

N-Acetylneuraminic acid C00270 A 308.1 7.282 0.35 0.014

p-Hydroxyphenylacetic acid; p-Anisic acid C00642; C02519 A 151.04 8.898 0.34 0.017

Homoserine C00263 C 120.06 10.95 0.325 0.023

Riboflavin C00255 C 377.14 25.5 0.322 0.026

2'-Deoxycytidine C00881 C 228.09 10.18 0.319 0.026

Gibberellic acid C01699 A 345.15 7.101 0.318 0.026

1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine C04599 C 174.12 9.769 0.311 0.03

gamma-Glu-2-aminobutanoic acid N/A C 233.11 13.64 0.307 0.032

Methylguanidine C02294 C 74.071 6.578 0.306 0.033

3-Hydroxy-3-methylglutaric acid C03761 A 161.05 16.03 0.302 0.035

Hypotaurine C00519 C 110.03 20.74 0.298 0.038

N-Acetylglucosamine 1-phosphate C04256 A 300.04 9.91 0.285 0.047

4-Oxovaleric acid N/A A 115.04 9.912 0.284 0.048

Threonic acid C01620 A 135.03 9.479 0.284 0.048

N6,N6,N6-Trimethyllysine C03793 C 189.16 7.636 -0.283 0.049

Hypoxanthine C00262 C 137.05 12.04 -0.304 0.034

gamma-Butyrobetaine C01181 C 146.12 8.695 -0.304 0.034

Alanine C00041 C 90.056 9.758 -0.31 0.03
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表 6  高活動性と低活動性 RA 患者間において有意差があった血漿と尿の代謝産物リス
ト  

A, anion mode(3); C, cation mode(4); MT, migration time(5); N/A, not applicable 

(1)高活動性 RA 群と低活動性 RA 群間の Welch’s t test の p 値。 

(2)Fold change は高活動性 RA 群の平均値を低活動性 RA 群の平均値で割った値。値が 1 以下であ

った場合は負の逆数値で示した。(3) – (5) 表４の補足と同様 

 

これらの結果を受け、DAS28-ESR と正または負の相関があり、且つ、高活動

性と低活動性 RA 患者の間で有意差のあった代謝産物として 11 種類の代謝産物

を選び出した。その 11 種の代謝産物は、血漿からは guanidoacetic acid、histidine、

homoarginine または N6,N6,N6-trimethyllysine、N,N-dimethylglycine、urea の 5 種、

そして尿からは 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine、2-quinolinecarboxylic 

acid、gibberellic acid、hypotaurine、N-acetylglucosamine-1-phosphate、riboflavin の

６種であった(図 11-14)。 

Fold change
2)

Active/inactive

Plasma

Histidine C00135 C 156.08 7.824 0.003 -1.13

Urea C00086 C 61.041 24.25 0.004 1.26

N,N-Dimethylglycine C01026 C 104.07 11.95 0.007 1.33

Guanidoacetic acid C00581 C 118.06 8.874 0.01 -1.3

Homoarginine; N6,N6,N6-Trimethyllysine C01924; C03793 C 189.14 7.718 0.011 -1.24

3-Phenylpropionic acid C05629 A 149.06 8.998 0.022 1.44

Phenylalanine C00079 C 166.09 12.14 0.024 1.27

3-Indoxylsulfuric acid N/A A 212 9.883 0.031 1.77

beta-Alanine C00099 C 90.055 7.868 0.049 1.27

Urine

2-Quinolinecarboxylic acid C06325 A 172.04 9.215 0.002 3.85

Gibberellic acid C01699 A 345.15 7.101 0.002 3.52

Riboflavin C00255 C 377.14 25.5 0.006 9.95

N-Acetylglucosamine 1-phosphate C04256 A 300.04 9.91 0.009 3.1

3-Indoxylsulfuric acid N/A A 212 9.821 0.013 1.74

m-Hydroxybenzoic acid C00587 A 137.02 9.555 0.013 2.5

5-Methoxyindoleacetic acid C05660 C 206.08 25.63 0.017 2.76

Hypotaurine C00519 C 110.03 20.74 0.017 1.59

Anserine; Homocarnosine C01262; C00884 C 241.13 7.354 0.023 2.6

4-Guanidinobutyric acid C01035 C 146.09 8.892 0.023 1.48

Ophthalmic acid N/A C 290.14 14.58 0.024 1.48

Azetidine 2-carboxylic acid C08267 C 102.06 9.568 0.03 1.72

2,6-Diaminoheptanedioic acid C00666 C 191.1 9.574 0.036 3.09

Betonicine C08269 C 160.1 14.51 0.038 4.12

1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine C04599 C 174.12 9.769 0.039 2.08

Metabolite KEGG ID Mode m/z MT P-value
1)
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図11  RA患者の血漿から有意に選出された5種の代謝産物とDAS28-ESRの相関図  

Normalized Peak Areaとは正規化されたピーク面積（各RA患者から検出された代謝産物レベル）

を示す。DAS28-ESR は連続変数ではないため、ノンパラメトリック検定である Spearman の順位

相関分析を採用した。ρ：spearman ρ  

0<| ρ |≦0.2 ほとんど相関なし、0.2<| ρ |≦0.4 低い相関あり、0.4<| ρ |≦0.7 相関あり、0.7<| ρ 

|≦1.0 高い相関あり。 
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図12  RA患者の尿から有意に選出された6種の代謝産物とDAS28-ESRの相関図 

Normalized Peak Areaとは正規化されたピーク面積（各RA患者から検出された代謝産物レベル）

を示す。DAS28-ESR は連続変数ではないため、ノンパラメトリック検定である Spearman の順位

相関分析を採用した。ρ：spearman ρ  

0<| ρ |≦0.2 ほとんど相関なし、0.2<| ρ |≦0.4 低い相関あり、0.4<| ρ |≦0.7 相関あり、0.7<| ρ 

|≦1.0 高い相関あり。 
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図13  血漿より選出された5種の代謝産物の低活動性と高活動性RA患者における比較
図  

Normalized Peak Areaとは正規化されたピーク面積（各RA患者から検出された代謝産物レベル）

を示す。p-values は Welch’s t-test による。 
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図14  尿より選出された6種の代謝物の低活動性と高活動性RA患者における比較図  

Normalized Peak Areaとは正規化されたピーク面積（各RA患者から検出された代謝産物レベル）

を示す。p-values は Welch’s t-test による。 
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3-4. 重回帰分析 

 RA 疾患活動性のバイオマーカーとなりうる代謝産物を探すために重回帰分

析モデルを構築することにした。DAS28-ESR と相関し、高活動性と低活動性 RA

患者で有意差が認められた代謝産物 11 種類から、優れたバイオマーカー候補と

なる代謝物を選出するアルゴリズムとして、比較的頻用されているステップワ

イズ法を採用した。ステップワイズ法の中でもいくつか手段がある中で、変数

増減法を用いて解析を実施した。変数増減法とは、全ての説明変数（今回は 11

種の代謝物）を含むモデルから、一つずつ説明変数を加えるか除外するかを評

価し最適な組み合わせを探す方法である[38]。その結果、血漿中の histidine と 

guanidoacetic acid、尿中の hypotaurine の 3 種類の代謝産物が選出された。 

 次に、選ばれた３つの代謝物がどの程度疾患活動性を評価する上で優れてい

るかを ROC 曲線（Receiver Operating Characteristic Curve）を用いて解析した。

ROC 曲線は、曲線が(0,1)の座標により近く、曲線下面積(AUC: Area Under the 

Curve)が 1.0 に近くなるほど予測確度が高いと解釈される [38]。解析の結果、血

漿中の histidine, guanidoacetic acid, 及び尿中の hypotaurine を用いて得られた

ROC 曲線の曲線下面積は AUC=0.8934 であった(図 15)。この結果より、選択し

た代謝物は RA の疾患活動性を評価するのに有用なマーカーとなりうる可能性

を示した。 
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図15 高活動性と低活動性RA患者間においてDAS28-ESRと相関し、かつ優位差があ
った３種類の代謝産物(血漿中のhistidine、guanidoacetic acid、尿中のhypotaurine)代謝産
物のROC curve図  

ROC 曲線は縦軸を感度(sensitivity)または真の陽性率、横軸を 1-特異度(specificity)または偽陽性

率とし、プロットされるグラフである。選ばれた３つの代謝産物レベルが RA の高活動性を示す

判断基準となる値、つまりカットオフポイントを決め、その値を境に活動性が高い患者と低い

患者の割合を計算し感度と偽陽性率が算出された。同様に、いくつかのカットオフポイントで

感度と偽陽性率を計算し、その値をグラフにプロットした。今回描かれた曲線は偽陽性率が 0

の時に陽性率が比較的高い、つまり 3 つの代謝産物レベルによって RA の高活動性を正しく診断

できているということになる。逆に陽性率が高くなるにつれ偽陽性も高くなる。よって、ROC

曲線がより左上方向に位置するほど優れた診断基準と解釈される[38]。 
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4. 考察 

 近年における関節リウマチ治療薬の中で、特に MTX は、単独で使用した場合

でも死亡するリスクが 60%減少し[39,40]、また米国リウマチ学会(ACR)が定めた

ACR70(70%以上改善)という評価基準に達した患者は約 30%にも及ぶ[21][41]こ

とから、日本では 2011 年に RA の標準薬、第一選択薬に位置づけられた[42]。

したがって、本研究で治療中の RA 患者を研究する上で、MTX を使用する患者

を除外するのは現実的な選択ではないと判断した。しかしながら逆に言えば、

MTX単剤で治療を受けている患者の約三分の二は十分な臨床効果を得られてい

ない［41,43］。また、生物学的製剤は高い治療効果を示すものの、単独治療では

やはり不十分な効果のこともあり[41,43]、MTX と生物学的製剤を併用すること

で DAS28 寛解率は約 60％まで上昇するという報告がある[41-43]。これらを踏ま

え、本研究では意図的に生物学的製剤を使用されていない患者を選択した。こ

れにより、MTX 等の基礎治療薬を使用してもなお疾患活動性のある患者とない

患者を比較でき、基礎治療薬使用下での重要な疾患活動性要因を抽出するとと

もに、より正確には、MTX やグルココルチコイドだけは十分な治療効果が得ら

れない要因の手がかりを得ることができると想定し解析を行った。結果、

CE-Q-TOFMS 法で RA 疾患活動性バイオマーカー候補の代謝産物を血漿と尿か

ら見つけることができた。興味深いことに、代謝産物で血漿と尿両方で見つか

ったものは極めて少なかった。つまりこれは、それぞれの体液から別々のバイ

オマーカーが存在するということを示唆している。本研究でも、血漿からは

histidine と guanidoacetic acid、尿からは hypotaurine が、RA の疾患活動性と深く

関係する可能性が示された。 

 RA患者の血中の代謝産物の中で histidine濃度が低いというのはすでに知られ

ており[35-37]、RA 以外でも、例えば慢性腎臓病や慢性胆嚢炎でも健常者より低

いということが報告されている[44,45]。Histidine は抗炎症作用があることや酸化

防止作用があるとみなされていることから[46,47]、RA の炎症状態と関連性があ

ることが推測される。今後、RA 患者で histidine 濃度が減少するメカニズムを知

る手掛かりとして、まず histidine 代謝経路に関わる酵素の活性や発現量に変化
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があるかを調べるなど、さらなる検討が必要と考える。 

 

図16  Arginine代謝経路 

本研究で見出したRA 疾患活動性と関連している代謝産物の一部がArginine 代謝経路と関わっていた。赤い

矢印はDAS28-ESRと正に相関、または高活動性患者において上昇していた代謝産物、青の矢印はDAS28-ESR

と負に相関、または高活動性患者において減少していた代謝産物。（代謝経路は KEGG 

(https://www.kegg.jp/kegg/pathway.html) と参考文献 [48] より一部改変。） 

 

guanidoacetic acidは arginine代謝経路に関与しており(図 16)、arginine、glycine、

及び lysine から arginine:glycine amidinotransferase (AGAT)を介して合成される。

homoarginine も AGAT によって生成され[48]、guanidoacetic acid と homoarginine

はどちらも DAS28-ESR に逆相関し、その濃度は高活動性 RA 患者で減少してい

た(表5,6)。この代謝経路ではguanidoacetic acidはguanidoacetic N-methyltransferase 

(GAMT) によって creatineに代謝され、続いて creatinaseによって ureaと sarcosine

へ合成される。今回の研究でも血漿中の urea と sarcosine は DAS28-ESR と有意

に正の相関を示していた(表 5)。これらの結果から、arginine、glycine、lysine か
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ら homoarginine、guanidoacetic acid への代謝、homoarginine からの urea の代謝、

また guanidoacetic acid から urea、sarcosine への代謝経路が RA の病態活性が上

がるにつれ調節不全になっていることが示唆された。guanidoacetic acid の低下が

何らかの病態との関連性の報告は無いが、homoarginine 濃度の低下は心筋機能障

害[49,50]、腎不全[50,51]で報告されており、また、血管を拡張させる一酸化窒素

(NO)産生やミネラル代謝と関係があるとの報告もある[50]。RA は往々にして循

環器疾患や腎臓病を併発することは良く知られているため、高活動性 RA 患者に

おける arginine代謝の調節異常を意味する homoarginineと guanidoacetic acid濃度

の低下は、これらの病気を併発する危険性と密接に関係しているのかもしれな

い。 

 RA 患者の尿中で上昇が同定された hypotaurine は、酸化ストレスを防ぐ役割

があると言われている[52]。興味深いことに、taurine と hypotaurine 代謝経路の

上流にある cysteineとmethionine代謝経路のいくつかの代謝産物が RAの病態活

性と関わりがある事が本研究で判明した（図 17）。 
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図17  Methionineサイクル、Transsulfuration経路、Taurine代謝経路と本研究で見つか
った代謝産物との関連性 

赤い矢印は DAS28-ESR と正に相関、または高活動性患者において上昇していた代謝産物、青の

矢 印 は DAS28-ESR と 負 に 相 関 し た 代 謝 産 物 。（ 代 謝 経 路 は KEGG 

(https://www.kegg.jp/kegg/pathway.html) と参考文献 [53] より一部改変。） 

  

例えば、血漿中の cysteine は DAS28-ESR と正の相関、methionine は負の相関

を 示 す こ と が 分 か っ た ( 表 5) 。 ま た 尿 中 で は homoserine と

γ-glutamyl-2-aminobutyrateはDAS28-ESRと正の相関にあり(表 5)、また ophthalmic 

acid 濃度は高活動性患者で上昇していた(表 6)。これら全ての代謝産物は cysteine

と methionine 代謝経路と関わっている産物である。更に、cysteine は抗酸化物質

である glutathione の一つの要素であり、中間体である cystathionine を介して

cysteineとhomocysteineを相互に変換する transsulfuration経路に関与している[54]。

この経路のいくつかの中間体が DAS28-ESR と相関していることから、今回の研

究ではRAの疾患活動性が上がるにつれ transsulfuration経路の逆反応が強く誘導

されていることが示唆された。cysteine から生成される硫化水素(H2S)は炎症にお
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いて生理的作用を制御するシグナリング分子であることが知られており[55,56]、

RA 患者の滑液で上昇していることが報告されている[57]。従って、cysteine の下

流にあるいくつかの経路が活性化している可能性があり、尿中の hypotaurine 濃

度の上昇は高活動性 RA 患者においてこれらの代謝の変化を表しているのかも

しれない。 

 加えて RA 患者とコントロールとの比較、高活動性と低活動性患者の比較、そ

して RA 患者と DAS28-ESR との相関、それぞれにおいて有意に差があった代謝

物の一部は解糖系、ヘキソサミン経路、グルタミン代謝などに関わっているこ

とが分かった(図 18)。 

 

 

図 18  RA疾患またはRAの活動性と関連している代謝産物の一部が関わっていた主な
代謝経路  

赤い矢印は健常者と比べて RA 患者で上昇していたもの、または DAS28-ESR と正に相関、或い

は高活動性患者において上昇していた代謝産物、青の矢印は DAS28-ESR と負に相関していた代

謝産物。(参考文献 [58] より一部改変) 
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 炎症局所においては低酸素に陥ることが知られており、そこに集積する細胞

内で HIF-1α(hypoxia-inducible factor: HIF)という転写因子が解糖系に関わる遺伝

子の発現を増幅することにより解糖系が活性化し[59]、がん細胞で見られるワー

ルブルグ効果のような有酸素下で解糖系が促進される現象が起こることが報告

されている[60]。よって、乳酸が健常者よりも RA 患者で上昇していたのは(表

4)そのためだと考えられ、RA の炎症により解糖系が促進していることが推測さ

れる。そして解糖系が活性化した結果、途中で分岐するヘキソサミン経路、グ

ルタミン代謝などの代謝経路も亢進されていたのではないかと考えられる[61]。 

一方、今回の結果だけでどの代謝産物が疾患の治癒と悪化、どちらの方向性を

示すのか判断するのは難しい。例えば乳酸を例に取ると、細胞内で解糖系が促

進されることで乳酸が蓄積・放出され、外的環境が酸性になることで炎症性シ

グナル経路が阻害され、TGF-β や IL-10 などの抗炎症性サイトカイン遺伝子の発

現が上昇し、免疫反応が抑えられる[62-64]。さらに、酸性条件では CD8+ T 細胞

の生存や細胞障害活性を抑制し[65]、Treg の増殖を促進するという報告もある 

[66]。 

 また当然ではあるが、本研究で見つかった代謝物そのものではなく、代謝経路

に関わっている酵素に注目してみるのも興味深い。例えばピルビン酸を

acetyl-CoA に変換する pyruvate dehydrogenase (PDH) 酵素の活性を不活化する

PDH キナーゼ(PDHK)を阻害することでピルビン酸から乳酸への変換を抑制す

ることができる[67](図 19)。 
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図 19  DCA が PDH を活性化するメカニズム 

PDH酵素を不活化する PDHKをDCAで阻害するとAcetyl-CoA産生が亢進する。 (参考文献 [67]

より引用) 

  

 PDHK を阻害するジクロロ酢酸(dichloroacetate: DCA)を加えると、Th17 の分化

と機能を阻害しながら Treg が増殖したことが報告されている[67]。これは Th17

の方が Treg よりも PDHK 発現が高いためであり、実験的自己免疫性脳脊髄炎

(Experimental autoimmune encephalomyelitis: EAE)モデルの例では DCA 投与によ

り疾患スコアと進行が抑制されたと報告されている[67]。現在 DCA は実際の免

疫疾患系の治療には使われていないが、例えば RA でも疾患の要因になっている

細胞の中で発現が高い代謝酵素を阻害することで、RA 特異的に効果のある治療

薬を探し出せるかもしれない。そのためには、RA の病態をより反映していると

思われる滑膜や滑液など炎症局所のサンプルを採取してマーカー探索を行い、

血液や尿などの全身指標と比較検討するような研究が今後の重要な方向の一つ

と考えられる。 

 本研究の結果として、今回の研究で RA の組み合わせバイオマーカーとなり得

る代謝物質を血漿と尿から見出した。この成果は、メタボロミクス解析は疾患

のバイオマーカー探索手法として期待でき、特に複数の体液や組織のサンプル
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の解析で病態生理の深い理解を得られる可能性を示唆している。しかしながら、

このメタボロミクス研究は代謝産物の総合的な結果でしかない。それぞれの細

胞が各々の局面にいることで、正反対の代謝経路が動いている細胞も中には沢

山存在する可能性があるため、将来的にはシングルセルレベルでのメタボロミ

クス解析を実施することも必要かもしれない。本研究で見出したバイオマーカ

ー候補の妥当性や代謝経路がどのように RA 病態に影響しているのかを知るた

めには、別の患者やコントロールを用い、例数を更に増やすなどして検証する

必要がある。更には治療前、治療後で奏功率が高い患者はどの代謝産物が低い

か、高いかなどが分かれば、今後の治療方針が明確になり別の代謝物がバイオ

マーカーとして見えてくる可能性もある。 

 様々な課題点はありつつも、本研究において新たに見つかった代謝産物や RA

の病態活動性と代謝物の変動の相関性は、RA の病態生理を理解することができ、

他の自己免疫疾患におけるメカニズムの解明にも繋がることが期待される。 
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