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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 研究開発代表者による報告の場合 

 
和文 
私たちは平成26年度から本研究班を組織し、（1）専門医コンソーシアムの形成とゲノムDNAを収集し、

（2）FMF生体試料バンクを構築した。それを基に、 

・FMF特異的バイオマーカーの特定については、FMF発作期に特異的に発現変動する血清バイオマー

カーを抽出した（特願2015-185703）。これは複数のバイオマーカーセットにおける検討であるが、

単独ではIL-6の寄与が最も強く、臨床的にIL-6シグナルをトシリズマブで遮断することで、FMFが著

明に改善することも経験している。バイオマーカーに関して、下記の遺伝子解析と同じく、FMF類縁

疾患（不明熱を呈する疾患）についても解析し、IL-1βとサスペンションアレイで、注目すべき成果

を得ている（特許出願を考慮中）。また、FMF発作期に特異的に発現変動する血清バイオマーカーの

結果を基に、自然免疫系細胞を用いたin vitroシグナル伝達解析も並行中で、試験管内インフラマソ

ーム再構築の成果との整合性を確認している。ここではmiR204-3p-PI3K-TLR4-related cytokinesの

連関を実証した。 

・FMF包括的ゲノム解析については、MEFV遺伝子の全ゲノム解析（次世代シーケンサー）は終了し、

診断におけるexon10の重要性は確固たるものであることを明らかとした。それ以外の塩基配列の有

用性を含めて、次世代シーケンスデータを最終確認中である。しかしながら、このexon10変異は、FMF

重症フェノタイプと相関しており、下記の(3) In vitroインフラマソーム再構成システムと(4)新た

なFMF分子標的治療の開発に関しては、このexon10変異を第一のターゲットとして研究・開発を進め、

きわめて有用な成果を得ている。FMFのMEFV遺伝子以外の疾患遺伝子の特定に関しては、MEFV遺伝子

exon10に変異を認めないFMFと成人スチル病（ASD）を対象にexome解析を実施し、最終成果を考察中

である。 

・ゲノム情報に基づくFMF診断基準の確立については、FMFは不明熱の鑑別疾患にきわめて重要との認

識が広まり、ゲノム情報に基づくFMFの診断基準の確立には、FMF類縁疾患（不明熱を呈する疾患）に

おける遺伝子解析も必須であることがわかってきた。そこで、上記のFMFとASDのexome解析に加え、

不明熱を呈する疾患群におけるMEFV遺伝子の関与についても解析し、通常シーケンスのデータにお

いても、MEFV遺伝子変異・多型の情報は、鑑別にきわめて有用であることを明らかとした。より詳細

な情報は、ASDや周期性発熱・アフタ性口内炎・咽頭炎・頸部リンパ節症候群（Syndrome of periodic 

fever, aphthous stomatitis, pharyngitis, and cervical adenitis：PFAPA）を中心に解析中であ

る。今後のFMF診断基準の確立に関しては、診断への寄与（オッズ比）を参考に、スコアリングによる

基準を考察中である。また、FMFの予後の改善には重症度の把握が必須であるが、この点についても、

臨床情報とゲノム情報の統合スコアリングを考察中である。 

(3)In vitroインフラマソーム再構成システムにおいて、 

・インフラマソーム変異蛋白の無細胞合成と再構築については、FMFの重要な疾患責任遺伝子MEFVの

遺伝子産物であるpyrinの、インフラマソーム試験管内での、FMFインフラマソームを構成するタンパ

ク質の無細胞合成系が完成した。FMF変異遺伝子に基づく試験管内インフラマソーム再構築に関して

は、疾患責任変異（MEFV遺伝子産物であるpyrin）について、9種類のpyrin変異pyrinの無細胞合成も

完成し、無細胞試験管内FMFインフラマソームの再構築に成功し、分子標的治療薬のスクリーニング

体制が整った。これに関しても特許出願を考慮している。 
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(4)新たな FMF分子標的治療の開発において、 

・低分子化合物の探索については、構築した無細胞試験管内インフラマソームを使い、創薬機構から

提供された 9600 種類の低分子化合物の無細胞スクリーニングを行い、シグナルに影響を及ぼす化合

物を選定した。 

 

英文 

We have conducted the present research team for 3 years and established (1) Consortium 

gathering FMF-specialists and accumulation system of genomic DMA samples (2) Biobank of 

FMF. Based on these system, we have obtained the following results: 

Identification of FMF-specific biomarkers; We have identified the serum biomarkers 

specifically expressed in active phase of FMF patients. These are derived by examining 

multiple biomarker-sets, however, IL-6 is most characteristic among tested. These results 

are consistent with clinical observation that tocilizumab significantly improves clinical 

manifestations of FMF patients. In addition, we have obtained some remarkable results to 

differentiate FMF from other fever of unknown origin (FUO) patients by IL-1beta and/or 

array-based data. Furthermore, in vitro experiments by innate immunity-related cells have 

also identified miR204-3p-PI3K-TLR4-related cytokines axis. These data are considered to 

be consistent with the following FMF inflammasome results. 

Comprehensive genomic analysis by NGS; NGS genomic analyses comprehended mutation analyses 

including all of genomic region intron, promoter and coding region of MEFV gene. Variant 

site with different allele frequency between healthy control and FMF was the c.2082G>A 

(M694I) in exon10 (hg19: chr16:3293405C>T), which is known as causative mutation to develop 

FMF. We have been in process of searching importance of other sites, however, the above 

exon10 mutation correlates with severity of FMF. Thus, we have processed the following 

themes of “Reconstruction of FMF inflammasome in a cell-free system” and “Development 

of new molecularly-targeted therapy of FMF” by targeting exon10 mutation. We have also 

tried to find other variants significantly associated with FMF by investigating typical 

FMF patients without MEFV exon 10 mutation or ASD patients through whole exome sequencing 

data. The final data interpretation are in progress.  

Establishment of FMF diagnostic criteria by genomic information; FMF has become to be 

known as important to make differential diagnosis in FUO patients. Thus, genomic 

information of other types of FUO patients including ASD and PFAPA must be necessary and 

being examined. We have considered scoring system by odds ratio to make accurate diagnosis 

or prognostic evaluation of FMF through combining of genomic and clinical information.  

We have also established (3) Reconstruction of FMF inflammasome in a cell-free system and 

(4) Development of new molecularly-targeted therapy of FMF. Regarding to (3) Reconstruction 

of FMF inflammasome in a cell-free system: 

Reconstruction of mutated FMF inflammasome (mutated pyrin product in exon10) in a cell-

free system; We have established in vitro nine kinds of mutated pyrin FMF inflammasome 

products in a cell-free system. Thus, in the next step, we have moved to (4) Development 
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of new molecularly-targeted therapy of FMF: 

Exploration of small molecule compounds; In order to screen small molecule compounds 

targeting FMF inflammasome including pyrin a causative gene product of FMF, we have 

developed reconstituted FMF inflammasome in a cell-free system. Several small molecule 

compounds were successfully selected by screening of chemical library using the 

reconstituted FMF inflammasome in a cell-free system. 

 
 

 研究開発分担者による報告の場合 
 
研究開発項目とマイルストーン達成に向けた各研究開発分担者の成果の概要を述べる。 
右田清志： 

FMF 特異的バイオマーカーの特定について miRNAとサイトカインの観点から解析し、FMFの発作期に

miR204-3p が特異的に上昇していることを明らかにした。活性型 IL-Iβ の測定に関しては、血清活

性型 IL-1β の検出を試みた。ダイレクトイムノブロット法で患者血清中からの活性型 IL-1β を検

出しその定量化を確立した。FMF 包括的ゲノム解析について日本人不明熱患者で MEFV 遺伝子検索を

行い FMF患者の比率を調べた。日本人不明熱症例 601例を対象に、192名（31.9％）が FMFと診断さ

れ、その中で典型例が 108 名（56.3％）、非典型例が 84 名（43.7％）に認められた。MEFV 遺伝子の

アレル頻度は、M694I（13.5膜炎発作、発熱発作）を伴う場合は、日本人でも FMFの存在を疑う必要

があることを明らかとした。 

吉浦孝一郎： 

FMF 包括的ゲノム解析について FMF358例，成人スチル病（ASD：FMFの鑑別疾患として重要）72例に

ついて、MEFV遺伝子のゲノム解析を実施し（NGS）、MEFV遺伝子のイントロン、プロモーター、コー

ド領域全て含めて塩基配列決定した。FMF患者において、MEFV 遺伝子領域で、コントロール試料と比

較して異なった variant は、c.2082G>A (M694I) in exon10  （ゲノムデータ hg19 表記：

chr16:3293405C>T）であった。本変異以外の関連が示唆される変異は見つからなかった。コントロー

ルに見つからず FMF で 1% 程度の頻度をもつ variant が認められたが、有意とは認められない。ASD

についても、MEFV遺伝子内に関連が示唆される variant は認められなかった。MEFV遺伝子以外に，

FMF 発症に強い影響を及ぼすバリアントが存在するのかを FMF および ASD を exome 解析により得ら

れたデータを元に burden テストによって探索中である。 

谷内江昭宏： 

FMF 特異的バイオマーカーと FMF 包括的ゲノム解析について FMF ならびに類似疾患において、MEFV

遺伝子変異の多様性を解析、さらに変異と炎症病態や臨床像との関連を分析し、genotype-phenotype 

関連の分子機序を検討した。FMF 典型例（MEFV exon 10変異を有し、典型的な臨床像を示す症例）で

は、NLRP-3 インフラマソームの活性化を示唆する特徴的なプロファイルが認められた。一方、MEFV 

exon 3 変異（多型）など、非典型的な臨床像を示す例においては、このような特徴は見られなかっ

た。このようなプロファイルは sJIA（全身型若年性特発性関節炎）/ASD との類似点も有しており、

病態を理解する上で重要な知見と考えられた。また、サイトカイン・プロファイルの解析に関して、

通常のサスペンションアレイよりも、より多くの分子の解析について、RayBio Antibody Arrayの有

用性も確認された。 
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増本純也： 

In vitroインフラマソーム再構成システムと新たな FMF分子標的治療の開発について FMFの疾患責

任遺伝子産物である変異 pyrin による FMF インフラマソームを制御する低分子化合物をスクリーニ

ングする目的で、試験管内 FMF インフラマソームを構成するタンパク質の無細胞合成を行い、無細

胞試験管内 FMF インフラマソームの再構築に成功した。次にこの無細胞試験管内 FMF インフラマソ

ームを阻害する低分子化合物のスクリーニングにより 16種類の低分子化合物を選定した。 

上松一永： 

FMF 特異的バイオマーカーと FMF 包括的ゲノム解析について FMF ならびに類似疾患[川崎病、周期性

発熱・アフタ性口内炎・咽頭炎・頸部リンパ節炎症候群 (Syndrome of periodic fever, aphthous 

stomatitis, pharyngitis, and cervical adenitis：PFAPA)、 家族性ベーチェット病]を含めて解

析した。PFAPA 212 例を対象に MEFV遺伝子の解析では 6家系で、症状を呈する患者に限局して MEFV 

遺伝子の exon 3に P369S-R408Q 変異を認めた。E148Q変異は正常人と比較して PFAPA患者で有意に

多かったが、家族内解析では健常者から由来していることも多かった。家族性ベーチェット病では責

任遺伝子 A20 を同定した。パイリン変異体がインフラマソームの抑制低下を認めるのに対し、この

A20 変異体は NF-кB活性の抑制が低下していることを見出した。 
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