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研究開発分担者   （日本語）北海道大学大学院保健科学研究院病態解析学分野 教授 石津明洋 
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分担研究     （日本語）MPO-AAV 動物モデルを用いた好中球細胞外トラップ（NETs）を標的とす
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開発課題名：  （英 語）Development of new therapeutic strategy that targets NETs using MPO-
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開発課題名：  （英 語）Development of new lactoferrin-derived anti-inflammatory peptides 

      that can regulate neutrophil extracellular traps 

研究開発分担者   （日本語）慶應義塾大学医学部 血液浄化・透析センター専任講師 平橋淳一 
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      Lecturer of medicine, Junichi Hirahashi MD, PhD 

 

分担研究     （日本語）大規模プロテオーム解析による新規活動性マーカーと治療標的蛋白の探索 

開発課題名：  （英 語）Search for novel activity markers and therapeutic target proteins 

     of ANCA-associated vasculitis by large-scale proteome analysis 

研究開発分担者   （日本語）愛媛大学大学院医学系研究科 血液・免疫・感染症内科学  
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所属 役職 氏名： （英 語）Associate professor of Department of Hematology, Clinical  

                Immunology and Infectious Diseases, Ehime University Graduate 
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開発課題名：  （英 語）The development of a Road Map for a pharmaceutical application of 

      molecular targeted drug. 

研究開発分担者   （日本語）東京女子医科大学附属膠原病リウマチ痛風センター 講師 堤野みち 
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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 

 
土屋尚之（国立大学法人筑波大学 医学医療系 分子遺伝疫学研究室）、針谷正祥（学校法人東京女子医科

大学 膠原病リウマチ痛風センター）は、ゲノムワイド関連研究(GWAS)を実施し、P<5.0x10-8を満たす

疾患感受性候補領域複数個所を検出した。欧米集団と同様に MPA、MPO-ANCA 陽性群における HLA-
DR/DQ 領域が最も強い関連を示した。新規候補遺伝子の解析では、TNFSF4 上流の rs2205960T アリ

ルが PR3-ANCA 陽性群において有意に増加し、GPA においても関連傾向がみられた。また、ETS1 遺伝

子 3’非翻訳領域の rs1128334A が GPA、PR3-ANCA 陽性群に有意に増加していた。GWAS データの分

析結果を踏まえて全ゲノムシークエンスを実施し、生物学的意義の検討を進めている。 
石津明洋（国立大学法人北海道大学 大学院保健科学研究院病態解析学分野）は、末梢血の 16 個の遺伝

子の発現変化を用いた MPA の治療反応性予測法を開発・検証し、特異度 90%、感度は 50%と報告した。

これまでに、PAD 阻害剤である Cl-amidine が in vitro で NETs 形成を抑制し、in vivo で MPO-ANCA
の産生抑制に寄与することを明らかにした。今年度は、トロンボモジュリン αの血管内皮細胞（HUVEC）

傷害抑制効果を検討した。健常者の末梢血より誘導した NETs は量依存的に HUVEC を傷害し、NETs
から放出されるヒストンが血管内皮細胞を傷害すると考えられた。トロンボモジュリン α はヒストンと

結合し、血管内皮細胞傷害活性を中和する可能性が期待される。 
竹内 勤（慶應義塾大学医学部 内科学教室（リウマチ））は、ANCA 関連血管炎患者(AAV)8 例および

HC21 例に関して DNA マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現データを用いて 2 種類のパスウエー解

析を実施し、IL-6、IL-3、インテグリン、インスリン、MAP キナーゼの 5 経路の亢進を見出した。特に

IL-6 シグナル経路では、JAK-STAT 経路、MAP キナーゼ経路関連遺伝子の発現が亢進しており、治療標

的候補であると考えられた。さらに、AAV では HC に比して、インテグリン alpha IIb 等の遺伝子発現

の亢進が認められ、AAV 患者好中球においても表面蛋白発現の上昇傾向が認められた。 
平橋淳一（慶應義塾大学医学部 血液浄化・透析センター）は、共立女子大学川上浩教授との共同研究に

より Lf のアミノ酸配列を断片化し NETs 放出抑制効果を保持した 25 アミノ酸残基および 12 アミノ酸

残基からなるウシ Lf 由来塩基性ペプチド(FK-12 ペプチド)を特定した。In vivo 評価系として、白血球細

胞外トラップ依存性急性腎障害モデルを見いだした。In vitro 評価には、ヒト好中球からの NETs 放出量

のピコグリーンによる定量を用いた。東京薬科大学林良雄教授との共同研究で FK-12 ペプチド誘導体で

ある FK12-amide が NETs 抑制効果を有することを見出した。次にアラニンスキャニング変異導入法に

より 11 種類の変異体を作成し、in vitro 評価系での効果を検証中である。これらの検討を踏まえて、良

好な生体内活性を保持したペプチドの同定を目指している。 
長谷川 均（国立大学法人 愛媛大学 大学院医学系研究科 血液・免疫・感染症内科学）は、新たな診

断・治療バイオマーカーの開発を目指して患者血清プロテオームの大規模定量解析を行い、83 種類のマ

ーカー候補タンパク質を抽出した。有望な候補タンパクについて ELISA 法にて解析し、9 種類の活動性

マーカーを見出した。これらのうち、TIMP-1 が最も有用で、CRP や MPO-ANCA より鋭敏に AAV の活

動性を反映した。また、TKT と CD93 は腎障害のマーカーとしても有用であった。TNC は炎症性マーカ

ーだけではなく、浸潤陰影のある肺疾患で上昇し、重症度とも相関した（論文投稿中）。 
堤野みち（学校法人東京女子医科大学 膠原病リウマチ痛風センター）は、MPA、GPA の寛解導入治療

前および治療後 6 ヶ月の血清を用いて、マルティプレックス解析によってサイトカインプロファイルの

検討を行った。両疾患において共通して治療前に高値を示し、治療後に有意に低下が認められたサイトカ



6 
 

インは、IL-1、IL-6、MIP-1であり、これらが MPA および GPA の共通した治療標的分子である可

能性があると考えられた。 
石津明洋、高崎芳成（順天堂大学大学院医学研究科 膠原病・リウマチ内科学講座）、堤野みちは、AAV
に対するトシリズマブの臨床開発ロードマップを検討た。2016 年 3 月の医薬品薬事戦略相談までに中外

製薬株式会社および PMDA の担当部局との間で、治験プロトコールおよび承認までの道筋について協議

を重ね、PMDA の担当部局との合意を得た。 
天野宏一（埼玉医科大学総合医療センター リウマチ・膠原病内科）、堀田哲也（国立大学法人北海道大

学 北海道大学病院内科 II）、有村義宏（杏林学園杏林大学医学部/腎臓・リウマチ膠原病内科）、岡崎貴

裕（聖マリアンナ医科大学 リウマチ•膠原病•アレルギー内科）、佐田憲映（国立大学法人岡山大学 大

学院医歯薬学総合研究科腎・免疫・内分泌代謝内科学専攻）、高崎芳成、竹内 勤、田中良哉（産業医科

大学医学部第 1 内科学講座）、堤野みち、土橋浩章（国立大学法人香川大学医学部血液・免疫・呼吸器内

科学講座 ）、針谷正祥は、上述のロードマップを踏まえて、PMDA との事前面談・治験相談を実施し、

治験実施計画について PMDA と合意した。GCP 準拠の治験実施体制を構築し、治験実施医療機関との

スタートアップミーティングを 2016 年 9 月に開催した。治験事務局を開設し、平成 28 年度内に東京女

子医科大学附属病院を含む複数の参加予定医療機関で IRB 承認を得た。 
  

Naoyuki Tsuchiya (University of Tsukuba, Medical and Molecular Genetics Epidemiology Laboratory), Masayoshi Harigai 
(Tokyo Women's Medical University, Institute of Rheumatology) conducted a genome-wide association study (GWAS), 
and identified the disease susceptibility candidate regions fulfilling P <5.0 × 10 -8. Similar to the populations of European 
ancestry, the HLA-DR / DQ region showed the strongest association with the MPA and MPO-ANCA positivity. In the 
analysis of the novel candidate gene, rs2205960T allele upstream of TNFSF4 was significantly increased in the PR3-ANCA 
positive group and similar tendency was also observed in GPA. In addition, rs1128334A of ETS1 gene 3 'untranslated 
region was significantly increased in GPA and PR3-ANCA positive groups. Based on the analysis result of GWAS data, 
the whole genome sequencing was carried out and the biological significance is being evaluated. 
Akihiro Ishizu (Hokkaido University Graduate School of Health Sciences Institute) developed and verified a prediction 
method of treatment response in patients with MPA using changes in the expression of 16 genes in peripheral blood. The 
specificity was 90% and the sensitivity was 50%. He clarified that Cl-amidine, a PAD inhibitor, suppresses NETs formation 
in vitro and contributes to inhibition of MPO-ANCA production in vivo. In this fiscal year, he examined the inhibitory 
effect of thrombomodulin α on vascular endothelial cell (HUVEC) injury. NETs induced from the peripheral blood of 
healthy volunteers injured HUVEC in a dose-dependent manner, and histones released from NETs were responsible for the 
damage. Thrombomodulin α binds histones and is expected to neutralize vascular endothelial cytotoxic activity. 
Tsutomu Takeuchi (Keio University School of Medicine, Internal Medicine Department) conducted two types of pathway 
analysis using comprehensive gene expression data by DNA microarray for 8 patients with ANCA-related vasculitis (AAV) 
and 21 healthy controls, and revealed activation of IL-6, IL-3, integrin, insulin, and MAP kinase pathways. Regarding the 
IL-6 signaling pathway, both the expression of the JAK-STAT pathway and the MAP kinase pathway-related genes were 
elevated, and the IL-6 signaling pathway is considered as a candidate of therapeutic target. Furthermore, an increase in 
gene expression of integrin alpha IIb was observed in AAV patients compared to healthy controls, and cell surface 
expression of integrin alpha IIb tended to be increased in neutrophils from AAV patients. 
Jun-ichi Hirahashi (Apheresis and Dialysis Center, Keio University School of Medicine) collaborated with Professor 
Hiroshi Kawakami of Kyoritsu Women's University to identify 25 amino acid residues and 12 amino acid residues (FK-12 
peptide) derived from bovine lactoferrin (Lf) which have an inhibitory effect on release of neutrophil leukocyte 
extracellular trap (NETs) by fragmenting the protein. As an in vivo evaluation system, they established NETs-dependent 
acute renal injury model. For in vitro evaluation, they quantified NETs released from human neutrophils using picogreen. 
In collaboration with Professor Yoshio Hayashi of Tokyo University of Pharmacy and Life Science, they found that FK12-
amide, FK-12 peptide derivative, had NETs inhibitory effect. Next, they prepared 11 kinds of peptide mutants by alanine 
scanning mutagenesis, and are now verifying the effect using the in vitro evaluation system. Based on these investigations, 
they aim to identify peptides that retain good in vivo NETs inhibitory activity. 
Hitoshi Hasegawa (Ehime University Graduate School of Medicine, Graduate School of Medicine, Graduate School of 
Medicine, Blood, Immune, Infectious Diseases, Internal Science) conducted a large-scale quantitative analysis of serum 
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proteome with the aim of developing new diagnostic and therapeutic biomarkers, and extracted 83 candidate markers. 
Promising candidate proteins were analyzed by ELISA and nine markers for disease activity were identified. Of these, 
TIMP-1 was the most useful, reflecting the activity of AAV more sensitively than CRP and MPO-ANCA. TKT and CD93 
were also useful as markers for kidney damage. TNC increased in patients with pulmonary infiltrates, and correlated with 
severity as well (submitted). 
Michi Tsutsumino (Tokyo Women's Medical University, Institute of Rheumatology) examined the cytokine profiles by 
multiplex analysis using sera from patients with MPA and GPA before and six months after remission induction treatment. 
Cytokines showing high levels before treatment and having significantly decreased after treatment were IL-1 beta, IL-6 
and MIP-1 alpha, which were common to both MPA and GPA. These molecules were considered to be therapeutic target 
molecules. 
Akihiro Ishizu, Yoshinari Takasaki (Graduate School of Medicine, Juntendo University School of Medicine, Collagen 
Disease and Rheumatology), Michi Tsutsumino prepared the clinical development road map of tocilizumab for AAV. They 
consulted with Chugai Pharmaceutical Co., Ltd. and PMDA on the trial protocol and the path to approval, and finally 
agreed with the PMDA on these issues. 
Koichi Amano (Department of Rheumatology and Collagen Disease, Saitama Medical School), Tetsuya Horita (National 
University Hokkaido University Hokkaido University Hospital Internal Medicine II), Yoshihiro Arimura (Kyorin Gakuen 
Kyorin University School of Medicine / Kidney · Rheumatism and Collagen Disease Internal Medicine), Takahiro Okazaki 
(St. Marianna University School of Medicine rheumatism · collagen disease · allergy internal medicine), Ken-ei Sada 
(National University University Graduate School of Medicine and Pharmaceutical Sciences Graduate School of Medicine 
and Pharmaceutical Sciences, Department of Internal Medicine), Yoshinari Takasaki, Tsutomu Takeuchi, Yoshiya Tanaka 
(University of Occupational and Environmental Health Department of Internal Medicine, 1st Internal Science Course), 
Michi Tsutsumino, Hiroaki Dohibashi (National University University School of Medicine, Blood, Immune, Respiratory 
and Internal Science), Masayoshi Harigai conducted clinical trial consultations based on the above roadmap, and agreed 
with PMDA for the clinical trial implementation plan. We established a GCP-compliant clinical trial implementation system 
and held a start-up meeting with the participating medical institutions in September 2016. We established the trial secretariat 
and received IRB approval at multiple participating medical institutions including Tokyo Women's Medical University 
Hospital in this fiscal year. 
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