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研究成果の概要（和文）：本邦PNHの約550例にエクリズマブが投与され、約3.5％の患者がヘテロ接合性塩基置
換によるC5遺伝子多型（c.2654G>A、p.Arg885His）が原因で不応症であることが判明した。類似多型を、アルゼ
ンチン人患者（c.2653C>T、p.Arg885Cys）と、オランダ人患者（c.2653C>A、p.Arg885Ser）に同定した。機能解
析により、これらの多型によりエクリズマブがC5に結合できず、溶血を抑制出来ないことが証明された。以上、
エクリズマブ不応症解析のシステムを構築し稼働している。

研究成果の概要（英文）：Approximately 550 patients in Japan with PNH were treated with eculizumab 
and about 3.5% of patients were found to be refractory by C5 gene polymorphism due to heterozygous 
base substitution (c.2654G>A, p.Arg885His). Similar polymorphisms were identified in Argentinian 
patient (c.2653C>T, p.Arg885Cys) and Dutch patient (c.2653C>A, p.Arg885Ser). Functional analysis 
proved that eculizumab could not bind to C5 due to these polymorphisms and hemolysis could not be 
suppressed. Thus, we have constructed and operated a system for analysis of eculizumab inadequacy.

研究分野： 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 2010 年に PNH 溶血の治療薬としてエク
リズマブが承認され、欧米ではみられなかっ
た不応例が 11 例で確認された。これら不応
例に共通する C5 遺伝子多型（c.2654G>A）を
見いだしており、詳細な機能解析と人種間の
広がりについての解析が急がれる状況であ
った。 
 
(2) 溶血は抑制されるものの、貧血の回復
が十分でなく、輸血依存からも脱却出来ない
反応不良例が一定数存在する。エクリズマブ
により C5 以降の補体経路が遮断されたこと
により、C3b 蓄積による赤血球のオプソニン
化と、引き続く脾臓での血管外溶血が顕在化
したことも主要因と考えられた。 
 
２．研究の目的 
(1) これら不応例は、C5 の機能自体には異
常を示さないものの（遺伝子多型）、エクリ
ズマブが結合出来ないと推察されるので、詳
細な機能解析を行う。先行する欧米ではこの
ような不応例の報告はないことから、日本人
（またはアジア人）特有の遺伝子多型ではな
いかと予想され、多型の広がりを網羅的に解
析する。 
 
(2) エクリズマブ投与による血管外溶血の
顕在化は、程度の差はあるもののエクリズマ
ブ投与例全例において、投与後から段階的に
進行する。また、臨床的に問題となる症例と
そうでない症例が存在する。したがって、C3b
の蓄積を経時的にモニターし臨床症状と比
較し、C3b の蓄積ならびに血管外溶血を規定
している要因を解明し、エクリズマブ治療を
最適化する。 
 
３．研究の方法 
(1) エクリズマブ不応例解析：日本人型変
異（c.2654G>A）のスクリーニングは、塩基
置換により制限酵素 ApaL1 切断部位が形成
されるので、当該塩基を PCR にて増幅後、制
限酵素で切断することによりスクリーニン
グする。日本人型変異でない場合は、既知の
変異はすべてエクソン 21 に集約しているの
で、まずはエクソン 21 のシークエンスを優
先的に行う。変異が同定出来ない場合は、患
者血清にエクリズマブを添加し溶血試験を
行い、不応症であることを確認する。不応で
あることを確認後、全エクソンシークエンス
を行い、変異を検索する。変異情報に基づき、
機能解析のための組み換え型 C5 蛋白を作成
する。C5 除去血清＋組み換え型 C5 にエクリ
ズマブ添加による溶血試験を行う。組み換え
型変異 C5 とエクリズマブの結合を Biacore 
system を用いて解析する。同定した変異の分
布を解析する為に、異なる人種の DNA パネル
（健常人）を購入し、それぞれの変異をスク
リーニングする。 
 

(2) エクリズマブ反応不良例解析：エクリ
ズマブ投与患者と非投与患者、新規エクリズ
マブ投与患者においては投与前後において、
赤血球膜上のC3bの蓄積と臨床検査所見を経
時的に解析する。CR1 の遺伝子多型を解析し、
C3b の蓄積、血管外溶血顕在化との関係を明
らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) 塩基置換同定不応例患者リスト：各国
から依頼のあった不応例について解析した。 
日本人型多型（c.2654G>A,p.Arg885His）：
本邦において約550例にエクリズマブが投与
されており、総計 19 例で日本人型多型が確
認された。 
ア ル ゼ ン チ ン 人 型 多 型 （ c.2653C>T, 
p.Arg885Cys）：  
オランダ人型多型（c.2653C>A,p.Arg885Ser）
を新たに同定した 
イスラエル人不応例：従来の p.Arg885 には
変異無し 
 
(2) 溶血試験 1：鳥赤血球にエクリズマブ投
与前の患者血清を加え溶血を誘導する。そこ
にエクリズマブを添加しても溶血が抑制さ
れないことを確認した（図 1）。 
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図 1. エクリズマブ添加溶血試験 
 
さらに、別のエピトープを認識する抗 C5 抗
体に対する反応性も検証した（図 2）。 

図 2. N19-8 抗体添加溶血試験 
 
(3) 機能解析（変異 C5蛋白の作製、溶血試
験 2、結合試験）: 日本人型多型、アルゼン
チン人型多型、オランダ人型多型について解
析した。同定した変異を組み込んだ組み替え
型 C5 蛋白を作製した。鳥赤血球に C5 除去血
清＋組み換え型 C5 を加え溶血活性を確認す



る。そこにエクリズマブを添加しても溶血が
抑制されないことを確認した。さらに、別の
エピトープを認識する抗 C5 抗体に対する反
応性も検証した。Sensor chip にエクリズマ
ブを付着させ、そこに組み換え型C5を流し、
Biacore system を用いて結合を解析した（図
３）。 

図 3. Biacore system 
 
組み換え型変異 C5 では、エクリズマブに対
する結合が消失していた（図４）。 

図 4. 結合試験 
 
(4) 人種間、地域間の分布解析：日本人の
健常人288人を対象に変異スクリーニングを
行うと、日本人型多型を 10 人（3.5%）に認
めた。日本人型多型（c.2654G>A）、アルゼン
チン人型多型異（c.2653C>T）に対し、英国
人（100 例）、中国漢民族（120 例）、メキシ
コ現住民（90例）の DNA パネルを用いて解析
した。本邦 PNH 患者の多型保有率（3.5％）
は、健常人（3.5％）と同程度であった。こ
の多型は中国漢民族DNAパネル中にも同定さ
れた。アルゼンチン型 c.2653C>T 変異は、100
例前後の解析では英国人、中国漢民族、メキ
シコ原住民いずれにおいても検出されず、保
有率がさらに低い可能性が示唆された。 
 
(5) エクリズマブ反応不良例解析：エクリ
ズマブ投与後の血管外溶血顕在化解析のた
め、当院のエクリズマブ投与患者８例につい
て、PNH 型赤血球膜上の C3b 蓄積の経過を追
ったところ、当初の 15 ヶ月の観察では全例
で増加傾向を認めていたが、その後の観察で
は頭打ちとなった（30〜60%）。８例中唯一臨
床的に血管外溶血が問題となっている症例
では、IgG が低値（<500mg/dL）で原因不明の
感染症を発症し、網内系が活性化（単球増
加；20%→40%）し、貧血増悪を繰り返してい
るが、必ずしも C3b 蓄積（30%）は多くなか
った。エクリズマブ反応不良の要因は多岐に
渡るので、症例ごとの詳細な解析が必要と思
われた。 
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