
酪農学園大学・農食環境学群・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３０１０９

基盤研究(B)（一般）

2019～2017

新規補体測定系の開発と構築により補体関連疾患の病態を解明する

The development of complement analysis system for complement diseases

２０２１０８６７研究者番号：

若宮　伸隆（wakamiya, nobutaka）

研究期間：

１７Ｈ０４１０８

年 月 日現在  ２   ４ １５

円    13,700,000

研究成果の概要（和文）：近年難治性疾患に補体活性化の関与が疑われている。しかし現在、補体活性化と疾患
病態を結びつける補体因子の適切な検査やその体制が存在しないために、その詳細は不明である。本研究の目的
は、新規補体活性化測定系の開発と構築を行い、標準検査系である補体活性化分解物測定系を再整備・構築し、
補体関連疾患 の補体活性化病態メカニズムの解明を行うことである。成果としては、C3, C4, CH50, Ba, 
sC5b9, C5a, CFH, CFI, C1-INH活性, CFH-IgGを測定できる補体因子検査系10項目を樹立し、本10項目の基準値
を策定し、2019年12月学会誌「補体」にて公表を行った。

研究成果の概要（英文）：In late years、the participation of the complement activation is doubted for
 an intractable disease. However, the details are unidentified now because the appropriate analysis 
of the complement factor relating the disease condition of a patient to complement activation and 
the system do not exist. We will build the purpose of this study with development of the new 
complement activation system of measurement, and re-builds up the pro-standard analysis complement 
activation resolvent system of measurement and is to elucidate the complement activation condition 
of a patient mechanism of the complement-related disease. As result, we established complement 
factor assay system for ten items that could measure C3, C4, CH50, Ba, sC5b9, C5a, CFH, CFI, C1-INH 
activity, CFH-IgG and devised the standard value of these ten items and announced it with an 
official journal of a complement scientific society "Hotai" in December, 2019.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年難治性疾患に補体活性化の関与が疑われているが、補体活性化と疾患病態を結びつける補体因子の適切な検
査やその体制は存在しない。本研究では、日本で初めてC3, C4, CH50, Ba, sC5b9, C5a, CFH, CFI, C1-INH活
性, CFH-IgGの10項目の補体因子検査系システムを樹立した。そして、10項目の基準値を策定し公開したこと
で、今後補体関連疾患の病態把握に、補体検査を利用できる情報を提供できたと考えている。また、本システム
は国際補体学科が行っている外部評価システム（EQA）に日本唯一認証されており、国際的に非常に評価されて
いる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
補体系は、右の図１にあるように、多様な分子から成る複雑系システムである。当初、補体は、
（１）抗体を補う分子として同定されたが、実際には、C3、C4を中心とする結合分子とタンパ
ク分解酵素が次々とその補体関連分子を切断し、補体系活性化を連続させ、その過程でできる物
質により、自然免疫のみならず様々の生体機能をコントロールする非常に重要なシステムであ
ることが明らかになっている。 
（２）近年難治性疾患に補体活性化の関与が強く疑われている。特に、血栓性微小血管症(TMA)
や非典型尿毒症症候群(aHUS)などの病態に補体活性化が極めて重要な働きをする可能性が明ら
かになった。この難治性血管炎は、抗補体薬でのみしか沈静化できないが、補体活性化と疾患病
態を結びつける補体因子の適切な検査やその体制が日本ばかりか世界にも現時点では、存在し
ない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、局所における補体の異常活性化を明確に規定できる補体検査法の総合的な確立（新
規補体活性化測定系の開発と世界標準の補体検査整備）を目標とした研究を行う。そして、この
補体検査体制の構築過程で、実際の補体関連疾患の新規病態を明らかにし、種々のトリガーで誘
発される TMA や aHUS などの補体関連性血管炎等に対して、新たな治療指針構築に資するこ
とができる新知見を見出することが、この研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
本研究の方向性は、大きく分けて 3 つにしぼられると考える。①既に欧米では市販され検査で
きるが、日本でできない世界標準補体検査系の構築と評価、②新規の血液の補体系の異常活性化
レベルを測定できる系の開発・構築と評価、③具体的な補体関連疾患における、上記検査の有用
性の検討・評価となると考えられる。それらを本研究では、以下の 7つの方法で研究する。 
（１）世界標準の補体系検査(C3,C4,CH50,Ba,sC5b-9,C5a,CFH, CFH-IgG)を構築する。 
（２）血液の補体系異常活性化能力を評価できる新規補体活性化測定系を開発・構築する。 
（３）疾患確定した既存患者血液を研究１，２の測定系に供し、検査の基準値を設定する。 
（４）前向き試験で収集する患者血液を（１，２）の測定系に供し、補体活性化度を評価する。 
（５）（３,４）の補体検査値と患者病態情報を得て、本補体関連疾患の補体活性化度を解析する。 
（６）補体関連疾患患者組織における補体活性化状態の解析を行う。 
（７）すべてのデータを統合して、関連疾患の病勢および臨床経過や重症度と各種補体濃度、 
補体活性化物濃度、補体活性化度との検討を行い、それらの因果関係を解析する。 

 
４．研究成果 
（１）世界標準の補体系検査(C3,C4,CH50,Ba,sC5b-
9,C5a,CFH, CFH-IgG)の 8項目の構築から、検査項目の構
築をスタートした。3年間では最終的に、2項目が増えて、
10 項目の補体検査系の樹立（C3, C4, CH50, Ba, sC5b-9, 
C5a, CFH, CFI, C1-INH 活性, CFH-IgG）に成功している。
さらに、健常人 70 名の収集により、補体検査基準値を策
定した（右表：基準値）。本結果は、日本補体学会の学術
誌「補体」に原著論文として報告した。また、本検査シス
テムにおける、外部精度管理（EQA）に関しては、2019 年
度においては、2 回の EQA2019 に参加した。EQA2019 では、
13 項目 (Alternative pathway, Classical pathway, 
Lectin pathway, C3, C4, C1 inhibitor protein, C1 
inhibitor activity, C1q, CFH, CFI, C3a, sC5b-9, 
Anti-CFH) にエントリーし、そのうち 11 項目についての妥当
性評価を受けた（右図）。本補体検査の EQA による認証は、日
本では唯一の認証であり、国際的にも高い評価を受けている。 
 
（２）新規補体活性化測定系を開発・構築については、CRP, 
serum amyloid protein(SAP), PTX3 と分泌型 CL-P1 との結合
を ELISA で明らかにし、同時に CL-P1 の真核細胞の発現系
(HEK293/CL-P1 細胞) を用いてその結合を明らかにした。さ
らに、ヒト補体血清を用いた実験では、ELISA 系および CL-P1
発現細胞において、PTXs 依存性に C3b が産生される前期補体
活性化が起こることを明らかにした。同時に、この活性化が
CRP, SAP, PTX3 と血清中に存在する C1q の結合依存的(古典
経路)に起こることを明らかにした。つぎに補体活性化につい
て完全ヒト補体血清を用いた実験条件では、終末経路への進
展は見られなかった。同様の系で、各種補体因子欠損血清や
精製補体等の添加実験を行い、補体活性化の抑制系について

項目 単位 血清 血漿

C3 mg/dL 61.6 - 138.8 60.8 - 130.0

C4 mg/dL 11.0 - 35.0 10.8 - 33.2

CH50 CH50/ml 32.4 - 49.6 31.3 - 44.5

Ba ng/ml 438.1 - 1545.7 245.5 - 648.7

sC5b-9 ng/ml 181.0 - 1265.8 58.4 - 311.2

C5a ng/ml 1.25 - 27.33 0.20 - 14.22

CFH µg/ml 237.7 - 662.9 209.9 - 654.3

CFI µg/ml 11.2 - 41.6 44.7 - 202.7

C1-INH活性 % 79.1 - 139.5

CFH-IgG AU/ml 393.9 - 1476.4 393.9 - 1438.5



検討した結果、CRP, PTX3 は、CFH 因子が関与して終末経路への進展を制御すること、 SAP では
C4BP により制御されていることが明らかになった。しかし、健常人では自己細胞での補体活性
化が起こらないように液性や膜型の補体制御因
子が存在し、自己の組織ダメージを惹起する補体
活性化が阻害され、補体活性化は C3b の前期活性
化段階で停止している。しかし慢性的な何らかの
原因で炎症が持続的亢進している状態では、血中
の炎症マーカーが上昇している可能性が考えら
れ、炎症局所では PTXs 依存性の補体活性化が引
き起こされ、本補体活性メカニズムが機能する可
能性があると推測している(右図)。 
 
（３）疾患確定した既存患者血液を研究１，２の測定系に供し、検査の基準値を設定する。 
疾患確定した既存患者に関しては、aHUS, C3 腎症、妊娠高血圧に合併する TMA, 腎移植に伴う
TMA, 骨髄幹細胞移植に伴う TMA などの疾患の患者のレジストリーを構築し、血液収集を進めて
いるが、現時点では、症例数がそれほど多くなく、生物学的な統計ができるには、さらに症例の
収集が必要であると考えている。 
 
（４）前向き試験で収集する患者血液を（１，２）の測定系に供し、補体活性化度を評価 
本研究おいては、前向き試験を構築する過程であり、まだ補体活性化評価の検討に至っていない。 
 
（５）（３,４）の補体検査値と患者病態情報を得て、本補体関連疾患の補体活性化度を解析する。 
患者情報は、着々と大阪市立大学の REDCap において、レジストリー構築を進めている。しか
し、生物統計に適した症例数が集まっておらず、全体に検査する時期には至っていない。とくに、
タンパク質の測定は一括検査を考えておりそれほど進んでいないが、遺伝子検査のデータは、例
数は多くないが、着実に蓄積されている。 
 
（６）補体関連疾患患者組織における補体活性化状態の解析については、症例報告の段階である
が、移植例で補体活性化を示す、補体因子の動態観察を行った。補体活性化は、TMA 発症早期に
すでに補体活性化分子の増加がみとめられており、それらは、抗補体薬の投与により、沈静化し
ていることが観察されている。同時に、行った患者組織における腎切片においても、TMA の組織
像がみられており、臨床データの腎機能の低下と非常にリンクした所見が得られている。データ
解析のあと、現在論文投稿中である。 
 
（７）すべてのデータを統合して、関連疾患の病勢および臨床経過や重症度と各種補体濃度、補
体活性化物濃度、補体活性化度との検討を行い、それらの因果関係を解析する。 
補体関連疾患の発生頻度が非常に少ないために、症例収集は非常に困難を極めている。日本で発
生するほとんどの患者は、関連学会の協力により、かなりカバーできていると推測するが、それ
にもかかわらず症例数は少ない。今後は、諸外国との連携も考慮する必要があると考えている。 
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