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研究成果の概要（和文）： 発作性夜間ヘモグロビン尿症（PNH）に対する安全で有効な治療法の

確立をめざして、ヒト C8 および C9 を標的に SELEX 法を用い RNA アプタマーの選別を開始し、

C8 アプタマーは SELEX 4 ラウンド後の C8-4-101 クローンで 15nM の Kd と 74%の Bmax を、C9 ア

プタマーは SELEX 16 ラウンド後の C9-16-8 クローンで 3nM の Kd と 67%の Bmax を有し、既知の

C5 アプタマーと同等またはそれ以上の溶血抑制活性を認めた。今後の臨床への応用が十分期待

される結果であった。 

 
研究成果の概要（英文）： To develop safe and effective therapy inhibiting complement 
mediated hemolysis in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH), high affinity 
nuclease-resistant RNA aptamers that bind specifically to C8 or C9 were identified using 
SELEX methodology. C8-4-101 aptamer clone bound C8 with a Kd of 15nM and a Bmax of 74% 
and C9-16-8 aptamer clone bound C9 with a Kd of 3nM and a Bmax of 67%, with inhibiting 
hemolytic activity similar to or greater than control (C5 aptamers). The development of 
blocking RNA aptamers, using the SELEX procedure against terminal complement proteins 
C8 or C9, represents a novel potential therapeutic option for PNH.  
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１．研究開始当初の背景 
(1) 補体溶血治療薬の開発 
発作性夜間ヘモグロビン尿症（paroxysmal 
nocturnal hemoglobinuria: PNH）は、血管
内溶血、造血不全、血栓症を主徴とする後天
性クロ−ン性造血幹細胞疾患である。PNH 患者

の赤血球では補体制御因子である CD55 や
CD59 が欠損するために、補体の活性化に伴い
血管内溶血が起こり、ヘモグロビン尿をきた
す。抗マウスヒト化 C5 抗体 eculuzumab
（Soliris、Alexion 社）は補体第 5成分（C5）
のエピトープを認識するヒト化モノクロー



ナル抗体で、C5 分子と結合することによって、
C5 転換酵素の作用を阻害し、炎症性メディ
エータである C5aの放出を阻害するとともに、
C5b（膜侵襲蛋白）に引き続く膜破壊性の
C5b-9 複合体の生成を阻害する。臨床試験の
成績から、補体阻害剤が PNH 溶血のコントロ
ールに有効であることが示され、欧米諸国で
は承認に至っている。 

C5 の先天性欠損症では、再発性ナイセリア感

染症を繰り返すので、長期に C5 を抑制する

ことは同様の危険性を伴うことが懸念され

る。一方、C9の先天性欠損症患者は、一般的

に健常である。また、C9欠損症を伴った PNH

患者では、赤血球のほとんどが PNH 型血球で

あるにもからわらず溶血症状をほとんど伴

わず、３０年にわたり良好な経過を得ている

ことから、PNH 溶血の治療には終末分子（C8

もしくは C9）を標的にするのが最良であると

考えられる。 
 
(2) RNA アプタマー 
アプタマーは、２０〜４０ヌクレイチドのラ
ンダム配列 RNA ライブラリーから、特定の標
的に対して強い親和性と特異性を持つ分子
を、試験管内で選択・増幅のサイクルを繰り
返 す SELEX (systematic evolution of 
ligands by exponential enritchennt) 法に
よって得られる（図１）。アプタマーの二次
構造は、ヘアピン、ステムバルジ、G カルテ
ットなど比較的単純な構造にみえるが、その
３次元構造は標的特異的であり、自然界のリ
ガンドより強い結合力をもつものが得られ
ることもある。既に、血管内皮細胞増殖因子
（VEGF）に対するアプタマーが実用化されて
いる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ RNA Aptamer SELEX 法 
 
２．研究の目的 
C5 は溶血のみならず、炎症反応の調節や生体
防御反応に重要であり、長期にわたる抑制は
感染症等の有害事象の危険を伴う。１）PNH
溶血では CD59（C9 を阻害）が、CD55（DAF）

に比し重要であること、２）C1〜C8 の先天性
欠損症患者では免疫複合体病様症状や重症
感染症を繰り返すのに対し、C9 先天性欠損症
患者は健常であること、３）C9 欠損症を伴っ
た PNH 患者では、赤血球のほとんどが PNH 血
球であるにもからわらず溶血を伴わないこ
とから、PNH 溶血の治療には C8 ないしは C9
を標的とするのが最適と考えられるので、そ
れらに阻害活性を持つ RNAアプタマーを開発
することにより、より安全で有効な治療法の
確立をめざした。 
 
３．研究の方法 
(1) SELEX 法（アプタマー選別） 
図１に示すように、RNA アプタマ−ライブラリ
ーと標的分子（C8、C9）を反応させ、標的蛋
白と結合した分子のみを分離し、RT-PCR にて
増幅した後、 in vitro で RNA に転写すると
いうサイクルを繰り返す。数ラウンドの後
（通常 8-12）、選別された RNA リガンドをシ
ークエンスし、標的蛋白に対する結合力と阻
害活性を測定する。 
 
(2) 結合試験（Binding Assay） 
標的蛋白とγP32にて末端標識した RNA アプタ
マ−を反応させた後、RNA 蛋白複合物をニトロ
セルロース（標的蛋白とそれに結合している
アプタマーが吸着される）とナイロンメンブ
ラン（蛋白、DNA、RNA すべてが回収される）
にドットブロットし、それぞれの放射活性を
測定し結合率を計算する。 
 
(3) 溶血試験（Hemolytic Assay） 
EA（抗体付着ヒツジ赤血球）と標的補体成分
除去血清に希釈系列標的補体成分を加えて、
50-80%溶血を誘導する標的補体成分量を決
定する。上記の条件を 100%溶血活性とし、RNA
アプタマーを加えその溶血阻止活性を算出
する。 
 
４．研究成果 
(1) C8 アプタマーの選別 
4-7 ラウンド後のアプタマーをクローン化し、
溶血試験にて溶血抑制活性を調べたところ、
4-101 クローンは 250nM にて 92％の溶血抑制
活性を示した（図２）。 

 
図２ C8 アプタマーの溶血抑制 



推定される２次構造を図７に示す。 4-101 クローンは、74％の Bmax と 15nM の Kd
を有していた（図３）。 

図３ C8 アプタマーの結合曲線 

 
図７ C9 アプタマーの予測２次構造 
 
(3) まとめ 
以上の結果は、今後の臨床への応用が十分期
待されるものであった。2010 年に本邦におい
てもエクリズマブが承認されたが、C3b によ
る赤血球膜のオプソニン化と血管外溶血の
顕在化という新たな問題が発生し、十分な貧
血の改善につながらない症例が存在する。C5
を標的とするより C8/C9 を標的にした方
が感染症のリスクは軽減できると考えら
れるものの、補体終末成分を阻害するこ
れらの治療法では、最終的に C3b による
赤血球膜のオプソニン化と血管外溶血が
顕在化するという新たな問題も判明した。 

推定される２次構造を図４に示す。 
図４ C8 アプタマーの予測２次構造 
 
(2) C9 アプタマーの選別 
16 ラウンド後のアプタマーをクローン化し、
溶血試験にて溶血抑制活性を調べたところ、
16-8 クローンは 125nM にて 85％の溶血抑制
活性を示した（図５）。  
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図５ C9 アプタマーの溶血抑制 
16-8 クローンは、67％の Bmax と 3nM の Kd を
有していた（図６）。 

図６ C9 アプタマーの結合曲線 
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