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研究成果の概要：再生不良性貧血患者の治療前血液を用いて、①PNH 型血球の増加、②抗 DRS-1

抗体および③抗モエシン抗体の有無を検索し、これらのマーカーと免疫抑制療法に対する反応

性との関係を明らかにするための多施設共同臨床試験を実施した。PNH 型血球陽性例と陰性例

で、治療開始から 6ヵ月後の治療効果を比較したところ、両群に有意な差は認められなかった

が、自己抗体陽性例では陰性例に比べて奏効率が高い傾向が得られた。 
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１．研究開始当初の背景 
再生不良性貧血に対しては、欧米を中心と

してこれまでに多くの治療研究が行われて
きた。その結果として免疫抑制療法の効果が
確立されたが、欧米では再生不良性貧血とい
う曖昧な症候群を層別化して病態に応じた
治療を行おうという動きはほとんど見られ
ない。これは再生不良性貧血が欧米諸国では
日本ほど多くないことが一つの要因と考え
られる。 
われわれは、発作性夜間ヘモグロビン尿症

(PNH)形質の血球が増加していることが、免
疫抑制療法に対する反応性の重要な予測因
子であることを後方視的な観察によって初

めて明らかにした(Sugimori C, Yamazaki H, 
Nakao S, et al, Blood, 2006)。また、再生
不 良 性 貧 血 患 者 の 約 3 割 で は 、
diazepam-binding inhibitor-related  
protein (DRS-1)に対する抗体が存在するこ
とを見出した(Feng X, Yamazaki H, Nakao S, 
et al, Blood, 2004)。さらに、再生不良性
貧血におけるもう一つの自己抗原候補とし
てモエシンを同定し、このモエシンに対する
抗体が再生不良性貧血患者の約3割に検出さ
れることを明らかにした(Takamatsu H, 
Nakao S, et al, Blood, 2007)。 
PNH 型血球の増加は単独でも、免疫抑制療
法に対する高反応性の予測因子であるが、そ
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の意義は共通プロトコールを用いた前方視
的な観察によって確認する必要がある。また、
PNH 型血球の増加がない例であっても約 5 割
が免疫抑制療法に反応して改善することか
ら、PNH 型血球の増加のみが免疫病態の存在
を反映しているわけではない。PNH 型血球に
加えて、抗 DRS-1 抗体と抗モエシン抗体を検
索することにより、免疫抑制療法に対する反
応性をより正確に予測できる可能性がある
と考えた。 
 
２．研究の目的 
再生不良性貧血は原因不明の症候群であ

るが、実際には約７割が ATG とシクロスポリ
ンの併用療法によって改善することから、多
くの例の発症に免疫病態が関与していると
考えられている。しかし、このような免疫病
態を反映する良いマーカーが確立されてい
ないため、再生不良性貧血と診断された骨髄
移植適応のない患者に対しては無条件に免
疫抑制療法が行われているのが実情である。
そこで、再生不良性貧血患者の治療前の血液
について、PNH 型血球の増加、抗 DRS-1 抗体
および抗モエシン抗体の有無を検索し、免疫
抑制療法の共通プロトコールによる治療反
応性とこれらのマーカーとの関係を前方視
的に観察することにより、免疫抑制療法に対
する反応性の予測方法を確立することをめ
ざした。 
 
３．研究の方法 
（1）臨床試験の実施と検体収集 
平成18年4月より平成21年3月にかけて、

｢成人再生不良性貧血における免疫病態マー
カーの意義を明らかにするための多施設共
同前方視的臨床試験｣（試験責任者：中尾眞
二）を実施した。本臨床試験には、IRB の承
認を得た 50 施設が参加した。 
 
本試験への参加に文書で同意が得られた

新規症例より血液検体を収集し、微少 PNH 型
血球の検出、抗 DRS-1 抗体および抗モエシン
抗体の検索を実施した。 
 

（2）two-color フローサイトメトリ法による
微少 PNH 型血球の検出 
PEでラベルした抗CD11bモノクローナル抗

体 ( 赤 血 球 に 対 し て は 抗
glycophorin-A(GP-A)抗体を用いる)と、FITC
でラベルした CD55、CD59 の各モノクローナ
ル抗体を同時に用いたtwo-color フローサイ
トメトリ法により、CD11b+CD55-CD59-分画の顆
粒球(GP-A+CD55-CD59-分画の赤血球)を同定し、
それらを PNH 型顆粒球(PNH 型赤血球)と定義
した。末梢血顆粒球(赤血球)ゲート内の 10
万個の細胞を解析し、3 個(5 個)以上の PNH
型顆粒球(PNH 型赤血球)が検出される場合を

PNH 型血球陽性と判定した。 
 
（3）ELISA による抗 DRS-1 抗体および抗モエ
シン抗体の検索 
 DRS-1 またはモエシン 250～500 ng を炭酸
緩衝液で希釈し、96 穴のイムノプレートに分
注し、4℃で一晩静置した。0.05%Tween 加リ
ン酸緩衝液 (Phosphate-buffered saline, 
PBS)(PBST) で 3 回洗浄後、10%子牛胎児血清
加 PBST(PBST-FCS)を加え、4℃で一晩ブロッ
キングしたものを ELISA 用プレートとした。
200 倍に希釈した血清を 50μl 加え、室温で
60 分間インキュベートした。PBST で 5 回洗
浄後、ペルオキシダーゼ標識抗ヒト
IgG(1:5000)を加え、室温で 60 分間インキュ
ベートし、PBST で 7 回洗浄後、3, 3', 5, 
5'-tetramethylbenzidine (TMB) substrate
による発色操作を行い、OD450 の吸光度を測
定した。正常ヒト血清の吸光度の平均値＋
2SD を DRS-1 またはモエシンに対するカット
オフ値とした。なお、ELISA による判定が困
難な例に関しては、これらの自己抗原に対し
て患者血清を用いたウエスタンブロットを
行った。 
 
（4）免疫抑制療法に対する効果と各マーカ
ーとの関連性の検討 
治療開始後 6カ月が経過した時点で、本臨
床試験登録症例の治療効果判定を行った。治
療効果判定は Camittaが提唱した判定基準を
用いた。各マーカーの有無に基づき、PR 以上
の奏効率を算出し、免疫抑制療法に対する反
応性の予測がそれぞれのマーカーによって
可能であるか否かを検討した。治療開始時に
マーカーが検出された例に対しては、治療効
果判定時に再度マーカーの有無を検索し、治
療効果とマーカーの推移との関連性につい
ても検討した。 
 
４．研究成果 
平成18年4月より平成21年3月にかけて、
再生不良性貧血患者の治療前血液を用いて、
①PNH 型血球の増加、②抗 DRS-1 抗体および
③抗モエシン抗体の有無を検索し、これらの
マーカーと免疫抑制療法に対する反応性と
の関係を明らかにするための多施設共同臨
床試験を実施した。 
本臨床試験には 50 施設から 110 例の登録
があった。男女比は 58：62、年齢の中央値は
58 才（16 才～75 才）であった。 
PNH 型血球陽性率は登録例全体で 75%であ
った。重症度別では stage 3 の 87%、stage 4
の 72%、stage 5 の 57%が PNH 型血球陽性であ
った。男女別では特に差は認めなかったもの
の、年齢別では 10 代の陽性率がやや低い傾
向にあった。 
 



 

 

登録例のうち、脱落例および症例調査票未
提出例を除いた 99 例について、PNH 型血球検
出の有無と免疫抑制療法に対する反応との
関係について検討した。結果を表 1 に示す。 
 

表 1．PNH 型血球検出の有無と免疫抑制療法
に対する奏効率 
 
 PNH 型血球(+) 

（N=73） 
PNH 型血球(-) 
（N=26） 

CR 5（6.8%） 2（7.7%） 

PR 42（57.5%） 15（57.7%） 

CR+PR 49（67.1%） 17（65.4%） 

NR 20（27.4%） 7（26.9%） 

再発 3（4.1%） 1（3.8%） 

早期死亡 1（1.4%） 1（3.8%） 

 
PNH 型血球陽性例と陰性例で、治療開始か
ら 6ヵ月後の治療効果を比較したところ、両
群に有意な差は認められなかった。 
 
次に、登録例のうち、解析し得た 81 例に

ついて自己抗体の有無を検索したところ、抗
DRS-1 抗体は 26%(21/81)、抗モエシン抗体は
26%(21/81)が陽性であった。なお、その半数
は両者とも陽性であった。 
自己抗体を解析し得た例のうち、脱落例お

よび症例調査票未提出例を除いた 76 例につ
いて、各種自己抗体検出の有無と免疫抑制療

法に対する反応性との関係について検討し
た。結果を表 2に示す。 
 
表 2．自己抗体検出の有無と免疫抑制療法に
対する奏効率 
 
 抗 DRS-1 抗体 

（N=76） 
抗モエシン抗体
（N=73） 

 (+) (-) (+) (-) 

CR+PR 
13/19
(68%)

31/57 
(54%) 

16/19 
(84%) 

28/54
(52%)

 
自己抗体が検出される例の方が検出され
ない例に比べて、奏効率が高い傾向が認めら
れた。 
 
PNH 型血球陽性例と陰性例で、治療開始か
ら 6ヵ月後の治療効果を比較したところ、従
来のレトロスペクティブな解析結果とは異
なり、両群に有意な差は認められなかった。 
3 ヵ月の時点で反応がない例に対しては、
metenolone が追加されるプロトコールのた
め、その影響の有無に関する検討が必要であ
る。更に、今後、3 ヵ月の時点での反応性と
2～5 年時点での failure free survival に両
群間で差がないかを検討する予定である。 
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