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研究成果の概要（和文）：MYH9 異常症は常染色体優性遺伝形式を示す先天性血小板異常症で、

巨大血小板、血小板減少、顆粒球封入体を呈する。野生型および MYH9異常症患者で同定された

エクソン 40 の一塩基欠失変異を含む全長 MYH9	
 cDNA	
 を強制発現させた COS7 細胞では、MYH9

変異の有無に関わらず NMMHC-IIA 蛋白は異常凝集を形成せず正常な線維状局在を示した。

NMMHC-IIA 発現 COS7 細胞は MYH9 変異の有無に関わらずラメリポディアの伸展抑制、接着斑形

成の増加が見られ、機能的 NMMHC-IIA 発現が示唆された。	
 

 
研究成果の概要（英文）：The	
 MYH9	
 disorders	
 are	
 autosomal	
 dominant	
 congenital	
 platelet	
 
disorders,	
 characterized	
 by	
 giant	
 platelets,	
 thrombocytopenia,	
 and	
 granulocyte	
 inclusion	
 
bodies.	
 COS7	
 cells	
 transfected	
 with	
 wild-type	
 full	
 length	
 MYH9	
 cDNA	
 and	
 that	
 with	
 the	
 
single	
 base	
 deletion	
 mutation	
 of	
 Exon	
 40	
 identified	
 in	
 patients	
 showed	
 the	
 normal	
 fiber	
 
localization	
 of 	
 NMMHC -IIA	
 protein 	
 without 	
 forming 	
 inclusion 	
 bodies. 	
 Inhibition 	
 of	
 
lamellipodial	
 extension 	
 and 	
 increase 	
 in 	
 the 	
 number 	
 of 	
 foc al	
 adhesion 	
 complex 	
 in	
 
transfected	
 COS7	
 cells,	
 with	
 or	
 without	
 MYH9	
 mutation,	
 suggested	
 functional	
 expression	
 
of	
 mutant	
 NMMHC-IIA.	
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１．研究開始当初の背景 
1909 年に初めて報告された MHA	
 は、特徴的
な形態異常を呈するにも関わらず、およそ一
世紀に渡り病因は不明であった。我々は、世
界で最初に責任遺伝子座を同定後、ポジショ
ナルクローニングに成功し、原因遺伝子 MYH9
を同定した。また、MHA とは顆粒球封入体の
電顕所見が違うために異なる疾患と考えら

れていた Sebastian 症候群、MHA に Alport 症
状を合併する Fechtner 症候群、封入体を認
めず巨大血小板性血小板減少症と Alport 症
状を合併する Epstein 症候群も MYH9異常が
引き起こす一連の疾患群であることを示し、
新たな疾患概念の MYH9異常症を提唱した。
我々は、免疫蛍光染色法による鑑別診断法を
確立し、顆粒球で観察される封入体は異常
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NMMHC-IIA の集積であることを明らかにした。
さらに、封入体はリボ核酸／蛋白複合体であ
ること、血小板ではハプロ不全が原因である
ことも明らかにした。	
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、MYH9異常症の血液学的異常
の分子病態の詳細を解明することである。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 異常 NMMHC-IIA 特異抗体の作成	
 
MYH9	
 exon	
 40の一塩基欠失によるフレームシ
フト変異により新たに生じる C末端側の 6ア
ミノ酸残基（MAPTKR）を特異的に認識するラ
ット NT629 抗体を作成した。免疫用ペプチド
として、４アミノ酸残基の野生型配列とリン
カーとしてのシステインを配置したペプチ
ド(CKGAGMAPTKR)を合成し、KLH に結合しラッ
トに免疫した。抗血清を得た後、野生型ペプ
チド(CKGAGDGSDEE)および血小板より精製し
たミオシンで吸収を行い、免疫用ペプチドカ
ラムにてアフィニティー精製を行なった。	
 
	
 
(2)	
 5779delC 変異が同定された MYH9異常症
患者から樹立した B細胞株より PCR を用いて
野生型および 5779delC 変異を有する全長の
MYH9	
 cDNA を得た後、pcDNA3.1 に組み換え、
真核細胞発現ベクターを作成した。	
 
	
 
(3)	
 内因性に MYH9を発現する HeLa 細胞およ
び内因性に MYH9を発現しない COS7 細胞に
MYH9を導入し、NT629 抗体と野生型 C 末端の
11アミノ酸残基を認識する市販PRB440P抗体
を用いた免疫蛍光染色を行ない、NMMHC-IIA
局在を評価した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 NT629 の特性解析	
 
myc 標識した野生型および変異型 5779delC	
 
NMMHC-IIA 尾部を 293T 細胞に発現させ、免疫
蛍光染色および免疫ブロットを施行した所、
NT629 は免疫蛍光染色にて変異型 NMMHC-IIA
発現 293T 細胞と反応したが、野生型
NMMHC-IIA発現293T細胞とは反応しなかった。
免疫ブロットにおいても、NT629 は変異型
NMMHC-IIA発現293T細胞溶解液において予測
される組み換え蛋白分子量に相当する特異
的バンドを検出したが、野生型由来細胞溶解
液とは全く反応しなかった。さらに、NT629
は正常および MYH9	
 exon	
 40 一塩基欠失以外
の変異を有する MYH9異常症白血球用いた免
疫ブロットでの反応性は認められず、MYH9	
 
exon	
 40 一塩基欠失変異を有する患者白血球
蛋白においては 220kDa の NMMHC-IIA に相当
するバンドを検出した。すなわち、NT629 は
MYH9	
 exon	
 40 一塩基欠失変異を有する
NMMHC-IIA にのみ反応性を持つ事が明らかと
なった。	
 

	
 
(2)	
 遺伝子導入 COS7 細胞および HeLa 細胞の
解析	
 
NMMHC-IIA 局在	
 
内因性 MYH9発現を有する HeLa 細胞では、野
生型 MYH9導入により NMMHC-IIA 発現量が増
大するため、PRB440P 抗体を用いた免疫蛍光
染色において MYH9非導入細胞と比較して高
い染色性を示す繊維状構造が観察された。変
異型 MYH9導入後 NT629 抗体を用いた免疫蛍
光染色を行なった HeLa 細胞においても
NMMHC-IIA局在は野生型 MYH9導入細胞と同様
の繊維状構造に観察された。内因性 MYH9発
現を有しない COS7 細胞での解析においても
同様に、野生型、変異型の区別なく MYH9導
入細胞では NMMHC-IIA の繊維状構造が観察さ
れたため、これら細胞株では MYH9異常症顆
粒球において NMMHC-IIA 凝集塊を生じさせる
MYH9	
 exon	
 40 一塩基欠失変異を有する
NMMHC-IIA は凝集せず、ミオシンフィラメン
トとして存在することが示唆された（図１）。	
 

	
 
接着斑数	
 
COS7細胞に強制発現したNMMHC-IIAが細胞骨
格蛋白として機能するか否かを解析するた
めに、MYH9導入後の接着斑数と細胞面積を計
測した。野生型および変異型 MYH9を導入し
た COS7 細胞における細胞あたりの接着斑数
（抗 vinculin 抗体による免疫染色による解
析）は、未処理 COS7 細胞に比べて、有意に
増加した。しかし、野生型および変異型の間
には有意差は認めなかった（図２）。	
 

	
 
	
 
	
 



細胞面積	
 
未処理 COS7 細胞では経時的に細胞面積の増
加が観察されたが、野生型および変異型 MYH9
を導入した COS7 細胞では面積の増加は有意
に小さかった（図３）。	
 

	
 
COS7 細胞では、導入される MYH9の変異に関
係なく接着斑形成の増加とラメリポディア
の伸展抑制が見られた。ミオシンフィラメン
トの形成にはミオシン重鎖尾部アミノ酸配
列の荷電の周期性とカルボキシル末端に存
在する assembly	
 competent	
 domain(ACD)が重
要である。5779delC 変異により産生される
NMMHC-IIA はフレームシフトにより変異特有
の MAPTKR 配列となるが、coiled-coil 領域お
よび ACD は保たれていることから、フィラメ
ント形成を阻害しない可能性が考えられた。	
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