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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)において溶血型 PNH と骨髄不全型
PNH との造血動態の相違のメカニズムは不明であり、テロメアの短縮に焦点を検討した。また、
PNH クローンが増殖・拡大するメカニズムは不明であるが、その候補遺伝子と考えられる WT1
および HMGA2	 の mRNAを発現抑制する事で実際にPNHクローンが拡大抑制されうるかを検討し、
これらの遺伝子が PNH に対する分子標的療法の対象になり得るかどうかを検討した。 
 
研究成果の概要（英文）：We	 investigated	 telomere	 length,	 activity	 of	 telomerase,	 and	 the	 
regulation	 mechanisms	 in	 GPI+/GPI-	 cells	 from	 patients	 with	 paroxysmal	 nocturnal	 
hemoglobinuria	 (PNH),	 so	 that	 the	 differences	 of	 hematopoietics	 in	 hemolytic	 PNH	 and	 
bone-marrow-failure-type	 PNH	 are	 clarified.	 In	 addition,	 the	 mechanisms	 of	 expansion	 of	 
PNH	 clones	 are	 also	 unclear,	 but	 WT1	 and	 HMGA2	 are	 thought	 to	 be	 associating	 with	 that.	 
Then	 we	 also	 investigated	 suppress	 effects	 for	 the	 expansions	 of	 PNH	 clones	 by	 those	 genes,	 
due	 to	 development	 of	 molecularly	 targeted	 therapy	 for	 PNH.	 
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１．研究開始当初の背景	 
発作性夜間ヘモグロビン尿症	 (PNH)は再生
不良性貧血や骨髄異形成症候群とともに、後
天性骨髄不全症候群の 1 疾患である。PNH 症
例の主病態の組み合わせは、各症例により異
なるが、溶血型 PNH と骨髄不全型 PNH との造
血動態の相違の詳細およびそのメカニズム
は不明である。	 
	 テロメアの短縮は、DNA 修復の障害、造血
幹細胞の消失および遺伝子不安定性を引き

起こし、各々肺線維症、先天性ないし後天性
骨髄不全および骨髄異形成症候群や急性白
血病などの疾患の原因となり得る事が知ら
れている。	 

また、PNH において骨髄不全を背景として
PIG-A 遺伝子変異がおきて PNH クローンが発
生し、2 段階目の遺伝子変化がおきた PNH ク
ローンが長期間をかけて増殖・拡大する仮説
が注目されている。現在までに提唱された 2
段階目の遺伝子変化の候補遺伝子として、
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WT1、EGR-1、ULBP-1 および 2、HMGA2 などが
ある。	 
	 
２．研究の目的	 
PNH に対する将来的に分子標的療法による根
治療法を開拓するために、	 

（１）	 PNH クローンのテロメア長、テロメラー
ゼ活性、細胞周期の測定およびテロメラーゼ
の遺伝子学的検討を行い、PNH の病態に応じ
た造血動態を正確に把握する。	 

（２）	 WT1 および HMGA2	 RNA を標的とした
TRUE(tRNase	 ZL-utilizing	 efficacious	 gene	 
silencing)法による発現抑制の実験により、
PNH クローンの拡大が実際におさえられるか
どうかを検討する事により、これらの遺伝子
が PNH に対する分子標的療法の対象になり得
るかどうかを判定する。	 
	 

３．	 研究の方法	 
（１）	 患者末梢血より顆粒球および単核球分
画を分離する。イムノビーズとプロエアロリ
ジンを組み合わせた方法により GPI+/GPI-細
胞を分離する。フローフィシュ法(DAKO)を用
いて、テロメア長の測定を行う。次に、患者
末梢血より単核球分画を分離し、培養後にセ
ルソーターを用いて CD3+GPI+/CD3+CD59-細胞
を分離して Telo	 TAGGG	 Telomerase	 PCR	 ELISA
キット（Roche）を用いてテロメラーゼ	 活性
を測定する。	 

（２）	 WT1	 mRNA 出現する Cell	 line 細胞
（K562、Kasumi1、Glioblastoma	 cell	 line、
HT-1080）および HMGA2	 mRNA 発現する Cell	 
line 細胞（ Hela、 HEK293T 、 Human	 skin	 
fibroblast、Hep3B）に対して、作成された
WT1 および HMGA2	 RNA に対する sgRNA を
Lipofectamine を用いて上記の Cell	 line に
トランスフェクトし、抑制効果を検討する。	 
	 
４．研究成果	 

	 （１）11例のPNH症例および11例の年齢を適合
させた健常人をGPI陰性と陽性顆粒球および
リンパ球に分離し、相対的telomere長	 (RLT)	 
を	 Telomere	 PNA	 Kit	 (DAKO)を用いて測定し
た。11	 例のPNH症例の検査所見はHb	 9.7±2.7	 
g/dL、WBC	 3.6±1.9x109/L（顆粒球56±12%、
リンパ球34±12%）、PLT	 102±50x109/L、LDH	 
348±337	 IU/Lで、GPI陰性赤血球、顆粒球、
リンパ球は各々17.3±17.8%、45.8±40.4%、
10.1±14.5%であった。	 

PNH症例からのGPI陰性顆粒球、陽性顆粒球
、 健 常 人 か ら 陽 性 顆 粒 球 の RLT は 各 々
11.2±1.1	 (n=6)、13.5±5.3	 (n=9)、14.6±5.5	 
(n=11)で、PNH症例からのGPI陰性リンパ球、
陽性リンパ球、健常人から陽性リンパ球のRLT
は 11.0±2.4	 (n=4) 、 14.0±5.5	 (n=11) 、
12.2±3.1	 (n=11)で、各血球系列でPNH症例か
らのGPI陰性血球、陽性血球、健常人から陽性

血球の間で統計的な有意差は見られなかった
。67%	 (4/6)	 および78%	 (7/9)	 のPNH症例にお
いて各々GPI陰性顆粒球および陽性顆粒球の
RLTは健常人から陽性顆粒球よりも短縮して
いた。100%	 (4/4)のPNH症例においてGPI陰性
顆粒球は陽性顆粒球のRLTよりも短縮してい
た。2あるいは3血液系統において血球減少が
みられた症例の88%（7/8）の症例で、GPI陽性
リンパ球のRLT	 は健常人より短縮していなか
った。現在、テロメラーゼ活性は測定準備中
である。	 
（２）Cell	 line細胞を培養して、作成された
WT1およびHMGA2	 RNAに対するsgRNAをトラン
スフェクトし、抑制効果を検討している。	 
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