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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）はPIGA 遺伝子の突然変異により発症する血液疾
患である。PIGAはGPIアンカーというタンパク質を細胞表面につなぐ糖脂質の合成に必要な酵素で変異を起こし
た細胞はGPI 欠損細胞となる。これが正常細胞を凌駕して増えるが機序は不明である。アルカリホスファターゼ
（ALP）もGPIアンカー型タンパク質の一つでGPI欠損細胞で欠損する。ビタミンの取り込みに関わっており欠損
すると細胞内ビタミン不足となるので代謝異常を起しそれが異常細胞の増殖を起すと考えている。細胞とモデル
マウスのビタミンB６の濃度を解析しノックアウトマウスでは取り込みが減っている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Paroxysmal Nocturnal hemoglobinuria (PNH) is the hematopoietic disease 
caused by the somatic mutation of PIGA gene. PIGA is essential enzyme for biosynthesis of GPI 
anchor, which anchor the various GPI anchored protein to the cell surface. So, PIGA deficient cells 
will be GPI negative cells. These GPI negative cells expand, however, the mechanism of which is 
unknown. Alkaline phosphatase (ALP) is one of the GPI-anchored proteins and it is defective in GPI 
negative cells. ALP is involved in taking up the vitamins into the cells and defect in ALP causes 
deficiency of vitamins in the cells, leading to various metabolic abnormalities. We speculate this 
causes clonal expansion of GPI negative cells. Analysis of concentration of vitamins in the cells or
 serum of the model mice indicated that mutant mice showed decrease in taking up vitamins.  

研究分野：分子生物学・血液学
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１．研究開始当初の背景 
細胞膜上に存在するタンパク質の中にはグリ

コシルホスファチジルイノシトール(GPI)ア

ンカー型タンパク質と呼ばれる一群のタンパ

ク質がある。アルカリフォスファターゼ

（ALP）等150種以上知られており、重要な

働きを担っている。GPIアンカーの合成と修

飾に27個の遺伝子が必要であることがわかっ

ているがこれらの遺伝子異常により全身で

GPIアンカーが欠損すると胎生致死となる。

従ってGPI欠損症のうち、劣性遺伝形式をと

る先天性GPI欠損症は遺伝子変異により活性

の低下した部分欠損症であり、発作性夜間ヘ

モグロビン尿症（PNH）は、造血幹細胞の

PIGA遺伝子に後天的な体細胞突然変異がお

こって発症する血液疾患で多くの場合、血球

は完全欠損である。私たちは最近次々と見つ

かっている先天性GPI欠損症患者の症状を通

してALPの働きについて多くの知見を得てい

る。主症状は精神運動発達障害とてんかんで

あるが、このてんかんの発症機序として神経

細胞内のビタミンB６の欠乏が関与している。

神経細胞膜上に発現するALPはピリドキサー

ルリン酸を脱リン酸化して細胞内に取り込め

るようにする。先天性GPI欠損症では、ALP

の発現が低下しているため細胞内のビタミン

B６の欠乏が起こり、それを補酵素とする

GABA合成の阻害がおこりてんかんを発症す

る。実際リン酸化されていないビタミンB６

（ピリドキシン）の大量投与が痙攣発作に著

効する患者がいる。またALPは腸管からのビ

タミンB１の吸収や細胞内の取り込みにも関

与していることが知られており、実際先天性

GPI欠損症でビタミンB１を補酵素とする

TCA回路の酵素の機能低下によりαケトグル

タル酸の蓄積がおこっていることがわかって

いる。このように先天性GPI欠損症ではALP

の発現低下に起因するビタミンB６やビタミ

ンB１の欠乏による代謝異常がおこっている。 

本研究ではPNHにおけるGPI欠損造血幹細胞

においては、完全欠損であるためにより重篤

な代謝異常がおこっていると予想されるので

血液細胞でそれを解析する。αケトグルタル酸

の蓄積はこれを基質とするヒストン脱メチル

化酵素や、DNAのメチル化シトシンを水酸化

するTet ファミリーの酵素を活性化しエピジ

ェネティックな影響を起こす可能性がある。

以前の研究で2/3のPNHの患者の血球におい

て腫瘍性増殖に関わるHMGA2の転写が亢進

していることがわかっている。網羅的な遺伝

子のメチル化のプロフィールをPNH血球と

正常血球で比べればその関係がわかると考え

ている。すなわちPNH血球において、特異的

に脱メチル化がおこっている遺伝子を同定し

それが腫瘍性増殖に関わっているか確認する。

PNHの細胞における代謝異常が、異常細胞の

クローナルな増殖に関与していることが証明

できれば、病態が解明されるとともにリン酸

化されていないビタミンの補充療法により治

療ができる可能性がある。 

２．研究の目的 

発作性夜間ヘモグロビン尿症（PNH）は造

血幹細胞のPIGA遺伝子に後天的な突然変

異がおこって発症する血液疾患である。

PNHでは突然変異を起こした造血幹細胞

はGPI欠損細胞となり正常細胞を凌駕して

増殖するがその機序は明らかでない。GPI

欠損細胞ではすべてのGPIアンカー型タン

パク質が細胞表面に発現しないが、その１

つであるアルカリホスファターゼ(ALP)に

よる脱リン酸化はビタミンB6やB1の細胞

内への取り込みに必要である。従ってGPI

欠損細胞では細胞内のビタミンB6,B1の欠

乏と、それに起因する代謝異常がおこって

いると予想される。ビタミンB１の欠乏下で

はαケトグルタル酸が蓄積し、これを基質と

する脱メチル化酵素の反応が進んで腫瘍性

増殖を来す遺伝子の発現が亢進することに



より異常細胞の増殖を来すという仮説を検

証する。 

３．研究の方法 

(1)GPI欠損細胞を使ってビタミンB6の取り

込みを解析する。 

 上記仮説を証明する為には GPI 欠損細胞

に置いて ALP が発現しない為にリン酸化ビ

タミン B1,B6 の取り込みが欠損しているこ

と、それによる代謝異常が起きていることを

まず検証する。本プロジェクトでは血球細胞

におけるビタミン B１の取り込みとその欠損

による代謝異常の解析が本来の目的であっ

たが、ビタミン B１のリン酸化誘導体を測定

できる国内唯一の施設（滋賀県立医大）が教

授の退官により測定停止となったので急遽

ビタミン B６の取り込みとその欠損による代

謝異常を解析することにした。 

先天性 GPI欠損症のモデル細胞として、ヒト

神経細胞株 SH-SY5Y で PIGOおよび PIGT

ノックアウト、マウス神経細胞 Neuro2a、ラ

ット神経細胞 PC12 でそれぞれ Pigo ノック

アウトを作製したので、まずアルカリホスフ

ァターゼの酵素活性を解析した。それぞれ責

任遺伝子を戻して野生化した細胞と比較し

たところ SH-SY5Y細胞の野生株において高

値を示した ALP活性が GPI欠損細胞でその

活性が消失しており最も適していると判断

した。この SH-SY5Y細胞のペアを使用しビ

タミン B6 欠損培地、それにリン酸化ビタミ

ン B6(PLP)を加えた培地、それにリン酸化の

ないピリドキシン(PN)を加えた培地で3日間

培養し、培養上清および細胞を共同研究者の

北海道医療大学薬学部の小林大祐先生に送

付し,それぞれの PLP, PL, PN濃度を測定し

た。 

(２）PNHモデルマウスを使ったビタミン B

６の取り込みの解析 

 Tie2-Cre と Pigafloxedの両方をヘテロに

もたしたマウスどうしを交配し血液細胞で

のみ Pigaが欠損するマウスを作製した。 

このマウスのオスのWildとKOを５匹ずつ、

メスWild 8, KO 7について採血し、血漿中の

PLP、PL、PN濃度を測定した。またビタミ

ン B２誘導体である FAD, FMN, RFについ

ても測定系が出来たので解析した。 

 

４．研究成果 
 
(1)Wild,KOの細胞間で、培養上清および細胞

内のビタミン B6 誘導体の濃度に大きな違い

がみられなかった。ビタミン B6 培地で培養

したものも細胞内に B6 誘導体が検出された

のでさらに長期間培養する必要がある。 
 
(2)雌での血漿中ビタミン B6濃度は、KOマ

ウスで有意な PLP濃度と PLP/PL_比の増加

が観察された。これは Piga KOにより、血球

または内皮細胞膜上の ALP 活性が低下し、

PLPから PLへの変換活性が低下し、PLPが

増加したと考えられる。 

 

この状態で(1)の細胞と同様ビタミン B6欠損

の餌、PLPのみを補充した餌、PNを補充し

た餌を与えることにより血液細胞内（赤血

球・リンパ球・多核球・骨髄細胞）のビタミ



ン B6 誘導体の濃度を測定する。同様のこと

を実際の PNH 患者の血漿について測定する。

今後ビタミン B1 の測定系が復活すれば上記

と同様にビタミン B1 欠損培地を作製して実

験する予定である。またこれらの実験で実際

にビタミン B1,B6,B2 の取り込みが GPI 欠

損細胞で有意に減少している証拠が得られ

れば、メタボローム解析に進む。 
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