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研究成果の概要（和文）：我々は発作性夜間ヘモグロビン尿症(PNH)に対するペプチドワクチン
を用いた免疫療法を開発にむけて以下の基礎的研究を行った。１）マイクロアレイ法による PNH
クローンの増殖・拡大に関与する遺伝子（群）を検討した。２）PNH由来骨髄造血幹細胞を NOG
マウスに移植し、モデル動物の作成に努めた。今後は、WT1 ペプチドワクチンを用いて、PNH
のワクチン療法の可能性を検討する予定である。 
 
研究成果の概要（英文）：We planned this study in order to develop immunotherapy with peptide 
vaccine for paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH). 1) We investigated gene(s) 
associated with the expansion of PNH clones by microarray methods to clarify target for 
the therapy. 2) We tried to prepare a xenogeneic model of PNH resulting from the adoptive 
transfer of BM ACC133+ cells from PNH patients into NOG mice. We have a next step such 
as assessment of effects for PNH clone and reactions of immune system in PNH patients 
by WT1 peptide vaccine. 
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１．研究開始当初の背景 
PNH 症例における PNH クローンは、再生不

良性貧血や骨髄異形成症候群症例に存在す
る PNHクローンと異なり、造血幹細胞レベル
で発生しモノクローナルに増殖し、つまり腫
瘍性に増殖することを我々は明らかにした 
(Blood, 100, 3812-3818, 2002; Leukemia, 20, 
627-634, 2006)。しかし、PNH クローンにお
ける PNH クローンの増殖・拡大に関与する遺

伝子（群）は未だに結論がついていない。 
また、我々は HLA-A*2402 アリルを有する

PNH 症例における in vitro の系を用いて、
PNH 症例において WT1 が PNH クローンの拡大
機序に関与し、PNH における免疫療法の標的
抗原となりうる可能性を報告した (Blood, 
100, 22-28, 2002; Exp Hematol, 35, 618-626, 
2007)。しかし、PNH のモデルマウスがないこ
とから in vivoでの WT1ペプチドワクチンの
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有効性、安全性の検討は不十分である。 
 
２．研究の目的 
今回我々は Mano H ら (Blood, 98, 422-427, 

2001) が MDSと急性白血病症例を対象として
行った AC133細胞での DNAマイクロアレイ法
を用いてペプチドワクチンの対象遺伝子を
検索する。 
また、PNH 由来骨髄造血幹細胞を NOG マウ

スに移植することで PNHの病態を再現し、モ
デル動物となり得るかを検討する。その上で、
これまでに白血病・MDS 症例において十分検
討された HLA-A*2402アリル拘束性 WT1ペプチ
ドワクチンを用いて、PNH のワクチン療法の
可能性を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１） 造血幹細胞(AC133細胞)の遺伝子解
析： PNH 症例から骨髄血を採取し、単核球
を分離後、AC133、CD45 および CD59モノクロ
ーナル抗体を用いて免疫染色を行なう。セル
ソー ターを用いて 、 AC133+CD59+ 細胞と
AC133+CD59-細胞とに分離し、RNA を抽出する。
サンプルを DNAマイクロアレイ法による解析
およびデータ解析を行い、PNH clone 由来の
特異的な遺伝子(RNA)発現のプロファイルを
決定する。次に、Real-time PCR 法を用いて
各遺伝子の発現を定量化・遺伝子塩基配列の
解析を行う。 
（２） 健常人および患者骨髄由来 ACC133+

細胞の NOGマウスへの移植： 健常人および
PNH 症例の骨髄血から単核球を分離後、セル
ソーターを用いて AC133+細胞、AC133+CD59+

細胞、AC133+CD59－細胞とに分離し、分離した
細胞の全てあるいはいずれかを NOGマウスへ
移植する。被移植マウスより末梢血および骨
髄血の両者あるいは一方を採取し、有核細胞
を CD34、CD33、GPA、CD41、CD3あるいは CD19 
mAb、CD45 mAb（gating用）、および CD59 mAb
を用いた 3重免疫染色を行い、フローサイト
メトリー法より phenotypeを検討する。 
（３） NOGマウスへの HLA-A*2402アリル拘
束性 WT1ペプチドワクチンの投与およびその
影響の解析： （２）にて PNH クローンの生
着を確認後、WT1 ペプチドワクチンを接種す
る。（２）で得られた細胞の GPI アンカー膜
蛋白の発現の検討を行うとともに Tリンパ球
細胞に対してテトラマー解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１）PNH11症例の骨髄細胞より CD59+AC133+

細胞および CD59– AC133+ 細胞の分離を行っ
た。これらの細胞より Total RNA を抽出し、
>14,000 human genes に相当する>22,000 プ
ロ―べセットを用いた、 Mano Hら(Blood, 98, 
422-427, 2001)が MDSと急性白血病症例を対
象として行った AC133細胞での DNAマイクロ

アレイ法にて遺伝子発現の異常性を検索し
た。 
（２）（３）現在、健常人骨髄由来 ACC133+細
胞をセルソーターを用いて分離し、NOG マウ
スへ移植実験を行っている。また、被移植マ
ウスより末梢血および骨髄血の両者あるい
は一方を採取し、有核細胞を CD34、CD33、GPA、
CD41、CD3あるいは CD19 mAb、CD45 mAb（gating
用）、および CD59 mAbを用いた 3重免疫染色
を行い、フローサイトメトリー法より
phenotype を検討している。今後、PNH 患者
由来の細胞での実験を行う予定である。 
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