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発作性夜間血色素尿症 (PNH) は後天'性の somatic mutation による膜異常のためにおこる溶血性

貧血であり，赤血球の補体感受性異常冗進を特徴とする clonal disease である。 PNH補体異常感受

性赤血球 (PNH赤血球)においては， decay -accelerating f actor (D A F ), acety lcholinesterase 
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(AchE) を含む複数のタンパク質の欠損が知られている。近年， DAF および、AchEが共に phosphatid

ylinositol を含む anchor構造 (P 1 -anchor) を持つことが明らかとなり， PNH はこの P 1 -anchor 

の異常のために， P 1 -anchorをもっ複数の蛋白欠損をきたしている可能性が指摘されている。本研

究はflow cytometry を用いてPNH赤血球上にDAF および、AchE両蛋白の欠損が常に共存するか否

かを検討し，さらに，これら蛋白の欠損出現メカニズ、ムについて解析した。

[方法並びに成績]

1 . monoclonal antibodies 

IIH6 ， VIIIA7 を混合， anti-DA  mouse monoclonal anti -D A F antibodies (1 Al0 , 

F) , mouse monoclonal anti -AchE ascites (A E 1 , A E 2 を混合， anti -AchE) を用いて染色し，

Spectrum 1 1 1 で測定した。

2. DAF完全欠損PNH赤血球での AchE の発現

anti-AchE を F 1 T C -conjugated anti -mouse IgGで，また， anti-DAF は biotinイヒし， PE-

Streptoa vidin で、染色し， 4 人の PNH患者赤血球のDAF と AchE の two parameter analysis を行っ

た。 DAF ， AchE共に膜上抗原量が少なく，正常人赤血球においても false negative (D A F ( -)and 
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/or AchE (-) )が比較的多くみられたが， AchE (+)赤血球中のDA F (-)赤血球の占める割

合が，正常で1 1.7% P NH症例ではそれぞれの21. 1% ， 25.5% , 90.5% , 44.1%となり，後二者では明ら

かに多く， D A F (-) AchE (+)赤血球の存在する可能性が疑われた。

この点をより明らかにするために，上記 4 例を含むPNH患者 7 f9rjの赤血球を 1 A10で処理後， prot 

ein A -Sepharose 6 M B column chromatography を用いて， DAF (+)赤血球から DAF (-) 

赤血球を分離したo anti-DAF を用いた one parameter analysis でこの赤血球集団は染色されず，

DAF (-)赤血球がほぼ単離されていることが示された。また， anti -AchE による染色では， 4 例

では染色patternが無染色pattern とほぼ一致したのに対し，残る 3 例では，正常赤血球の AchE に比べ

ては低いが，明らかに蛍光が認められた。

以上二つの実験より， PNH患者の中には， DAF (-)赤血球膜上に正常値以下の AchE分子が存

在する症例があることが明らかになった。このDAF欠損赤血球の持つ AchE は正常値以下であったの

で， AchEの発現も正常とは考えられないが，このDAF完全欠損赤血球では赤血球の成熟過程で少な

くとも AchE は合成されたことを示している。

3. 赤血球agmgにおける AchE (+)赤血球の変動

D A F (-) AchE (十)赤血球の存在する症例のうち 1 例を，赤血球の agmg によって分離した。

すなわち， 81% Percoll isotonic solution 5 mlに50%RB C浮遊液 1 mlを加え， 4 oC30,000 g で15分間

遠心した。中間に浮かぶ最も厚い層をmiddle赤血球 (ME)，それより上層をyonug赤血球 (YE)，下

層を aged赤血球 (AE) とした。各分画中網赤血球%はY E49.5 , M E 1.0, A E 1. 0であり， agmg に

より赤血球が分離されえていることが示された。 anti-AchE を用いた one parameter analysis で

AchE (+)赤血球の占める割合はYEに比べAEでは明らかに低値であった。 PNH赤血球は正常ク

ローン由来赤血球より寿命は短く， AEに含まれる正常クローン由来赤血球 (AchE を持つ)はYE に

比べ増加していると考えられるにも関わらず， AE で、 AchE (+)赤血球の占める割合が低値を示すの

は， DAF完全欠損PNH赤血球の中で， AchE (+)赤血球がYE に比べAEで少ないためと考えら

れる。 AchE保持により赤血球寿命の短縮がおこるとは考えにくく， D A F (-) AchE (+)赤血球の

割合がAEで低値を示すのは， D A F (-) AchE (十)赤血球から DA F (-) AchE (-)赤血球へ

と移行してゆくためと考えられた。従って， DAF完全欠損PNH赤血球膜に存在する AchE は agmg

に伴って減少消失し，ついには完全欠損に至ると考えられた。

[総括]

PNH患者DAF ， AchE完全欠損赤血球においても成熟過程のどこかでAchEの合成があったこと，

および、赤血球の成熟老化過程でAchEの欠損が完成してゆく症例が存在すること，が示された。これ

は，正常値以下のDAF を持つ PNH赤血球の存在の報告とあわせ， DAF および、AchE ひいてはP 1 

anchor含有タンパク質のPNH赤血球における完全欠損は，一度も合成されなかった場合だけではな

く，合成停止とその後の分裂に伴う希釈や aging に伴う消失によっても，もたらされうることを示して

いる。
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論文の審査結果の要旨

本研究は，共通構造をしている膜への anchor部分異常が発作性夜間血色素尿症 (p NH) の病因

であると考えられているこつの蛋白， decay-accelerating factor (D A F) と acetylcholinesterase 

(AchE) の PNH赤血球上での欠損出現状態を解析し，両分子の欠損は必ずしも同一赤血球上に共存せ

ず，また， DAF完全欠損赤血球上に存在する AchEが赤血球の aging に伴って減少していく現象を明

らかにした。このことは， DAFおよび、AchE，ひいてはこの anchor部分を有する蛋白の PNH赤血球

における完全欠損は，このような構造の蛋白の合成不全だけでなく，合成停止とその後の欠失によって

ももたらされうることを示すものである。従って，本論文はPNHの表現形質出現メカニズムの解明に

寄与するところ大であり，学位に値するものと考えられる。
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