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論文内容の要旨

[目的]

発作性夜間血色素尿症 (P NH) は，後天性の溶血性疾患である o PNHの異常は最初に血液幹細胞に生じ，その

結果，血液系の細胞膜表面の G P 1 (glycosylphosphatidylinositol)アンカー型蛋白が全て欠損する。この異常幹

細胞が正常幹細胞に比べて優位に， クローン性に増殖するため，その異常幹細胞由来の異常細胞が末梢の各種血球で

優位に存在する。 G P 1 アンカーの欠損は，その生合成過程の最初の段階に働く PIG-A遺伝子の異常に起因する。

多くの PNH患者の解析により，異常細胞ではX染色体に位置する PIG-Aに体細胞突然変異が生じている事がわ

かった。すなわち， P 1 G-A は PNH患者における GPI アンカー欠損の原因遺伝子である o しかし， PNHの発

症に重要なもうひとつの現象である異常血液細胞の優位な増殖が， P 1 G-A遺伝子の突然変異だけで生じるかどう

かは，今のところ不明であるo それを調べるために我々は， Pig-a 遺伝子を破壊したマウスの作製を企てた。まず，

ヒト PIG-Aをプローブとしてマウス cDNA ライブラリーよりマウス Pig-a cDNA を，さらに，それをプローブ

として Pig-a のゲノムクローンを得た。これらを解析した結果，マウス Pig-a は， x染色体上の位置も含めて遺

伝学的にも機能的にもヒト PIG-A と相同であることがわかったので，マウス Pig-a を破壊したキメラマウスを

作製した。

[方法ならびに成績]

1. Pig-a 欠損キメラマウスの作製

マウス Pig-a ゲノムのうち exon 2 内の開始コドンを含む領域をネオマイシン耐性遺伝子にて置き換えたターゲティ

ングベクターを作製した。このターゲティングベクターをマウス E S (embryonic stem) 細胞に電気的に導入し，

Pig-a と相同組み換えを生じた ES細胞を 2 種類クローニングした。 ES細胞は雄由来なので， x染色体上に位置

する Pig-a は一度の相同組み換えでその機能を失うことが予想された。事実， ES細胞の膜表面に発現している G

P 1 アンカー型蛋白である H S A (heat stable antigen) は， F ACS による解析にて消失していることがわかった。

それでこの ES 細胞を用いてキメラマウスの作製を試みた。 2 種類の ES 細胞を用い， 2 通りの方法 (aggregation

法， injection 法)にて作製したにもかかわらず，キメラマウスのキメリズムは 5%以下で，高いキメリズムのマウ

スは 1 匹も得られなかった。さらに，生まれたマウスの数も本来得られると予想される数よりも少なかった。そこで

その理由を確かめるために， Pig-a を破壊した ES細胞に再び、マウス Pig-a cDNA を電気的に導入し， HSAの発
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現が回復した ES細胞を用いてキメラマウスの作製を試みた。その結果キメリズムが50%を超える高率なキメラマウ

スが得られ，生まれたマウスの数も明らかに増加した。すなわち，これらの結果は Pig-a を破壊したことにより，

マウスに致死的な効果をもたらしたと考えられ， Pig-a あるいは GPI アンカー型蛋白は， マウスの生体形成にお

いて必要不可欠なものであることがわかった。

2. Pig-a 欠損キメラマウスの血液細胞の解析

次に，このキメラマウスの末梢血液細胞の GPI アンカー型蛋白の発現の有無を調べた。赤血球と好中球は，各血

球マーカーと GPI アンカー型蛋白特異抗体で染色し， B と T リンパ球に関しては， さらにその由来が C57BL/6

(卵)か129SV (E S 細胞)かを区別できる抗 Ly9.1抗体で、も染色し， F ACS にて解析した。その結果，好中球以

外は ES細胞由来で膜表面の GPI アンカー型蛋白が消失している血球細胞の存在が確認された。すなわち， Pigｭ

a を破壊した ES細胞からでも GPI アンカー型蛋白が消失している血液幹細胞が形成され，その血液幹細胞由来の

血液細胞が分化誘導されることがわかった。 GPI アンカー型蛋白の消失している T リンパ球の割合は，赤血球や B

リンパ球で見られた割合よりも高い傾向が認められた。

3. Pig-a 欠損キメラマウスにおける GPI アンカー欠損赤血球の経時的変化

PNH患者に見られるような異常血液細胞の優位な増殖がキメラマウスに生じるかどうかを， G P 1 アンカー型蛋

白消失赤血球の割合を経時的に観察することによって調べた。その結果，マウスの系統や ES 細胞の種類に関わらず，

少なくとも生後 8 カ月まではGPI アンカー型蛋白消失細胞の増殖は認められなかった。すなわち， Pig-a 遺伝子

を破壊しただけではGPI アンカー型蛋白消失細胞の異常な増殖は認めず， PNH患者に見られるような異常血液細

胞の優位な増殖には Pig-a 遺伝子以外の要因も必要であることがわかった。しかし， 6 匹中 1 匹のマウスにおいて

生後12カ月を過ぎた頃から GPI アンカー型蛋白が消失している赤血球の増加傾向が認められた。( 1 -10 カ月目，

4 -7 % ; 12 カ月目， 8 % ; 13-14 カ月目， 12%; 15 カ月目， 18%) 。

[総括]

PNH患者における異常血液細胞の優位な増殖が， P 1 G-A遺伝子の異常だけで生じるかどうかを， Pig-a を

破壊したキメラマウスの末梢血を解析することにより確かめた。 Pig-a あるいはGPI アンカー型蛋白は， マウス

の生体形成において必要不可欠なものであるらしく，高率なキメラマウスは得られなかったが，低率なキメラマウス

の解析にて，末梢血に GPI アンカー型蛋白が消失している血液幹細胞由来の血液細胞が出現していることが確かめ

られた。全てのキメラマウスで異常赤血球の割合は，少なくとも生後 8 カ月までは有意な増加を示さなかった。すな

わち，異常血液細胞の優位な増殖は Pig-a 遺伝子の異常だけで生じるのではなく，他の要因も必要である事がわかっ

た。 1 匹のキメラマウスにおいて生後12カ月頃から， PNH患者に見られるような異常血液細胞の増加が認められた。

このマウスには第 2 の要因が発生したとも考えられるが，詳細は不明である o

論文審査の結果の要旨

発作性夜間血色素尿症 (P NH) は，血液幹細胞に生じた体細胞変異により血液細胞表面の GPI アンカー型タン

パク質がすべて欠損することにより発症する O 赤血球を補体の作用から保護している GPI アンカー型補体制御因子

が欠損するため，補体の活性化にともなって血管内溶血を起こす。 GPI アンカーの欠損は， この糖脂質の生合成に

働く X染色体遺伝子PIG-Aの体細胞突然変異によって起こることが知られている。 PNH には， P 1 G-A遺伝

子に変異を生じた異常幹細胞クローンの拡大がともなっているが，発症に必須なこの異常クローンの拡大がPIG

A遺伝子の変異だけで起こるかは不明であった。本研究は， P 1 G-Aの相同遺伝子であるマウスの Pig-a をノッ

クアウトした ES細胞を用いてキメラマウスを作り， Pig-a の変異だけで異常クローンの増加がもたらされるか調

べたものである。その結果，キメラマウスの異常赤血球の割合は生後 7 カ月の間増加傾向を示さなかった。この事は，

PNH患者でみられる異常細胞のクローン性拡大には第二の要因が関わっていることを強く示唆している。この成果

は， PNHの病態研究の今後の方向性を確立したもので，学位に値する O
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