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研究成果の概要（和文）：PNH型血球は、骨髄不全における免疫病態のマーカーとして有用であ

るものの、陽性細胞が少数の場合には判定に迷うことが多い。このため研究開始時には、各ド

ットにおける蛍光強度の数学的定量化を試みたが、日常臨床への適応は困難であった。抗 GPI

アンカー膜蛋白抗体の代わりに FLAREを用いることにより、PNH型血球の正確な定量化が達成

された。PNH型血球が陰性でも免疫抑制療法が奏効する例があることから、さらに良いマーカ

ーを探索したところ、血漿トロンボポエチン（TPO）値の高値が免疫病態と相関しており、PNH

型血球陽性例を包含していることが明らかになった。したがって血漿 TPOの測定は骨髄不全の

病態診断に有用であることが示唆された。  
 
研究成果の概要（英文）：Although detection of PNH-type cells is useful as a marker for 
immune pathophysiology of bone marrow failure, it is often difficult when the percentage 
of PNH-type cells is less than 0.1%. We established an objective method of quantifying 
PNH-type with mathematical analysis of the fluorescent intensity of GPI-anchored protein 
dots on the flow cytometry dotgram, but the method was difficult to generalize. The use 
of fluorescent labeled aerolysin (FLARE) instead of monoclonal antibodies greatly 
improved the accuracy of detecting PNH-type cells. However, some patients without 
increased PNH-type cells respond to immunosuppressive therapy. To identify a better 
marker for immune pathophysiology of bone marrow failure, we examined a correlation of 
plasma thrombopoietin (TPO) levels with pathophysiology of bone marrow failure. Bone 
marrow failure patients showing TPO levels>320 pg/ml proved to have benign diseases with 
immune pathophysiology and virtually included all patients with increased PNH-type cells. 
The measurement of plasma TPO levels is therefore useful for diagnosing pathophysiology 
of bone marrow failure. 
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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）形質

の血球（PNH 型血球）は、骨髄不全における

免疫病態を診断するための良いマーカーで

ある。再生不良性貧血（AA）患者のうち、PNH

型血球陽性例では 90％が免疫抑制療法に反

応して改善するのに対し、PNH 型血球陰性例

では約 40％しか改善しない（Sugimori C, 

Yamazaki H, Nakao S, et al. Blood 2006）。

低リスクの骨髄異形成症候群（MDS）を対象

とする前向きの臨床試験においても、治療前

の PNH型血球の存在は免疫抑制療法の反応性

を 予 測 する 有 意な マー カ ーで あ った

（Ishikawa T, Nakao S, et al. Int J Hematol, 

2007）。このため、治療前の PNH型血球検出

は骨髄不全患者のマネジメントにおいても

っとも重要な検査の一つと考えられている。 
しかし、微少な PNH型血球を検出するため

には精度の高いフローサイトメトリーを用

いる必要があるため、現在のところ一部の施

設でしか施行できない。検査会社や通常の研

究室で行っているフローサイトメトリーで

は、1%までの PNH型血球は健常者でも検出さ

れるため、1%以上の PNH型血球の存在を有意

な増加と判定している。高精度のフローサイ

トメトリーを用いると、AA 患者全体の 60％

に PNH 型血球が検出され、その中央値は

0.178％であった。したがって、0.1％前後の

PNH 型血球を正確に定量できなければ、PNH

型血球陽性骨髄不全の大部分を見逃すこと

になる。 
 
２．研究の目的 

PNH型血球はGPIアンカー型膜蛋白質が「欠

失」している血球であるため、抗 GPIアンカ

ー型膜蛋白抗体が結合しないという性質を

利用してこの血球を検出している。しかし、

細胞の抗体処理の過程で傷んだ細胞は抗 GPI

アンカー型膜蛋白抗体との結合性が弱くな

るため、フローサイトメトリーのドットグラ

ム上では、真の PNH型血球と紛らわしいとこ

ろに位置するようになる。このような偽の

PNH 型血球集団を真の PNH 型血球と判別する

には多くの経験に基づいた主観的な判断が

必要であった。そこで、フローサイトメトリ

ーへの習熟度合いに関係なく、微少な PNH型

血球を客観的に定量できるシステムの開発

を目指した。 

 
３．研究の方法 
(1) フローサイトメトリー上のドットの蛍

光強度をデータ解析ソフト（WinList）を用

いて数値化し、その数値データを「最小 2乗

法」を用いて処理することによって、PNH 型

血球の比率を客観的に算出する。 
① FITC でラベルした CD55&CD59 の蛍光強

度 を X 軸 、 PE で ラ ベ ル し た

glycophorin-A の蛍光強度を Y 軸として、

2 次元に展開したフローサイトメトリー

上に表示される各ドットの蛍光強度を、

データ解析ソフト WinList (Varity 

Software社) を用いて数値化し、各ドッ

トを 2次元座標（x, y）で表示する。 

② CD55&CD59 の蛍光強度を N 段階に分割し、

各 段 階 に 含 ま れ る ド ッ ト の 中 で

glycophorin-A の蛍光強度値が最も大き

いドットを各段階の代表ドットとした N

組の 2次元座標データ（Xi, Yi）（i=1～

N）を選択する。 

③ N組のデータ（Xi，Yi）（i=1～N）に対し



て「最小 2 乗法」を適用し、１次式 y = 

ax+bで示される近似直線を求める。こう

して得られた 1 次式を CD55－CD59－分画

における偽 PNH型血球を識別するための

ラインの候補とする。 

④ CD55－CD59－分画に少数のドットを認め

ながら、従来の判定基準では PNH型血球

陰性と判定した健常者例を対象として、

上記の方法で 1 次式を求め、CD55－CD59

－分画における偽 PNH 型血球を識別する

ラインを決定する。 

(2) Fluorescently labeled aerolysin

（FLAER）（GPIアンカー部分と結合する細菌

由来のトキシンであるため、理論上ほとんど

すべての GPIアンカー型膜蛋白質を認識する

ことができる）抗体とデジタル波形処理可能

なフローサイトメーター（FACSCanto）を用

いて、ウサギ ATG＋シクロスポリン療法を受

けた stage 3以上の AA患者 41例について検

討した。 

(3) AAでは高値となる血漿トロンボポエチン

（TPO）値の測定が、MDSを含めた骨髄不全の

免疫病態の診断に有用か否かを検討した。 

 
４．研究成果 
(1) 平成 22年度はフローサイトメトリーへ

の習熟度合いに関係なく、微少な PNH型血球

を客観的に定量できるようにするため、フロ

ーサイトメトリー上のドットの蛍光強度を、

データ解析ソフト（WinList）を用いて数値

化し、その数値データを「最小 2乗法」を用

いて処理することによって、PNH型血球の比

率を客観的に算出する方法を検討した。しか

し、この方法では症例毎に近似式の設定が必

要となり、日常診療での応用は煩雑であるこ

とが判明した。 

(2) 平成 23年度は、ほとんどすべての GPI

アンカー型膜蛋白質を認識することができ

る FLAERと、デジタル波形処理可能なフロー

サイトメーターを用いた新たな PNH型血球検

出システムを確立した。本検出法では PNH型

血球がドットグラム上で明瞭に描出される

ため、従来法に比べて視認しやすく、主観的

な判断でノイズを省く必要がないことが明

らかになった。 

ウマ ATGからウサギ ATGに変更されて以降、

AAに対する免疫抑制療法の有効性について

は評価が分かれている。しかし、今回、ウサ

ギ ATG＋シクロスポリン療法を受けた stage 

3以上の AA患者 41例についてこのアッセイ

を用いて検討したところ、PNH型血球陽性例

は 25例、陰性例は 16例で、それぞれの治療

開始後 6ヵ月時点での PR以上の累積奏効率

は PNH型血球陽性例で 76%、陰性例で 31%で

あった。免疫病態の存在を示唆する PNH型血

球陽性の AAに対象を絞れば、ウサギ ATGの

治療成績は、従来のウマ ATGを用いた場合と

比べて遜色ないことが示唆された。したがっ

てウサギ ATGを用いる際には本アッセイを用

いて PNH型血球を検出することが特に重要と

考えられた。 

(3) PNH型血球が陰性であっても免疫抑制療

法はしばしば奏効することから、PNH型血球

が検出されないからと言って免疫病態を否

定することはできない。そこで PNH型血球よ

りもさらに良いマーカーを見出すため、平成

24年度は、AAでは高値となる血漿トロンボ

ポエチン（TPO）値の測定が免疫病態の診断

に有用か否かを検討した。健常者 50人と、

AA（47人）、MDS（120人）、特発性血小板減

少性紫斑病（ITP）（24人）を含む血小板減少

（10万/μL）患者 191人の血漿 TPO値を ELISA

法により測定した。TPO値（健常者 54.5±21.1 

pg/mL）は AAで 1254.6±551.1 pg/mLと高く、

ITP（63.5±8.7 pg/mL）と MDS-RAEB

（44.7±85.2 pg/mL）では低値であった。ROC



解析の結果から、良性骨髄不全と相関する

TPO 320 pg/mL以上を TPO高値（TPO-H）、そ

れ未満を TPO低値（TPO-L）と定義した。PNH

型血球陽性患者の占める割合は TPO-H群

（45.8%）が TPO-L群（0%）より有意に高か

った（P = 0.003）。TPO-H患者のうち 45人が、

ATG＋シクロスポリン（CsA）もしくは CsA単

剤による免疫抑制療法を受けた。各々に対す

る反応率は TPO-H群で 81.2% 、85.3%であっ

たのに対して、CsA単剤療法を受けた TPO-L

群 7人中改善したのは 1人のみであった

（P=0.002）。 

今回の検討により、PNH型血球陽性例は全

てが TPO-H群に包含されることが明らかにな

った。このため、血漿 TPO が高値であれば、

PNH型血球を検出する必要はない。血漿 TPO

の測定は骨髄不全の病態診断に極めて有用

であることが示唆された。 
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