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研究成果の概要（和文）：骨髄不全症例の約60％で検出されるPNH形質血球をマーカーとして、造血幹細胞の分
化造血制御について考察した。患者の骨髄中に存在している様々な造血前駆細胞ごとにPNH形質血球の割合を調
べたところ、CMPにおいては10%未満であったのに対して、以降の造血前駆細胞においては末梢血中の骨髄球系細
胞とほぼ同等の割合でPNH形質血球が認められた。PNH形質血球の選択的増殖における付加的遺伝子変異を確認す
るための遺伝子解析では、特定のサイトカインの発現が亢進していることを明らかにした。以上より、ヒト造血
の系列は個々の造血幹細胞または骨髄内のサイトカインを含む複合的な因子により規定されると結論付けた。

研究成果の概要（英文）：The regulation of HSC (Haematopietic stem cell) differentiation was assessed
 by FCM (Flow cytometry) with a marker, PNH (paroxysmal nocturnal hemoglobinuria)-type cell, which 
was detected in 60 perentage of bone marrow failure patients. As investigated the percentage of 
PNH-type cell in various lineages of HSPC (haematopoietc stem progenitor cell), PNH-type cells were 
detected only 10 perentage in CMP (common myelod progenitors) fraction, however, the same percentage
 was detected in GMP and MEP as myeloid cells in peripheral blood. Additional genetic analysis to 
check driver mutation genes effect on the selective growth of PNH-type cell revealed the expression 
of a specific cytokine was enhanced. From the above, I concluded the differentiation of human HSC 
was regulated by some complicated factors including HSCs or some cytokines in bone marrow.

研究分野： 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
造血幹細胞におけるPIG-A変異の結果生じる
GPI-AP 欠失血球は、発作性夜間血色素尿症
（PNH）患者だけでなく、AA の約 50%、低リ
スク骨髄異形成症候群（MDS）患者の約 20%
に検出される。我々は、570 例以上の骨髄不
全患者についてこの GPI-AP 欠失血球（PNH 型
血球）の有無を検討した結果、250 例（44%）
で陽性であり、半年以上の期間を空けて再検
した際にも同じ血球系統から構成される PNH
型血球が検出された。このため、PNH 型血球
を産生しているPIG-A変異幹細胞自身は自己
複製能をもち、正常の造血幹細胞と類似の分
化能を維持していると考えられた。この PNH
形質を示す血球系統のパターンは個々の患
者によって一定であり、そのパターンは、
PIG-A 変異を起こした造血幹細胞が存在する
造血の場によって決定されることが、in 
silico のモデルによって示された(Katagiri 
T. et al. Stem Cells 2013）。これは新しい
造血モデルであるが、「造血幹細胞の分化能
が、その幹細胞が位置する骨髄環境によって
決定されている」ことを証明するためには、
ヒト体内では限られた系統にしか見られな
かった PNH 型血球が、別の生体に移植された
際には異なる分化能を示すことを証明する
必要がある。そこで、本研究では、免疫不全
マウスに、患者から採取した PNH 型 CD34 陽
性細胞を移植することにより、ヒト体内とは
異なる血球系統への分化がみられるか否か
を検討する。 
 
２．研究の目的 
AA をはじめとする良性骨髄不全症例を対象
として PNH 型血球の有無を検出し、PNH 型血
球の系統に偏りのある例を同定する。患者骨
髄造血幹細胞を採取し、CD34 陽性細胞分画を
ソーティングする。これらの細胞を SIRPA 変
異型遺伝子導入免疫不全マウスに骨髄移植
し、末梢に現れる PNH 型血球の形質を検討す
る。 
本研究は、これまでのヒト検体の解析および
in silicoの解析から想像される「commitment 
sphere」（造血の維持と分化を決定する骨髄
微少環境）の存在を、免疫不全マウスへの骨
髄移植実験により実際に証明しようとする
ものである。これにより、ヒトの造血が PIG-A
変異幹細胞が骨髄不全という病的状態での
み出現するという訳ではなく、健常者におい
ても活性化され得る「正常幹細胞の一つ」で
あることが示唆される可能性がある。 
 
３．研究の方法 
(1) 血球系統が偏っているPNH型血球陽性例
のうち、PNH 型血球の割合が多い例を同定す
る。具体的には、AA 症例をはじめとする骨髄
不全症例を対象として、フローサイトメトリ
ーにより PNH 型血球を検出した。 
(2) (1)で検出される PNH 型血球陽性症例の
骨髄細胞において、様々な造血前駆細胞ごと

に、PNH 型血球の割合をフローサイトメトリ
ーにより検出した。 
(3) PNH 型血球陽性症例の骨髄を免疫不全マ
ウスに移植し、造血の動態を解析した。 
(4) (2)で、造血前駆細胞ごとに PNH 型血球
の割合に乖離が認められた場合、各分画をソ
ーティングし、遺伝子発現解析により造血制
御関連遺伝子を同定する。 
 
４．研究成果 
骨髄不全症例の約 50%では、造血幹細胞にお
いて PIG-A 遺伝子変異の結果生じる GPI-AP
欠失血球(PNH 型血球: Paroxysmal nocturnal 
hemoglobinuria type cell)が検出される。 
今回、1,132 例の骨髄不全症例を対象に PNH
型血球の有無について解析を行った。従来の
解析結果では、PNH 型血球陽性例の約 80％が
①全ての血球系統で陽性、②顆粒球と赤血球
で陽性、③②+単球で陽性であったが、今年
度の解析でも同様の傾向が得られた。つまり、
検討症例のうち、99 例(19.9%)では PNH 型血
球陽性の血球系統パターンに明らかな偏り
が認められた。 
その中で、1 系統でも PNH 型血球が陽性とな
る例のうち、約 20％が PNH 型血球陽性パター
ンに何らかの偏りがあることを明らかにし
た。 
また、PNH 型血球陽性例の骨髄細胞を用いて、
骨髄中の造血前駆細胞ごとにPNH型血球の分
布について検討した。その結果、骨髄中の CMP、
MEP, GMP ごとに PNH血球の分布は異なってお
り、CMP においては 10%未満であったのに対
し、造血分化の過程で CMP から末梢方向へ一
段階進んだ MEP と GMP では、末梢血中の骨髄
系で認められるPNH型血球の割合と一致して
いた。この、骨髄系前駆細胞で最も未分化な
CMP という段階において、PNH 型血球の割合
が低いという結果は大変驚くべき結果であ
り、CMP以降の分化が進む過程で選択的にPNH
型血球が増殖していることが予測された。 
このように、様々な造血前駆細胞ごとに PNH
形質血球の分布を解析することで、造血の進
行に伴いPNH形質血球の割合が増加すること
を明らかにし、このモデルを利用してヒト造
血の動態を解明することを目的として、免疫
不全マウスへの移植実験を行った。その結果、
骨髄の生着効率が低く、患者で確認された血
球系統と移植後の多様性について結論付け
るに至らず、骨髄環境について、特定の血球
集団の空間的集簇性を確認するために骨髄
生検像を解析したが、骨髄内の特定空間へ特
定血球の集簇は認められなかった。一方、PNH
形質血球の選択的増殖における付加的遺伝
子変異を確認するための遺伝子解析を実施
した結果、特定のサイトカインの発現が亢進
していることを明らかにした。このサイトカ
インは、造血が進行するに従い発現が低下し
ており、造血を制御している分子の 1つであ
る可能性が考えられた。このサイトカイン受
容体の発現について、造血分化経路を踏まえ



て各分画で確認したところ、非常に示唆に富
むデータを得ることができた。従って、ヒト
造血において、その系列決定は造血幹細胞が
置かれた環境に依存する、という当初の予想
とは異なる結果となったが、ヒト造血の系列
は、個々の造血幹細胞または骨髄内のサイト
カインを含む複合的な因子により規定され
るという発展的な予測につながった。 
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