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研究要旨 

発作性夜間ヘモグロビン尿症（PNH）の責任遺伝子として phosphatidylinositol glycan class A（PIGA）

遺伝子を同定してきたが、GPI アンカー型タンパク質（GPI-AP）の生合成に関与する他の遺伝子（PIGT、

PIGB）の変異によって発症した PNH症例が報告された。PNHの診断に遺伝子解析は必須ではないが、示唆

に富む特徴的な症例においては、詳細な遺伝子解析が必要となる。そこで我々は、遺伝子解析が必要と判

断された PNH 症例においては、責任遺伝子として圧倒的に多い PIGA 遺伝子をまず大阪大学血液・腫瘍内

科において解析し、PIGA 遺伝子異常が同定できない場合においてのみ、大阪大学微生物病研究所（木下

タロウ博士）に、他の GPI-AP 生合成関連遺伝子の網羅的変異解析を依頼する、PNH 責任遺伝子解析スク

リーニングシステムを構築した。 

 

Ａ．研究目的 

PNHは長年、“PIGA 遺伝子に後天的変異を持った造

血幹細胞がクロ−ン性に拡大した結果、補体介在性

の血管内溶血を主徴とする造血幹細胞疾患である

(PIGA-PNH)”と定義されてきたが、PIGT 変異(PIGT-

PNH)や PIGB変異(PIGB-PNH)による PNH症例の報告

がなされ、定義も見直された。PIGT-PNH や PIGB-

PNH では、自己炎症症状を特徴とする。GPI-AP 生

合成に関連する遺伝子はこれまで27個同定されて

おり、今後も様々な遺伝子変異に起因する PNH 症

例が見出されることが期待され、大阪大学におい

て系統的な解析システムを構築した。 

 

Ｂ．研究方法 

PIGA 遺伝子以外の遺伝子変異に起因する PNH が報

告されているが、PIGA 遺伝子変異の頻度が極めて

高いので、まず、PIGA 遺伝子に対してターゲット

ディープシークエンスを行う。患者の末梢血液細

胞からカラム法（QIAmp DNA Blood Mini Kit®）を

用いて、DNAを抽出する。抽出した DNAを酵素的断

片化する（SureSelect XT-HS Fragmentation Kit®）。

次に、アダプター付き DNA ライブラリーを調整す

る（SureSelect XT HS Reagents Kit®）。PIGA遺

伝子のエンリッチメントはキャプチャー法を用い

る（SureSelect XT カスタムキャプチャライブラリ

®）。ベイトの作成には、Sure Designを用い、PIGA

遺伝子のエクソン領域およびスプライシングサイ

トを含むようにデザインした。シークエンサーは

Illuminaの MiSeq®を使用する（シークエンスモー

ド 151bp×2, データ量 100Mb/Sample）。アライメ

ントおよび変異のコールは Sure Call を用いて行

い、IGV等を用いた可視化および確認も行う。PIGA

遺伝子変異を認めない場合は、GPI-AP 生合成関連

遺伝子を対象とした網羅的なシークエンスやエク

ソーム解析を行い、その他の変異を同定する。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究については、大阪大学において倫理審査

委員会の承認を経て、すべての患者から解析前

に書面によるインフォームドコンセントを取

得している。 
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Ｃ．研究結果 

システム構築に先立って、当院通院中の症例に対

して検証を行った。現在までに5例の解析を行い、

全例に PIGA遺伝子変異を認めた。また 5例中 2例

に対しては、それぞれの PIGA遺伝子変異に対して

サンガー法による確認を行った。ターゲットディ

ープシークエンスで同定された変異を、サンガー

法でも確認することができた。サンガー法にて確

認した 2 例について具体的な遺伝子変異を表に示

す（表 1）。PIGA遺伝子変異を複数認め、オリゴク

ローナルに存在している症例を確認した。 

 

Ｄ．考察 

非典型 PNH 症例など示唆に富む症例では、大阪大

学に相談が寄せられることが多い。まず、医学部に

おいて PIGA遺伝子のスクリーニングを行い、変異

を見出せない場合においてのみ、微生物病研究所

で、GPI-AP生合成関連遺伝子の網羅的解析を行う、

PNH 責任遺伝子解析スクリーニングシステムを構

築した（図 1）。 

 

 

Ｅ．結論 

今回我々は PNH 責任遺伝子解析スクリーニングシ

ステムを構築した。引き続き症例を蓄積し、新規遺

伝子変異の関与の解析とPNHの病態解明に努める。 
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