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本研究では、PNH 症例 2 例を用いて、単細胞レベルの全ゲノム情報から遺伝学的系統樹解析を

行った。その結果、任意の遺伝子変異が生じた時期、クローンの進化、遺伝子変異獲得率、クロ

ーン拡大の軌跡を解析することができた。準備段階では、コロニーから DNA を抽出し、全ゲノ

ム解析（WGS）を行い、HMGA2 遺伝子変異陽性の PNH 症例（症例 1）の系統樹作成を完了し

ていた。その後、2022 年 4 月 1 日から複数の PIGA 遺伝子変異による PNH クローンを有する

症例（症例 2）の系統樹作成に取り組んだ。本研究では、患者の骨髄細胞をコロニー形成細胞ア

ッセイを用いて増殖させ、単細胞由来の DNA を抽出し、全ゲノム解析を行う。理論的には単細

胞由来の DNA が抽出されるはずであるが、隣接するコロニーからのコンタミネーションやシー

クエンスエラーが問題となる。症例 2 の遺伝子変異情報を確認した結果、症例 1 と比較してコ

ンタミネーションやシークエンスエラーを疑う変異が見られた。そこで、統計学的手法を利用し

てデータのクリーニングを行った。次に、全ゲノム解析から得られた一塩基置換情報を用いて、

最大節約法に基づくアルゴリズムで遺伝学的系統樹を作成した。その後、最尤法に基づくアルゴ

リズムを用いて、各遺伝子変異を系統樹の枝に割り振った。症例 1 では、PIGA 変異陽性コロニ

ーはすべて HMGA2 遺伝子変異を有しており、PIGA 遺伝子変異と HMGA2 遺伝子変異の発生

順序を明らかにすることはできなかった。一方、症例 2 では複数の PIGA 遺伝子変異が確認さ

れ、これらの変異が互いに独立して存在することが明らかになった。またどちらの症例において

も PIGA 遺伝子変異陽性コロニーの方が遺伝子変異獲得率が高い傾向にあった。血液細胞に生じ

る遺伝子変異（同義置換を含む）は出生後から一定の速度で生じ、これを分子時計として利用す

ることができる。この性質を利用して遺伝子変異が生じた年齢を推定した（下図）。その結果、

PNH の原因となる PIGA 遺伝子変異が PNH の発症・診断時の 10 年以上前から存在していたこ

とが示唆された。系統樹の樹形の観察からは、PNH クローンが比較的緩やかにクローン拡大し

ていることが推測された。また、合祖理論に基づく系統動態学のアルゴリズムを用いて、PNH
クローンの有効細胞集団数の軌跡を推測した。その結果、PIGA 遺伝子変異が生じてから診断ま

での期間、PNH クローンが緩やかに増殖していることが明らかになった。今後は、変異シグネ

チャー解析などの追加の解析と議論を重ね、本研究を論文としてまとめることを目指している。 
 

 


