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研究成果の概要（和文）：非典型溶血性尿毒症症候群（aHUS）は補体関連因子の遺伝的・後天的要因により発症
する疾患である。2016年9月末までに集積した臨床的aHUS患者は118例であり、本邦aHUS患者の臨床的特徴を報告
した。本疾患は候補遺伝子も多く、新規遺伝子も報告されつつあり、本研究でwhole exomeでの解析方法を樹立
した。MLPA法による遺伝子コピー数解析方法も樹立し、CFH、CFHR遺伝子領域のrearrangementの変異と関連した
患者がいることを見出した。
本研究成果により、既知遺伝子変異の検出、新規遺伝子変異の検証、新規遺伝子変異の探索が可能なexome解析
を樹立し、本邦での研究に大きく貢献した。

研究成果の概要（英文）：Atypical hemolytic uremic syndrome (aHUS) is a disease that develops by 
complement-related genetic or acquired factors. We collected 118 clinically-diagnosed aHUS patients 
by the end of 2016 and reported the clinical features of aHUS patients in Japan. Many candidate 
genes are reported in this disease, and novel genes are also being reported. In this study, we 
established an analysis method by using whole exome sequencing. We also established a method for 
analyzing the copy number of genes by the MLPA method and found a novel rearrangement in the CFH and
 CFHR gene regions.
Based on the results of this research, we established an exome analysis capable of detecting known 
gene variants, verifying new gene variants, and exploring for new gene mutations, and contributed 
greatly in this disease.
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１． 研究開始当初の背景 
非典型溶血性尿毒症症候群（aHUS)は、血栓
性微小血管障害症（TMA）のなかで、志賀毒
素による溶血性尿毒症症候群（HUS）や
ADAMTS13 の異常による血栓性血小板減少
性紫斑病（TTP）などの疾患を除き、さらに
二次性 TMA となる疾患を除外した、補体系
遺伝子異常を主な原因とする症候群である。
これまでは、aHUS の原因として報告されて
いる６個の既知の遺伝子（H 因子、MCP、I
因子、B 因子、C3、thrombomodulin）の全
エクソンをサンガー法で解析し、変異を同定
してきた（Miyata T., Fujimura Y. Mol 
Immunol. 2013）。また近年でも、諸外国か
ら DGKE(Lemaire M. Nat Genet. 2013)、
plasminogen (Bu F. J Am Soc Nephrol. 
2014)などの新規原因遺伝子や、複数の遺伝
子の変異 (Bresin E. Am Soc Nephrol. 
2013) が報告されており、従来のダイレク
トシークエンスでは対応が困難になってき
ている。 
また遺伝子診断による aHUS の確定診断が
なされないまま漫然とエクリズマブが使用
されているケースも多く、高額な医療費がか
かる治療であり、遺伝子検査による診断法の
確立が急務であった。 
 
２． 研究の目的 
本研究では、 
（１）全国からの診断依頼のあった aHUS 疑
いの患者に対して、次世代シークエンサーを
使用した whole exome による全既知遺伝子
の診断法を樹立する。既知の遺伝子検査のみ
ならず、近年報告されている新規遺伝子も含
めた本邦での遺伝子異常背景を明らかにす
る。また本邦での aHUS 患者の臨床的特徴に
ついて明らかにする。 
（２）これまで抗 H 因子抗体が陽性となる H
因子関連蛋白の遺伝子異常は、CFHR 領域の
大 き な 遺 伝 子 座 nonallelic homologous 
recombination（NAHR）の欠損との関連が
知られているが、whole exome や multiplex 
ligation-dependent probe amplification
（MLPA）法による同定を目指す。 
（３）既知の遺伝子検索を行い、それでも異
常の見つからない患者が存在する。これらの
患者と家族を含めた遺伝子解析をすること
で、日本人における未知の原因遺伝子の探索
を行う。 
 
３． 研究の方法 
（１）申請者らは、厚生労働省の難治性疾患
政策研究事業において「非典型溶血性尿毒症
症候群（aHUS )の全国調査研究」の疫学調査
の研究課題で採択されたことから、平成２６
年度から当科のホームページでの aHUS 患
者診断受け入れの案内、また奈良県立医科大
学輸血部ホームページでも aHUS 研究の東
大への移管の案内の掲載、日本腎臓学会誌、
各種総説、各種学会、研究会等での案内を行

ってきた。全国から依頼を受けた aHUS 疑い
症例に対して、患者血球から抽出したゲノム
で次世代シークエンサーによる whole 
exome sequencing を行い、既知の変異部位
との比較を行う事で迅速遺伝子診断方法を
樹立し、本邦における aHUS の遺伝的背景を
明らかにする。またサンガー法でも解析を実
施し、結果を照合する。 
Whole exome sequencingは linuxというOS
上での解析を樹立する。これは多彩な free の
解析ソフトが使用でき、汎用性があることに
よる。この後のデータ処理は様々な linux 上
のソフトが公開されており、解析方法は様々
であるが、基本的には Broad Institute の
GATK に沿って行っている。まずは FastQC
というソフトを用いて、シークエンスデータ
の quality チェックを行う。次に BWA とい
うマッピングソフトを用いて、FASTQ ファ
イルをヒトのゲノム上に張り付ける作業を
行い、染色体上の位置情報も含んだ BAM フ
ァイルができる。次に GATK を用い
SNV/INDEL の検出を行い、それぞれの変異
が VCF ファイルという形式で保存される。
次にこれらの抽出された変異に Annovar と
いうプログラムを用いてアノテーションを
付加する。具体的には遺伝子名、エクソン番
号、アミノ酸置換を生じるか否か、などの基
本 情 報 の 他 に 、 Ensembl 、 dbSNP 、
1000Genome project、ExAC、ESP6500、日
本人のデータベースである HGVD などを用
いて、健常人での変異検出頻度などの情報を
注釈として加える。その他に、変異を起こし
たアミノ酸置換が、どの程度機能障害を起こ
すと考えられるかを、蛋白の構造などを指標
に予測する PolyPhen-2、SIFT などの注釈を
加える。これらの経過を経て、aHUS 候補遺
伝子の変異を抽出し、病的変異、または稀な
変異か、病的意義は少ない変異かの判定を行
う。 
（２）aHUS 疑い患者の抗 CFH 抗体は
ELISA 法にて検出する。抗 CFH 抗体陽性例
では、CFH 関連蛋白質は同一アリルで遺伝
子の欠損、融合を起こしていることが多いた
め、通常のシークエンサーでは変異を検出で
きないが、本研究では exome sequencing の
リード数、MLPA 法による copy number 推
定も行う。 
（３）さらにこれまでに aHUS と診断された
患者、新規患者を含めて、既知の遺伝子異常
が見つからない患者に対して、新規原因遺伝
子の探索を行う。 
 
４． 研究成果 
（１）1998 年から 2016 年の間に、奈良県立
医科大学と東京大学医学部附属病院で臨床
的に aHUS と診断した症例について解析を実
施した。aHUS の診断は、aHUS 診療ガイド 2015
（Kato H, et al. Clin Exp Nephrol 20, 
536-543, 2016）に沿って行った。 
118 例について初診時の臨床データを解析し



た結果、65％は小児期（＜18 歳）発症であり、
75％が何らかのトリガーを契機に aHUS を発
症しており、感染性胃腸炎（21％）や上気道
感染（20％）の頻度が高かった。TMA の 3 徴
を全ては満たさない症例は 25％存在した。
48％の症例で腎代替療法による治療を必要
とした。 
従来のサンガー法でのシークエンス以外に
whole exome sequencing の pipeline を樹立
した。 
104 例の遺伝子解析の結果、本邦では C3 変異
の割合が高く（31％）、CFH 変異の割合は低い
（10％）ことが判明した。今回のように 100
例を超えるコホートでも、C3 変異が多いとい
う傾向が得られたことから、本邦と欧米諸国
や米国とでは遺伝的背景が異なることが示
唆された。 
再発は C3変異例の 77％、MCP 変異例の 50％、
CFH 変異例の 38％でみられた。腎死の割合に
関しては CFHや原因未同定例で有意に高かっ
た（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ aHUS 患者における、原因遺伝子変異別
腎生存率 
 
また日本人に多い C3 I1157T 変異は腎予後が
良いことが判明した（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ C3 遺伝子変異を持つ aHUS 患者におい
て、C3 I1157T 変異と、それ以外の C3 変異の
腎予後の比較 
 
また凝固線溶系データを DICの診断基準を参
考に評価を行ったところ、FDP の増加(＞10 
mg/dl)は 72％の症例で認めたが、PT-INR 延
長(＞1.25)を示した症例は 13％、Fibrinogen
の軽度低下(100-150 mg/dl)は 8％、著明な低
下(＜100 mg/dl)は 2％のみであった。これら

の結果は Clin Exp Nephrol 誌に報告した
（Fujisawa M. et al）。 
（２）aHUS の先天性の原因として、補体関連
の遺伝子変異が知られているが、後天的な要
因として、抗 CFH 抗体が aHUS を引き起こす
ことが知られている。aHUS が疑われる例は、
ELISA による抗 CFH 抗体スクリーニングを実
施し、本邦において２０名の抗 CFH 抗体陽性
例を同定した。 
抗 CFH抗体が出現するメカニズムは明らかに
はなっていないが、欧米では抗体陽性例の約
7 割が CFHR1 遺伝子欠損であることが判明し
ている。本邦では抗 CFH 抗体陽性患者におい
て、欧米と比較して CFHR1 欠損の割合が低い
可能性が示唆された。 
（３）羊赤血球溶結試験陽性で、サンガー法
による既知遺伝子のシークエンスでは原因
変異が判明しない家系を見出した。MLPA 法で
CFHR 遺伝子領域の DNA copy 数の異常を見出
し、新規 CFHR 領域の rearrangement 変異を
探索中である。 
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