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研究成果の概要（和文）：常染色体優性多発性嚢胞腎(ADPKD)患者において次世代シークエンス法を用いてPKD1
ならびにPKD2遺伝子変異解析を行い、111人の患者のうち96人の患者で遺伝子変異を検出した．さらにPKD1のエ
クソン1のSanger法で1人のframeshiftを検出した．またMultiplex Ligation-dependent Probe Amplification
（MLPA）法で5人のdeletionを検出した．その結果，遺伝子変異検出率は91.9％（102/111人）まで向上した． 
ADPKDにおける遺伝子変異の検出には， このような網羅的な遺伝子解析が必要であることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：We performed genetic analyses of 111 ADPKD patients using next-generation 
sequencing (NGS). The mutations of 96 patients were detected. Additionally, a mutation in exon 1 of 
PKD1 was identified using Sanger sequencing and five deletions were identified using multiplex 
ligation-dependent probe amplification (MLPA). When combined, the total detection rate was 91.9%. 
This study indicated that comprehensive genetic analyses might be needed for the identification of 
mutations in ADPKD. 

研究分野：腎臓病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ADPKD患者の遺伝子解析を次世代シークエンス法，PKD1遺伝子のエクソン1の直接シークエンスならびに
PKD1/PKD2遺伝子のMLPA解析を行うことにより，遺伝子変異検出率が91.9％まで上昇した．検出が難しいとされ
てきたADPKDの遺伝子診断において，その検出率の向上が確認されたことは学術的意義だけでなく，ADPKD患者の
遺伝子解析の需要に応えるという社会的意義もあると思われる．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

常染色体優性多発性嚢胞腎(ADPKD)は，遺伝性腎疾患の中で最も頻度の高い疾患（3,000～
4,000 人に一人）である．加齢とともに両腎に無数の嚢胞が形成され，腎機能が進行性に低下
し，70才までに約半数が末期腎不全に至る．1990年代に原因遺伝子（PKD1および PKD2遺
伝子）が発見され，その遺伝子機能や発症機序が徐々に解明されてきた．最近では，ADPKDの
根本的治療薬としてグローバルな臨床治験が行われたバソプレシン受容体拮抗薬の有効性が
2012年に報告され（N Engl J Med 367:2407-18, 2012），2014年 3月にバソプレシン受容体
拮抗薬であるトルバプタンが「常染色体優性多発性嚢胞腎の進行抑制」として適応追加された．
その適応基準は，両側総腎容積が 750ml以上かつその増大率が概ね 5％/年以上である成人患者
とされている． 

一方，シークエンス法は格段の進歩を遂げ，次世代シークエンサーの登場により，ヒト全ゲノ
ムを数日のうちに解析できるようになった．次世代シークエンサーを用いた PKD 遺伝子解析
の報告もある．Long range PCR法を用いた次世代シークエンス解析の遺伝子変異検出率は約
70％（J Am Soc Nephrol 23:915-33, 2012），全エクソンシークエンスでは約 45％（PKD1遺
伝子複製領域では28％），ターゲットDNA濃縮法を用いた次世代シークエンス解析では約70％
であった（Gene 516:93-100, 2013）．本研究では，変異検出率を向上させるため，さらに工夫
を凝らしたターゲット DNA 濃縮法を使用した次世代シークエンサーを選択する．本研究は，
根本的治療が確立されつつある ADPKDに対して，その早期診断ならびに除外診断を行うため
の遺伝子変異解析研究であり，また次世代シークエンサーを用いることで迅速で精度の高いも
のにしようとする画期的な研究と位置づけられる． 

２．研究の目的 

ADPKD における早期診断ならびに除外診断ならびに ADPKD の新たな治療薬であるバソプレ
シン受容体拮抗薬（トルバプタン）の適応決定のため，ターゲット DNA濃縮法などを使用した
次世代シークエンスにより，迅速で，精度の高い，ADPKD遺伝子診断法を確立することが本研
究の目的である． 

３．研究の方法 

(１) ADPKD患者のゲノムDNAから PKD1ならびに PKD2遺伝子領域を含むゲノムの特定領
域をターゲット DNA濃縮法（Sure Select）ならびにロングレンジ PCR（LR-PCR）法を
用いて，「次世代シークエンサー（Next Generation sequencing；NGS）」にてシーケンシ
ングを行った．同定された遺伝子変異を従来のキャピラリー・シークエンス法にて確認し
た． 

(２) 次世代シークエンスで変異検出が難しい PKD1遺伝子のエクソン 1については，別途キャ
ピラリー・シークエンスを行った． 

(３) 変異未検出患者に対して，大きな欠失や挿入を検出する Multiplex Ligation-dependent 

Probe Amplification（MLPA解析）を行った． 

4. 研究成果 

(１) ターゲット DNA濃縮法を用いた NGS解析：96人の患者のうち，76人に遺伝子変異が同
定された（検出率 79.2％）．変異型の内訳は，Frameshift 15人，Nonsense 30人，Splicing 

5人，Inframe deletion 1人，Substitution 25人であった．遺伝子別では，PKD1が 63人
（82.9％），PKD2が13人（17.1％）であった．遺伝子型では，PKD1遺伝子では，Substitution

（36.5％），Nonsense（34.9％）の順に多く，PKD2 では Nonsense（61.5％）が多く，
Substitution（15.4％）は少なかった． 

(２) LR-PCR法を用いた NGS解析：ターゲット DNA濃縮法を用いた NGSで変異が検出され



なかった 20人のうち，9人で遺伝子変異が同定された．変異型の内訳は，PKD1遺伝子で
Large deletion 1人，Frameshift 7人，PKD2遺伝子で Nonsense 1人であった．Large 

deletion については，PKD1の Exon22-34の LR-PCRにおいて 10524bpとともに約 2kb

短いバンドが検出された．そのシークエンスの結果，IVS27-IVS30 の 2152bp の欠失が確
認された．また，Frameshift7 人のうち，4 人が 5bp 以上の挿入あるいは欠失であった．
PKD2の Nonsenseは Exon1のものであった． 

(３) さらに，ターゲットDNA濃縮法を用いたNGS解析を行えなかった患者 15人の解析では，
11人で遺伝子変異が同定された．PKD1で Frameshift 2人，Nonsense 2人，Splicing 1

人，Inframe deletion 1人，Substitution 2人で，PKD2では，Frameshift 2人，Splicing1

人であった． 

(４) キャピラリー・シークエンス法を用いた PKD1遺伝子のエクソン 1の遺伝子解析：NGSで
変異を検出できなかった 15人に，NGSの coverageが少ない，すなわち弱点と考えられる
PKD1 のエクソン 1 について，キャピラリー・シークエンス法で直接シークエンスを行っ
た．その結果，エクソン 1の Frameshift 1人の変異を検出した． 

(５) MLPA解析：Large deletionなどを検出するために，NGSならびに PKD1エクソン 1の
解析で変異が検出できなかった 14 人に，MLPA 解析を行い，5 人の deletion が検出され
た．その内訳は，PKD1の小さな deletion 2人（エクソン 3，エクソン 5），PKD1の Large 

deletion 2人（エクソン 2～21，エクソン 11～46），PKD2の Large deletion 1人（全エク
ソン）が認められた． 

(６) まとめ：次世代シークエンスだけでなく，PKD1の Exon1の Sanger sequencing，MLPA

を用いた網羅的な解析を行うことにより，遺伝子変異検出率は 91.9％まで向上した．今後
は，遺伝子変異と臨床的重症度（末期腎不全年齢など）との遺伝子型・表現型の相関性につ
いての解析も行っていきたい． 
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