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研究成果の概要（和文）：先天性溶血性貧血（CHA）の病型診断は治療法の選択に重要である。本研究では原因不明のC
HA50例の全エクソーム解析を実施し、新規病因遺伝子としてATP11Cを同定した。ATP11Cの単一塩基アミノ酸置換は赤血
球膜脂質二重層を介したホスファチジルセリン（PS）の能動輸送障害を引き起こし、赤血球表面に露出したPSが貪食目
印分子となり、血管外溶血の原因となる。
脱水型遺伝性有口赤血球症（DHSt）の二例にPIEZO1遺伝子変異を同定した。DHStは術後重症血栓症を併発することから
脾摘術が禁忌である。今後、PIEZO1異常症の遺伝子検査により、CHA症例の脾摘術適応を確実に診断することが可能に
なった。

研究成果の概要（英文）：We analyzed 50 cases of congenital hemolytic anemia (CHA) by the whole exome 
sequencing, and identified that a male patient had a nonsynonymous SNV in ATP11C on the X chromosome, 
c.1253C>A, corresponding to p.Thr418Asn. The proband was hemizygous and the mother was heterozygous for 
this mutation, as determined by direct sequencing.Thr418 is located near Asp412, the phosphorylation site 
for the active transport of phosphatidylserine(PS). Flipping activity was measured by monitoring PS 
internalization using flow cytometry, and the patient's red cells showed dramatically decreased flippase 
activity. Because red cells with exposed PS can be phagocytosed through recognition as eat-me signals, 
ATP11C deficiency presumably causes extra-vascular hemolysis.
The comprehensive gene tests enable us to make a correct differential diagnosis of CHA, and we showed 
that they are particularly useful to avoid serious complications such as venous thrombosis after 
splenectomy in PIEZO1 deficiency.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 溶血性貧血　赤血球膜　リン脂質　貪食目印分子　単一遺伝子病
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１．研究開始当初の背景 
先天性溶血性貧血は赤血球自体に異常が

あるために生じる（内因性）溶血性貧血であ
り、その原因としては膜異常症（球状赤血球
症、楕円赤血球症等）、酵素異常症（グルコ
ース-6-リン酸脱水素酵素［G6PD］異常症、
ピルビン酸キナーゼ［PK］異常症等）、ヘモ
グロビン（Hb）異常（サラセミア、不安定ヘ
モグロビン症等）に分類され、そのほとんど
で原因遺伝子が同定されている。 
我々のグループは先天性溶血性貧血症例

の赤血球酵素、膜骨格蛋白および Hb の生化
学的検査及び遺伝子検査を長年に亘り実施
してきたが、わが国の先天性溶血性貧血の約
33％は原因を確定することが出来なかった
（図１）。 

 
図１ 

 
２．研究の目的 
先天性溶血性貧血症例の原因検索を目的と
して、赤血球酵素活性、還元型グルタチオン
濃度測定、イソプロパノール試験、赤血球形
態観察、赤血球 eosin 5'-maleimide 結合能お
よびグリセロール溶血試験により病型診断
を実施した。上記の病型診断により、原因を
明らかに出来なかった 50症例を対象にして、
病因確定を目的に全エクソーム解析を行な
った。 
 
３．研究の方法 
 
図２ 

 
図２に解析対象を示す。大小不同、多染性

などの非特異的な赤血球形態異常のみを認

める先天性非球状赤血球性溶血性貧血群を
カテゴリー１、小型球状赤血球を認め、遺伝
性球状赤血球症（HS）を疑う例をカテゴリ
ー２、奇形・破砕赤血球を認める例をカテゴ
リー３とした。 
病因候補遺伝子の探索ストラテジーを図

３に示す。 
 
図 3 

 

 全エクソームシークエンスにより同定し
た塩基変化に関して、ナンセンス・フレーム
シフト変異およびミスセンス変異となり得
るものに関しては、既知の遺伝子変異の場合
とそれ以外の場合によって上図のpipelineに
より病因変異を定義した。 
 
４．研究成果 
１）検討した 50 症例のうち、10 症例に 
は図 4のような赤血球膜骨格蛋白遺伝子の変
異男を同定し、赤血球膜異常症と診断した。 
 
図４ 
カテゴリー１の赤血球形態に特徴的な異常

が認められなかった 36 症例中 4 症例にはβ
スペクトリン（SPTB）、バンド 3（SLC4A1）、
4.1 タンパク質（EPB41）変異を同定出来た。
またカテゴリー２の小型球状赤血球が認め
られたが、赤血球浸透圧抵抗試験、EMA 結
合能ともに未検査または正常の４症例中３
症例には、アンキリン（ANK1）、αスペクト
リン（SPTA1）変異を同定出来た。さらにカ
テゴリー３の破砕・奇形赤血球が目立つ 10
症例中、4 症例には、ANK1、SPTA1 および
SPTB 変異を同定した。 
 

先天性溶血性貧血の最終診断結果
（2004－2011、ｎ＝291）
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当院でのスクリーニング検査において診断し得なかった非免疫
性溶血性貧血症例のうち下記50症例について
全エクソーム解析を施行

①先天性非球状性溶血性貧血例 36例
（特徴的な赤血球形態異常を認めない症例）

②遺伝性球状赤血球症疑い例 4例
（小型球状赤血球を認めるがOF/EMAによる診断未確定例）

③破砕・奇形赤血球などの形態異常がある例 10例

使用機器 :Hiseq2000（イルミナ社）
使用Kit   :Agilent SureSelect XT Human All Exon 50Mb
解析ソフト:ANNOVOR

解析対象と方法

データベース（dbSNP135、1000g2011May11）登録が無い

病因候補遺伝子探索ストラテジー

ナンセンス
フレームシフト

ミスセンス

変異

既知の病因遺伝子

ANNOVORによるアミノ酸変異
の悪性度予測において有害

病因候補遺伝子

赤血球膜骨格蛋白異常症の変異と臨床像

カテゴリー1 先天性非球状性溶血性貧血例 4/10
カテゴリー2 遺伝性球状赤血球症疑い例 3/10
カテゴリー3 破砕・奇形赤血球例 3/10

症例 遺伝子名 変異 年齢 性別 カテゴリー

1 SPTB c.C5371T:p.Q1791X 3M M 1

SPTB c.C5163G:p.D1721E父由来

ANK1 c.4356_4357insTGAA:p.N1452fs

3 SPTA1 c.G83A:p.R28H 5M M 3

4 ANK1 c.1033delG:p.A345fs 1Y11M M 2

5 SLC4A1 c.C1721T:p.S574F 2y11m F 1

6 ANK1 c.G2899A:p.E967K 3Y M 3

7 ANK1 c.1605delA:p.K535fs 3Y M 2

8 SPTA1 c.C802T:p.R268X 18Y M 2

9 EPB41 c.C743T:p.T248I 18Y M 1

10 SPTB c.2741delT:p.L914fs 33Y M 1

2 3M M 3



表１ 

 
 表１にはカテゴリー３の三症例に同定し
た遺伝子変異を示す。Case3 にはαスペクト
リンの N 末端においてスペクトリン四量体
形成に破綻を来すことが示されている
p.R28H を同定した。Case6 にはアンキリン
のフレームシフト変異を同定したが、こお
c.1605Cdelは米国の重症HSに同定されてい
る変異であった。Case 2 は同一の症例に
ANK1の 4塩基挿入によるフレームシフト変
異と SPTB のミスセンス変異を同定した。こ
のような別個の遺伝子における複数の変異
が重篤な赤血球膜異常を呈した症例は極め
て稀であり、次世代型シークエンサーによる
網羅的な遺伝子解析によって初めて診断が
可能になったと結論出来た。 
赤血球膜・ヘモグロビン・酵素異常症が否

定された 13 歳男児の先天性溶血性貧血に関
する病因を明らかにする目的で全エクソー
ム解析を実施した。その結果、349 種の候補
遺伝子変異を検出した。いずれも既知の溶血
性貧血関連遺伝子ではなかったが、遺伝子変
異マウスを用いた先行研究において、溶血性
貧血、肝内胆汁うっ滞、B リンパ球分化障害
などとの関連を認めていた ATP11C に注目
した。ATP11C は脂質二重層の外側に露出し
たホスファチジルセリン（PS）を ATP 依存
性に内側へ輸送する flippaseをコードしてお
り、患児には c.1253C>A（p.Thr418Asn）を
同定した（図４）。 
 
図４ 

 
この変異に関してヘミ接合、母はヘテロ接

合であった。Thr418 は PS の能動輸送に必
須なリン酸化部位 Asp412 の近傍に位置する

アミノ酸残基であり、Asp412 と Thr418 は
今までに同定されたすべての P-type ATPase
に種を超えて保存されていた。 

NBD 標識した PS を用いた活性測定結果
により、患児、母の赤血球 flippase 活性はそ
れぞれ正常対照の１０、５０％に低下してお
り、その結果加齢赤血球表面に貪食目印分子
となる PS の露出が増大し、血管外溶血が惹
起することを明らかに出来た（図５）。 
 
図５ 

 
患児赤血球には PS 取り込み速度が小さい

赤血球のみが観察されたのに対し、母親の赤
血球は取り込み速度が小さい赤血球とほぼ
正常に PS を取り込む赤血球の二集団が観察
出来、母親 X染色体のランダム不活化によっ
て説明可能と考えられた。 
 
図６ 

 Flippase活性が対照の10%にまで低下して
いる赤血球にも関わらず、患児の溶血性貧血
が軽症である理由を明らかにするため、患
児・母・対照の赤血球を比重勾配遠心で分画
し、全体および比重の大きい老齢赤血球にお
ける flippase 活性を測定したのが図６であ
る。 
PS 陽性細胞率は、患児において軽度の増加

を示した（8.86%、対照 6.32%）。加齢赤血球
においては、対照の 9.17% に対して 15.86%
とその差は大きくなっていた。このことから
flippase 活性の低下は、赤血球寿命を終える
段階の加齢赤血球において著明に増大する
ことが示唆された。 
 今回の解析で、ヒト赤血球における
flippase をコードする遺伝子が ATP11C であ
ることが初めて明らかになった。またヒト
ATP11C 変異が加齢赤血球において PS の露出
を増大させ、先天性溶血性貧血を発症するこ
とが明らかになった。この症例では軽度の肝

※1 Garbarz M et.al. Blood 75: 1691-1698, 1990
※2 Gallagher PG et.al. Br J Haematol 111:1190-1193, 2000
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内胆汁うっ滞が認められるものの、末梢血 B
リンパ球数の低下はなく、変異原投与によっ
て作出されたマウスモデルの病態とは明ら
かに異なることが明らかになった。またヒト
赤血球においては、加齢赤血球における細胞
内カルシウム濃度上昇に伴う scramblase 活
性の上昇が赤血球膜表面における貪食目印
分子数の増大に深く関与しており、flippase
活性は赤血球細胞死の直前まで保持されて
いることが明らかになった。 
 今回の研究では、全エクソーム解析による
先天性溶血性貧血の新規病因遺伝子を同定
し得た。さらに数種類の病因候補遺伝子に関
しては、今後その機能解析を進めていく予定
である。 
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