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非典型溶血性尿毒症症候群(aHUS)の集積と蛋白質学的手法を用いた病態解析 
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                     第三内科 特任教授 

 

研究要旨：奈良県立医科大学輸血部は 1998 年より本邦における血栓性微小血管症（TMA）

患者の解析を開始し、過去十数年にわたり、全国の TMA 患者の診断・病態解析を実施し

てきた。従来、輸血部は TMA の中でも血栓性血小板減少性紫斑病（TTP）の研究を中心

に行い、本邦における先天性・後天性 TTP 患者の病態解析を成し得た。一方、集積した

TMA 症例の中には TMA 発作の頻回性や、家族性に症状を認めることから「先天性 aHUS」が

強く疑われる症例が存在した。このような疫学背景から、2011 年より当輸血部において本

邦 aHUS 患者の病態解析を開始した。 

2014 年 8 月末までに、奈良医大輸血部で集積した aHUS 患者は計 90 例（男 60 例、女 30

例）であった。患者解析の手法として定量的溶血試験と抗 Factor H（CFH）抗体解析を樹立

し、同意が得られた 58 例の解析を実施した。結果、溶血試験で異常を認めた症例が 12 例

存在し（12/58, 21%）、うち 3 例が CFH 遺伝子異常を、6 例が CFH 自己抗体を有していた。

溶血亢進を認めなかった 45 例中 25 例に C3 異常を認め、そのうち 21 例が C3-p.I1157T の

同変異を有していた。これより本邦では欧米に比して C3 異常の頻度（25/58, 43%）が高い

可能性が示唆されたが、変異の地域特異性や患者コホートの集積地域に偏りが見られたこ

とから、今後はより全国レベルで aHUS 患者の背景を探索する必要性が示唆された。 

本研究を通して、本邦最大の aHUS 患者コホートの樹立を成し得、その病態背景を明らか

にした。2014 年 9月に aHUS 患者解析システムが東大病院へと移行したが、藤村らが樹立し

た解析系は引き続き診断法として用いられており、本研究の成果は aHUS 患者診断法の向上

に寄与することができたと考える。 

 

A. 研究目的 

 血栓性微小血管症（TMA）は全身の微小

血管に血小板血栓が生じることによる血

小板減少や、臓器不全（特に腎や脳）、微

小血管で赤血球が破壊されることによる

溶血性貧血の 3 徴候を示す疾患の総称で

あり、代表的な疾患が血栓性血小板減少 

 

性紫斑病（TTP）と溶血性尿毒症症候群

（HUS）である。TTP は von Willebrand

因子の特定切断酵素であるADAMTS13活性

の低下により生じる。一方、HUS の約 90％

はO157等の志賀毒素産生性大腸菌の感染

を契機に発症するが、残りの約 10％は補

体活性化経路の制御異常によって生じる
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先天性疾患であり、非典型 HUS（aHUS）と

称される。HUS は腎機能障害が顕著である

が、特に aHUS では患者の約 25%が末期腎

不全に至るとされ、予後不良である。 

aHUS は補体活性化経路の 1 つである第

二経路の制御異常により発症し、患者の

約 60%で第二経路に属する因子の遺伝子

異常が同定されている。これまでに、補

体制御因子である Factor H（CFH）や

Factor I（CFI）、CD46（MCP）やトロンボ

モジュリン（THBD）の異常の他、補体活

性化因子である Factor B（CFB）や補体成

分 C3 の異常が報告されている。また、最

近では血小板活性化に必須のアラキドン

酸 代 謝 経 路 シ グ ナ ル を 遮 断 す る

diacylgycerol kinase ε(DGKE)の遺伝子

異常が高血圧を呈する aHUS 患者で同定

されるなど、補体系以外の因子の異常も

注目されている。 

奈良県立医科大学輸血部は2011年より

aHUS 患者の解析を開始し、本邦初となる

aHUS 患者解析システムの構築を成し得た。

具体的には、輸血部で aHUS 患者の血漿を

用いた蛋白質学的解析（溶血試験、抗 H

因子抗体解析など）を実施し、国立循環

器病研究センターの宮田敏行部長のもと

で疾患候補遺伝子の遺伝子解析を施行し

た。この結果、本研究班として活動を始

める以前の2013年 12月末で77例のaHUS

患者の集積を成し得た。 

このような状況の中、2014 年 3 月末で

分担研究者である藤村が奈良医大輸血部

を退任したことから、同部で実施してき

た TTP の病態解析は後任の松本雅則教授

に一任した。一方、aHUS については最終

的な臓器障害は腎死であり、さらなる研

究の発展には腎臓内科医の知見を要する

と考えたことから、奈良医大における

aHUS解析は2014年8月末でいったん終了

し、一連の解析システムを東大病院腎

臓・内分泌内科（南学正臣教授、加藤秀

樹助教）へ移行することとした。 

上記のような背景を踏まえ、本研究は

奈良医大輸血部で2014年 8月末までに集

積した aHUS 患者の解析を通して、その病

態背景を学術的に解明し、診断・治療に

寄与することを目的とした。また、aHUS

解析システムの東大病院への移行に際し

て、本邦における TMA 診断ネットワーク

構築の樹立を目指した。 

 

B. 研究方法 

1）対象症例 

奈良医大輸血部にTMA解析の依頼があっ

た症例の中で現病歴、既往歴、家族歴等

からaHUSが疑われる症例について患者な

らびに患者家族の同意を得たうえで、血

漿ならびに血球の集積を行い、下記 2）, 3）

に示す方法で解析を実施した。 

 

2）解析方法 

a）羊赤血球を用いた定量的溶血試験 

溶血試験とは患者血漿と羊赤血球を混

合し、羊赤血球が溶血を起こすか否かを

判定する試験である。藤村らは、CFH 活性

を阻害するモノクローナル抗体（O72）

の作成に成功し、本抗体を正常人血漿に

添加すると羊赤血球が溶血を起こすこと

を同定した。さらに、この O72抗体によ

る羊赤血球の溶血度は CFH 異常を有する

患者血漿が示す溶血度とほぼ同程度であ

ることを見出した。これより CFH 活性阻
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害 O72抗体を用いた、“定量的溶血試験”

を樹立した（Yoshida Y, Miyata T, 

Fujjimura Y et al., PLoS ONE, 2015）。 

溶血試験の具体的な手法としては、ま

ず患者血漿（5～60µL）を羊赤血球（終濃

度 2.5×106 cell/µL）と混合させ、37℃で

30 min 反応させた。陽性コントロールと

して、正常人血漿に O72抗体を添加し（終

濃度 200 µg/mL）室温で 30 min 反応させ

たものを、上記と同様に羊赤血球と混和

して反応させた。反応後、停止液を加え

て遠心を行い、上清の吸光度（414 nm）

を測定して羊赤血球の溶血度を算出した。

なお、O72添加血漿で得られた吸光値を

「100％溶血」と定義して、患者血漿の溶

血度を定量的に算出した。溶血試験にお

いて羊赤血球の溶血（溶血度 50%以上）を

認めた症例については、CFH 添加試験を実

施した。 

 

b）H 因子自己抗体解析 

 H 因子抗体の解析は、ウェスタンブロッ

ト法を用いて行った。精製 CFH を 5% PAGE

で SDS-PAGE 電気泳動し、PVDF 膜へ転写、

スキムミルクでブロッキング後に、患者

血漿（スキムミルクで 100 倍希釈したも

の）と室温で 90 min 反応させた。洗浄後、

anti-human IgG-HRPと室温で1h反応させ、

ECL-Plus（Perkin Elmer 社）を用いてバ

ンドの検出を行った。 

 

3）遺伝子解析 

 患者、患者家族の血球（約 300µL）を国

立循環器病研究センター研究所の宮田敏

行部長の下へ送付し、疾患候補因子の遺

伝子解析を行っていただいた。 

 

（倫理面への配慮） 

検体採取に際しては、各施設の主治医

より十分な説明を行い、書面での同意を

得た。また、遺伝子解析に関しては、奈

良医大および国立循環器病研究センター

の倫理委員会の承認を得て行った。 

 

C. 研究結果 

1）aHUS 患者の集積 

 2014年8月末までの間に計90例の本邦

最大のaHUS患者コホートの樹立を成し得

た。男女の内訳は、男性 60 人、女性 30

人と男性の比率が高い傾向が見られた。

また、海外では妊娠が aHUS 発症の 1つの

トリガーとして報告されているが、我々

が集積した患者の中で妊娠を契機に aHUS

を発症した症例は1例も存在しなかった。 

 

2）溶血試験・抗 H因子抗体解析 

 集積した 90 例の患者のうち、解析の同

意が得られた 58 例について実施した。58

例のうち、溶血試験で明らかな溶血亢進

（溶血度 50%以上）を認めた症例は 12 例

であり（12/58, 21%）、うち 3例に CFH 変

異、6 例に抗 H 因子抗体、1 例に C3 異常

を認め、残りの 2 例では原因変異が同定

されなかった。本成績より、溶血度 50％

以上が CFH 関連異常を疑う 1 つの指標で

ある可能性が示唆された。一方、変異が

同定されなかった 2症例のうち、1例では

家族性に溶血亢進が認められたことから、

何らかの新規遺伝子変異の可能性も示唆

された。 

 一方、溶血亢進を示さなかった 45 例中

25 例の患者に C3 変異を認めた。特に 21
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3）

 東大病院腎臓・内分泌内科における

aHUS

奈良医大で確立した溶血試験、抗

体解析を引き続き実施することとなった。

これより、奈良医大で得た精製

びに

の下、東大病院腎臓・内分泌内科へ譲渡

した。患者検体の移行については奈良医

大、東大病院、両者の倫理委員会の承認

を得た。実際の移行に際しては、解析依

頼主治医及び患者の同意が得られた症例

について、順次、検体の移行を行った。

 上記の

TMA

部は

名古屋大学は

山彰一

立循環器病研究センターは

伝子解析

ととし、本邦

くりを成し得た。

 

 本研究

告を行った

Fujjimura Y et al., PLoS ONE, 2015

別紙に、本邦

と本邦と欧米における

れた遺伝子変異等の頻度を

（表

（立体構造解析は

ンターの宮田敏行部長、秋山

実施して頂いた。）

）TMA 解析ネットワークの構築

東大病院腎臓・内分泌内科における

aHUS 患者解析システムの樹立に際しては、

奈良医大で確立した溶血試験、抗

体解析を引き続き実施することとなった。

これより、奈良医大で得た精製

びに CFH 活性阻害抗体（

の下、東大病院腎臓・内分泌内科へ譲渡

した。患者検体の移行については奈良医

大、東大病院、両者の倫理委員会の承認

を得た。実際の移行に際しては、解析依

頼主治医及び患者の同意が得られた症例

について、順次、検体の移行を行った。

上記の aHUS

TMA 症例の解析に際して

部は TTP を（松本雅則教授）、東大病院・

名古屋大学は

山彰一准教授、加藤秀樹助教

立循環器病研究センターは

伝子解析を（宮田敏行部長）担当するこ

ととし、本邦

くりを成し得た。

本研究成果の一部

告を行った

Fujjimura Y et al., PLoS ONE, 2015

別紙に、本邦aHUS

と本邦と欧米における

れた遺伝子変異等の頻度を

（表 1）。 

（立体構造解析は国立

ンターの宮田敏行部長、秋山

実施して頂いた。） 

解析ネットワークの構築

東大病院腎臓・内分泌内科における

患者解析システムの樹立に際しては、

奈良医大で確立した溶血試験、抗

体解析を引き続き実施することとなった。

これより、奈良医大で得た精製

活性阻害抗体（O72

の下、東大病院腎臓・内分泌内科へ譲渡

した。患者検体の移行については奈良医

大、東大病院、両者の倫理委員会の承認

を得た。実際の移行に際しては、解析依

頼主治医及び患者の同意が得られた症例

について、順次、検体の移行を行った。

aHUS 解析の移行に伴い、

症例の解析に際しては、

を（松本雅則教授）、東大病院・

名古屋大学は aHUS を（南学正臣教授、丸

准教授、加藤秀樹助教

立循環器病研究センターは

（宮田敏行部長）担当するこ

ととし、本邦 TMA 患者のネットワークづ

くりを成し得た。 

成果の一部は英語論文化

告を行った（ Yoshida Y, Miyata T, 

Fujjimura Y et al., PLoS ONE, 2015

aHUS患者58

と本邦と欧米におけるaHUS

れた遺伝子変異等の頻度を

国立循環器病研究セ

ンターの宮田敏行部長、秋山正志先生に

解析ネットワークの構築 

東大病院腎臓・内分泌内科における

患者解析システムの樹立に際しては、

奈良医大で確立した溶血試験、抗 CFH

体解析を引き続き実施することとなった。

これより、奈良医大で得た精製 CFH

O72）を MTA

の下、東大病院腎臓・内分泌内科へ譲渡

した。患者検体の移行については奈良医

大、東大病院、両者の倫理委員会の承認

を得た。実際の移行に際しては、解析依

頼主治医及び患者の同意が得られた症例

について、順次、検体の移行を行った。

解析の移行に伴い、

は、奈良医大輸血

を（松本雅則教授）、東大病院・
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