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グループ総括 

 

分担研究者：松本雅則 

 

研究要旨 

我々のグループは、日本国内のTMA(血栓性微小血管症)症例の集積と病態解析を行い、

TTP（血栓性血小板減少性紫斑病）の実態を明らかにし、予後の改善を図ることを目的と

している。我々は、昨年度までにTTP診療ガイド2017を作成し、本年度に和文と英文で

発表された。 

本年度は、1）TMAレジストリーの継続、2）ADAMTS13遺伝子解析の継続、3）ADAMTS13

検査(活性とインヒビター)の保険適用の取得、4）リツキシマブの後天性 TTP への保険

適用拡大、5）後天性 TTP に対する血漿交換の回数制限の撤廃、6）TTP 診療ガイドライ

ンの改定、を計画として設定した。 

このうちTTP診療ガイド2017の中で今後解決すべき課題としている3）−5）を本年度

の重点項目とした。平成 29 年度第２回診療報酬調査専門組織・医療技術評価分科会の

資料によると、診療報酬改定において対応する優先度が高い技術として3）と5）が挙げ

られており、2018 年度の保険改定で認められることになった。4）に関しては医療上の

必要性が高い未承認薬・適応外薬検討会議に要望している。1）2）に関しては、1998年

以降継続しており、1）の TMA 症例数は本年度 54 例増加し、1474 例となった。このう

ち、ADAMTS13 活性が 10%未満の TTP は 30 例増加し、全部で 637 例となった。また、先

天性TTPは 64例となり、このうちでADAMTS13遺伝子解析を実施した症例は本年度２例

増えて、61例となった。57例(93.4%)で責任遺伝子変異を同定したが、10例がホモ接合

体異常、47例が複合ヘテロ接合体異常であった。6)に関しては、我々の活動によりガイ

ドラインを改定しなければならない項目が出て来たが、今後どのような頻度で改定する

のか、すぐに改定しない場合の追補事項をどのように公表するのか、などを検討する必

要がある。 

 

 

A．研究の目的 

目的 

日本国内の TMA(血栓性微小血管症)症例の

集積と病態解析を行い、TTP（血栓性血小板

減少性紫斑病）の実態を明らかにし、予後

の改善を図る。 

 

B．研究方法 

平成29年度の計画 

1）TMAレジストリーの継続 

2）ADAMTS13遺伝子解析の継続 

3）ADAMTS13検査の保険適用の取得 

4） リツキシマブの後天性 TTP への保険適

用拡大 

5） 後天性 TTP に対する血漿交換の回数制

限の変更 

6）TTP診療ガイドラインの改定 

 

（倫理面ヘの配慮） 

検体採取に際しては、主治医より十分な説
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明を行い、同意を得た。また、TMAコホート

研究は奈良医大と倫理委員会、遺伝子解析

は奈良医大、国立循環器病研究センターの

ヒトゲノム倫理委員会の承認を得ている。 

 

C．研究成果 

1）TMAレジストリーの継続 

 奈良県立医科大学輸血部では、1998年以

降ADAMTS13の検査を通じて、日本全国の医

療機関からTMA症例の集積を行なってきた。

その症例数は 2017 年 12 月末で 1474 例と

なった。その基礎疾患別の内訳を表１に示

す。この１年間の症例数の増加は54例で、

そのうちADAMTS13活性が10%未満のTTP症

例の増加は30例であった。TTP全体の症例

のまとめを表2、3に示す。最も症例数が多

いのは、基礎疾患の明らかでない原発性で、

TTP 全体の 60.3%であった。先天性

TTP(Upshaw-Schulman症候群：USS)は 64例

同定しているが、我々がADAMTS13活性を確

認しているのが63例(9.9%)であった。それ

以外の後天性二次性TMAの中で、最も症例

数が多いのが全身性エリテマトーデス

(SLE)などの膠原病103例であり、TTPの中

で16.2% を占めた。それに続いて、チクロ

ピジンなどの薬剤27例（4.2%）であった。 

 

2）ADAMTS13遺伝子解析の継続 

 先天性TTPは本年度３例新たに同定し、

全部で 64 例となった。そのうち ADAMTS13

遺伝子解析を本年度 2 例で行い、1 例は複

合ヘテロ接合体異常、1 例がホモ接合体異

常であった。これまでに、61 例について

ADAMTS13遺伝子解析を行い、57例(93.4%)

で責任遺伝子変異を同定した。10例がホモ

接合体異常、47例が複合ヘテロ接合体異常

であった。 

 

3）ADAMTS13検査の保険適用の取得 

 平成30年1月15日に公表された平成29

年度第2回診療報酬調査専門組織・医療技

術評価分科会の医療の技術の評価（案）に

よると、診療報酬改定において対応する優

先度が高い技術に、ADAMTS13活性測定と同

インヒビター力価測定が含まれている。こ

れは、我々が日本血液学会を通じて提案し

たもので、平成 30 年度 4 月から保険適用

となる予定である。 

 

4）リツキシマブの後天性TTPへの保険適用

拡大 

 後天性TTPに対するリツキサンの保険適

用は、2014年に医師主導治験を実施したが、

2017年 8月に日本血液学会を通じて、医療

上の必要性が高い未承認薬・適応外薬検討

会議に、保険適用の拡大を要望した。特発

性血小板減少性紫斑病に対するリツキシマ

ブの保険適用拡大も同様の要望により、

2017年4月から適用拡大となったので、１、

2 年後に適用拡大となることを期待してい

る。 

 

5）後天性TTPに対する血漿交換の回数制限

の変更 

 日本国内で後天性TTPの治療として保険

でカバーされる血漿交換の回数は、１週間

に3回までで3ヶ月を限度とされている。

英国のガイドラインでは、血小板数が15万

／uLを超えて2日目まで連日実施すること

とされており、日本では治療開始直後の血

漿交換の回数は少ない。そのため、海外の

ガイドラインと同様の血漿交換の回数にす

るため、日本血液学会を通じて要望し、

ADAMTS13 検査と同様に診療報酬改定にお

いて対応する優先度が高いものとして認定

され、平成 30 年 4 月から海外のガイドラ
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インと同様の血漿交換の回数が保険で認め

られる予定となった。 

 

6）TTP診療ガイドラインの改定 

 TTP 診療ガイド 2017 を 2017 年 4 月に日

本血液学会雑誌「臨床血液」公表し、その

英語版を同年 7 月に International 

Journal of Hematologyにも発表した。英

語のガイドラインの作成の目的は、日本で

のTTP診療における血漿交換などによる治

療法の制限について広く海外に知らしめる

ためであった。その後の我々の活動により

ADAMTS13検査の保険収載、後天性TTPにお

ける血漿交換の回数制限の撤廃などが予定

されており、診療ガイドの改定が必要とな

ってきた。ただ、頻回のガイドラインの改

定は混乱を招くとの意見もあり、慎重に改

定の時期を判断したい。 

 

D．考察 

 本年度はTTPの診療ガイドラインの発表

に続いて、ADAMTS13検査の保険収載や後天

性TTPに対する血漿交換の回数制限の変更

など我々のグループの活動により大きな成

果を上げることができた。とりわけ、診断

と治療に関するガイドラインの作成は、日

本国内での最初のものであり、意義深い。

TTP診断基準としてのADAMTS13活性 10%未

満は、海外のガイドラインとの整合性を重

視したが、TTP の古典的５徴候を持つにも

かかわらず、ADAMTS13活性が著減しない症

例の取り扱いが問題となる。このような症

例は TTP 類縁疾患として、TTP と同様の治

療ができるように配慮した。このような症

例も血漿交換などのTTPと同様の治療が奏

功することがあり、何らかの自己免疫疾患

である可能性が高い。現在までに報告のあ

る CD36 などに対する自己抗体の存在など

が病因である可能性があるが、今後も病態

解析を継続し行きたい。 

また、ADAMTS13検査の保険収載や血漿交

換の回数制限の変更など日常診療にも大き

く貢献することができた。ただ、このこと

により TTP 診療ガイド 2017 において改定

すべき項目が出てきた。すぐに改定すべき

であるが、頻回のガイドラインの改定は現

場の混乱を招くとの意見も聞かれ、慎重に

対応したい。追補版などにより部分的に追

加することも可能であるが、タイムリーな

情報を効果的にどのような方法で現場に届

けるのか、今後検討する予定である。 

 

E．結論 

 本年度は診療ガイドラインの発表、保険

診療改定への関与など非常に成果の多い 1

年となった。これによって、TTP の日常診

療のレベルが上がり、患者予後の改善につ

ながることを期待している。 

 

F．健康危険情報 

なし 
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ADAMTS13 による von Willebrand 因子切断生成物の定量的 ELISA の確立 

 

 研究分担者： 松本雅則 奈良県立医科大学 輸血部       教授 

 研究協力者： 藤村吉博 日本赤十字社 近畿ブロック血液センター 所長 

  早川正樹 奈良県立医科大学 輸血部 助教 

 

研究要旨 

ADAMTS13 は、von Willebrand 因子（VWF） A2 ドメインにある 1605 番目のアミノ

酸チロシン（Y1605）と 1606 番目のメチオニン（M1606）間を特異的に切断する酵素

である。我々は、Y1605 を特異的に認識するモノクローナル抗体(N10)を作成し、

ADAMTS13 活性測定用 ELISA を確立した。今回この N10 を用いて、ADAMTS13 による VWF

切断生成物（VWF-DP）を定量する ELISA を確立した。N10 をウエルに固相化し、被験

血漿を反応させ、VWF の N 末端領域を認識するモノクローナル抗体で検出するサンド

イッチ ELISA である。 

VWF は ABO 血液型糖鎖を持つ数少ない血漿タンパク質で、O 型の血漿 VWF 抗原量

（VWF：Ag）は他の血液型に比べて約 25％程度低いことが知られている。今回我々は、

血液型別の VWF 抗原量の違いを明らかにするため、ABO 血液型別に健常人の VWF-DP

を検討した。A型 87 名、AB 型 45 名、B型 52 名、O 型 75 名の計 259 名の健常人で検

討したところ、O型の VWF:Ag は中央値 70.9%と他の血液型に比べて有意に低値であっ

た。O型の VWF-DP は、AB 型や B型に比べて有意に低値であったが、VWF-DP と VWF:Ag

が正の相関を示すため、VWF-DP/VWF:Ag 比を検討した。この比は、O型では A型や AB

型に対して有意に高く、同様に B 型でも A 型や AB 型に対して有意に高かった。最終

的に O=B>AB=A の順に高値であった。このことから、A型血液型糖鎖は ADAMTS13 によ

る VWF 切断に阻害的に働くのではないかと考えられた。 

今後 VWF-DP を TTP など血栓性微小血管症（TMA）においても検討する予定である。

具体的には、ADAMTS13 活性が著減している TTP において VWF-DP の違いによって重症

度が異なるのか、ADAMTS13 が著減しない TMA において VWF-DP を測定することで新た

な病態解析を行うことなどを計画している。 

 

 

A．研究の目的 

血栓性血小板減少性紫斑病(TTP)は、

von Willebrand 因子(VWF)特異的切断酵

素であるADAMTS13活性が著減することで

発症する。ADAMTS13 は VWF の A2 ドメイン

内の 1605 番目のアミノ酸チロシン(Y)と

1606 番目のメチオニン(M)の間を切断す

るメタロプロテアーゼである。我々は、

Y1605 を特異的に認識するモノクローナ

ル抗体 N10 を作成し、ADAMTS13 活性測定

ELISA を開発した。この N10 は、ADAMTS13

による切断が行われないと反応しないが、

切断後に反応する抗体である。本研究で

は N10 を用いて、ADAMTS13 による VWF 切

断生成物（VWF-degradation product: 

VWF-DP）を定量する ELISA を確立した。こ
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の VWF-DP を測定することで、VWF の切断

状況を明らかにし、TTP を含む微小血管症

(TMA)の病態解析、重症度解析に利用する

ことを考えている。 

一方 VWF は、血漿蛋白には非常に珍し

いことであるが、ABO 血液型糖鎖を持つこ

とが報告されている。また、O型の健常人

は他の血液型の人に比べて VWF の抗原量

が 25％程度低いことが明らかになってい

る。この ABO 血液型別の VWF の抗原量の

違いに、ADAMTS13 による VWF の切断効率

が関与している可能性がある。そこで今

回 ABO 血液型別に VWF-DP を検討した。 

 

B．研究方法 

対象は259名の健常人で、年齢は18歳か

ら40歳で、男性168名、女性91名であった

（Table 1）。 

血漿VWF-DPの測定は、モノクローナル

抗体N10をELISAプレートに固相化し、そ

れに血漿を反応させ、VWFのADAMTS13切断

部位よりN末端に反応するモノクローナ

ル抗体にて検出するサンドイッチELISA

法を用いた。VWF抗原量(VWF:Ag)は、VWFに

対するポリクローナル抗体２種類を用い

たサンドイッチELISAで測定した。結果は、

中央値（範囲）で示した。 

 

（倫理面ヘの配慮） 

本研究は、奈良医大の倫理委員会の許

可を受けて実施した。また、検体採取に際

しては、主治医より被験者に十分な説明

を行い、文書による同意を得た。 

 

C．研究成果 

Fig 1 に示すように O 型の血漿中の

VWF:Ag(中央値 70.9%)は、他の３つの血液

型に比べて有意に低いことが認められた。

また、AB 型は A 型に比べて有意に高かっ

た。この結果は、現在までに報告されてい

るものと同様の結果であった。 

血漿中の VWF—DP に関して、Fig 2A に

示すように O型（53.2%）が AB 型（81.2%）

やB型（83.1%）に比べて有意に低かった。

また、A 型（63.8%）は B 型に比べて有意

に低いことが示された。 

一方、VWF 抗原と VWF-DP との関連は、

全 259 例におけて有意な正の相関

（r=0.737, p<0.01）を認めるため、VWF-

DP の結果は VWF 抗原量によって大きな影

響を受ける可能性がある。そのため我々

は、VWF 抗原量に対する VWF-DP 比(VWF-

DP/VWF:Ag)を計算した。その結果を Fig 

2B に示すが、O型（0.72）が A型（0.62）

やAB型に(0.59)比べて有意に高いことが

明らかになった。また、B 型（0.75）も A

型やAB型に比べて有意に高いことが示さ

れた。VWF-DP/VWF:Ag 比は O=B>AB=A とい

う順となり、O 型が ADAMTS13 により切断

されやすことで VWF 抗原量が低くなるこ

とが予想された。 

この結果より、A型、B型の両者の抗原

を持たない O 型 VWF では、ADAMTS13 によ

る切断を受けやすいこと、さらに B 型よ

りA型糖鎖を持つことによりADAMTS13に

よる切断を受けにくくなることが予想さ

れた。 

 

D．考察 

ABO 血液型の前駆物質は H 抗原で非

還元末端の糖はフコースであり、O型では

何も付加されるものは無いので、このま

まである。A 型では、H抗原に N-アセチ

ルガラクトサミン (GalNAc)が、B 型では

ガラクトース (Gal)がそれぞれ付加され

る。このように ABO 血液型は、糖鎖の違
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いによって決定される。O型血液型の VWF

抗原量は他の血液型と比較すると 25−

30％程度低いことが知られている。血液

中の VWF 抗原の違いは、VWF の生成、分泌、

クリアランスによることが予想されるが、

ABO 血液型は VWF の生成、分泌には影響し

ないことが報告されている。 

VWF の血液中からのクリアランスにお

ける ABO 血液型の関与に関して、血液型

糖鎖によって肝細胞やマクロファージを

介するクリアランスの違いが報告されて

いる。しかし、現状では結合するレセプタ

ーなどは明らかになっておらず、詳細は

不明である。他の経路として ADAMTS13 に

よる VWF 切断も ABO 血液型によるクリア

ランスの違いを説明できる可能性がある。

ABO 血液型によって、ADAMTS13 の VWF 切

断に対する感受性が異なり、クリアラン

スが変化することが予想される。実際、

VWFがADAMTS13によって切断されるA2ド

メイン内には２つのN結合糖鎖が存在し、

ABO 血液型糖鎖が存在している可能性が

あり、それによってクリアランスに影響

を与えている可能性がある。 

血漿中の VWF-DP 自体の測定値は、VWF

抗原量が少なくなるとDPも比例して低く

なることから、我々は VWF-DP/VWF:Ag 比

を血液型別に比較した。その結果、O型で

この比が高く、A型、AB型で低かった。こ

のことより、VWF に A 型の血液型糖鎖が存

在することで、ADAMTS13 による切断を阻

害する可能性が示唆された。 

今後、この VWF-DP は、過度のずり応力

が発生する病態で、ADAMTS13によってVWF

が 過 剰 に 切 断 さ れ る 後 天 性 von 

Willebrand 症候群(AVWS)などの診断に利

用できると考えている。AVWS は、大動脈

弁狭窄症による Heyde 症候群が有名であ

るが、僧帽弁閉鎖不全症や閉塞性肥大型

心筋症などの疾患に伴うことも報告され

ている。さらに、経皮的心肺補助(PCPS)や

補助人工心臓によってもAVWSが発生する

ことが明らかになっており、ますます対

象となる症例が増える可能性が高く、

VWF-DP 測定の必要性は増すものと思われ

る。 

TMA においては、ADAMTS13 活性が著減

している TTP においても、VWF-DP の違い

によって重症度が異なるのか検討予定で

ある。また、ADAMTS13 が著減しない TMA

において、VWF-DP を測定することで VWF

切断が起こりにくい新たな機序を発見し、

さらなる病態解析を継続していく予定で

ある。 

 

E．結論 

 ADAMTS13 により VWF が切断された産物

（VWF-DP）を測定できる ELISA 法を確立

した。この方法を用いて、ABO 血液型によ

るVWF抗原量の違いを明らかにするため、

VWF-DP を測定した。その結果、A 抗原が

存在することによってVWF-DPの産生が抑

制されることを明らかにした。 
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H．知的財産権の出願・登録状況 

   なし
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Table 1 患者背景 

 Blood group A AB B O 
number  87 45 52 75 

age (median) 23 23 23 23 
age (range) 18-33 20-40 18-33 19-35 

male/female 56/31 30/15 34/18 48/27 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 ABO 血液型別の VWF 抗原量 

VWF 抗原量は O型が他の血液駅型に比べて有意に低かった。 

また AB 型が A型に比べて有意に高かった。 
＊＊ p<0.01 
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Figure 2 ABO 血液型別の VWF-DP と VWF 抗原との比 

A,VWF 切断生成物(VWF-DP)および B,VWF 抗原量との比を示す。 
＊ p<0.05、＊＊
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TTP に対する血漿交換と抗体医薬リツキサンの薬事対応 

 

研究分担者：宮川義隆 埼玉医科大学病院 総合診療内科 教授 

 

研究要旨 

 難治性の TTP 患者の救命のため、血漿交換の回数撤廃について薬事対応をした。内

保連を通じて、診療報酬調査専門組織医療技術評価分科会に諮り、平成 30 年 4 月より

回数制限の撤廃に至った。再発・難治例に有効性が高い抗体医薬リツキサンの TTP に

対する適応拡大については、国内で実施した医師主導治験の研究成果をもとに、医療

上の必要性が高い未承認薬・適応外薬検討会議に要望書を提出した。 

 

 

A．研究目的 

 血液難病 TTP の死亡率は 2 割と高い。

従来、国内の血漿交換の回数は、週 3 回、

最高 3 ヶ月間と健康保険で規定されてい

た。また、難治例に有効な抗体医薬リツ

キサンは、TTP に未承認である。難治例

の救命のため、欧米の医療環境を参考に、

血漿交換の回数撤廃とリツキサンの適応

拡大を目的とする。 

 

B．研究方法 

 血漿交換の回数撤廃については、日本

血液学会 診療委員会より、内保連を通

じて診療報酬調査専門組織医療技術評価

分科会に要望書を提出する。リツキサン

の適応拡大は、本研究班が支援を行い、

国内で行われた第II相医師主導治験の研

究成果をもとに、医療上の必要性が高い

未承認薬・適応拡大検討会議に要望する。 

（倫理面への配慮） 

 なし。 

 

C．研究結果 

 平成 30年 4月より、血漿交換の回数が

撤廃された。これにより、欧米並みに救

命率の向上と入院期間の短縮が期待され

る。なお、リツキサンの適応拡大につい

ては、医療上の必要性が高い未承認薬・

適応拡大検討会議にて、医療上の必要に

ついて審議中である。今後、1～2 年かけ

て公知性が審議され、適応拡大に至るこ

とが期待される。 

 

D．考察 

 平成30年度より血漿交換の回数が撤廃

されることが公示された。これにより、

難病患者の救命率が向上することが期待

される。 

 

E．結論 

 TTP に対する血漿交換の回数制限が撤

廃された。抗体医薬リツキサンの適応拡

大については、厚生労働省の専門会議で

継続審議中である。 

 

F．健康危険情報 

 該当なし 

 

G．研究発表 

１．論文発表 

 1. Abe T, Sasaki A, Ueda T, Miyakawa 

Y, Ochiai H. Complement-mediated 
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thrombotic microangiopathy 

secondary to sepsis-induced 

disseminated intravascular 

coagulation successfully treated 

with eculizumb: A case report. 

Medicine 96, e6056 (2017) 

 2. Yamada Y, Abe R, Okano Y, Miyakawa 

Y. Long-term eculizumab treatment 

contributes to recovery from end-

stage renal disease caused by 

atypical hemolytic uremic 

syndrome. Intern Med 56, 1085-

1088 (2017) 

 

H．知的財産権の出願・登録状況 

1．特許取得 

   なし 

2．実用新案登録 

   なし 

3．その他 

   なし
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先天性 TTP 患者の ADAMTS13 遺伝子解析 

 

研究分担者：小亀浩市 国立循環器病研究センター分子病態部 部長 

 

研究要旨 

 血栓性血小板減少性紫斑病（thrombotic thrombocytopenic purpura; TTP）は、von 

Willebrand因子切断酵素ADAMTS13の活性著減で発症する指定難病である。ADAMTS13活

性を著減させる原因の一つとして ADAMTS13 遺伝子異常があり、これは先天性 TTP

（Upshaw-Schulman症候群）を引き起こす。本研究では、日本における先天性 TTP患者

の ADAMTS13 遺伝子解析を行い、発症メカニズムの解明とともに、TTP を含む疾患群で

ある血栓性微小血管症（thrombotic microangiopathy; TMA）の診療ガイド作成･改訂

に寄与することをめざしている。今年度は、先天性 TTP疑い患者 2名（2家系）を対象

として ADAMTS13 遺伝子解析を行った。ダイレクト・シーケンシング法による塩基配列

解析の結果、1名はp.S397Fとp.Q892*の複合へテロ接合体であり、もう1名はp.C908Y

のホモ接合体であった。p.S397F と p.Q892*は海外も含めて未報告の変異であり、

p.C908Yはこれまでに日本の先天性TTP患者9家系に同定されていた原因変異であった。 

 

 

A．研究目的 

 血 栓 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病

（thrombotic thrombocytopenic purpura; 

TTP）の発症は、フォンビルブランド因

子（von Willebrand factor; VWF）を特

異的に切断する血漿プロテアーゼ

ADAMTS13 の活性著減で起こる。ADAMTS13

活性の損失は、先天的なADAMTS13遺伝子

異常あるいは後天的に生じる抗 ADAMTS13

自己抗体（インヒビター）によって起こ

る。特にADAMTS13遺伝子異常によって劣

性遺伝形式で発症する TTP を先天性 TTP

あ る い は Upshaw-Schulman 症 候 群

（Upshaw-Schulman syndrome; USS）と呼

ぶ。我々は、先天性 TTP 患者の ADAMTS13

遺伝子解析、日本人一般住民の ADAMTS13

活性と遺伝子多型の分析、ADAMTS13 結合

タンパク質の探索、ADAMTS13 分子の立体

構造解析などに重点をおいて研究を進め

てきた。本研究事業では、先天性 TTP 患

者の遺伝子解析を継続的に行い、遺伝子

異常の特徴や発症メカニズムに関する知

見を蓄積することともに、TTP を含む疾

患 群 で あ る 血 栓 性 微 小 血 管 症

（thrombotic microangiopathy; TMA）の

診療ガイド作成･改訂に寄与することを

めざしている。 

 ADAMTS13の酵素活性が10％未満でイン

ヒビターが陰性であれば、先天性 TTP の

可能性を考え、遺伝子解析を行う。我々

はこれまで、先天性 TTP 疑い患者および

家族を対象にADAMTS13遺伝子の塩基配列

を調べ、先天性 TTP 発症の原因となる遺

伝子異常を特定してきた。一般に、遺伝

性疾患が疑われる患者の遺伝子の塩基配

列は、標的遺伝子の各エクソンを PCR で

増幅して塩基配列を解読する方法、すな

わちダイレクト・シーケンシング法に

よって決定される。我々もまず、

ADAMTS13 遺伝子の各エクソンの外側に結
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合するよう設計した PCR プライマーを用

いて、検体 DNA から各エクソンを選択的

に増幅させ、その塩基配列を決定する。

これまでに我々が行った先天性 TTP 患者

解析の場合、約９割の症例はこの方法で

複合へテロ接合性あるいはホモ接合性の

原因変異が同定された。ダイレクト・

シーケンシング法で原因変異が一つしか、

あるいは一つも見つからない場合、ダイ

レクト・シーケンシング法を効率よく補

完する方法として開発したゲノム定量

PCR 法を行っている。この方法で、これ

までに３患者のADAMTS13遺伝子にそれぞ

れ異なる欠失異常を見出した。 

 本研究では、新たに見出された先天性

TTP 疑い患者２名（２家系）の原因変異

を明らかにするために、患者および家族

の ADAMTS13 遺伝子解析を実施した。 

 

B．研究方法 

 患者および家族から得られた血球画分

を凍結した状態で受け取り、解析を始め

るまで冷凍保管した。DNA 調製には

illustra blood genomicPrep Mini Spin 

Kit（GE ヘルスケア）を使用した。血液

からの調製を前提とした試薬キットなの

で、凍結血球（約 200μL）を解凍しなが

ら約 100μL の生理食塩水で懸濁して約

300μL の血液と見なし、マニュアルに

従って調製した。 

 全 29個のエクソンをPCRで増幅するた

めに、24 ペアのプライマーを用いた。セ

ンス方向プライマーの 5'側に M13F 配列

（TGTAAAACGACGGCCAGT）を、アンチセン

ス方向プライマーの 5'側に M13R 配列

（CAGGAAACAGCTATGACC）を、それぞれ付

加しておいた。これは、あとのシーケン

シング反応を効率的に行うためである。

エクソン 7 以外は一般的な PCR 条件で容

易に増幅させることができた。エクソン

8 および 26-27 の増幅では反応液に DMSO 

1μL を添加した。エクソン 7 は GC 塩基

の割合が非常に高いため、GC-RICH PCR 

System（ロッシュ）を使用した。PCR 終

了後、1μL を用いてアガロース電気泳動

でバンドを確認した。次に、PCR 反応液

に残った過剰プライマーの除去と未反応

dNTP の不活化を目的として、ExoSAP-IT

（アフィメトリクス）1μL を加え、37℃

/30分間、80℃/15分間反応させた。この

うち 1μL を鋳型にして、M13F および

M13R プライマーでシーケンス反応を行っ

た 。 BigDye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit（アプライド・バイオシ

ステムズ）試薬の４倍希釈液を用いて 5

μ L/ 反応で行った。反応終了後、

CleanSEQ ダイターミネータ精製試薬キッ

ト（ベックマン・コールター）で精製し、

Genetic Analyzer 3730xl（アプライド・

バイオシステムズ）に供して波形データ

を得た。 

 解析ソフトウェア Sequencher（ジーン

コード）を用いて波形データを観察し、

対象領域（各エクソンとその前後約20塩

基）のレファレンス配列と比較した。エ

クソンに変異が見つかった場合、cDNA 配

列（GenBank: AB069698.2）と照合して

アミノ酸配列への影響などを調べた。イ

ントロンに変異が見つかった場合、スプ

ライシングに対する影響等を検討した。

なお、エクソンの異常でもスプライシン

グに影響をおよぼす可能性もあるので、

注意深く検討した。変異が先天性 TTP の

原因として既知であれば、それを原因変

異として確定した。未報告の変異であれ

ば、アミノ酸レベルでの変異の特徴から
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機能への影響を類推した。日本人の

ADAMTS13 遺伝子に存在する６個のミスセ

ンス多型、p.T339R、p.Q448E、p.P475S、

p.P618A、p.S903L、p.G1181R は原因変異

から除外した。 

（倫理面への配慮） 

 本研究は国立循環器病研究センターお

よび奈良県立医科大学の倫理委員会で研

究計画の承認を受けた上で実施した。研

究参加者からは書面でのインフォームド

コンセントを得た。 

 

C．研究結果 

 USS-2A家系の患者は女性で、19歳時に

両上肢の点状出血を呈し、近医受診での

血液検査で血小板減少と高ビリルビン血

症が認められた。当初は特発性血小板減

少性紫斑病（ITP）と診断されたが、治

療効果等から TTP の可能性が疑われた。

奈良医大輸血部で血漿検体を解析したと

ころ、ADAMTS13活性は0.5%未満、インヒ

ビター力価は 0.3 BU/ｍLであった。両親

および妹の ADAMTS13 活性は、父 32%、母

53%、妹 46%と低下しており、いずれもイ

ンヒビターは陰性（力価 0.5 BU/mL 未満）

であったため、患者は先天性 TTP である

と診断された。ダイレクト・シーケンシ

ング法による解析の結果、c.1190C>T

（p.S397F）および c.2674C>T（p.Q892*）

のへテロ接合体であった。いずれも国外

含めて未報告の変異である。父に

c.2674C>T （ p.Q892* ） が 、 母 に

c.1190C>T（p.S397F）が同定されたため、

患者はこれらの複合へテロ接合体と考え

られた。妹には母由来の c.1190C>T

（p.S397F）が同定された。遺伝型と

ADAMTS13 活性との関連から、いずれの変

異も機能欠失型の原因変異と推定された。 

 USS-3B 家系の患者は男性で、心窩部

痛・嘔吐・軟便・食思不振、無尿状態で

入院し、HUS の臨床診断で腎代替療法に

より改善し退院した。約 6 年後、嘔吐・

下痢で近医受診し、血小板減少と腎障害

が見られたため総合病院に入院した。当

初 HUS 再燃と考えられたが、絶食補液に

よる対症療法で改善し退院した。後日、

入院時採血の血漿 ADAMTS13 活性著減

（2.3％）・インヒビター陰性が判明した。

その後複数回の測定で、ADAMTS13 活性

1.3〜2.0％・インヒビター陰性が確認さ

れた。患者の父母弟のADAMTS13活性は、

それぞれ 34％、17.7％、22.4％で、いず

れもインヒビター陰性であった。先天性

TTP の可能性が強く推定されたため、ダ

イレクト・シーケンシング法による解析

を 行 っ た 結 果 、 患 者 に c.2723G>A

（p.C908Y）変異がホモ接合性で同定さ

れた。父母とも同変異がヘテロ接合性で

同定されたため、患者は本変異のホモ接

合体であると確認された。弟にも同変異

がヘテロ接合性で同定され、保因者であ

ることが判明した。このミスセンス変異

は、日本の先天性 TTP 患者 9 家系に同定

されていた原因変異である。 

 

D．考察 

 遺伝性希少疾患の診断を確定する際、

原因変異を特定することはきわめて重要

である。次世代シーケンサーの普及に伴

い、遺伝子解析の方法は変化していくと

予想されるが、希少疾患で、かつ、先天

性 TTP のように責任遺伝子が限定されて

いる場合、依然としてダイレクト・シー

ケンシング法がコスト面等で優れている。

本研究では、種々の工夫により効率化し

たダイレクト・シーケンシング法を行い、
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先天性 TTP 疑い患者 2 名（2 家系）に、

発症原因と考えられるADAMTS13遺伝子異

常を同定した。今回同定されたのは、２

種のミスセンス変異と１種のナンセンス

変異であった。いずれも、ADAMTS13 の本

来の機能、すなわち VWF 切断活性を発揮

できなくなる変異であると考えられる。

これまでの知見から考えると、いずれも

タンパク質が細胞外に分泌されなくなる

変異である可能性が高い。 

 

E．結論 

 先天性 TTP 疑い患者 2 名（2 家系）の

ADAMTS13 遺伝子をダイレクト・シーケン

シング法で解析した結果、両名に両アレ

ル性の異常が同定された。 
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