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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 

 

 

A．研究目的 

 全身性の重篤な疾患である血栓性血

小 板 減 少 性 紫 斑 病 （ thrombotic 

thrombocytopenic purpura; TTP、指定

難病 64）は、止血タンパク質 von 

Willebrand 因 子 （ von Willebrand 

factor; VWF）を特異的に切断する血漿

プロテアーゼ ADAMTS13 の活性著減が原

因で発症する。ADAMTS13活性の損失は、

先天的には ADAMTS13 遺伝子異常で、後

天的には抗 ADAMTS13 自己抗体（インヒ

ビター）の出現で起こる。ADAMTS13遺伝

子異常によって潜性遺伝（劣性遺伝）様

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 疑い患者の 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

疑い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機構に関する

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･改定に寄与すること

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難治性疾患である。

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）をもたらす。本研究では、日本における先天性

TTP患者の ADAMTS13 遺伝子解析を実施し、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･改定に寄与することを目的とする。今年度は、昨年度に引き続き、新たな先

天性 TTP疑い患者を対象とした従来方法（PCR ダイレクトシーケンシング法）による

ADAMTS13遺伝子解析と、新たな方法（ロングリードシーケンシング法）の確立に向け

た検討を行った。先天性 TTP疑い患者１名に対するダイレクトシーケンシング法によ

るエクソン解析では、p.C754Afs*24 と p.C908Y の複合へテロ接合体であることがわ

かった。いずれもこれまでに同定されたことのある原因バリアントである。従来方法

で原因バリアントを同定できなかった症例の原因解明に向けて検討しているロング

リードシーケンシング法については、種々の工夫を導入することで包括的解析方法の

確立に近づくことができたが、新たな課題も明らかになった。 
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を目的としている。 

 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

の可能性が高いと考え、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 PCR 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

モ接合性の原因バリアントが同定され

た。PCR ダイレクトシーケンシング法で

原因バリアントが一つしか、あるいは一

つも見つからない場合、PCRダイレクト

シーケンシング法の弱点を補完する方

法として開発したゲノム定量 PCR 法を

行ってきた。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。しかし、それで

もなお２アレルに原因バリアントが見

つからない家系が残っており、解析方法

のさらなる開発が必要な状況である。 

 今年度は、新たに見出された先天性

TTP疑い患者１名の原因バリアントを明

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。さらに、

これまでに PCR ダイレクトシーケンシ

ング法およびゲノム定量 PCR 法で２ア

レルの原因バリアントを同定できなか

った未解決の 4家系に対し、新たな方法

（ロングリードシーケンシング法）によ

る解析を継続し、種々の改善や工夫を加

えて解析法の確立を目指した。 

 

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。

あとのシーケンシング反応を効率的に

行うために、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。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予

想通りの分子量のバンドを確認した。次

に、PCR 反応液に残った過剰プライマー
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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5μL/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 

3500xl（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。

エクソンにバリアントが見つかった場

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。イントロンにバリアントが見

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。エクソンのバリアン

トでもスプライシングに影響を与える

可能性も検討した。バリアントが先天性

TTPの原因として既知であれば、原因バ

リアントとして確定した。未報告であれ

ば、アミノ酸レベルでの変化の特徴から

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）は原因バ

リアントから除外した。 

 一方、これまでに PCRダイレクトシー

ケンシング法およびゲノム定量 PCR 法

で２アレルの原因バリアントを同定で

きなかった 4 家系の原因バリアントを

探索するため、GridION（ナノポア・テク

ノロジーズ）によるロングリードシーケ

ンシング解析の条件検討を進めた。 

 ナノポアによる解析では、標的 DNAの

両端にシーケンシング用アダプターを

付加するステップにおいて、PCR と同時

に付加する four-primer PCR法と、PCR

産物に後付けする ligation 法がある。

昨年度の検討により ligation 法が適し

ていると結論したため、今年度はそれを

採用した。得られたデータは、ショート

リードシーケンシングでは判別できな

い距離のハプロタイプ決定（フェージン

グ）が可能になることを期待し、種々の

ソフトウエアを比較検討しながら解析

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 

 当該患者は、臨床症状や ADAMTS13

活性検査等から TTP が疑われ、奈良医大

輸血部による詳細な検査の結果、

ADAMTS13 活性 0.5%未満、インヒビター

陰性であったため、先天性 TTP の可能性

が強く推定された。そこで、ADAMTS13 遺

伝子を PCR ダイレクトシーケンシング

法 で 解 析 し た 結 果 、 c.2259delA

（ p.C754Afs*24 ） バ リ ア ン ト と

c.2723G>A（p.C908Y）バリアントがそれ
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ぞれヘテロ接合性で同定された。父と姉

に c.2259delA バリアントが、母に

c.2723G>Aバリアントがヘテロ接合性で

同定され、患者は両変異による複合ヘテ

ロ接合体であると推定された。いずれも

これまでに同定されたことのある原因

バリアントであった。 

 ロングリードシーケンシング法にお

いては、ADAMTS13 遺伝子全長を１対のハ

プロタイプブロックで連結すること、すな

わちフェージングに成功した。これにより

解析精度が向上し、ロングリードシーケン

シング法でイントロンに検出したバリア

ントが、PCR ダイレクトシーケンシング

法でエクソンに同定した病的バリアント

と同じアレル上にあるか否かを判定でき

るようになった。そこで、病的バリアント

候補の抽出と絞り込みに着手したところ、

１塩基バリアント（single nucleotide 

variant; SNV）の検出は非常に高精度で

あったが、使用するソフトウエアによっ

て抽出結果が完全には一致しないことが

分かった。特に同一塩基が連続する領域

での InDel は偽陽性の可能性が高く、そ

の原因は PCR 時の塩基取り込みエラー

に依ることがわかった。このようなエラ

ーは high fidelityを謳う PCR酵素でも

不可避であり、ロングリードシーケンシ

ング後のバリアント絞り込みの際には

要注意である。さらに、既存のソフトウ

ェアによる解析では長鎖 PCR に特有の

問題がフェージングに大きな影響を与

えることが判明した。 

 

D．考察 

 遺伝性希少疾患の診断を確定する際、

原因バリアントを特定することはきわ

めて重要である。シーケンシング技術の

向上に伴い、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 PCR 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。今年度も、種々の工夫に

より効率化した PCR ダイレクトシーケ

ンシング法で先天性 TTP 疑い患者１名

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、

１種のミスセンスバリアントと１種の

フレームシフトバリアントであった。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バ

リアント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バリア

ントである可能性が高い。 

 これまでに解析した結果をまとめる

と、先天性 TTP疑い患者 67名（60家系）

のうち 63名（56家系）に、複合へテロ

接合性（45 家系）あるいはホモ接合性

（11家系）の原因バリアントを同定した

ことになる。バリアントは 68 種類で、

その内訳は、ミスセンス 43 種類

（63.2％）、フレームシフト 11 種類

（16.1％）、ナンセンス 8種類（11.8％）、

スプライシング異常 4種類（5.9％）、構

造異常 2 種類（2.9％）であった。論文

発表されている海外の原因バリアント

を含めると全部で約 200 種類となって

いる。 

 解析した 60 家系のうち 4 家系には、

未発見の遺伝子異常が存在する可能性
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があり、解決すべき課題として残ってい

る。今年度の検討で、ロングリードシー

ケンシングによる解析の問題点が明確

になってきたので、今後それらを解決す

ることで ADAMTS13 遺伝子解析力が大き

く向上することが期待される。 

 

E．結論 

 先天性 TTP 疑い患者１名の 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、両アレル性の異常が同

定された。さらに、ロングリードシーケ

ンシングによる ADAMTS13 全長解析の問

題点が明らかになった。 
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