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研究成果の概要（和文）：血液凝固第VIII因子(FVIII)の欠乏症である血友病A患者にとって、止血治療に伴い出
現する抗FVIII抗体（インヒビター）は止血治療を困難にし、臨床上、極めて重要な問題である。インヒビター
保有血友病A患者の止血治療に用いるバイパス止血製剤は、一般に、FVIIIの作用を迂回して止血効果を発揮する
と考えられている。当教室では、バイパス製剤に含有するFVIIaが凝固反応初期相において、FVIIIを活性化する
ことをこれまで報告しており、今回全血においてもこの反応が生じることを証明した。また、インヒビターを有
する軽症血友病Aの自己FVIIIの特性を解析し、FXase複合体における機能異常を証明した。

研究成果の概要（英文）：Development of an anti-factor(F) VIII allo-antibody (inhibitor), making 
hemostatic effect unstable during FVIII replacement therapy, is one of the serious events for 
hemophilia A patients. Bypassing agents such as rFVIIa, APCC and pdFVIIa/FX are generally considered
 to facilitate the hemostatic effect by enhancing the extrinsic coagulation pathway not by the 
intrinsic one. We have recently reported that FVIIa, an extrinsic factor included in the bypassing 
agents, could contribute to the hemostatic enhancement by activating FVIII with tissue factor in the
 early phase of coagulation. In this study, we have confirmed the crosstalk between FVIIa/TF and 
FVIII under the near physiological condition in the whole blood. We further investigated the 
function of self-FVIII in the mild hemophilia A with inhibitor, and confirmed that the change in 
binding to each component of FXase complex caused the variety of hemostatic function.   

研究分野： 血栓止血学
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１．研究開始当初の背景 
 

血液凝固第VIII因子 (FVIII) 欠乏で生
じる血友病 A の止血治療として、一般に
FVIII 製剤補充療法が行われる。その結果、
全患者の 10-20%、特に乳幼児を中心に
FVIII 同種抗体(インヒビター)が出現し、
従来の止血治療が不応となる。そのためイ
ンヒビターは血友病治療で極めて重要な
問題である。インヒビター発生は一般に
FVIII活性が1IU/dl未満の重症型血友病に
多いが、FVIII 活性の残存する中等症・軽
症血友病においても特定の FVIII 遺伝子
(F8)変異とインヒビターの関連について
注目されている。止血治療としてバイパス
止血療法またはFVIII製剤による中和療法
が行われるが、止血効果が不十分なことも
多い。また、インヒビターによる凝固抑制
機序に関しては未だ不明な点が多い。最近、
我々の教室では、従来の血液凝固の概念を
超え、外因系凝固因子である TF/FVIIa と
内因系因子であるFVIIIとの凝固極初期相
におけるクロストークの重要性を見出し
つつある。 

 
２．研究の目的 
 

上記背景を踏まえ、FVIII インヒビター
の発生メカニズム及び凝固抑制機序の更
なる解明と、それに基づくインヒビター保
有血友病の新たな止血治療戦略の確立を
めざした基礎的凝血学的検討を目的とす
る。 

 
３．研究の方法 
 
1) FVIIa/FX 複合体製剤による FVIII 活性化
機構の解明と、インヒビター保有血友病 Aモ
デルにおけるバイパス製剤よるFVIII活性化
/不活化についての包括的凝固機能解析 
 

APCC 及び rFVIIa と並ぶバイパス製剤であ
るFVIIa/FX複合体製剤(FVIIa/X)は、FVIIa、
FX(a)を含有する。APCC 及び FVIIa による
FVIII 活性化とその機序についてこれまで
検討し、FVIII 活性化には組織因子存在下
で FVIIa と FX が重要であることを明らか
にしてきた。 さらに、より含有する凝固
因子が限定的である FVIIa/X を用い、凝固
反応初期相におけるFVIII活性化について、
凝固一段法や FXa 生成試験、電気泳動法
（SDS-PAGE/Western blot）を用いて詳細
に検討する。また、これまで純化精製系を
用いた検討により得られた知見について、
より生理的条件に近い全血測定系におい
て再現性を含めて検討する。 

 
2) 軽症(中等症)血友病 A における FVIII の
凝血学的・分子生物学的検討及びインヒビタ
ー発生機序に関する検討 

 
当教室で経験した軽症（中等症）血友病 A
に対して、凝固一段法、合成発色基質法、
包括的凝固機能評価手法（トロンボエラス
トグラム、トロンビン生成試験、凝固波形
解析）を駆使して網羅的に凝固機能解析を
行うとともに、F8遺伝子解析を進め、遺伝
子変異に基づきBHK細胞を用いた安定発現
系により FVIII 変異体を発現し、FXa 生成
試験、ELISA 法、表面プラスモン共鳴法
（BIACORE®）を通じて、分子構造上の変化
を探究する。また、血漿を用いた FXa 生成
反応を応用して、患者の異常 FVIII の機能
を、FXa 複合体における各構成要素との親
和性を軸として評価する新規測定系を構
築する。さらに、インヒビターの出現した
軽症（中等症）血友病 A 自験例について、
インヒビターの凝固抑制様式及びエピト
ープ解析を行い、FVIII の分子構造解析と
併せてインヒビター発生メカニズムにつ
いて考察する。 

 
４．研究成果 
 
【FVIIa/X, APCC, rFVIIa による FVIII 活性
化/不活化についての凝固機能解析】 
 

インヒビター保有血友病A患者について、
FVIIa/FX 複合製剤による凝固機能改善効
果が微量のFVIIIが共存するとFVIII非存
在時よりもさらに増強すること、またその
増強効果は、FVIIa 単独よりも優れること
を、ROTEM を用いた全血凝固機能及びトロ
ンビン生成試験を用いた血漿レベルでの
凝固機能により証明した。つづいて健常人
または血友病A患者の全血に抗FVIII抗体
を添加し、後者には、更に rFVIII を添加
して、後天性血友病 Aまたはインヒビター
保有中等症・軽症血友病 A モデルとした。
これらにバイパス製剤を添加し、凝固反応
初期相の FVIII 活性化反応を、ROTEM を用
いてより生理的条件下で評価した。結果、
バイパス製剤をFVIII存在下で添加時には、
単独添加時に比して凝固開始時間がより
短縮し、インヒビターエピトープに関わら
ずFVIIaにより FVIIIは活性化することを
より生理的条件下でも証明し、これらの成
果を原著論文に報告した。 

 
【軽症(中等症)血友病 Aにおける FVIII の凝
血学的・分子生物学的検討及びインヒビター
発生機序に関する検討】 
 

当教室において初めて同定したFVIIIの
ミスセンス変異 Pro1809Leu を伴う患者に
発生したインヒビターについて、その特性
を詳細に解析し、また患者の変異 FVIII を
純化精製系により発現し、FVIII の凝固障
害メカニズムについて検討した結果を原
著論文にて報告することができた。また、



インヒビター発生との強い関連性が知ら
れている FVIII 重鎖 A2 ドメインにおける
ミスセンス変異であるArg593Cysを有する
当科症例における凝固障害機序について
解明し、その成果を学会にて公表すること
ができた。さらに、FVIII(a)の FXase 複合
体における補酵素作用に着目し、軽症・中
等症血友病A患者の血漿を用いた多元的な
凝固機能解析手法を開発した。 

 
これらの成果は、今後更に純化精製系に

よる発現 FVIII を用いて、より FVIII 特異
的な凝固障害機序及びインヒビター発生
機序を証明する上で極めて重要な礎とな
った。また、バイパス製剤に含まれる外因
系凝固因子による凝固反応極初期におけ
るFVIII活性化反応が全血系の包括的凝固
機能によっても証明されたことは、この外
因系因子と内因系因子のクロストークの
重要性をより強く裏付けるものであり、イ
ンヒビター保有血友病A患者の新規治療戦
略への応用可能性を示唆した。 

 
今後もこれらの研究を引き続き進行し、

患者の FVIII 特性に基づく tailor made 治
療の開発に向けて一層努力していきたい。 
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