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研究成果の概要（和文）：新しい血栓性素因･アンチトロンビン･レシスタンス（ATR）を示すプロトロンビン異
常症（R596L）を報告、さらにATR検出検査法を確立して異なる変異（R596Q）も同定した。またNa+結合領域アミ
ノ酸での単一塩基置換変異体の凝固活性特性を調べた結果、K599RおよびE592Qでは既報変異と同等のATR残存凝
固活性を示した。さらにR593L (ヒトR596Lに相当)ノックインマウスは正常出生してATRを示したものの、プロト
ロンビンの抗原量70％、凝固一段法活性35％と低値で、ATR残存凝固活性が低値で、ヒトR596L変異と異なり
R593L変異ホモマウスでは血栓リスクの可能性は低いと思われた。

研究成果の概要（英文）：We have reported dis-prothrombinemia (R596L) showing a novel thrombotic 
tendency, antithrombin resistance (ATR), and further established the ATR detection test and 
identified a different mutation (R596Q). In addition, as a result of examining the coagulation 
activity characteristics of single base substitution mutants in the Na+ binding domain amino acids, 
K599R and E592Q showed ATR residual coagulation activity equivalent to the reported mutations. 
Furthermore, although R593L (corresponding to human R596L) knock-in mice showed normal birth and 
exhibited ATR, the antigen amount of prothrombin was as low as 70%, the one-step coagulation 
activity was 35%, and the ATR residual coagulation activity was relatively low compared to R596L 
mutant in human, R593L mutant homozygous mice seemed to have a low risk of thrombosis.

研究分野： 血液内科、血栓止血学領域

キーワード： アンチトロンビン・レジスタンス（ATR）　プロトロンビン　遺伝子異常　ATR検出･臨床検査法　自動化
機器　ATR残存凝固活性　Na+結合領域　Arg593Leuノックインマウス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
静脈血栓塞栓症の遺伝子異常判明例の約2/3は原因特定に至っていない中、申請者らが世界で初めて報告した新
たな血栓性素因概念 アンチトロンビン・レジスタンス（ATR）の遺伝子異常を検索・解析は、従来にない独創的
な発想の研究である。
本研究は、これまで原因特定に至ってない症例でのATR血栓性素因の同定とその詳細な病態解析、遺伝子組換体
による新たなATR遺伝子異常の同定解析、ATRマウスの血栓症発症病態解析を行うもので、加齢とともに増加する
深部静脈血栓・肺塞栓症の新しい診断法や予防法、治療法の開発に極めて有用な情報を提供することが予想さ
れ、超高齢化社会を迎えつつある日本において大きな社会的意義をもつ。
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１．研究開始当初の背景 
 震災後の車中泊ストレス発症（いわゆるエコノミークラス症候群）で注目された深部静脈血
栓症・肺塞栓症（静脈血栓塞栓症）は、従来より日本人には少ない疾患とされてきたが、診断
技術の向上や食生活を含めた生活環境の欧米化もあり、日本人にも決して少なくないことが明
らかにされてきている。深部静脈血栓症（DVT）では、一部遊離した血栓が血流に乗り心臓を経
て肺血栓塞栓症（PE）を合併することがあり、合わせて静脈血栓塞栓症（VTE）とも呼ばれ突然
死の原因にもなる。 
 静脈血栓塞栓症の環境的リスク要因には加齢や妊娠、長期臥床、ロングフライト（エコノミ
ークラス症候群）、震災時車中泊や避難所生活があり、遺伝的リスク要因にはアンチトロンビン
（AT）やプロテイン C（PC）、プロテイン S（PS）などの生理的血液凝固抑制因子の遺伝子変異
がある。これまで数多くの静脈血栓症症例でこれらの遺伝子異常が同定されており、我々も各
候補遺伝子解析により多数の原因変異を報告してきた。一方で、発症要因が不明な血栓症は特
発性血栓症として難病疾患の一つにも指定されているように、原因不明の遺伝性血栓症はまだ
数多く存在する。 
 当研究室では、原因が長らく不明であった静脈血栓症家系において、通常は出血傾向を示す
プロトロンビン異常症で、逆に静脈血栓症の原因となる遺伝子異常を発見し、その本態がアン
チトロンビン・レシスタンス（Antithrombin-resistance: ATR）を示す異常トロンビンを生ず
るプロトロンビン遺伝子異常（c.1787G>T、 p.R596L）であることを世界で初めて報告した（1）。
本研究では、ATR が原因不明の遺伝性静脈血栓症の原因として他の家系にも存在することが予
想され、新たな ATR 症例の検索解析、ならびに分子生物学的手法を用いて異なる遺伝子変異で
の ATR 惹起性について解析を行う。また、ノックインマウス手法を用いて ATR マウスを作製し、
ATR での血栓症発症分子メカニズムを個体レベルで in vivo 解析を行い、さらに、最近開発の
著しい新しい抗凝固薬などの抗血栓効果判定における血栓性素因モデルマウスとしてその有用
性を検討する着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 ごく最近我々は、従来の血栓性素因概念とは全く異なり、通常では出血傾向を示す凝固因子・
プロトロンビン異常症が逆に血栓症の原因となることを発見し、世界初のアンチトロンビンに
よる凝固活性阻害に抵抗性（ATR）をもつトロンビンを生ずるプロトロンビン異常症（c.1787G>T、 
p.R596L）として報告した（1）。 
 この研究成果に基づき、本研究では血漿検体での ATR 検出法を確立し(2)、ATR 新規症例の検
索とその遺伝子変異の同定解析を行った。また、組換え変異体の作製解析による R596L 以外の
プロトロンビン変異体での ATR 惹起性について in vitro 解析を行い、新たな ATR 血栓性素因
の候補変異解析を行った。さらに、R596L 変異プロトロンビンの in vivo での血栓症発症病態
を解明する目的にノックイン-マウス（R593L [ヒト分子R596Lに相当] プロトロンビン-マウス）
を作製した。これらの研究を通して、原因不明であった遺伝性血栓症での新たな血栓性素因・
ATR の病態解明を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 我々は、血漿検体を用いた ATR 検出法（プロトロンビンをトロンビンに転換後に AT による不
活化動態から ATR を判定）を確立し(2)、未だ原因特定に至っていない遺伝性血栓症での ATR
検出解析を行い、さらに ATR 同定症例においてはその原因遺伝子変異の同定解析を行った。 
 本研究では、世界初の ATR 症例に同定されたトロンビン Na+結合領域に位置して TAT 複合体
形成不全が予想されるアミノ酸 596R において、DNA 組換え技術にて一塩基置換によるミスセン
ス変異体(596E、596W、596G、596P)を作製し、それぞれ ATR 惹起性スクリーニング解析、TAT
形成能やトロンビン生成試験（Thrombin generation assay: TGA）への影響を検討した。また、
これら変異型トロンビンのトロンボモジュリンとの結合能、プロテイン C活性化能について野
生型由来トロンビンとの比較検討を行った。さらに、596R 以外での ATR 変異候補探索のため Na+
結合領域(540T、541R、592E、599K)での単一ヌクレオチド置換体の凝固活性特性を検討した。 
 一方で、ノックインマウス手法を用いて R593L プロトロンビン-マウスを作製するため、まず
ターゲティングベクターを作製した。具体的には、Neo (positive)と TK (negative)のダブル
選択マーカを有する pNT1.1 ベクターをもとに Neo を挟んで短腕と長腕（Neo 側近傍に R593L 変
異を導入）を配置したターゲティングベクターを大阪大学微生物病研究所 附属遺伝情報実験セ
ンター・遺伝子機能解析分野（発生工学研究会）に依頼して ES細胞での相同組換え体をスクリ
ーニングし、得られた目的組換え ES細胞からのキメラマウス作製を作製した。そして得られた
目的組換え ES細胞キメラマウスの交配により目的の R593L プロトロンビン-マウス（ヘテロマ
ウス）を作成した。 
 
４．研究成果 
 我々は ATR 検出法（血漿検体由来トロンビンの ATによる不活化動態から ATR を判定）を確立
し(2)、これを用いて日本人２例目のセルビア型変異[c.1787G>A、 p.R596Q](3) を同定した（図
１）(4)。 



 また、596R の一塩基置換により生ずるミス
センス変異体では、TAT 形成能が悪く ATR を
示すと同時にトロンボモジュリンによるフ
ィブリン凝固抑制にも抵抗性を示すことが
明らかとなった(5）。 
 さらに、Na+結合領域アミノ酸での単一塩
基置換変異体の凝固活性特性を調べた結果、
K599R および E592Q が血栓性素因症例で同定
された既報変異と同等のATR残存凝固活性を
示し、これらの変異がヒトに生じた場合には
血栓性素因となることが予想された。 
 一方、R593L(ヒト R596L に相当)ノックインマウスは、CAG-Cre リコンビナーゼ発現マウスと
交配し、LoxP 配列のみ含む R593L ヘテロマウスの樹立に成功し、ヘテロマウス同士の交配での
ホモ/ヘテロ/野生型の出生比率はおおよそ 1：2：1であった。ホモ/ヘテロ/野生型マウスの血
漿検体を解析したところ、ホモ＞ヘテロの順で野生型に比べ ATR を示すことが判明したが、プ
ロトロンビン抗原量は 70％、凝固一段法活性は 35％と低値で、ATR 残存凝固活性は比較的低値
なため、ヒト R596L ほどの血栓性傾向を生ずる可能性は低いと推測された。 
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