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研究成果の概要（和文）：凝固線溶波形解析の確立は、凝固異常症の診断のみならず、線溶異常症のタイプ別早
期発見が可能と考えられる。また、トランサミンの効果判定が可能であり、今まで分からなかった投薬効果のモ
ニタリングが実現可能になった。さらに、出血あるいは血栓傾向の症状を反映する評価方法として有用と考え
る。今後APTTに変わるスクリーニング検査としての汎用性の向上を期待できると考える。

研究成果の概要（英文）：We established an assay for assessing clot formation and fibrinolysis 
simultaneously using clot waveform analysis by the trigger of a mixture of aPTT reagent and an 
optimized concentration of tissue-type plasminogen activator (0.63 μg/ml) to examine the temporal 
reactions in a short monitoring time (<500 sec).  We concluded that the clot-fibrinolysis waveform 
analysis technique could sensitively monitor both sides of fibrin clot formation and fibrinolysis, 
and could provide an easy-to-use assay to help clarify the underlying pathogenesis of bleeding 
disorders in routine clinical practice. 

研究分野： 血栓止血領域

キーワード： 凝固波形解析　凝固異常症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
凝固異常症を診断できる臨床検査はマーカーの上昇として確立されているが、全凝固線溶機能評価ができ、かつ
一般的な検査室で使用できる方法は少ない。我々のテーマは、従来の検査を分かりやすく、汎用性が高い方法で
確立した。500秒で測定できると、今後、一般的な測定法として広まっていくと確認している。この方法の確立
は凝固異常症の早期発見が可能になり、凝固異常症の早期発見や治療のモニタリングに有用であると期待でき
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
後天性凝固異常症(ACD)は特定の凝固因子に対する抑制物質（インヒビター）が出現し、その結
果特定の凝固因子活性が著しく低下し、従来は正常な凝固機能を有する患者に突然、重篤な出血
あるいは血栓をきたす疾患である。ACD で抗リン脂質抗体は血栓傾向を呈することが多いが、
小児では出血症状をきたす場合がある。AHA は膠原病や悪性腫瘍などの基礎疾患を有する場
合が約 50％、基礎疾患はなく突然発症する場合が 50％と難治性の出血性疾患である。AHA
は自己抗体が原因であるため、先天性血友病 A インヒビターと治療法は異なる。近年、AHA
は認知度を上げ、症例報告は増えつつもまだ一部しか凝固因子抑制メカニズムは解析でき
ていない。また、治療が遅れると生命の危機を招く恐れがあり適切な治療法の確立は急務で
ある。今回、AHA などの凝固因子インヒビターの抑制メカニズムをさらに解明し、出血あ
るいは血栓の症状を早期に把握し、迅速で適切な新規治療法の開発にむけてさらに革新的
な治療応用を目指す 
 
２．研究の目的 
後天性凝固異常症(ACD)は特定の凝固因子に対する抑制物質(インヒビター)によって突然発症
し、出血から血栓性疾患まで臨床症状は多様性を示す。原因は自己抗体のイムノグロブリン(IgG)
であることが多い。数年来、第 VIII 因子(FVIII)に対し抗体を生じる後天性血友病 A(AHA)の病
態解明について研究するもまだ一部しか解明できていない。AHA の完治を目標とし、我々は
AHA において①FVIII 抑制メカニズムの解明と発症機序についてさらに明らかにする。②FVIII
変異体を用いた新規治療法の開発を目指す。AHA は近年報告数が増加するが適切な治療の普及
は達成されていない。出血に伴う止血治療は高額な製剤の使用が必須であるのが現状である。
AHA を発症した患者の治療中の QOL 向上と完治を目指した基礎研究を目的とする。 
 
３．研究の方法 
後天性凝固異常症(ACD)の血漿を用いて、凝固および線溶機能評価を実施することで、止血や抗
体抑制治療効果に有用なモニタリング法を確立する。重篤な出血あるいは無症状の臨床症状を
反映した測定系について検討して評価する。一方、後天性血友病 A(AHA)の第 VIII 因子(FVIII)
インヒビター抑制メカニズムの解析を実施し、病態の詳細な解明による適切な治療を目指す。新
規治療法の開発のためにインヒビター認識部位の詳細な同定によって認識部位をもたない
FVIII 変異体を作成する。FVIII 変異体の有効性や効果を十分に発揮できる時期について凝固機
能を評価し、インヒビターの発生メカニズムおよび抗体産生動態を明らかにする。抑制機序の解
明や発症メカニズムを明らかにすることで、AHA の完治を目指す。 
一般的に凝固や線溶を評価する臨床検査は TAT や FDP や PIC のマーカー検査の数値の上昇に

よって出血あるいは血栓傾向について判断されている。さらに線溶機能抑制や線溶因子の低下
については外注検査等で検査依頼をされるため、迅速に判断することは難しかった。そこで、特
に凝固線溶機能を評価できる方法の確立を目指した。 
 
４．研究成果 
凝固のみならず、線溶能と両方の機能評価が可能な測定方法について報告した。凝固・線溶波形
解析（Clot-Fibrinolysis Waveform Analysis: CFWA）は、従来の CWA の APTT 試薬を改変するこ
とで評価できる（Nogami K.et,al.2019）。血漿サンプル・APTT 試薬添加加温後、CaCl2添加時に
一定濃度の組織プラスミノゲンアクチベータ（t-PA）を加えると、500 秒以内に凝固波形からフ
ィブリン溶解反応の完了までを評価できる。APTTによるCWAと同様の波形解析の結果を得た後、
正常血漿で約 100 秒後にフィブリンクロットが溶解し、透過光量が低下した凝固波形が元へ戻
る（図 1-a）。もちろん、凝固波形解析による CT,|min1|など各種凝固パラメータの評価は可能で
ある。さらに本波形を解析することで、凝固相のみならず、フィブリン溶解相をみることで、線
溶機能を反映すると考えられる（図 1-a）。1次微分波形を反転し、凝固時間より線溶開始までの
時間を線溶開始時間（FLT）、そのフィブリン溶解のピーク値を最大線溶ピーク値（|FL-min1|）、
総反応量（EFP）などのパラメータを用いることで定量的に評価できる（図 1-b）。 

 



今まで線溶因子低下症例は、スクリーニング検査で判断
することは容易でなく、各線溶因子を測定することで評価
できた。ユーグロブリン溶解時間は線溶評価に有用だが時
間がかかる。CFWA を用いて、α2 アンチプラスミン（α2-
AP）欠乏血漿では、|FL-min1|が正常に比し高値を示し、
プラスミノゲンアクチベータインヒビターI（PAI-I）欠乏
血漿では|FL-min1|は正常と差がないが EFP が増大する。
以上の結果から両者の鑑別が可能だった（図 2）。本結果
より、CFWA を用いることで線溶因子の異常について、検
査室で早期診断に有用であると考えられる。 
CFWA は血友病などの先天性出血性疾患のみならず、後天的な凝固異常症にも活用できると期

待できる。例えばループスアンチコアグラント陽性例では FLT が正常より延長を認める場合が
あり、出血のリスクは低いと考えられ今後、解析を進める。また、DIC の診断時では、線溶亢進
タイプと抑制タイプについて鑑別が期待できる。
今後、DIC の早期診断に有用性が高いと期待でき
る。今後、DOACS やヘパリンなど抗凝固療法中の
モニタリングとしても期待でき、我々も現在検討
をすすめている。また、今までトラネキサム酸
（TXA）の効果の有無について判断できる方法は
なかった。我々は、TXA が濃度依存性に線溶相を
抑制する効果を確認した（図 3）。また第 VIII 因
子欠乏血漿における TXA 添加の結果より、血友病
Aでは、凝固機能が障害されるが、脆弱なフィブ
リンクロットが TXA によって溶解しにくい状態
を呈することを反映できると考えられる（図 3）。
この方法は簡便に TXA をモニタリングできるこ
とを明らかにした。今まで TXA の治療効果を判断
できるモニタリング法はなかったが、本評価方法
は有用であることを明らかにした。 
 
CFWA は in vitro で t-PA を添加し、フィブリン溶解反応を観察することで、線溶能を間接的

に評価している。本来の線溶反応は患者血漿あるいは血管内皮より発現する t-PA によって引き
起こされ、Thrombin-Activatable Fibrinolysis Inhibitor (TAFI)や PAI-I を考慮する必要が
ある。今後、それらの関わりについて検討する必要がある。一方で、自動凝固分析装置を用いて
汎用性の高い凝固・線溶機能評価が実施できれば、様々な異常症の早期発見や診断に検査室が今
まで以上に貢献できると考える。抗凝固療法の DOACS が線溶活性化に寄与すると報告された。こ
れからは、診断のみならず、止血治療や抗凝固療法中における出血の早期発見にも CFWA は有用
だと期待している。今後、CFWA が示す波形に関する凝固および線溶に関与する反応について詳
細な解析は重要と考え、現在検討中である。これらの反応曲線の反応途中をセリンプロテアーゼ
ブロックする試薬で凝固・線溶反応を停止させ、各ストップしたポイントでの FDP,D ダイマー、
PIC 等を測定することで、各凝固異常症や治療効果判定について、反応曲線の意義を検討する。
この検討により、その曲線ポイントの意義を解明すると、各種凝固異常症の病態解明に貢献でき
ると考えられる。さらに、CWA や CFWA について、実用性の高いアッセイとして確立していくた
めには、使用する試薬や有用性の高いパラメータの標準化についても検討すべき課題である。さ
らに CWA や CFWA が発展していけることを期待したい。 
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