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研究成果の概要（和文）：本研究では、プロテインS(PS)およびプロテインC(PC)活性測定に適した凝固第V因子
(FV)改変体を作製し、FV改変体を発現する安定発現細胞株を樹立した。精製PSおよび精製APCでの検討により、
FV改変体を用いたPSおよびPC活性測定系を構築した。正常血漿と欠乏血漿の混合比調整で調製した模擬血漿検体
を測定した結果、良好な結果を得ることができ、新たなPSおよびPC活性測定法を構築できた。

研究成果の概要（英文）：We generated recombinant coagulation factor V (FV) mutant as a substrate for
 measuring protein S (PS) and protein C (PC) activities and established stable cell lines expressing
 the FV substrate. We established new PS activity assay and PC activity assay using the FV 
substrate. We measured samples prepared by adjusting the mixing ratio of normal and deficient plasma
 and successfully detected their activities.

研究分野： 血栓止血学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
先天性血栓性素因として、アンチトロンビン、PC、PSの欠損症があり、国の指定難病である。先天性血栓性素因
のスクリーニング検査として、これらの抗原量および活性の測定は重要である。現在行われているPSおよびPC活
性測定法は、凝固時間法もしくはトロンビンやAPCで分解される合成基質を用いた間接的な測定法であり、本研
究で構築した方法は、PSおよびPCの働きを直接定量化することで、より正確に測定できる可能性があり、欠損症
の診断に有効である可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
先天性血栓性素因としてアンチトロンビン(AT)、
プロテイン C(PC)、プロテイン S(PS)の欠損症があ
る。先天性血栓性素因のスクリーニング検査とし
て、これらの抗原量および活性の測定が重要であ
る。PC は血管内皮細胞 PC 受容体(EPCR)に結合し、
トロンボモジュリン(TM)とトロンビンの複合体に
より活性化され、活性化 PC(APC)になる。APC は PS
を補酵素として、活性化第Ｖ因子(FVa)および活性
化第Ⅷ因子(FⅧa)を不活化し、凝固反応を阻止する
(図 1)。 
現在行われている PS 活性測定法は２種類あり、被

検血漿に PS 欠乏血漿、APC、FVa を添加して活性化
部分トロンボプラスチン時間(APTT)ないしプロト
ロンビン時間(PT)を用いた凝固時間の延長で評価
する凝固時間法と、血漿中の PS を C4BP から解離し、トロンビンに対する合成基質を用いて測定
する総 PS 活性測定法である。凝固時間法による PS 活性測定では、健常者群でも活性値の幅が大
きく(正常プール血漿の活性を 100％として 48〜128％)、日本人に多いⅡ型欠損症の原因である
PS-K196E(Tokushima)変異保有者で活性が低下しない場合がある(Kimura et al, J Thromb 
Haemost 4:2010, 2006)。さらに、直接経口抗凝固薬(DOAC)の内服で偽高値になる。そのため、
凝固時間法による PS 欠損症の診断には限界があることが指摘されており、欧米ではスクリーニ
ング診断に活性測定は不適切とされている(Persson et al, Clin Lab 49:103, 2003)。PC 活性
測定法も２種類あり、蛇毒由来 PC 活性化剤により被検血漿中の PC を活性化後に PC 欠乏血漿と
混和し APTT を測定する凝固時間法と、APC に対する合成基質を用いて測定する合成基質法であ
る。凝固時間法では DOAC の内服により偽高値となる。合成基質法は DOAC の影響は受けにくい
が、ワルファリン内服患者、あるいは Glaドメイン変異や K193del 変異をもつ患者では偽高値と
なり、欠損症を見落とす可能性がある(門平 他, 血栓止血誌 30:14, 2019)。つまり、現在行わ
れている PS および PC 活性測定法は、凝固時間法もしくはトロンビンや APC で分解される合成
基質を用いた間接的な測定法であり、PS および PC の働きを直接定量化していない(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、PS および PC による FVa の切断を直接定量し、PS および PC 活性を算出する方法
を構築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
PS および PC 活性測定に適した FV 改変体を作製し、FV 改変体を発現する安定発現細胞株を樹
立した。樹立した細胞の培養上清より、FV改変体を精製した。FV改変体に精製 APC、精製 PS、
リン脂質を 37℃で反応させた後、FV改変体の切断をウェスタンブロット法および ELISA 法で定
量した。市販の正常血漿と欠乏血漿の混合比調整で調製した模擬血漿検体を作成し、血漿検体、
FV改変体、APC、PS およびリン脂質を反応させ、FV改変体の切断を定量した。 
 
４．研究成果 
(1)精製 PS および模擬血漿検体を用いた PS 活性測定系の検討 
 FV改変体に一定濃度の精製 APC、0〜5 nM の精製 PS およびリン脂質を反応させ、FV改変体の
切断を定量した結果、PS 濃度依存的に FV 改変体の切断が確認できた。さらに、正常血漿と PS

図 1．PC と PS による凝固制御 

図 2．PS、PC 活性測定の現行法(凝固時間法、合成基質法) 



欠乏血漿で調整した模擬血漿検体を測定した結果、PS 活性依存的にシグナルの変化を確認でき
た(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 精製 APC および模擬血漿検体を用いた PC 活性測定系の検討 
FV改変体に 0〜4 nM の精製 APC、一定濃度の精製 PS およびリン脂質を反応させた結果、APC濃
度依存的に FV改変体の切断を確認できた。さらに、正常血漿と PC 欠乏血漿で調整した模擬血漿
に蛇毒由来 PC 活性化剤を添加して血漿中の PC を活性化後、FV改変体を用いて活性を測定した
結果、PC 活性依存的にシグナルの変化を確認できた(図 4)。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3．PS 活性測定系の検討結果 

図 4．PC 活性測定系の検討結果 
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