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研究成果の概要（和文）：先天性プロトロンビン異常症のうち、無症状や血栓傾向を呈した変異を有するリコン
ビナントプロトロンビンを作製し、凝固活性（凝固時間法・合成基質法）および血栓傾向の指標であるアンチト
ロンビン抵抗性 (ATR)を評価した。ATRを示すと報告されているR596LおよびE509AでATRを検出でき、アッセイ系
を確認した。申請者らが同定した無症候性の異常プロトロンビンでは、R431Hは軽度のATR、M380TはほとんどATR
を示さなかった。ATRの詳細な検討を継続し、トロンボモジュリン抵抗性 (TMR)の検出を進め、M380TとR431Hの
複合ヘテロ接合体が無症状となった機序を解明する。

研究成果の概要（英文）：Recombinant prothrombin with asymptomatic or thrombophilic mutations among 
congenital prothrombin abnormalities was produced and evaluated for coagulation activity (clotting 
time method and chromogenic method) and antithrombin resistance (ATR), an indicator of 
thrombophilia. ATR was detected in R596L and E509A, which have already been reported to show ATR, 
and the assay system was confirmed. In the asymptomatic abnormal prothrombin identified by the 
applicants, R431H had a mild ATR and M380T showed little ATR. We will continue to evaluate ATR using
 Biacore, detect thrombomodulin resistance (TMR), and elucidate the mechanism by which compound 
heterozygotes of M380T and R431H become asymptomatic.

研究分野： 病態検査学

キーワード： 異常プロトロンビン　血栓傾向　アンチトロンビン抵抗性　トロンボモジュリン抵抗性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、異常プロトロンビンのアンチトロンビン抵抗性 (ATR) に加え、トロンボモジュリン抵抗性 (TMR)
による血栓傾向に着目した。申請者らが同定した複合ヘテロ接合体症例は出血も血栓も呈さない無症候性であ
り、そのメカニズムの解明を試みた。M380TおよびR431Hは凝固活性の低下 (出血傾向)、アンチトロンビン抵抗
性 (ATR) は軽度~なし (血栓傾向軽度) と発端者は出血症状を呈しうる結果であり、TMRまたはプロテインCとの
結合障害など、ATR以外の血栓傾向を有している可能性が示唆された。これらを解明することで新たな血栓性素
因の発見や新規治療薬の開発につながる可能性がある。

※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 

血液凝固因子トロンビンの前駆体であるプロトロンビンに遺伝子変異を有する先天性プロト

ロンビン異常症は、凝固機能が低下することによる出血症状だけではなく、無症状や血栓症を発

症する例が存在し、トロンビンの出血性作用と血栓性作用が明らかとなっている (1)。トロンビ

ンによる抗凝固作用には、トロンボモジュリンと結合することにより抗凝固因子のプロテイン C

を活性化する経路と、アンチトロンビンと結合することによりトロンビン活性が不活化される

経路の 2 経路存在する。異常プロトロンビンとアンチトロンビンとの結合障害 (antithronbin 

resistace; ATR) による血栓症が報告されてから、in vitro における ATR の病態解明 (2) や ATR 検

出法の確立 (3) などの研究が進められている。 

申請者らは、以前解析した先天性プロトロンビン異常症において p.Arg431His 変異を同定し 

(4)、この 431番目のアルギニンはトロンボモジュリンと直接結合するアミノ酸であることから、

トロンボモジュリンとの結合が障害されている可能性を考えた。また、この患者はプロトロンビ

ン遺伝子上にもう一つ別の変異を同時に有する複合ヘテロ接合体であったにも関わらず臨床的

には無症状であり、申請者はこの異常プロトロンビンが有する“凝固機能低下による出血傾向”と

“抗凝固機能低下による血栓傾向”とが組み合わさった結果、無症状となった可能性があると推測

した。以上のことより、トロンボモジュリン結合障害（thrombomodulin resistance: TMR）型異常

プロトロンビンは血栓症の原因となりうるのではないかと考えた。申請者は、先天性プロトロン

ビン異常症の中には、ATR だけでは説明がつかない表現型を示す症例が存在していると考え、

TMR の病態解明の必要性を見出したが、TMR の血栓症発症機序に関する研究は未だ十分ではな

い。 

 

２．研究の目的 

１） 精製リコンビナント異常プロトロンビンの凝固活性評価 (凝固時間法・合成基質法) 

精製リコンビナント異常プロトロンビンを用いて、フィブリン形成までの凝固活性を評

価する凝固時間法および、トロンビン特異的な合成基質を用いた合成基質法での凝固活性  

の評価を行う。 

２） 精製リコンビナント異常プロトロンビンのアンチトロンビン抵抗性 (ATR) 評価 

   現時点で報告されている異常プロトロンビンの血栓性素因である ATR のアッセイ系を確 

立し、作製した異常プロトロンビンの ATR を評価する。 

３） トロンボモジュリン結合障害 (TMR) の評価 

 分子間相互作用装置Biacoreを用いたトロンボモジュリンとの直接的な結合親和性を評価

する。 

 

３．研究の方法 

 プロトロンビンの C 末端に 10×Hisタグを付加した His タグプロトロンビン発現ベクターを作

製し、ヒト胎児腎細胞 (HEK293 細胞) を用いた His タグリコンビナントプロトロンビン安定発

現細胞株の作製を行った。作製した細胞株は、野生型 (WT)、 ATR を示すと既に報告されてい

る R596L、さらに ATR や TMR を示すと予測された 3 種類の変異型プロトロンビン (M380T、

R431H、E509A)、出血傾向を示すことが明らかとなっている G362R である。それぞれの細胞株

の培養上清を回収し、Ni-NTA を用いた His タグ精製およびバリウム吸着を行ない、CBB 染色に



て高純度のリコンビナントプロトロンビンを精製できていることを確認し、実験に用いた。 

１） 凝固時間法による活性測定は、オーレンベロナール緩衝液を用いてサンプルを希釈し、血液

凝固第Ⅱ因子欠乏血漿およびプロトロンビン試薬を用いて測定した。合成基質法による活性

測定は、サンプル中のプロトロンビンを FVa、FXa、CaCl2でトロンビンに活性化し、α-トロ

ンビン特異的蛍光合成基質でのアミド分解活性を測定した。 

２） 上記の合成基質法の評価と同様にサンプル中のプロトロンビンをトロンビンに活性化した

のち、様々な濃度の AT を添加し、AT と結合して TAT を形成していない残存トロンビン活

性を測定した。 

３） センサーチップにリコンビナント異常トロンビンを固相化し、Buffer で希釈したトロンボモ

ジュリンを流路に流して、KD (結合親和性) や kd (解離速度定数) などの評価を行った。 

 

４．研究成果 

１） 凝固時間法による活性測定では、

WT は血漿由来ヒトプロトロンビ

ンと同等の活性を有し、WT を

100%とすると、5 つの変異体はそ

れぞれ、G362R: 24.3%、M380T: 

8.2% 、 R431H: 40.9% 、 E509A: 

43.1%、R596L: 37.2%と有意に低下

していた (p<0.0001, 図 1-a)。合成

基質法による活性測定では蛍光基

質を用いたトロンビン生成アッセ

イを確立し、WT では 2.4nM と血漿由来ヒトプロトロンビン (2.5nM) と同等の活性を有し

ていることを確認した。また、5 つの変異体では、出血傾向を示す G362R は 0.2nM と著明

に低下し (p<0.0001)、M380T と E509A もそれぞれ 1.5nM、1.6nM と有意に低値を示した 

(p<0.0001)。一方で R431H および R596L はそれぞれ 2.1nM、2.6nM と WT と同等であった 

(図 1-b)。 

２） これまではトロンビン特異的基質である S-2238 を用いていたが、より高感度に検出するた

めに蛍光基質を用いて残存トロンビン活性を検出する ATR アッセイを確立した。添加する

AT の濃度を 0~5200nM まで変化させ、残存トロンビン活性を測定した。既に ATR を示すと

報告されている R596L は AT 0nM: 2.2nM、AT 5600nM: 1.9nM と AT 濃度を上げても TAT が

形成されずトロンビンが残存していることが確認できた。野生型では AT 0nM: 2.1nM、AT 

5600nM: 0.7nM と AT 濃度依存的に残存トロンビン活性が低下した。M380T は野生型と

R596L の中間程度、R431H は野生型と同等、E509A は R596L と同等の ATR を呈した。G362R

は AT の有無に関わらずトロンビン活性が低いため検出不能であった。 

３） 分子間相互作用装置 Biacore を用いて、トロンビンとトロンボモジュリンとの結合親和性評

価を行ったが、培養上清を精製していく過程で使用する Buffer の塩濃度の影響で野生型で

あっても結合力が弱くなり、正しい評価を実施することができなかった。現在、精製時に使

用する Buffer 条件を変更して評価を行っている。 
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