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研究成果の概要（和文）：血液凝固における出血と止血の両面に関与する凝固第Ⅷ因子（FⅧ）において、FⅧ開
裂による活性化を制御するトロンビン結合領域を同定し、その結合領域に着目した高活性機能獲得型FⅧ蛋白の
作製に成功した。内因性FX複合体におけるFⅧa上の新規FⅨa結合領域を同定した。さらに、FⅧa-FⅨa結合に着
目した高活性維持型FⅧ蛋白を作製した。さらにインヒビター結合回避FⅧ蛋白の作製に成功した。

研究成果の概要（英文）：In coagulation factor Ⅷ (FⅧ), which is involved in both bleeding and 
hemostasis in blood coagulation, we identified a thrombin-binding region that regulates activation 
by FⅧ cleavage and successfully produced a highly active gain-of-function FⅧ protein focusing on 
this binding region. We identified a novel FⅨa-binding region on FⅧa in the intrinsic tenase 
complex, and also generated a high active-sustained FVIII protein focusing on the FVIIIa-FIXa 
interaction. In addition, an inhibitor-binding-avoiding FⅧ protein was also generated.

研究分野：止血血栓学

キーワード： 第VIII因子　トロンビン　第IX因子　凝固　遺伝子組み換え型　インヒビター　ノックアウトマウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血液凝固第Ⅷ因子は出血と血栓の相反する病態に関わる重要な凝固因子であるため、今回の研究における第Ⅷ因
子に関連した機能構造および他の凝固因子との相互反応の解明が、凝固や血栓形成機序の解明と血友病A患者へ
の新規第Ⅷ因子治療製剤開発への応用、また第Ⅷ因子の生体内機能を制御する抗血栓および抗凝固薬の開発に将
来的に繋がり、止血血栓学の発展並びに医療に貢献できるものと思われる。

※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。



１．研究開始当初の背景 

血液凝固第Ⅷ因子は、凝固反応過程において血小板膜上で第Ⅸ因子の補因子として機能して凝

固速度を 20 万倍以上増強させる。本因子欠乏は遺伝性に重篤な出血症状を反復する血友病 A

であり、止血治療の基本は第Ⅷ因子製剤の補充療法である。半減期延長第Ⅷ因子製剤が普及し

ているが、なおも頻回補充を要すること、同種抗体（インヒビター）の出現の課題がある。一方、本邦

では脳梗塞や心筋梗塞の血栓症が死因の上位を占めるため、血栓形成の更なる病態解明と安全

かつ有効な抗血栓および抗凝固薬の開発継続は重要である。血栓症患者の第Ⅷ因子活性レベ

ルが高値を示すことがすでに証明され、第Ⅷ因子と血栓の関連も重視されている。ゆえに、第Ⅷ因

子は出血と血栓の相反する病態に関わるため、本因子の機能構造の解明が、凝固や血栓形成機

序の解明と血友病 A 患者への新規第Ⅷ因子治療製剤や本因子の機能制御につながる抗血栓・

抗凝固薬の開発を加速することが期待できる。従来の凝固研究は、凝固初期相に関与する外因

系、トロンビンバースト増幅相に関与する内因系、プロテイン C 関連凝固制御系、フィブリン溶解を

もたらす線溶系と個々に研究され発展してきた。現在、これら複数系が同時に絡み合い進行して

いく概念が主軸であるため、我々は出血・血栓の両病態の鍵である第Ⅷ因子と各経路系との相互

作用について多くの知見を示した。しかし本因子の機能構造はまだまだ不明な点が多く、早急な

解明が待たれている。 

 

２．研究の目的 

血液凝固第Ⅷ因子は欠乏では重篤出血(血友病 A)、一方、増加は血栓形成を惹起するために血

栓制御において重要な役割を担うことになる。凝固促進過程にはトロンビンの第Ⅷ因子活性化機

構、凝固抑制は活性型プロテイン C による不活化機構が重要である。凝固は内因系、外因系、線

溶系、凝固制御系が同時に絡み合いながら進行するため、第Ⅷ因子と複数系各因子の相互作用

に特に注目し、本因子の機能構造と凝固促進/抑制機序を解明してきた。本研究は、①第Ⅷ因子

活性化と活性維持に関与するトロンビン、内因系（活性型第Ⅸ因子、第 X 因子）、外因系（活性型

第Ⅶ因子）制御軸での第Ⅷ因子分子上の各因子結合部位の同定と生理的意義の解明、②各結

合部位を標的にした遺伝子組み換え第Ⅷ因子やペプチド蛋白を作製し、凝血学的検討を行う。血

友病A患者への本因子機能の作用持続や増強の多機能獲得第Ⅷ因子製剤ならびに血栓形成病

態に応じた本因子機能制御の抗凝固・抗血栓薬の開発を目指す。 

 

３．研究の方法 

（１） 第Ⅷ因子-トロンビン制御に基づく第Ⅷ因子蛋白作製 

トロンビン結合関連部位変異第Ⅷ因子：第Ⅷ因子上トロンビン結合部位を Ala 置換やトロンビン高

親和結合ヒルジン残基 54-65 配列に全（部分）置換した変異第Ⅷ因子を作製する。また、トロンビ

ン開裂に影響を与える P3-P3’およびその隣接領域の役割を明らかにするため、変異第Ⅷ因子を

作製する。変異体の第Ⅷ因子活性を測定し、トロンビンによる活性化および開裂化の抑制や増強

効果を評価する。ROTEM、トロンビン生成試験、凝固波形解析の包括的凝固機能評価や可視化



血流下血栓形成装置を用いて、第Ⅷ因子-トロンビン制御が全凝固過程に及ぼす影響を検討する。 

 

(2) 活性化第Ⅷ因子活性安定機序に基づく第Ⅷ因子蛋白作製 

ドメイン内結合増強変異体第Ⅷ因子：第Ⅷ因子ドメイン間結合領域のシミュレーションから推定した

高親和結合変異第Ⅷ因子を設計し作製する。変異体の第Ⅷ因子活性を評価し、トロンビンによる

活性化反応維持を評価する。包括的凝固能や血流下血栓形成による機能評価を検討する。 

活性型第Ⅸ因子/第 X 因子結合関連：第Ⅷ因子上の活性型第Ⅸ因子結合部位と第 X 因子結合

部位を最終的に同定するに。これらを基盤とした本活性に強影響を及ぼす結合部位に関して、他

のアミノ酸置換による第Ⅷ因子活性の影響を検討し、高活性維持の発現アミノ酸を選択し作製す

る。変異体の第Ⅷ因子活性を測定し、FXa 生成能が高活性で維持するか検討する。 

 

（3） インヒビター結合回避第Ⅷ因子蛋白作製 

Hybrid を含む変異第Ⅷ因子蛋白を作製し、インヒビター反応性を評価する。トロンビンによる第Ⅷ

因子活性化開裂反応もインヒビターIgG 存在下にて評価する。これら変異第Ⅷ因子とリン脂質や

von Willebrand 因子との結合能をインヒビター有無で比較する。第Ⅷ因子欠乏血漿および全血に

変異第Ⅷ因子を添加、インヒビターIgG 有無での包括的凝固機能を評価する。 

 

（4） F8-KOマウスでの機能獲得型第Ⅷ因子蛋白の in vivo 凝血学的検討 

変異第Ⅷ因子蛋白を F8-KO マウスに投与し、凝血学的効果を凝固時間や尾静脈止血時間にて

野生型と評価する。 

 

４．研究成果 

1. FⅧ-トロンビン制御機構 

FⅧR372 と R1689 を開裂し活性化させるトロンビンの FⅧ結合領域（346-349 残基、1680/1683-

1684 残基）を初めて同定した。FⅧ-A1 酸性領域を hirugen 配列に完全置換した FVIII-hirugen ハ

イブリッド変異体を作製した。本変異はトロンビン活性化が野生株（WT）より 1.5 倍以上増強し、

R372 開裂はより早期に生じ、両者結合反応は WT に比し結合定数が増加していた。一方、1680-

1684 領域では Y1680 が重要であり、VWF 存在下では本変異体（Y1680A）のトロンビン反応性低

下が WT 同等の解離定数に改善しており、VWF 結合による立体構造上変化が結合に影響してい

ることを明らかにした。また、FⅧのK1693N変異がその近傍のR1689開裂を抑制することでFⅧ活

性化障害をきたす FⅧ分子異常症を報告した。P4’領域でトロンビン開裂に影響を及ぼす機序とし

て N変異の開裂領域への間接的な構造変化が挙げられた。同じ P4’の K376N は R372 開裂が正

常であるが活性化は極めて減弱していた。A2 ドメインの早期解離がその機序であり、同じ P4’で異

なる機序を明らかにした。 

 

2. 活性化第Ⅷ因子に基盤とした凝固・抗血栓薬開発への応用  



FⅧ上の FIX 結合部位の一つに 1793-1795 残基領域を同定した。さらに FⅨa 結合部位の１

残基を置換することにより、FⅧa-FⅨa 結合親和性を高め、内因性 FX 複合体活性を増強さ

せる変異体の作製に成功した。この K1813A 変異体は FⅧの安定性を保ち、活性化 FⅧから

の A2 ドメイン解離を遅延させ、WT に比して FⅧの凝固機能を 2倍程度高め、F8-KOマウス

における尾切断出血モデルにおいて止血効果が野生株の 4倍近い高凝固能を示した。最終

報告論文は国際雑誌に掲載された。 

 

3. インヒビター結合回避 FⅧ蛋白の作製  

FⅧインヒビターの主要エピトープ（A2 と C2 ドメイン）認識インヒビターの存在時でも、FⅧ機能を発

揮する porcine-hybrid 変異 FⅧ蛋白の作製に成功し、インヒビター反応性を in vitro 実験（血漿、

全血）にて減弱させ、インヒビター存在下で凝固能を持続することがわかった。本結果は国際雑誌

に掲載された。 

 

FⅧ活性化機序の鍵になるトロンビンや FIXa 結合部位の同定、そして各結合部位を改変させるこ

とにより機能獲得型 FⅧ変異体作製に成功したことは、今後の FⅧ関連新規凝固制御薬の開発に

大きなヒントになると考える。さらにインヒビター結合回避蛋白を作製できたことは、インヒビター止血

治療の大いに役立つものと思われる。今後引き続き本研究を継続し、さらなる解明をしていく予定

である。 
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