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研究成果の概要（和文）：私達は、プロテインS K196E(PS-K196E)変異特異的モノクローナル抗体を作製し、このモノ
クローナル抗体を用いてPS-K196E変異体の簡便な測定系を開発し、変異保有者の同定を行うシステムの開発に成功した
。ADAMTS13遺伝子欠損マウスを用いて深部静脈血栓を検討したところ、遺伝子欠損マウスは野生型マウスより大きい血
栓を示すことを明らかにした。TTP発症の類似疾患である非典型溶血性尿毒症症候群(atypical hemolytic uremic synd
rome, aHUS)患者の遺伝的背景を検討し、日本人aHUS患者に比較的広く見られる遺伝子変異を同定することに成功した
。

研究成果の概要（英文）：We generated monoclonal antibodies to the protein S K196E mutant and developed a 
simple and reliable method for the identification of protein S K196E carriers. The novel method allowed 
identifying mutation carriers even under warfarin treatment or pregnancy. We found that ADAMTS13 
deficiency promoted venous thrombus formation induced by the electrolytic stimulation in mouse model. We 
have performed the candidate gene analysis (C3, CFH, CFB, CFI, MCP, and THBD) in 46 patients with 
atypical hemolytic uremic syndrome, aHUS. We identified C3 I1157T mutation in multiple aHUS families who 
are mainly localized in the Kansai area.

研究分野： 血栓止血学
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１．研究開始当初の背景 
プロテイン Sは、活性化プロテイン Cのコフ
ァクターとしての抗凝固作用に加え、細胞保
護作用を示す多機能血漿タンパク質である。
先天性プロテインS欠損症は静脈血栓塞栓症
のリスクとして確立しているが、私達は日本
人約 55 人に 1 人の割合でみられるプロテイ
ン S K196E 変異が日本人の静脈血栓症の遺伝
的リスク（オッズ比=4.72）であることを報
告した(Kimura et al, Blood, 2006)。本変
異は白人には存在しない。一方、動脈血栓症
では、血小板凝集抑制因子の欠損症が血栓症
の原因となる。血栓性血小板減少性紫斑病
(TTP)は、先天性もしくは後天性にフォンビ
ルブランド因子 (VWF) 切断酵素である
ADAMTS13 の活性が著しく欠損し、血中に超巨
大 VWF マルチマーが蓄積し、過度に血小板凝
集が起こりやすい状態となり、微小血管内に
血小板血栓が形成される病態である。TTP と
非 典 型 溶 血 性 尿 毒 症 症 候 群 (atypical 
hemolytic uremic syndrome, aHUS)は臨床症
状が似ているので、それらの鑑別診断は臨床
上極めて重要であり、より精度の高い客観的
な鑑別法が待たれている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、血栓症の遺伝的リスクであるプ
ロテイン S K196E 変異体の簡便な測定系を開
発する。欧米では、血栓性素因である factor 
V Leiden変異が不育症の危険因子であると報
告されている。日本人は factor V Leiden 変
異を持たないが、PS K196E 変異を保有する。
PS K196E変異が不育症の危険因子であるかを
検討する。血栓性血小板減少性紫斑病(TTP)
は、ADAMTS13 の活性著減による超巨大フォン
ビルブランド因子(VWF)マルチマーの血漿中
の蓄積が原因で生じる。本研究では、
ADAMTS13 欠損と静脈血栓症について、マウス
モデルを用いて検討する。TTP 発症の類似疾
患である aHUS との識別診断の基盤を確立す
るため、aHUS 患者の遺伝的背景を検討する。
ADAMTS13 を構成するドメインの立体構造を
明らかにする。本申請の目的は、私達がこれ
まで行ってきた抗血栓性因子、プロテイン S
と ADAMTS13、の解析を進め、日本人の血栓症
発症のメカニズムを解明し、それらを血栓症
の予防・予知に資することにある。 
 
３．研究の方法 
（１）プロテイン S K196E 変異体の研究 
①プロテイン S K196E 変異体の簡便な測定系
の開発研究 
プロテイン S K196E 変異体特異的単クローン
抗体を作製し、これを用いて血漿中の変異体
を定量する ELISA 系を構築した。高い親和性
と特異性を持つ抗体ができやすい GANP マウ
スにヘモシアニンを共有結合した抗原ペプ
チド C186KNGFVMLSNE196 （下線で示す Glu 残基
が変異部位）を 3 回免疫し、B 細胞を採取し
た。その後、ミエローマ細胞と融合させ、ハ

イブリドーマを作製した。組み換えヒト PS 
変異 EGF様ドメイン 1-4を HEK293S 細胞で発
現精製し、これを用いて、1,672 クローンを
スクリーニングし、変異 EGF 様ドメイン 1-4
に反応する３クローンを樹立した。このうち、
変異型 PS に最も反応性が高いモノクローナ
ル抗体を用いて、血中 PS-K196E 変異体を検
出する ELISA を確立した。 
 
②不育症患者を対象としたプロテイン S 
K196E 変異の研究 
私達は既に不育症患者に関して、プロテイン
S、プロテイン C、アンチトロンビンの全エク
ソンの塩基再配列解析を行った。本研究では
不育症と３種の凝固制御因子の遺伝子変異
の関連を検討した。 
 
（２）ADAMTS13 に関する研究 
①マウスモデルを用いた ADAMTS13 欠損と静
脈血栓症の検討 
私達が既に作製した ADAMTS13 欠損マウスに
深部静脈血栓症モデルを応用し、野生型マウ
ス と の 血 栓 量 を 比 較 す る こ と に よ り
ADAMTS13 欠損と静脈血栓の関連を検討した。
深部静脈血栓症モデルとして、マウス下大静
脈にステンレス電極を挿入通電し、電極の電
気分解の結果生じるフリーラジカルにより、
血管内皮細胞が活性化し、血栓形成が誘発さ
れるモデルを用いた。生じる血栓が最大とな
る処置 2 日目に下大静脈内血栓を取り出し、
その重量を測定した。 
 
②TTP発症の類似疾患であるaHUS患者の遺伝
的背景に関する検討 
「奈良医大血栓性微小血管障害症（TMA）コ
ホート研究」での aHUS 診断は、日本の aHUS
診断基準にしたがって古典的 3徴候（溶血性
貧血、血小板減少、腎障害）を示し、かつ
ADAMTS13 活性著減の TTP と志賀毒素関連の
HUS を除外したものであるが、最近発表され
た英国 aHUS 診断基準も参考にし、感染や移
植に伴う二次性 TMA は除外した。欧米の研究
では aHUS の約半数の症例に補体系の遺伝子
変異が同定される。そこで、日本人 aHUS 患
者の補体系因子(C3, CFH, CB, CHI, MCP, 
TMBD)の遺伝子解析を行い、aHUS の遺伝的背
景を明らかにした。 
 
③ADAMTS13 の結晶構造解析 
ADAMTS13 の MDTCS 領域および ADAMTS13 の C
末端に位置するCUBドメインの結晶構造解析
を行うため、CHO 細胞を用いて組み換えタン
パク質を大量に調製した。また、単クローン
抗体のFab断片との複合体の結晶化を進めた。 
 
４．研究成果 
（１）プロテイン S K196E 変異体の研究 
①プロテイン S K196E 変異体の簡便な測定系
の開発研究 
 プロテイン S K196E 変異体を特異的に認識



する単クローン抗体を作製した。すなわち、
単クローン抗体をスクリーニングし、野生型
Lys 残基を含むペプチドには反応しない変異
Glu 残基特異的単クローン抗体３種を見いだ
した。次いで、血漿中のプロテインＳ K196E
変異体の簡便な測定系を確立するため、変異
特異的単クローン抗体を用いたサンドイッ
チ ELISA 系を構築した。 
この ELISA を用いて、遺伝型同定済みの 33
検体（非保有者 25 名、保有者 8 名）を測定
した。非保有者の吸光度はすべて 0.1 未満で
あったが、変異保有者の吸光度は 0.3-1.0 と
明らかに高い値を示し、全ての検体で変異を
同定できた。ワルファリン加療中の変異保有
者や妊娠中の変異保有者(各 1 人)も 0.3-0.4
の吸光度を示し、非保有者と明確に識別が可
能であった。本測定法は、ワルファリンや妊
娠などの付加的要因により正確な PS 活性値
が得られないような場合でもK196E変異保有
の有無を診断可能であることが示された。ま
た、わずか血漿 5µＬで簡便に変異が同定でき、
本邦における血栓症診療に大いに有用であ
ると考えられた。本測定法の知的所有権を申
請した。 
 
②不育症患者を対象としたプロテイン S 
K196E 変異の研究 
私達は不育症患者 330 人のうち、6 人に PS 
K196E 変異を同定した。その頻度は 1.8％
（6/330）であり、地域一般住民を対象に求
められていた頻度（1.8％）と有意差を見い
ださなかった。不育症症例 330 人のうち 11
人（3.3%）に PS K196E 変異以外の AT、PS、
PC のまれなミスセンス変異などを認めた。ま
れな変異は不育症症例の 3.3%にしか認めな
いため、不育症の主な原因とはなりにくいと
考えた。 
 
（２）ADAMTS13 に関する研究 
①マウスモデルを用いた ADAMTS13 欠損と静
脈血栓症の検討 
ADAMTS13 遺伝子欠損マウスに電気刺激誘発
深部静脈血栓症モデルを応用したところ、 
野生型マウスに比べて、有意に大きい血栓を
形成した。ADAMTS13 遺伝子欠損マウスに組み
換え ADAMTS13 を静注したところ、野生型マ
ウスの血栓量にまで減少した。ADAMTS13 遺伝
子欠損マウスは、TTP だけでなく静脈血栓を
形成しやすいことが明らかになった。 
 
②TTP発症の類似疾患であるaHUS患者の遺伝
的背景の検討 
aHUS 患者 45 人の補体関連遺伝子 (C3, CFH, 
CB, CHI, MCP, TMBD)の遺伝子解析を行った。
その結果、C3-I1157T変異が19人に同定され、
欧米人での結果と大きく異なることが明ら
かになった。欧米人では 25％程度に見られる
CFH変異は 7％の患者にしか同定しなかった。 
 
③ADAMTS13 の結晶構造解析 

 ADAMTS13 の触媒ドメイン(M)を含む MDTSC
領域およびADAMTS13のC末端に位置するCUB
ドメインをCHO細胞を用いて発現させ精製し、
結晶化条件を詳細に検討した。しかし、立体
構造解析に適した回折データを得ることが
できる結晶はできなかった。単クローン抗体
の Fab断片との複合体も X線回析に適した結
晶を得ることができなかった。 
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