
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３７３０３

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

プロテインＳ分子異常と血栓症発症要因に関する研究

Studies on thrombophilia -deficiency and mutation of protein S-

０００９１２６５研究者番号：

濱崎　直孝（HAMASAKI, Naotaka）

長崎国際大学・薬学部・客員教授

研究期間：

２５４６０３９８

平成 年 月 日現在２８   ６ ２８

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：今回、我々は新たなプロテインS比活性測定法を開発し、保険適用とすることができた。本
検査法はプロテインS分子異常を微量の血液採取により判断することが可能であり、本検査法を用いた各種検体の測定
では、血栓症を発症し、かつプロテインS比活性が低下している検体のうち、原因が明らかな症例を除くとほぼ100％の
確率でプロテインS遺伝子に何らかの変異が見つかった。このことから、日本人における血栓性素因の一つとして、APC
（Activated Protein C）複合体の関与、特にプロテインS変異が関わっていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed new assay system to be an effective screening tool 
for protein S (PS) deficiency. This assay named “PS specific activity test”was covered by insurance 
last year. When our new assay of PS specific activity was performed in blood samples of thrombosis 
patients, all of patients with low PS specific activity have genetic mutation. These data clearly show 
that protein S deficiency is one of major Japanese thrombophilia.

研究分野： 臨床検査医学
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１．研究開始当初の背景 
 
静脈血栓塞栓症は欧米白人のみならず、

我々日本人にも高頻度に発症する疾患であ

ることが分かってきた。下肢深部静脈に好発

する深部静脈血栓症（＝エコノミークラス症

候群）が代表的なものであり、肺塞栓症など

を併発し致死的になりうる重篤な疾病であ

る。静脈血栓塞栓症は、発症しやすい体質を

有する個人・家系があることも経験的に知ら

れている。静脈血栓塞栓症など血栓症を発症

し や す い 体 質 の こ と を 血 栓 性 素 因

（Thrombophilia）と称している。 
血液凝固系は、多くの因子が関与するカス

ケードから成り立っており（図 1）、最終的に

フィブリンが生成することにより凝固が生

じる。この際、トロンビンが APC 凝固制御系

（プロテイン C、プロテイン S）を活性化さ

せ、凝固第Ⅷ因子、第Ⅴ因子を切断すること

により、過剰な凝血が起こらないようコント

ロールされている。しかしこれら凝固制御系

因子に異常があると、凝血にブレーキがかか

らず過剰に凝固が生じることになる（図 1）。 
欧米白人の血栓性素因は、凝固系第Ⅴ因子

の多型の一種である Factor V Leiden (R506Q) 
やプロトロンビン遺伝子下流非翻訳領域の

一塩基置換分子 prothrombin G20210A であり

（Poort SR et al.: Blood 88, 3698-3703, 1996 
他）、欧米白人における静脈血栓症患者の大

半はこれらの血栓性素因の保因者であるこ

とが判明している。それ故に、欧米では静脈

血栓塞栓症の予防治療対策が進んでいる。一

方、日本人や中国人の血栓性素因は、欧米白

人と全く異なり、プロテイン S活性低下に起

因するAPC凝固制御系活性低下が血栓性素因

であることが我々の研究などで明らかにな

った（Kinoshita S et al.: Clin Biochem 38, 
908-915, 2005 他）。 
我が国における 2000 年の静脈血栓塞栓症

の年間発症数は約 4,000 名、2006 年では

30,000 名弱という報告があり、この 6 年間で

8 倍弱に増加している。この急増の原因は、

生活習慣の欧米化などが原因の一つと思わ

れる。また、震災や自然災害で避難所生活を

強いられている人々の間にも好発するため

注意が必要である（Ueda S et al.: Tohoku J Exp 
Med 227, 199-202, 2012）胎児死亡、胎児発育

不全などの妊娠合併症でもプロテインS異常

分子保因者では発症頻度が高くなっている

ことが明らかになってきた。プロテイン S 分

子異常と血栓症発症要因に関する研究は、日

本人における血栓症の発症予防・治療に非常

に有用で緊急の課題であると考えている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
２．研究の目的 

 

日本人の血栓性素因はプロテイン S 活性低

下であり、それが原因で過剰凝血が起こり静

脈血栓塞栓症を発症する。したがって、プロ

テイン S 活性をスクリーニングすることは、

日本人にとって重要な血栓症の予防・治療対

策になると考えられる。その手段としては、

プロテイン S分子の遺伝子検査やプロテイン

S 活性測定が考えられる。 
現在市販されているプロテイン S の検査試

薬は欧米からの輸入品で、健常人血漿に含ま

れる凝固因子や凝固制御因子を利用した凝

固時間測定法であり、健常人プール血漿に対

する相対値（％表示）で表され絶対量（g/mL）
の定量はできない。この手法はプロテイン S
異常症の少ない欧米では臨床的に問題ない

が、我が国におけるプロテイン S 異常症のス

クリーニングには不適である。また、遺伝子

検査はインフォームドコンセント等の理由

から血栓症発症前の患者に行うことは難し

く、多検体の検査にも向いているとは言い難

い。すなわち、現時点でスクリーニングに適

したプロテインＳの比活性定量測定系は存

在していないと言える。 
 このような状況を鑑み、本申請研究期間で

 

図１. 血液凝固カスケードと血栓性素因 



は、（１）プロテイン S 活性、プロテイン S
蛋白量ならびにプロテイン S 分子比活性の定

量測定系を開発・確立し、そのツールを用い

て相当数の健常人・血栓症患者のプロテイン

S 比活性を測定する。（２）プロテイン S 活性

低下症例についてプロテイン S 分子異常の有

無を遺伝子検査で確認し、（３）そのうえで、

プロテイン S分子異常と血栓症発症との関係

について大規模な調査研究を行い、日本人に

おける血栓性素因を明確にすることを目標、

目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 

欧米白人の“血栓症体質（＝血栓性素因）”

は 20 年以上も前に明らかになり、それに基

づいた血栓症予防体制が確立している。しか

しながら、発症が少ないと考えられていた日

本でもかなりの頻度で発症していることが

判明し、しかも、日本人の血栓症体質は欧米

白人とは明確に異なる。現在、市販されてい

る測定試薬は欧米からの輸入品である。欧米

から輸入のプロテインＳの臨床検査試薬は

正確度・精密度は非常に悪い。今回、我々が

開発しているプロテインＳ測定法は、正確

度・精密度が非常に優れており、プロテイン

Ｓ絶対量（g/mL）測定ができる世界で唯一

の測定法となる。プロテインＳ異常分子の保

因者が多い我が国では精度高く絶対量の測

定可能な測定法の開発は必須であり、研究用

レベルで開発ができた測定系を一般の人々

が利用できるよう、汎用自動分析機用に改良

する。 
 また、上述の目標を達成するために、本研

究では大まかに下記の２つのテーマにより

研究を行う。 
 

①バイオアッセイ系ではなく、合成基質を用

いたプロテインＳの定量測定系の確立。具体

的には、プロテインＳ活性の定量測定系、プ

ロテインＳ蛋白量の定量測定系、ならびにプ

ロテインＳ分子比活性の測定系を自動機器

分析用に確立する。 
 
②完成したプロテインＳ定量測定系を用い

て、大規模に健常人ならびに静脈血栓塞栓症

患者検体のプロテインＳ活性測定を行い、プ

ロテインＳ分子異常が、静脈血栓塞栓症発症

の危険因子であるか否かを確定する。 

 

 
４．研究成果 
 

1) ラテックス凝集法による総プロテインＳ

蛋白量定量測定系の確立 

総プロテインＳ蛋白定量法はモノクロナル抗

体を用いた2試薬系のラテックス凝集法で行

った。本試薬は、試薬中に含まれるC4BPによ

り、検体中のプロテインＳをすべてC4bBP結合

型に転換する段階（Ｒ１試薬）と、抗プロテ

インＳ-C4bBP複合体抗体感作ラテックス粒子

による凝集反応（Ｒ２試薬）の2段階で構成さ

れ、抗体によるラテックスの凝集を700nmの吸

光度上昇で測定し、非常に相関の良い直線関

係が得られた。 

 

2）比色法による総プロテインＳ活性測定系の

確立 

トロンビン発色試薬（S-2238）を用いた検体

希釈後3試薬系の比色法を用い、上記 

プロテインＳ蛋白定量法および、プロテイン

Ｓ活性測定系の確立を行った。なお、本研究

テーマにおいては、株式会社シノテスト（東

京都）津田友秀氏の協力を得た。 

 

上記2つのテーマにおいて、いずれも良い結果

が得られた。これらのツールを組み合わせ、

プロテインＳの比活性測定法を開発できた。

比活性法では、タンパク質の発現量にかかわ

らず、正確なプロテインＳの活性評価ができ

るため、臨床現場において非常に有用な検査

ツールとなることが期待される。 

 

さらに、本法による臨床検体での確認、精

密度の決定、および活性と蛋白量測定結果か

ら、プロテインＳ分子比活性計算が自動的に

できるプログラムを作成した。さらに、健常

人検体を用いて、蛋白量、活性、比活性につ

いて、それぞれの基準範囲を決定することが

できた（表、図2）。活性測定試薬の一部に保

存期間の問題があるが、基本的には自動分析

装置（Hitachi7080）においてプロテインSの

比活性を自動分析できる試薬系ができたと考

えている。 

 同時に、関係協力機関より収集した血栓症

患者の検体中のプロテインS比活性を前述の



測定法により測定し、血栓症患者におけるプ

ロテインS／プロテインC機能低下症の頻度を

算出する。活性低下を呈する患者の一部につ

いては、同意の下プロテインSの遺伝子検査を

行った。本テーマにおいては、長崎市立市民

病院検査部・九州大学病院産科、ならびに愛

育病院産婦人科に協力を得て検体を収集した。

現在データを解析中であるが、おおむね比活

性低下と遺伝子変異の相関が得られている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図2. プロテインS比活性と遺伝子異常 

 

また、最終年度にあたる平成27年度は、我々

が開発したプロテインS比活性測定法を用い

て各種臨床検体の測定を行い、比活性異常と

遺伝子異常の関連性、疾患との関連性を調査

するとともに、経口抗凝固剤であるダビガト

ラン服用によるプロテインS比活性変動のin 

vitro解析を行った。 

その結果、血栓症を発症し、かつプロテイ

ンS比活性が低下している検体のうち、リン脂

質抗体症候群など原因が明らかな症例を除く

とほぼ100％の確率でプロテインS遺伝子に何

らかの変異が見つかった。このことから、我々

が開発したプロテインS比活性測定法は非常

に有用な検査法であることが証明された。ま

た、日本人における血栓性素因の一つとして、

APC（Activated Protein C）複合体の関与、

特にプロテインS変異が関わっていることが

明らかとなった。現在、国内の協力機関（っ

九州大学病院産婦人科、熊本中央病院、北海

道大学病院外科他）にて種々の状態にある患

者のプロテインS比活性を測定し、さらなる検

証を行っている最中である。 

一方、トロンビン直接阻害剤であるダビガ

トランは、血漿検体中に存在することによっ

てプロテインS比活性に影響を与えないこと

も分かった。本結果については、現在論文作

成中である。 

さらに、血栓症の専門医が多く集う学会で

ある日本血栓止血学会の年次学術集会におい

て、「プロテインS研究会シンポジウム（第4

回、第5回）」を開催し、プロテインSに興味

のある各地の医師等と協力して静脈血栓塞栓

症に関する研修と啓蒙を図った。 

今回開発したプロテインS比活性測定法は、

研究期間である平成27年に保険適用となり、

実用化された。これにより、全国の病院でプ 

ロテインS比活性を測定（オーダー）すること

が可能となり、今後の日本人の血栓症発症予

防に大きな寄与ができると考えている。 
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