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研究成果の概要（和文）：　静脈血栓塞栓症はエコノミークラス症候群として近年注目されている。我々は１アミノ酸
変異により凝固制御因子アンチトロンビンの制御に抵抗する異常プロトロンビンを発見し、新規の疾患概念としてアン
チトロンビン抵抗性を提唱した。トロンビンは血管内皮細胞表面の受容体・トロンボモジュリンに結合すると凝固能を
失い、抗凝固能を発揮するようになる。プロトロンビンの変異によりトロンボモジュリンの凝固制御能の変化を測定す
る検査法を開発した。併せて、アンチトロンビンが作用する活性型血液凝固第X因子にも着目し、アンチトロンビン抵
抗性を示す異常FX因子を発見しその検査法を開発した。

研究成果の概要（英文）：Venous thromboembolism has attracted attention in recent years as economy class 
syndrome. In a congenital mutation of the blood coagulation factor control it has been known to increase 
the risk even in heterozygotes. We found an abnormal prothrombin to resist the control of the coagulation 
control factor antithrombin by one amino acid mutations, proposed an anti-thrombin resistance as a new 
disease concept. Thrombin loses the clotting ability to bind to receptor-thrombomodulin of vascular 
endothelial cell surface, so to exert an anti-clotting ability. We have developed a more of method for 
measuring changes in coagulation control ability of thrombomodulin by prothrombin mutation. In addition, 
we are focusing on the blood coagulation factor Xa inhibited by antithrombin.
We found abnormal FXs showing the antithrombin resistance. We have developed a method for analysis of FXa 
antithrombin resistance.

研究分野： 病態検査学

キーワード： 病態検査学　静脈血栓塞栓症　危険因子
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１．研究開始当初の背景 
 深部静脈血栓症・肺塞栓症（静脈血栓塞栓
症）は従来日本人には少ない病態であると認
識されていたが、整形外科の骨切除術中など
には高頻度に血液中に凝血塊が存在するこ
とが報告され、連続剖検例の 18%に肺血栓塞
栓が合併すると報告されるなど日本人にも
決して少なくないことが認識されるように
なった。 
 長期臥床、ロングフライト（エコノミーク
ラス症候群），震災時車中泊や避難所生活や、
加齢や妊娠などが環境的リスク要因として
知られ、アンチトロンビン（AT）やプロテイ
ン C（PC）、プロテイン S（PS）などの生理的
血液凝固抑制因子の遺伝子変異が遺伝的リ
スク要因として知られている。現在まで数多
くの静脈血栓症でこれらの遺伝子異常が同
定されており、当研究室でもこれまでに各候
補遺伝子解析により多数の原因変異を報告
してきた。一方、直接の発症要因が不明な血
栓症は特発性血栓症として難病疾患の一つ
にも指定されているように、原因不明の遺伝
性血栓症はまだ数多く存在する。 
 我々は、従来の血栓性素因概念とは全く異
なり、通常では出血傾向を示す凝固因子・プ
ロトロンビンの異常が血栓症の原因となる
ことを発見し、新規疾患概念：アンチトロン
ビ ン に よ る 凝 固 活 性 阻 害 に 抵 抗 性
（Antithrombin-resistance: ATR）を有する
トロンビンを生ずるプロトロンビン異常症
（c.1787G>T, p.R596L）として報告した（1）。 
 この研究成果に基づき、血漿検体を用いた
ATR 検出法を確立し(2)、ATR 新規症例の検索
とその遺伝子変異の同定解析を行ってきた。 
 しかし、トロンビンの生理的な制御機構と
してアンチトロンビン以外にも血管内皮に
発現しているトロンビン受容体・トロンボモ
ジュリンに結合したトロンビンがフィブリ
ノゲン凝固能を失うことが知られ、また、ア
ンチトロンビンのターゲットはトロンビン
のほか活性型凝固第 X因子も重要である。 
 
２．研究の目的 
1) トロンビンの生理的凝固制御機構につい
はアンチトロンビンのほか、血管内皮細胞表
面に多数存在するトロンビン受容体の1つで
あるトロンボモジュリンに結合したトロン
ビンがフィブリノゲンをフィブリンにする、
第 V 因子を活性化する、第 VIII 因子を活性
化する、第 XIII 因子を活性化するなどの凝
固因子としての活性を失い、プロテイン Cを
活性化して抗凝固に働くことが知られてい
る。しかし、トロンボモジュリンを抗トロン
ビン因子として評価する検査法は開発され
ていない。血流によってトロンビンが出血部
位から凝固の必要がない場所に運ばれ、血管
内でフィブリンを形成しないためには重要
な機能であると考え、アンチトロンビン抵抗
性解析での経験を生かし、トロンビンのトロ
ンボモジュリンによる不活化動態解析法を

開発することおよびその解析法の評価を目
的とする。 
2) 近年、凝固第 X 因子(FX)をターゲットと
する抗血栓薬が種々開発されてきている。活
性型凝固第 X 因子(FXa)もアンチトロンビン
のターゲット分子で抗血栓薬にはアンチト
ロンビンの反応速度を上げることで抗血栓
作用を発揮するものも含まれている。FXa も
トロンビンと同様にアンチトロンビン・レジ
スタンスを示す変異の存在が想像できる。ア
ンチトロンビンとの親和性に関係し凝固因
子としての活性を低下させないような分子
異常 FX を遺伝子工学的に作製し、それを検
体モデルとして FXa のアンチトロンビン・レ
ジスタンス解析法の考案を第二の目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
 1) 我々は、血漿検体を用いた ATR 検出法
（血漿検体由来トロンビンのアンチトロン
ビンによる不活化動態から ATR を判定）を確
立した (2)、プロトロンビン活性化相はこの
方法を踏襲しトロンビン不活化相をトロン
ボモジュリンに変更する方法を考案する。し
かし、AT による不活化はトロンビンの活性中
心に作用しその酵素活性を阻害するのに対
し、トロンボモジュリンは酵素活性中心に作
用することなく基質特異性を変化させるこ
とでトロンビンの凝固能を阻害する制御因
子なのでATR解析と同様にトロンビンに特異
的な発色性合成基質を用いた高感度測定は
できないと予想される。トロンビンの基質と
しては生理的なフィブリノゲンを用い凝固
時間を指標とした残存トロンビン活性測定
系の構築を目指す。また、トロンボモジュリ
ンに結合したトロンビンのプロテインC活性
化能測定系も考案し、各変異トロンビンのプ
ロテイン C活性化能を評価する。 
 2) FXa 不活化動態解析法もトロンビン ATR
解析法と同じ活性化相、不活化相、残存活性
測定相の3相からなる合成基質を用いた高感
度測定系の構築を目指す。 
 FXaにはATR患者が見つかっていないので、
患者血漿検体に変わってアンチトロンビン
との親和性に関連しそうな FX p.372 Arg の
変異体(Ala、Glu、Trp、Gly、Pro、Leu)を遺
伝子工学・細胞工学技術を用いて培養細胞に
より作製する。FX の全長 cDNA はヒト肝臓由
来 cDNA ライブラリーから PCR クローニング
する。野生型 cDNA に目的とする遺伝子変異
を導入し変異型 cDNA を作製、それぞれ哺乳
動物細胞用発現ベクターに組み込み、培養細
胞株に遺伝子導入して培養液中に分泌され
た FX を用いて FXa のアンチトロンビンによ
る不活化動態解析法を考案する。 
 
４．研究成果 
 1) 我々は ATR 検出法（血漿検体由来トロ
ンビンのアンチトロンビンによる不活化動
態から ATR を判定）を確立している (2)。ま



た、ATR を示すプロトロンビン Yukuhashi が
やはり血液凝固制御因子であるトロンボモ
ジュリンによるフィブリンノゲン凝固抑制
にも抵抗性を示すことを明らかにした(3)。 
 さらに、ATR 検出法を用いて ATR 新規症例
検索とその遺伝子変異同定解析を行った結
果、原因不明であった静脈血栓症患者の ATR
を新たに日本人２家系に検出（いずれもセル
ビア型変異[c.1787G>A, p.R596Q]を同定）し、
日本初のセルビア型変異症例として論文報
告した(4)。 
 また、セルビア型変異を含め 596Arg の一
塩基置換により生ずるミスセンス変異体で
は、TAT 形成能が悪く ATR を示すと同時にト
ロンボモジュリンによるフィブリン凝固抑
制にも抵抗性を示すことが明らかとなった
（投稿中）。 
 2) ヒト肝臓由来cDNAライブラリーから全
長 FX cDNA をクローニングし発現ベクターを
構築し、培養細胞株 HEK293 細胞に導入した
がゴルジ体での翻訳後修飾を受けた血漿中
に存在する形の FX の発現効率は低く、第 X
因子欠乏血漿にリコンビナント FX を添加し
遺伝子変異を有する患者血漿を再構成する
ことは困難であった。培養液を濃縮しリコン
ビナント FX をサンプルとして用いた。 
 検体希釈液の pH、NaCl 濃度、CaCl2濃度、
組織因子濃度、活性型凝固第 VII 因子濃度、
反応時間などを検討し至適 FX 活性化条件を
設定した。一定で過剰量のアンチトロンビン
を加えた後、経時的に残存トロンビン活性を
測定する、FXa 不活化動態解析法を構築した。 
 野生型の 372Arg FXa は不活化 30 分で相対
的FXa活性残存率は10%程度であるのに対し、 
Trp、Gly 変異体では約 65%、Ala、Glu、Leu
変異体では約 35%の相対的 FXa 活性残存率で
あった。372Arg の各変異体由来 FXa は野生型
に比して生理的なアンチトロンビンによる
制御を受けにくいことが判明した。また、今
回考案した解析法によりFXa変異体のアンチ
トロンビン抵抗性を検出できた。 
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