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研究成果の概要（和文）：　本研究は、血液凝固システムの新しいメカニズム、それによる血栓形成機構を解明するこ
とを目的とした。そして、凝固因子Aと新規受容体Bの相互作用による血漿、再構成系でのトロンビン活性化促進作用、
凝固促進効果が明らかになった。
　本研究の結果より、これまでに知られていない機構により、凝固系の活性化が促進することが明らかになった。本研
究で、既知の凝固因子カスケードに、それを促進方向に修飾する新しい因子を見出したことにより、止血・血栓・凝固
の生理的・病態生理的メカニズムを再考する機会をつかむことができたと考えられる。これにより、病的凝固・血栓の
未解明の病態を解く糸口になることを期待している。

研究成果の概要（英文）： The purpose of this study is to elucidate the new mechanism of blood coagulation 
system. In this study, the interaction of coagulation factor A and the its new receptor B caused 
acceleration of thrombin production and blood coagulation by the serial measurement of thrombin 
activation in normal human plasma and reconstitution system.
 We have unraveled the new mechanism which accelerates the activation of coagulation system. It was a 
chance to rethink of the physiological and pathophysiological mechanism of 
hemostasis-thrombus-coagulation. We expect that this study will find the resolution key to pathological 
coagulation thrombus.

研究分野：薬理学
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１． 研究開始当初の背景 
血栓塞栓症は、脳梗塞、心筋梗塞、肺塞栓
症などを引き起こす。血栓形成、血栓のでき
やすさは、血管機能の病理的変化と結びつい
ていると古くから考えられてきた。Virchow’s 
triadとして知られるように、向血栓性は血
液・血流・血管壁の 3者の病理的変化と結
びついている。つまり、血液の粘稠度の増
加、繊維素溶解活性低下、血液凝固因子の
増加、血流の緩慢、血管内皮障害が血栓形
成の要因となる。 
近年、血液性状の変化に着目した、抗凝
固薬が登場してきた。これまでに用いられ
てきた経口抗凝固薬ワルファリンに代わり、
トロンビン阻害薬、第 Xa因子阻害薬という
新薬が開発されてきた。しかし、これらの新
薬にも出血のリスクがつきまとうため、さ
らに、それらの阻害薬について研究が行わ
れているのが現状であり、凝固因子だけで
は、凝固血栓形成のメカニズムは未だ明らか
になっていない。 
血漿中に存在する凝固関連蛋白質は、通常
非活性化状態で存在し、活性化されてフィブ
リン形成に至るカスケード反応を引き起こ
す。組織因子により活性化される外因系経路、
コラーゲンなどとの接触により開始される
内因系経路があるが、これまでの研究から、
凝固カスケードの最初期は組織因子により
外因系が開始すること、そして決定的な増幅
が内因系経路によってなされることがわか
ってきた。 
 このような中で、申請者は、凝固因子 Aと
その新規受容体 Bの相互作用によって、血液
凝固が促進される現象を見出した。既存の抗
凝固薬が標的としてこなかった凝固因子 A
が、他の凝固因子のような血漿タンパク質で
はなく細胞膜上に存在する受容体Bと相互作
用することで、凝固カスケードの活性化を調
節している可能性が出てきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、血液凝固系の新しい活性化機構
を解明することを目的とする。止血、血液凝
固は古くから知られており、30年間新しい発
見がなかった。しかし、本研究で凝固系カス
ケードに新しい因子が加わることを解明す
ることで、凝固・血栓の新しい治療へ発展す
る可能性がある。 
このベースとなるのは、凝固因子 Aと新規
受容体Bの相互作用による血液凝固の促進と
いう観察である。これまで、血管内皮障害に
目を向けた研究がなされてきた新規受容体 B
による凝固因子Aと新規受容体Bの相互作用
が血栓塞栓症に与える意義、そして、この新
しい凝固機構での血栓塞栓症の時空間的制
御機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 血漿を用いたトロンビン活性化の検出 
反応溶液を 2種（反応溶液①、反応溶液②）

作製し、それらを 384-wellプレート(high bind, 
Greiner Bio-One) に混合して反応を開始させ
た。試薬の調製には 20 mM HEPES, 150 mM 
NaCl, pH7.4緩衝液を用いた。新規受容体 B
の中和抗体またはコントロール IgGを加え
る場合は、新規受容体Bの添加の前に行った。 
反応溶液①は、血漿（1:9）、0.1-10 µg/mL 新
規受容体 B、0.5 mM トロンビン基質 
(Chromogenix, Milano, Italy, S-2238) を混合し
た。反応溶液②は、2 mM CaCl2、凝固因子 C、
1 µMリン脂質を混合した。反応溶液①を 1 
wellあたり 40 µL加え、反応溶液②を 10 µL
加えて反応を開始させる。405 nmでの吸光度
を Spectra Max 340PC384 (Molecular Devices, 
Sunnyvale, CA)で 10秒ごとに kinetic modeで
測定した。SoftMax Proソフトウエア 
(Molecular Devices)にて解析し、kinetic 
reductionの Vmax mode (milli-units per min, 
Max ΔOD/min)にて数値化を行った。 
リン脂質溶液は、L-α-phosphatidylcholine 

(PC) (Avanti, Alabaster, AL, 187535) と L-α
-phosphatidylserine (PS) (Avanti, 189557)を用
いて調製した。8 mMの PCと 2 mMの PSと
をガラス容器にて混合し、窒素ガスで風乾さ
せ、使用までは-80°Cにて保管した。リン脂
質小胞は、PBS(-)を加えた PC:PS溶液を 1分
以上 vortexし、ソニケーター (BIORUPTOR 
UCD-300, COSMO BIO, Tokyo, Japan) の Low
パワーにて、10秒 ON、20秒 OFFサイクル
を 25回にて作製した。PBS(-)は滅菌した
Dulbecco’s PBS(-) (Wako, Osaka, Japan) を用
いた。 
 
(2) 再構成系でのトロンビン活性化の検出 
再構成系の反応溶液①は、プロトロンビン 

(HTI, HCP-0010)、凝固因子 Aなど、新規受容
体 B、0.5 mM トロンビン基質を混合した。 
反応溶液②は、2 mM CaCl2、リン脂質、凝
固因子 Cを含む混合液を用意した。反応溶液
①を 1 wellあたり 40 µL加え、反応溶液②を
10 µL加えて反応を開始させる。後は、血漿
での実験と同様に実験解析を行った。 

 
４．研究成果 
予備的実験として新規受容体Bによる正常
血漿での、Ca2+再加凝固試験において凝固時
間の短縮が観察されていた。その結果をもと
に、本研究では血液凝固反応を定量的に評価
した。 
血液凝固が成される際、凝固カスケードの
最終産物であるトロンビンが生成されてい
る。そして、生成されたトロンビンは、凝固
カスケードを増幅させ、さらに血液凝固を加
速させる。そこで、申請者はトロンビン基質
を血漿中に混合し、トロンビンの活性化を評
価した。新規受容体 B蛋白質を正常血漿に添
加してトロンビン活性化を検出した。新規受
容体B蛋白質は濃度依存的にトロンビン活性
化を亢進させた。受容体 Bのコントロール蛋
白質を加えた wellではトロンビン活性化亢



進は検出されなかった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
図 1 血漿中での受容体 Bによるトロンビン
活性化亢進 
 
 
新規受容体 B（1 µg/mL）による血漿中での
トロンビン活性化亢進は、新規受容体 Bの中
和抗体によって抑制された。コントロール
IgGの添加では抑制されなかった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 血漿中の受容体 Bによるトロンビン活
性化亢進は受容体 B中和抗体で抑制された 
 
 
新規受容体 Bは、凝固カスケードを阻害さ
せることなくトロンビン活性化を相加的、も
しくは相乗的に亢進させている可能性が考
えられた。 
 
次に、精製タンパク質を用いた再構成系を
構築し、凝固因子 Aと新規受容体 Bを加えた
系におけるトロンビン生成促進作用を定量
的に検出した。精製タンパク質を用いること
によって、凝固因子 Aと新規受容体 Bによる
トロンビン活性化促進作用を経時的に測定
した。凝固因子各種、CaCl2、リン脂質、プロ
トロンビンを加えた in vitroでの血液凝固反

応再構成系では、そこに新規受容体 Bが存在
することによってトロンビン活性化が亢進
した。新規受容体 B濃度依存的にトロンビン
活性化の亢進が検出された。 

 
また凝固因子 Aによって検出されるトロ
ンビン活性化は、新規受容体 Bが存在するこ
とによって、凝固因子 A濃度依存的なトロン
ビン活性化をより強く引き起こした。 
 
精製蛋白質を用いた、凝固因子 Aと新規受
容体Bを含む再構成系でのトロンビン活性化
亢進は、新規受容体 B中和抗体によって抑制
された。 

 
以上の結果より、これまでに知られていな
い機構により、凝固系の活性化が促進するこ
とが明らかになった。本研究で、既知の凝固
因子カスケードに、それを促進方向に修飾す
る新しい因子を見出したことにより、止血・
血栓・凝固の生理的・病態生理的メカニズム
を再考する機会をつかむことができたと考
えられる。これにより、病的凝固・血栓の未
解明の病態を解く糸口になることを期待し
ている。 
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