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研究成果の概要（和文）：　多数の自己免疫性第XIII/13因子（F13）欠乏症（AiF13D）症例の血漿・血清を用い
て、抗F13A抗体と抗F13B抗体を詳細に解析し、各症例の抗体のエピトープを大まかに決定した。次に、ある症例
からヒト抗F13Aモノクローン抗体産生クローンを得て、結合様式、F13機能の阻害機序等を明らかにし、エピト
ープ部位を同定した。ラット抗F13Bモノクローン抗体を作製し、F13Bの構造・機能関連解析を行った。
　AiF13D 20例で全エクソーム解析を実施し、レファレンスと異なる配列を同定した。抗原提示に関係するHLA-I
であるHLA-A,B,FやHLA-IIであるHLA-DQA1も含まれていた。

研究成果の概要（英文）： By using plasma and serum of a number of Japanese patients with autoimmune 
Factor XIII/13 (F13) deficiency (AiF13D), their anti-F13A and anti-F13B antibodies were analyzed in 
detail. Epitopes of patients’ antibodies were also roughly mapped. However, antibodies of each 
patient must be oligoclonal or polyclonal so that their exact functions and epitopes cannot be 
determined. 
Therefore, anti-human F13A monoclonal antibodies’ clones were produced from a single case for the 
first time, and their biding pattern, inhibitory mechanisms as well as ectopic sites were 
identified. Rat anti-F13B monoclonal antibodies were generated and used for the structure-function 
relationship analyses of F13B. 
 When whole exome analyses were carried out in 20 AiF13D cases, large numbers of nucleotide 
sequences which differ from the Japanese reference sequences were identified; These are included in 
the genes coding HLA-A, -B, -F and -DQA1, etc., which are closely related to the antigen-presenting 
function.

研究分野：血液内科学

キーワード： 血栓止血　自己免疫疾患　致死性出血病　抗第XIII/13因子抗体　厚労省指定難病

  ４版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　世界で初めてヒト抗F13Aモノクローン抗体産生クローンを作製することに成功したので、それぞれの抗体が
F13Aの何処に結合するのか、何故F13AとF13Bの異種４量体形成、F13活性化、活性型F13の触媒能を阻害するのか
などを明らかにした。これらは、抗F13A自己抗体検出法の陽性対照に利用することができるのみならず、将来
F13機能を阻害する抗体医薬に応用できる可能性がある。
 20名のAiF13D症例のDNAを全エクソーム解析して、日本人の標準塩基配列と異なる多数の部位を同定した。それ
らの一部は抗原提示機能に深く関与するので、自己抗体を産生し易く本疾患に罹患する傾向を生じているかも知
れない。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景  
 第 XIII 因子(FXIII)は、トロンビンによって活性化され(FXIIIa)、フィブリン分子同士やフ
ィブリンとalpha2-plasmin inhibitor（alpha2-PI）を架橋結合して安定化する酵素である。FXIII
は酵素活性部位を持つ Aサブユニット（FXIII-A）とそれを安定化する Bサブユニット（FXIII-B）
から構成されるので、どちらかが先天的に欠損すると生涯続く重篤な出血傾向を示す。本申請
者は、その分子病態学的研究を 1980 年代から長年にわたりリードしてきた（Ichinose, STH 
1996; TH 2001; IJH 2012）。 
 一方、後天性の FXIII 欠乏症は、その産生低下、消費亢進をもたらす多くの疾患に二次的に
合併するが、出血症状を呈することは少ない。これに対して後天性に抗 FXIII 自己抗体を生じ
る自己免疫性 FXIII 欠乏症（AiF13D）は稀と従来は考えられており、1996 年までは全世界で我
が国の２例を含む合計 22 例が報告されていたに過ぎなかった(Egbring, Haemostaseologie 
1996)。 
 ところが、21 世紀初頭から本申請者への AiF13D 疑い症例の相談が増加し、毎年１例ずつ確
定診断するようになった。そこで、2009 年から厚労科研の班研究による全国調査を実施したと
ころ、より多くの AiF13D 症例が発見されるようになり、2015 年 10 月現在通算 57 例を確認あ
るいは確定診断している。これは、日本を除く全世界の報告症例の合計（33例）を凌駕してお
り、AiF13D は日本人に多い疾患である可能性がある。 
 本申請者は、我が国での調査結果を国際血栓止血学会やその科学及び標準化委員会、国際
FXIII シンポジウムなどで毎年発表し、本疾患の診断基準、検査アルゴリズム、治療指針など
を提案してきた（STH, 2014;血栓止血学会誌, 2014）。2015 年 6 月にはカナダでの国際血栓止
血学会でこれらを改訂し「AH13 (=AiF13D) Japan Criteria 2015」を提唱した。2014 年 10 月
には、厚労省の求めに応じてその成果を提出して、2015 年 7月 1日から厚労省指定難病に追加
して頂き、9月には日本血栓止血学会の診断基準を作成している。 
 本申請の研究計画の前身である３年間の研究においては、「何故、抗 FXIII 自己抗体が FXIII
機能を低下させるのか？ どの段階／構造を阻害するのか？」について追究し、本疾患の原因で
ある抗 FXIII 自己抗体の性状を解析して、阻害様式や結合様式によって Aa(活性化阻害), Ab（活
性阻害）, B（除去亢進）型に分類し、その作用機序を解明することに成功している（JTH, 2015）。
また、マウス抗ヒト FXIII-A 単クローン抗体（mAb）の結合部位を決定して、イムノクロマトア
ッセイに利用し、臨床現場迅速検査法を開発した（TH, 2015）。 
 抗 FXIII 自己抗体の Aa, Ab 型は抗 FXIII-A 抗体であり、B型は抗 FXIII-B 抗体である。しか
し、「これらの抗 FXIII 自己抗体が、FXIII-A、FXIII-B のどの部位を標的にしているのか、そ
の部位へ結合した結果どのようにして FXIII 活性低下を惹起するのか？」、その分子機序は未だ
に解明されていない。また、より根源的な「どのようにして抗 FXIII 自己抗体が形成されるの
か？」ついても、追究の途上にある。 
 
２．研究の目的 
 後天性血友病は致死性の出血性疾患である。抗 FXIII 自己抗体による後天性血友病類似疾患
が近年徐々に増加している。本申請者らが実施している全国調査活動や広報活動に基づき診断
基準を作成し、平成 27年 7 月 1 日から厚労省指定難病として頂いた。昨年度までに、本疾患の
原因である抗体の性状を解析して３型に分類したが、未だに抗体の標的部位や発生機序につい
ては不明であり、超高齢社会を迎え益々増加することが予想される本疾患の本態を解明する 必
要がある。この自己抗体の FXIII 阻害作用と抗体産生の分子機序を解明して世界に発信し、診
断、治療、予防に貢献することが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
１）抗 FXIII 自己抗体が、FXIII-A、FXIII-B のどの部位を標的にしているのか？ 
２）標的部位に結合した抗 FXIII 自己抗体がどのようにして FXIII 活性低下を惹起するのか？ 
という疑問に答える為に、症例の抗体の認識部位と性状を解析する 
３）何故、その標的部位に対して抗 FXIII 自己抗体が形成されるのか？ 
４）症例によっては難治化したり、再燃する機序は何か？という疑問に答える為に、健常人、
抗体陰性／非自己免疫性欠乏症と AiF13D 症例の F13 遺伝子、免疫応答関連遺伝子の多型性や変
異などを解析して比較した。 
平成２８年度 
 多数の AiF13D 症例の保存、新規検体血漿・血清を用いて、抗 FXIII-A 抗体を詳細に解析した。  
１．AiF13D 症例の自己抗体のエピトープマッピング；１）症例の抗 FXIII-A 抗体の解析：mAb
の研究で開発した方法で分析した。２）症例の抗FXIII-B抗体の解析：上述したように抗FXIII-A
抗体と同様に解析した。３）抗体標的 配列の同定：症例の血漿・血清と FXIII-A、FXIII-B を
混合して免疫複合体を形成させ、各種のタンパク質分解酵素によって切断したペプチドを質量
分析によって同定し、切断から保護された部位をエピトープの候補とした。抗体が結合した領
域からデザインした多数の合成ペプチドを作製して、AiF13D 症例の抗体が結合するか否か、
ELIS A やドットブロット法などにより判定して詳細にマッピングし、各症例の抗体のエピトー
プを決定した。  
２．基質認識を阻害する機能性抗体の検索と解析；FXIIIa のフィブリン／フィブリノゲンへの



結合に対する阻害抗体、FXIII-A の細胞外への放出、フィブリン／フィブリノゲンγ鎖の架橋
結合／2量体化、フィブリン／フィブリノゲンα鎖の架橋結合／多量体化、フィブリン／フィ
ブリノゲンα鎖とα2-PI、フィブロネクチンとの架橋 結合、その他の基質の架橋結合などを
特異的に阻害するタイプについて、FXIII-A、FXIII-B 発現細胞を用いた細胞生物学的実験やタ
ンパク質化学的実験にて詳細に解析した。  
３．非機能性抗体の解析；FXIII 抗原抗体複合体を形成してそのクリアランスが亢進している
抗体を持つ AiF13D 症例も少なくない。このような症例では FXIII 活性のみならず FXIII、
FXIII-A などの抗原量が激減している。そこで、結合はするが FXIII 機能を阻害しない抗体を
dot blot、ELISA などの免疫学的アッセイを組み合わせて検出し、その性状を解析した。 
平成２９年度 
１．抗 FXIII-B 自己抗体を生成する根本的な原因（免疫寛容の破綻）の追究を、新規に発症す
る症例の検体を用いて継続した。  
２．ヒト単クローン抗体のクローニングとエピトープマッピング；AiF13D 症例の末梢血を用い
て、富山大学の小澤龍彦先生との共同研究 により、マイクロウェルアレイチップを用いて生き
たリンパ球を網羅的に解析し、低頻度で存在する抗原特異的リンパ球を検出して抗 FXIII-B 特
異的抗体を作製した。得られた抗体を各種のマウス単クローン抗体や AiF13D 症例の自己抗体と
共にそれぞれのエピトープの詳細な解析と比較に用いた。なお、多くの AiF13D 症例に共通な「ユ
ニバーサルエピトープ」の存在が複数推定されている。  
平成３０年度 
１）本研究の第一の目的は、AiF13D の原因である抗 FXⅢ自己抗体の作用機序を解明することで
ある。そこで、これまでに作出した 19 種類に上るヒト抗 FXIII-A 単クローン抗体とそれらから
選抜して作出した 8種類の F(ab’)2抗体を用いて、AiF13D 症例の病態を試験管内で再現できる
か否か、組み合わせや濃度を変えて実験し、機能的、構造的性状を解析した。  
２）本研究の第二の目的は、それまで健常であった人が高齢になって初めて抗 FXⅢ自己抗体が
発生する根本的な原因を探索することである。そこで、その遺伝的 背景を統計学的に検証する
ために、AiF13D 症例のエクソーム解析を完成した。１症例あたり 10 万円のコストが掛かるた
め、今年度の支出を極力抑制した。今年度の残予算と来年度の予算を用いて、少なくとも 15
名の AiF13D 症例のエクソーム解析を実施することが目標である。 
３）今年度の研究で、血小板や培養細胞の抽出物を用いたウエスタンブロット解析で複数例の
検体に異なる細胞内タンパク質と結合する IgG が認められたので、 これらのタンパク質のバン
ドを切除して質量分析によってそれぞれがどのタンパク質であるか、あるいはどのタンパク質
の断片であるか同定する。その結果次第では、同じ細胞内タンパク質に対する自己抗体を多く
の AiF13D 症例で検出することが可能になると期待される。 
 
４．研究成果 
平成 28年度 
 多数の AiF13D 症例の血漿・血清を用いて、抗 FXIII-A 抗体を詳細に解析した。  
１．AiF13D 症例の自己抗体のエピトープマッピング；１）症例の抗 FXIII-A 抗体の解析：mAb
の研究で開発した方法で分析した。２）症例の抗FXIII-B抗体の解析：上述したように抗FXIII-A
抗体と同様に解析した。３）抗体標的配列の同定：症例の血漿・血清と FXIII-A、F XIII-B を
混合して免疫複合体を形成させ、各種のタンパク質分解酵素によって切断したペプチドを質量
分析によって同定し、切断から保護された部位をエピトープの候補とした。FXIII-A アミノ酸
配列からデザインした合成ペプチドを作製して、AiF13D 症例の抗体が結合するか否か、ELISA
やドットブロット法などにより判定して、各症例の抗体のエピトープを大まかに決定した。  
２．基質認識を阻害する機能性抗体の検索と解析；FXIIIa のフィブリン／フィブリノゲンへの
結合に対する阻害抗体、フィブリン／フィブリノゲンγ鎖の架橋結合／2量体化、フィブリン
／フィブリノゲン α 鎖の架橋結合／多量体化、フィブリン／フィブリノゲン α 鎖と α2-PI
との架橋結合などを特異的に阻害するタイプについて、タンパク質化学的実験にて詳細に解析
した。  
３．非機能性抗体の解析；FXIII 抗原抗体複合体を形成してそのクリアランスが亢進している
抗体を持つ AiF13D 症例も少なくない。このような症例では FXIII 活性のみならず FXIII、
FXIII-A などの抗原量が激減している。そこで、結合はするが FXIII 機能を阻害しない抗体 を
dot blot、ELISA などの免疫学的アッセイを組み合わせて検出し、その性状を解析した。 
平成 29年度 
１．AiF13D 症例から得られたヒト抗 FXⅢ-A 単クローン抗体 19クローンのうち、液相で FXIII-A
と 結合した 8 クローンの認識部位を検索した。液相で反応するクローンの F(ab’)2断片を作
出し、各単クローン抗体と FXIII-A の結合に競合阻害が起こるか否かを 調べた。78λ の
F(ab’)2断片では 01λ, 78λ（A群）と競合阻害が認められたが、他の抗体（11κ, 26κ, 36κ, 
53λ, 53κ, 69κ；B群）とは競合阻害が認められなかった。一方、69κの F(ab’)2断片では
B群との競合阻害が認められたが、A群とは競合阻害が認められなかった。69κと 78λについ
て詳細にエピトープ情報 を得るために、プロテアーゼプロテクションアッセイをそれぞれの
F(ab’)2断片を用いて実施した。IgG 分子全体,F(ab’)2断片共通で保護された領域は 69κ で
は β-サンドウィッチ領域の NH2末端側とバレル 2 の COOH 末端側、78λ ではバレル 1 の COOH



末端側であった。  
２．AiF13D 症例の大半に FXIII-A 二量体（A2）に強く反応して FXIII-B との複合体形成を阻害
する抗体があるが、A2は巨核球・血小板や単球・マクロファージ細胞内に存在するので、細胞
の崩壊に伴って他の細胞内タンパク質と共に抗原提示されている可能性がある。そこで、血小
板や巨核球系(MEG-01)・単球系培養細胞(THP1)を用いて、細胞内タンパク質に対する抗体の有
無を検討したところ、AiF13D の 35 例中 MEG-01 に対して 18 例、マクロファージ様に分化させ
た THP-1 に対して 16例に結合する IgG が検出された。血小板や培養細胞の抽出物を用いたウエ
スタンブロット解析でも、複数例の検体に異なる細胞内タンパク質と結合する IgG が認められ
た。 
平成 30年度 
1. AiF13D 20 例について全エクソーム解析を実施した。レファレンス配列と異なる一塩基多型
(SNP)、多塩基多型、欠失、挿入は、各々の症例で 45,494～49,919 個、348～470 個、1,236～
1,718 個、953～1,221 個あった。PROVEAN 解析したところ、SNP データベースに未登録の変異が
各症例で 2,781～3,141 個が認められ、この内エクソンの変異は 711～846 個、イントロンの変
異は 2,057～2,598 個で、前者の内 Damaging(進化的保存性が高いアミノ酸の変異、または性質
が異なるアミノ酸への置換)は 266～365 個、Tolerated(進化的保存性が低いアミノ酸の置換で、
影響の少ないと考えられるアミノ酸置換)は 436～538 個だった。Damaging 変異のうち、頻度が
0.2 より大きいものは 65 変異 (60 タンパク質)あり、抗原提示に関係する HLA-I である
HLA-A,B,F や HLA-II である HLA-DQA1 も含まれていた。  
2. AiF13D 症例から得られたヒト抗 FXIII-A 単クローン抗体 19 クローンの内、液相で FXIII-A
と結合した 8クローンの認識部位を決定したので、現在、論文準備中である。  
3. AiF13D B 型の抗 FXIII-B 自己抗体による血中 FXIII 除去亢進の機序を追究するために、抗
FXIII-B 単クローン抗体をラット腸間膜法にて作製し、構造・機能関連解析を行った。FXIII-B
第 10 Sushi ドメインに結合するクローンはいずれも血漿中でのフィブリン架橋反応を阻害し、
また、FXIII-B かつフィブリノゲン依存性にトロンビンによる FXIII-A 活性化ペプチドの切断
を抑制した。各クローンとも FXIII-A2B2との結合性は FXIII-B と同等であったが、多くのクロ
ーンが異種四量体形成を弱く阻害した。 
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