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研究成果の概要：血友病臨床においてインヒビター陽性患者に対するインヒビターの制御方法

は克服すべき重要課題である。血友病Ａマウスに対して、植え込み型マイクロポートを用いた

持続的抗原暴露システムを導入し、安定的な頻回投与を実現するモデルを作製した。0.05 単位

/g 体重、5 回/週での第 VIII 因子投与群（連続投与前抗第 VIII 因子抗体価，1.8±0.4 BU/mL）

において、連続投与後の抗第 VIII 因子抗体ピーク値 5,621.3±1,115.6 BU/mL（暴露回数 61.0

±13.4 回）で、抗第 VIII 因子抗体力価がピーク値の 20％未満となる暴露回数は 163.3±26.7

回であった。血友病Ａマウスに対し持続的抗原暴露システムを導入し、第 VIII 因子の安全な頻

回および連続投与を実現させることにより、免疫寛容誘導マウスモデルの作製が可能であると

考えられた。本研究の成果は、臨床的なインヒビター陽性血友病症例における第 VIII 因子の頻

回投与により誘導される免疫寛容誘導機序の解明に繋がるものと考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 

血友病Ａは、血液凝固第 VIII 因子（以下第

VIII 因子と略す）をコードする遺伝子の変異

により引き起こされる先天性出血性疾患で

ある。血友病Ａ患者は、第 VIII 因子の補充

を目的とした第 VIII 因子製剤の自己注射療
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法の普及により、関節内出血や筋肉出血など

の重篤な出血症状から解放されるようにな

った。しかしながら、第 VIII 因子インヒビ

ター陽性血友病Ａ患者は、補充療法の止血効

果が消失ないし激減することにより止血管

理がきわめて困難となるために、常に致死的

な出血の危険性に晒されている。ステロイド

剤やカルシニューリンインヒビターなどを

用いた免疫抑制療法は、第 VIII 因子インヒ

ビターのみを特異的に制御するのではなく、

患者の免疫機能を全般的に低下させてしま

う。第 VIII 因子インヒビター陽性血友病Ａ

患者に対する免疫寛容誘導療法（Immune 

tolerance induction therapy）は、第 VIII

因子製剤の大量、頻回の投与によりインヒビ

ターの消失をはかる特異的かつ根治を目指

した治療法である(Brackmann HH, et al. 

Lancet 1977)。免疫寛容誘導療法開始時のイ

ンヒビター力価が成功率の決定づける因子

として重要であるとされるものの、免疫寛容

誘導に用いる第 VIII 因子投与量、診断から

免疫寛容誘導までの期間や治療開始年齢な

どとの関連性ついては、必ずしも明らかにさ

れていない（DiMichele DM, et al. Thromb 

Haemost 2002）。現在の血友病臨床において、

インヒビター陽性患者に対するインヒビタ

ーの制御方法は克服すべき重要課題であり、

副作用および経済効率の観点を含めた投与

方法の確立とともに、頻回投与に伴う抗原特

異的な免疫寛容誘導に到る機序についての

解析が極めて重要であると考えられる。 

 

２．研究の目的 

血友病Ａマウスに植え込み型マイクロポー

トシステムを導入し、安定的な頻回投与を実

現することにより抗原特異的免疫寛容が誘

導されるマウスモデルの確立と免疫寛容誘

導機序を解明する。（１）易出血性マウスに

対して、経皮経頸静脈的にカテーテル先端を

上大静脈に留置し背部皮下にマイクロポー

ト本体を植え込む技法の確立、（２）Bonn プ

ロ ト コ ー ル （ Brackmann HH, et al. 

Haemophilia 1999）や Mälmo プロトコール

(Freiburghaus C, et al. Haemophilia 1999)

などの臨床試験において免疫寛容誘導療法

開始時のインヒビター力価と免疫寛容誘導

成功率との関連が指摘されていることを考

慮し、適切な抗第 VIII 因子インヒビター力

価を有する感作マウスの作成、（３）免疫寛

容を誘導し得る第 VIII 因子の投与量および

投与頻度を（１）および（２）において作製

したマウスモデルを用いて検討する。 

 

３．研究の方法 

１）インヒビターを有する血友病Ａ症例に対

して第 VIII 因子抗原の頻回投与により誘導

される免疫寛容の機序を解明するために、血

友病Ａマウスにイソフルレン吸入麻酔下で

実体顕微鏡を併用しながら、前頸部に皮下切

開を加え頚静脈を露出させた上で、カットダ

ウン法により 1Fr カテーテルを挿入した。さ

らにカテーテル先端部を上大静脈に留置し

た後に、マイクロポート本体部（チタニウム

合金、Instech 社製）をマウス背部皮下に植

え込み固定した。 

２）ヒト第 VIII 因子精製抗原を、本マイク

ロポートシステムを介して頻回投与した。抗

原量（0.05-0.15 単位/g 体重）や投与間隔（3

回/週～連日）を変えることにより免疫寛容

の誘導条件を検討した。免疫寛容誘導開始時

のインヒビター力価が、免疫寛容誘導の成否

に関与するという臨床的観点から、第 VIII

因子感作マウスをその抗体価により high 

responder (主として 10BU/mL 以上)群と low 

responder (主として 10BU/mL 未満)の群に分

け、両群間での免疫寛容誘導率を比較検討し



 

 

た。 

３）マウス血清中の第 VIII 因子インヒビタ

ーの力価は Bethesda 法を用いて測定し、産

生抗体量および産生抗体のサブタイプは精

製第 VIII 因子を抗原とした ELISA 法にて測

定、さらにウエスタンブロッティング法によ

り抗原認識部位を解析した。 

４）マウス脾臓からリンパ球を単離し、3H-

チミジンの取り込み率を指標とし第 VIII 因

子の in vitro 刺激によるリンパ球刺激試験

を行うとともに、CD4陽性細胞における IL-2, 

IL-4, IL-10 および IFN-γなどのサイトカイ

ン産生を ELISA 法により解析を行った。 

 

４．研究成果 

本動物モデルでは、臨床例では不可能である

胸腺、脾臓、リンパ節および骨髄など免疫担

当組織におけるリンパ系細胞の機能や動態

を直接的に扱うことができるため、詳細な免

疫寛容誘導の機序を解析できる有利性があ

る。 

１）易出血性である血友病Ａマウスに対して、

経皮経頸静脈的にカテーテル先端を上大静

脈に留置し背部皮下にマイクロポート本体

を植え込む安全で再現性のある手術技法を

確立した(図)。 

２）0.05 単位/g 体重、5 回/週での第 VIII

因子投与群（連続投与前抗第 VIII 因子抗体

価，1.8±0.4 BU/mL）において、連続投与後

の抗第 VIII 因子抗体ピーク値 5,621.3±

1,115.6 BU/mL（暴露回数 61.0±13.4 回）

で、抗第VIII因子抗体力価がピーク値の20％

未満となる暴露回数は 163.3±26.7回であっ

た。 

３）連続投与開始前の抗体価（high responder

群と low responder 群）による免疫応答に差

異はみられなかった。 

４）IgG サブクラス解析では、IgG1 の変動は

みられないが、抗体価低下時期において

IgG2aおよびIgG2bの有意な低下がみられた。

５）単離リンパ球を用いた in vitro CD4+T

細胞増殖試験では、免疫寛容誘導期マウスよ

り採取したリンパ球において有意な増殖活

性の低下を認めた。 

これらのことから、血友病Ａマウスに対し持

続的抗原暴露システムを導入し、第 VIII 因

子の安全な頻回および連続投与を実現させ

ることにより、免疫寛容誘導マウスモデルの

作製が可能であると考えられた。本研究の成

果は、臨床的なインヒビター陽性血友病症例

における第 VIII 因子の頻回投与により誘導

される免疫寛容誘導機序の解明に繋がるも

のと考えられる。 
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