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研究成果の概要（和文）：静脈血栓塞栓症の遺伝的背景に関する研究では、患者の遺伝子解析を

行い、日本人では、プロテイン S遺伝子変異が多いことを明らかにした。血栓性血小板減少性紫

斑病の原因となる ADAMTS13 の研究では、日本人では約 114 万人に 1 人の割合で先天性 ADAMTS13

欠損症が存在すると見積もった。マウスモデルを用いて ADAMTS13 の C 末端領域の重要性を明ら

かにした。ADAMTS13 の DTCS ドメインの結晶構造を決定した。 

 
研究成果の概要（英文）：We have performed the genetic analysis in 173 Japanese patients 
with venous thromboembolism (VTE) and identified nonsynonymous mutations in 55 patients. 
We also performed genetic analysis in 18 pregnant women with VTE and identified the 
mutations in 5 patients. We estimated the frequency of hereditary deficiency of ADAMTS13. 
We determined the crystal structure of the ADAMTS13 -DTCS domain. 
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１．研究開始当初の背景 
 凝固制御因子や血小板凝集抑制因子の先

天的異常症の解析は、血栓症の理解を大きく

進める。欧米では、白人種に 2-5％の頻度で

みられる凝固第 V 因子 Leiden 変異（FV 

R506Q）およびプロトロンビン G20210A 変異

が、静脈血栓症の血栓性素因として同定され

ているが、これらの変異は日本人には存在し

ない。私達が発案・計画・実施した国内６施

設共同研究では、プロテイン S K196E 変異が

日本人の静脈血栓症に関連を示した（オッズ

比=4.72、95％信頼区域 2.39-9.31）(Kimura 

et al, Blood, 107,1737-8,2006)。この知見

は、九州大学の研究結果とよく一致し、とも

に、プロテイン S K196E 変異が日本人の静脈

血栓症の遺伝的リスクであることを明らか
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にした。プロテイン S K196E 変異は、日本人

約 55 人に 1 人に見られ、ホモ接合体は約

12,000 人に１人と計算された。したがって、

日本人では約 1万人がホモ接合体であり、静

脈血栓症のリスクを保持していると推定さ

れた。本変異は日本人に同定された唯一の血

栓性の遺伝的リスク多型であり、東アジア諸

国にも存在すると考えられることから大変

注目されている。 

 動脈血栓症では、血小板凝集抑制因子の先
天的欠損症が血栓症を惹起する。血栓性血小
板減少性紫斑病(TTP)は、先天性もしくは後
天性にフォンビルブランド因子(VWF)切断酵
素である ADAMTS13 の活性が著しく欠損し、
その結果血中に超巨大VWFマルチマーが蓄積
し、過度に血小板凝集が起こりやすい状態と
なり、微小血管内に血小板血栓が形成される。
血栓が脳に生じると動揺性精神神経症状、腎
に生じると腎機能障害を示す。血小板血栓が
形成されるため血小板数が減少し、また機械
的刺激による赤血球の溶血がみられる。私達
は、先天性 TTP 患者の原因変異の同定、活性
低下を伴う ADAMTS13 P475S 変異の同定、
ADAMTS13 活性測定の蛍光合成基質の開発、
Adamts13ノックアウトマウスの作製・解析な
どを進めてきた。ADAMTS13 は 2001 年にクロ
ーニングされて以降、抗血栓因子として大き
な注目を浴び、研究者数と論文数が爆発的に
増加しており、極めて競争が激しい領域であ
る。 
２．研究の目的 
 血栓症は、凝固制御因子や血小板凝集抑制
因子の機能低下がリスクとなる。私達は、血
管内皮細胞が示すプロテインＣ抗凝固機構
を構成する凝固制御因子プロテインＳ の
K196E 変異が、静脈血栓症の遺伝的リスクで
あることを報告した。一方、血小板凝集抑制
因子の機能低下がリスクとなる血栓症とし
て、TTP がある。本疾患は、ADAMTS13 の活性
著減による超巨大 VWF マルチマーの蓄積が原
因である。本研究は、私達がこれまで行って
きた２つの抗血栓性因子の解析を進め、日本
人の血栓症発症のメカニズムを解明し、それ
らを血栓症の予防・予知に用いる。 
３．研究の方法 
（１）日本人静脈血栓塞栓症の遺伝的背景に

関する研究 

 日本人静脈血栓塞栓症患者 173 名全員を対

象に、プロテイン C、プロテイン S、アンチト

ロンビンの各遺伝子のシークエンス解析を行

った。国立循環器病研究センター周産期婦人

科部他で収集した周産期静脈血栓症患者 18

名のプロテイン C、プロテイン S、アンチトロ

ンビンのシークエンス解析を行った。 

（２）TTP の原因遺伝子である ADAMTS13 に関

する研究 

 地域一般住民を対象に、私達が開発した

ADAMTS13 活性測定系を用いて ADAMTS13 活性

を大規模に測定した。同時に、活性の高値お

よび低値を示す試料の遺伝子解析を行い、

ADAMTS13欠損症の頻度の推定を行った。また、

ADAMTS13 欠損マウスと C末端ドメイン欠損マ

ウスを用いた血栓症の解析を行った。

ADAMTS13 の DTCS ドメインの結晶構造解析を

行い、基質 VWF の切断機構を解明した。 

 
４．研究成果 

（１）日本人静脈血栓塞栓症の遺伝的背景に

関する研究 

① 日本人静脈血栓塞栓症発症患者の遺伝子

解析 

 これまでの静脈血栓塞栓症患者の遺伝子解

析は、患者のプロテイン C、プロテイン S、ア

ンチトロンビンの活性や抗原を測定し、低値

を示した患者の当該遺伝子を解析するという

手順で行われた。この流れは効率的ではある

ものの、正常域の活性を示したものは解析対

象にならないという欠点を持つ。そこで、今

回、日本人静脈血栓塞栓症患者 173 名全員を

対象に、プロテイン C、プロテイン S、アンチ

トロンビンの各遺伝子の塩基配列再解析を行

った。その結果、32%にあたる 55 名に非同義

変異（ミスセンス変異、ノンセンス変異、フ

レームシフト変異、スプライス部位変異、ア

ミノ酸欠損変異）を同定した。このうち、プ

ロテイン S変異は 29 名、プロテイン C変異は

17 名、アンチトロンビン変異は 14 名にみら

れ、そのうち 5 名はプロテイン S とプロテイ

ン C の両遺伝子に変異を有していた。この 5

名のプロテイン S 遺伝子の変異は日本人に広

くみられる K196E 変異であった。このことは、

プロテイン S K196E 変異は静脈血栓塞栓症発

症を modify する変異と考えられた。今回同定

した変異のうち、7 つの変異は複数の患者に

見い出された。非同義変異は活性が低下する

と考えられるが、プロテイン C K193del 変異

保有者は 3名とも 90%-130%のプロテイン Cア

ミド活性を示した。本変異は抗凝固活性の低

下が見られたので、プロテイン C K193del 変

異は正常なアミド活性を示すが、抗凝固活性

は低値を示すことが明らかとなった。 

 静脈血栓塞栓症患者 55 名に非同義変異を

同定したので、これら 55 名の遺伝子変異保有

者の静脈血栓塞栓症発症年齢を変異非保有者

と比較した。その結果、変異保有者の血栓症

発症は非保有者より有意に若年で発症するこ

とが判明し、遺伝子変異の血栓症発症への寄

与が明らかになった（変異保有者 55 名、発症

年齢 44.7±16.5 歳、変異非保有者：発症年



 

 

齢 118 名、52.6±16.1 歳、P=0.0031）。この

研究で収集した静脈血栓塞栓症患者は、初発

例や再発例、家族発症を有する例、がん患者

など、種々の背景因子を持つ。静脈血栓塞栓

症発症と遺伝因子の関連をより明確にするた

めには、静脈血栓塞栓症患者を連続例として

収集する必要があると考えた。 

② アンチトロンビン欠損症のサブタイプ分

類による静脈血栓塞栓症の発症 

 アンチトロンビン欠損症は、活性と抗原が

ともに低下するⅠ型欠損症と、活性は低下す

るが抗原量は正常を示すⅡ型異常症に分類さ

れる。更に、Ⅱ型はヘパリン結合障害型、反

応部位障害型、多面的障害型に分類される。

国立循環器病研究センターのアンチトロンビ

ン欠損症患者を活性と抗原によりⅠ型とⅡ型

に 分 類 し 、 静 脈 血 栓 塞 栓 症 発 症 の

Kaplan-Mayer の曲線を作成した。その結果、

Ⅰ型欠損症患者はⅡ型異常症患者により明ら

かに若年で静脈血栓塞栓症を発症することが

判明した（ハザード比=7.2、95%信頼区域

=1.88-12.17、P=0.001）。また、静脈血栓塞栓

症患者群と一般住民群でⅠ型とⅡ型の頻度を

比較するとⅠ型は静脈血栓塞栓症患者群に明

らかに多く見られ、静脈血栓塞栓症に対する

オッズ比は 132.8（P<0.0001）であった。一

方、Ⅱ型の頻度は両群間に差は見られなかっ

た。私達の結果は、アンチトロンビン欠損症

Ⅰ型は静脈血栓塞栓症に対する極めて強い危

険因子であるがⅡ型は危険因子ではないこと

を示していた。これはⅡ型のなかでも、反応

部位障害型と多面的障害型は静脈血栓塞栓症

の強い危険因子であるという従来の報告とは

異なる。私達のアンチトロンビン欠損症は遺

伝子解析を行っていないので、Ⅱ型を更に分

類できないためであろう。従来の結果から考

えると、私達の対象患者には反応部位障害型

と多面的障害型のⅡ型患者がいない可能性が

ある。 

③ 妊娠および産褥期の深部静脈血栓症にお

ける血栓性素因 

 妊娠および産褥期の深部静脈血栓症におけ

る血栓性素因の影響を検討した。妊娠・産褥

期の深部静脈血栓症患者 18 名の遺伝子解析

を行い、4名にプロテイン S遺伝子変異、1名

にプロテイン C 遺伝子変異を同定した。4 名

のプロテイン S 遺伝子変異保有者のうち、2

名はプロテイン S K196E 変異を保有者してい

た。このように本変異は周産期領域における

深部静脈血栓症のリスクとなる可能性が考え

られた。5名の血栓性素因保有者は妊娠初期・

中期に深部静脈血栓を発症しており、産褥期

に発症した人はいなかった。このことは、妊

娠前に血栓性素因を保有しているかどうかを

知り、深部静脈血栓症の発症を予防すること

が重要であると思われた。 

 

（２）ADAMTS13 に関する研究 

① 地域一般住民を対象にした ADAMTS13 活

性と遺伝子変異 

 ADAMTS13 は VWF を特異的に切断する酵素で

ある。遺伝子異常や自己抗体の出現などで

ADAMTS13 の酵素活性が失われると、血小板凝

集能の高い超高分子量 VWF マルチマーが血中

に蓄積し、細小血管内の血小板血栓を主徴と

する TTP を発症する。TTP を発症する先天性

ADAMTS13 欠損症（Upshaw-Schulman 症候群と

も呼ばれる）患者のほとんどに、複合へテロ

接合体あるいはホモ接合体で ADAMTS13 遺伝

子異常が同定されている。数年前に我々は、

蛍光基質 FRETS-VWF73 を開発し、簡便な

ADAMTS13 活性測定系を確立した。今回、これ

を利用して地域一般住民 3,616 人の血漿

ADAMTS13 活性を測定した。その結果、平均値

100%、中央値 97%、最大値 242%、最小値 38%、

標準偏差 27%という値を得た。男性の

ADAMTS13 活性平均値 93％（SD：24％、n=1687）

は女性の平均値 106％（SD：27％、n=1929）

に比べて有意に低かった（ｐ＜0.0001）。男性

と女性のいずれにおいても、ADAMTS13 活性は

60歳台以上で低下する傾向が見られた。一方、

ADAMTS13 の基質である VWF は加齢により増加

することが知られており、私達の研究でも年

齢による増加を認めた。VWF 量の増加と

ADAMTS13活性の低下は血小板凝集を促進する

方向に働く。そこで、VWF 量/ADAMTS13 活性の

比をとり、年齢で見ると、加齢による増加が

顕著に見られた。これは高齢者における血栓

傾向を説明するかもしれない。VWF 量は ABO

血液型で違いが見られ、O 型は他の型に比べ

て低いことが知られており、今回もそれを確

認することができた。一方、ADAMTS13 活性は

ABO 血液型で変化は見られなかった。最近、

血漿 ADAMTS13 が精製され、ABO 血液型糖鎖が

結合していないことが示された。 

（２－１）地域一般住民を対象にしたADAMTS13

活性と遺伝子変異 

 日本人の ADAMTS13 遺伝子多型を探索する

目的で、346 名の ADAMTS13 遺伝子の全エクソ

ンの塩基再配列解析を行った。その結果、６

つのミスセンス変異、T339R, Q448E, P475S, 

P618A, S903L, G1181R を minor allele 

frequency 0.027, 0.192, 0.050, 0.027, 

0.048, 0.022 で同定した。T339R と P618A は

強い連鎖不平衡を示した。これら６つの変異

を地域一般住民を対象にタイピングし、多型



 

 

と活性の関連を調べた。その結果、P475S 保

有者は、非保有者に比べ約 15％活性が低下し

ていた。これは、組み換え ADAMTS13-P475S が

正常型の約70％の活性を示すことと良く一致

した。Q448E 保有者は 6-7％の活性の増加を示

した。P475S と Q448E の活性への影響は小さ

いので、TTP の発症リスクに影響する可能性

は低いと思われた。他の多型は活性と関連を

示さなかった。 

② 地域一般住民を対象にした ADAMTS13 活

性と遺伝子変異 

 ADAMTS13 活性を測定した地域一般住民

3,616 人中から、ADAMTS13 活性の最大値群（平

均活性値 183%）、中央値群（同 98%）、準最小

値群（同 53%）、最小値群（同 47%）としてそ

れぞれ 32 人を抽出し、ADAMTS13 遺伝子のシ

ークエンス解析を行った。その結果、既知の

ミスセンス多型 6 個が全群に見出されたのに

加え、稀有な非同義変異（ミスセンス変異、

ナンセンス変異、フレームシフト変異）がヘ

テロ接合体として最大値群に 2 個、中央値群

に 2個、準最小値群に 3個、最小値群に 7個、

検出された。このうち準最小値群の 1 個およ

び最小値群の 2個は、ADAMTS13 欠損症患者で

同定された原因変異と同一であった。稀有な

非同義変異が ADAMTS13 活性に関係なく 32 人

に 2 個の頻度で存在し、準最小値群の 1 個お

よび最小値群の 5 個が活性損失につながる変

異であると仮定すると、約 114 万人に 1 人の

割合で先天性 ADAMTS13 欠損症（複合ヘテロ接

合体あるいはホモ接合体）が存在すると計算

された。したがって、日本には、TTP の原因

となる ADAMTS13 欠損症者が、100~150 人ほ

ど存在すると考えられた。 

③ ADAMTS13 欠損マウスと C末端ドメイン欠

損マウスを用いた血栓症の研究 

 私達は ADAMTS13 研究におけるモデル動物

として ADAMTS13 欠損マウスを樹立した。また、

以前私達は、BL6 系統マウスの ADAMTS13 遺伝

子は、intracisternal A particle の挿入に

より C 末端 389 アミノ酸残基（C 末端のトロ

ンボスポンジン 1 型ドメイン 2 個と CUB ドメ

イン 2 個に相当）が欠失していることを報告

した。本研究では、短鎖 ADAMTS13 をコードす

るB6マウスを長鎖ADAMTS13をコードする129

系統マウスと 10 回交配し、短鎖 ADAMTS13 を

もつ 129 系統マウス（コンジェニックマウス）

を樹立し、129 系統の ADAMTS13 ノックアウト

マウスと比較しつつ表現型を解析した。まず、

野生型マウス、ADAMTS13 欠損マウス、C 末端

ドメイン欠損マウスに蛍光ラベルした血小板

を静注後、塩化鉄血管障害部位での血栓形成

を生体顕微鏡にて経時観察し、群間の血栓傾

向の差違を比較検討した。ADAMTS13 欠損マウ

スでは、活性化内皮細胞上への血小板接着が

亢進していた。また、血管障害部位に血栓が

生じるまでの時間および血管の完全閉塞に要

する時間も顕著に短縮していた。したがって、

マウスにおいて ADAMTS13 欠損は血栓形成亢

進状態をもたらし、血管障害性の刺激が重な

った場合、病的血栓形成が惹起されると考え

られた。一方、C 末端ドメイン欠損マウスで

は、活性化内皮細胞への血小板接着、血管障

害部位に血栓が生じるまでの時間は正常であ

ったが、血管閉塞に要する時間の短縮がみら

れた。C末端ドメイン欠損 ADAMTS13 では、血

管障害部位で VWF を効率よく切断する機能が、

全長型 ADAMTS13 に比べて低下していると考

えられた。このように、私達の研究はADAMTS13

の C 末端領域の血栓形成抑制機能における重

要性を指摘した。その後、欧米の研究者から、

ADAMTS13 は C 末端領域を介して血中で VWF と

結合していることが報告された。血小板血栓

の抑制において、C 末端領域を介した

ADAMTS13 の VWF への結合は、生理的に重要で

あることを明らかにした。 

④ ADAMTS13の立体構造解析による基質認識

機構に関する研究 

 本研究では、ADAMTS13 のディスインテグリ
ン様（D）ドメイン、TSP1（T）ドメイン、
Cys-rich（C）ドメイン、スペーサー（S）ド
メ イ ン か ら 構 成 さ れ る ADAMTS13-DTCS
（Arg287-Ala685, DTCS, 399 アミノ酸残基）
の立体構造を、X 線結晶構造解析により決定
した。まず、DTCS を CHO Lec 細胞で発現させ
精製し、結晶構造解析を行った。その結果、
(1) D ドメインはディスインテグリン様の立
体構造ではないこと、(2) T ドメインの立体
構造はトロンボスポンジン-1 の type-1 
repeat とよく一致すること、(3) アミノ酸配
列の相同性は低いにもかかわらず、C ドメイ
ンは Dドメインと立体構造が相同であること、
(4) S ドメインは 10 本のβストランドからな
る 2層のβシート構造をとることが分かった。
今回決定した ADAMTS13 の DTCS 構造と、既に
報告されている ADAMTS1、4、5 のメタロプロ
テアーゼ（M）と D ドメインの立体構造から、
MDTCS 構造を支えるアミノ酸残基はすべての
ファミリータンパク質で高度に保存されて
いることが分かった。我々は ADAMTS13-DTCS
と ADAMTS4-MD の 構 造 を 用 い て 、
ADAMTS13-MDTCS モデルを構築した。続いて、
その構造をもとに DTCS 領域に変異を導入し
た 25 種の ADAMTS13-MDTCS（Ala75-Ala685）
を調製し、蛍光合成基質を用いて酵素活性を
測定した。その結果、D、C、S 各ドメイン上
に、空間的に隔たりながらも直線状に並ぶ、
3 か所のエキソサイトの存在が推定された。



 

 

以上より、ADAMTS13 は、DTCS 領域内にある
複数のエキソサイトで、ずり応力等でほどけ
た VWF を広範囲で認識し、VWF に対する特異
的な親和性を高めていると考えられた。 
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