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研究成果の概要（和文）：血友病Ａ治療の改善のために高機能型第VIII因子（FVIII）の創製に関する検討を行
った。第X因子活性化反応(Xase)複合体における活性型FVIIIと活性型第IX因子(FIXa)、第X因子およびリン脂質
との結合性/親和性の解析、FXa生成反応とFVIIIの発現実験により、FVIII補因子機能に必須なアミノ酸を同定し
た。その結果、FVIII補因子機能は、FIXaとの結合性、親和性に最も強く依存していることが判明した。変異
FVIIIK1813AではFIXaとの結合親和性が高く、FIXaにより不活性化されにくいことが判明した。以上よりK1813A
は高機能型FVIIIモデルとなることを発見した。

研究成果の概要（英文）：The experimental objective of this study is to design the hyper-functional 
FVIII for improving the current hemophilia A treatment. We attempted to  identify essential amino 
acid residues though the binding experiments to FIXa, FX and phospholipid, which are crucial 
components in the FX activating complex (Xase), and FXa generation assay and expression of 
recombinant FVIII with amino acid substitutions. We found that the FVIII cofactor function is 
heavily dependent on the binding to FIXa. FVIII mutant, K1813A, has high affinity to FIXa and 
resistant to FIXa mdediated inactivation. These results suggested that K1813A would be a promising 
model for hyper-functional FVIII.

研究分野： 血液凝固学

キーワード： 血友病　血友病A　第VIII因子　第IX因子　第X因子　高機能型　遺伝子治療　トロンビン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、次世代の血友病Ａ治療として遺伝子治療の臨床研究も進みつつあるが、出血予防に必要な凝固因子機能を
長期間維持することは困難である。したがって、現状の遺伝子治療の方法には限界がある。本研究は止血レベル
を長期期間維持できる遺伝子/細胞治療を実現するために、より高機能な第VIII因子を創製することである。こ
れは、出血抑制のみならず、関節機能を正常に維持し、高い活動性を可能になる。さらに、遺伝子治療において
もベクター投与量を減少させることで副作用の軽減にもつながる。また、本研究の成果により第VIII因子の補因
子機能の本態を解明することにもなり、学術的意義も高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

血友病 A は凝固第 VIII 因子(FVIII)の量的質的異常に基づく最も発生頻度の高い先天

性凝固障害症で出血症状は重篤である。第 VIII 因子活性により＜１％未満を重症、１

～５％を中等症、＞５％を軽症の３病型に分類されている。血友病Ａの治療は、欠乏す

る第 VIII 因子を経静脈的に投与する補充療法が基本であるが、最近は週２-３回長期間

にわたって定期的に投与する定期補充療法が中心である。定期補充療法により、出血症

状は減少するが、止血レベルをコンスタントに維持することは困難である。次世代血友

病Ａの治療として、遺伝子治療の臨床研究が進みつつあるが、止血レベルを長期間維持

することは困難であり、また、小児の患者は適応外である。より高い凝固機能を維持す

るためには高い補因子活性を有する高機能型第 VIII 因子の創製が必要である。 

 

２．研究の目的 

第 VIII 因子は凝固内因系における第 X因子活性化反応を数万倍亢進する機能を有する

が、補因子機能の実態は不明であった。我々は、活性型第 IX 因子と第Ｘ因子を認識す

るバイスペシフィック抗体を作製し、リン脂質存在下で第 VIII 因子機能を有すること

を明らかにした。したがって、第 VIII 因子は活性型第ＩＸ因子および第Ｘ因子の両因

子をリン脂質膜上で至適な空間的位置関係に配向することが予想された。そこで、高

機能型第 VIII 因子の作製のためには、活性型第 IX 因子あるいは第Ｘ因子との結合性

親和性を高めることで、高機能型第 VIII 因子の創製が可能との研究仮説のもとに研究

を実施した。 

 

３．研究の方法 

1） 中等症・軽症血友病Ａ患者の遺伝子解析 

FVIII 全 26 エクソンを PCR 法にて３３のフラグメントとして増幅してダイレクトシ

ークエンスを行った。 

2）FXa 生成の反応速度論的解析 

血友病Ａ変異病型の血漿検体や遺伝子組み換え第 VIII 因子を用いて第 X 因子生成反

応における活性型第 IX 因子、第 X 因子およびリン脂質との結合・親和性を反応速度論

的に解析した。方法は FVIII 欠乏血漿に段階希釈した FVIII(1-100 IU/dL)を添加して

作成した標準血漿に合成発色基質 S-2765、合成 PL（0-114μM）、活性型第 IX 因子(0-

20nM)、第 X 因子(0-200nM)と添加混合しトロンビン（0.01M）にて反応を惹起させ EDTA

で反応を止めて測定する。変異病型の活性型 FVIII（FVIIIa）と活性化 FX生成反応系に

おける各構成因子との相互作用はMichaelis-Menten速度式のパラメーターであるVmax

および見かけ上 KM(Kmapp)により評価した。 

3）遺伝子組み換え変異 FVIII の機能解析 

目的のアミノ酸点変異を含むプライマーを作成し B ドメイン除去 FVIII 

DNA(pBSFVIII) を鋳型として PCR を行う。 大腸菌（XL-10）に変異を含む FVIII cDNA

を heat schock で取り込み、培養しＤＮＡを回収、シークエンサーにて塩基配列を確認

する。 変異 FVIIIDNA を制限酵素で切断し、ベクター（HSQ Xho/SacII short）と ligation

し、大腸菌（DH5α）に取り込み培養後, DNA を回収しシークエンシングを行う。 BHK

細胞に変異を含む FVIIIDNA をトランスフェクトする。FVIII 産生 BHK コロニーを APTT

で測定して選択し,FVIII 変異体を発現するコロニーのみを培養増幅する。細部培養液



を集めて SP column を用いて精製・濃縮する。さらに、HPLC(Superdex 2000)にて変異

FVIII を純化した。 

 

４．研究成果 

FVIII 欠乏血漿に様々な濃度の遺伝子組み換え FVIII を添加して中等症～軽症血友

病 A モデル血漿を作成し、これらのモデル血漿における FXa 生成能を血漿を用いた新

たな FXa 生成試験(plasma based FXa generation assay ; PBXaG)により測定評価し

た。FXa 生成量は、FVIII 濃度依存的に上昇し、特に中等症～軽症血友病 Aに相当する

FVIII 濃度域（FVIII 0.01-0.5 IU/ml）で FXa 生成量と FVIII 濃度は強い相関(r = 

~0.9)を示した。FVIII と FIXa、PL 及び FX との親和性を示す見かけの Km（Kmapp）もま

た FVIII 濃度依存的に変化し、FVIII の濃度依存的凝血学的特性は PBXaG により評価

可能であることが明らかとなった。つぎに、奈良県立医科大学小児科に通院中の軽

症・中等症血友病 A患者にみられた F8 変異のうち、変異に基づく凝固機能障害機序が

すでに報告されている FVIII 変異体(Arg531Cys、Pro1809Leu)を発現精製し、それぞれ

を FVIII 欠乏血漿に添加して得た軽症血友病 Aモデル血漿を用いて、PBXaG により、

それぞれの変異の凝血学的特性の検証を行った。野生型 FVIII に比べて、Arg531Cys

では FX 及び PLとの親和性は同等であったのに対して FIXa との親和性が低下した。

Pro1809Leu では FIXa、FX との親和性は野生型 FVIII と同等であったが PL との親和性

が低下した。これらの結果は、純化精製系で行った FXa 生成反応と同様の傾向を示し

た。また、同変異を有する患者血漿を用いた FXa 生成試験による結果とも一致した。

したがって、血漿 FXa 生成による反応速度論的解析によって、FVIII 上のアミノ酸変

異が及ぼす凝固機能障害機序を妥当に評価できることが示された。つぎに、当科通院

中の軽症・中等症血友病 A患者 27 例に対して F8 遺伝子解析を施行し、これらの患者

血漿を用いて FXa 生成を応用した反応速度論的解析を施行した。これらの中の新規変

異のうち、FX との結合領域に一致する変異である Asp361Val を有する患者血漿では、

FX に対する親和性が低下し、FVIII A2-A3 ドメイン間結合表面上の変異 His693Asn を

もつ患者血漿では、FIXa との親和性が低下した。FVIII 分子の三次元構造を in 

silico で解析した結果、FIXa との親和性低下を示す変異は、いずれもドメイン間表面

上あるいは FVIII 分子表面上に位置し、間接的に FIXa との結合が障害されることが示

唆された。一方、FX または PL との親和性低下例では、FVIII 分子表面の結合領域にお

ける変異のみならず、分子内部の変異による立体構造変化が生じている可能性が示唆

された。このように、血漿を用いた FXa 生成反応の解析により、中等症・軽症血友病

A患者のもつ異常 FVIII の凝血学的機能が FXase 複合体形成におけるどの段階で障害

されているのかを明らかにすることができ、さらに、FVIII 変異から重要なアミノ酸

を推定することが可能となり高機能型 FVIII の設計に有用であることを確認すること

ができた。 

次に、第 IX 因子結合部位である第 VIII 因子 A3 ドメイン 1803-1818 領域に注目

し、変異 FVIII（E1811A, K1813A, F1816A, K1818A, K1813A/K1818A）を作成した。こ

れら変異 FVIII と FIXa との親和性を SPR-based assay で検討したところ、wild type 

FVIII (Kd; 6.3 nM)と比較して、K1813A (Kd; 3.9 nM)は FIXa との親和性が亢進して

いた。一方、E1811A (Kd; 6.3 nM), K1818A (Kd; 5.1 nM), K1813A/K1818A (4.7 nM)

と FIXa との親和性は wild type FVIII と同等であり、F1816A (Kd; 9.1 nM)と FIXa と



の親和性は wild type FVIII より低下していた。さらに、FXa 生成試験によると、

K1813A (Km; 4.5 nM), K1818A (Km; 4.5 nM), K1813A/K1818A (Km; 3.0 nM)と FIXa と

の Km は wild type FVIII (Km; 6.6 nM)と FIXa との Km と比較して、低値であった。

以上の結果から、K1813A は FIXa との親和性が高い変異 FVIII であることが示され

た。 

さらに、これらの変異 FVIII と FIXa との親和性を western blotting により検討を行

った。変異 FVIII をトロンビンにより活性化して活性型 FVIII とし、得られた活性型

FVIII の FIXa による開裂を FVIII A1 ドメインを認識する抗体で検出し、FVIII A1 ドメ

インの Arg336 開裂速度を比較した。wild type FVIII と比較して、K1811A, K1813A, 

K1818A, K1813A/K1818A の Arg336 開裂速度（wild type FVIII を 1 とする）は、それぞ

れ 0.88, 0.76, 1.4, 0.44 であった。一般に抗凝固因子である活性化プロテイン Cなど

による FVIII A1 ドメイン Arg336 の開裂は FVIII の不活化に寄与するといわれている

が、FIXa による FVIII A1 ドメイン Arg336 開裂の意義については明らかになっていな

い。FIXa による FVIII A1 ドメイン Agr336 の開裂も活性化 FVIII の不活化に寄与する

とすれば、以上の結果は、K1813A は FIXa により不活化されにくい高機能型 FVIII であ

ることを示すものであった。  

高機能型第 VIII 因子の創製のためのもう一つの標的が、FVIII のトロンビンとの相

互作用である。FVIII はトロンビンで開裂され、活性型 FVIII に変換される。その結果、

凝固内因系における第 X因子活性化反応が２０万倍増幅される。FVIII 活性化に関与す

るトロンビンの主要開裂部位は FVIII 重鎖 Arg372 と軽鎖 Arg1689 である。さらに、我々

はトロンビン結合部位について FVIIIＡ２およびＣ２ドメイン内に同定してきた。そこ

で、トロンビンによる FVIII 活性化機構を詳細に検討することにより高機能型 FVIII の

創製に応用することも試みた。アミノ酸変異を導入した遺伝子組み換え FVIII の発現実

験によると Arg372Ala では野生型 FVIII と比較して FIXa、PL 及び FX いずれの反応軸に

おいても FVIII との親和性が著しく低下した。 さらに同部位に変異を有する血友病 A

患者血漿を用いた FXa 生成反応においても、遺伝子組み換え型 FVIII と同様に、全ての

反応軸における親和性低下がみられた。以上より、トロンビン開裂障害が第Ｘ因子反応

系における構成因子、リガンドである活性型第 IX 因子、第 X 因子およびリン脂質との

すべての結合性が低下することが判明した。 次に、すでに教室で同定した FVIII の活

性化に必須である軽鎖 Arg1689 におけるトロンビン開裂に関与するペプチド療育 1659

－1669、1675-1685 に焦点をあてた。なぜなら、本領域は 7個の酸性アミノ酸残基と硫

酸化チロシンが集簇するため、トロンビン結合領域としての可能性が高いからである。

そこで、本領域に単一のアミノ酸変異（D1663A, Y1664A, D1665A, D1666A, Y1680A, 

D1681A, E1682A, D1683A, E1684A） および２か所のアミノ酸変異（D1665A/D1666A, 

D1683A/E1684A）を導入した変異 FVIII を発現精製した。これらの変異 FVIII の特異的

非活性は野生型 FVIII の非活性のそれぞれ、40-70％、50-100％であった。次に、これ

らの変異 FVIII におけるトロンビン活性化能を検討した。アミノ酸残基 1663－1666 に

おける変異 FVIII ではトロンビン活性化、開裂能において野生型 FVIII と有意な差は見

られなかった。しかしながら、アミノ酸残基 1680-1684 の領域における変異 FVIII 

(D1683A, E1684A and D1683A/E1684A )では野生型に比して薬 60％低下していた。さら

に Y1680A 変異 FVIII では 30％で著明に低下した。さらに、これらの変異 FVIII では

Arg1689 の開裂も遅く、SPR アッセイによる結合実験ではトロンビンとの結合能も低下



した。以上の実験結果により、FVIII 軽鎖 A3 ドメイン酸性領域におけるアミノ酸残基

1680、1683 および 1684 はいずれも Arg1689 のトロンビン開裂に必須の結合部位である

ことが初めて明らかになった。さらに、トロンビン開裂に関与するトロンビン結合部位

のアミノ酸変異の導入により FVIII 補因子機能を変化させることが示唆され、高機能型

FVIII の設計に有用であることが明らかになった。 
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