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研究成果の概要（和文）：免疫寛容導入（Immune Tolerance Induction; ITI）療法中のインヒ

ビターIgGサブクラスの推移を検討したところ、ITIの治療効果のモニタリングとして IgG1お

よび IgG4が有用であることが示唆された。また、トロンビン生成試験を用いてインヒビター存

在下での第 VIII因子の止血効果発現に関する検討を行ったところ、インヒビター認識部位によ

ってトロンビン生成に差がみられ、ITI中の第 VIII因子製剤定期輸注による出血予防効果にも

差がみられることを示唆する結果であった。 
 
研究成果の概要（英文）：The changes of inhibitor IgG subclasses during the course of Immune 

Tolerance Induction (ITI) therapy were examined. The data obtained suggested that both 

IgG1 and IgG4 subclasses were useful for the monitoring of therapeutic effect of ITI. 

Using the thrombin generation test, hemostatic effect of factor VIII in the presence of 

inhibitor IgG was examined. The thrombin generation pattern varied by the recognition 

site of inhibitor IgG. These data suggested that there might be a difference in the 

prophylactic effect of regular infusion of factor VIII concentrate during the ITI. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年の血友病治療は凝固因子製剤の進歩
とともに大きく前進しており、患者の QOLは
確実に向上している。しかし、これら凝固因
子製剤による補充療法中に発生する抗第
VIII因子同種抗体（以下、インヒビター）は、
一旦出現するとその治療に難渋することが
多い。インヒビターを除去するための治療法
として、これまで免疫寛容導入（Immune 
Tolerance Induction; ITI）療法が試みられ
てきたが、ITI に不応性の症例が少なからず
存在することから、これら難治例に対する治
療法の開発は、今後の血友病治療の残された
大きな課題の一つである。 
 
２．研究の目的 
 すでに、われわれは ITIに不応の患者にお
いて、第 VIII 因子製剤投与後の残存第 VIII
因子活性が治療経過によって変化すること
を見出した（Haemophilia 10, 341-346, 2004）。
これら血友病患者で観察されるインヒビタ
ーの存在下での第 VIII 因子活性発現は免疫
療法の効果発現のメカニズムを示唆するも
のであるが、その詳細はいまだ不明な点が多
い。本研究では、インヒビターに対する免疫
療法の効果発現のメカニズムを解明するこ
とで、インヒビター撲滅に向けた新たな治療
ストラテジーを確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) ITI中の IgGサブクラスの推移の検討 
① 対象：インヒビター保有血友病 A６例を対
象とした。６例中３例は H鎖 44kDaを認識し、
３例は H鎖 44kDaと L鎖 72kDaの両者を認識
した。ITI開始時の年齢は 6-17歳、インヒビ
ター出現から ITI 開始までの期間は 4.5-15
年、ITI開始前のインヒビター最高値は 5-532 
BU/ml であった。ITI 開始時のインヒビター
値は＜0.6-3.9 BU/ml、ITI開始後のインヒビ
ター最高値は 0.9-1,818 BU/mlであった。ITI
の成績は６例中３例でインヒビターが消失
し、２例は継続中で、1,818 BU/ml まで上昇
した１例は ITI を中止した（Table 1）。 
 

 
②方法：インヒビター力価の測定は Bethesda 
法で、インヒビター認識部位の同定はイムノ
ブロット法で、インヒビターIgG サブクラス
の測定はペルオキシダーゼ標識抗ヒト IgGサ
ブクラスモノクローナル抗体を用いた ELISA
法で行った。 
 
(2) インヒビター存在下での第 VIII 因子の
止血効果発現に関する検討 
① 対象：インヒビター保有血友病 A４例を対
象とした。このうち２例は H 鎖 44kDaを認識
し、残り２例は L鎖 72kDaを認識する抗体で
あった（Fig.1）。 

 

 

 

 

 

 

 

②方法：各患者血漿からプロテイン Aカラム
を用いてインヒビターIgG を精製した後、第
VIII 因子欠乏血漿で希釈し、５ BU/ml とな
るように調整を行い、合成インヒビター血漿
を作成した。そこに中和量に満たない１U/ml
のリコンビナント第 VIII因子を添加し、37℃
で 10、30、60、120分間、加温した後、トロ
ンビノスコープでトロンビン生成能を測定
した。トロンビン生成試験のパラメーターと
し て 、 LT (Lag Time)、 ETP (Endogenous 
thrombin potential)、PH (Peak height)、
TTpeak (time to peak)を使用した（Fig.2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 

(1) ITI中の IgGサブクラスの推移の検討 

 ITI 成功例は ITI 開始後それぞれ１か月、
５か月、12か月でインヒビターが消失したが、
成功例と不成功例では認識フラグメントに
差は認めなかった。経過中の IgGサブクラス

case 1 2 3 4 5 6 

ITI 開始年齢（年） 6 17 14 9 8 7 

ITI までの期間（年） 4.5 15 10 8 7 6 

開始時インヒビター - 0.8 0.9 2.0 3.9 - 

開始前最高値 75 346 532 5 62 460 

認識フラグメント H/L H H H/L H H/L 

転帰 成功 成功 成功 継続 継続 失敗 

Fig.2 Thrombin generation of normal plasma
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Fig.1 The binding sites of alloantibodies to FVIII



 

 

は６例中３例で IgG1、IgG2、IgG4 を、２例
で IgG4を、１例で IgG2、IgG4を認識してい
たが、IgG3 は全例で陰性であった。ITI 後、
インヒビター上昇がみられた４例では主と
して IgG4 がインヒビター力価に平行して変
動した。不成功に終わった１例では IgG4 と
ともに IgG1 が著明に上昇した。ITI の治療効
果のモニタリングとして IgG1および IgG4が
有用であることが示唆された（Fig.3〜8）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) インヒビター存在下での第 VIII 因子の
止血効果発現に関する検討  
 in vitroで ITIと同等の条件を構築し、ト
ロンビン生成試験を用いてインヒビター存
在下での第 VIII 因子の止血効果発現に関す
る検討を行った（Fig.9〜12）。 
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Fig.9  Thrombin generation pattern (case 7)

Time (min)

T
h
ro

m
b
in

 (
Q

ui
ck

T
im

eý
 Ç

²

É
tÉ

H
É

g 
- 

JP
E

G
 ê

Lí
£É

vÉ
çÉ

O
É

âÉ
Ä

Ç
™

Ç
±Ç

Ã
É

sÉ
N

É
`É

É
Ç

¾
å©

Ç
È

Ç
žÇ

½
Ç

…
Ç

Õ
ïK

óv
Ç

-Ç

�Å
B

nM
)

1.0

3.0

2.0

10

5

0

Inhibitor titer
   (BU/ml)

absorbance
 (492nm)

Fig.3  Anti-FVIII IgG subclass （case１）

Start of ITI 4 62

Inhibitor titer

IgG1

IgG2

IgG4
IgG3

 (month)

0

100

200

300

400

0 10 20 30 40 50 60

Time (min)

T
h
ro

m
b
in

 (
Q

ui
ck

T
im

eý
 Ç

²

É
tÉ

H
É

g 
- 

JP
E

G
 ê

Lí
£É

vÉ
çÉ

O
É

âÉ
Ä

Ç
™

Ç
±Ç

Ã
É

sÉ
N

É
`É

É
Ç

¾
å©

Ç
È

Ç
žÇ

½
Ç

…
Ç

Õ
ïK

óv
Ç

-Ç

�Å
B

nM
)

10 min

30 min

60 min

120 min

Fig.10 Å@Thrombin generation pattern (case 8)



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
トロンビン生成試験のパラメーターのうち、
LTおよび ETPはいずれのインヒビターIgGに
おいても差はみられなかった（Fig.13、14）。
PHは C２ドメインを認識する抗体では時間経
過とともに低下し、120 分後にはほぼ消失す
る傾向が見られたのに対し、A２ドメインを
認識する抗体では時間経過による減衰が少
なく、120 分後でもトロンビン生成能は十分
に残存していた（Fig.15）。TTpeak では 10、
30 分後の値に差はみられなかったが、60、120
分後は C２ドメインを認識する抗体の方が A
２ドメインを認識する抗体よりも延長する
傾向が見られた（Fig.16）。 
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Fig.11 Å@Thrombin generation pattern (case 9)
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Fig.12 Å@Thrombin generation pattern (case 10)
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Fig.13 Å@Lag Time of thrombin generation test

1000

1500

2000

2500

3000

0 30 60 90 120

Time (min)

E
T
P

 (
Q

ui
ck

T
im

eý
 Ç

²

É
tÉ

H
É

g 
- 

JP
E

G
 ê

Lí
£É

vÉ
çÉ

O
É

âÉ
Ä

Ç™
Ç±

ÇÃ
És

ÉN
É̀

ÉÉ
Ç¾

å©
ÇÈ

Çž
Ç½

Ç…
ÇÕ

ïK
óv

Ç-
Ç

�ÅB

nM
 

x 
m

in
)

case 7

case 8

1000

1500

2000

2500

3000

0 30 60 90 120

Time (min)

E
T
P

 (
Q

ui
ck

T
im

eý
 Ç

²

É
tÉ

H
É

g 
- J

P
E

G
 ê

Lí
£É

vÉ
çÉ

O
É

âÉ
Ä

Ç™
Ç±

ÇÃ
És

ÉN
É̀

ÉÉ
Ç¾

å©
ÇÈ

Çž
Ç½

Ç…
ÇÕ

ïK
óv

Ç-
Ç

�ÅB

nM
 

x 
m

in
)

Fig.14 Å@ETP of thrombin generation test
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Fig.15 Peak height of thrombin generation test
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これらの結果は実際の ITI中における第 VIII
因子活性発現の観察結果と合致するもので
あり、インヒビター認識部位によって ITI 中
の定期輸注の出血予防効果に差がみられる
ことを示唆するものである。 
 以上、本研究の成果は免疫療法に不応性の
インヒビター保有患者に対する新たな治療
法の発展に寄与することが期待される。 
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