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研究成果の概要（和文）：これまでに、第 VIII 因子活性を増強する抗体の報告はない。抗第

VIII 因子モノクローナル抗体 mab216 は第 VIII 因子活性を 1.5 倍以上増強する抗体であ

る。さらに、第 X 因子生成反応を 1.5 倍やトロンビン生成反応を 2.5 倍増強した。抗体の

結合部位はＡ２ドメインと考えられ、本抗体の存在により Arg372 の開裂が亢進している

ことが判明した。本抗体は血友病Ａの止血治療に有用であることが示唆された。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Antibodies that promote FVIII activity do not appear to have 
been reported. In this study, anti-FVIII monoclonal antibody, mab216, that enhanced 
FVIII coagulation activity. The mab216 increased FVIII activity ～ 1.5-fold 
dose-dependently, FXa generation and thrombin generation were increased by ～1.4- 
and ～2.5-fold, respectively. An anti A2 epitope was identified and the antibody 
enhanced the cleavage at Arg372. The findings may cast new light on new principles 
for improving the treatment of haemophilia A patients. 
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１．研究開始当初の背景 

血友病 A は、第 VIII 因子の質的量的
欠乏を病態とする重篤な出血傾向を呈す
る疾患で、先天性凝固障害症では最も発
生頻度が高い。血友病 A 止血治療の根本
は、第 VIII 因子製剤の補充療法である。
近年は、第 VIII 因子製剤を週に 2－3 回

定期的に投与することにより出血症状を
予防する定期補充療法が重要になりつつ
ある。実際、第 VIII 因子活性を>1％に
維持することで劇的な出血予防効果が得
られ、また、頭蓋内出血に代表される重
篤な出血は回避される。さらに、最近、
幼少期に定期補充を開始することにより、
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血友病の合併症で最も重要な関節症の発
症や進展を防御することが明らかにされ
ている。定期補充療法の浸透により、わ
が国の血友病医療は進歩しつつあるが、
頻回の静脈注射が必要であり、幼少期の
患児の導入が困難である。さらに、投与
量増大に伴う医療経済や補充療法が無効
となる抗第 VIII 因子同種抗体（インヒビ
ター）の発生などの問題が残っている。
将来の治療法として遺伝子治療が期待さ
れているが、いまだ臨床応用上有効かつ
安全なベクターは開発に到っておらず、
また、遺伝子導入による白血病などの発
生に関する懸念やベクターおよび産生第
VIII因子に対する抗体やインヒビターの
発生の問題もある。したがって、幼少期
から安全にかつ容易に実施でき、かつイ
ンヒビターの存在に影響を受けない治療
法が切望されている。このためには従来
の第 VIII 因子製剤による補充療法の効
果をより増強かつ長時間に作用させる技
術が必須である。 

２．研究の目的 
第 VIII 因子の作用を増強させるためには、第
１に凝固反応系における第 VIII 因子の機能
に関する基礎的知見の集積が必要である。第
VIII 因子は、トロンビンや活性型第 X 因子に
より限定分解を受けて活性型第 VIII 因子に
変換される。活性型第 VIII 因子は、活性型プ
ロテイン C(APC)により不活性化される。活
性型第 VIII 因子は、凝固反応の第一ステップ
である第X因子活性化反応を 10５倍亢進する
作用を有することが知られている。したがっ
て、血友病 A の出血症状が先天性凝固障害症
で最も重篤であるのは当然である。さらに、
>1％で出血予防効果が期待されることも説
明できる。平成 17～19 年の基盤研究で実施
した凝固波形解析に関する研究により、第
VIII 因子が 1％存在すると凝固時間が短縮す
るのみならず、凝固開始後フィブリン形成速
度や加速度が改善されること、また、この凝
固波形の改善がトロンビン生成とも相関し
ていることを初めて明らかにした（Journal 
of Thrombosis and Haemostasis, 4；377-384, 
2006）。さらに、0.2～<1％の微量レベルでも、
第 VIII 因子由来のトロンビン生成能がみら
れることも判明した。この研究成果は、血友
病の臨床的重症度が 1％未満の重症と 1％以
上の中等症で著しく異なるという従来の経
験的概念を凝血学的に裏付けるとともに、微
量の第 VIII 因子上昇でも出血予防効果が期
待されることが確認された。 

さらに、第 VIII 因子の活性評価は、凝固 
時間の短縮効果を基本とする従来の凝血学
的方法で判断するのは不十分であり、凝固
速度、凝固加速度やトロンビン生成能を包
括的に評価することが必要であることも判

明した。 
従来の第 VIII 因子を単独で投与する補 

充療法では、第 VIII 因子の活性を持続的に
増強させることは第 VIII 因子の不活性化
機構やクリアランス機構のためきわめて困
難である。したがって、第 VIII 因子の作用
を増強させるためには全く新たな治療スト
ラーテジーが必要である。応募代表者は、
第 VIII 因子の構造および機能解析の目的
で、様々な抗第 VIII 因子モノクローナル抗
体や同種抗体を用いて、エピトープおよび
抗第 VIII 因子機能の解析を行ってきた。そ
の結果、第 VIII 因子とトロンビン、活性型
第 X 因子、プラスミン、von Willebrand 因
子（VWF）、活性型プロテイン C（APC）,
リン脂質の結合を抑制する抗体を発見した。
これらの抗体のエピトープ解析に基づき、
各種第 VIII 因子フラグメント、ペプチドな
どを用いて、それぞれの結合部位の同定に
初めて成功した（ Nogami K, Shima M et 
al. J Biol Chem 274,31000-31007,2000. 
Nogami K, Shima M et al. J Biol Chem 
275,25774-25781,2000. Nogami K,Shima 
M et al. Blood 97, 669-677, 2001. Nogami 
K,Shima M et al. Blood 99, 3993-3998, 
2002. Nogami K, Shima M et al. J Biol 
Chem 282,5287-5295,2007.）。モノクロー
ナル抗体は、特定のエピトープ残基を認識
して特異的に結合する。従来、モノクロー
ナル抗体は、機能を抑制する抗体のみに注
目されていたが、抗原に結合することによ
り、蛋白分解を抑制し、また、構造変化を
きたして、様々なリガンドへの親和性を高
める可能性もある。応募代表者は、モノク
ローナル抗体の活性増強作用の可能性に注
目して、本研究を着想した。 

 
第 VIII 因子は、活性型第 X 因子生成

系において活性型第 IX因子、第 X因子、
活性型第 VII 因子、リン脂質、およびフ
ォンヴィレブランド因子（VWF）と互い
に結合することによって、それぞれの因
子やリガンドとの相互作用を促進して凝
固反応を促進する。そこで、第 VIII 因子
に反応する各種抗体をスクリーニングす
ることにより、第 VIII 因子機能を亢進す
る抗体が得られる可能性がある。このよ
うな抗体は、従来の補充療法と併用する
ことにより、第 VIII 因子活性を持続的に
増強し、さらに、インヒビター保有患者
にも有効な全く新たな止血療法の実現が
期待される。抗体を用いた止血治療は、
皮下投与が可能であること、さらに、半
減期が 2 週から 1 ヶ月程度あり、長時間
作用するという大きな利点がある。これ
は、特に頻回の経静脈投与が困難な幼少
期の血友病A患者にとってきわめて有用



 

 

である。 
そこで本研究では、第 VIII 因子機能を

持続的に増強する抗体による新規止血治
療法に関する基礎的知見を得ることを目
的に、下記の研究を実施する。 

1） 第 VIII 因子活性やトロンビン生
成能を増幅する抗第 VIII 因子
モノクローナル抗体の作製 

2） 抗体エピトープの解析および第
VIII 因子機能増幅機序の解明 

3） 血友病 A ノックアウトマウスを
用いたモノクローナル抗体の in 
vivo 止血効果の評価 

血友病Aにおいて抗体を用いた治療法
の概念は全く無く、極めて独創的と思わ
れる。また、第 VIII 因子に関する研究で
も、活性を亢進する抗体やその臨床応用
に関する報告もみられない。本研究は第
VIII因子を介する凝固機構の解明にも有
用である。 

 
３．研究の方法 
1)抗体作成 
抗第 VIII 因子モノクローナル抗体はヒト第
VIII 因子（FVIII）を免疫してマウスミエロ
ーマ細胞（P3U1）と細胞融合を行い HAT 培
地で選択培養を行った。抗体産生クローンは
酵素抗体法（ELISA）で実施した。抗体陽性
クローンを２回限界希釈した。培養液からプ
ロテインＧセファロースで純化した。得られ
たモノクローナル抗体（mAb）の抗凝固作用
については aPTT を用いた。比較検討のため
の抗 FVIIImAb として A1 ドメイン認識抗体
C5, A2 ドメイン認識 mAb413, JR8, C2 認識
NMC-VIII/5, A3 認識 JR5 を用いた。 
2）凝固測定 
抗体の抗凝固作用については aPTT を基盤と
する凝固波形解析にて検討した。aPTT 実施
中の透過度をリアルタイムにモニタリング
して最大凝固速度（min1）,最大凝固加速度
（min2）を測定した。FVIII 活性は FVIII
欠乏血漿を用いた凝固１段法にて実施した。 
3）活性化第 X 因子生成反応 
活性化第 X 因子（FXa）生成反応は純化シス
テムにて測定した。FVIII(30nM)をトロンビ
ンにて活性化させ、活性化第 IX 因子（FIXa）
と第 X 因子を添加して反応を進め、合成発色
基質 S2222 にて測定した。 

4） トロンビン生成試験 
トロンビン生成試験（TGT）は正常血漿と各
抗体を混和後、リン脂質およびトロンビンの
蛍光発色基質を添加、リコンビナント組織因
子（TF）、塩化カルシウムで反応を開始した。
生成されたトロンビンをリアルタイムにモ
ニタリングし、ピークまでの時間（Time to 
peak）, トロンビン生成開始までの時間（lag 
time）,ピークトロンビン（peak thrombin）, 

総トロンビン生成量（ETP）などの定量的パ
ラメーターを算出した。 

5） 第 VIII 因子活性化と開裂 
第 VIII 因子の活性化はトロンビンおよび
FXa について検討した。純化 FVIII にトロン
ビンあるいは FXa を添加後、経時的に検体を
とり、FVIII 活性および電気泳動にて FVIII
の開裂パターンを検討した。 
 
４．研究成果 
1）抗第 VIII因子 mAb と活性化増強作用 
特異的抗 FVIII 抗体産生クローンを aPTT お
よび ELISAでスクリーニングを実施し、FVIII
には稀有号するものの aPTT を延長しない抗
体を検索した。ひとつの抗体、mAb216は aPTT
をむしろ短縮した。また、この aPTT 短縮作
用は濃度依存性であった。本抗体の凝固活性
化増強作用について凝固波形解析でも検討
したところ、濃度依存性に最大凝固速度
（Min1）は増加した。本抗体の増強作用が
FVIII 特異的であることを確認するために、
純化 FVIII に本抗体を添加して、FVIII 活性
化について検討したところ、約 1.5倍増強し
た。さらに FXa生成反応の増強効果もみられ
た。本抗体の増強作用は F(ab’)2でも同様で
あった。 
2）トロンビン生成反応への効果 
正常血漿に抗体を添加して、微量の TF（５ｐ
M）惹起 TGT を検討した。トロンビン生成は
いずれのパラメーターにおいても抗体の添
加により抗体の濃度依存性に増強した。TGT
ピーク値や ETP は約 2-３倍増強した。FVIII
欠乏血漿では増強効果はみられなかった。 
3）抗体の結合部位 
本抗体の結合部位の同定を試みた。方法は
FVIII 各サブユニット（H 鎖、L 鎖、A1,A2）
を固相化して ELISA にて実施した。抗体は H
鎖と A2 ドメインに結合した。したがって、
本抗体の結合エピトープは重鎖 A2 ドメイン
に存在することが判明した。 
4）抗体と第 VIII因子活性化および開裂に対
する影響 
本抗体が第 VIII 因子活性化のメカニズムを
明らかにするために、トロンビンおよび FXa
による活性化増強作用について検討した。ト
ロンビンによる活性化ピークレベルは本抗
体の添加により増強した。また、本作用は濃
度依存性であった。同様に、FXa 活性化作用
も増強した。電気英道によるトロンビン FX
あの開裂パターンを観察したところ、Arg372
の開裂を促進していることが判明した。 
5)トロンビンと FVIII への作用 
種々の抗体濃度下に FVIIIとトロンビンの作
用について FXa 生成試験で検討したところ、
本抗体の存在下に FXase活性は増強した。さ
らに、本抗体の作用によりトロンビンと
FVIII との親和性が亢進することが判明した。



 

 

したがって、本抗体はトロンビンと FVIII の
結合性を高めることにより第 VIII 因子活性
化を増強「していることが判明した。 

6） 抗 FVIII 抑制抗体の影響 
本抗体の第 VIII 因子活性増強作用が第 VIII
因子活性を抑制する抗体の影響について検
討した。抑制抗体は抗 FVIII 活性抑制作用を
3BU/ml に調整した。本抗体の第 VIII 因子活
性化増強作用は各種抑制抗体存在下でも認
められた。 

7） 抗体の第 VIII因子安定化作用 
本抗体と FVIII を混和して第 VIII 因子活性
の推移を検討したところ、抗体非存在下なお
場合よりも第 VIII 因子の低下作用は軽減し
たことから、本抗体は第 VIII 因子活性を安
定化する作用を有することが明らかになっ
た。 
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