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研究成果の概要（和文）：  

本研究では抗リン脂質抗体症候群(APS)にみられる自己抗体の主要な対応抗原のひとつであ

るプロトロンビンに注目し、抗プロトロンビン抗体がどのように血栓傾向と関連するかを検討

した。抗プロトロンビン抗体は、向血栓細胞である単球や血管内皮細胞に結合してそれらを活

性化する。その際、細胞膜表面に発現するリボフォリン II がプロトロンビンの受容体として機

能する可能性が示された。 

研究成果の概要（英文）： 

 The aim of this research was to clarify how autoantibodies against prothrombin, one 

of the major markers of antiphosholipid syndrome(APS), are related with thrombophilia 

in patients with APS.  The antiprothrombin antibodies affected endothelial cells or 

monocytes, leading to the over-expression of procoagulant substances.  In this procedure, 

ribopholin II, precent on cell surface, was likely to be involved as a receptor of 

prothrombin molecule. 
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１．研究開始当初の背景 

 血栓症とその関連疾患は、我が国の直接死

因あるいは生活の制限の原因としてもっと

も重要な疾患のひとつである。多くの患者で

血栓傾向の理由は明らかでないが、最近 抗

リン脂質抗体症候群(APS) とよばれる自己

免疫性血栓症が高頻度に存在することがわ

かってきた。APS を定義する国際基準は申

請者も含めたコミッティーで議論され決定

された。APS 患者にみられる抗リン脂質抗

体は免疫学的に多様性に富んでいる。はじめ

に明らかにされた抗リン脂質抗体の対応抗

原は β2グリコプロテイン I (β2GPI) であ

る。β2GPI がそれまで抗カルジオリピン抗

体とよばれていた抗リン脂質抗体の対応抗

原であることが明らかにされ、以後β2GPI

分子を中心に抗リン脂質抗体の免疫学的特

徴や血栓形成機序の研究がおこなわれてき

た。次に注目された抗リン脂質抗体の対応抗

原として、凝固第 II 因子であるプロトロン

ビンがある。申請者はホスファチジルセリン

に結合したプロトロンビンを抗原した

ELISA(ホスファチジルセリン依存性抗プロ

トロンビン抗体)を樹立し、この方法で極め

て APS に特異度の高い抗体を検出できるこ

とをはじめて見い出した。 

２．研究の目的 

 β2GPIおよびプロトロンビンに対する自

己抗体の特質や、APS の血栓機序を明らか

にすることにより、APS において特異的、

確実な診断方法そして抗血栓療法が可能と

なり、やがては現在「特発性」とされている

難治性血栓疾患の原因解明や治療法確立の

きっかけになることを本研究の最終目的と

する。また、APS は自己抗体が直接おこす

代表的な疾患であり、本研究が難治性病態を

多く合併する膠原病・全身性自己免疫疾患の

克服へのモデルとなることもあわせて期待

したい。  

３．研究の方法 

ホスファチジルセリン依存性抗プロトロ

ンビン抗体の向血栓細胞活性化の機序の

解明：プロテオミクスによる検討 

 プロテオミクスとは、タンパク質の大規

模、網羅的、包括的解析である。プロテオ

ミクスはタンパク質の同定、タンパク質の

プロファイリング、さらにタンパク質相互

作用解析によりなるが、タンパク質の同

定・プロファイリングについては、二次元

電気泳動によるプロテオーム可視化と微

量のタンパク質でもきわめて高精度に修

飾まで含めて同定できる質量分析により

行う。これまでの検討により、FLAG 結合

プロトロンビンを作成し、それを精製して、

単球系セルラインの細胞溶解液と混和し

た。抗 FLAG 抗体アフィニティークロマト

グラフィーにより FLAG タグプロトロンビ

ンと複合体を形成するタンパク質（プロト

ロンビン関連プロテオーム）を網羅的に分

離した。このサンプルを SDS-PAGEにより

分離し一次元電気泳動のバンドあるいは

二次元電気泳動のスポットとして可視化

した。 

 上記にて可視化できたバンドあるいは

スポットをプロテアーゼによりゲル内消

化し、抽出したペプチド混合物を脱塩し、

試料の一部を MALDI-TOF を用いて測定し、

マスフィンガープリンティング法により

データベースを検索する。もしくは

SDS-PAGE のバンドに関係なくゲルを数 10

に均等に切り出し、すべてを

ESI-LC-MS/MS により解析する。さらにそ

のタンパク質の存在の有無によるホスフ

ァチジルセリン依存性抗プロトロンビン

抗体による細胞刺激シグナルの変動につ

いて、ウエスタンブロッティング法、ルシ



 

 

フェラーゼアッセイおよびセル ELISA によ

り解析を行う。同定不能であれば、de novo

シークエンス法により、より長いアミノ酸配

列を読み取る。配列から蛋白データベースの

検索を行い、遺伝子クローニングを行った。 

 

４．研究成果 

 質量分析 により 糖転 移酵素で ある

RibophorinII（RPN2）がプロトロンビン結合

タンパクとして同定された。候補タンパクと

プロトロンビンとの結合は、cotransfection 

assay では確認できたが、その親和性を SPR

で測定するには至らなかった。RPN2 が細胞

表面に出現しているという報告がなかった

ので、抗 RPN2 抗体を用いたフローサイトメ

トリー、免疫染色などにより、RPN2 の細胞

表面の存在を示した。プロテオミクス解析か

らプロトロンビン結合タンパクの候補とし

て RPN2 が同定されたが、同分子の病態にお

ける関与は今後の研究によって証明される

であろう。 
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