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研究成果の概要（和文）：先天性プロトロンビン (PT)異常症家系において同定された無症候性のPT Himi 
(M380TとR431Hの複合ヘテロ接合体)のリコンビナントPTを作製し、異常PTの分子特性を評価した。M380Tは凝固
活性が著しく低下しており、ATRおよびトロンボモジュリン抵抗性 (TMR)を有している可能性が示された。一方
で、R431Hは凝固活性の低下は中程度であり、ATRはなくTMRを有している可能性が明らかとなった。したがっ
て、M380TおよびR431H変異に起因する出血傾向は、それらの異常PTが有するATRやTMRという易血栓性の性質によ
りバランスがとられて、発端者は無症候性になった可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Asymptomatic prothrombin (PT) Himi (compound heterozygotes of M380T and 
R431H) was identified in a family with congenital PT abnormalities. These recombinant PTs were 
generated and the molecular characteristics of the abnormal PTs were evaluated. M380T, with severely
 reduced coagulation activity, had ATR and TMR. R431H, with moderately decreased coagulation 
activity, had no ATR but had TMR. Thus, the bleeding tendency caused by the M380T and R431H 
mutations may have been balanced by the easily thrombogenic properties of ATR and TMR, making the 
proband asymptomatic.

研究分野：血栓止血学

キーワード： 異常トロンビン　アンチトロンビン抵抗性　トロンボモジュリン抵抗性　血栓傾向
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、異常プロトロンビン (PT)の易血栓性の性質であるアンチトロンビン抵抗性 (ATR) とトロンボモジ
ュリン抵抗性 (TMR)に着目した。異常PTは出血性や血栓性など相反する性質を有し、どちらの性質に偏るかによ
って、患者の臨床症状も様々である。PTおよびその活性化タンパク質であるトロンビンは、凝固関連因子との
様々な相互作用を介して、止血作用、抗凝固作用、線維素溶解などを調節している。PT Himiで同定されたM380T
とR431Hの特性を詳しく解析することにより、新しい血栓性素因の発見や、現時点では原因不明とされる血栓症
の診断につながる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 血液凝固因子トロンビンの前駆体であるプロトロンビンに遺伝子変異を有する先天性プロト

ロンビン異常症は、凝固機能が低下することによる出血症状だけではなく、無症状や血栓症を発

症する症例が存在し、トロンビンの出血性作用と血栓性作用が明らかとなっている (1)。トロン

ビンの抗凝固作用には、トロンボモジュリンと結合することで抗凝固因子のプロテイン C を活

性化し、その活性化プロテイン C が凝固反応を阻害する経路と、抗凝固因子のアンチトロンビ

ンと結合することによりトロンビンの凝固活性自体が不活化される経路との 2 つが存在する。

現在までに、遺伝子変異を有する異常プロトロンビンとアンチトロンビンとの結合障害に起因

した血栓症 (2)に加え、近年、異常プロトロンビンとプロテイン C との結合障害による血栓症 

(3) が報告された。 

申請者らは、以前解析した先天性プロトロンビン異常症において PT Himi〔p.Mer380Thr 

(M380T)と p.Arg431His (R431H)の複合ヘテロ接合体〕を同定している (4)。431Argはトロンボモ

ジュリンと直接結合するアミノ酸そのものであり、380Met もトロンビンの立体構造上トロンボ

モジュリンとの結合部位に近接していることから、M380Tおよび R431Hはトロンボモジュリン

との結合が障害されている可能性を考えた。また、通常 PT異常症の複合ヘテロ接合体は出血を

呈するが、PT Himiの発端者はM380Tと R431Hの複合ヘテロ接合体であったにも関わらず臨床

的には無症状であったことから、申請者はこの異常プロトロンビンが有する“凝固機能低下によ

る出血傾向”と“抗凝固機能低下による血栓傾向”とが組み合わさった結果、無症状となった可能

性があると推測した。以上のことより、トロンボモジュリン結合障害（thrombomodulin resistance: 

TMR）型異常プロトロンビンは易血栓性の性質を有するのではないかと考えた。申請者は、先天

性プロトロンビン異常症の中には、ATR やプロテイン C 結合障害だけでは説明がつかない表現

型を示す症例が存在していると考え、TMRの病態解明の必要性を見出したが、TMR型異常プロ

トロンビンの血栓形成メカニズムに関する研究は未だ十分ではない。 

 
 
２．研究の目的 

M380T および R431H の TMR を含む易血栓性の性質を解析し、複合ヘテロ接合体患者が無

症候性となったメカニズムを解明することを目的とした。 

(1) 異常トロンビンのアンチトロンビン抵抗性 (ATR)の評価 

ATRを評価するアッセイ系を確立し、M380Tおよび R431Hの ATRを解析する。 

(2) 異常トロンビンのトロンボモジュリン結合障害 (TMR)の評価 

TMRを解析する系を確立し、M380Tおよび R431Hの TMRを解析する。 

(3) 異常トロンビンのプロテイン C活性化能の評価 

異常トロンビンがトロンボモジュリンと結合してプロテイン C を活性化し、生成される活

性化プロテイン C量を測定することで、異常トロンビンのプロテイン C活性化障害を評価

する。 
 
 
３．研究の方法 
野生型 (WT)およびM380T、R431Hに加え、ATRを有すると報告されている Yukuhashi (R596L)

をポジティブコントロールとして、これらの PT遺伝子変異を導入した Hisタグ付き発現ベクタ

ーを作製した。発現ベクターを HEK293細胞にトランスフェクションし、安定発現細胞株を樹立



後、培養上清の Ni-NTAアフィニティ精製とバリウム吸着にて高純度の精製リコンビナントプロ

トロンビン (rPT)を取得した。後述する(1)、(3)、(4)、(5)の実験では、精製した rPT を活性化第

X因子、活性化第 V因子、リン脂質、CaCl2からなる PT活性化剤にてトロンビンに活性化させ

て実験に使用した。 

(1) AT添加残存トロンビン活性測定 

37℃にてトロンビンに AT を添加し、任意の時間反応させた後、発色合成基質 S-2238 を加え

405nm の吸光度を測定することにより残存トロンビン活性を算出した。反応時間 0 分時点の活

性を 100％とし、反応時間による残存トロンビン活性の低下を解析した。 

(2) ウエスタンブロットによるトロンビン-アンチトロンビン複合体 (TAT)形成能評価 

37℃にて rPTに PT活性化剤を加え 15分間インキュベートし、トロンビンへと活性化させた。

次に AT を添加し、10 分間インキュベートしてトロンビンと AT とを反応させて TAT を形成さ

せた。その後反応を停止させ、ウエスタンブロッティングにて TAT を検出し、シグナル強度を

Image Jにて解析して TAT形成率を算出した。 

(3) 表面プラズモン共鳴法 (SPR)による AT親和性解析 

トロンビンを Hisタグを介して NTAセンサーチップに固相化し、ATとの複合体形成による消

失光角度の変化をレスポンスとして検出し、解離定数 (KD)を算出した。算出した KDからトロ

ンビンと ATの親和性解析を行った。 

(4) SPRによる TM親和性解析 

トロンビンを His タグを介して NTA センサーチップに固相化し、TM との複合体形成による

消失光角度の変化を検出し、解離定数 (KD)を算出した。算出した KDからトロンビンと TMの

親和性解析を行った。 

(5) TM存在下でのトロンビンによる活性化プロテイン C生成能評価 

α-TMを加えたトロンビンをプロテイン Cに添加し、プロテイン Cを活性化させ活性化プロ

テイン C (APC)を生成させ、任意の時間反応させた後、トロンビン不活剤の PPACK を加え反応

を停止させた。発色合成基質 S-2366を加え吸光度を測定し、濃度既知の APCを用いて作成した

検量線から反応時間による APC 生成量を算出し、プロテイン C 活性化障害の程度を評価した。 

 

 
４．研究成果 
 

(1) AT添加残存トロンビン活性測定（図 1） 

反応時間 30分後の時点でWTが 9%に対し、R596L

は 81%と著しい ATRを示しており(p<0.001)、アッセ

イ系に問題がないことを確認した。M380T は反応時

間 30分後も残存トロンビン活性が 75%と有意に高値

を示した (p<0.001)。一方、R431H は反応時間 30 分

後では 30%とWTと有意な差を認めたが(p<0.05)、10

分後では有意差は認められなかった。 

(2) ウエスタンブロットによる TAT形成能評価（図 2） 

TATおよびトロンビンのバンドを Image Jでバンド定量し、トロンビン全量のうち TATを形成

した割合を TAT形成率〔TAT/(TAT+トロンビン)〕として算出して比較した。WTの TAT形成率

が 96%に対し、ATR を示す R596L は 12%と著明に低値を示し (p<0.001)、アッセイ系に問題が



ないことを確認した。M380Tは 72%

と TAT形成率がWTに比べ有意に低

下し (p<0.001)、R431Hは 92%とWT

と同等であった。 

(3) 表面プラズモン共鳴法 (SPR)に

よる異常トロンビンと AT の親

和性解析 

 算出した解離定数 (KD)は WT が

0.61×10-7 Mに対し、ATRを示すR596Lでは 8.66×10-7 Mと有意に親和性低下を示し (p<0.001)、

アッセイ系に問題がないことを確認した。R431H の KD は 0.79×10-7 M と WT と同等であった

が、M380Tでは 2.66×10-7 M (p<0.001)と有意に親和性が低いことが明らかとなった。 

(4) SPRによる異常トロンビンと TMの親和性解析 

算出した解離定数 (KD)はWTが 1.11×10-5 Mに対し、M380Tおよび R431Hでは KDを算出

できない程にレスポンスが低く、ほとんど TMと結合しない可能性が示唆された。装置故障によ

る実験中断で n=1のため、今後 n数を増やして正確な測定結果を算出する。 

(5) TM存在下でのトロンビンによる活性化プロテイン C (APC)生成能評価 

 30分後の APC生成量は、WTが 18.2 nM/nM thrombinに対し、M380Tが 0.67 nM/nM thrombin 

(p<0.05)、R431Hが 3.34 nM/nM thrombin (p<0.05)と活性化プロテイン C生成量の著減が確認され

た。 

 以上の結果より、M380Tは AT添加残存トロンビン活性測定、ウエスタンブロットによる TAT

形成能評価、SPRによる AT親和性解析より中程度の ATRが示唆された。また、TM存在下での

トロンビンによる活性化プロテイン C 生成試験、SPRによる TM 親和性解析より TM との結合

障害による重度のプロテイン C 活性化障害が示唆された。M380 は AT、TM との結合部位その

ものではないにも関わらず結合障害があること、タンパク質高次構造上やや内部に位置してい

ることから、変異によってトロンビンの構造そのものが大きく変化している可能性が考えられ

た。一方で、R431H は ATR を認めなかったが、TM 存在下でのトロンビンによる活性化プロテ

イン C 生成試験、SPR による TM 親和性解析より TM との結合障害による重度のプロテイン C

活性化障害が示唆された。また R431は TMとの結合部位そのものであり、変異によって TMと

の結合障害が起きていると推察された。以上のように、PT Himiの出血傾向はM380T、R431Hそ

れぞれの易血栓性によって緩和されており、奇跡的にバランスがとられ、無症候性であったと推

察した。 
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