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研究成果の概要（和文）：我々は、血漿検体でのアンチトロンビン-レジスタンス（ATR）検出・臨床検査法を確立、こ
れを用いてセルビア型変異（p.R596Q）を同定、日本人家系検索にて２家系の新たなATRを検出（いずれもセルビア型変
異）し、日本初のセルビア型変異症例論文報告をした。プロトロンビン－Yukuhasiはトロンボモジュリン(TM)の凝固抑
制にも抵抗性を示した。596R部の一塩基置換ミスセンス変異体解析では、すべてATRとTM抵抗性を示した。R593L（ヒト
R596Lに相当）-ノックイン・ヘテロマウスの交配では14匹/40匹の仔マウスが生後間もなく死亡することから、R593Lホ
モマウスの新生仔致死性が予想された。

研究成果の概要（英文）：We established a laboratoly test to detect antithromnbin resistance (ATR) in 
plasma, identified Serbia mutation (p.R596Q) using this method, and newly found 2 distinct Japanese 
families with ATR caused by Serbian mutation. We reported one of them as the first Japanese thrombophilia 
family associated with Serbian ATR mutation. In addition, we revealed that mutant thrombin derived from 
prothrombin Yukuhasi conveying ATR showed thrombomodulin resistance (TMR), in termas of fibrinogen 
clotting inhibition. Single-base substitution missense variants at 596R of the prothrombin induced ATR 
and TMR. Furthermore, we established a heterozygous R593L (correspond to R596L in human) knock-in mouse, 
and observed that 14 out of 40 new born mouse pups in the breeding of the heterozygous mice soon died, 
suggesting new born lethality of homozygous R593L knock-in mouse.

研究分野： 血液内科、病態検査学

キーワード： アンチトロンビン-レジスタンス（ATR）　プロトロンビン異常症 　トロンビン　遺伝性血栓症　一塩基
置換　トロンボモジュリン　R593Lプロトロンビン-ノックインマウス　相同組換え
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１．研究開始当初の背景 
 震災後の車中泊ストレス発症（いわゆるエ
コノミークラス症候群）で注目された深部静
脈血栓症・肺塞栓症（静脈血栓塞栓症）は、
従来、欧米人に比べて日本人には少ない疾患
とされてきたが、診断技術の向上や食生活を
含めた生活環境の欧米化もあり、日本人にも
決して少なくないことが明らかにされてき
ている。深部静脈血栓症（DVT）では、一部
遊離した血栓が血流に乗り心臓を経て肺血
栓塞栓症（PE）を合併することがあり、合わ
せて静脈血栓塞栓症（VTE）とも呼ばれ突然
死の原因となることがある。 
 静脈血栓塞栓症の環境的リスク要因とし
て、加齢や妊娠、長期臥床、ロングフライト
（エコノミークラス症候群），震災時車中泊
や避難所生活でも多発することが知られ、遺
伝的リスク要因にはアンチトロンビン（AT）
やプロテイン C（PC）、プロテイン S（PS）な
どの生理的血液凝固抑制因子の遺伝子変異
がある。現在まで数多くの静脈血栓症でこれ
らの遺伝子異常が同定されており、当研究室
でもこれまでに各候補遺伝子解析により多
数の原因変異を報告してきた。一方で、直接
の発症要因が不明な血栓症は特発性血栓症
として難病疾患の一つにも指定されている
ように、原因不明の遺伝性血栓症はまだは数
多く存在する。 
 当研究室では、原因が長らく不明であった
静脈血栓症家系において、通常は出血傾向を
示すプロトロンビン異常症で、逆に静脈血栓
症の原因となる遺伝子異常を発見し、その本
態がアンチトロンビン・レシスタンス
（Antithrombin-resistance: ATR）を示す異
常トロンビンを生ずるプロトロンビン遺伝
子異常症（c.1787G>T, p.R596L）であること
を世界で初めて報告した（1）。なお、本論
文内容講演のため、2013 年オランダで開催さ
れる国際血栓止血学会（ISTH2013）でのシン
ポジウムに招待されている。この ATR は、原
因が特定できていない遺伝性静脈血栓症の
原因として他の家系にも存在することが予
想され、本研究において新たな ATR 症例の検
索解析、ならびに分子生物学的手法を用いて
異なる遺伝子変異でのATR惹起性について解
析を行う。また、マウス分子での R596L 変異
プロトロンビンの ATR 惹起性を in vitro で
解析、さらにノックインマウス手法を用いて
R596L プロトロンビンマウスを作製し、R596L
変異の血栓症発症分子メカニズムを個体レ
ベルで in vivo解析を行い、さらに、最近開
発の著しい新しい抗凝固薬などの抗血栓効
果判定における血栓性素因モデルマウスと
してその有用性を検討する着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 ごく最近我々は、従来の血栓性素因概念と
は全く異なり、通常では出血傾向を示す凝固
因子・プロトロンビンの異常が逆に血栓症の
原因となることを発見し、世界初のアンチト

ロンビンによる凝固活性阻害に抵抗性
（Antithrombin-resistance: ATR）をもつト
ロンビンを生ずるプロトロンビン異常症
（c.1787G>T, p.R596L）としてに報告した（1）。 
 この研究成果に基づき本研究では、血漿検
体を用いた ATR 検出法を確立し(2)、ATR 新
規症例の検索とその遺伝子変異の同定解析
を行った。また、組換え変異体の作製解析に
よる R596L 以外のプロトロンビン変異体で
の ATR 惹起性について in vitro 解析を行い、
新たなATR血栓性素因の候補変異解析を行っ
た。さらに、種々抗血栓薬の効果判定に用い
る血栓性素因モデルマウスとしての有用性
を検討することを目的に、R596L 変異プロト
ロンビンのin vivo での血栓症発症病態を解
明する目的にノックイン-マウス（R593L [ヒ
ト分子 R596L に相当] プロトロンビン-マウ
ス）を作製した。これらの研究を通して、原
因不明であった遺伝性血栓症での新たな血
栓性素因・ATR の病態解明を行うことを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
 我々は、血漿検体を用いた ATR 検出法（血
漿検体由来トロンビンの AT による不活化動
態から ATR を判定）を確立し (2)、これを用
いて未だ原因の特定に至っていない遺伝性
血栓症における新たなATR血栓性素因症例の
検出と頻度の解析を行い、さらに ATR 同定症
例においてはその原因遺伝子変異の同定解
析を行った。 
 ATR 血栓性素因発見の発端となったプロト
ロンビン R596L 変異は活性型トロンビンの
Na+結合領域に位置し、TAT 複合体での AT 分
子 265Nとの水素結合形成不全が予想される。
そこで、本研究では一塩基置換により 596R
に生ずるミスセンス変異体（L, P, Q, W, G）
を組換え技術にて作製し、それぞれ ATR 惹起
性のスクリーニング解析を行った。すなわち、
各組換えプロトロンビン変異体から活性化
した変異トロンビンの TAT 形成能（ヘパリン 
+ or - ）やトロンビン生成試験（Thrombin 
generation assay: TGA）への影響を検討し、
ATR を示す変異体の同定解析を行った。 
 報告した ATR プロトロンビンの変異は、も
う一つの生理的凝固制御機構トロンボモジ
ュリン／プロテインC経路にも影響を及ぼす
ことが考えられ、組換え体を用いて変異型プ
ロトロンビン由来の変異トロンビンのトロ
ンボモジュリンとの結合能、プロテイン C活
性化能について野生型由来トロンビンとの
比較検討を行った。 
 ノックインマウス手法を用いてR593Lプロ
トロンビン-マウスを作製するため、まずタ
ーゲティングベクターを作製した。具体的に
は、Neo (positive)と TK (negative)のダブ
ル選択マーカを有する pNT1.1 ベクターをも
とに Neo を挟んで短腕と長腕（Neo 側近傍に
R593L 変異を導入）を配置したターゲティン
グベクターを大阪大学微生物病研究所 附属



遺伝情報実験センター・遺伝子機能解析分野
（発生工学研究会）に依頼して ES 細胞での
相同組換え体をスクリーニングし、得られた
目的組換え ES 細胞からのキメラマウス作製
を作製した。そして得られた目的組換え ES
細胞キメラマウスの交配により目的の R593L
プロトロンビン-マウス（ヘテロマウス）を
作成した。 
 
４．研究成果 
 我々は ATR 検出法（血漿検体由来トロンビ
ンの AT による不活化動態から ATR を判定）
を確立し (2)、これを用いてセルビア型変異
[c.1787G>A, p.R596Q] を同定した（図１）
(3)。 

 また、ATR を示すプロトロンビン Yukuhasi
がやはり血液凝固制御因子であるトロンボ
モジュリンによるフィブリンノゲン凝固抑
制にも抵抗性を示すことが明らかにした(4)。 
 さらに、ATR 検出法を用いて ATR 新規症例
検索とその遺伝子変異同定解析を行った結
果、原因不明であった静脈血栓症患者の ATR
を新たに日本人２家系に検出（いずれもセル
ビア型変異[c.1787G>A, p.R596Q]を同定）し、
日本初のセルビア型変異症例として論文報
告した（図２）(5）。 

 また、596R の一塩基置換により生ずるミス
センス変異体では、TAT 形成能が悪く ATR を
示すと同時にトロンボモジュリンによるフ
ィブリン凝固抑制にも抵抗性を示すことが
明らかとなった（投稿中）。 
 さらに、R593L プロトロンビン-マウス用の
ターゲティングベクターを作製し、ES 細胞で
の相同組換えにて得られたキメラマウス作
製と C58BL6 マウスを交配してヘテロマウス
を得て、その交配により目的の LoxP 配列の
み含む R593L ヘテロマウスの樹立に成功し、
ヘテロマウス同士の交配を行ったところ 14
匹/40 匹の仔マウスが生後間もなく死亡し、
ホモマウスが胎生致死になることが予想さ
れるが、生存仔マウス 26 匹の genotype を解
析中である。 
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