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研究要旨 

出血性素因や血栓性素因の凝血学的評価は診断のみならず治療管理にもきわめて重要で
ある。従来は、凝固因子、抗凝固因子、線溶因子や抗線溶因子などを個々に評価されてき
たが、in vivo を反映していない。本研究では、トロンビン生成とプラスミン生成を同時に評価
できる測定法を確立した。さらに、両反応系におけるそれぞれの因子の関与について検討し
た結果、プロトロンビナーゼ複合体必須因子である第 V 因子および第 X 因子が最も大きく関
与していた。さらにフィブリノゲンおよびプラスミノゲンはプラスミン生成に大きく関与した。トロ
ンビン生成・プラスミン生成同時測定法は出血性素因のみならず血栓性素因の包括的評価
にきわめて有用であると考えられた。 

Ａ．研究目的 

栓友病は先天性の遺伝性血栓症で、プロ
テインＣ（ＰＣ）、プロテインＳ（ＰＳ）、アンチト
ロンビン（ＡＴ）の欠乏が主な病因である。こ
れらの疾患の診断はそれぞれの抗凝固因
子の測定や遺伝子解析による。しかしながら、
それぞれの測定値は臨床的重症度を必ず
しも反映しない。したがって、栓友病の治療
管理上、血栓傾向を評価する凝固機能測定
法の確立が望まれる。トロンビン生成測定法
は代表的な包括的凝固機能測定法である
が、in vivo では凝固系と線溶系が連動して
いることから、これら両反応系を評価できるこ
とが望ましい。そこで、本年度の分担研究で
は、栓友病の凝固機能を包括的に評価する
ためにトロンビンおよびプラスミンを同時に定
量的に評価できる測定系を確立することを
目的とした。 
 
Ｂ. 研究方法 

試薬：組織因子（TF; Inovin®，Dade），合
成リン脂質（PL; ホスファチジルセリン：ホス
ファチジルコリン：ホスファチジルエタノール
アミン＝1：6：3），組織プラスミノゲンアクチベ
ータ（tPA; American Diagnostica Inc.）をトリ
ガー試薬とし，血漿に塩化カルシウムを添加
することで生成されるトロンビンおよびプラス

ミンが同時に測定する．トリガー試薬（TF, 
PL, tPA）を 20mM HEPES, pH 7.2, 150mM 
NaCl,0.01% Tween 20 と混合した。血漿中の
最終濃度はＴＦ：1pM, PL: 4uM, tPA 3.3nM
に調整した。生成されたトロンビンおよびプ
ラスミンの測定のために２種類の蛍光発色基
質（トロンビン基質：Z-Gly-Gly-Arg-AMC，
Bachem ， Switzerland ； プ ラ ス ミ ン 基 質 ：
Boc-Glu-Lys-Lys-MCA ， Peptide Institute 
Inc.）を用いた。血漿検体（80ul）を 96 穴ポリ
スチレンプレートに添加し、20ul のトリガー試
薬（TF/PL/tPA）を添加した。プレートを蛍
光発色測定器におき、37℃10 分加温後蛍
光発色基質を添加した。次に、CaCl2 を添加
して蛍光シグナルを２時間、45 秒間隔で
390nm および 460nm で測定した。生成トロン
ビンおよびプラスミン測定のために段階希釈
した純化αトロンビンおよびプラスミンを用い
て標準曲線を作成した。データ解析には
excel のソフトウェアを用いた。 

 

Ｃ. 研究結果 

まず、正常血漿についてトロンビン生成お
よびプラスミン生成反応における蛍光シグナ
ルを測定した（図 1-A）。さらに、これらの raw 
data の１次微分からトロンビンおよびプラスミ



 

ン生成曲線が得られた（図 1-B）。 
 

 
 

トロンビン生成ではトロンビン生成が開始
するまでの時間（lag time:LT）、トロンビンピ
ーク値（peak thrombin:Peak）, peak に至るま
での時間（time to peak;ttPeak）,トロンビン総
生成量（endogenous potential: EP）の定量的
パラメーターを算定した。プラスミン生成でも、
同様にプラスミン生成開始までの時間（ＬＴ），
プラスミンピーク値（Peak）、peak に至るまで
の時間（ttPeak）、総プラスミン生成量（EP）
のパラメーターを算定した。 

こ の ト ロ ン ビ ン ／ プ ラ ス ミ ン 生 成 試 験
（T/P-G 測定）が凝固反応系と線溶反応系
間の協働的バランスを反映するものかにつ
いてトロンビン特異性のインヒビター（アルガ
トロバン）や抗凝固因子である APC やトロン
ボモジュリン(TM)を添加して検討した（図
2）。 

 
 

アルガトロバンは濃度依存性に TG に抑制し
た。本抑制効果は著明で、アルガトロバン治
療濃度 10uM で＞90％抑制した。一方、プラ
スミン生成においてLTを濃度依存性に延長
したが、Peak はむしろ増加した。APC や TM
の抑制パターンは異なっていた。すなわち、
両因子はアルガトロバンと同様にトロンビン
生成を濃度依存性に抑制したが、TM はプラ
スミン生成を抑制したが、APC は抑制しなか
った。APC はプラスミン生成抑制効果をみら
れなかった。以上より、T/P-G 測定はトロン
ビン依存性の抗線溶因子である thrombin 
activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI)に感
受性が高いことも示唆された。 

次に、本研究では、様々な凝固因子や抗
凝固因子の凝固・線溶系における役割を検
討するためにそれぞれの因子欠乏血漿を用
いて T/P-G 測定を行った（図 3）。 
 

 
 

 



 

トロンビン生成では第 II, V, VIII, IX, X, XIII, 
フィブリノゲン欠乏血漿で低下した。プラスミ
ン生成では第 V, X 因子、フィブリノゲン、プ
ラスミノゲン欠乏で著明に低下した。α2PI 欠
乏症で peak は亢進した。以上よりフィブリン
形成はプラスミン生成を惹起する上できわめ
て重要であることが確認された。さらに、共通
経路の凝固因子である第 V,第Ｘ因子もプラ
スミン生成に影響することが判明した。これら
の因子の重要性を確認するために、様々な
濃度の純化 FV, FX, プラスミノゲン、フィブリ
ノゲンをそれぞれの欠乏血漿に添加したとこ
ろ、いずれの欠乏血漿においても濃度依存
性にトロンビン生成さらに、およびプラスミン
生成を改善した（図 4）。さらにプラスミン生成
には微量のフィブリノゲンでも惹起されやす
いことも判明した。 

 
 

Ｄ. 考察 

本研究では、凝固系と線溶系の協働作用
を評価する目的でトロンビン／プラスミン生
成測定系を確立した。従来の凝血学的評価
は凝固反応系、線溶反応系を別々に評価し
ていたが、実際の in vivo ではこれら両反応
系は協働して進行している。したがって、本
測定系は、出血性素因のみならず血栓性素
因を包括的に評価する上にきわめて有用な
評価法を考えられた。さらに本研究において、
1)トロンビン生成はプラスミン生成の開始に
きわめて重要であり、たとえ微量なトロンビン

生成量でもプラスミン生成反応を惹起する、
2)プラスミン生成はフィブリノゲン濃度に大き
く依存している、3)プロトロンビナーゼ複合体
の必須因子である FV と FX はトロンビン生成
のみならずプラスミン生成にも必須であるこ
と、4)抗線溶因子であるα２ＰＩはプラスミン生
成を増強するがトロンビン生成には影響をあ
たえないこと、などが判明した。 
 
Ｅ. 結論 

In vivo での出血や血栓症は凝固反応系
と線溶反応系とのきわめて繊細なバランスを
基盤に発症する。したがって、出血性疾患
や血栓性疾患の診断や治療管理において、
両反応系を同時に測定する必要がある。本
研究では凝固反応系をトロンビン生成、線
溶反応系をプラスミン生成にて両者を同時
に評価する測定法を確立した。本測定法は
出血性素因のみならず血栓性素因の包括
的評価にきわめて有用であると考えられた。 
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