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研究要旨 

血栓性素因を有する疾患の診断治療管理において in vivo を反映する凝固機能評価はきわ
めて重要である。本研究ではまず、栓友病の原因としても代表的なプロテインＣおよびプロ
テインＳ欠乏の包括的評価を目的としてプロテイン C（PC）/プロテイン S（PS）経路異常スクリ
ーニング検査を用いて反復流産既往妊婦を経時的に評価し、各凝固因子欠乏血漿を用い
た添加実験も実施した。本症例の PC/PS 経路異常には PS 低値に加えて第 VIII 因子
（FVIII）高値も関与していた。In vitro 添加実験から FV と FVIII が本経路へ大きく関与するこ
とが判明した。栓友病スクリーニング検査として PC、PS、FV、FVIII 等の異常を包括的に評
価可能な本法の有用性が期待される。次に、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 

本邦遺伝性血栓症 3 大素因（プロテイン
C：PC、プロテイン S：PS、アンチトロンビン：
AT）のうち、PC、PS の 2 つは共同して抗凝
固機能を発揮する。本経路にはさらに第 V
因子（FV）、FVIII などの凝固因子や抗リン脂
質抗体、トロンボモジュリンなど多数の因子
が関与している。 

我々は本邦初の APC 抵抗性 FV 分子異
常症（FV W1920R）患者の解析を通じて、
PC 経路機能の凝血学的評価手法を確立し
てきた。本分担研究では、母子に効果的な
栓友病スクリーニング項目として、PC/PS 経
路機能検査が有用であるかどうかの基礎的
検討を実施した。栓友病の診断はそれぞれ
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 

 PC 活性測定は STA 試薬シリーズプロテイ
ン C（クロット）を用いた。PS 活性測定は STA 
ライアテスト フリー・プロテイン S を用いた遊
離抗原測定で代用した（いずれもロシュ・ダ
イアグノスティックス）。PC 経路機能検査であ
る Thrombopath®(Instrumentation 
Laboratory)は被検血漿に Ca と組織トロンボ
プラスチン添加後、合成基質を用いてトロン
ビン生成能を評価する。その際、PC 活性化



 

剤である Protac 添加の有無によって比較し、
PiCi% （ Protac-induced coagulation 
inhibition %）を算出する。つまり、PC 経路が
Protac で活性化された場合にトロンビン生成
能がどの程度抑制されるかを評価した。これ
により PS、PC、FV、FVIII、抗リン脂質抗体等
の異常を効率的に（感度 95%、特異度 86%）
スクリーニングできるとされる（Toulon, 2009）。
本法は市販キット化されており、血液凝固自
動分析装置（ACL TOP、三菱化学メディエ
ンス）で測定できることから汎用性が高い。
本法を用い、反復流産既往妊婦（先天性 PS
欠損症疑い）の PC 経路機能と関連する諸
因子を経時的に評価した。 
 また、市販各凝固因子欠乏血漿に純化 FII、
FV、FVII、FVIII、FIX、FX をそれぞれ添加し
て PiCi%の変動を in vitro で評価した。 

トロンビン・プラスミン生成同時測定試験
ではトリガー試薬（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。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 

I. プロテインＣ/プロテインＳ経路異常スクリ
ーニング 
まず健常成人 30 例の血漿で実施した

Thrombopath®のパラメータ（平均±SD）は、
Protac(+) 96.4±31.4mOD/min、 

Protac(-) 823.3±40.2 mOD/min、 
PiCi% 88.2±4.1%であった。 

文献(Toulon, 2009)に従い、PiCi%で 84.1%
以下（-1SD）を異常低値とした。これにより、
前述したスクリーニング感度が得られるとさ
れる。 

症例は 44 歳女性。2 度の流産既往があり、
3 度目の妊娠前に PS 活性（45%）、FXII:C
（46%）低値を認めた。PS 欠損症として、妊娠
5 か月からヘパリン投与が開始された。妊娠
中も PS は 38-42%を推移し妊娠前と変化は
なく（図 1 上段）、PC、AT、FV:C は正常範囲
内であった。しかし、妊娠前は正常範囲にあ
った PiCi%（86%、cut off値 84%）は妊娠経過と
ともに徐々に低下し（60%）、トロンビン生成能
も亢進した（730→910mOD/min）（図 1 下段）。
妊娠経過中に FVII:C、FVIII:C、FXII:C は増
加を認めた（図 2）。出産直前には PiCi%が
52 ％ と さ ら に 低 下 し 、 ト ロ ン ビ ン 生 成 能
1000mOD/min、FVII:C 204%、FVIII:C 416%、
FXII:C 144%と凝固機能が著明に亢進した
（図 1）が、無事正期産に至った。本例の PS
活性は出産 7 か月後には 60%に回復した。
PS 遺伝子異常について現在解析中である。
尚、出生児の生後７か月時の PS 活性は 85%
と正常であった。 

 
図 1. 習慣流産既往妊婦の PC/PS 活性（上

段）および Thronbopath®パラメータ
（下段）の推移 



 

 

図 2. 習慣流産既往妊婦の各凝固因子活
性と VWF:RCo の推移 

 
 本例で PS 値が不変でありながら PiCi%が低
下した機序解明のため、各凝固因子欠乏血
漿（Geroge King）に各欠乏因子を 50～200%
で in vitro で添加したところ、PiCi%は各凝固
因子濃度依存性の変化を示し、FV 添加で
増加、FII、FVII、FIX、FX 添加によって軽度
低下、FVIII 添加によって著明な低下を示し
た（図 3）。つまり、PC 経路の機能発現には
FV、FVIII の関与が大きく、本例の妊娠経過
中の PiCi%の低下には FVIII 増加が関与して
いることが示唆された。 
 

 

図 3. 各凝固因子欠乏血漿に欠乏因子を
in vitro で添加した場合の PiCi%の変化量 

 
II. トロンビン・プラスミン生成同時測定 

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 4）。 
 

 
 
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 5）。 
 

 
 
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。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 のプラスミン生成抑制効果はみられ
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。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 欠乏症の 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。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 

Ｉ. プロテインＣ/プロテインＳ経路異常スクリ
ーニング 

 本症例は妊娠前から PS 活性が低く、妊娠
経過中の変動は乏しかったにもかかわらず
PiCI%が徐々に低下した（図 1）。凝固因子添
加実験（図 3）の結果をふまえると FVIII の上
昇が本症例のPiCi%低下に最も影響したと考
えられた。また、近年我々が APC 抵抗性の
FV 分子異常症患者（FVNara）を報告するまで
は日本人の APC 抵抗性 FV 例はなく、FV と
の関連は本邦ではまだ十分に検討されてお

らず興味深い。 
本法のスクリーニング検査としての有用性

を評価するためには、正常妊婦や血栓症
（流産）既往妊婦を対象にした多数の症例
蓄積が必要である。また、新生児・乳児にお
ける評価も重要である。妊産婦・新生児の生
理的変動を考慮した上で、本法のような包
括的凝固/抗凝固検査が遺伝的血栓症のス
クリーニングに有用かどうか、引き続き検討
する。 

 
II. トロンビン・プラスミン生成同時測定 

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 

PC/PS 経路依存性抗凝固機能の包括的
測定を用いて反復流産既往妊婦の経時的
評価を実施した。本法では PC、PS に加えて、
FV、FVIII が大きく影響した。栓友病スクリー
ニング検査として本法の有用性が期待され
るが、十分な検討を要する。 

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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