
 24

厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患等政策研究事業（難治性疾患政策研究事業）） 

分担研究報告書 

 

自己免疫性出血症治療の「均てん化」のための実態調査と「総合的」診療指針の作成 

に関する研究 

 

分担研究課題  

自己免疫性出血病 XIII/13 症例の精査と 

自己免疫性第 V・X因子欠乏症における抗第 V・X因子自己抗体の検出 

 

研究分担者 惣宇利正善  山形大学医学部 准教授 

 

研究要旨 

新規に確立した第XIII因子(F13)インヒビターを高感度に検出するF13活性測定法を用

いて、研究期間にわたり、53 例の自己免疫性出血病 XIII/13（AH13）疑い症例を精査し、

11 例の AH13 を同定した。過去に診断された症例を含めた 13 例の AH13 症例について、

F13 抗原及び抗 F13 抗体の経過を追跡した。について、第 V因子インヒビター（自己免

疫性第 V因子欠乏症）が疑われた 5症例のうち４例について、抗第 V因子自己抗体の検

出に成功し、また、１例の自己免疫性第 X因子欠乏症例における抗第 X因子自己抗体も

確認した。 

 

Ａ．研究目的 

 自己免疫性出血病 XIII/13（AH13）は、

第 XIII 因子（F13）に対する自己抗体を

生じた結果血中の F13 抗原・活性が著し

く低下し、重篤な出血を呈する後天性疾

患である。抗 F13 自己抗体には、不活性

型のAサブユニット(F13-A)と結合し活性

化を阻害する Aa型、活性化した F13-A を

認識し触媒活性を阻害する Ab 型、B サブ

ユニット（F13-B）に結合しクリアランス

を促進する B型が存在することを我々は 

 

これまでに明らかにしている。AH13 の確

定診断にあたっては、抗 F13-A 抗体の検

出にAMED研究費で開発されたイムノクロ

マト法（キューメイ研究所）について、

分担研究者により良好な成績が示されて

いるものの、抗 F13-B 抗体に対するイム

ノクロマト法は現在も実用段階には至っ

ておらず、ELISA による各サブユニットの

定量、活性の５段階混合試験、フィブリ

ン架橋反応、抗 F13 自己抗体のドットブ

ロット解析といった一連の精査が不可欠
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である。 

汎用されている従来のF13活性測定法（ア

ンモニア放出法・ダンシルカダベリン取

り込み法）では Aa型・Ab 型いずれかのイ

ンヒビターを見落とす危険性があり、ま

た血漿の状態による影響を受けやすく低

感度（アンモニア放出法）、あるいは測定

対象物の沈殿化による煩雑な手技と沈殿

物の難溶性（ダンシルカダベリン取り込

み法）といった問題点があるため、より

簡便でかつ高感度にインヒビターを検出

できる活性測定法の確立がAH13の確定診

断における課題であった。 

 自己免疫性第 V 因子欠乏症（AF5D）は

第 V 因子（F5）に対する自己抗体により

F5 活性が欠乏し出血傾向を示す疾患で、

その頻度は後天性血友病 A に次ぐものと

みられている。F5インヒビターはPT・APTT

の交差混合試験で検出可能であるものの、

抗F5自己抗体の検出は必ずしも容易では

ない。第 X因子（F10）に対する自己抗体

による自己免疫性 F10 欠乏症（AF10D）は

極めて稀とされている。 

 本分担研究では、まず期間早期により

簡便かつ高感度にインヒビターを検出す

る F13 活性測定法を確立し、AH13 を疑わ

れた症例の精査に用いた。確定診断され

た AH13 症例について、F13 抗原および抗

F13 自己抗体の経過を追跡した。また、F5

あるいは F10 インヒビターが疑われた症

例について、抗 F5・F10 抗体の検出を検

討した。さらに、症例のスクリーニング

において無フィブリノゲン(Fbg)血症が

疑われた症例について、遺伝子変異の検

索を行った。 

 

Ｂ．研究方法 

 新規活性測定法について、フィブリン

多量体化阻害剤存在化でビオチン標識ア

ミンをトロンビン、カルシウムとともに

血漿と反応し、血漿中に存在するα2-プラ

スミンインヒビター（α2-PI）に取り込ま

れたビオチンを ELISA により定量検討し

た。F13 各サブユニットおよび異種四量体

は ELISA により定量した。フィブリン架

橋反応について、血漿にトロンビンとカ

ル シ ウ ム を 加 え て 生 じ た clot を

SDS-PAGE 解析した。抗 F13 抗体は、組換

え体 F13-A、F13-B を用いた Dot blot 法

により検出し、また、ELISA 法により定量

した。 

 抗 F5 自己抗体について、Protein 

A-Sepharose を用いて症例血漿から IgG

分画を調製し、精製 F5タンパク質を固相

化したプレートを用いた ELISA により、

F5 と反応する IgG を検出した（固相法）。

また、あらかじめ精製 F5 と IgG 分画を液

相でインキュベートした後、マウス抗 F5

抗体をコートしたプレートにF5とともに

結合する IgG を検出した（液相法）。 

 抗 F10 自己抗体は、精製 F10 タンパク

質を固相化したプレートに希釈した血漿

を反応させて検出した。 

 無 Fbg 血症疑い症例の Fbg の３種類の

遺伝子（FGA, FGB, FGG）について、PCR

増幅してその塩基配列を決定した。 
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（倫理面への配慮） 

本研究は、山形大学倫理委員会の承認を

得て行った。 

 

Ｃ．研究結果 

[簡便な活性測定法の検討] ビオチン標

識アミンを血漿に添加し、フィブリン多

量体化阻害剤存在化でトロンビンおよび

カルシウムと反応させた。反応停止後、

抗α2-PI 抗体を固相化したプレートに移

し、酵素標識ストレプトアビジンを用い

て ELISA を行ったところ、F13 に依存した

α2-PI へのビオチンの取り込みが検出さ

れた。短時間（５分間）の取り込み反応

でも高感度に活性が検出され、また、健

常血漿との５段階混合試験で Aa 型、Ab

型ともに高感度に阻害が検出された。 

 [AH13疑い症例の精査] AH13疑い53例

について精査を行った。新規活性測定法

による５段階混合試験で、11 例に F13 活

性の阻害が認められた。11 例のインヒビ

ター症例のうち、３例では dot blot 解析

で抗 F13-A 抗体陰性であり、共同研究分

担者が行ったイムノクロマト法では１例

が陰性〜弱陽性であったが、11 例ともに

ELISA により F13-A に対する抗体が検出

されたことから、AH13 と診断された。 

 抗 F13-A 抗体陰性の症例のうち、dot 

blot 解析において２例に抗 F13-B 抗体

が検出され、そのうち１例について

F13-A 抗原が検出感度以下であったこと

から、洗浄血小板の F13-A を検討したと

ころ、immunoblot 解析で検出を認めず先

天性 F13-A 欠乏症が強く示唆された。 

 抗 F13 抗体がいずれとも陰性の１例に

おいて、F13-A 抗原量に対する比活性が

低いにもかかわらず、５段階希釈試験で

阻害を認めなかった。トロンビン処理後

の血漿についてフィブリノゲン Bβ鎖の

切断の遅延を認め、F13-A 活性化ペプチ

ドの切断の障害も Western blot 解析で

確認された。正常血漿との混合試験で活

性化ペプチドの切断が阻害されること、

患者血漿をより高濃度のトロンビンで

処理した場合にF13比活性が正常レベル

に回復することから、トロンビン活性の

阻害（インヒビター）が強く示唆された。 

[AH13 症例の経過追跡] 過去に AH13（Aa

型）と診断された 13 例について、F13 抗

原および抗F13-A抗体の経過を測定した。

２例は診断後６ヶ月以内に F13-A 抗体が

検出感度以下となり、F13 異種四量体の回

復を認めた。８例では検出可能なレベル

の抗 F13-A 抗体が残存するにもかかわら

ず、ほぼ正常レベルに異種四量体が検出

された。2 例は 13 ヶ月後に抗 F13-A 抗体

がほぼ検出不可能なレベルにまで低下し

たにもかかわらず、F13 抗原は依然として

低レベルであった。１例は診断から５年

が経過しても抗 F13-A 抗体陽性かつ異種

四量体陰性であった。 

[自己免疫性F5欠乏症の抗F5自己抗体検

出] F5 インヒビターの存在が強く疑わ

れた５例について、血漿から IgG 分画を

調製し、dot blot 解析を行ったところ、

１例に抗 F5 IgG が検出された。精製 F5
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タンパク質を用いた固相法による ELISA

を行なったところ、２例に抗 F5 IgG の存

在が確認された。液相法での ELISA も検

討したところ、固相法で陰性であった１

例に F5 と結合する IgG が検出された。 

[自己免疫性 F10 欠乏症の抗 F10 抗体検

出] F10 インヒビターの存在が疑われた

１例について、精製 F10 を用いた固相法

ELISA により抗 F10 IgG が検出された。本

症例の抗 F10 IgG は、２ヶ月後に再説さ

れた血漿ではほぼ検出不可能なレベルに

まで抗 F10 IgG が消失していた。 

[無 Fbg 血症の遺伝子解析] 

班研究調査の過程で無 Fbg 血症が疑われ

た症例について、Fbg 遺伝子（FGA, FGB, 

FGG）の塩基配列を解析した。FGA のイン

トロンCからエクソンIVにかけて、1,241

塩基の欠失がホモ接合性に同定された。

FGB, FGG には遺伝子変異を認めなかった。

FGA 1,241 塩基の欠失は母親にもヘテロ

接合性に確認されたことから、先天性無

Fbg 血症であると判断された。 

 

Ｄ．考察 

 本研究にあたって新規に確立した活性

測定法により、11 例の F13 インヒビター

を検出した。このうち３例では Dot blot

解析では陰性であり、１例はイムノクロ

マト法で陰性〜弱陽性であったが、ELISA

法で抗F13-A抗体陽性と判定されており、

的確な AH13 診断を裏付けている。過去の

症例も合わせて検討したところ、Aa 型、

Ab 型ともに 1:1 交差混合試験で 50%以上

の阻害率を示すこと、ROC 試験で極めて良

好な感度および特異性を表していること

から、F13 インヒビターの検出に有用であ

ると考えられる。 

現在、本法の免疫クロマト化も実現可能

であることを実証しており、開発を進め

ている。 

 本研究期間中２例に抗 F13-B 抗体が陽

性に検出されたが、F13-B 抗原量の著しい

低下は認めず、活性阻害も検出されてい

ない。過去に抗 F13-B 抗体陽性に検出さ

れた症例のほとんどで F13-B 抗原の著し

い低下を認めておらず、しばしば健常人

血漿でも抗 F13-B 抗体が陽性に検出され

ていることから、疾患原因であるか否か

の判断は極めて難しい。抗 F13-B 抗体が

陽性に検出された２例のうち１例は、血

漿のみならず血小板内の F13-A も検出さ

れなかったことから先天性 F13-A 欠乏症

の可能性が極めて高い。後天性 F13 欠乏

症疑いで精査した結果先天性 F13-B 欠乏

症と同定された症例もあり、常に先天性

欠乏症も考慮すべきである。 

 抗 F13 抗体が陰性でありながら、F13

の活性化に障害を示し、トロンビンイン

ヒビターの存在が疑われる症例にも遭遇

した。過去にはフィブリン形成が阻害さ

れた症例も経験したが、本症例ではフィ

ブリノーゲン Bβ鎖の切断も部分的に障

害されているものの、フィブリンクロッ

トの形成には遅延を認められなかった。

（プロ）トロンビンに対する抗体の検出

も試みたが、健常人コントロールでも陽
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性に検出されるなど、信頼できる検出方

法を確立できていない。今後、合成基質

を用いた直接的なトロンビン活性測定に

よるインヒビター検出を検討する必要が

ある。 

 AH13 疑い症例の精査でしばしばフィブ

リ（ノゲ）ンが低下した例に遭遇する。

本研究では１例の無 Fbg 血症症例が遺伝

子解析で確定診断された。同定された

1,241 塩基配列の欠失は先に日本人症例

で報告があり、日本人の創始者変異であ

る可能性がある。Fbg 欠乏についても的確

な抽出・診断が望まれる。 

 本研究で経過を追跡した 13 例とも、総

抗 F13-A 抗体は大幅に減少しており、免

疫抑制効果が認められる。しかしながら、

年を超えて一定レベルに抗体が残存する

ケースがほとんどであり、ほぼ完全に抗

体が消失していたのは２例のみであった。

２例ともに診断当時の抗体レベルが他の

症例と比べて相対的に低く、３〜６ヶ月

と短期間で検出可能レベル以下に減少し

ていた。おそらく、抗体発生から比較的

早期に診断を受けたことで、免疫抑制が

有効に機能したものと推測される。多く

の症例では低レベルの抗体を保持しなが

らも F13 異種四量体の回復が認められて

いることから、多クローンに発生した抗

体のうち、有害なクローンは低減・消失

し、無害なクローンが定常化したものと

想像される。これらの症例では再燃する

可能性もあり、持続したモニタリングが

必要である。 

 本研究では4例の抗F5抗体症例が同定

された。抗 F5抗体の検出について、希釈

血漿では正常血漿でも陽性に検出された

ことから、Protein A-Sepharose で調製し

た IgG 分画で特異的な自己抗体の検出が

可能となった。しかしながら、Protein A

で回収されないサブタイプの抗F5自己抗

体が存在する可能性もあり、F5 抗原の安

定入手を含め、血漿もしくは血清での抗

F5 自己抗体の検出法を検討する必要があ

る。抗体の検出について、dot blot で陽

性を確認できたのは１症例のみであり、

３例は検出できなかった。固相法の ELISA

では dot blot 陽性を含めて３例に抗 F5 

IgG が検出され、一例は固相法では陰性で

あるものの液相法では陽性に認められた。

一方、Dot blot 陽性の症例では液相法で

は著しく反応性が低下するなど、症例（抗

体）による液相と固相との反応性の違い

は、抗体を検出する上で考慮すべき問題

である。また、血漿・血清で直接検出す

ることは今のところ不可能であり、新た

な抗体検出法を検討する必要がある。 

 本研究事業では初めて F10 に対する自

己抗体を有する症例が確認された。本症

例の抗F10抗体は直接血漿から検出でき、

抗 F5 抗体と比べて容易であった。しかし

ながら、抗 F5抗体と同様の液相と固相と

の反応性の問題を生じる可能性は十分予

想され、今後の注意が必要である。 

 

Ｅ．結論 

 高感度にインヒビターを検出する F13
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活性測定法を確立し、11例の AH13 症例を

確定診断した。多くの症例では、抗 F13

抗体は低レベルに持続する可能性が高く、

長期にわたるモニタリングが必要である。

F5 インヒビター症例４例について、抗 F5

抗体の検出に成功した。F10 インヒビター

症例について、抗 F10 抗体を検出した。

抗体の検出に際して、液相と固相との反

応性の違いを考慮すべきであることを指

摘した。 
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