
血 栓 止 血誌1:6(512～519)1990

原 著

先 天 性antithrombin Ⅲ(AT Ⅲ)欠 乏症 家 系 に

お け るAT Ⅲ 遺 伝 子 のDNA.解 析
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 DNA samples from white blood cells of 9 patients and 10 healthy members in 3 Japanese 

kindreds (Family Mo, Mi and Tu) with congenital antithrombin III (AT III) deficiency, 

and of 48 normal Japanese individuals were analysed by Southern blotting method using 

AT III cDNA probe PA62. 

 Restriction fragment length polymorphism (RFLP) by uses of Pst I and PA62 demon-

strated + allele in 50%, - allele in 50%, F allele in 59% and S allele in 41% of 96 alleles 

from 48 normal Japanese individuals, indicating that the frequencies of RFLP in Japanese 

are almost the same as those in other races reported before. This suggests that DNA 

analysis on Japanese families with congenital AT III deficiency was possible using RFLP 

of AT III gene because of high frequencies of RFLP in normal Japanese. 

 All patients in 3 kindreds with congenital AT III deficiency had a - / + genotype, 

indicating that complete deletion of one allele of AT III gene can be neglected. No 

abnormal DNA fragments were observed by Southern blot analysis of genomic DNAs from 

the patients in the 3 kindreds digested with various restriction enzymes (Barn HI, Eco RI, 

Hind III, Bgl II, Bcl I, Kpn I, Pvu II, Sac I, Taq I and Xba I). This suggests that AT III 

deficiency in our 3 kindreds is not caused by major structural alterations such as partial 

deletion, rearrangement and duplication, small deletion, insertion or limited nucleotide 

substitution in the AT III gene. In addition, it was suggested by analysis of polymorphism 

of AT III gene in the members of Family Mo and Mi that abnormal AT III gene existed 

on -, F allele in these families.
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緒 言

先 天 性antithrombin Ⅲ(AT Ⅲ)欠 乏症 は

1965年,Egeberg1)に よ り初 め て 報 告 さ れ て以

来,世 界 中 で 多 くの 報 告 が あ り,我 国 で も20

数 家 系 が 報 告 さ れ て い る.本 症 は 常 染 色 体 優 性

遺 伝 を示 し,人 口約5,000人 に1人 の 割 合 で発

生 す る といわ れ て い る.患 者 は重 篤 な血 栓 性 素

因 を 有 し,特 に静 脈 血 栓 症 や 肺 梗 塞 の 発 症 が 多

い.1982年 にAT Ⅲ のcDNAが ク ロ ー ン化

さ れ た が2),そ の後,AT Ⅲ 遺 伝 子 は染 色 体 の

lq23～25上 に 存 在 し,6つ のexonと5つ の

intronよ り構 成 され,総 長 約19kbで あ る こ

とが 証 明 さ れ た3)4).そ の 結 果,本 症 は 遺 伝 子

レベ ル で の 解 析 が 可 能 とな っ た が5)～7),ま だ 大

部 分 の家 系 で は遺 伝 子 異 常 の 本 態 は 明 らか に さ

れ て い な い.わ れ わ れ は本 症 の 自験3家 系 につ

い てAT Ⅲ 遺 伝 子 のDNA解 析 を試 み た の

で,そ の成 績 を報 告 す る.

Ⅳ.対象 と方 法

1.対 象

対 象 は後 述 の 先 天 性AT Ⅲ 欠 乏 症3家 系 の

患 者9名,正 常 家 系 員10名,正 常 日本 人48名

(男性23名,女 性25名)で あ る.

2.血 漿AT Ⅲ の 活 性 と抗 原 量

AT Ⅲ 活 性 は,heparin cofactor活 性 をテ

ス トチ ー ムAT Ⅲ キ ッ ト(Kabi)を 用 い,合

成 基 質 法 で,progressive antithrombin活 性 を

vonKaullaら8)の 方 法 に準 じて 測 定 した.AT

Ⅲ 抗 原 量 はNORパ ル チ ゲ ン(Hoechst)を

用 い,単 純 免 疫 拡 散 法 で 測 定 した.交 叉 免 疫 電

気 泳 動 は大 場 ら9)の 方 法 に 準 じ て行 っ た.

3.DNAの 解 析 方 法

末 梢 血10～20m1を ヘ パ リ ン加 採 血 し,白

血 球 を分 離 後,高 分 子 ゲ ノ ムDNAを 抽 出 し

た10).抽 出 したDNA約10μgを,各 種 制 限

酵 素(東 洋 紡)で 切 断 し,0.8%ア ガ ロ ー ス ゲ

ル に電 気 泳 動 し,ア ル カ リ処 理 で 一 本 鎖DNA

に した後,ニ トロ セ ル ロ ー ス 膜(Schleicher &

Schuell)に 転 写 した11).そ の 後,ラ ン ダ ム プ

ラ イ ミ ング 法 に よ り,[α-32P]-dCTPで ラベ ル

したATⅢ cDNA probe PA 62(Dr.Bockよ

り供 与)2)と プ ロ ッ ト し たDNAを42℃ で1

晩,ハ イ ブ リダ イ ズ さ せ た 後,ニ トロセ ル ロ ー

ス膜 を50℃ で,60分 間,3回 洗 浄 した10).そ

の 後,Kodak X-OMATフ イル ム(Eastman

Kodak)を 使 用 し,オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に

よ りcDNA probeと ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た

DNAフ ラ グ メ ン トを検 出 した.

4.ATⅢ 遺 伝 子 のrestriction fragment

length polymorphism(RFLP)

AT Ⅲ 遺 伝 子 のRFLPに は,sequence

polymorphismと,length polymorphismの2

種 類 が 知 られ て い る.sequence polymorphism

はN末 端 よ り305番 目 のglutamineを コ ー

ドす る 塩 基 にCAAとCAGの2種 類 が 存 在

し,CAAはP3tlに よ り 切 断 さ れ な い が

CAGは 切 断 さ れ る た め に生 じ る もの で,切 断

さ れ るalleleを+,切 断 さ れ な いallele

を-で 表 示 す る と,サ ザ ン プ ロ ッ ト上,+

alleleは5.5kbと5.0kbの 位 置 に,-allele

は10.5kbの 位 置 にバ ン ドを生 じる5).length

polymorphismはAT Ⅲ 遺 伝 子 の 翻 訳 開 始 コ

ドン よ り345塩 基5'側 に108塩 基 また は32塩

基 のvariable segmentが 存 在 す る た め に 生 じ

る も の で,108塩 基 を含 むalleleをS,32塩

基 を含 むalleleをFと 表 示 し,Bam HIに よ

る処 理 断 片 で は,76塩 基 の 差 に よ り,ゲ ル 上

の 易 動 度 が 異 な る た めS,Falleleを 鑑 別 し う

る12).ま た,、PstⅠ に よ る処 理 断 片 で は,S al-

lele上 に は,、Pst Ⅰsiteが 存 在 す るが,F allele

上 に は存 在 し な い た め,1.7kbと1.2kbの

polymorphismが 認 め られ,1.7kbの バ ン ド

がF alleleに,1.2kbの バ ン ドがS alleleに

相 当 す る13).

Ⅱ.症 例

1.Mo家 系(Fig.1)

発 端 者(Ⅳ-2)は,40歳,男 性.徳 島 県 出

身.昭 和63年3月 末 よ り腹 痛 が 出 現 し,近 医

に 胃 潰 瘍,膵 炎 を 疑 わ れ 加 療 中,4月25日,

下 血 が 出 現 し,当 院 第 一 外 科 に紹 介 さ れ 入 院.

同 日,緊 急 手術 を うけ腸 間 膜 静 脈 血 栓 症 と診 断

され,血 液 凝 固 学 的 検 査 の た め 当科 に紹 介 さ れ

た.術 後,左 側 胸 痛,血 疾,呼 吸 困 難 が 出 現.
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Fig.1 Pedigree of Family Mo

Table 1 Plasma AT Ⅲ levels in Family Mo

肺 血 流 シ ン チ グ ラ フ ィ ー で 肺 梗 塞 と診 断 され,

ヘ パ リン,ウ ロ キ ナ ー ゼ の 投 与 に よ り症 状 は 改

善 し,そ の 後 ワ ー フ ァ リ ン の 投 与 を う け て い

る.発 端 者 の 弟(Ⅳ-4)も33歳 時 に腸 間 膜 静

脈 血 栓 症 で 広 範 囲 小 腸 切 除 術 を受 けて い る.母

親(Ⅲ-2)は40歳 代 よ りtransient ischemic

attack(TIA)を 繰 り返 し,69歳 時 に脳 梗 塞 で

死亡 している.ま た,母 方の祖母(Ⅱ-2)は 脳

梗塞 で死亡 し,そ の弟(Ⅱ-4)は30歳 代 で腸

間膜静脈血栓症様症状で死亡 している.発 端者

(Ⅳ-2)の 血 漿AT Ⅲ 活 性 は,heparin

cofactor活 性68%,progressive antithrom-

bin活 性60%,AT Ⅲ 抗原14.0mg/dlと,活

性 と抗原量が ともに正常値の約半分に低下 して

いた.そ の他 の家系員4名(Ⅲ-4,Ⅲ-6,Ⅳ-

4,V-2)に 同様の低下を認め(Table1),本 家

系 は先天性AT Ⅲ 欠乏症 と診断 され た.な

お,交 叉免疫電 気泳動 で は患者 と正 常者 の

AT Ⅲ の易動度 と波形に差 はみられなかった.

2.Mi家 系(Fig.2)

発端 者(Ⅲ-2)は,25歳,女 性.香 川県 出

身.昭 和63年1月18日(妊 娠13週)に 突然

左下肢の異和感,疹 痛,腫 張が出現 し,香 川県

立津:田病院外科を受診 し,左 下肢深部静脈血栓

症 と診 断 され た.そ の後 同院内科 で先 天性

ATⅢ 欠乏症 と診断され,ATⅢ 製剤の投与

をうけなが ら無事 出産 した.発 端 者 の父親

(Ⅱ-2)は33歳 時 にネフローゼ症候群 で入 院

中,左 下肢静脈血栓症 に罹患 した既往があ り,

父親の長兄(Ⅱ-1)は15歳 時に腸間膜静脈血



宇野ほか:先 天性antithrombin Ⅲ(AT Ⅲ)欠 乏症家系におけるAT Ⅲ 遺伝子のDNA解 析 515

Fig.2 Pedigree of Family Mi

Table2 Plasma AT Ⅲ levels in Family Mi

栓症様症状 で死亡 している.家 系員のAT Ⅲ

の測定結果 をTable2に 示 す.発 端 者(Ⅲ-

2)の 血漿AT Ⅲ 活性 はheparinc of actor活

性59%,progressive antithrombin活 性49%,

AT Ⅲ 抗原18.7mg/dlと,活 性値 と抗原量が

ともに正常値の約半分に低下していた.そ の他

の家系員2名(Ⅱ-2,Ⅲ-4)で も同様の低下を

認め,本 家系 を先天性AT Ⅲ 欠乏症 と診断 し

た.交 叉免疫 電気泳動 で は患 者 と正常 者の

AT Ⅲ の易動度と波形に差は認 められなかっ

た.

3.Tu家 系

発 端者 は42歳,男 性.広 島 県 出身.25歳

時,下 肢 静 脈 血 栓 症 を 指 摘 さ れ て い る.昭 和

57年,左 大 腿 部 の 疼 痛,腫 張 が 出 現 し,広 島

大 学 原 医 研 内 科 にてAT Ⅲ 活 性,抗 原 量 の低

下 を指 摘 さ れ,ま た 次 女 にAT Ⅲ 活 性,抗 原

量 の低 下 が 認 め られ,先 天 性AT Ⅲ 欠 乏 症 と

診 断 され て い る14).現 在,患 者 は ワ ー フ ァ リン

を 服 用 中 で あ る が,血 漿AT Ⅲ のheparin

cofactor活 性 は67%,AT Ⅲ 抗 原 量 は16.8

mg/dlで あ る.交 叉 免 疫 電 気 泳 動 で は,患 者

と正 常 者 のAT Ⅲ の 易 動 度 と波 形 に差 は認 め

なか っ た.

Ⅲ.結 果

1.正 常 日 本 人 に お け るAT Ⅲ 遺 伝 子 の

RFLPの 検 討

正 常 日本 人48名 の ゲ ノ ムDNAのP3tI処

理 断 片 を 検 討 し た 結 果,genotypeと し て

は,-/+・F/Sを16名,-/-・F/Fを13

名,+/+・S/Sを10名,-/+・F/Fを6

名,+/+・F/Sを3名 に 認 め,-/-・F/

S,-/-・S/S,-/+・S/S,+/+・F/Fを

示 す も の は 認 め な か っ た.ま た,sequence

polymorphismの 頻 度 は,+allele50%,-

allele50%,length polymorphismの 頻 度 は,

F allele59%,S allele41%で あ っ た.
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Fig. 3 Southern blot analysis of genomic DNA 

from the members of Family Mo, DNA 

was digested with Pst I.

2.先 天性AT Ⅲ 欠乏 症 家 系 に お け るAT

Ⅲ 遺 伝 子 のRFLPの 検 討

Mo家 系 にお け る結 果(Fig.1,3)は,AT

Ⅲ 欠 乏 症 の 発 端 者(IV-2)と そ の 次 男(V-2)

のgenotypeは-/+・F/Sで あ り,AT Ⅲ 正

常 の 発 端 者 の 妻(IV-3)のgenotype

は+/+・S/Sで あ っ た.し た が っ て,発 端 者

の 次 男 の+,S alleleは 母 由 来 で 正 常 で あ

り,-,F alleleが 父 由 来 で 異 常 と 考 え ら れ

た.AT Ⅲ 欠 乏 症 の ほか の家 系 員(Ⅳ-4,Ⅲ-

4,Ⅲ-6)も す べ て,-,Fのalleleを 有 し て

お り,異 常 遺 伝 子 は,-,F allele上 に 存 在 す

る こ とが 推 測 さ れ た.

Mi家 系 で はFig.2,4の ご と く,AT Ⅲ 欠

乏 症 の 発 端 者 の 父(Ⅱ-2)と 発 端 者(Ⅲ-2)の

genotypeは,-/+・F/Sで あ り,AT Ⅲ 正

常 の発 端 者 の母(Ⅱ-3)のgenotypeは,+/+・

S/Sで あ っ た.し た が っ て,発 端 者 の+,S

alleleは 母 由来 で 正 常 で あ り,-,F alleleは

父 由来 で 異 常 で あ る と考 え られ た.AT Ⅲ 欠

乏 症 の ほか の 家 系 員(Ⅲ-4)も,-,F allele

を有 して お り,異 常 遺 伝 子 は,-,F allele上

に存 在 す る と推 測 され た.

Tu家 系 で は,患 者 は-/+・F/Sgenotype

を示 した.

3.先 天 性AT Ⅲ 欠 乏 症 家 系 に お け るAT

Ⅲ 遺伝子の各種制限酵素による切断片の検討

Fig. 4 Southern blot analysis of genomic DNA 

     from the members of Family Mi, DNA 

    was digested with Pst I.

各 種 制 限 酵 素(Bam HI,Eco RI, Hind

Ⅲ,Kpn I, Bgl Ⅱ, Bcl I, Pvu Ⅱ,Sac I,

Taq I,Xba I)を 用 い て ゲ ノ ムDNAを 切 断

し,AT Ⅲ 遺 伝 子 の 切 断 片 の パ タ ー ン を 先 天

性AT Ⅲ 欠 乏 症 患 者 と正 常 人 で 比 較 し た.

Mo家 系,Mi家 系,Tu家 系 と も に 患 者 の

Bam HI,Eco RIに よ るAT Ⅲ 遺 伝 子 の切 断

片 のパ ター ン は従 来,報 告 され て い る正 常 人 の

バ ン ド6)と 差 は な く,そ の 他 の 制 限 酵 素 に よ

るAT Ⅲ 遺 伝 子 の切 断 片 の 所 見 も患 者 と正 常

人 で差 を認 め な か っ た.

Ⅳ.考 察

先 天 性AT Ⅲ 欠 乏 症 の 日本 人 家 系 につ い て

AT Ⅲ 遺 伝 子 のRFLPに よ るDNA分 析 が

可 能 か 否 か を検 討 す る た め に,始 め に正 常 日本

人 に お け るAT Ⅲ 遺 伝 子 のRFLPの 頻 度 を

求 め た と こ ろ,-,+alleleは そ れ ぞ れ50%

ず つ,F, S alleleは そ れ ぞ れ59%と41%に

認 め られ た.こ の こ と は 日本 人 で もAT Ⅲ 遺

伝 子 のRFLPの 頻 度 は十 分 高 い こ と を 示 し,

そ れ に よ るDNA分 析 が 可 能 で あ る こ と を示

唆 した.日 本 人 のAT Ⅲ 遺 伝 子 のRFLPの

頻 度 に つ い て は,Ogumaら15)も 報 告 し て お
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り,わ れ わ れ の 成 績 とほ ぼ同 様 で あ る.Proch-

ownikら5)は,ギ リ シ ア 人,イ タ リ ア 人,黒

人,イ ン ド 人 な ど のAT Ⅲ 遺 伝 子 の

sequence polymorphismの 頻 度 を 示 して い る

が,ほ ぼ50%ず つ に-,+alleleを 認 め て

い る.ま た,Bockら16)は,北 欧 人 に つ い て

RFLPの 頻 度 は,-alleleは66%,+allele

は38%,Falleleは75%,Salleleは25%と

報 告 し て お り,AT Ⅲ 遺 伝 子 のRFLPに は

あ ま り人 種 差 が な い と考 え られ る.

わ れ わ れ が 調 べ た先 天 性AT Ⅲ 欠 乏 症 の3

家 系 で は 患 者 は す べ て 、PstⅠpolymorphism

で-/+genotypeを もつ ヘ テ ロ接 合 体 で あ っ

た た め,AT Ⅲ 遺 伝 子 の1つ のalleleの 完 全

欠 失 は否 定 され た.さ らに 患 者DNAのBam

HI,Eco RI,Hind Ⅲ,Bgl Ⅱ,Bcl Ⅰ,Pvu

Ⅱ,SacⅠ,TaqⅠ,Kpn Ⅰ,XbaⅠ な どの 制 限 酵

素 に よ る切 断 片 の パ タ ー ンが 正 常 人 の そ れ ら と

差 を認 め な か っ た こ とよ り,AT Ⅲ 遺 伝 子 上

の 部 分 欠 失,再 構 成,重 複 な どの 大 き な異 常 の

存 在 は考 え難 く,点 突 然 変 異 の よ う な小 さ な 変

化 の 存 在 が 疑 わ れ た.ま た,Mo家 系 とMi家

系 で は,家 系 員 の検 討 よ り,-,F allele上 に

異 常 の 存 在 す る こ とが 推 定 さ れ た.し か し,理

論 上,AT Ⅲ 遺 伝 子 以 外 にAT Ⅲ 蛋 白 の合

成,分 泌 に影 響 を及 ぼ す 遺 伝 子 の 異 常(trans-

acting unlinked mutation)も 否 定 で きな いた

め,連 鎖 解 析 に よ る 検 討 が 必 要 と考 え ら れ る

が,現 在 の と こ ろ 一,F alleleとATⅢ 欠 乏

症 とのLod scoreは,Mo家 系 で1.2,Mi家

系 で0.3で あ り,今 後,連 鎖 を証 明 す る た め に

は さ ら に多 くの 家 系 員 を検 索 す る必 要 が あ る.

先 天 性AT Ⅲ 欠 乏 症 の遺 伝 子 異 常 に 関 す る

研 究 は,1983年,Prochownikら5)がAT Ⅲ

cDNA probeを 用 い たSouthern blot法 に よ

っ て 本 症 の1家 系 でAT Ⅲ 遺 伝 子 の1つ の

alleleの 完 全 欠 失 を見 出 だ し,ほ か の1家 系 で

完 全 欠 失 の な い こ と を示 し て,本 症 の 病 因 に

heterogeneityが 認 め られ る こ と を報 告 した の

が 最 初 で あ る.次 い で,1987年,Bockら6)

は,先 天 性AT Ⅲ 欠 乏 症 の16家 系 で,PstⅠ,

Bam HI,Eco RI,Hin d Ⅲ の4酵 素 に よ る

切 断 片 を 検 討 し,15家 系 のAT Ⅲ 遺 伝 子 で

は2つ のalleleが 存 在 す る こ と と,異 常 断 片

は認 め られ な い こ とか ら,こ れ ら の家 系 にお け

るAT Ⅲ 欠 乏 の 原 因 は,AT Ⅲ 遺 伝 子 上 の

100bp以 下 の ご く狭 い 範 囲 の 欠 失,挿 入 か,

点 突 然 変 異,あ る い はtrans-acting unlinked

mutationに よ る もの と推 定 して い る.ま た,

1988年,Sacksら17)は,先 天 性AT Ⅲ 欠 乏

症 の ス コ ツ トラ ン ドの 大 家 系 に つ い て 連 鎖 解 析

を行 い,AT Ⅲ 遺 伝 子 の1つ のalleleの 完 全

欠 失 の な い本 症 の 家 系 でAT Ⅲ 欠 乏 の 原 因 が

AT Ⅲ 遺 伝 子 自身 の異 常 に起 因 して い る こ と

を 示 した.本 邦 で は,先 天 性AT Ⅲ 欠 乏 症 の

遺 伝 子 異 常 に 関 す る 研 究 は 少 な く,小 熊 ら7)

の報 告 をみ る に す ぎ な い.彼 ら は本 症 の4家 系

に つ い てSouthern blot分 析 を実 施 し,4家 系

と もAT Ⅲ 遺 伝 子 の1つ のalleleの 完 全 欠

失 は み られ な い こ と を証 明 した.さ らに そ の う

ち の2家 系 で は-,F allele上 に,1家 系 で

は+,F allele上 に異 常 遺 伝 子 が 存 在 す る こ

と を推 定 して い る.

最 近,先 天 性AT Ⅲ 異 常 症 の 一 種 で あ る

AT Ⅲ Utah16)の 異 常 遺 伝 子 の構 造 解 析 が 行

わ れ,407位 のprolineのleucineへ の 置 換

(CCT→CTT mutation)が 証 明 さ れ た18).ま

た,AT Ⅲ Oslo19)で は,404位 のalanineの

threonineへ の 置 換 も同 定 され て い る20).こ の

404位 か ら407位 の 部 位 は,AT Ⅲ の 分 子 構

造 を保 持 す る た め に不 可 欠 の 部 位 と考 え ら れ,

この部 の 一 塩 基 置 換 に よ り生 じた 異 常AT Ⅲ

分 子 は,turnoverが 促 進 し,そ の 結 果,患 者

AT Ⅲ の抗 原 量 が 低 下 し,先 天 性AT Ⅲ 欠

乏 症 と鑑 別 困 難 な 病 態 に な る と推 測 され て い

る20).し た が っ て,従 来,先 天 性AT Ⅲ 欠 乏

症 と考 え られ て き た症 例 の 中 に,こ の 報 告 例 の

よ う な先 天 性AT Ⅲ 異 常 症 が 混 在 し て い る こ

とが 想 像 さ れ る.た だ,AT Ⅲ Utahで は,

Western blot法 で 異 常 なバ ン ドが 認 め られ16),

AT Ⅲ Osloで は交 叉 免 疫 電 気 泳 動 で 陰 極 側 に

異 常 な ピ ー ク が 認 め られ て い る の で19),こ れ ら

の点 で 先 天 性AT Ⅲ 欠 乏 症 との 鑑 別 は可 能 と

思 わ れ る.わ れ わ れ が 調 べ た3家 系 のAT Ⅲ

は,交 叉 免 疫 電 気 泳 動 で異 常 ピー クが 認 め られ

ず,AT Ⅲ Osloの よ う なAT Ⅲ 異 常 症 とは
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考えに くいが,Western blotを まだ実施 して

お らず,AT Ⅲ Utahの ようなAT Ⅲ 異常症

であることを完全には否定はできない.
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