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研究成果の概要： 先天性プロテイン S（PS）欠損症・異常症の遺伝子解析において、未解析の

新たな症例検体については従来の PCR ダイレクトシーケンス法を用いた遺伝子変異の同定を行

った結果、新規変異を含めてその原因と思われる PROS1 遺伝子変異を同定した。その中で PROS1
遺伝子の蛋白翻訳領域には変異は見つからなかったものの、翻訳開始点より 168bp 上流のプロ

モーター領域に同定した C→T (c.-168C>T)の点突然変異のルシフェラーゼ・レポーター解析の

結果、変異型では転写活性が 20%まで低下し、先天性 PS 欠損症の原因と思われた。先天性 PS

欠損症症例で従来の各エクソンの PCR ダイレクトシーケンス法にて PROS1 遺伝子に変異の見つ
からなかった症例において、PROS1 遺伝子の 15個の各エクソン部に偽遺伝子と区別する PCR プ
ライマーを設定し、Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) 法によって

PROS1 遺伝子欠失の同定解析を行ったところ、PROS1 遺伝子の全欠失を示す症例を１例同定した。
しかし、他の多くの症例では欠失を同定できず、遺伝子欠失の頻度はまれであると思われた。

ヒト PS を産生する HepG2 細胞を用い、エストラディオール（E2）の添加による培養上清中の

PS分泌量の変動について ELISA 解析を行ったところ、30％の発現低下を認めた。また、細胞内

PS mRNA の変動について Real Time PCR を用いて定量した結果、同様に E2 の添加による mRNA

発現低下を認めた。現在、PS遺伝子プロモータ領域をクローニングし、ルシフェラーゼ・レポ

ーター解析による、HepG2 細胞での E2による PS遺伝子発現の制御動態解析を施行中である。 
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１．研究開始当初の背景 
 血栓症は、我が国でも心筋梗塞や脳梗塞な
ど死亡原因の約 1/3 に関与しており、高齢化
社会や食生活の欧米化が進むにつれて増加
傾向にある。先天性プロテインＳ（PS）欠乏
症は血栓性素因として日本人に頻度が高く、
我々も数多くのPROS1遺伝子異常を同定して
きたが世界的にみて約半数は遺伝子異常の
同定に至っていない。また、妊娠や重症感染
症での後天的 PS 欠乏症も血栓症リスクであ
るが、その発症分子機構も十分には解明され
ていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、PS欠乏症発症の遺伝的要因であ
る PROS1 遺伝子異常（遺伝子欠失など）の同
定とともに、後天的要因である性ホルモンや
全身性炎症反応による PS 発現低下機構の解
明を行い、PS欠乏にともなう血栓症発症予防
や治療法開発の理論的基盤を明らかにする
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 先天性プロテイン S欠損症・異常症におい
てPCRダイレクトシーケンス法を用いた遺伝
子変異の同定を行い、同定した変異を組み込
んだPROS1プロモーター領域をルシフェラー
ゼレポーター上流に配置し、野生型との転写
活性の比較を行った 
 ま た 、 Multiplex Ligation-dependent 
Probe Amplification (MLPA) 法を用い、
PROS1 遺伝子欠失の同定解析を行った。また、
欠失の同定された症例においては、その欠失
の範囲を解析した。 
 一方、ヒトプロテイン S を産生する HepG2
細胞を用い、ERD共発現下においけるエスト
ラディオール（E2）添加による培養上清中プ
ロテイン S 分泌量の変動（ELISA）ならびに
細胞内プロテイン S mRNA の変動（Real Time 
PCR）を定量解析した。また、プロテイン S
遺伝子プロモータ活性について、ERD共発現
下 HepG2 細胞においけるルシフェラーゼ・レ
ポーター解析を行い、E2添加によるプロテイ
ン S遺伝子発現の制御動態解析、ならびにそ
の責任遺伝子配列を同定した。さらに、EMSA
および DNA pull-down assay、ChIP assay を
行った。 
 
４．研究成果 
 先天性プロテイン S（PS）欠損症・異常症
の遺伝子解析において、未解析の新たな症例
検体については従来のPCRダイレクトシーケ
ンス法を用いた遺伝子変異の同定を行った
結果、新規変異を含めてその原因と思われる
PROS1遺伝子変異を同定した。その中でPROS1
遺伝子の蛋白翻訳領域には変異は見つから
なかったものの、翻訳開始点より 168bp 上流

のプロモーター領域に同定した C→ T 
(c.-168C>T)の点突然変異のルシフェラー
ゼ・レポーター解析の結果、変異型では転写
活性が 20%まで低下し、先天性 PS欠損症の原
因と思われた。 
 先天性 PS 欠損症症例で従来の各エクソン
の PCR ダイレクトシーケンス法にてPROS1遺
伝子に変異の見つからなかった症例におい
て、PROS1 遺伝子の15個の各エクソン部に偽
遺伝子と区別する PCR プライマーを設定し、
MLPA法によってPROS1遺伝子欠失の同定解析
を行ったところ、PROS1 遺伝子の全欠失を示
す症例を１例同定した。しかし、他の多くの
症例では欠失を同定できず、遺伝子欠失の頻
度はまれであると思われた。 
 ヒト PS を産生する HepG2 細胞を用い、エ
ストラディオール（E2）の添加による培養上
清中の PS 分泌量の変動について ELISA 解析
を行ったところ、30％の発現低下を認めた。
また、細胞内 PS mRNA の変動について Real 
Time PCR を用いて定量した結果、同様に E2
の添加による mRNA 発現低下を認めた。 
 ルシフェラーゼレポーター解析では、E2に
よりPROS1プロモーター活性は50%～60%まで
の低下がみられ、-172 と-163 に存在する 2
つの隣接する GC-rich motif のうち、上流側
の GC-rich (-172 から-163) が E2 による抑
制に必要であることが判明した（図１）。さ
らに EMSA および DNA pull-down assay、ChIP 
assay を行った結果、2 つの GC-rich motif
を含む領域には Sp1 および Sp3 に加え、ERD
が結合することが示された。これらの結果よ
り、E2 による PS 発現の抑制は PROS1 プロモ
ーター領域への ERD/Sp 蛋白の結合に起因す
ることが明らかとなり、妊娠女性においては
E2 濃度の上昇が血中 PS 量の低下を導き、静
脈血栓塞栓症のリスクとなることが示唆さ
れた。 
 
図１ E2抑制に関わる PROS1プロモーター解析 
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