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研究成果の概要：近年、生活習慣病などに起因する心血管病の増加とともに、その病態基盤と

して血管内皮傷害が注目されている。正常血管内皮細胞は血栓形成を抑制し生じた血栓を溶解

する機能を有するが、傷害内皮ではこれらの機能に異常をきたす。本研究では血栓溶解を担う

線溶活性化因子に着目し、その内皮細胞からの分泌動態を蛍光顕微鏡によりリアルタイムに解

析し、新たな線溶活性調節機構を見いだした。これにより内皮傷害の病態解明、傷害の予防な

どへ繋がることが期待できる。 
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１．研究開始当初の背景 
 組織型プラスミノゲンアクチベーター
（tissue plasminogen activator;tPA）は、
血管内線溶を担う主要なセリン酵素であり、
血管内皮細胞において産生・分泌される。tPA
は一本鎖の活性型酵素として分泌されるた
め、その多寡は線溶活性に直結すると考えら
れるが、その詳細な分泌機構は不明である。 
 予備実験にて tPAの開口放出過程を可視化
し生細胞リアルタイムイメージング解析し
たところ、分泌された tPA は細胞表面に数分

以上は滞留することが判明した。tPA が活性
型酵素として分泌されること、またフィブリ
ンや細胞表面などの固相に結合したtPAは酵
素活性が増強することを考慮すると、血管内
皮表面における線溶活性、さらには線溶以外
の血管壁への作用の発現にも有利な現象で
あることが予想される。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は分泌後の tPA による（1）内皮細胞
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上の線溶調節機構と（2）血管トーヌスに関
連した内皮機能調節を解明することを目的
とした。 
 
 
３．研究の方法 
ヒ ト 臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 由 来 細 胞 株
（EA.hy926）をモデル細胞とし tPA の開口
放出現象を次のように可視化した（図１）。
細胞に緑色蛍光タンパク（GFP）融合 tPA 遺
伝子を導入し、分泌顆粒内に発現した
tPA-GFP の蛍光強度変化を細胞膜近傍の蛍
光検出に有利な全反射蛍光顕微鏡にて経時
的に解析した。GFP 蛍光の pH 依存性
（pH7.0-11.5 で安定、酸性度に比例し蛍光が
減弱する）により、分泌顆粒（約 pH5.5）か
らの開口（図①）・放出（図②）現象はグラ
フのような典型的な蛍光強度変化を示す。 

 
（1）tPA の細胞表面滞留要因として tPA 分
子中の責任領域の同定：tPA フィブリンとの
親和性を有するとして明らかになっている
各ドメインに対し、デリーションミュータン
ト tPA-GFP を作成し、開口放出パターンの
カイネティクスの相違について蛍光強度半
減時間(TF1/2)を指標に検討し、細胞膜への結
合領域を明らかにする。 
 
（2）細胞膜表面に存在する tPA 結合因子の
同 定 ： 線 溶 活 性 発 現 と の 関 連 か ら
annexinA2(anxA2)が最有力候補因子である。
anxA2 の挙動を同時に追跡するため、
anxA2-mRFPを作成し tPA-GFPとの共発現
下に、顆粒開口後の tPA-GFP との局在の一
致性を検討する。anxA2 の関連が示唆されな
ければ、他の既知の tPA 結合蛋白について検
討を行う。 
 
（3）細胞表面滞留 tPA に対する PAI-1 の修
飾作用：以下の 3 条件で検討した。 
①遺伝子組み換え PAI-1（rPAI-1）の添加に
よる tPA-GFP の開口放出動態の変化 
②PAI-1 と複合体形成をしない（tPA の活性
中心の Ser 478をAlaに置換すると tPAは酵

素活性とともに PAI-1 との結合性を失う）変
異 tPA-GFP（tPA-S478A-GFP）の開口放出
動態 
③PAI-1 siRNAによるPAI-1発現抑制下にお
ける tPA-GFP の開口放出動態 
 
（4）開口放出後の tPA による細胞膜表面線
溶活性発現の検討：本細胞では PAI-1 の発現
が多いため内因性 tPAによるプラスミン生成
は検出できない。PAI-1 siRNA (Thromb 
Haemost.2006;95:857-64,5’aagcacaactccctt
aaggtc3’)による発現抑制などの工夫をして、
内因性 tPA によるプラスミン生成が
chromogenic assay にて検出できる条件を検
討する。 
 
 
４．研究成果 
（1）tPA の細胞表面滞留要因として tPA 分
子中の責任領域の同定： 

 
tPA 分子中のフィブリンへの結合に関与する
フィンガー（Fn）とクリングル 2（K2）の両
ドメインについて細胞表面滞留への影響を
検討した。野生型 tPA-GFP、Fn ドメイン欠失
tPA-GFP（tPA-dFn-GFP）、K2 ドメイン欠失
tPA-GFP（tPA-dK2-GFP）および重鎖欠失
tPA-GFP（tPA-CD-GFP）の開口後の放出動態
の差異を図２に示す。 

 
tPA-CD-GFP では開口後速やかに蛍光スポッ
トは消失した。時間分解能のより高い高感度
CCD カメラを用いた解析から、そのほとんど
は開口後 250 ms で液相中へ拡散することが
判明した。これはクロム親和性細胞における
NPY-GFP の開口放出時間とほぼ一致するもの
であった。よって tPA の重鎖は細胞表面滞留



 

 

に不可欠であり、かつ Fn と K2 ドメインは同
程度に滞留に関与すると推察された。 
 
（2）細胞膜表面に存在する tPA 結合因子の
同定：抗 anxA2 抗体と抗 tPA 抗体による二
重免疫染色あるいは作成した anxA2-mRFP
と tPA-GFP との共発現のいずれにおいても
anxA2 と tPA との共局在を示す結果は得ら
れなかった。他の tPA 結合蛋白との検討は現
在検討中である。 
 
（3）細胞表面滞留 tPA に対する PAI-1 の修
飾作用： 
①rPAI-1 添加前後で単位時間あたりの開口
放出頻度は変わらず、tPA-GFP 滞留時間の分
布は左方移動し短縮を示した（図３）。また
rPAI-1 添加 60 分後の上清には添加した
PAI-1 濃度依存性に tPA-PAI-1 複合体量の増
加を認めた。しかし遊離 tPA は同定できなか
った。 

 
②tPA-S478A-GFP は、上清中に遊離型、複合
体型ともに同定できず、全反射蛍光顕微鏡観
察により細胞表面に多量の集積を認めた。ま
た野生型 tPA-GFP に比し tPA-S478A-GFP 滞留
時間は著明に延長し、rPAI-1 添加による影響
も認めなかった（図４）。 

 
③PAI-1 発現抑制により tPA-GFP 滞留時間の
分布は右方に移動した。さらに、rPAI-1 添加
により滞留時間の分布は PAI-1 発現非抑制程
度まで再短縮を示した（図５）。 
 
 

 
（4）開口放出後の tPA による細胞膜表面線
溶活性発現の検討：PAI-1 siRNA により
PAI-1 発現を抑制することで内因性 PA によ
る細胞表面線溶活性の検出が可能となった。
これは rPAI-1 の添加により抑制された。 
 
 以上 tPA は開口放出後、その重鎖を介して
細胞表面に滞留するという血管内皮細胞特
有の現象を見いだした。この tPA 細胞表面滞
留は PAI-1 により修飾されることから、
PAI-1 は液相中のみならず細胞表面 tPA 活性
をも制御するという新たな線溶活性調節機
構を提唱し、論文（Suzuki Y, et al. Unique 
secretory dynamics of tissue plasminogen 
activator and its modulation by 
plasminogen activator inhibitor-1 in 
vascular endothelial cells. Blood. 
113:470-478,2009）としてまとめた。 
 なお、tPA による血管トーヌスに関連した
内皮機能調節については現在検討中である。 
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