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研究成果の概要（和文）：血栓溶解開始因子である tPA は血管内皮細胞から活性型酵素として

分泌される。tPA の分泌動態の可視化解析から得られた知見をもとに、申請者は細胞上の血栓

溶解活性発現−増幅機構を明らかにし、さらにその活性に伴う細胞機能修飾の可能性が明らかと

なった。 

 
研究成果の概要（英文）：Thrombolysis initiation factor, tPA, is secreted from the vascular 

endothelial cells as an active enzyme. Based on our previous study, in which we visualized 

the exocytotic dynamics of tPA, we clarified the expression and augmentation mechanisms 

of thrombolytic activity and the possibility to modulate the cellular function. 
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１．研究開始当初の背景 

 血管内皮細胞は血管腔と血管壁とのバリ
アとして機能するのみならず、様々な因子の
産生・分泌を通して血管壁の恒常性の維持に
寄与する。種々要因にて正常血管内皮機能が
破綻すると、接着因子の発現や血栓形成促進
により心血管病の発症・進展につながる。ま
た重症感染症や炎症性サイトカインの作用
などにより内皮バリア機能が障害され血管
透過性が亢進すると、臓器障害が惹起され生
命予後の悪化要因となる。 

 線溶システムは、線溶活性化因子である

plasminogen activator（PA）がセリン酵素
前駆体であるプラスミノゲンをプラスミン
に活性化することで、血栓溶解をはじめとす
る蛋白分解作用を発揮する。血管内皮細胞は
組織型 PA（tPA）の分泌により血漿中のプラ
スミノゲンを活性化し血管内血栓を除去す
る。申請者は、血管内皮細胞からの tPA 分泌
動態の可視化解析を通して、分泌された tPA

が重鎖を介して細胞表面に滞留する現象を
発見した（Suzuki Y, et al. Blood. 113 : 

470-478, 2009）。tPA は活性型の酵素として
分泌されること、またフィブリンや細胞膜表
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面など線溶活性が発現される“場”への結合
によりその酵素活性が増強することが知ら
れている。 

 また、プラスミノゲンはフィブリンに加え、
血球系細胞、血管内皮細胞などや腫瘍細胞を
も含めた多くの細胞表面に結合し、PA 作用
により効率よくプラスミンに変換され、いわ
ゆる組織線溶（細胞線溶）としての機能を発
揮する。細胞線溶は、細胞外マトリックスの
分解、細胞移動、増殖因子の活性化や組織リ
モデリングなどにおいて重要であり、血管新
生、炎症反応、創傷治癒といった病態生理的
現象に大きく関与する。またプラスミンは、
G蛋白質共役型受容体ファミリーに属するユ
ニークな受容体 protease-activated receptor

（PAR；受容体の細胞外特定領域が切断され、
新たな N 末端領域がリガンドとして作用す
ることで信号を伝達する）のサブタイプであ
る PAR1および PAR4を活性化することによ
り、細胞内シグナル活性化を介した細胞機能
の修飾にも関与すると考えられる。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、血管内皮細胞で産生・分泌さ
れ細胞表面に滞留する tPAの酵素活性発現機
構ならびに細胞機能修飾の可能性を明らか
にすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

血管内皮モデル細胞：ヒト臍帯静脈内皮細胞
(HUVEC)由来細胞株(EA.hy926)を用い、GFP 融
合 tPA（tPA-GFP）遺伝子を導入して以下を検
討する。 
(1)滞留 tPA によるプラスミノゲン活性化の
解析 
①滞留 tPA-GFP と Alexa568 標識プラスミノ
ゲン（plg568）との共局在性を全反射蛍光顕
微鏡にて検討する。 
②滞留 tPA-GFPによるプラスミノゲン活性化
を検討する。 
③単層培養血管内皮上に Alexa647 標識フィ
ブリノゲン（fbg-647）、トロンビン、plg-568
を添加して作成したフィブリン網の溶解過
程を共焦点レーザ走査顕微鏡にて可視化解
析する。 
(2)細胞表面 PA/プラスミン活性による細胞
機能への影響に関する検討 
①細胞にプラスミンを添加し、カルシウム指
示薬による細胞内カルシウムイオン濃度の
変化を検討し、PAR の活性化の有無を検討す
る。 
②tPA-GFP 発現細胞にプラスミノゲンを添加
し得られたプラスミン活性により①と同様、
PAR の活性化を検討する。 
③PA/プラスミン活性による細胞形態変化を
small GTPase バイオセンサーにより、細胞内
シグナル活性化の有無とあわせ可視化解析

する。 
 
４．研究成果 
(1)①tPA-GFP 発現血管内皮細胞に plg568 を
添加し全反射蛍光顕微鏡にて解析したとこ
ろ、分泌顆粒開口後の tPA-GFP 滞留部位に
plg568 は集積しその輝度値は経時的に増強
した。また細胞表面/周囲基質蛋白に plg−568
の集積増強を認めた。 
②plg−568 の集積増強は、活性を有さない変
異 tPA−GFPの解析ならびに各々の阻害因子存
在下での解析結果から、tPA 活性ならびにプ
ラスミン活性依存的であること、またリジン
結合部位を介した特異的結合であることが
判明した。細胞表面で生成されたプラスミン
が、細胞表面/周囲基質蛋白を分解し新たな C
末端リジンが露出すると、更なるプラスミノ
ゲン結合の場が供給されるという細胞表面
でのプラスミノゲン活性化増幅機構が明ら
かとなった。 
③tPA-GFP 発現細胞を起点にフィブリン溶解
は拡大し、先行する溶解縁に限局して
plg-568 が集積することが明らかとなった
（下図）。 

 
以上の研究成果を血管内皮細胞表面におけ
る線溶活性発現−増幅機構として報告した
（Suzuki Y. et al. Blood 118:3182-3185, 
2011）。 
 
(2)①PAR1 活性化ペプチドにて細胞内カルシ
ウムイオン濃度が上昇することはすでに確
認している。プラスミン添加により、カルシ
ウムオシレーションが惹起された。 
②tPA-GFP 発現細胞にて細胞由来で生成され
るプラスミンによるカルシウムシグナルは
残念ながら検出できなかった。 
③PA/プラスミン活性による細胞形態変化の
可視化解析ツールとして入手した蛍光共鳴
エネルギー移動：FRET に基づく samll GTPase
バイオセンサーを用いて可視化を試みた。し
かしながら、その変化量が微量であることか
ら解析が難航し落射蛍光顕微鏡では不可能
であると判断した。細胞膜近傍の微小輝度変
化検出感度に優れる全反射蛍光顕微鏡での
解析が望まれるが、新たな励起レーザを含む
顕微鏡システム一式の導入が必要であり、残
念ながら本研究では遂行しきれなかった。 
 
(3)当初の目的ではなかったが、tPA-GFP の細



胞膜表面滞留要因の検索を進めることがで
きた。tPA-GFP 分泌顆粒中に共存する蛋白が
明らかとなり、該当蛋白と tPA との直接的結
合に関して Biacore による解析、また変異
tPA-GFP における結合性の変化などの検討を
進め、現在結果をまとめている。 
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