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研究成果の概要（和文）：日本人には凝固制御因子プロテイン S（PS）の K196E 変異が約 55 人

に 1 人の頻度で存在し、静脈血栓症の遺伝的リスクとなっている。また、線溶因子プラスミノ

ーゲン（PLG）の A620T 変異（マウスでは A622T）も日本人の約 25 人に 1 人の頻度で認められ、

潜在的な血栓性リスクとなっている可能性がある。本研究では、これらの変異の影響を個体レ

ベルで解析するため、PS-K196E 変異および、PLG-A622T 変異のノックインマウスを樹立した。

肺塞栓誘発モデルを用いた解析の結果、PS-K196E マウスでは肺血管閉塞が亢進し、野生型マウ

スに比べて高い死亡率を示したことから、PS－K196E 変異が肺塞栓症等の静脈血栓症の増悪要因

となることが明らかとなった。動脈血栓症への PS-K196E 変異の影響を調べるため、中大脳動脈

閉塞による脳虚血再灌流実験を行った結果、白人型血栓症モデルである凝固第 V 因子－Leiden

マウスとは異なり、PS－K196E マウスの脳梗塞症状は野生型マウスと差は見られなかった。凝固

第 V 因子－Leiden 変異は白人の若年性脳梗塞リスクとして報告されているが、PS－K196E 変異と

脳梗塞との関連を示す報告はない。PS－K196E マウスはこれと矛盾しない表現型を呈しており、

日本人型血栓症の特徴や治療応答性を解析するための良いモデル動物になると考えられる。一

方、PLG-A622T マウスでは、肺塞栓、脳梗塞症状ともに悪化は認められなかったことから、少

なくとも本変異単独ではこれらの血栓症の原因とはならないと考えられた。	
 

	
 

研究成果の概要（英文）：The	
 K196E	
 mutation	
 in	
 protein	
 S	
 (PS)	
 is	
 found	
 in	
 one	
 of	
 55	
 Japanese	
 

and	
 is	
 a	
 genetic	
 risk	
 factor	
 for	
 vein	
 thrombosis	
 in	
 Japanese.	
 The	
 A620T	
 mutation	
 in	
 

plasminogen	
 (PLG)	
 is	
 found	
 in	
 one	
 of	
 25	
 Japanese	
 and	
 causes	
 decreased	
 fibrinolytic	
 

activity.	
 In	
 this	
 study,	
 we	
 generated	
 PS-K196E	
 and	
 PLG-A622T	
 (corresponding	
 to	
 human	
 

PLG-A620T)	
 knock-in	
 mice	
 for	
 investigating	
 effects	
 of	
 these	
 mutations	
 in	
 vivo.	
 Following	
 

the	
 induction	
 of	
 pulmonary	
 embolism,	
 PS-K196E	
 mice	
 showed	
 increased	
 degree	
 of	
 lung	
 

vascular	
 occlusion	
 and	
 decreased	
 survival	
 compared	
 with	
 wild-type	
 mice.	
 These	
 results	
 

support	
 a	
 direct	
 causal	
 relationship	
 between	
 the	
 PS-K196E	
 mutation	
 and	
 increased	
 

susceptibility	
 to	
 venous	
 thromboembolism.	
 To	
 examine	
 effects	
 of	
 the	
 mutation	
 on	
 arterial	
 

ischemic	
 diseases,	
 temporary	
 cerebral	
 ischemia	
 was	
 applied	
 in	
 mice.	
 Mice	
 with	
 the	
 factor	
 

V－Leiden	
 mutation,	
 the	
 common	
 thrombotic	
 risk	
 in	
 Caucasian,	
 showed	
 larger	
 infarction	
 and	
 

lower	
 survival	
 than	
 wild-type	
 mice.	
 In	
 contrast,	
 cerebral	
 infarction	
 in	
 PS-K196E	
 mice	
 

was	
 not	
 aggravated.	
 Consistent	
 with	
 these	
 findings,	
 the	
 FV-Leiden	
 mutation	
 has	
 been	
 

reported	
 as	
 a	
 risk	
 factor	
 for	
 early-onset	
 ischemic	
 stroke,	
 whereas	
 there	
 are	
 no	
 

epidemiological	
 data	
 to	
 suggest	
 significant	
 association	
 between	
 the	
 PS-K196E	
 mutation	
 

and	
 stroke.	
 The	
 PS-196E	
 mice	
 represent	
 a	
 suitable	
 animal	
 model	
 to	
 uncover	
 genetic	
 

characteristics	
 of	
 thrombosis	
 in	
 Japanese.	
 The	
 PLG-A622T	
 mutation	
 in	
 mice	
 had	
 little	
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effect	
 on	
 the	
 severity	
 of	
 pulmonary	
 embolism	
 and	
 cerebral	
 infarction,	
 suggesting	
 that	
 

the	
 PLG-A620T	
 mutation	
 does	
 not	
 cause	
 thrombosis	
 by	
 itself.	
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 血液凝固、線溶やその制御に関わる因子の

先天的異常は血栓症のリスクとなるが、原因

となる遺伝子変異は人種間で大きく異なる。

白人では凝固第 V 因子（FV）R506Q 変異（マ

ウスでは R504Q 変異）が血栓症の遺伝的背景

となっており、変異を保有するモデルマウス

も確立されているが、この変異は日本人には

存在しない。当研究室では、日本人静脈血栓

症患者の遺伝的背景として凝固制御因子プ

ロテイン S（PS）の K196E 変異を同定した。

静脈血栓症発症に対してオッズ比 3.7~8.6

を示す。本変異は日本人の約 55 人に 1 人に

認められ、約 1 万人がホモ接合体であると推

計される。PS は活性化プロテイン C（APC）

の補酵素として、活性化FVおよび活性化VIII

因子の分解、不活性化を促進する。K196E 変

異は、この不活性化を低下させるため、凝固

亢進傾向をもたらすと考えられる。	
 

	
 また、日本人には線溶因子プラスミノーゲ

ン（PLG）の A620T 変異（マウスでは A622T

変異）も広く存在し、当研究室にて一般住民

を対象に行った検討でもアレル頻度 2％（約

25 人に 1 人がヘテロ接合体）と高頻度に認め

られた。全国で約 5 万人がホモ接合体である

と推計される。PLG はフィブリン分解反応の

鍵となる酵素プラスミンの前駆体であり、組

織型やウロキナーゼ型 PLG 活性化因子により、

プラスミンに変換され、血栓を溶解する。

A620T 変異はプラスミン活性を著減させるた

め、変異保有者では血栓溶解能が低下する。

現在まで、本変異と血栓症との関連は示され

ておらず、一次的なリスクとはならないと予

想されるが、変異保有者は感染や外傷、手術

等に引き続いて血栓症を発症する例があり、

血栓形成を助長する要因が重なった場合に

は、血栓症が引き起こる可能性がある。	
 

	
 PS－K196E 変異および PLG－A620T 変異は、日

本人に特有かつ高頻度な血栓性遺伝子変異

であり、白人には見られない。このため、本

邦で独自に両変異の影響を確立する必要が

高いと考えた。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

	
 本研究では、PS－K196E 変異および PLG－

A622T 変異をもつ遺伝子改変マウスを作製し、

日本人の血栓症の遺伝的特徴、特に欧米との

違いを明確化し、これらのマウスを日本人に

適した選択的抗血栓療法を開発する上での

動物モデルとして確立することを目的とし

た。このため、肺塞栓（静脈血栓症）モデル

および脳虚血再灌流（動脈血栓症）モデルを

用いて PS－K196E および PLG－A622T マウスの

応答を白人型血栓症モデルである FV－R504Q

マウスと比較解析した。	
 

	
 

３．研究の方法	
 

(1)遺伝子改変マウスの作製	
 

	
 Pros1 遺伝子のエキソン 6 に一塩基置換

c.586A>G を導入したターゲティングベクタ

ーを用いて PS－K196E 変異マウスを、Pros1遺

伝子のエキソン 3を欠失させるベクターを用

いて PS 欠損マウスを、Plg遺伝子のエキソン



15に一塩基置換c.1864G>Aを導入したベクタ

ーを用いて PLG－A622T 変異マウスを、それぞ

れ作製した。FV－R504Q 変異マウスはジャクソ

ン研究所から購入した。	
 

	
 動物実験は国立循環器病研究センター動

物実験委員会の承認を得て実施した。	
 

	
 

(2)血漿 PS 抗原量・PS 補酵素活性測定	
 

	
 野生型マウス、PS-K196E 変異ヘテロ接合体

（PS+/E）マウス、ホモ接合体（PSE/E）マウス、

PS 欠損ヘテロ接合体（PS+/－）マウスから全採

血後、1000×ｇ、10 分間遠心分離して血漿を

回収した。血漿 PS 抗原量は、抗ヒト PS ポリ

クローナル抗体を用いた ELISA により測定し

た。また、マウス血漿に組換え体マウス APC

を添加して 37℃、1 分間反応後、活性化部分

トロンボプラスチン時間測定試薬を加えて

凝固時間を測定し、APC 添加による凝固時間

延長を指標に PS 補酵素活性を算出した。	
 

	
 

(3)血漿 PLG 抗原量・PLG 活性測定	
 

	
 野生型マウスおよび PLG-A622T 変異ホモ接

合体（PLGT/T）マウス血漿のPLG抗原量をMouse	
 

Plasminogen	
 Total	
 Antigen	
 EIA	
 Kit（Oxford	
 

Biomedical	
 Research）を用いて測定した。

また、血漿に 0.1N 塩酸を加えて酸性化後、

等量の 0.1N	
 NaOH で中和した。この血漿にヒ

トウロキナーゼを添加して PLG をプラスミン

に活性化した後、合成基質（S-2403）切断活

性を血漿 PLG 活性として測定した。	
 

	
 

(4)組織因子誘発（N=17）およびポリリン酸

誘発（N=16）肺塞栓モデル	
 

	
 マウスに外因系凝固を活性化する組織因

子あるいは、内在性の内因系凝固促進物質で

ある長鎖無機ポリリン酸を下大静脈から投

与することで肺塞栓を誘発し、呼吸停止まで

の時間を 20 分間測定して生存率を調べた。

また、呼吸停止 2 分後（生存個体は肺塞栓誘

発 20 分後）に右心室から青色色素 Evans	
 blue

を注入し、肺全体の染色像から 5 段階の肺血

管閉塞スコアを判定した。	
 

	
 

(5)局所脳虚血再灌流モデル（N=10-12）	
 

	
 イソフルレン麻酔下、マウスの頭蓋骨にド

リルで穴を開け、左中大脳動脈 M1 末端部を

電気焼灼して閉塞した。両側総頸動脈を血管

クリップで一過性に閉塞することで、左中大

脳動脈支配領域に局所虚血を誘導し、15 分後

にクリップを外して再灌流させた。虚血負荷

24 時間後に神経学的スコアの判定を行った

後、脳を摘出してトリフェニルテトラゾリウ

ムクロライド（TTC）による生細胞染色を用

いて脳梗塞巣体積、浮腫率を判定した。	
 

	
 

４．研究成果	
 

(1)PS－K196E 変異マウス・PS 欠損マウス	
 

	
 PS－K196E 変異マウスは PS+/E、PSE/Eマウス共

に正常に誕生し、繁殖能力も維持していた。

少なくとも通常の SPF 飼育条件下では、野生

型マウスと見かけ上の差異は見られなかっ

た。一方、PS 欠損のホモ接合体マウスは既報

と同様に胎生致死であり、PS+/－マウスのみ正

常に誕生した。	
 

	
 

①血漿 PS 抗原量・PS 補酵素活性	
 

	
 血漿 PS 抗原量は、PS+/‒マウスでは野生型マ

ウスの約 50％に低下していたが、PS+/Eおよび

PSE/Eマウスの抗原量は正常であった。ヒトと

同様にマウスにおいても PS－K196E 変異は PS

発現量には影響せず、正常に分泌されると考

えられる。一方、血漿 PS 補酵素活性は３系

統の PS 遺伝子改変マウスでいずれも野生型

マウスに比べて低下した。PS+/‒マウスの活性

は抗原量と同様に野生型マウスの約 50％で

あった。PSE/E マウスでは野生型マウスの約

60％、PS+/Eマウスでは約 80％に低下しており、

PS－K196E 変異体では補酵素活性が部分的に

損なわれることが明らかとなった。	
 

	
 

②組織因子およびポリリン酸誘発肺塞栓モ

デル	
 

	
 組織因子投与および無機ポリリン酸投与

により、肺塞栓を誘発後の生存率は、PS+/E、

PSE/E、PS+/‒マウスで、FV－R504Q 変異ホモ接合

体（FVQ/Q）マウスと同様に、野生型マウスに

比べて低下した。これら 4 系統の遺伝子変異

マウスでは、肺血管閉塞スコアも野生型マウ

スに比べて上昇しており、肺塞栓症状の重症

化が認められた。以上の結果から、PS－K196E

変異は PS ヘテロ欠損や FV－R504Q 変異と同様

に、マウス静脈血栓症の増悪要因となること

が明らかとなった。	
 

	
 

③局所脳虚血再灌流モデル	
 



	
 三血管閉塞法による局所脳虚血再灌流障

害モデル実験の結果、虚血負荷 24 時間後の

脳梗塞巣体積は、PS+/E、PSE/Eおよび PS+/‒マウ

スの何れにおいても野生型マウスと違いは

認められなかった。脳浮腫率および神経学的

スコアも 3 系統の PS 遺伝子改変マウスと野

生型マウスで違いは無かった。一方、同じ脳

虚血再灌流障害モデルを用いて FV－R504Q 変

異マウスを解析した場合、FVQ/Qマウスだけで

なくヘテロ接合体マウスでも、野生型マウス

と比べて著明な脳梗塞症状の悪化が認めら

れた。FV－R506Q 変異は白人の若年性脳梗塞の

リスク要因として報告されているが、PS－

K196E 変異と脳梗塞との関連を示す報告はな

い。PS－K196E マウスはこれと矛盾しない表現

型を呈しており、日本人型血栓症の治療応答

性を解析するための優れた動物モデルであ

ることが確認できた。	
 

	
 

(2)PLG－A622T 変異マウス	
 

	
 PLG－A622T マウスはヘテロ、ホモ接合体と

もに正常に出生し、発育や生殖能力にも異常

は見られなかった。	
 

	
 

①血漿 PLG 抗原量・PLG 活性	
 

	
 血漿 PLG 抗原量は、PLGT/T マウスで野生型

マウスの約 50％に低下した。また、PLGT/Tマ

ウスの血漿Plg活性は、野生型マウスの約8％

に低下しており、PLG-A622T 変異が著明な線

溶活性低下をもたらすことが明らかとなっ

た。PLG 欠損マウスでは、成長遅延や寿命の

短縮、生殖能の低下などの異常が報告されて

いるが、PLGT/T マウスにこうした異常は見ら

れなかったことから、本変異による線溶活性

低下は胚発生および個体の成育上の問題と

はならないと考えられた。	
 

	
 

②肺塞栓誘発モデルおよび局所脳虚血再灌

流モデル	
 

	
 肺塞栓誘発モデル実験の結果、PS-K196E 変

異マウスとは異なり、PLGT/T マウスの症状に

は野生型マウスとの差違は見られなかった。

局所脳虚血再灌流後の脳梗塞症状も PLGT/Tマ

ウスで悪化は認められなかったことから、

PLG－A620T 変異はこれらの血栓症の主病因と

はならないと考えられる。しかし、他の血栓

性素因と PLG－A620T 変異が重なることで症状

を修飾する可能性が残っており、事実、本変

異と PS－K196E を有する重症静脈血栓症患者

が存在する（未発表データ）。今後、PLG－A622T

と PS－K196E の二重変異マウスの解析などを

通じて、PLG－A622T 変異が PS－K196E 変異によ

る血栓傾向を助長するか否か確認する必要

がある。	
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