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研究成果の概要（和文）：自然加齢およびKlotho mouseなどの老化モデルマウスでは、血中および組織における血栓溶
解阻害因子plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) の発現が亢進しており、一部の腎臓に糸球体内フィブリン血
栓を認めた。またエンドトキシン投与や拘束ストレス負荷などの血栓形成刺激に対する老化モデルマウスの反応は対照
の若年マウスより強く、PAI-1の遺伝子発現増加や腎糸球体内フィブリン血栓形成は高度であった。以上より、老齢個
体における易血栓性のメカニズムとして、PAI-1の発現亢進とPAI-1遺伝子応答の増強が関与していることが示唆された
。

研究成果の概要（英文）：Elevated expression of plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), a key molecule 
in developing thrombosis, was demonstrated in plasma and several tissues of a murine model of aging, 
e.g., 12-month-old or 24-month-old mice and klotho mutant (kl/kl) mice, in comparison with young mice. 
Renal glomerular fibrin deposition was also detected in aged mice and klotho mice, suggesting that aged 
mice are hypercoagulable due to the high expression of PAI-1. Endotoxin challenge and restraint stress 
induced PAI-1 gene expression together with renal fibrin deposition in a murine model of aging. High 
expression of PAI-1 mRNA corresponded to vascular endothelium and smooth muscle cells, hepatocytes, renal 
tubular epithelial cells, adrenomedullar cells, cardiomyocytes, and adipose cells in aged mice in respons 
to those stimuli. Thus, aged animals may be hyperresponsive to prothrombotic stimuli through the higher 
induction of PAI-1 gene compared to young counterparts.
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１．研究開始当初の背景 
急速な高齢化が進む我が国では、老化にと

もなって増加する疾患、なかでも生命にかか
わり重篤な後遺症を残す心筋梗塞や脳梗塞
など血栓性疾患への取り組みが最重要課題
である。しかし老化にともなう血液流動性維
持機構の破綻や血栓形成傾向の背景にある
分子メカニズムについては、ほとんど解明さ
れていない。しかも個体レベルでの研究はほ
とんど進んでいないというのが実情である。
一方、早期老化モデルマウスとして我が国で
作成された Klotho 遺伝子欠損マウスにおい
ては、ヒトでの老化様の病理組織学的変化と
代謝異常について詳細な検討がなされてい
るが、血栓傾向とその分子病態メカニズムや
血液流動性維持の破綻機構についてはほと
んど解析が行われていない。このような背景
に鑑み、老化にともなう血栓形成傾向および
心血管病変進展の分子メカニズムを解明す
るため、自然加齢マウスおよび Klotho 遺伝子
欠損マウスを用いて血液凝固線溶因子を標
的とした基礎的研究を着想するに至った。 

 
２．研究の目的 
 老化モデルマウスを用い、老化の進行とと
もに血液凝固線溶因子の組織内発現がどの
ように変化し、その遺伝子発現変化が血栓形
成および血液流動性維持の破綻にどう関与
するのかを明らかにすることを目的とする。
最終的には、老化個体における向血栓性遺伝
子の発現様式とその意義や、種々の刺激・負
荷に対する遺伝子発現の反応性を検討し、高
齢者における血栓症発症の予防と治療に寄
与することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 自然加齢マウス（12～24 ヶ月齢）および早
期老化モデルである Klotho マウスとそれら
の対照マウスを用いて、組織および血管にお
ける向血栓性の血液凝固線溶因子、なかでも
主要な血栓溶解阻害因子として位置付けら
れる plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) 
と外因系凝固反応の起始因子である tissue 
factor (TF) の遺伝子発現を real time RT-PCR
法や in situ hybridization 法によって分子生物
学的に解析し、老化個体に特異的な PAI-1, TF
の遺伝子発現様式について検討した。また、
上記の老化モデルマウスに種々の向血栓性
刺激（菌体毒素投与、心因性ストレス負荷）
を加えた後、上記と同様に PAI-1 の遺伝子発
現および組織内微小フィブリン血栓の形成
過程を解析し、老化個体における易血栓性に
ついて検討した。さらに遺伝的 PAI-1 欠損マ
ウスを用い、それらの老化個体において血栓傾
向が招来されるかどうか検討した。 
 
４．研究成果 
（１）老化モデルマウスにおける PAI-1 およ
び TF の発現 

12 ヶ月齢、24 ヶ月齢の自然加齢マウスで

は PAI-1 の血中レベルが若年マウスの数倍に
上昇しており、易血栓性を有していると考え
られた。自然加齢マウスの主要な組織ごとに
PAI-1 および TF mRNA 発現量の定量的解析
を real time RT-PCR法にて行った結果、腎臓、
肝臓、肺などの臓器で両遺伝子の高発現を認
めた。一方、Klotho マウスにおいても PAI-1
の血中レベルは対照とした若年マウスの数
倍に上昇しており、腎臓、肝臓、肺などの臓
器でも PAI-1 遺伝子の高発現を認めたことか
ら、易血栓性を有していると考えられた。 
 以上の結果より、老化マウスにおいては潜
在的に易血栓性が存在すると考えられた。 
 
（２）老化モデルマウスに対する心因性スト
レス負荷時の PAI-1 発現と血栓形成 
 12 ヶ月齢、24 ヶ月齢の自然加齢マウスお
よび８週齢の若年マウスに対し、心因性スト
レスとして２～20 時間の拘束ストレスを負
荷し、PAI-1 の血中レベルおよび組織におけ
る mRNA 発現と、組織内微小血栓形成につき
検討した。拘束ストレス負荷後の血中 PAI-1
抗原量および肝臓、腎臓、副腎、脂肪組織等
における PAI-1 mRNA 発現量ともに、老化マ
ウスでは若年マウスに比して著明に増加し
ていた。また in situ hybridization 法による解
析では、拘束ストレス負荷後の老化マウスに
おける腎尿細管上皮細胞、肝細胞、副腎髄質
のクロマフィン親和細胞や傍大動脈交感神
経節の神経細胞にて PAI-1 mRNA シグナルの
増強を認めた。拘束ストレス負荷後の老化マ
ウスにおいてもっとも顕著な PAI-1 mRNA 発
現の増強を認めたのは脂肪組織であり、その
局在は脂肪細胞に一致していた。一方、拘束
ストレス負荷後の老化マウスにおいては腎
糸球体内や脂肪組織内に微小血栓沈着を認
めたが、若年マウスでは認められなかった。
また Klotho マウスにおいても、拘束ストレス
負荷後の血中 PAI-1 抗原量および肝臓、腎臓、
肺、副腎等における PAI-1 mRNA 発現量とも
に、対照マウスに比して著明に増加しており、
一部の腎糸球体には、フィブリン血栓の沈着
を認めた。さらに一部の Klotho マウスでは、
長時間の拘束ストレス負荷により、洞性徐脈
による突然死が認められた。 
以上の結果より、老化モデルマウスでは心

因性ストレスに対する PAI-1 産生反応が著明
に亢進し、それが血栓溶解反応を阻害するこ
とでストレス起因性血栓症を発症する引き
金になっている可能性が考えられた。若年マ
ウスに比して老化マウスでは拘束ストレス
負荷後の血中 TNF-alpha 値も著明に増加して
おり、ストレス反応性の PAI-1 産生亢進は、
グルココルチコイドや交感神経系の内因性
メディエーターの分泌増加に加え、TNF-alpha
など炎症性サイトカインの増加を介したも
のであると推測された。 

 
（３）老化モデルマウスに対する菌体毒素投
与時の PAI-1 発現と血栓形成 



 自然加齢マウスおよび若年マウスに対し、
血栓形成刺激として菌体毒素（エンドトキシ
ン）を腹腔内投与し、血中 PAI-1 値および臓
器における PAI-1 および TF mRNA 発現量を
測定した。エンドトキシン投与４～８時間後
の自然加齢マウスでは、若年マウスに比して
著明な血中 PAI-1 値および血中 TNF-alpha 値
の上昇を認め、腎臓、肝臓などにおける PAI-1
および TF mRNA 量の増加も顕著であった。
In situ hybridization 法にて PAI-1 mRNA の組
織内局在を調べた結果、腎臓では糸球体の血
管内皮細胞やメサンギウム細胞にて、肝臓で
は肝実質細胞にて PAI-1 mRNA の高発現を認
めた。また自然加齢マウスでは、血中 PAI-1
値の上昇および臓器内 PAI-1 mRNA 発現の増
加にともなって、組織内（主として腎糸球体
内や肝類洞内）微小血栓沈着も高度に認めら
れた。以上の結果より、老化マウスでは炎症
刺激などが加わると臓器における血栓促進
因子（PAI-1, TF）の発現が一層高度となり、
組織内に微小血栓形成をきたして臓器障害
が進行しやすくなることが示唆された。 
 
（４）自然加齢 PAI-1 欠乏マウスにおける血
栓形成 
血栓形成刺激としての菌体毒素（エンドト

キシン）投与および 20 時間拘束ストレス負
荷を、若年齢（８週齢）と老齢（12 ヶ月齢）
の遺伝的 PAI-1 欠乏マウスおよびほぼ同齢の
野生型マウスに対して行った。エンドトキシ
ン投与８時間後の各マウスにて腎糸球体内
および脂肪組織内フィブリン血栓沈着を検
索したところ、若年個体、老齢個体いずれに
おいても、PAI-1 欠乏マウスに比較して野生
型で有意に多量のフィブリン沈着を認めた。
また PAI-1 欠乏マウスと野生型マウス間での
フィブリン沈着量の差は、老齢個体でより顕
著であった。一方、20 時間拘束ストレス負荷
後の若年個体では、PAI-1 欠乏マウス、野生
型マウスのいずれにも腎糸球体内フィブリ
ン沈着をほとんど認めなかったが、老齢個体
では、PAI-1 欠乏マウスに比較して野生型で
有意に多いフィブリン血栓沈着を認めた。以
上の結果より、エンドトキシン投与および拘
束ストレス負荷後の組織内微小血栓形成に
は、負荷後の PAI-1 発現動態が強く関与して
いると考えられ、またその関与の程度は加齢
依存的に増大することが強く示唆された。 
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