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研究成果の概要（和文）：本研究ではこれまでに樹立した遺伝子改変マウスを用いて血栓性分子やその遺伝子変
異が血栓症病態に及ぼす影響を解析した。その結果、プロテインS-K196E変異にプラスミノーゲン-A622T変異が
重なっても血栓症状は増悪しないこと、ADAMTS13が自然免疫応答にて過剰な好中球浸潤を抑制すること、血小板
内の細胞外シグナル調節キナーゼが血栓形成の開始と維持に必須となること、プロテインキナーゼAが初期相に
おいてのみ血栓形成を抑制すること、インテグリンαIIb-R990W変異は血小板αIIbβ3の恒常的活性化を誘導す
るが、同時にαIIbβ3発現量を著減させ、血小板凝集不全を引き起こすことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the effects of thrombotic molecules and their 
gene mutations on the pathogenesis of thrombosis using genetically modified mice established so far.
 The coexistence of the plasminogen-A622T mutation did not aggravate the thrombotic tendency caused 
by the protein S-K196E mutation. ADAMTS13 suppressed excessive neutrophil infiltration in the innate
 immune response. Extracellular signal-regulated kinase in platelets was essential for initiation 
and maintenance of thrombus formation. Protein kinase A in platelets inhibited thrombus formation 
only in the early phase. The integrin αIIb-R990W mutation induced constitutive activation of αIIb
β3 on platelets, but simultaneously reduced the expression of αIIbβ3 to cause impaired platelet 
aggregation.

研究分野： 血栓止血学、生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
血栓症に関わる分子やその遺伝子変異の病態生理学的意義が明らかとなり、血栓症治療の充実につながる成果が
得られた。
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１．研究開始当初の背景 
 
 日本人には凝固制御因子プロテインSのK196E変異が約50-60人に1人の頻度で認められる。
研究代表者らは、プロテイン S-K196E 変異のノックインマウスを作製し、その解析から本変異
がマウスの静脈血栓症状を悪化させることを明らかにした。また、日本人には線溶因子プラス
ミノーゲンの A620T 変異（マウスでは A622T 変異）が約 20-30 人に 1人の頻度で認められる。
研究代表者らは、プラスミノーゲン A622T 変異マウスを作製し、その解析から本変異は血漿プ
ラスミノーゲン活性を著減させるものの、少なくとも単独では血栓症の増悪要因とはならない
ことを明らかにした。また研究代表者らは、血小板凝集制御因子 ADAMTS13 の欠損マウスを作製
し、本欠損マウスでは微小血管内血小板血栓形成が亢進しており、脳梗塞、心筋梗塞および静
脈血栓症のリスクが高まることを明らかにした。これらの例をはじめとして、研究代表者らは、
これまでに血栓形成に関わる因子の遺伝子欠損マウスや変異マウスを複数樹立して、その解析
を行ってきた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、これまでに樹立した遺伝子改変マウスの解析を更に進めることで、各分子や遺
伝子変異が血栓症やその関連疾患に及ぼす影響を明らかにすると共に、それぞれのマウスを新
たな抗血栓療法開発のためのモデルとして確立することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) プロテイン S-K196E およびプラスミノーゲン-A622T 二重変異マウスの解析 
 
 プラスミノーゲン-A622T変異がプロテインS-K196Eに起因する静脈血栓傾向に影響を及ぼす
か否かを解析するため、プロテイン S-K196E 変異とプラスミノーゲン-A622T 変異の二重変異マ
ウスを樹立した。 
 マウスに組織因子を下大静脈から投与することで肺塞栓を惹起し、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分後に右心室から Evans blue を注入し、肺全
体の染色像から肺血管閉塞スコア（0 = 閉塞無し〜4 = 完全閉塞の 5段階）を判定した。 
 
(2) ADAMTS13 欠損マウスの解析 
 
 ADAMTS13 と炎症時の自然免疫応答との関連性を明らかにするため、侵襲性肺アスペルギルス
症モデルを用いて ADAMTS13 欠損マウスの症状を解析した。 
 マウスの気管支に Aspergillus fumigatus の分生子を投与することで感染を誘導し、誘導 14
日間の生存率を比較した。また、感染 24時間後の肺組織中の真菌量を測定し、肺切片の組織化
学的解析を行った。 
 
(3) 蛍光共鳴エネルギー移動バイオセンサー発現マウスの解析 
 
 血栓形成過程における血小板内プロテインキナーゼ活性の in vivo 調節機構を明らかにする
ため、細胞外シグナル調節キナーゼおよびプロテインキナーゼ Aに対する蛍光共鳴エネルギー
移動バイオセンサーを発現するトランスジェニックマウスのライブイメージング解析を行った。 
 マウスの腹部皮膚を切開し、皮下細動脈にレーザーを照射して内皮傷害を誘発した。この血
管傷害部位での血小板血栓形成および血小板内での細胞外シグナル調節キナーゼ活性およびプ
ロテインキナーゼ A活性を二光子顕微鏡下に経時的に観察した。 
 
(4) インテグリンαIIb-R990W 変異マウスの解析 
 
 インテグリンαIIb の R995W 変異（マウスでは R990W 変異）は日本人の先天性巨大血小板減
少症患者に最も高頻度にみられる遺伝子変異である。本変異が血小板の数、形態および機能に
及ぼす影響を解析するため、αIIb-R990W 変異のノックインマウスを作製した。 
 マウスの血小板数および血小板サイズを測定後、血小板膜上のαIIbβ3受容体の発現量およ
び活性化状態をフローサイトメトリーにて測定した。さらに、血小板機能への変異の影響を解
析するため、アゴニスト惹起血小板凝集、in vitro 血流下血小板血栓形成、in vivo 腸間膜細
動脈内血小板血栓形成、尾部切断面出血時間の解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
 



(1) プロテイン S-K196E およびプラスミノーゲン-A622T 二重変異マウスの解析 
 
 肺塞栓誘発後の生存率を野生型マウス、プロテイン S-K196E 変異マウス、プラスミノーゲン
-A622T 変異マウス、プロテイン S-K196E とプラスミノーゲン-A622T 二重変異マウスの 4系統で
比較した結果、プラスミノーゲン A622T 変異マウスの生存率は野生型マウスと同等であり、二
重変異マウスの生存率は、野生型マウスに比べると低下したが、プロテイン S-K196E 変異マウ
スとは同等であった。また、Evans blue 注入による肺血管閉塞スコアも生存率と同様の結果を
示した。したがって、日本人に高頻度に見られるプラスミノーゲン-A620T 変異は少なくとも血
栓症に対しては安全な変異であると考えられた。 
 
(2) ADAMTS13 欠損マウスの解析 
 
 ADAMTS13 欠損マウスでは A. fumigatus 感染後の生存率が野生型マウスと比べて低下した。
感染 24時間後に ADAMTS13 欠損マウスの肺では野生型マウスに比べてより多くの真菌増殖が認
められた。組織切片の観察から、ADAMTS13 欠損マウスでは肺血管周囲への好中球の浸潤が顕著
であり、急性炎症の亢進を示す所見が得られた。ADAMTS13 欠損マウスの骨髄から回収した好中
球の活性化能自体には異常が認められなかったことから、ADAMTS13 は真菌性肺炎をはじめとす
る急性炎症過程において、過剰な好中球動員を抑制しており、この ADAMTS13 の機能はフォンビ
ルブランド因子の断片化を介するものと推察された。 
 
(3) 蛍光共鳴エネルギー移動バイオセンサー発現マウスの解析 
 
 マウス皮下細動脈傷害部位での血小板血栓形成過程において、細胞外シグナル調節キナーゼ
活性は生じる血栓の中心部分に強く認められ、血栓形成の開始と維持の両方にその活性化が必
須となることが明らかになった。一方、プロテインキナーゼ A活性は血栓の下流側表面に検出
され、血小板が活性化、凝集していく過程の初期段階においてのみ、血小板血栓形成を抑制し
うることが判明した。 
 
(4) インテグリンαIIb-R990W 変異マウスの解析 
 
 インテグリンαIIb-R990W 変異マウスは正常に出生したが、軽度の血小板減少と血小板サイ
ズの上昇が認められた。本変異マウスの血小板では、フィブリノーゲン受容体αIIbβ3が恒常
的に活性化していたが、その発現量は逆に著しく低下していた。この結果、アゴニスト惹起血
小板凝集、in vitro 血流下血小板血栓形成、in vivo 腸間膜細動脈内血小板血栓形成はいずれ
も本変異マウスで野生型マウスに比べて著明に抑制されており、尾部切断面からの出血時間も
延長していた。以上の結果から、インテグリンαIIb-R995W 変異は巨大血小板減少症に加えて、
血小板無力症と同様の重度血小板機能不全を引き起こすことが明らかとなった。 
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