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研究成果の概要（和文）：血小板含有血漿を組織因子と CaCl2 で処理し、活性化血小板膜を起点とするフィブ
リン形成と同部位への組織型プラスミノゲンアクチベータとプラスミノゲンの集積、また同部位から始まる溶解
縁へのプラスミノゲンの集積を伴うフィブリン溶解を認めた。プラスミノゲンの集積はリジン結合部位依存性
で、トロンビン活性化線溶阻害因子(TAFI) の活性化に関わる可溶性トロンボモジュリン (TM) により阻害さ
れ、溶解時間も著明に延長した。TMの効果はカルボキシペプチダーゼ阻害薬、及びト TM・トロンビン結合の拮
抗抗体により消去された。活性化血小板膜は凝固系だけでなく線溶系活性化を多様に調節することが明らかにな
った。

研究成果の概要（英文）：When platelet-rich plasma was treated by tissue factor and CaCl2, activated 
platelets initiated not only fibrin formation but also fibrinolysis after triggering the 
accumulation of both tissue plasminogen activator and plasminogen on their surfaces. The latter was 
attenuated by recombinant thrombomodulin, an essential cofactor for thrombin to activate thrombin 
activatable fibrinolysis inhibitor, which was reversed by either carboxypeptidase inhibitor or 
neutralizing antibody to block the interaction of thrombin and thrombomodulin. Activated platelets 
appeared not only to facilitate the activation of coagulation cascade but also to diversely regulate
 fibrinolysis.

研究分野： 生理学、血栓止血学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血栓形成は場所と時間で巧妙に調節されており、内皮障害部等の必要部位では迅速に形成されるが、正常内皮細
胞の存在する不要部位では形成が抑制されたり形成されても速やかに溶解される機構がある。凝固系が活性化血
小板上でだけ活性化されるのは前者に関わる。線溶系に対する血小板の影響は不明であったが、フィブリン形成
の促進に伴い線溶が促進するという基本機構が存在すること、内因性あるいは外来性のトロンボモジュリンによ
り活性化される TAFI によりその基本機構が修飾され線溶阻害にも関わることが明らかになった。これらを修飾
する薬剤により、より安全な抗凝固療法や血栓溶解療法の確立が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 線溶系は組織修復後の不要血栓の溶解だけでなく、過剰血栓形成の迅速な溶解により血栓症
発症予防に大きく寄与する。これには巧妙な時空間的調節機構による、（１）病的過剰血栓部に
おける迅速な溶解と、（２）止血血栓の早期溶解の防御、という相反する現象が関わる。これま
で血小板はビタミン K依存性凝固因子の活性化に必須の phosphatidylserine (PS) の膜表面へ
の発現を介した凝固促進作用を有することと、血小板血栓は溶解抵抗性である事実が注目され
てきた。 
 今回我々は、活性化血小板膜が凝固開始起点となりフィブリン網が形成されると同時に、tPA
とプラスミノゲンも C 末端リジン依存性に結合し効率的にフィブリン溶解の起点（線溶開始起
点）となることを見出した。同様の線溶増強効果はフィブリン上で証明されているが、活性化血
小板膜の存在によりさらに増強するものである。フィブリンによる線溶増強はフィブリン上へ
の組織型プラスミノゲン・アクチベータ(tPA)とプラスミノゲンの結合による３者複合体形成が
主要な機構とされる。酵素と基質を最終基質であるフィブリン上に集約する鋳型効果と、結合に
伴うプラスミノゲンの易活性型への構造変化という二つの機構が関わる。結合にはプラスミノ
ゲンのクリングル構造上のリジン結合部位 (LBS) とフィブリンの C 末端リジンが関わる。キ
モトリプシン様セリン酵素であるプラスミンはリジンあるいはアルギニンの C 末端側を切断す
るため、一部分解されたフィブリン上に新たに C 末端リジンが露出し、更にプラスミノゲンが
結合する増幅機構である。今回活性化血小板膜にはフィブリン非依存性のプラスミノゲンの結
合も確認できた。 
 溶解抵抗性に関して我々は、上記線溶増強機構をトロンボモジュリンが解消してしまうこと、
さらに、ずり応力存在下ではプアラスミノゲンアクチベーターインビビター１型（PAI-1）を放
出し効率的に血栓溶解を阻害することにより血栓形成を増強することを見出した。前者には血
管内皮細胞上に発現するトロンボモジュリンが必須であり、また後者にはずり応力が必須であ
る。本研究ではこのような環境因子がどのように血小板の「多様な役割」の時空間的調節機構に
関わるか解析するものである。 
 環境因子の一つはトロンボモジュリンで、正常血管内皮細胞上に発現するトロンビン結合蛋
白質として強力な抗血栓因子として機能する。トロンビンの向血栓活性を抗凝固因子であるプ
ロテイン C の活性化能を有する抗血栓活性に修飾する。トロンボモジュリン結合トロンビンは
またトロンビン活性化線溶阻害因子（TAFI）を活性化する（TAFIa）。TAFIa はカルボキシペプチ
ダーゼで、上記線溶活性促進の鍵因子である C 末端リジンを特異的に切断し線溶活性発現を阻
害する。今回我々は膜貫通ドメインを欠損する可溶性トロンボモジュリンを添加すると活性化
血小板膜による線溶促進効果が TAFIa 活性依存性に消失することを見出した。生理的条件下で
は正常血管内皮細胞近傍でトロンビンが産生された状況が想定され、障害部位を覆った止血血
栓辺縁に相当する。これを止血血栓の溶解抵抗性の一機構と仮定しこれを証明する。 
 
２．研究の目的 
血栓（線維素）溶解（線溶）過程における血小板の役割を解析する。活性化血小板膜は凝固系

活性化に不可欠で凝固開始点となる。我々はイメージング手法を用い血管内皮細胞上と同様に
活性化血小板膜表面に組織型プラスミノゲンアクチベータ (tPA) と共にプラスミノゲンがリジ
ン結合部位（LBS）依存性に集積し、血小板膜が線溶系活性化を促進し溶解開始起点として機能
することを見出した。本効果は本来血管内皮細胞上に発現しトロンビン活性化線溶阻害因子 
(TAFI) の活性化に関わるトロンボモジュリンにより消失することも証明した。一方 shear 
stress 下では血小板は顆粒から PA インヒビター１(PAI-1) を分泌し線溶を阻害し血栓を増大
させる機構も証明した。本研究では、これらの線溶系に対する血小板の「多様な役割」の時空間
的調節機構を明らかにし、止血血栓の安定性と不要過剰血栓の易溶解性の機構の相違を理解す
ることを目的とする。 
 

３．研究の方法 
活性化血小板膜上の①線溶活性発現促進機構と、②TAFI によるその促進機構の積極的な線溶阻

害および、③ずり応力下で活性化血小板から放出される PAI-1 による線溶阻害という、多様な血
小板の役割を解析する。 
①および②では、培養血管内皮細胞上で希釈多血小板血漿を tissue factor で処理し、血小板

含有フィブリン網の形成および溶解過程を共焦点顕微鏡で観察する。鍵因子となる TAFI および
血管内皮細胞上のトロンボモジュリンの局在、血小板膜上の C 末端リジンのプラスミンによる
露出および TAFIa による切断を可視化する。これによりこれらの時空間的調節機構を解析する。
③に関しては PAI-1 欠損ならびにコントロール iPS から調整した血小板を用い、ずり応力下で
の血小板含有フィブリン網産生および溶解過程の相違を観察する。また PAI-1-GFP 発現巨核球
から調整した血小板を用い、PAI-1-GFP の分泌過程ならびに Alexa 標識 tPA との複合体形成過程
を、ずり応力下ならびに静止系でイメージング解析する。 
 



４．研究成果 

① 血小板膜上の線溶活性発現促進機構 

イメージング手法を用い血管内皮細胞上と同様に活性化血小板膜表面に組織型プラスミノゲン
アクチベータ (tPA) と共にプラスミノゲンがリジン結合部位（LBS）依存性に集積し、血小板
膜が線溶系活性化を促進し溶解開始起点として機能することを見出した。本効果は本来血管内
皮細胞上に発現しトロンビン活性化線溶阻害因子 (TAFI)の活性化に関わるトロンボモジュリン
により消失することも証明した。 
 線溶活性発現は、標識プラスミノゲンの集積とフィブリン網の溶解で解析した。血管内皮細
胞の存在下及び非存在下で、蛍光標識プラスミノゲン、組織型 PA、フィブリノゲンの存在下で
多血小板血漿を組織因子と CaCl2 で処理し、フィブリン網の形成とその溶解過程を共焦点レー
ザー顕微鏡で解析した。 
 活性化血小板膜表面からのフィブリン形成とともに、同部位への tPA とプラスミノゲンの集
積、さらには同部位から開始する溶解縁へのプラスミノゲンの集積を伴うフィブリン溶解を認
めた。 
 
② TAFI によるその促進機構の積極的な線溶阻害 
可溶性トロンボモジュリン存在下では、上記①のフィブリン形成と初期のプラスミノゲンの集

積は同様であったが、以降の集積の増幅は認めず、溶解時間は著明に延長した。トロンボモジ
ュリンの効果は、活性化 TAFI(TAFIa) 阻害活性を有するカルボキシペプチダーゼ阻害薬、及び
トロンボモジュリン・トロンビン結合の拮抗抗体により消去された。今回血管内皮細胞存在下
では、トロンボモジュリン添加の影響は小さかったが、カルボキシペプチダーゼ阻害薬及びト
ロンボモジュリン・トロンビン結合の拮抗抗体により、プラスミノゲンの集積の改善、溶解時
間の短縮ともに強く認められた。これにより血管内皮上のトロンボモジュリンが TAFI の活性化
を促進し線溶活性を抑制している事実が確認できた。 
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