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研究成果の概要（和文）：血液凝固反応は、出血部位では十分に活性化されて止血血栓の形成を促進し、一方、
血管内では活性化されず血栓を形成しないように精巧に調節されている。生活習慣病や加齢に伴う種々病態では
血管内で血栓形成がおこりやすくなっている。これを予防するための抗血栓薬や血栓症治療薬では、止血血栓形
成も抑制され出血リスクが問題となる。本研究では、血栓形成能に関わる一連の反応系を可視化解析することに
より、出血リスクを抑えた血栓症治療の可能性を検討した。

研究成果の概要（英文）：The blood coagulation system is precisely regulated by either facilitating 
the activation of its cascade, resulting in prompt hemostatic thrombus formation at the vascular 
injury site, or preventing thrombus formation by inhibiting their activation in the vessels. It is 
well known that intravascular thrombus forms easily in various pathological conditions such as 
atherosclerosis, lifestyle-related disease, and aging, including atrium fibrillation. Antithrombotic
 drugs, either used for prophylactic or treatment in thrombotic patients, suppress hemostatic 
thrombus formation but increase the risk of bleeding. Therefore, the formation and dissolution of a 
thrombus should be clearly explained to deal with such a problem. This study investigated the 
formation and dissolution of a thrombus by directly visualizing the process using fluorescence 
microscopy. As a result, we expect the possibility of an effective treatment for thrombosis that 
reduces the risk of bleeding.

研究分野：血栓止血学　生理学
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ビン活性化線溶抑制因子　蛍光顕微鏡

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心筋梗塞や脳梗塞をはじめとした従来の血栓性疾患のみならず、近年では新型コロナウイルス感染症の重症化な
らびにワクチン接種における血栓症リスクがクローズアップされた。本研究では血小板の活性化、凝固反応の活
性化、生じた血栓を溶かす線維素溶解（線溶）の各反応系を一連の時空間的に制御される反応系として解析し
た。これをさらに各病態に応じた反応系として捉えることで、より適切な血栓症の治療・予防法の確立につなが
ることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景  
 動脈硬化を基盤とした虚血性心疾患や脳血管障害の薬物療法では、強力な抗血栓療法により
イベント発生が抑制できる一方で、出血リスクの上昇のみならず生命予後も悪化させることが
判明してきた。その是非が世界的にも問われるようになり抗血栓療法のスリム化が模索され始
めた。2018 年には欧州と米国で心房細動合併経皮的冠動脈インターベンション（PCI）患者に対
する抗血栓療法の基本アルゴリズムとして「3剤は PCI 周術期のみ、抗凝固 1剤・抗血小板 1剤
の 2剤併用は最長 12 か月とし以降は抗凝固単剤」が提唱された。本邦でも追随する形でエビデ
ンス発信のための臨床試験が進められた。 
 このように大きな転換期を迎えた「適切な抗血栓療法」の実現のためには、ランダム化比較試
験によるエビデンス創出に加えて、その基盤となる血栓形成溶解制御機構に対する十分な理解
が必須である。血小板活性化・凝固反応開始増幅・線溶系活性化の各過程は独立した反応系では
なく互いにクロストークした時空間的な増幅制御系であるという『血栓形成−溶解連関』として
捉え、抗凝固薬が血小板・線溶系の活性化を、また抗血小板薬が凝固線溶系を修飾するというも
のである。 
 これまでに我々は、リアルタイムイメージング手法を用いて時空間的な血栓形成−溶解制御機
構の解明を in vivo から in vitro まで精力的に進めてきた。生体顕微鏡を用いたマウス細静脈
におけるレーザ惹起微小血栓モデルでは、微小血栓中心部にて活性化血小板による凝固反応開
始機転が生じフィブリン形成が増幅される。一方で、その辺縁部の血小板は最大活性化状態
（phosphatidylserine; PS が細胞膜外層に表出し凝固反応を促進できる状態）には至らないこ
と（Pflugers Arch 2008）、血栓形成早期より中心部のフィブリン形成部位に線溶酵素であるプ
ラスミノゲンが集積し、プラスミン活性によりその集積が増強すること（PLOS ONE 2015）を示
した。ヒト血小板血漿を用いた系では、同血漿に組織因子/リン脂質を添加して凝固カスケード
を惹起しフィブリン網を形成させると、血小板へのフィブリン結合に伴う力学的作用により血
小板活性化−凝固反応のクロストーク増幅が生じること（PLOS ONE 2013）、PS 表出活性化血小板
膜はフィブリン網形成開始点になり、かつ同部位は組織型プラスミノゲンアクチベーター（tPA）
とプラスミノゲン集積が局在化し、線溶反応を開始点となり同反応を促進すること、さらに可溶
性トロンボモジュリンに結合したトロンビンが線溶抑制因子（thrombin-activatable 
fibrinolysis inhibitor: TAFI）を活性化し、プラスミノゲンのフィブリンへの結合に必要な C
末端リジンを除去して線溶反応を強力に抑制するという血栓形成−溶解反応の直接的なクロスト
ーク機構（Thromb Haemost 2017）を報告してきた。また血管内皮細胞は活性型酵素として tPA
を分泌し、線溶系を活性化して内皮上の不要血栓を速やかに溶解することを可視化解析してき
た（Blood 2009/2011, Thromb Res 2013, FEBS Open Biol 2016）。一方で、内皮表面（あるいは
血漿中可溶性）トロンボモジュリンはトロンビンとの複合体により効率良く TAFI を活性化して
血栓溶解を阻害し止血血栓の安定化に寄与すると考える（Review in J Thromb Haemost 2018）
が、TAFI 活性化による線溶抑制・血管内皮細胞による線溶活性促進／抑制の時空間的制御機構
は十分に解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では『時空間的な血栓形成−溶解連関制御機構』を解析し、抗血栓薬による血栓形成-溶
解に関わる各反応系への修飾作用を明らかにすることを目的とする。これにより止血血栓形成・
維持能を損なわない抗血栓効果（血管内病的血栓形成抑制・不要血栓溶解促進）の発揮されるよ
うな方策の提言につなげることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト血小板血漿を用いたトロンボモジュリン／TAFI 系による線溶修飾の検討 
①TAFI の活性化による線溶活性への影響を以下検討した。 
・濁度法によるクロット溶解時間 
・共焦点レーザ走査顕微鏡による蛍光標識プラスミノゲンの集積と溶解反応の進行拡大・蛍光標
識 TAFI の局在性 
(2)全血の流速存在下における TAFI 活性化の影響を血栓形成能解析システム（T-TAS）にて検討
した。 
(3)マウス微小血栓溶解モデルにおける TAFI 活性化の関与を生体顕微鏡にて検討した。 
(4)抗血栓薬が TAFI 活性化に及ぼす影響を血小板血漿にて検討した。 
 
４．研究成果 
(1)ヒト血小板血漿を用いたトロンボモジュリン／TAFI 系による線溶修飾の検討 
血小板血漿に組織因子（外因系凝固反応の開始因子）を添加して凝固反応を惹起し、添加してお
いた tissue-type plasminogen activator（tPA）により線溶反応が開始される系を用いた。 
①クロット溶解時間は活性化 TAFI 阻害薬（TAFIaI）、抗トロンボモジュリン中和抗体にて短縮し
た。血小板の存在下で認めるクロット溶解時間の延長はほぼ TAFI の活性化によるもので、血漿



中の可溶性トロンボモジュリンが、血漿 TAFI を血小板存在下に効率よく活性化することが明ら
かとなった。 
②可視化解析では、密なフィブリン網に対して早期からプラスミノゲンの集積増強を認め、溶解
が促進していることが確認できた（図１）。 

 
また蛍光標識 TAFI は、プラスミノゲンの局在と一致する C末端リジンへの集積と C末端リジン
に依存しない血小板膜表面への集積の２つの異なる集積性を示した。 
 
(2)流速存在下における TAFI 活性化の検討 
血小板の存在下における TAFI 活性化による線溶抑制は、全血流速存在下でも生じることが
TAFIaI による線溶促進として検出することに成功した（図２）。 

 
以上の知見を論文にまとめ報告した（Suzuki et al. Blood Adv 2020）。 
 
(3)マウス微小血栓モデルにおける TAFI 活性化の検討 
多光子励起顕微鏡を用いて、GFP マウスの腸間膜静脈の単一血管内皮細胞レベルでレーザ焼灼を
し、微小血栓を作成した（図３左）。レーザ傷害を与えた 30分後にリコンビナント tPA（rt-PA）
を静脈投与し、5分後より血栓を観察した。血栓中に集積した標識プラスミノゲンの最大輝度値
にいたるまでの時間ならびにほぼ完全に血栓が溶解するまでの時間は、rt-PA 単独投与に比し、



rt-PA とカルボキシペプチダーゼ阻害薬（PTCI：TAFIa 阻害作用を有する）の同時投与では明ら
かな差を認めなかったが、PTCI をレーザ傷害前に投与しておくといずれも有意に短縮した（図
３AB）。生体において内因性トロンボモジュリンによる TAFI 活性化が惹起されており、これを抑
制することで早期の血栓溶解が得られることを明らかとなり、論文報告した（Mathews NS, 
Suzuki Y et al. Thromb Res 2022）。 

 
(4)抗血栓薬の TAFI 活性化への影響 
血小板血漿を用いた可視化解析の系にて直接経口抗凝固薬の線溶系に対する影響を検討し、得
られた結果について現在論文作成中である。 
 
以上、本課題にて抗血栓薬が線溶系に及ぼす影響が明らかとなってきた。両反応系のクロストー
ク因子である TAFI の活性を抑制することで、線溶活性が増強することがマウス血栓モデルで検
証できたことから、同様に生体でも抗血栓薬が線溶活性を修飾することは十分起こりうる。この
点について今後さらに検討を進めることで、止血血栓形成・維持能を損なわない抗血栓効果を発
揮する抗血栓療法を目指すことが可能となると考える。 
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