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研究成果の概要（和文）： 生体の恒常性維持に重要なプロテインＣ凝固制御系について研究を

行い、(1) 感染時の血中 C4BPβの増加が Protein S の抗凝固作用を制御する、(2) Protein C 

inhibitor が臓器固有のプロテアーゼを制御し、抗腫瘍作用、血管新生、肝再生、血管透過性

など各臓器の機能を調節する、(3)細胞間接着分子 Connexin 32の発現が細胞の炎症を制御する

新しい細胞機能制御機構を明らかにした。  

 
研究成果の概要（英文）：We studied the molecular-cellular mechanism of anticoagulant 
protein C pathway which is crucial for life homeostasis. The results obtained in the 
research are as follows. (1) Lipopolysaccharide-Toll-like receptor-mediated signaling 
regulates expression of protein S and C4b-binding protein in the liver. (2) The 
multi-functional serine protease inhibitor, protein C inhibitor regulates many organ 
functions beyond thrombosis and hemostasis. (3) Cellular gap junction molecule, 
connexin32 protects against vascular inflammation by modulating inflammatory cytokine 
expression by endothelial cells.  
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備わった最も重要な抗血栓機構である。通常、

傷害部位では、血液凝固系の活性化で生成さ

れたトロンビンによりフィブリン血栓が形

成されて止血する。しかし、傷害部位以外の

場所では、トロンビンは凝固阻害因子として

機能する。すなわち、トロンビンは血管内皮

上のトロンボモジュリン（TM）に結合して機

能変換され、PC 受容体（EPCR）に結合した

PCを特異的に活性化する。活性化 PC（APC）

はプロテインＳ(PS)を補助因子として、凝固

系第 Va 因子と第 VIIIa 因子を失活化し、凝

固カスケード反応を制御する。他方、トロン

ビン・TM 複合体及び APC は PC インヒビター

（PCI）によって阻害される。臨床的には、

PC 凝固制御系因子の PC、TM、EPCR、PS の先

天性欠損症は著しい凝固亢進状態を来たし、

これらの因子のノックアウト(KO)マウスは

播種性血管内凝固症候群（DIC）や胎生致死

を来たし、また、PCI 欠損雄性マウスは不妊

となる。これらに加えて、最近、APC が重症

感染症（敗血症）に著功を示すことが証明さ

れ、この作用機序の解析から、APC には抗凝

固作用と共に抗炎症作用や抗アポトーシス

作用を有すことが明らかになった。また、ベ

ルギーの Conway らは TMに抗炎症作用を、米

国の Zlokovicらは PSに神経保護作用を、さ

らに我々は、PCI に抗腫瘍作用・血管新生阻

止作用を（Int J Cancer 2006）見出した。

これらの結果は、PC凝固制御系の因子は単に

血液凝固の制御だけでなく、受精や胎児の成

長から多様な生体防御まで生命の維持に極

めて重要なことを示唆している。また、PC凝

固制御系は血管内皮細胞に対して抗炎症作

用を示すが、血管内皮の炎症制御に関わる新

たな蛋白質を解明することも重要である。 

こうした背景の下、本研究では、生命の維

持に重要な PC凝固制御系に関与する PSの活

性発現制御機構とPCIの病態生理機能を明ら

かにすると共に、炎症性血管内皮障害を制御

する蛋白質として内皮細胞に発現する新た

な細胞間接着分子を同定し、その機能を解析

した。 

 
２． 研究の目的 

【課題１】血中 PS の抗凝固作用発現機構

の解析：敗血症患者では血中 PS 濃度が低下

し、この血中 PS 濃度の低下が血栓症発症の

一因になることが示唆されているが、その分

子機序は明らかでない。本研究では、エンド

トキシン（リポポリサッカライド：LPS）を

腹腔内投与して作成した敗血症モデルラッ

トにおける血漿 PS、及び PS の活性制御因子

である補体系制御因子の C4b 結合蛋白質

（C4BP）の発現変動を検討すると共に、ラッ

トの肝実質細胞及び肝類洞内皮細胞を用い

て、PS及び C4BP の発現変動を解析した。 

【課題２】PCIによる臓器細胞の機能制御機

構の解析： 我々はこれまでに、PCI がAPC、

トロンビン・TM複合体の他にもu-PAや血漿カリ

クレインなど多くのプロテアーゼを阻害する

など多機能セルピンであることを明らかにし

てきた。また、PCI による血管新生阻害は、in 

vitroではu-PA依存性であるが、in vivoでは

u-PA非依存的に起こることを報告してきた。そ

こで、本研究では、u-PA非依存的に起こる血管

新生阻害の分子機構を明らかにするため、PCI 

分子に存在するヘパリン結合部位の変異体を

作成し、PCI の血管新生阻害機構を検討した。

また、ヒトPCIを全身の臓器で発現するヒトPCI 

遺伝子導入（hPCI-TG）マウスを用いて、PCI

の肝再生や血管透過性に及ぼす影響を明らか

にする研究を行った。 

【課題３】炎症性血管内皮障害を制御する

細胞間接着分子の同定： 血管の炎症と関連

して内皮細胞の機能を制御する新規な分子

を探索するため、我々はこれまでの研究で、

独自に開発したファージディスプレイ法を



 

 

用いて、内皮細胞に発現する新しい蛋白質と

して、細胞間接着分子の一つ Connexin32

（Cx32）を同定した。 

そこで、本研究では、Cx32 の血管内皮細胞

における炎症時の発現動態と血管内皮機能

に及ぼす影響を検討した。 

 
３． 研究の方法 

【課題１】血中 PS の抗凝固作用発現機構

の解析： 敗血症モデルラットは、LPS をラ

ット腹腔内に投与して作成した。初代培養肝

細胞及び類洞内皮細胞は、ラット肝臓にコラ

ゲナーゼを還流して得られた細胞浮遊液か

らエルトリエーションローターを用いてそ

れぞれ単離した。ラット血漿及び細胞培養上

清中の PS及び C4BP 抗原値は、各々に特異的

な ELISA 法を用いて、PS及び C4BPβの mRNA

は Real-time PCR 法を用いて測定した。 

【課題２】PCI による臓器細胞の機能制御

機構の解析： PCI のへパリン結合部位変異

体をコードする cDNAは野生型 PCI cDNA を鋳

型として site-directed mutagenesis 法を用

いて作成した。へパリン結合部位変異 PCI 発

現乳癌細胞は、へパリン結合部位変異 PCI 

cDNA を含む発現ベクターを乳癌細胞に導入

して作成した。組換え PCI の in vivo 血管新

生に及ぼす影響は、重症免疫不全症マウスの

皮内に各種 PCI 発現乳癌細胞を移植後、腫瘍

容積を測定して評価した。 

PCI の肝再生に及ぼす影響は、野生型マウ

ス及びhPCI-TGマウスに70％肝切除を施行し、

その後の肝重量の変化を測定して評価した。 

PCI の血管透過性に及ぼす影響は、野生型

マウス及び hPCI-TG マウスを用いて、LPS 依

存性の血管透過性亢進に及ぼす各種PCIの影

響をマイルズアッセイにより測定した。 

【課題３】炎症性血管内皮障害を制御する

細胞間接着分子の同定： ファージディスプ

レイ法を用いて、内皮細胞に発現する新たな

蛋白質として同定した Cx32 について、ヒト

大動脈血管内皮細胞(HAECs)、ヒト臍帯静脈

血管内皮細胞(HUVECs)などの動脈系・静脈系

由来の血管内皮細胞での発現と細胞内にお

けるCx32の局在を免疫蛍光染色で解析した。 

また、炎症と凝固亢進時における血管内皮

細胞での Cx32 の発現量及び機能変化を解析

するとともに、Cx32 が血管内皮機能(サイト

カイン分泌、凝固活性化など)に及ぼす影響

を解析した。 

 
４． 研究成果 

【課題１】血中 PS の抗凝固作用発現機構

の解析： (1) LPS 投与ラットでは、血漿全

PS 抗原値は LPS 投与 12 時間後まで低下し、

投与24時間後にはわずかに増加した。一方、

血漿 PS-C4BPβ 複合体の濃度は 12 時間まで

は変化しなかったが、遊離型 PS 濃度は著し

く低下していた。他方、血漿 C4BP 濃度は、

LPS投与12時間後までは一過性に低下したが、

その後は 24 時間後まで有意に著しく増加し

た。ラット肝臓から単離した肝細胞及び肝類

洞内皮細胞における PS の発現は、投与した

LPS 濃度依存性に低下し、その低下は、NF-κB

インヒビターにより阻害された。また、

p38MAP キナーゼとプロテインキナーゼ C

（PKC）のインヒビターの影響は受けなかっ

たが、MEK インヒビターにより著しく有意に

阻害された。肝細胞における C4BP の発現動

態は、LPS 濃度依存性に低下し、その低下は

NF-κBインヒビターで阻害された。また、JUN

キナーゼ、p38MAP キナーゼ、及びプロテイン

キナーゼ C（PKC）のインヒビターでは影響さ

れなかったが、MEK インヒビターにより著し

く阻害された。 

(2) 血漿中の遊離型 PS 濃度は PS-C4BPβ

複合体濃度と反比例し、PSの抗凝固作用（APC

補因子活性）は C4BPβ 濃度の影響を受ける

ことから、LPS 投与後の肝細胞における



 

 

C4BPβ の発現動態を解析した。その結果、

C4BPβ mRNA は LPS 刺激により MEK/ERK 経路

を介する NF-κB の活性化により発現増加す

るとともに、LPS 刺激によって単球から産生

される IL-6 が IL-6 受容体と STAT 系を介し

て C4BPβ発現を高めることが示された。 

以上の結果から、肝実質細胞では LPS によ

り、MEK/ERK 経路と NF-κB の活性化により

PS の発現低下と C4BPβ の発現増加が起こる

こと、また、肝類洞内皮細胞では LPS 刺激に

より、MEK/ERK 経路と NF-κBの活性化により

PSの発現低下が起き、こうした現象の総体と

して血中のPS-C4BPβ複合体の増加と遊離型

PS の低下により、PC 凝固制御系の機能低下

が起きる分子細胞機構が明らかになった。 

【課題２】PCI による臓器細胞の機能制御

機構の解析： (1) PCI の腫瘍に及ぼす影響

について、野生型 PCI 発現乳癌細胞 及び へ

パリン結合部位変異 PCI 発現乳癌細胞の in 

vivo における増殖変化を検討した結果、野生

型 PCI 発現乳癌細胞は、PCI 非発現乳癌細胞

に比較して著しく増殖能が低下していた。一

方、へパリン結合部位変異 PCI 発現乳癌細胞

は、PCI 非発現乳癌細胞と同程度であった。 

(2) PCI の肝再生に及ぼす影響について、

野生型及びhPCI-TGマウスに70％肝切除を施

行後、肝重量の経時変化を測定し行った結果、

野生型マウスに比較して、hPCI-TG マウスで

肝重量の増加が遅延することが明らかにな

った。また、この遅延は、肝細胞増殖因子ア

クチベータ（HGFA）による肝細胞増殖因子

（HGF）の活性化が PCI により阻害されたこ

とに起因することが明らかになった。 

(3) PCI の血管透過性に及ぼす影響につい

て、マイルズアッセイにより、野生型及び

hPCI-TG マウスにおける LPS 依存性の血管透

過性の亢進を指標に検討した。その結果、LPS

依存性の血管透過性の亢進は、野生型に比較

して、hPCI-TG マウスで有意に抑制され、そ

の抑制は、抗ヒト PCI 抗体の投与により阻止

された。また、LPS 投与後の血中のカリクレ

イン-PCI 複合体は、野生型マウスに比較して

PCI-TG マウスで高値を示した。 

以上の結果から、PCI の腫瘍内血管新生抑

制活性の発現には、PCI のヘパリン結合部位

が重要であることが明らかになった。また、

PCI は肝再生を制御し、その制御機構は、PCI

が HGFA による HGF 前駆体の活性化を阻害す

るためであることを明らかにした。さらに、

PCI はカリクレインを阻害することにより血

管透過性の亢進を抑制していることが示唆

された。 

【課題３】炎症性血管内皮障害を制御する

細胞間接着分子の同定： HAECs、HUVECs、

ヒト肺動脈血管内皮細胞(HPAECs)、微小血管

内皮細胞(HMVECs)で Cx32 mRNA と蛋白質が発

現しており、Cx32 蛋白質は細胞膜だけでなく、

細胞質や核周囲にも局在することが明らか

になった。 

炎症・凝固亢進時における血管内皮細胞で

の Cx32 発現動態を観察した結果、HUVECs を

TNF-α、LPS、IL-1β、トロンビンで刺激す

ると、Cx32 mRNA と蛋白質の発現量は TNF-α

刺激では減少したが、他の刺激では顕著な変

化をみられなかった。 

Cx32 が血管内皮機能(サイトカイン分泌、

凝固活性化など)に及ぼす影響をみるため、

Cx32 発現遺伝子を導入して Cx32 強制発現

HUVECs を作製し、検討した。その結果、TNF-

αで誘導される IL-6、ヒト単球走化活性因子

(MCP-1)の発現が対照遺伝子導入HUVECsと比

較して有意に抑制された。一方、ギャップ結

合阻害剤で処理した HUVECs では未処理

HUVECs と比較して TNF-α誘導性の IL-6、

MCP-1 の発現が亢進し、また組織因子（TF）

の発現も亢進することを明らかにした。 



 

 

以上の結果より、細胞間接着分子 Cx32 は

血管内皮細胞の炎症を制御調節しているこ

とが示唆された。 
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