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研究成果の概要（和文）：第 VIII因子インヒビター陽性血友病Ａ患者は、補充療法の止血効果
が激減することにより致死的な出血の危険性に晒される。プラスミノゲンアクチベータの特異
的中和因子であるプラスミノゲンアクチベータインヒビタ－１（PAI-1）は、線溶機構の動態を
決定づける重要な生理的制御因子である。第 VIII因子欠損マウスと PAI-1欠損マウスとの交配
により新規 FVIII/PAI-1ダブルノックアウトマウスを作製した。得られた FVIII/PAI-1 ダブル
ノックアウトマウスは、第 VIII因子欠損マウスに比べて過剰出血を示したが、妊容性は第 VIII
因子欠損マウス同等であり安定的なマウスコロニーを確立することができた。 第 VIII因子抗
原の経静脈的反復感作に対する免疫応答性は、FVIII-/y ,-/-PAI-1+/+が 62.6±16.4BU/mL 
(n=21)であったのに対して、 FVIII-/y ,-/-PAI-1+/-では 38.7± 22.7BU/mL (n=13)、
FVIII-/y ,-/-PAI-1-/-で 10.9±4.8BU/mL (n=16)と PAI-1遺伝子を欠損させることにより、明
らかに抗体価の減少がみられた。FVIII 反復刺激を行った FVIII/PAI-1 ダブルノックアウトマ
ウスのリンパ節および脾臓では、CD11b+細胞や CD45R+細胞における MHC-II 抗原提示能の低下
とともに、サイトカインプロファイルから T細胞性アネルギーおよび MHC-ClassIICD25+FoxP3+
制御性 T細胞が誘導されていた。世界で初めて作製された FVIII/PAI-1ダブルノックアウトマ
ウスを用いた解析により、血友病 A個体における線溶系応答の効果的な制御が、抗原特異的な
免疫寛容をもたらしインヒビターの発症を予防する可能性が示された。本マウスや線溶系遺伝
子改変システム用いることにより、線溶系と免疫系との関わりを多角的に具現化できることか
ら、血友病 A インヒビターの発症予防における特異的かつ効率的な新規治療法の開発基盤に繋
がる可能性が高いと考えられる。 

 

 
研究成果の概要（英文）：The development of inhibitory antibodies against factor VIII 
(FVIII) is the enormous impact on hemophilia A patients, who are treated with FVIII 
products.  Plasminogen activator-plasmin system is associated with not only thrombolysis 
but also various reactions including inflammation.  However, little is known about how 
fibrinolytic components coordinate immune response.  Here we show that plasminogen 
activator inhibitor-1 (PAI-1), a regulator of fibrinolytic system, is a key player in 
controlling immune response in a mouse model of hemophilia A.  Genetic deletion of PAI-1 
prevented FVIII deficient mice from development of inhibitor formation after repeated 
loading of FVIII.  PAI-1 depletion was associated with decreased major 
histocompatibility complex class II expression by bone marrow F4/80 positive cells and 
reduced T cell proliferation.  Transplantation of mouse bone marrow cells transduced with 
a short hairpin RNA sequence targeting PAI-1 as well as administration of synthetic PAI-1 
inhibitor caused a significant reduction of anti-FVIII antibody titer in FVIII deficient 
mice.  These results suggest that PAI-1 regulation before FVIII exposure may represent 
a novel therapeutic option for preventing the development of FVIII inhibitors in 
hemophilia A patients.   
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１．研究開始当初の背景 
 血友病Ａ患者は、第 VIII 因子の補充を目
的とした第 VIII 因子製剤の自己注射療法の
普及により、関節内出血や筋肉出血などの重
篤な出血症状から解放されるようになった。
しかしながら第 VIII 因子製剤の反復投与に
より、抗第 VIII 因子同種抗体（第 VIII因子
インヒビター）が 5-25%の頻度で発症する。
第 VIII 因子インヒビター陽性血友病Ａ患者
は、補充療法の止血効果が消失ないし激減す
ることにより止血管理がきわめて困難とな
り、致死的な出血の危険性に常に晒される。
現在の血友病臨床においてインヒビター陽
性患者に対するインヒビターの制御方法は
克服すべき重要課題であり、副作用や経済効
率などの観点を含めた新たな免疫寛容誘導
法が模索されている段階である。 
 血友病Ａ患者における第 VIII 因子インヒ
ビターは、第 VIII 因子を非自己抗原として
認識することにより発生するため、血中に第
VIII 因子が検出されない遺伝子異常を伴う
例での発症率が高い。インヒビターの発生に
は、抗原提示細胞による抗原の取り込みとプ
ロセッシング後の抗原提示、さらに抗原提示
細胞とＴ細胞およびＴ細胞とＢ細胞との相
互作用を介して抗体産生に到る多段階反応
と捉えることができる。自己抗原を含む抗原
特異的免疫寛容の概要は、胸腺組織上皮細胞
を介する自己応答性Ｔ細胞のクローン除去
による中枢性免疫寛容と、リンパ節や脾臓に
存在する樹状細胞等を介するクローン麻痺
（アネルギー）や非寛容無応答による末梢性
免疫寛容から成るとされている。一方、第
VIII 因子欠損マウスは傷害後致死的出血を
きたし、ヒト重症型血友病Ａと類似した表現
型を呈するとともに、ヒト第 VIII 因子に対
して強い免疫応答性を示すことから、インヒ
ビター陽性血友病Ａの疾患モデルとなり得
る。 
 プラスミノゲンアクチベータ・プラスミン

系（線溶系）が止血栓の溶解のみならず様々
な生体反応に深く関与する。特に PA の特異
的中和因子であるプラスミノゲンアクチベ
ータインヒビタ－１（PAI-1）は、線溶機構
の動態を決定づける重要な生理的制御因子
である。我々はこれまでに、ヒトアレルギー
性鼻炎症例の鼻粘膜では PAI-1の発現が有意
に増加しており、この発現動態は卵白アルブ
ミンで感作マウスモデルにおいても認めら
れることを報告してきた。PAI-1 欠損マウス
においてはアレルギー性炎症の成立が抑制
され、抗原刺激に対する野生型マウスの Th2
優位な反応性に対して Th1優位な免疫応答を
示したことなどから、線溶系が免疫応答に対
して緻密な制御機構として作用する可能性
を示した。 
 
 
２．研究の目的 
 第 VIII 因子インヒビターの産生制御を目
的とし、血友病個体における免疫組織に対す
る線溶系の効果的な制御が、抗原特異的な免
疫寛容をもたらしインヒビターの発症を予
防する可能性を探る。特に血友病Ａマウスモ
デルに線溶系調節因子である PAI-1を効率的
に制御するシステムを導入することにより、
抗第 VIII 因子抗体の発生に関わる線溶系と
免疫系との有機的な連関について個体レベ
ルのみならず細胞および分子レベルで解明
し、血友病Ａインヒビター発症の予防と治療
に繋げる方法を開発することを目的とする。
１）第 VIII 因子の反復刺激により感作され
た血友病マウスの免疫組織における線溶系
因子の発現動態について PAI-1を主軸に解析
を進めた、２）第 VIII因子欠損マウスと PAI-1
欠損マウスとの交配によりダブルノックア
ウトマウスを作製し、３）作出した第 VIII
因子/PAI-1 ダブルノックアウトマウスに対
して、第 VIII 因子抗原の感作に対する免疫
応答性を第 VIII 因子欠損マウスと比較解析



することにより、PAI-1 欠損による線溶系制
御の解除がもたらす免疫寛容誘導における
優位性を検証する。 
 
 
３．研究の方法 
１）．第 VIII 因子/PAI-1ダブルノックアウト
マウス（FVIII/PAI-1dKO）の作成と免疫応答
性の解析 
（ａ）第 VIII因子感作および免疫寛容血友
病Ａマウスにおける線溶系因子発現動態の
解析：生後１０週齢以降の第 VIII因子欠損
成体マウスに対してヒト精製第 VIII因子を
0.05単位/g 体重、２週間隔で４回以上反復
投与すると、ほぼ全例に抗ヒト第 VIII 因子
抗体が生じる (Madoiwa S, et al. J Thromb 
Haemost 2004)。本実験系において、感作過
程で発生するインヒビター力価を Bethesda
法により経時的にモニタリングしながら、
naïveおよび第 VIII因子感作マウス個体より
採取した胸腺組織、脾臓、リンパ節などの免
疫組織と骨髄組織から、autoMACSおよび
FACSAria を用いた cell sorting 法により抗
原提示細胞（F4/80+細胞を含む）、CD4+T細胞、
CD4+CD25+FoxP3+および CD8+制御性 T細胞、
さらに NKT細胞を単離し、PAI-1 を主軸に
u-PA、u-PA受容体およびプラスミノゲンの発
現動態を定量 PCR法により解析する。さらに
新生仔への第 VIII 因子投与あるいは胸腺内
第 VIII因子投与により抗原特異的な免疫寛
容を誘導した血友病 Aマウスモデル（Madoiwa 
S, et al. J Thromb Haemost 2009）と比較
することにより、線溶因子発現の多寡と免疫
応答の関連を探る。 
（ｂ）FVIII/PAI-1dKO の作製： 
FVIII/PAI-1dKO は、第 VIII 因子遺伝子の X
染色体連鎖性を利用し、gene targetingのた
めの特異的プライマーを用いた genomic PCR
法により遺伝子型を確認することにより作
製する。 
（ｃ）FVIII/PAI-1dKOを用いた免疫寛容誘導
モデルの構築：上述の各マウス群に対して、
第 VIII因子の反復刺激により生じる抗第
VIII因子抗体を定量し、PAI-1欠損すなわち
線溶系制御の解除がもたらす免疫寛容の優
位性について検証する。 
（ｄ）PAI-1 欠損によりもたらされる免疫寛
容誘導機序の解明：各マウス群リンパ組織よ
り抗原提示細胞および CD4+T 細胞を単離し、
3H-チミジンの取り込み率を指標とした第
VIII因子の in vitro刺激によるリンパ球刺
激試験ともに、CD4+T細胞における IL-2, 
IL-4, IL-10 および IFN-γなどのサイトカイ
ン産生能を ELISA法や FACS を用いて解析す
ることにより、リンパ球の応答性（第 VIII
因子反応性クローンの消失の有無）や
Th1/Th2バランス（アネルギーの有無）、制御

性 T細胞誘導能の差異について検討する。 
 
２）PAI-1 RNAi系による線溶調節因子発現制
御システムを導入した血友病 Aインヒビター
治療法の開発と遺伝子治療への展開： 
 成体血友病 A マウスに対して PAI-1 RNAi
系を導入し、PAI-1 発現の制御を免疫組織特
異的ならびに第 VIII因子抗原暴露時期特異
的に実施し、抗原特異的な免疫寛容誘導法の
開発を目指す。 
（ａ）shRNA 導入用レンチウイルスの作製を
pLL3.7に PAI-1shRNA塩基を組み込むことに
より行う。PAI-1 shRNAウイルスベクターを
血友病マウス由来骨髄細胞
c-kit+sca-1+Lin-(KSL)分画や胸腺上皮細胞
へ感染させ、GFP発現を指標に PAI-1遺伝子
ノックダウン細胞をソーティングにより単
離後、放射線照射レシピエントマウスあるい
は胸腺組織へ移植し、PAI-1 shRNA導入血友
病 Aマウスを作製する。 
（ｂ）PAI-1 shRNA 導入血友病 Aマウスに対
して第 VIII 因子刺激を加えることにより、
抗第 VIII因子抗体産生の有無、免疫組織で
の線溶動態の解析、サイトカイン産生能およ
び in vitroでの第 VIII因子刺激に対する増
殖能を、PAI-1 cDNA スクランブル塩基配列を
導入した細胞移植マウスと比較解析する。 
 
 
４．研究成果 
 第 VIII 因子欠損マウスと PAI-1 欠損マウ
スとの交配により新規 FVIII/PAI-1ダブルノ
ックアウトマウスを作製した。得られた
FVIII/PAI-1 ダブルノックアウトマウスは、
第 VIII 因子欠損マウスに比べて過剰出血を
示したが、妊容性は第 VIII 因子欠損マウス
同等であり、安定的なマウスコロニーを確立
することができた。 
 第 VIII 因子抗原の経静脈的反復感作に対
する免疫応答性は、FVIII-/y ,-/-PAI-1+/+
が 62.6±16.4BU/mL (n=21)であったのに対し
て 、 FVIII-/y ,-/-PAI-1+/- で は 38.7 ±
22.7BU/mL (n=13)、FVIII-/y ,-/-PAI-1-/-
で 10.9±4.8BU/mL (n=16)と PAI-1 遺伝子を
欠損させることにより、明らかに抗体価の減
少がみられた。一方 tetanus toxoid 腹腔内
投与による免疫応答は PAI-1遺伝子欠損の影
響を受けなかった(FVIII-/y ,-/-PAI-1+/+ 
1.14 ± 0.07AU, n=8 vs 
FVIII-/y ,-/-PAI-1-/- で 1.15 ± 0.14AU, 
n=10)。 
 FVIII 反復刺激を行った FVIII/PAI-1 ダブ
ルノックアウトマウスのリンパ節および脾
臓では、CD11b+細胞や CD45R+細胞における
MHC-II抗原提示能の低下とともに、サイトカ
インプロファイルから T細胞性アネルギーお
よび MHC-ClassIICD25+FoxP3+制御性 T細胞が



誘導されていた。 

 PAI-1 RNAi系による線溶調節因子発現制御
システムを導入した血友病 Aインヒビター治
療への展開するために、PAI-1 shRNA ウイル
スベクターを FVIII因子欠損マウス由来骨髄
細胞 c-kit+sca-1+Lin-分画に感染させ細胞
移植した PAI-1 shRNA導入 FVIII 欠損マウス
モデルを作成した。本マウスは PAI-1 scrRNA
導入個体に比較して FVIII反復刺激後の抗体
価が有意に低下していた。 
 世界で初めて作製された FVIII/PAI-1ダブ
ルノックアウトマウスを用いた解析により、
血友病 A個体における線溶系応答の効果的な
制御が、抗原特異的な免疫寛容をもたらしイ
ンヒビターの発症を予防する可能性が示さ
れたものと考えられる。免疫系制御に線溶系
が積極的に関わるとする知見は新しく、本マ
ウスや線溶系遺伝子改変システム用いるこ
とにより、線溶系と免疫系との関わりを多角
的に具現化できることから、血友病 Aインヒ
ビターの発症予防における特異的かつ効率
的な新規治療法の開発基盤に繋がる可能性
が高いと考えられる。 
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