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研究成果の概要（和文）：血管内皮細胞（VECs）は様々な因子の発現と分泌により抗血栓作用を発揮し、血液の流動性
の維持に貢献する。VECsより分泌され、血栓溶解反応を開始する組織型プラスミノゲンアクチベータ（tPA）は、分泌
後に細胞表面に滞留することがこれまでの研究で明らかになっていた。本研究ではこの滞留tPAによる二つの異なるプ
ラスミノゲン活性化作用をプラスミン生成とフィブリン溶解として定量法を確立した。この方法により変異型tPAであ
るtenecteplase（海外にて血栓溶解薬として使用）の野生型tPA（alteplase）と比較したPA活性の特異性が明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：Vascular endothelial cells (VECs) play essential role in keeping the fluidity of 
circulating blood by expressing dynamic antithrombotic effects. Tissue-type plasminogen activator (tPA) 
secreted from VECs is a key molecule for initiating fibrinolytic, and retained on the cell surface after 
secretion. Cell surface-retained tPA effectively evokes both plasminogen activation and fibrin clot 
dissolution (fibrinolysis) on VECs. Our quantitative assessment of these two different plasminogen 
activator activities contributes to identify the unique characteristics of TNK-tPA (tenecteplase) having 
lower affinity to VEC surface compared to wild-type (alteplase).

研究分野： 細胞生理学
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１．研究開始当初の背景 
 線維素溶解（線溶）反応は血栓形成時に適
時適所で巧妙に作動し、止血血栓の過剰な増
大を抑制するとともに血管内皮修復後に残
余血栓を完全に除去すると考えられている。
血管内線溶活性は、血管内皮細胞より活性型
酵素として分泌される組織型プラスミノゲ
ンアクチベータ（tPA）が血漿中プラスミノ
ゲンをプラスミンに活性化することで発現
され、tPA と特異的インヒビター（PAI-1）と
の量的バランスにより規定される。生活習慣
病や感染症など、種々の病態で内皮傷害に伴
う反応性の tPA分泌量や PAI-1 発現量の異常
が報告され血栓性疾患の発症に関わるとさ
れるが、tPA 分泌機構の詳細は未だ解明され
ていない。 
 我々は、これまでに培養血管内皮細胞から
の tPA分泌と PA活性発現を全反射/共焦点蛍
光顕微鏡によりリアルタイムに可視化解析
し、分泌後のtPAが細胞表面に滞留すること、
ならびに滞留tPAによる細胞表面線溶活性発
現特性を報告してきた。これらの知見をもと
に、内皮上で活性化される他の線溶関連因子
や凝固系とのクロストークを含め内因性線
溶活性発現増強機構を解明し、より安全で効
果的な血栓症予防・治療への考察をすること
を念頭に本研究を進めた。 
 
２．研究の目的 
（1）tPA の活性発現に重要な分泌後 tPA の膜
表面滞留に関わる要因を明らかにする。 
（2）血漿・流速存在下における血栓形成モ
デルを構築し血栓形成促進/抑制系、線溶反
応促進/抑制系存在下における線溶活性増強
機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）分泌後 tPA の滞留要因 
以下の GFP 融合変異 tPA（tPAs-GFP）遺伝子
を血管内皮細胞モデル細胞｛ヒト臍帯静脈内
皮細胞(HUVEC)由来細胞株(EA.hy926)｝に導
入し、細胞内分泌顆粒中に発現した tPAs-GFP
の開口放出動態を全反射蛍光（TIRF）顕微鏡
にて解析し細胞表面滞留を評価し、変異 tPA
の PA 活性を検討した。 
①糖鎖結合部位変異 tPA-GFP：tPA 分子の有
する4箇所の糖鎖結合部位（T61, N117, N184, 
N448）をそれぞれ N, Q, Q, Q に置換した糖
鎖非結合 tPA(TATNQ-tPA)-GFP 
②海外で臨床応用されている血栓溶解薬
tenecteplase(TNK-tPA:T103N/N117Q/K296A/
H297A/R298A/R299A)-GFP 
 
（2）血漿・流速存在下における検討 
①共焦点レーザ走査蛍光顕微鏡（CLSM）を用
いて EA.hy926 細胞上へ血漿を添加しフィブ
リン塊形成の経時解析をした。 
②フローチャンバーに EA.hy926 細胞を培養
し、tPA-GFP 遺伝子を導入しずり応力負荷に
対する tPA-GFP 分泌の変化を TIRF 顕微鏡に

て解析した。 
 
４．研究成果 
（1）分泌後 tPA の滞留要因 
①TATNQ-tPA-GFP の解析 
 糖鎖結合タンパク質のレクチンファミリ
ーに属しガラクトースに対して結合特異性
を有するガレクチン 1が tPA-GFP 分泌顆粒に
共局在することを予備実験にて明らかにし
ていた。よって TATNQ-TPA-GFP では分泌後糖
鎖を介した膜結合性が減弱していることか
ら速やかに細胞表面から解離することを予
想していた。が、これに反して TATNG-tPA-GFP
では野生型に比し分泌後の細胞表面からの
解離は遅延し、細胞表面滞留量が増大してい
た。 
 また細胞上に作成したフィブリン塊の溶
解は野生型に比し遅延傾向を示したが、tPA
活性の変化あるいは発現量の差違によるも
のかは明らかでなかった。これらの結果から、
tPA の糖鎖を介した細胞表面への結合の可能
性は低く、効率的なフィブリン溶解には tPA
が細胞表面から解離することも重要である
と考えられた。 
 
②TNK-tPA-GFP の解析 
 分泌後のTNK-tPA-GFP細胞表面滞留度は野
生型に比し減弱していた。また培養上清中を
検討すると、野生型では PAI-1 との複合体の
み検出されるのに対して、TNK-tPA-GFP は遊
離型とPAI-1との複合体型の両方が検出され
た。以上より tPA-GFP 分子中の陽性荷電アミ
ノ酸配列と細胞表面の陰性荷電分子との相
互作用による細胞表面滞留要因が明らかと
なった。 
 さらに野生型に比し、細胞上に作成したフ
ィブリン塊溶解時間は短縮する一方で、細胞
表面への標識プラスミノゲンの集積ならび
に発色基質による内皮細胞由来プラスミン
生成率が減弱することが明らかとなった。こ
れらの新規 PA 活性定量法｛図参照；tPA-GFP



の発現量を上清中の GFP 濃度として GFP 
ELISA Kit にて測定、各々のサンプルにおけ
る分泌後の tPA-GFP により惹起される PA 活
性として、フィブリン塊溶解時間（緑でプロ
ット）は強い負の相関を、プラスミン発色基
質によるプラスミン生成率（オレンジでプロ
ット）は強い正の相関をしめした｝を TNK-tPA
の特性とともに報告した（業績 1：Suzuki Y, 
et al. FEBS Open Bio 6:469–476, 2016）。 
 本研究結果は脳梗塞患者の治療における
alteplaseに対するtenecteplaseの優位性を
示す臨床研究（Parsons M et al.; N Engl J 
Med 2012）を支持する基礎データであり、報
告した意義は大きいと考える。 
 
（2）血漿・流速存在下における検討 
 ①②ともに血管内皮細胞の有する抗血栓
性ならびに線溶促進・線溶抑制の両側面に焦
点をあてて、現在サンプル数を増やして検討
を進めているところである。 
 近年、血小板−凝固反応活性化を流速存在
下に検討した報告が相次いでいる。このよう
なデータを下に、線溶系活性化の調節機構を
流速存在下にて解明していくことは、ヒト生
体内における調節機構の理解に必須である
と考えられる。 
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