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研究要旨  
 静脈血栓塞栓症は環境因子と遺伝因子が絡み合って発症する多因子疾患であり、生活習慣の欧米
化などにより、近年本邦で急速に増加している。臨床的に問題となるのは深部静脈血栓症とそれに
起因する肺血栓塞栓症である。肺血栓塞栓症は静脈系の血管内に形成された血栓が遊離して肺動脈
を閉塞（塞栓）する疾患であり、その大部分は下肢の深部静脈を塞栓源としている。静脈血栓塞栓
症の環境因子として、加齢、がん、長期臥床、妊娠、経口避妊薬、ホルモン補充療法などがあげら
れており、遺伝因子として血液凝固、線溶やその制御に関わる因子の先天的異常があげられる。私
達は、これまでに日本人の静脈血栓塞栓症の遺伝的背景としてプロテインＳ-K196E 変異を同定し
（オッズ比：3.74-8.56）、本変異は約 55 名に 1名の頻度で認められ（アレル頻度：0.0089）、約 1
万人がホモ接合体であると報告した。本変異は白人種には見られず、加えて中国人と韓国人にも見
られないことから、日本人に特有の血栓性変異であることも明らかにした。また、私達は、日本人
には線溶因子プラスミノーゲンの活性の低下を伴う A620T 変異（マウスでは A622T 変異）が約 25
名に 1名の頻度で認められ、約 5万人がホモ接合体であると推計されることを示した。本変異は白
人種には存在しないものの中国人や韓国人には同定されている。一方、白人種には凝固第Ⅴ因子
Leiden(FVL)変異(R506Q 変異)が血栓症のリスクとして報告されている。FVL 変異は白人種の 2-15％
に見られ、静脈血栓症に対するオッズ比は 2.7-7.6 と報告されている。このように、静脈血栓塞栓
症の遺伝的リスクには人種差が見られることが明らかとなり、人種間の血栓性リスクの違いが注目
されている。本研究では、プロテインＳ-K196E 変異マウス、プロテインＳ遺伝子欠損マウス、プラ
スミノーゲン−A622T 変異マウスを作製し、日本人の血栓症におけるこれらの変異の位置づけを明確
にするとともに、最適な予防・治療法を開発するための疾患モデルとして確立することを目的とし
ている。 
 前年度までに、C57BL/6J の遺伝的背景をもつプロテインＳ-K196E 変異マウス、プロテインＳ遺
伝子欠損ヘテロ接合体マウス、プラスミノーゲン-A622T 変異マウスの作製を完了し、肺塞栓モデル
実験および深部静脈血栓モデル実験から、プロテインＳ−K196E 変異が静脈血栓症の重症化の原因と
なることを明らかにした。一方、プラスミノーゲン−A622T 変異マウスでは脳梗塞巣拡大や創傷治癒
遅延は見られなかったため、プラスミノーゲンの A620T 変異は日本人におけるこれらの疾患の増悪
要因とはならないと考えられた。 
 研究の最終年度となる今年度は、プロテインＳ-K196E 変異マウスの深部静脈血栓症症状を更に詳
しく解析した。電気分解による下大静脈内皮障害による深部静脈血栓モデル実験では、プロテイン
Ｓ−K196E 変異マウスは、プロテイン S ヘテロ欠損マウスや凝固第Ｖ因子-R504Q 変異マウスと同様
に、野生型マウスに比べて血栓重量が増加し、血小板数が減少し、血漿凝固マーカーおよび炎症マ
ーカー濃度の上昇も認め、PS-K196E 変異が深部静脈血栓症の増悪要因となることを明らかにした。
プラスミノーゲン-A622T 変異マウスでは、肺塞栓誘発モデルおよび深部静脈血栓症モデルを用い
て、本変異マウスの静脈血栓症症状を解析した。その結果、プラスミノーゲン-A622T 変異マウスの
症状に野生型マウスとの差違は見られなかった。日本人を含む東アジア人に高頻度に見られるプラ
スミノーゲン-A620T 変異は線溶活性低下をもたらすものの、少なくとも単独では静脈血栓症を悪化
させる要因とはならないと考えられた。プロテインＳ遺伝子改変マウスとプラスミノーゲン-A622T
変異マウスを（独）医薬基盤研究所メディカル・バイオリソース・データベースに登録した。 
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Ａ. 研究目的 
 私達は、厚生労働省難治性疾患克服研究事業
「血液凝固異常症に関する調査研究班」の活動
を通して、プロテインＳの機能低下を伴う
K196E 変異が静脈血栓塞栓症の遺伝的リスクで
あることを同定した。静脈血栓塞栓症に対して、
オッズ比 3.7–8.6 を示す。プロテインＳ-K196E
変異ヘテロ接合体者は静脈血栓塞栓症患者 173
名中 13 名、ホモ接合体者は 2 名見いだされ、
13 名のヘテロ接合体者のうち 5名は、プロテイ
ン C 遺伝子にも変異が同定されたことから、
２つの遺伝子に変異を持つことで静脈血栓塞
栓症のリスクが高まると考えられ、プロテイン
Ｓ-K196E 変異は血栓症の修飾因子であると考
えられた。プロテインＳ-K196E 変異保有者はプ
ロテインＳ抗凝固活性が平均で 17％低下して
いるものの、野生型保有者のプロテイン S抗凝
固活性値とオーバーラップするので、変異ヘテ
ロ保有者はプロテインS抗凝固活性値では判別
できないと考えられた。プロテインＳ-K196E 変
異は日本人約 55 人に１人の頻度で存在し、全
国で約１万人の日本人がホモ接合体であると
推定される。これまでに静脈血栓症患者の約
１％（約 85 人に１人）にホモ接合体が同定さ
れており、ホモ接合体ではプロテイン S抗原量
は正常であるが、抗凝固活性が 35-39％にまで
低下していた。最近の私達の研究では、本変異
は白人種には見られず、加えて中国人と韓国人
にも見られないことから、日本人に特有の血栓
性変異であると考えられる(Yin and Miyata, J 
Thromb Thrombolysis. Review, 2013 [Epub 
ahead of print])。 

 私達は、日本人には線溶因子プラスミノーゲ
ンの A620T 変異（マウスでは A622T 変異）が広
く存在することを報告している。一般住民を対
象とした検討では、プラスミノーゲン A620T 変
異はアレル頻度 2％（約 25 人に 1人がヘテロ接
合体）と高頻度に認められると報告してきた。
本変異は中国人と韓国人にも見られるが、白人
種には同定されていない。プラスミノーゲンは、
フィブリン分解反応の鍵となる酵素プラスミ
ンの前駆体であり、組織プラスミノーゲン活性
化因子やウロキナーゼにより、プラスミンに変
換され血栓を溶解する。A620T 変異保有者の血
中プラスミノーゲン抗原量は正常値を示すも
のの、活性は 50-60％程度の低値を示す。この
ように、A620T 変異はプラスミノーゲン活性を
著減させるため、変異保有者では持続的に血栓
溶解能が低下する。現在まで、本変異のヘテロ
接合体と血栓症との関連は示されていない。し

かし、プラスミノーゲン活性の低下は血栓発症
や創傷治癒を修飾する可能性がある。また、変
異ホモ接合体の血栓症との関連については報
告がない。 

 白人では、凝固第Ⅴ因子 Leiden(FVL)変異
(R506Q 変異)が静脈血栓塞栓症のリスク因子と
して広く知られている。本変異は白人一般集団
に 2-15％の頻度で見られるが、日本人には見ら
れず、人種特異的な血栓性遺伝子変異である。
FVL 変異の静脈血栓塞栓症に対するオッズ比は
2.7-7.6 であり、動脈閉塞症との関連も指摘さ
れ、小児や若年者での脳梗塞との関連が報告さ
れている。ヒト第Ⅴ因子の R506 残基はマウス
では R504 残基であり、これを Gln 残基に置換
した FVL 変異マウス(R504Q 変異マウス)が作製
されている。FVL ホモ体マウスは新生児期に臓
器に広範に自然発症する血栓を認め、一部のマ
ウスは周産期に死亡する。また、ホモ体マウス
は頸動脈の光惹起障害モデルや大脳動脈の
FeCl3 障害モデルで、動脈血栓の亢進が報告さ
れている。 

 すでに述べたように、静脈血栓塞栓症の発症
リスクとなる遺伝子変異は人種間で異なるこ
とが、私達の研究などから明らかとなってきた。
これらの人種特異的血栓性遺伝子変異の研究
は、それぞれの人種の血栓症の理解を高めるこ
ととなり極めて重要である。また、これらの人
種特異的血栓性遺伝子変異は、血栓症の発症予
防と治療に関連すると考えられるが、ヒトを対
象とした研究には限界がある。白人種に見られ
る血栓性変異を有する FVL 変異マウスは、血栓
との関連が良く研究されている。そこで、プロ
テインＳ-K196E 変異マウスとプラスミノーゲ
ンの A622T 変異マウスを作製し、その血栓能を
FVL 変異マウスと比較しつつ、検討を加えるこ
とは、人種間の血栓能の解明に重要であると考
えられる。 

 本研究では、日本人に見られる遺伝子変異を
有するマウスを作製し、その血栓能を評価する
ことにより、日本人に特異的な血栓性遺伝子変
異がどのように血栓症に関与するか明らかに
することを目的とする。すなわち、本研究では、
プロテインＳ-K196E 変異マウス、プロテインＳ
遺伝子欠損マウス、プラスミノーゲン−A622T 変
異マウスを作製し、これらの血栓形成能を野生
型マウスおよびFVL変異マウスと比較検討する
ことにより、日本人の血栓症における血栓性変
異の位置づけを明確にする。また、本研究は変
異保有者の血栓症発症の最適な予防・治療法を
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開発するための疾患モデルの確立につながる。 

 最終年度である本年度は、遺伝子改変マウス
の血栓能の解析を継続するとともに、これらの
疾患モデルマウスを（独）医薬基盤研究所に登
録した。 
 
Ｂ. 研究方法 
使用動物 

 野生型マウス（C57BL/6J）、プロテインＳ
-K196E 変異（c.586A>G）ヘテロ接合体マウス（自
ら作製）、プロテインＳ-K196E 変異ホモ接合体
マウス（自ら作製）、プロテインＳ遺伝子欠損
ヘテロ接合体マウス（自ら作製）、プラスミノ
ーゲン−A622T 変異（c.1864G>A）ホモ接合体マ
ウス（自ら作製）および凝固第Ｖ因子−R504Q 変
異ホモ接合体マウス（Jackson 研究所から購入）
の合計６系統を解析対象とした。本研究に使用
する全てのマウスは C57BL/6J 系統の遺伝的背
景に均一化し、遺伝的背景がそろったマウスで
実験を行った。 
 
血漿フィブリン塊溶解活性の測定 

 マウス血漿にヒト組織型プラスミノーゲン
アクチベーターを加えて室温、30 分間反応する
ことによりプラスミノーゲンをプラスミンに
活性化後、トロンビンと塩化カルシウムを添加
してフィブリン形成を惹起し、波長 405 nm の
吸光度変化を 5分間隔でモニターした。吸光度
はフィブリン形成により一旦上昇するが、プラ
スミンによる分解で緩やかに低下する。この吸
光度変化を元にフィブリン塊溶解活性を測定
した。 
 
深部静脈血栓モデル 

 プロテインＳ遺伝子改変マウスでは、下大静
脈にステンレス電極を挿入して 200 µA・10 分
間通電した。電極の電気分解の結果生じるフリ
ーラジカルにより、血管内皮細胞が活性化し、
血栓形成が誘発される。生じる血栓が最大とな
る処置2日目に採血して末梢血血小板数を測定
後、実体顕微鏡下に下大静脈内血栓を取り出し、
その重量を測定した。また、血漿中の凝固活性
化マーカーとしてトロンビン-アンチトロンビ
ン複合体（TAT）濃度、炎症マーカーとしてイ
ンターロイキン-6（IL-6）濃度を測定した。 

 プラスミノーゲン−A622T 変異マウスでは、下
大静脈にステンレス電極を挿入して 250 µA・15
分間通電した。処置 2日後に血栓重量および未

梢血血小板数を測定した。また、血栓の退縮、
溶解に対する変異の影響を解析するため、処置
7 日後のマウスについても同様の解析を行った。 
 
肺塞栓モデル 

 プラスミノーゲン−A622T 変異マウスに外因
系凝固を活性化する組織因子を下大静脈から
投与することで肺塞栓を惹起し、呼吸停止まで
の時間を 20 分間測定して生存率をもとめた。
また、呼吸停止 2分後に右心室から Evans blue
を注入し、肺全体の染色像から肺血管閉塞スコ
ア（0 = 閉塞無し〜4 = 完全閉塞の 5段階）を
判定した。 
 
二重変異マウスの作製 

 プロテインＳ-K196E 変異とプラスミノーゲ
ン-A620T 変異は相乗的に作用して病状を悪化
させる可能性がある。そこでプロテインＳ
-K196E 変異マウスとプラスミノーゲン-A622T
変異マウスの交配により、二重変異マウスを作
製した。 
 
（倫理面への配慮） 

 本研究は国立循環器病研究センター遺伝子
組換え実験安全委員会および動物実験委員会
の承認を得て実施した。また、動物愛護の観点
から、マウスに与える苦痛を最小限にするよう
配慮して進めた。 
 
Ｃ. 研究結果 
プロテインＳ−K196E 変異マウス、プロテインＳ
遺伝子欠損マウスおよびFVLホモ変異マウスの
深部静脈血栓モデル 

 深部静脈血栓症誘発後に形成された血栓重
量（平均値±標準偏差，N = 12）は野生型マウ
ス（3.6±1.6g）に比べて、プロテインＳ−K196E
ホモ変異マウス（15.7±11.9g）、プロテインＳ
ヘテロ欠損マウス（15.9±10.2g）、凝固第Ｖ因
子−R504Q ホモ変異マウス（15.8±9.7g）で増加
した。これらのマウスでは消耗性と考えられる
血小板減少（プロテインＳ−K196E ホモ変異マウ
ス：46.6±31.8、プロテインＳヘテロ欠損マウ
ス：36.6±35.0、凝固第Ｖ因子−R504Q ホモ変異
マウス：34.2±24.2 ×104/50）も野生型マウス
（116.2±28.8×104/50）に比べて重篤化した。
プロテインＳ−K196E ヘテロ変異マウスの血栓
重量（8.1±6.8g）は野生型マウスと有意差は
み ら れ な か っ た が 、 血 小 板 数
（76.3±33.6×104/19）は減少した。プロテイン
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Ｓ−K196E ホモ変異マウス、プロテインＳヘテロ
欠損マウス、凝固第Ｖ因子−R504Q ホモ変異マウ
スでは、血漿 TAT および IL-6 濃度が野生型マ
ウスに比べて上昇しており、凝固反応や炎症反
応の活性化に伴って静脈血栓形成が亢進した
と考えられた。 
 
プラスミノーゲン−A622T 変異マウスの血漿フ
ィブリン塊溶解活性 

 血漿フィブリン塊溶解活性を測定した結果、
プラスミノーゲン-A622T 変異マウスでは、野生
型マウスに比べて顕著な活性低下が認められ
た。また、反応系にα2-プラスミンインヒビタ
ーを加えることで、吸光度の低下はほぼ完全に
抑制されたことから、本測定にてプラスミン依
存的なフィブリン溶解が起きていることを確
認した。これらの結果から、プラスミノーゲン
-A622T 変異マウスでは、血漿プラスミノーゲン
の合成基質切断活性（初年度に測定済）だけで
なく、フィブリン溶解活性が低下していること
が確認できた。 
 
プラスミノーゲン−A622T 変異ホモ接合体マウ
スの深部静脈血栓モデル 

 深部静脈血栓モデル実験において、処置 2日
後の血栓重量（平均値±標準偏差，N = 10）は、
野生型マウスで 8.2±5.4g、プラスミノーゲン
−A622T 変異ホモ接合体マウスで 10.0±6.4g で
あり、両群間に有意差は認めなかった。血小板
減少の程度も群間で違いがなかったことから、
プラスミノーゲン−A620T 変異は深部静脈血栓
の増悪要因ではないと考えられた。また、処置
7 日後の血栓重量（N = 5）も野生型マウスで
5.4±3.5g、プラスミノーゲン−A622T 変異ホモ
接合体マウスで5.4±4.6gと群間に違いはなく、
プラスミノーゲン−A622T 変異による血栓退縮
の遅延も見られなかった。 
 
プラスミノーゲン−A622T 変異ホモ接合体マウ
スの肺塞栓モデル 

 肺塞栓モデル実験において、組織因子投与後
の生存率は野生型マウス（N = 18）で 83.3％、
プラスミノーゲン−A622T 変異ホモ接合体マウ
ス（N = 20）で 80.0％であり、両群間に差は認
めなかった。肺血管閉塞スコアも、野生型マウ
スで 1.86±1.47、プラスミノーゲン−A622T 変
異ホモ接合体マウスで 2.25±1.60 と、群間に
有意差はみなかった。したがって、プラスミノ
ーゲン−A620T 変異は肺塞栓症状悪化の原因と
はならないと考えられた。 

二重変異マウスの作製 

 プロテインＳ-K196E 変異マウスとプラスミ
ノーゲン-A622T 変異マウスの交配により二重
変異マウスを作製した結果、両変異共にホモ接
合体となったマウスも出生、発育可能なことが
確認された。 
 
医薬基盤研究所への遺伝子改変マウスの登録 

 本研究で樹立したプロテインＳ遺伝子改変
マウスおよびプラスミノーゲン-A622T 変異マ
ウスを国内外の研究者に譲渡するため、（独）
医薬基盤研究所メディカル・バイオリソース・
データベースに登録した。 
 
Ｄ. 考察 
 プロテインＳ−K196E 変異マウスは、プロテイ
ンＳヘテロ欠損マウス、凝固第Ｖ因子−R504Q 変
異マウスと同様に、野生型マウスに比べて著明
な静脈血栓形成亢進を認めた。肺塞栓モデルで
も同様の結果が得られており、これらの結果か
ら、プロテインＳ−K196E 変異保有者での静脈血
栓症リスク上昇が、本変異に起因することが確
認できた。一方、平成 23 年度の結果では、局
所脳虚血再灌流モデル実験では、凝固第Ｖ因子
−R504Q マウスでのみ野生型マウスに比して脳
梗塞巣の拡大が認められ、プロテインＳ−K196E
マウスやプロテインＳヘテロ欠損マウスに症
状の悪化は見られなかった。凝固第Ｖ因子−
Leiden 変異は白人の若年性脳梗塞のリスク要
因として報告されているが、プロテインＳ−
K196E 変異と脳梗塞との関連を示す報告はない。
プロテインＳ−K196E マウスはこれと矛盾しな
い表現型を呈しており、日本人の血栓傾向の特
徴を反映したモデルであると考えられる。 

 プラスミノーゲン−A622T 変異ホモ接合体マ
ウスでは、血漿プラスミノーゲン活性が野生型
マウスの約 8％に低下しており、血漿フィブリ
ン塊溶解活性も低下した。しかし、深部静脈血
栓症モデルおよび肺塞栓モデルを用いた検討
では、プラスミノーゲン−A622T 変異マウスに野
生型マウスと比べて症状の悪化は見られなか
った。前年度に行った局所脳虚血再灌流モデル
および皮膚創傷モデルを用いた検討でも、プラ
スミノーゲン-A622T 変異マウスに異常は認め
られなかったため、日本人を含むアジア人に広
く分布するプラスミノーゲン−A620T 変異は少
なくとも単独では、静脈血栓症、脳梗塞および
創傷治癒を悪化させる遺伝要因とはならない
と推定された。本変異とプロテインＳ-K196E 変
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異の両方を持つ重症静脈血栓症患者が見つか
っているため、プラスミノーゲン-A620T 変異が
他の血栓性素因と重なることで、血栓症状の修
飾因子として働く可能性が残っている。引き続
き、プラスミノーゲン-A622T とプロテインＳ
-K196E の二重変異マウスを解析することでこ
の点を明らかにしていく必要がある。 

 本年度に、プロテインＳ-K196E 変異とプラス
ミノーゲン-A622T 変異の二重変異マウスの獲
得に成功した。今後２つの変異の相乗効果を考
慮した検討が可能になった。 

 本研究で樹立したプロテインＳ遺伝子改変
マウスおよびプラスミノーゲン-A622T 変異マ
ウスを国内外の研究者に譲渡するため、（独）
医薬基盤研究所メディカル・バイオリソース・
データベースに登録した。 

 研究代表者である宮田敏行は医薬基盤研究
所との連携を強化するため、医薬基盤研究所に
て「疾患モデルマウスを用いた血栓性疾患の研
究」の講演を行った。また、分担研究者である
坂野史明は、本研究の成果を国際血栓止血学会
SSC 委員会（アムステルダム）、日本血栓止血学
会 SPC 委員会シンポジウム（山形市）、日本血
栓止血学会 SSC 委員会シンポジウム（東京都）
で報告した（いずれも口演）。研究協力者の田
嶌優子は、本研究の成果を国際血栓止血学会
（アムステルダム）、日本血栓止血学会（山形
市）、Gordon Research Conference, Plasminogen 
Activation & Extracellular Proteolysis (口
演、Ventura, CA)で報告した。 

 
Ｅ. 結論 
 プロテインＳ-K196E ホモ変異マウスは、下大
静脈内皮障害による深部静脈血栓モデルでは、
プロテインSヘテロ欠損マウスや凝固第Ｖ因子
-R504Q ホモ変異マウスと同様に、野生型マウス
に比べて血栓重量が増加し、血小板数が減少し、
血漿凝固マーカーおよび炎症マーカー濃度が
上昇した。このことから、日本人にのみ特異的
に見られるプロテイン S -K196E 変異は深部静
脈血栓症の増悪要因となると考えられた。プラ
スミノーゲン-A622T ホモ変異マウスは、肺塞栓
誘発モデルおよび深部静脈血栓症モデルでは、
野生型マウスとの差違は見られなかった。この
ことから、日本人を含む東アジア人に高頻度に
見られるプラスミノーゲン-A620T 変異は線溶
活性低下をもたらすものの、少なくとも単独で
は静脈血栓症を悪化させる要因とはならない
と考えられた。プロテインＳ-K196E 変異とプラ
スミノーゲン-A622T 変異の二重変異マウスの

樹立に成功した。これらのマウスは日本人の静
脈血栓症に対する抗血栓薬の評価や開発を進
める基盤になると考えた。 

 本研究により、プロテインＳ-K196E 変異およ
びプラスミノーゲン-A622T 変異のマウスでの
血栓症における役割を明らかにできたが、両変
異を保有する二重変異マウス、および他の血栓
性素因と重なったマウスに関しては、今後検討
が必要である。すなわち、プロテインＳ-K196E
変異とプラスミノーゲン-A622T 変異が、血栓症
の modifier として働くことを想定した研究が
必要と考えられ、modifier としての遺伝子変異
の研究はヒトの血栓症の理解に大きく貢献す
るものと考える。本研究で樹立した遺伝子改変
マウスは、こういった modifier の研究に必須
であり、日本人の血栓症の特異性を解明する基
盤を整備することができた。 

 プロテインＳ遺伝子改変マウスとプラスミ
ノーゲン-A622T マウスを（独）医薬基盤研究所
メディカル・バイオリソース・データベースに
登録した。 
 
Ｆ. 健康危険情報 
 なし 
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