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研究要旨 
 プロテインＳは活性化プロテインＣの補酵素として機能する血漿タンパク質であり、
プロテインＳの機能が低下すると血栓形成傾向になる。我々は、日本人の静脈血栓症の
遺伝的背景としてプロテインＳ-K196E 変異を同定した。本研究では、プロテインＳ-
K196E 変異マウスを作製し、その血栓形成能を解析することで、抗血栓薬の評価や開発
につながる知見を得ることを目的としている。今年度は前年度に引き続き、プロテイン
Ｓ-K196E 変異マウスの深部静脈血栓症症状を解析した。電気分解による下大静脈内皮障
害モデルを用いた解析の結果、プロテインＳ−K196E 変異マウスでは、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下大静
脈障害後に形成される血栓重量が増加し、血小板減少、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られたことから、PS-K196E 変異が深部静脈血栓症の増悪要因
となることが明らかとなった。プロテインＳ-K196E 変異マウスを日本人型血栓症のモデ
ル動物として（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。 

 
Ａ. 研究目的 
 プロテインＳは、血液凝固制御系で機能す
る約 75 kDa の糖タンパク質である。リン脂質
膜上で活性化プロテインＣと複合体を形成し、
活性化第Ｖ因子および第Ⅷ因子を分解するこ
とで、血液の凝固活性を抑制する。プロテイ
ンＳの機能が質的あるいは量的に低下すると、
止血系のバランスは血栓形成傾向に傾く。 

 我々は、静脈血栓症の遺伝的背景として、
プロテインＳの機能低下を伴う K196E 変異を
同定した。静脈血栓症の発症に対して、オッ
ズ比 4.7–5.6 を示す。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。 

 本研究では、プロテインＳ遺伝子を K196E
変異型に置換したノックインマウスおよびプ
ロテインＳを欠損したマウスを樹立し、日本
人の血栓症に最適な予防・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。前年度までにプロテインＳ-
K196E 変異ヘテロ接合体マウス、ホモ接合体マ
ウス、プロテインＳヘテロ欠損マウス（ホモ
欠損マウスは胎生致死）を樹立し、局所脳虚
血再灌流モデル、肺塞栓モデルを用いた解析

を完了した。本年度は、前年度から着手した
深部静脈血栓症モデル実験を進め、プロテイ
ンＳ−K196E 変異マウスの症状を白人型血栓症
モデルである凝固第Ｖ因子−Leiden（R504Q）
変異マウスと比較検証した。また、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を作製した。 
 
Ｂ．研究方法 
 使用動物 

 野生型マウス、プロテインＳ-K196E 変異ヘ
テロ接合体マウス、プロテインＳ-K196E 変異
ホモ接合体マウス、プロテインＳ欠損ヘテロ
接合体マウスおよび凝固第Ｖ因子−R504Q 変異
ホモ接合体マウスの合計５系統を解析対象と
した。 
 
深部静脈血栓モデル 

 マウス下大静脈にステンレス電極を挿入し
て 200µA・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
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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。 
 
二重変異マウスの作製 

日本人に高頻度で認められるプロテイン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 
 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/µL）も野生型マウス（116.2± 28.8×
104/µL）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/µL）は
減少した。プロテイン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
とが確認できた。 

 本研究で樹立したプロテインＳ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 
 深部静脈血栓症モデルを用いた検討の結果、
プロテインＳ−K196E 変異マウスでは、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が認められた。
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、変異に
起因することが確認できた。一方、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
したことから、今後変異の相乗効果を考慮し
た検討が可能になった。 
 
Ｅ．結論 
 本研究により、プロテインＳ-K196E 変異マ
ウスが日本人型血栓症の適切なモデル動物で
あることが明らかとなった。プラスミノーゲ
ン-A622T との二重変異マウスの樹立も成功し
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
なると考えられる。 
 
Ｆ．健康危険情報 
 なし 
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Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

１．特許取得 
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２．実用新案登録 

 なし 
 
３．その他 
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