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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 変異マウスおよびプロテインＳ欠損マウスを作製し、これらの血栓形成能を白人
型血栓症モデルである凝固第Ｖ因子−R504Q 変異マウスと比較検証することで、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。まず、C57BL/6J 系統マウス
と共通の遺伝的背景をもったプロテインＳ-K196E 変異マウスおよびプロテインＳ欠損ヘ
テロ接合体マウスを作製し、プロテインＳは正常な胚発生に必須の因子であるが、
K196E 変異は胚発生に影響を与えないことを明らかにした。さらに、これらのマウスで
は血漿プロテインＳ活性が低下しており、血栓症の動物モデルとして有用であることを
示した。肺塞栓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
比べて肺血管閉塞が進行し、高い死亡率を示した。また、深部静脈血栓モデルを用いた
検討においても、プロテインＳ-K196E 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 変異マウスは野生型マウスに比べて重篤な症状を呈したことから、プ
ロテインＳ−K196E 変異が静脈血栓症の増悪要因となることが明確になった。一方、脳虚
血再灌流モデルを用いた検討では、凝固第Ｖ因子-R504Q 変異マウスはヘテロ体、ホモ体
共に野生型マウスに比べて脳梗塞巣が拡大したが、プロテインＳ-K196E 変異マウス、プ
ロテインＳヘテロ欠損マウスには症状の悪化は見られなかった。プロテインＳ-K196E 変
異は脳梗塞を悪化させる遺伝的要因にならないと考えられ、ヒトの臨床情報と矛盾しな
い結論が得られた。プロテインＳ-K196E 変異マウスを日本人型血栓症の疾患モデルマウ
スとして（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。このため、樹立したプロテイン
Ｓ-K196E 変異マウスおよびプロテインＳ欠損
マウスの血液凝固能を解析後、深部静脈血栓
症モデル、肺塞栓モデル、局所脳虚血再灌流
モデルを用いて in vivo 血栓形成能を評価し、
そ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、血栓性遺伝素因の相互作用を
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検討するためのモデルマウスとして、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。本研究に
て樹立した疾患モデルマウスは（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、外部研究者に広く使用し
て頂く体制を構築した。 
 
Ｂ．研究方法 
プロテインＳ-K196E 変異マウスおよびプロテ
インＳ欠損マウスの作製 

 プロテインＳ-K196E 変異マウスは Pros1 遺
伝子のエキソン 6 に一塩基置換 c.586A>G を導
入したターゲティングベクターを用いて、プ
ロテインＳ欠損マウスは Pros1 遺伝子のエキ
ソン 3 を欠失させるベクターを用いて作製し
た。それぞれ野生型 C57BL/6J マウスとの戻し
交配を 10 世代行い、遺伝的背景が十分に均一
化された系統を確立した。また、C57BL/6J マ
ウスの遺伝的背景を持つ凝固第Ｖ因子−R504Q
変異マウスをジャクソン研究所から購入した。 
 遺伝的背景がそろったマウス系統を用いて、
野生型マウス群、プロテインＳ-K196E 変異ヘ
テロ接合体マウス群、プロテインＳ-K196E 変
異ホモ接合体マウス群、プロテインＳ欠損ヘ
テロ接合体マウス群および凝固第Ｖ因子−
R504Q 変異ホモ接合体マウス群を準備した。プ
ロテインＳ欠損ホモ接合体マウスは胎生致死
となったため、本研究の解析対象から外した。 
 
血漿プロテインＳ活性および抗原量の測定 

 マウスからクエン酸採血後、1000×g、10 分
間遠心分離して血漿を回収した。マウス血漿
に段階希釈した組換え体マウス活性化プロテ
インＣを添加して 37℃、1 分間反応後、活性
化部分トロンボプラスチン時間測定試薬を加
えて凝固時間を測定し、活性化プロテインＣ
添加による凝固時間延長を指標にプロテイン
Ｓ活性を算出した。また、抗ヒトプロテイン
Ｓポリクローナル抗体を用いた ELISA により、
血漿プロテインＳ抗原量を測定した。 
 
深部静脈血栓症モデル 

 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
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濃度、
炎症マーカーとしてインターロイキン-6 濃度
を測定した。 
 
肺塞栓モデル 

 マウスに外因系凝固を活性化する組織因子
または内因系凝固を活性化する長鎖ポリリン
酸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
生存率を調べた。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。 
 
局所脳虚血再灌流モデル 

 マウス左中大脳動脈 M1 末端部を電気焼灼し
て閉塞した。両側総頸動脈を血管クリップで
一過性に閉塞することで、左中大脳動脈支配
領域に局所虚血を誘導し、15 分後にクリップ
を外して再灌流させた。虚血負荷 24 時間後に
神経学的スコアの判定を行い、脳を摘出した。
脳スライスの生細胞をトリフェニルテトラゾ
リウムクロライドにより染色し、脳梗塞巣体
積、浮腫率を判定した。脳梗塞巣体積に野生
型マウスと違いが見られたマウスについては、
虚血 15 分間と再灌流後 30 分間のペナンブラ
領域脳血流量を確認した。また、虚血負荷後 7
日間の生存率も測定した。 
 
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 
 プロテインＳ-K196E 変異のヘテロ接合体マ
ウスおよびホモ接合体マウスは正常に誕生し、
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繁殖能力も正常に維持されていた。少なくと
も通常の飼育条件下では、野生型マウスと見
かけ上の差異は見られなかった。一方、プロ
テインＳ欠損のホモ接合体マウスは予想通り
胎生致死であり、ヘテロ接合体マウスは正常
に誕生した。 

 血漿プロテインＳ活性を測定した結果（N = 
10）、プロテインＳ-K196E 変異のヘテロ接合
体マウス、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では、いずれも野生
型マウスに比べて活性の低下が認められた。
プロテインＳ-K196E 変異ヘテロ接合体マウス
の活性は野生型マウスの 82.0±9.5％（平均値
±標準偏差）であり、ヒトの本変異ヘテロ接
合体（コントロールの約 16％低下）と同様で
あった。ホモ接合体の活性はさらに 67.1±
7.8％まで低下した。プロテインＳ欠損ヘテロ
接合体マウスの活性は 54.3±8.3％に低下した。
一方、血漿プロテインＳ抗原量（N = 10）は、
プロテインＳ欠損ヘテロ接合体マウスでは野
生型マウスの 57.7±3.5％と、活性と同レベル
に低下していたが、プロテインＳ-K196E 変異
マウスの抗原量はヘテロ接合体、ホモ接合体
共に正常であった。したがって、K196E 変異は
プロテインＳの発現量には影響せず、部分的
な活性低下を引き起こすことが明らかとなっ
た。 

 深部静脈血栓症モデルによる検討（N = 12）
の結果、下大静脈に形成された血栓重量は野
生型マウス（3.6±1.6g）に比べて、プロテイ
ンＳ−K196E 変異ホモ接合体マウス（15.7±
11.9g）、プロテインＳ欠損ヘテロ接合体マウ
ス（15.9±10.2g）、凝固第Ｖ因子−R504Q 変異
ホモ接合体マウス（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 変異ホモ接合体
マウス：46.6±31.8、プロテインＳ欠損ヘテ
ロ接合体マウス：36.6±35.0、凝固第Ｖ因子−
R504Q 変異ホモ接合体マウス：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 変異ヘテロ接合体マウスの血栓重量
（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 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、凝固第Ｖ因子−R504Q 変異ホモ接合体
マウスでは、血漿トロンビン-アンチトロンビ
ン複合体およびインターロイキン-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。 

 肺塞栓モデルを用いた検討の結果、組織因
子投与後の生存率（N = 17）は、野生型マウ
スで 88.2％、プロテインＳ−K196E 変異ヘテロ
接合体マウスで 47.1％、ホモ接合体マウスで
35.3％、プロテインＳ欠損ヘテロ接合体マウ
スで 35.3％、凝固第Ｖ因子−R504Q 変異ホモ接
合体マウスで 23.5％であり、4 種類すべての
遺伝子改変マウスで野生型マウスに比べて低
下した。同様に、長鎖無機ポリリン酸投与後
の生存率（N = 16）も野生型マウス（81.3％）
に比べて、プロテインＳ−K196E 変異ヘテロ接
合体マウス（37.5％）、ホモ接合体マウス
（25％）、プロテインＳ欠損ヘテロ接合体マウ
ス（31.3％）、凝固第Ｖ因子−R504Q 変異ホモ
接合体マウス（18.8％）で低下した。これら
の遺伝子改変マウスでは、いずれも肺血管閉
塞スコアが野生型マウスに比べて上昇してお
り、肺塞栓症状が重症化していた。以上の結
果から、プロテインＳ−K196E 変異はプロテイ
ンＳヘテロ欠損や凝固第Ｖ因子−R504Q 変異と
同様に、マウス静脈血栓症の増悪要因となる
ことが明らかとなった。 

 局所脳虚血再灌流障害モデルを用いた検討
（N = 10-12）の結果、虚血負荷 24 時間後の脳
梗塞巣体積は、プロテインＳ-K196E 変異のヘ
テロ接合体、ホモ接合体、プロテインＳ欠損
のヘテロ接合体マウスでは野生型マウスと違
いは認められなかった。脳浮腫率および神経
学的スコアも 3 種類のプロテインＳ遺伝子改
変マウスと野生型マウスで違いは無かった。
一方、同じ脳虚血再灌流障害モデルを用いて
凝固第Ｖ因子−R504Q 変異マウスを解析した場
合、ホモ接合体マウスだけでなくヘテロ接合
体マウスでも、野生型マウスと比べて著明な
脳梗塞症状の悪化が認められた。野生型マウ
スは虚血負荷 6 日後までは全個体が生存し、
７日後の生存率は 71.4％であった。一方、凝
固第Ｖ因子−R504Q 変異ヘテロ接合体マウスで
は 4 日後から、ホモ接合体マウスでは 2 日後
から死亡個体が現れ、7 日後の生存率は共に
28.6％であり、野生型マウスに比べて低下し
た。このように凝固第Ｖ因子−R504Q 変異はマ
ウスの虚血性脳梗塞を悪化させるが、プロテ
インＳK196E 変異およびヘテロ欠損は脳梗塞症
状に影響しないことが明らかとなった。 

 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
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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 
 戻し交配により遺伝的背景を均一にしたマ
ウス系統を比較することにより、プロテイン
Ｓはマウスの正常な胚発生に必須の因子であ
るが、K196E 変異はホモ接合体であっても胚発
生に影響を与えないことが明確になった。プ
ロテインＳの生物学的作用を考える上で興味
深い結果である。また、マウスの血漿プロテ
インＳ活性および抗原量を測定した結果、プ
ロテインＳ欠損ヘテロ接合体マウスでは、活
性と抗原量が共に野生型マウスの約 50％に低
下するのに対し、プロテインＳ-K196E 変異マ
ウスでは、活性のみが部分的に低下し、抗原
量は正常であることが判った。K196E 変異はプ
ロテインＳの発現や血中への分泌には影響し
ないと考えられる。プロテインＳは活性化プ
ロテインＣの補酵素としての機能だけでなく、
TFPI の補酵素機能や受容体リガンドとしての
働きを持つことが知られている。プロテイン
Ｓ-K196E 変異ホモ接合体マウスとプロテイン
Ｓ欠損ヘテロ接合体マウスは、ほぼ同等の活
性化プロテインＣ補酵素活性を持ち、プロテ
インＳ抗原量は欠損ヘテロ接合体でのみ低下
するため、両マウスの比較により、活性化プ
ロテインＣ補酵素活性に基づく表現型とそれ
以外による表現型を分別して解析可能と考え
られる。 

 深部静脈血栓症モデルおよび肺塞栓モデル
を用いた検討の結果、プロテインＳ−K196E 変
異マウスではヘテロ接合体、ホモ接合体共に、
プロテインＳ欠損ヘテロ接合体マウス、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。この結果はヒトの関連解析の結果
と一致しており、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
変異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
変異マウスやプロテインＳ欠損ヘテロ接合体
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 変異マウスは
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マウス
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。これらのマウスを活用することにより、
日本人の静脈血栓症に対する抗血栓薬の評価
や開発を動物個体レベルで進めることが可能
になった。 
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