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研究要旨 
 血液凝固、線溶やその制御に関わる因子の先天的異常は血栓症のリスクとなる。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）が約 25 人に 1
人の頻度で認められ、約 5 万人がホモ接合体であると推計される。本変異は日本人を含
む東アジア人に特異的であり、白人には存在しない。現在まで、本変異と血栓症との関
連は示されていないが、変異保有者では持続的に線溶活性が低下するため、潜在的な血
栓性リスクとなっている可能性がある。本研究では、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本変異の位置づけを明らかにすることを目的とし
ている。まずジーンターゲティングにより、C57BL/6J マウス系統の遺伝的背景を持つプ
ラスミノーゲン−A622T 変異マウスの作製に成功した。得られた変異マウスはヘテロ接合
体およびホモ接合体ともに、正常に出生し、繁殖力も保持した。しかし、変異マウスで
は血漿プラスミノーゲン活性が低下しており、ホモ接合体の活性は野生型マウスの約 8％
に低下していた。変異マウスではフィブリン塊溶解活性も低下したことから、プラスミ
ノーゲン-A620T 変異が線溶活性低下の原因となることをマウス個体で確認できた。さら
に、深部静脈血栓症モデルおよび肺塞栓モデルを用いて静脈血栓症に対する変異の影響
を、局所脳虚血再灌流モデルを用いて脳梗塞形成に対する変異の影響を、背部皮膚創傷
モデルを用いて組織修復に対する変異の影響を解析したが、いずれもプラスミノーゲン
−A622T 変異マウスと野生型マウスの症状に違いは見られなかった。したがって、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これらの疾患の一次的なリスクとはならないと考え
られた。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、外部機関に提供する体制を確立した。 

 
Ａ. 研究目的 
 血液凝固、線溶やその制御に関わる因子の先
天的異常は血栓症のリスクとなるが、原因とな
る遺伝子変異は人種間で大きく異なる。白人種
では凝固第V因子のR506Q変異が血栓症の遺伝
的リスクとなっており、変異を保有するモデル
マウスも確立されているが、この変異は日本人
には存在しない。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）
が広く存在し、我々が一般住民を対象に行った
検討でもアレル頻度 2％（約 25 人に 1人がヘテ
ロ接合体）と高頻度に認められた。 

 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
型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、変異保有者では血栓溶解能が低
下する。現在まで、本変異と血栓症との関連は
示されておらず、一次的なリスクとはならない
と予想されるが、変異保有者は感染や外傷、手
術等に引き続いて血栓症を発症する例があり、
血栓形成を助長する要因が重なった場合には
血栓症が引き起こると考えられる。 

 本研究ではジーンターゲティングにより、プ
ラスミノーゲン遺伝子をA622T変異型に置換し
たマウスを作製し、日本人の血栓症における本
変異の位置づけを明確にすることを目的とし
ている。また、作製したマウスは（独）医薬基
盤研究所に登録して、国内外の研究者に譲渡す
る。 

 このため、まず C57BL/6J マウスの遺伝的背
景を持つプラスミノーゲン−A622T 変異ヘテロ
接合体マウス、ホモ接合体マウスを樹立し、こ
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れらのマウスでは血漿プラスミノーゲン活性
およびフィブリン塊溶解活性が低下すること
を確認した。また、プラスミノーゲン−A622T
変異がマウスの静脈血栓症に及ぼす影響を調
べるため、下大静脈障害による深部静脈血栓症
モデルおよび、組織因子投与による肺塞栓モデ
ルを用いた解析を行った。さらに、脳梗塞およ
び組織修復に及ぼす変異の影響を調べるため、
局所脳虚血再灌流モデルおよび皮膚創傷モデ
ルを用いた解析を行った。また、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。 
 
Ｂ. 研究方法 
プラスミノーゲン-A622T 変異マウスの作製 

プラスミノーゲン-A622T 変異マウスは、マウス
Plg 遺伝子のエキソン 15 に一塩基置換
c.1864G>A を導入したターゲティングベクター
を、C57BL/6J マウス由来の ES 細胞にエレクト
ロポレーションして得られた相同組換え ES ク
ローンを用いて作製した。ES 細胞スクリーニン
グのために導入したNeomycin耐性遺伝子（loxP
配列で挟まれている）は、Cre リコンビナーゼ
を発現する C57BL/6J マウスとの交配により除
去し、外来遺伝子挿入によるプラスミノーゲン
遺伝子発現への影響を排除した。 

 野生型C57BL/6JマウスおよびC57BL/6J遺伝
的背景のプラスミノーゲン−A622T 変異ホモ接
合体マウスを本研究の解析対象とした。 
 
血漿プラスミノーゲン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
0.1N 塩酸を加えて酸性化後、等量の 0.1N NaOH
で中和した。この血漿にヒトウロキナーゼを添
加してプラスミノーゲンをプラスミンに活性
化した後、合成基質（S-2403）切断活性を血漿
プラスミノーゲン活性として測定した。また、
血漿プラスミノーゲン抗原量を Mouse 
Plasminogen Total Antigen EIA Kit（Oxford 
Biomedical Research）を用いて測定した。 
 
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
アクティ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。 
 
深部静脈血栓症モデル 

 マウス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。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日後に血栓重量およ
び末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 

 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。 
 
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。 
 
皮膚創傷モデル 

 マウス背部を剃毛し、生検トレパンを用いて
直径 5 mm の皮膚全層欠損創を一匹あたり 4 ヶ
所作製した。各創部の面積を経日的に 2週間測
定し、治癒過程の進行度に違いが見られるか解
析した。 
 
（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
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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 
 プラスミノーゲン−A622T 変異マウスは、ヘテ
ロ接合体およびホモ接合体ともに、正常に出生
し、発育にも異常は認められなかった。また、
雌雄とも生殖能力は正常であった。 

 血漿プラスミノーゲン抗原量（N = 10）は、
プラスミノーゲン-A622T 変異ホモ接合体マウ
スで野生型マウスの 47.5±23.2％（平均値±標
準偏差）に低下した。ヒトプラスミノーゲン−
A620T 変異保有者に明らかなプラスミノーゲン
抗原量低下はみられないため、マウスプラスミ
ノーゲン−A622T 変異体に特有の現象と考えら
れる。血漿プラスミノーゲン活性（N = 10）は、
プラスミノーゲン−A622T 変異マウスで低下が
認められ、ホモ接合体マウスの活性は野生型マ
ウスの 8.1±4.1％と著減した。さらに、血漿フ
ィブリン塊溶解活性（N = 8）を測定した結果、
プラスミノーゲン-A622T 変異ホモ接合体マウ
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だけでなく、フ
ィブリン溶解活性が低下していることが明ら
かとなった。 

 深部静脈血栓症モデル実験において、処置 2
日後の血栓重量（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
有意差は認められなかった。血小板減少の程度
も群間で違いが無かったことから、プラスミノ
ーゲン−A620T 変異は深部静脈血栓症の増悪要
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 と群間に違いは無く、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。 

 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

められなかった。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
に有意差は見られなかった。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。 

 局所脳虚血再灌流実験において、虚血負荷 24
時間後の脳梗塞巣体積（N = 10）は、野生型マ
ウスで 28.8±5.8 mm3、プラスミノーゲン−A622T
変異ホモ接合体マウスで30.5±7.1 mm3であり、
両群間に有意差は認められなかった。脳浮腫率
および神経学的スコアも群間で違いが無かっ
たことから、プラスミノーゲン−A620T 変異は脳
梗塞の増悪要因ではないと考えられた。 

 皮膚創傷モデル実験において、作製した皮膚
創は野生型マウス、プラスミノーゲン−A622T
変異ホモ接合体マウスで共に 12〜14 日でほぼ
完全に修復された。創面積の経日変化にも、両
群間で違いは無く、プラスミノーゲン−A620T
変異は創傷治癒遅延の原因とはならないと考
えられた。 

 本研究で樹立したプラスミノーゲン-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 
 プラスミノーゲン−A622T 変異マウスは、少な
くとも SPF 飼育環境下では正常に発育し、外見
上明らかな異常は呈さなかった。プラスミノー
ゲン欠損マウスでは、成長遅延や寿命の短縮、
生殖能の低下、脱腸などの異常が報告されてい
るが、プラスミノーゲン-A620T 変異はこうした
異常の原因にはならないことが明らかとなっ
た。本変異は胚発生および個体の成育には影響
を与えないと考えられる。 

 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。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、静脈血栓症を悪化させる遺伝要因とはな
らないと推定される。本変異とプロテインＳ
-K196E 変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
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-A620T 変異が他の血栓性素因と重なることで、
血栓症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（前章
参照）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。 

 局所脳虚血再灌流モデルを用いた検討の結
果、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。プラスミノーゲン−A620T 変異は脳梗塞を悪
化させる遺伝要因にもならないと推定される。
急性期脳梗塞の治療薬として唯一承認されて
いる組換え体組織プラスミノーゲン活性化因
子は、プラスミノーゲン活性化を介して治療効
果を発揮する。プラスミノーゲン−A620T 変異は
この治療効果の減弱あるいは出血副作用の軽
減に寄与する可能性がある。今後、プラスミノ
ーゲン−A622T マウスの脳梗塞における組換え
体組織プラスミノーゲン活性化因子投与の影
響についても検討が必要と思われる。 

 プラスミノーゲンの活性化は血栓溶解だけ
でなく、細胞外マトリックスの分解を介した組
織の再構築にも寄与しており、プラスミノーゲ
ン欠損ホモ接合体マウスでは、皮膚創傷治癒の
著しい遅延が認められる。しかし、プラスミノ
ーゲン−A622T 変異ホモ接合体マウスに同様の
皮膚創傷治癒遅延は認められなかった。プラス
ミノーゲン−A620T 変異体は創傷修復に必要な
活性を残存しており、本変異は組織再構築異常
にはつながらないと推定される。 
 
Ｅ. 結論 
 プラスミノーゲン−A622T 変異マウスを樹立
し、本変異が線溶活性低下を引き起こすことを
個体レベルで確認した。本変異マウスに深部静
脈血栓症、肺塞栓、脳梗塞症状および創傷治癒
の悪化は見られず、プラスミノーゲン-A620T
変異はこれらの疾患の一次的なリスクとはな
らないことが明らかとなった。今後、他の血栓
性素因と本変異が重なった場合の症状修飾作
用の検証が必要である。 
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