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はしがき

血栓止血学分野では長く先天性疾患の解析を通じて遺伝子の機能を探るという手法が中心であった｡実

際､種々の凝固因子欠乏症の発見がなければ今日の確立された凝固因子カスケードはあり得なかったし､

その後発見された多くのmutationの解析は､異常遺伝子の細胞株でのexpressionによって行われている｡

しかしこれらの手法はin vitroの解析にとどまるため､遺伝子機能が血栓･出血というダイナミックな

生体現象につながるのかどうかが未知のままになっている｡一方で血栓形成は､遺伝子のsomaticな発現

のみならず局所における発現パターンによって大きく左右され､このことも試験管内では再現できない重

要なポイントである｡本研究ではこれらの諸問題を解決すべくこれまでの試験管内のカスケード反応を個

体レベルに移してinvivoの観察を行うという画期的な試みにチャレンジした｡本研究で得られる情報は

試験管内はおろかヒトの疾患の検討によっても明らかにすることはできないという点に大きな特徴があ

る｡

凝固･線溶因子の活動は微妙なバランスの上に成り立っており､血栓症リスクの高い個体においては他

の因子の遺伝子発現調節に乱れが生じることが考えられる｡現在､免疫･癌化･アポトーシス･細胞内シ

グナル伝達など多くの細胞機能にとって重要な多くのタンパク質の機能がノックアウトやトランスジェ

ニックなど遺伝子改変マウスの解析を用いて解析されている｡抗凝固因子として代表的なProtein Cや

Thrombomodulinなどさまざまな抗凝固蛋白での欠失マウス作製報告が相次ぐ中､AT欠失マウスの報告は

これまでなく､出血と血栓というphenotypeにHSPG-AT系がどのように関与するかは依然として明らかに

なっていなかった｡我々は､すでにマウスATゲノムの単離を世界に先駆けて報告しており､今回これを

用いたターゲティングベクターの作製および相同組換え体を単離し､欠失マウスを作製した(1)ので一連

の成果(2-9)につきここに報告するものである｡

平成15年2月末日

高松 純樹
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研究成果



<本研究の目的>

血管内皮の抗血栓性は血管内皮ヘパリン様分子であるヘパラン硫酸プロテオグリカン(以下HSPG)･

Syndecan-4(Ryudocan)と血祭抗凝固タンパク質であるAntithrombin(ⅠⅠⅠ､以下AT)に負うところが大き

い｡最近､我々はRyudocan欠失マウスの作製に世界で初めて成功し(JBC,1999)､その血栓傾向につい

て興味深い特質を見いだしている(Dev･Dynam･1999)しかしRyudocan欠失は致死的Phenotypeとはなら

ず､生理的リガンドであるATのInvivothrombogenesisにおける寄与を検討する必要がある｡本研究で

はAntithrombin欠失マウスを作製､このマウスのホモ接合体､ヘテロ接合体それぞれについてその

Phenotype解析を行い､さらにRyudocan欠失マウスとのダブル欠失マウスを作製に進んだ｡これらの表

現型を解析することにより､①血栓症発症のタイミング･部位･重症度における差異､②向血栓刺激に対

する反応性の相違､③血栓症病態発症条件の特定､④個体発生､炎症･臓器障害におけるHSPG-AT系の役

割について明らかにすることを目的とした｡

<本研究の背景>

脳梗塞､心筋梗塞を代表とする血栓性疾患は､日本人の生活様式の欧米化や高齢化の促進とともにます

ます増加傾向にあり､我が国における成人の死亡原因の最上位に位置している｡血栓症の予防､治療の重

要性は非常に高いにもかかわらず､残念ながらその病因病態は十分に解明されてはいない｡これまで我々

のグループでは､ヘパリン様糖鎖をもつ抗血栓性分子として=SPG･RyudocanのcDNAやゲノム構造を解析

報告し(Biochem･Biophys･Res･Commun･,1993;J･Biochem･,1996)､Ryudocanがヘパリン親和性

分子(bFGF､Midkine､TFPIなど)との相互作用を介して様々な血管機能に関わっていることを示してき

た(JBC,1996)0最近､Ryudocan欠失マウスの作製に成功し(JBC,1999)､生理的抗凝固分子として

胎盤機能に重要であることが明らかになった(Dev･Dynam･,1999)｡一方､Ryudocanがそのコファクタ

ーとして働き､内皮細胞上のレセプターであるATは､抗凝固因子として知られその部分的欠損症が特発

性血栓症の基礎疾患であることが最も古くから知られている｡しかしながら､ヒトにおける欠損症は部分

欠損症のみで､完全欠損症の報告もなく､またAntithrombin欠失マウスの作製解析もなされていないこ

とから､完全欠損で何が起こるのかは不明であった0このような従来の研究成果ならびに世界での研究進

展状況を踏まえて､今回我々はAT欠失マウスを作製することとした｡これらの欠失マウスは血栓症動物

モデルとしての血栓症の発症病態解析研究に有用であるばかりでなく､血栓症治療法の評価システム構築

にも応用でき､得られる研究成果の社会的貢献度は多大なものとなることが期待できると考えられた｡

<本研究の特色>

血栓止血学分野では長く先天性疾患の解析を通じて遺伝子の機能を探るという手法が中心であった｡実

際､種々の凝固因子欠乏症の発見がなければ今日の確立された凝固因子カスケードはあり得なかったし､

その後発見された多くのmutationの解析は､異常遺伝子の細胞株でのexpressionによって行われている｡

しかしこれらの手法はinvitroの解析にとどまるため､遺伝子機能が血栓･出血というダイナミックな

生体現象につながるのかどうかが未知のままになっているo一方で血栓形成は､遺伝子のsomaticな発現



のみならず局所における発現パターンによって大きく左右され､このことも試験管内では再現できない重

要なポイントである｡本研究で作成する血栓症リスクの高いマウスの主要臓器の凝固線溶遺伝子の発現パ

ターンを将来解析することで成体の血栓ストレスに対する反応を解析することができるであろう｡すなわ

ち本研究ではこれらの諸問題を解決すべくこれまでの試験管内のカスケード反応を個体レベルに移すこ

ととした｡

このような情報は試験管内はおろかヒトの疾患の検討によっても明らかにすることはできず､本研究で

得られる成果は､老齢化社会を迎えてますます増加傾向にある脳梗塞､心筋梗塞を代表とする血栓性疾患

の病態生理の解明､さらにはその診断法や新しい治療法の開発､同一遺伝背景にも関わらず個体により異

なる血栓症発症条件の特定に寄与でき､その社会的意義は極めて大きいと思われたのである｡

<研究方法と結果>

(平成13年度)

1.相同組換え体の単離･同定とAntithrombin欠失マウスの作製およびその表現型解析

既に単離されている(10)129SVJマウスのゲノムライブラリーからマウスAntithrombinゲノム遺伝子全

長をもとにネオマイシン耐性遺伝子(MCl-neO)とジフテリア毒素Aフラグメント遺伝子(PGKqDTA)によ

るポジティブ･ネガティブセレクション用のターゲティングベクターを作成した(図1)｡
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ベクターはエレクトロボレーションによりES細胞(D3細胞)に導入､G-418含有ES培地により選択培

養し､PCRおよびSouthern blottingにて解析して相同組換え体の単離･同定を行った｡これをマイクロ

マニピュレーターによるインジェクションによりC57BL/6Jマウスより採取した胚盤胞に注入し､仮親の

子宮に移植した｡仮親から生まれたキメラマウスをICRマウスと交配し､生まれたマウスをPCRおよび

Southern blottingにより変異アレルの伝搬を調べた｡得られたヘテロ変異マウスの雄雌を交配してホモ

体を作製し､その表現型解析を行った｡



Ge111川IlicPCR

kb

2.0(Ⅶ心d) ■ト

1.3(m111aIll)■ト

kb

5.0(mlltant)｣ト
4.4(Wild) ■

WcslerJltiJot(ing ATAntigen ATActivitv

2(10kDa-

+ル +/･･/･11丘kDa_

Sou鵬rnI=otd叩
97･4kDa-

増- t■
■■け ■■事

+ノー +/･･/.

``kDa-

｣ト ●■■

RT･PCR 45kDa-

alllithr(lmbin
-･｣L二=ニニニ

GAIIDIl

+/+ +/･ イ.

図2 ATノックアウトマウスのge】10tyOeおよび血紫中At量

+/+./.

‖ドーdl

15

10

5

0

+/+ +/.

%

1仰1

50;

0｣■
■■-｢…･･一一--

+/+ +/_

]

その結果､作成したホモ､ヘテロマウスのgenotypeにしたがって､ATの発現量が相関し､このノック

アウトシステムが正常に作動していることが確認された(図2)｡

ヘテロ接合体同士の交配では妊娠14.5日まではメンデルの法則に従い各遺伝子型の胎児が得られ､

野生型､アンチトロンビン･ホモ欠損型胎児の間に外見上は差異を認めなかった｡しかし妊娠15.5日

になると約70%の､妊娠16.5日になると100%のアンチトロンビン･ホモ欠損型胎児は広範な皮

下出血を伴い死亡していた｡これらの胎児を組織学的に解析したところ心筋と肝臓に広範なフィプリンの

沈着を認めた(図3)｡特に肝臓では類洞に沿ってフィプリンの沈着を認めた｡これらのフィプリン沈着

は生存していた妊娠15.5日のアンチトロンビン欠損型胎児にも軽度ではあるものの認められ､妊娠1

4.5日のアンチトロンビン欠損型胎児も4匹調べた結果､そのうち1匹において心筋の一部にフィプリ

ンの沈着を認めた｡一方､脳や肺などの他の組織には明らかなフィプリン沈着を認めなかった｡更に皮下､

頭蓋内などの広範な出血部位でもフィプリンの沈着を認めず､消費性凝固障害および肝障害によるフィプ

リンノゲンの欠乏が考えられた｡これらの■所見よりアンチトロンビンは胎児の生存に必須であり､特に心

筋と肝臓における血液凝固の制御に重要な役割を果たしていることが示唆された｡(以上主に文献(1)に

記載)
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との比較検討を行なった｡LPS5g/体重gあたりを

腹腔内投与し､4h後に臓器(腎､肝､心臓､肺､脳､副腎など)を摘出し､抗フィプリン抗体による免

疫染色を含んだ形態的観察を行った8中でも腎では抗フィプリン抗体にてフィプリン沈着の認められた糸

球体(図4)の比率(%GFR)を計算し､血栓症発症の定量化を行った｡

図4 フィプリン沈着のみられたマウス腎糸球体｡
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図51-PS投与により正常対照(wild type)マウスとヘテ

ロマウス(AT+/-)に見られた糸球体フィプリン沈着の差異

あらかじめAT(L/+)マウスのAT活性は約5

0%であることが確認されている(図2)｡

図5に示すようにAT(イ+)マウスは､LPS投与

において正常対照マウスに比べて有意に高い

血栓症発症率を呈することが明らかとなった

しかしこの差は果たして血祭中ATが低下して

いることで説明されるのだろうか?このこと



に対する答えを得るために我々はAT(-/+)マウスにあらかじめヒトATを投与しておき血栓症発症率乙

rescueされるかどうか検討した｡この結果血中濃度が(正常対照マウスに対して)100%となる図5 LPS

投与によりヘテロマウス(AT+/-)に見られる糸球体フィプリン沈着はヒトAT投与によりrescueされる｡

ようにATを4時間前に静脈内投与したAT欠乏マウス(AT(-/+)マウス)は､生食を投与されたAT(-/+)

マウスに比べて明らかに低く､正常対照マウス(AT(+/+)マウス)にLPSを投与した際に見られる程度と同

程度に血栓症発症率が低下した(以上主に文献9に記載)｡

Antithrombin欠失マウスと､内皮細胞上のアンチトロンビンの生理的なレセプターであるRyudocanを

完全に欠失したマウス(すでに作製済み)を交配させ､誕生したマウスを同様にPCR･Southernblotting

によりスクリーニングしてまずAntithrombin(-/+)Ryudocan(-/-)‥ダブル欠失マウスを同定した｡こ

のマウスはAT(-/+)マウス同様平常時においては明らかな血栓傾向を認めなかったが､LPS投与によって

明らかに高い血栓傾向を示した(投稿準備中)｡

(まとめ)

今回､特にATAT(-/+)マウスが有用な血栓症発症動物モデルであることが明らかとなった｡ヒトにお

いては遺伝的に血栓症リスクにある個体(先天性Antiyhrombin,ProteinC,ProteinSなどの欠乏症)

においても必ず発症するとは限らず､その発症条件が何であるか突き止めることが急務となっている｡今

後ヒトにおける血栓症病態発症の条件として何が重要なのか検討していく上での有用な研究手段になる

と考えられる｡

本研究で得られる成果は､老齢化社会を迎えてますます増加傾向にある脳梗塞､心筋梗塞を代表とする

血栓性疾患の病態生理の解明､さらにはその診断法や新しい治療法の開発､同一遺伝背景にも関わらず個

体により異なる血栓症発症条件の特定に寄与でき､■その社会的意義は極めて大きいと思われる｡


