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竹 藤 幹 人     

 

 

Ⅰ. 緒言 

深部静脈血栓症はエコノミークラス症候群

と呼ばれ、身近な問題として国民の関心も高

く、厚生労働省のホームページにおいても注

意を呼びかけられている。これまでの循環器

分野の研究は、心臓と動脈に関する研究が多

く、静脈をテーマにした研究は、ほとんどさ

れていない。 

これまでの静脈血栓症のマウス動物モデル

の多くは、薬物・物理的刺激により静脈内皮

に重篤な傷害を与え、血小板などの血球細胞

の機能評価が行われてきた。薬物・物理学的

刺激のいずれも、静脈内皮に大きな障害を与

えていることから、静脈内皮を評価する実験

による深部静脈血栓の研究はほとんどされて

いなく、深部静脈血栓症における静脈の機能

評価は十分されていない。 

申請者らはこれまで、Gタンパク質共役受

容体（G protein-coupled receptor, GPCR）が

制御する細胞シグナルと疾患の関わりについ

て研究を行ってきた 1), 2), 3)。G タンパク質は、

心不全、高血圧、動脈硬化など、様々な循環

器疾患との関連が示されてきた。アンギオテ

ンシン II受容体やアドレナリン受容体とＧタ

ンパク質は共役して作用することが知られて

おり、疾患発症時の細胞内シグナル伝達にお

いて重要な働きをすることが報告されてきた。

様々な循環器疾患とGタンパク質の研究は行

われてきたが、深部静脈血栓症を Gタンパク

質の関連についての報告はない。本研究では、

深部静脈血栓形成時における静脈内皮細胞の

G タンパク質の役割について検討した。   

細胞生物学的手法を用いて深部静脈血栓症

の発症メカニズム・細胞シグナルを解明し、

動物実験モデルを用いて、深部静脈血栓症の

病態解明へ繋がる研究に発展させることを本

研究の目的とする。 

 

Ⅱ. 対象・方法 

(a) von Willebrand factor 測定 

HUVEC細胞 (PromoCell社、ドイツ)を用

いて、HUVEC細胞から分泌される von 

Willebrand factor (vWF)を測定した。細胞を

96-well dish で培養させ、80-100％コンフル

エントになったことを確認後、血清を除いた

培養液で 24時間培養した後、Thrombin もし

くは Histaminを添加し、HUVEC 細胞を刺

激し、培養液を回収した。回収した培養液中

の vWF 濃度を EILSA 法によって解析した。

96-well plateに抗 vWF抗体（Dako社、A0082）

を加え、24時間、4度で静置した。抗 vWF

抗体がコーティングされた96-well plateに測

定したい培養液 100 lを入れ、12時間、4度

で静置した。12時間後、PBSで 96-well plate

を wash した後、抗 vWF /HRP抗体（Dako

社、P0026）を加え、1時間、室温に静置し

た。1時間後、PBSで plate を洗浄後、plate 

reader により vWFを測定した。 

 

(b) siRNA導入 

標的遺伝子に対する siRNA（QIAGEN社）

を各遺伝子に対して 3種ずつ用意し、実験を

行った。各遺伝子に対するターゲット配列を

表 1に示す。 

HUVEC細胞を 96-well plate にて 24時間

培養後、siRNA導入を行った。siRNA導入は

Lipofectamine RNAiMAX 
(LifeTechnologies 社)を用い、連続 2日間、

siRNA 導入を行い、2回目の siRNA導入 24

時間後より実験に使用した。siRNA のノック

ダウン効率については qPCR もしくはウエス

タンブロット法により確認を行った。 

 また、siRNA導入により viability への影響

についても評価しており、siRNA 導入により

cell viability に影響がないことを、いずれの

siRNA でも確認している。 
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表1：siRNAの標的配列 

 

(c) 深部静脈血栓症マウスモデル 

深部静脈血栓症モデルを用いて実験を行った 4)。

週齢8週のマウスをペントバルビタールを用いて

麻酔し、開腹後、下大静脈を剥離した。右腎静脈

直レベルで腹部下大静脈を27G注射針とともに

結紮し、27G注射針を抜き取り、下静脈狭窄を作

製した。 

狭窄作成48時間後に再開腹し、腹部静脈を取り

出し、静脈内に形成された血栓を取り出した。静

脈内で形成された血栓の性状、重さ、長さを評価

した。 

Gene Symbol siRNA Target Sequence Gene Symbol siRNA Target Sequence
APBA1 CCCGAAGACTTGATCGATGGA SEC31B CGCCTAGTCTTCATCAGTCAA
APBA1 CCGGCGGATGCCTCGCTCCAA SEC31B CCCAGCGTCTGGAGTATCTAT
APBA1 CACAGTCCCATTTGCATATCA SEC31B TTGATGCAGTGATGTACTTAA
APBA2 TTCGCGCATATCACTAATAAA SNAP23 TACCACATGAATTCAGATTTA
APBA2 TAGGATGACTGTATTCGAGGA SNAP23 CAGGCCTATTAACATCATACA
APBA2 CACGCAGTAACTAAAGCTTTA SNAP23 AAGAGGTTGTTACCTCAGTAA
ATG10 CTGGATTTACCTGTCCCTGAA SNAP25 CAGAGCTCACGTTGCATTGAA
ATG10 AGCGTCCGAAGTGATTAAATA SNAP25 AAGATTAAGTTATACCAGCAA
ATG10 ATGGAATATTTCATCTCACCA SNAP25 AAGATGCTGGGAAGTGGTTAA
ATG7 AACGAGTATCGGCTGGATGAA SNAP29 CAGAAGATCGACAGCAACCTA
ATG7 TCCCGTCAGCCTGGCATTTGA SNAP29 ATGGTGGACAAGATGGACCAA
ATG7 ATCAGTGGATCTAAATCTCAA SNAP29 CCGGCTGACAACCAAAGTGGA
BET1 CACTGATGTCGTGGCGCTTTA SNAPIN CAGGAACGACTGAGACGGCTA
BET1 CACAACTGGATTTCTAGGTAA SNAPIN ACGCGTTGTCTTGGTTAACAA
BET1 ATGGGAACTATGGCTATGCTA SNAPIN TTCGTCTTACCCATTTATGTA
BET1L CTGCTTCTCACTCTTGTATTA SNCA ATGGATGTATTCATGAAAGGA
BET1L CCCGGGCGCTGTGGAAGAGAT SNCA CATGCTTATAAGCAACATGAA
BET1L TGCAATGATAATTGTGGGTCA SNCA CCCAGTCATGACATTTCTCAA
BNIP1 ACGAACGATCCTGGATGCAAA SNCB CCCGACTCCCATTAACCTCGA
BNIP1 TCGCCGGGAGCTGACGGACAA SNCB ACCCGAGAAGGTGTGGTACAA
BNIP1 CACGTCCGGATCTGTAACCAA SNCB AGGGAGGAATTCCCTACTGAT

C1orf142 CTCCAGCATAGTTGAGATCAA SRA1 CAGGCGCTCGCTGCTTACCAA
C1orf142 CAGCGGTTTATTGGAAAGCCA SRA1 CAGGGCCCTGATGGTTCATTA
C1orf142 CAGAACAGAGTCTCACGTTAA SRA1 CAGGGAAACGAACAAGAGTCA

COPA CACACGGGTGAAGGGCAACAA STX10 CTCCTCGTTCTCATCTTACTA
COPA TCCGATGATCAGACCATCCGA STX10 CTGGAAGAGACCATCGGTATA
COPA CTGGCGCATGAATGAATCAAA STX10 CAGCAGCTGATCATGGATGAA

COPB1 CACGTTAATTAACGTGCCAAT STX11 CGCCAGGTTCAAGAATTGCAA
COPB1 AACTCCAGATGGGAGACTTTT STX11 CAGCATCAAGCGCGACACCAA
COPB1 TTCGCTGCATCTATAACTTAT STX11 AGCACTCAAATTGAAGTATCA
COPB2 AGGCGTGAATTGCATTGATTA STX12 AAGAATTTGATGAGCCAGCTA
COPB2 CAGGTTTCAAGGGTAGTGAAA STX12 AGCGAGCTGCTTACTATCAGA
COPB2 ACGATTCTTCAGAGTATGCAA STX12 TCCCTTAGACATGTACCGGAA
CPLX1 CACGGCCGTGTTCACTTCTAA STX16 TCCAACGTAATTGGTCAGATA
CPLX1 CCCGGCCATACTTGCGTGTGA STX16 CCGGATTAAGCAGAAGATGAA
CPLX1 AACGTTAGACTGCAATACTAA STX16 CAGGCGTTTAACCGACGCTTT
CPLX2 CAGCAGATCCGAGATAAGTAT STX17 TTGCAATTTGGTCCAACTATA
CPLX2 CAGATAGGTAGCAGAGACCAA STX17 ACCCTGAATTGGAGACCTTAA
CPLX2 CAGGGTGCTTCAGATGAGCAA STX17 AAGCTAGTTCTCAGAGTTTGA
CPLX3 CAGCTGAGAAGTGTCACGTCA STX18 CCGCGTGTGGATCCTCTTCTT
CPLX3 TACGAGGAGTATCAGAAGCAA STX18 CAGAGAGCCATCCGAGTTAAA
CPLX3 TCCGCGAAACCTAGTGCTGAA STX18 AAGCAATTCAGCAACTACGAA
CPLX4 CACTTCGAGCTATTTAGCTAA STX19 CAGGCAGAATACATCAACAGA
CPLX4 CATGGACTTGGATACCATAAA STX19 AAGACCGACTTCAAGAACTAA
CPLX4 AACCACGATGATCCATTGACA STX19 CAGAAATTAGTCTGTGCCCTA
DOC2A TCGGATGATGCCACCGCCCTA STX1A ACAAAGTTCGTTCCAAGTTAA
DOC2A CCGCCTCAAGCCTTCGCAGAA STX1A GAGGGCCGTGTCTGACACCAA
DOC2A CACGAGTGTGTTGCACGTTTA STX1A AGAACTCATGTCCGACATAAA
DOC2B ATGAGGAGTTCTGTTACGAGA STX1B AAGGTTCGGTCCAAATTGAAA
DOC2B CACATGCTTCACTCAATGATT STX1B AACCCAGATGAGAAGACCAAA
DOC2B CAGGGAGTTCCCATCTAGTCA STX1B CCGGAAGTTCGTGGAGGTAAT

GABARAPL1 TACAGTGATGAGAGTGTCTAT STX2 CAGTGGATCTTCGGATACGAA
GABARAPL1 CAGCTGCAAGTTCTTGTATAA STX2 CACGGAAGAAGCACAACCGAA
GABARAPL1 CAGCTGCTAGTTAGAAAGGTT STX2 CAGCTAGTTTGTGCTAATTAA
GABARAPL2 TTAGACTAGTAAATTATCATA STX3 CCCGGAAGAAATTGATAATTA
GABARAPL2 AACACTTGCTTCACTAGAATA STX3 CAGCCTTAAATTAAGCTCTTA
GABARAPL2 CGCGAAGATTCGAGCGAAATA STX3 TCAGGGTGAGATGTTAGATAA

GOSR1 CATGATAGTGTTGAAGCCTAA STX4 CAGCTCGGACGAAGAGGACAA
GOSR1 GAGGCAGGTAAACCAATCAAA STX4 TCCGGACAATTCGGCAGACTA
GOSR1 CACTGTGGTATTTATAGTATT STX4 AGGAAGCTGATGAGAACTATA
GOSR2 TAGCCTTAGGTATTCCTAGAA STX5 ATCAATAGCCTCAACAAACAA
GOSR2 CTGGTTGTTTGCAGTAGATTA STX5 CAACCGGTGGCTCATGGTCAA
GOSR2 CACTCGGAAGTGTGAGCTTTA STX5 CAGTGGAAATTGAAGAGCTAA
LLGL1 TGGGAGATTGTCCACCATAAT STX6 CAGGCTGAAGCTAAATAGAGA
LLGL1 CCGCGAGGGCTTCACATGGAA STX6 AACCTAGTCATTAATGAGTAA
LLGL1 CACGGTAGCCACCACACCTTA STX6 CACCAACGAGCTGAGAAATAA
LLGL2 CAACCAGATCCTGATCGGCTA STX7 CAGCAGTATACTAACCAGCTT
LLGL2 CTCGTTGTCATCTGGGACCTA STX7 CAGCAGATTATCAGCGCAAAT
LLGL2 CTGCATCTCAGTGATCCACGA STX7 TTGCTGTAGATTGCCTAGTAA
NAPG TGGAGCGAGCTGGAAAGCTTA STX8 CAACAACGAAATCAATATGAA
NAPG TCCGTACTTCATTACAGTCAT STX8 TTGGATGATCTTGTAACTCGA
NAPG AAGGCTGTACAGTTATATCAA STX8 CAGGTCCAGCCTGATGAGTGA
NRXN1 CTGGGACGACATATATCTTTA STXBP1 AAGGACCCGCCGACTGCTAAA
NRXN1 CCGCACGCATTCATAAAGCAA STXBP1 CCCGCTATGGGCACTGGCATA
NRXN1 CTGGCCAGTGATCGAGCGCTA STXBP1 ACGGTGGACTCCGATTATCAA
NRXN2 CGCCATAGTAAGCGACGGCAA STXBP2 CTGATCCAGCATGCCAATGTA
NRXN2 GAGAGTTAATATTGCCCATTA STXBP2 CCCGGCCATCCGCTACCGCAA
NRXN2 ACGGGAGTGGGCGCCACCCAA STXBP2 CACGGACAAGGCGAACATCAA
NRXN3 GACAGGGAGTATTACGTGTAA STXBP3 CAGGTTGATCCAGAATGTAAA
NRXN3 CAGGATTATAAAGAGATATCA STXBP3 TGGGTTAGAATTCGACATCGA
NRXN3 ACCAGTGTGCGTGTAACTTTA STXBP3 CAGGTGTATACTCTTGATGTA
RPH3AL CTGCCTTATTGAAACCATCTA STXBP4 AACGCTGGCGCTTGAATCTAA
RPH3AL AGGGACCGGAAAGGCGACAAA STXBP4 CAGGGCTTAGCAAGAATCCTT
RPH3AL GAGGTTTGGCTTGGCATGAAA STXBP4 TAGCAATGTGGTCATCACGAA
SCFD1 CTGACAATACCGCTAAGCTAA STXBP5 TTAGCCGATCACGGAGTTCAA
SCFD1 CAGAAGAACCTTACTATGATA STXBP5 AAGTTCGATTATTATATGAGA
SCFD1 CACGATGTACTGGATTTCCAT STXBP5 CTGGTGGCATTGAAGGCGTAA
SEC22A CTACGAGTTTATAAAGTCCAA STXBP5L CTGGAGAAAGATCTCATTGTA
SEC22A CACCGGCTGGCGGAATGTCAA STXBP5L TAGGAGATCATCAGTATACAA
SEC22A CAGGGCAAGGCTCCCGATTAT STXBP5L CAAGCAGAACTTGTTATTCAA
SEC22B ATCATGGTGGCCAATATCGAA STXBP6 CAGGTTAATGGTATCGATCCT
SEC22B CAAGCCATATATATTAGGGAA STXBP6 AAGGCGAATATTTAACTTATA
SEC22B CCAGGATGCGAAGTACTTGAA STXBP6 CGGAGCGATTTCCTCCGAGAA
SEC22C CAGATGGAGTGCAGCTTGGAA SYNPR GAGCTCTCTAGTCTTCATTAA
SEC22C CCAGGTCGAGGTTCTGCAGAA SYNPR TAGCGTTTGCCTACCCATTCA
SEC22C TCCGGGAGCAGTGATGTCAAA SYNPR CAGCCCTGTTATGTCAAGCTT
SEC31A CTGGTAGCTTCTGGTGCTAAT SYP CAGCATCGAGGTCGAGTTCGA
SEC31A GCCATGGACACTAGTACTGTA SYP CTCCTTAACCACCTAGTCAAA
SEC31A AAGCTAGATGATGCCAGCAAA SYP AAGGCCGTTAGGGAAATCCAA
SYPL1 AAGGAACCTAAGTGAGGTATA SYT1 TACTCGGAATTGGGTGGCAAA
SYPL1 CAGACCCTAGTCAAAGGGTTA SYT1 CACATCTGATCCTTACGTGAA
SYPL1 ATGATAGACTTTGTTGTTACA SYT1 TTCCGTAGTGATATTGTAACA
SYPL2 CAGTGCCAATTGGCCCACTAA SYT10 AGCTATCATATAGATCCTGTA
SYPL2 CCCATGGTTACTCAAGGACAA SYT10 CTGCTATTGTATAAAGTAGCA
SYPL2 TGCCTGGACCCAGGTATCTTA SYT10 AACGATGAGTTTCCACAAGGA

Gene Symbol siRNA Target Sequence Gene Symbol siRNA Target Sequence
SYT11 CTGGATCTTGTATAGACCAAT TRAPPC6A CTGTGTGTGTGGAATCTGAAA
SYT11 CAGCATCGAGTTCCTCGTTAT TRAPPC6A GACCTACGTCCTGCAAGACAA
SYT11 CAGCTGCGTCTCCAACGTTGA TRAPPC6A CGGCAGCGTCACTGCCCAGTA
SYT12 AAGGGCCTCTTTGACAAGGTA TRAPPC6B TAGCATTTACGTGTGGCTTAA
SYT12 CACGCTGAACGTGGCGGTGAT TRAPPC6B ATGCATGACTGCAATCCTAAT
SYT12 AACGTGGGCCATGTCATCATT TRAPPC6B CTACGGTATTCAAGAAACAAA
SYT13 ACGAGCTAAGCACAAGATCAA TRAPPC9 CACGTTCACAATCAACATCAA
SYT13 CAGGAGGAATTTAGTTATTGA TRAPPC9 CCCGTCGTCAGGCATGTGAAA
SYT13 CAGCAGATCATCTTTAAGCTA TRAPPC9 AACGATTACTGTGAACGGTTA
SYT14 CTGCATTGCTAACAACTGTTA TSNARE1 CCGCGACGTTGTGGACCTGAA
SYT14 TATGGTGTACATCGCATGAAA TSNARE1 CCAGCTGAGCACCCGAATAAA
SYT14 TACAGTAGTGAAGCATCAATA TSNARE1 GAAGCTGTTGATAGTATTGAA
SYT14L CACGGATCAAGAGATGTCCAA UNC13A TGCGACCAAATCCAAGAACAA
SYT14L TAGAGTCACGATGAATACAAT UNC13A ATGAATAACACTCAACAGCTA
SYT14L GCGGCCAAATCCAGTATACAA UNC13A CCGCCCTATTATACTACGTCA
SYT15 GCGGCGCTTCCTCCAATCCAA UNC13B AGGGTTCACCAGATAAATTTA
SYT15 CAGCCTGACTGTGGTGCAGAA UNC13B CAGGAGCTACCTCCAGAGGAA
SYT15 CCCTTGAAGAATGAGACCCTA UNC13B CTGCTCTGCGTGCGCGTTAAA
SYT16 CACGTTGATGATTTCCGTTTA UNC13C CTCAGCGTCACTTATGGTGAA
SYT16 TTCGCTGGTTAACATAAGCAA UNC13C ATGATTCTTATCAGGGAGCTA
SYT16 CTGCGGTTTCTCACAGTGATA UNC13C ATGTACGATGTCTACAAGGTA
SYT17 TTGATCCTTTCTACAATGAAT UNC13D CTGGTGTACTGCAGCCTTATA
SYT17 TCCGCTGTTGGCGAGGGCAAA UNC13D TTGCGCCAGGCCATCAAGATA
SYT17 CAGCCGTGGAGCAGTGGCATA UNC13D TGGGCTTCGCAGGATCTTTAA
SYT2 TACCTCAGTTATGCAACCTTA USE1 CGCCCAGAGTGTCATCAAGAA
SYT2 CACCTTCAAGGTGCCATACCA USE1 TCGAATCATGCCTAAACTCAA
SYT2 CACACCTTTCACGGACACTGA USE1 GGCGTCGAGGCTGGAGCTAAA
SYT3 ACCGTGAATTCATCTCCTTGA USO1 TTGGCCGATCAAGATCAGAAA
SYT3 CACCATGTCAGGAGACTACGA USO1 AAGGCTCATATATTCAACGTA
SYT3 TCCTCGAATCTCCATCCCTAA USO1 ATACGTAATGATGGCGTCTTA
SYT4 CTTGAGAGTAATGTCACTATA VAMP1 CCCTGGGACTTTGCAGTCAAA
SYT4 CAGAGTCGGCATGGCCACCTA VAMP1 ATGACCAGTAACAGACGACTA
SYT4 ATGGATTGAATTAGTAGACCA VAMP1 TGCCATCATCGTGGTAGTTAT
SYT5 CCCGGCCAAGCCTGGACTCTA VAMP2 AACAAGCGCAGCCAAGCTCAA
SYT5 CCCGAGACCGGCCAAAGCCAA VAMP2 TGGGAGCGTCCAGCATGTTAA
SYT6 CACAGTGATTAAGTGTCGGAA VAMP2 CCCATTAGTTCTTGTATCACA
SYT6 TGCGCTTACCCAGGACGTTAA VAMP3 AACGAGCGCAGCCAAGTTGAA
SYT6 CTGGAACGAGATGCTGGCATA VAMP3 TCCCTAGAAGAGAACCCTCTA
SYT7 CTGGGCAAACGCTACAAGAAT VAMP3 CAGGCGCTTCTCAATTTGAAA
SYT7 CCGCAATGACGTCATCGGCAA VAMP4 TGGAACGTTGAGAATGTCCAA
SYT7 CTCGGCCACTGATGAGACTAA VAMP4 TCAGTCGGTAACCAAATGCTA
SYT8 CCAGCTGGCACCACAGCTATA VAMP4 AAAGATTGCTGCATAATTTAA
SYT8 CCGCTCCGAACTGAGCCCGTA VAMP5 CTGCAGCAGCGTTCAGACCAA
SYT8 CTCCACCTGCATGGCTGGCAA VAMP5 TTGGTGTTTGCTCTCCCTTGA
SYT9 AAGGATCGTTATACGTCTTCA VAMP5 CAGGATGCAGGCATTGCCTCA
SYT9 AATCGTTATTCCAACATAATA VAMP7 TCCAGACTACTTACGGTTCAA
SYT9 CAAGATCGGACTATGAACAAA VAMP7 TAGGGCAATCGTGTCGCTAAT
SYTL1 TCCCTGGACACTTACGTACAA VAMP7 CGCCGCTAGTCTTATGAGCTA
SYTL1 CTGCGAAGGTGTCCTCCCATA VAMP8 CTGGTGCCTTCTCTTAAGTAA
SYTL1 CCGAGCGTCTATGCGCAGGAA VAMP8 CCGACTAGGCGAATTCACTTA
SYTL2 AAGTCGCAGAAAGATACTCAA VAMP8 AAGACCTTTCAGTATCCCTAA
SYTL2 AAGAGTAGTCACAAACATGTT VPS33A ACGGCTATGAGCACATATTGA
SYTL2 CACAGTTAAGAGGGTCTGGTA VPS33A TAGTTTGGGATGAATACCTAA
SYTL3 AAGCGCAAGACTGGAGTCCAA VPS33A CAGCTTAGATCTCATTCCATT
SYTL3 CACGGAAGTTTAATTAGCATT VPS33B TGCCGAGGACAAGGTGTTTAA
SYTL3 CTGGCATAGTCAGGTATTGAA VPS33B CAGCGTTGGATCAACACTGTA
SYTL4 AGGCGACTAAAGAATGAGTTA VPS33B CCGCATCAAGAATATGCGATA
SYTL4 CTCATAAGCGTTTCTACCCAA VPS45 CAGGCCATGGTCCACGAACTA
SYTL4 CTGGGCCGTTTGAGTCCCAAA VPS45 GACAGCGGGCCTGGTATGAAA
SYTL5 TGGCAAGTGGCCTATCAACTA VPS45 TTGCTGAGATTGGTAGCAATA
SYTL5 ATCGCGCAGCTAAGGATTATA VTI1A CACACGAATAGTCATCGAGTA
SYTL5 TTGGACTTAGACGGTCAACAT VTI1A ATGATCCGTGTTGAAGGCGAA
TC2N AGGGTTCACGCTGATAGCTGA VTI1A GTCGTCCGACTTCGAAGGTTA
TC2N TAGCTCGGGAGAGTTGATTTA VTI1B AAGGACCTTGCTAAACTCCAT
TC2N CTCATTAAGCTTTACAGTCGA VTI1B ATGATATACCAAGGTAATAAA

TGOLN2 ACCGCATTGTAGAGAGCCTAA VTI1B CGCGGCCTCCATGAAGACCTA
TGOLN2 AACAGTGACTCAACTCGTCTA YKT6 TGCCTTGAACATCACGATCAA
TGOLN2 TAGCGAGAAGGATGACCTTTA YKT6 CCCATCCTAAGCAGCTTCCAA

TRAPPC10 TCCGAAGATGATTCACCTAGA YKT6 TTGGGCAAATGAAACCATAAA
TRAPPC10 CTGGTTAATAGTGATAGTTGA
TRAPPC10 CCGAACCTCTATTGTGGACAA
TRAPPC4 ATGGAGGAGCTAGGTCCATAA
TRAPPC4 CTCCGAAAGATTTATGAGATT
TRAPPC4 CCGCCTCACTTCTAATGAGAA
TRAPPC5 CACCTACATCTCCGTGCCCAA
TRAPPC5 CAAGGAGAACAGCACGCTCAA
TRAPPC5 CACGCTCATGATCAAGTTCGA
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(d) 遺伝子欠損マウス 

 Tamoxifen誘導性内皮特異的Gq/11
１）に連続5

日間、Tamoxifenを腹腔内注射し、最終投与日か

ら1週後に実験に使用した。 

Tamoxifen投与（－）の状態では、コントロー

ルマウスと同様に血管内皮にGq/11が発現し、

tamoxifen投与により血管内皮からGq/11が欠損す

ることを確認している。 

 

(e) データ解析 

2群の解析にはｔ検定を用い、3群以上の解析に

はANOVAを用いて、データ解析を行った(* 

<0.05, ** <0.01, *** < 0.001)。 

 

Ⅲ. 結果 

Gq/11とvWF分泌について 

 Gタンパク質が静脈血管内皮からの凝固因子分

泌に関与しているかを調べるため、HUVEC細胞

からのvWF分泌量を測定した。Gタンパク質に

は４つのサブファミリーが知られているが（Gs, 

Gi, Gq/11, G12/13)が知られている。本研究では、Gq/11, 

G12/13のサブファミリーを評価するため、siRNA

導入によりHUVECのGq/11, G12/13を欠損させ、

vWF分泌について検討を行った。 

コントロール群では、Thrombin、Histamin、

Phorbol 12-Myristate 13-acetate (PMA) 刺激

により経時的にvWFの分泌が増加した（Figure 

1）。 

Thrombin刺激下vWF分泌はGq/11欠損により

抑制されたが、G12/13欠損では、その分泌は抑制

されなかった（Figure 1a）。Gq/11がThrombin刺

激に伴うvWF分泌に関与していることが示唆さ

れたため、他の刺激によって誘発されるvWF分

泌についても検討した。検討の結果、Gq/11欠損に

よりHistamin誘発性のvWF分泌は抑制された

が、PMA刺激によるvWF分泌は抑制されなかっ

た（Figure 1b, c）。 

これらのデータは、Gq/11は静脈内皮細胞におけ

るvWFの分泌に関与していることが示唆された。

Gq/11のsiRNA導入は、GPCRを介するThrombin

もしくはHistamin刺激によるvWF分泌を抑制

するが、GPCRを介さないPMA刺激によるvWF

分泌には影響していないことから、siGq/11による

vWF分泌抑制は siRNAの非特異的な作用でなく、

GPCR・Gタンパク質が制御する分泌機構が静脈

内皮に有することが示唆された。 

 

Figure 1. HUVEC細胞からのvWF分泌。 

a) Thrombin刺激、b) Histamin刺激、c) PMA刺激。 

 

細胞内vWFと細胞表面vWF 

Gq/11 siRNAによるHUVEC細胞からのvWF

分泌低下が（１）分泌能低下もしくは（２）産生

低下によるvWF分泌低下を評価するため,細胞表

面に局在するvWFと細胞内vWFを評価した 

(Figure 2)。 

 HUVEC細胞表面vWFは、細胞をホルマリン固

定後、抗vWF抗体を用いて免疫染色を行った。

Thrombin刺激により速やかに細胞表面へvWF

が分泌されることが確認された(Figure 2a)。

siRNAによるGq/11欠損により、細胞表面への

vWFの分泌が抑制された (Figure 2a, b)。 
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 次に、細胞内vWFを評価するため、細胞膜透

過処理試薬により細胞膜に穴をあけ、細胞内vWF

を抗vWF抗体により免疫染色を行った（Figure 

2c）。染色の結果、細胞内vWFは control siRNA

とGq/11 siRNAのHUVEC内のvWF発現量には

差はなく、Gq/11 siRNAはvWFの細胞内産生には

影響しないことを確認した。 

 Figure 2の結果より、Gq/11はHUVEC細胞の

vWF産生を制御しているのではなく、vWF分泌

を制御していると考えられた。Figure1cに示した、

Gq/11 siRNA がPMA刺激によるvWF分泌を抑制

しないことも、Gq/11 siRNAが細胞内vWF産生に

影響を及ぼさないことを示唆していると考えられ

た。 

Figure 2. HUVEC細胞表面vWFと細胞内vWF。 

(a,)Thrombin刺激による細胞表面vWF,の経時的変化(抗vWF

抗体による免疫染色)。(b) 同グラフ (c) 細胞内vWFの免疫染

色 

vWFとWeibel-Palade body 

vWFは細胞内ではPセレクチンなどのほかの

分子とともにWeilbel-Palade body と呼ばれる顆

粒内に存在し、Weilbel-Palade bodyが細胞膜と

融合し、細胞外へと分泌されることが知られてい

る 5), 6)。 

Gq/11がWeilbel-Palade body形成に影響を及ぼ

しているかを検討した。siRNAによりHUVEC

細胞内のGq/11欠損させ、細胞内のWeilbel-Palade 

bodyをGFP-vWFと抗Pセレクチン抗体で免疫

染色した。免疫染色の結果、siRNAによるGq/11

欠損により、Weilbel-Palade bodyの減少は認め

られなかった。 

Figure 2とFigure 3の結果より、Gq/11がvWF

産生やWeilbel-Palade body形成に影響を与える

ことなく、vWF分泌に関与していると考えられた。 

Figure 3. Gq/11とWeilbel-Palade body 

 

深部静脈血栓形成とGq/11 

深部静脈血栓症について、マウスモデルを用い

て、評価を行った。週齢8週のマウスにペントバ

ルビタール麻酔した後、開腹し、腹部下大静脈に

狭窄を作製した（Figure 4a）。48時間後に再開腹

し、腹部下大静脈を取り出た。静脈狭窄により、

腹部下静脈内に血栓が形成されることを確認した。

（Figure 4b)。 

細胞実験より、Gq/11が静脈内皮からのvWF分

泌に関与していることが示唆されたことから、

tamoxifen誘導性の内皮細胞特異的Gq/11欠損マウ

スを作成し 7)、コントロールマウスと同様、腹部

下大静脈に狭窄を作製し、静脈内に形成される血
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栓を評価した。内皮特異的Gq/11欠損マウスでは、

形成される血栓の長さ、重さともに、コントロー

ルマウスと比較し、縮小していることが示された

（Figure 4b, c, d）。これらの結果より、静脈内皮

のGq/11が深部静脈血栓の形成に関与していると

考えられた。 

Figure 4. 深部静脈血栓症とGq/11 (a) 術シェーマ、(b)静脈内

血栓像、(c, d) 血栓の重量・長さ 

 

vWF分泌とSNARE タンパク質 

 Figure2およびFigure 3の結果より、Gq/11が

Weilbel-Palade bodyと細胞膜と融合に関与し、

vWFの細胞外分泌を制御しているという仮説を

たてた。 

 細胞内顆粒と細胞膜の融合にはSNAREタンパ

ク質が関与していることが知られている 8), 9)。顆

粒と細胞膜の膜表面にSNAREタンパク質が局在

している。顆粒のSNAREタンパク質と細胞膜の

SNAREタンパク質が結合することにより、細胞

質内の顆粒が細胞膜へ移動し、顆粒と細胞膜が結

合・融合し、顆粒内の物質が細胞外へと分泌され

る。vWF分泌に、いずれのSNAREタンパク質

が関与しているかについて siRNAを用いて、網

羅的に解析した（表１）。 

SNAREタンパク質は哺乳類では約80種報告

されており、全てのSNAREタンパク質に対して

3種類ずつの siRNAを用意した。HUVEC細胞

に各SNAREタンパク質の siRNA導入し、

SNAREタンパク質を欠損させた。各SNAREタ

ンパク質を欠損させたHUVEC細胞にThrombin

を添加し、siConrolのvWF分泌量を100％とし、

検討した。解析の結果、SNAREタンパク質

（SNARE X）を欠損させることにより、vWFの

分泌量が60％以上減少することを見出した

（Figure 5）。また siSNARE Xは基礎vWF分泌

量に影響していないことを確認している（data 

not shown）。 

Figure 5. siRNAを用いた網羅的スクリーニング 

 

SNAREタンパク質と深部静脈血栓（１） 

 SNARE Xの遺伝子欠損マウスを用 

Figure 6. SNARE X欠損マウス 

を用意し、in vivo実験を行った 。SNARE X欠

損マウスでは、特に体重などの変化を認めなかっ
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た (Figure 6)。 

 

Figure 6. SNARE X欠損マウス 

 

次に、Gタンパク質欠損マウスと同様、SNARE 

X欠損マウスにも深部静脈形成モデルを用いて、

血栓形成について評価を行った（Figure 7）。

SNARE欠損マウスでは深部静脈血栓の長さ、重

さともに抑制されていた。 

    Figure 7. SNARE Xと深部静脈血栓 

（a） 血栓の長さ、(b) 血栓の重さ 

 

SNAREタンパク質と深部静脈血栓（２） 

 深部血栓の形成には静脈の他、血球細胞も働いて

いる。SNARE Xはユビキタスに発現しており、

血球細胞のSNARE Xが血栓形成により強く関与

している可能性がある。血球細胞の影響の有無を

検討するため、X線照射後に、表２に示す骨髄移

植を行った。 

 

表２．骨髄移植 

  

骨髄移植５週間後に体重を測定したが、4群に

特に有意な差は認めなかった（Figure 8a）。 

表２に示したマウス群に深部静脈血栓術を施行し

た（Figure 8b, c）。「Wild typeから骨髄移植を受

けたSNARE Xノックアウトマウス」と「ノック

アウトから骨髄移植を受けたwild typeマウス」

は、ともに、コントロール群（ドナー、レシ     

Figure 8. 骨髄移植8週後の深部静脈血栓 

    a) 体重、(b) 血栓長さ、(c) 血栓重量 
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ピエントともにwild type）よりも血栓の長さ、重

さともに減少していた。しかし、「Wild typeから

骨髄移植を受けたSNARE Xノックアウトマウス

群」が「ノックアウトから骨髄移植を受けたwild 

typeマウス群」よりも血栓が縮小していしている

傾向にあった。これらの結果は、血球成分に存在

するSNARE Xよりも、血球成分以外 

血球成分以外の組織のSNARE Xが深部静脈血栓

形成に関与していることが示唆しており、筆者ら

は血管内皮のSNARE Xが深部静脈血栓に関与し

ていると考えている。 

 

Ⅳ. 考察 

 Gタンパク質は、細胞遊走や細胞収縮などの現

象を制御していることが知られ、外部からの刺激

を7回膜貫通型受容体(GPCR)が受け、GPCRと

共役して働いている。本研究で用いたHistamin

などの細胞外刺激の受容体はGPCRであり、

GPCR/Gタンパク質のシグナルが静脈内皮細胞

からのvWF分泌を制御していることを明らかに

した。 

 細胞内ではvWFはWeilbel-Palade bodyに含

まれ、Weilbel-Palade bodyが細胞膜と融合し、

Weilbel-Palade body 内のvWFが細胞外へ分泌

される。小胞子と細胞膜の架橋にはSNAREタン

パク質が関与しており、本研究では、SNAREタ

ンパク質がvWFの分泌に関与していることを in 

vitro、in vivo実験で明らかにした。 

 助成期間内の研究結果はFigure1-8に示した通

りであるが、今後の研究について、筆者らの仮説、

preliminaryな実験結果も踏まえて、記載する。

Figure1－8のデータではGq/11とSNAREのシグ

ナル伝達について示していないが、SNAREを用

いた生化学的な質量分析法ではGq/11下流で活性

化されるRac/Cdc42関連分子がSNAREと結合

することを見出している。またメタボローム解析

や質量分析法を用いた in vivo解析を用いて、静

脈内の凝固因子分泌の細胞シグナル経路を検討し

ている。 

 

Ⅴ．結論 

 本研究では、静脈内皮の凝固因子分泌機構が深

部静脈血栓形成に関与していることが示唆され、

Ｇタンパク質Gq/11が凝固因子分泌を制御してい

ると考えられた。 
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遺伝子改変血栓症モデルマウスを用いた 

深部静脈血栓症の病態解析と新規治療法の開発 
 

 

 

国立循環器病研究センター 分子病態部・上級研究員 

坂 野 史 明 
 

 

Ⅰ．緒 言 

 深部静脈血栓症（DVT）や肺塞栓症などの静脈血

栓塞栓症の発症機序については従来不明な点が多か

ったが、動物モデルを用いた解析から、近年その理

解が進んだ 1)。マウス下大静脈の部分狭窄や、電気

分解を利用した内皮活性化により DVT を引き起こ

すモデルが開発され 2)、これらを用いた検討から、

初期病変の形成に血小板が必須の役割を担うことが

明らかにされている。血小板接着タンパク質である

フォンビルブランド因子（VWF）の欠損マウスでは、

DVT発症が抑制される 3)。また、血小板とVWFの

結合を阻害する抗体を野生型マウスに投与すること

でDVTを予防できることから、VWFを介した血小

板の活性化が DVT 発症のトリガーになると考えら

れている 3)。活性化血小板は好中球からNeutrophil 

Extracellular Traps（NETs）と呼ばれる染色体

DNA を含む核内容物の放出を促し、これを足場と

して凝固反応が亢進する 4)。また、活性化血小板自

体もポリリン酸という凝固促進物質を放出すること

が明らかにされている 5)。静脈血栓はフィブリン主

体の凝固血栓であり、血小板凝集塊の取り込みは動

脈血栓に比べて少ない。しかし、最近の知見から凝

固カスケードの起動に、血小板-VWF相互作用と白

血球活性化が重要となることが明らかにされ、これ

らを標的とした新たな治療戦略が期待できる状況に

ある。 

 VWF はモノマーが多数連なったマルチマーとし

て血中に分泌され、その血小板接着活性はマルチマ

ーが大きいほど強い。血中ではADAMTS13という

特異的プロテアーゼがVWFマルチマーを適度に断

片化することで正常な止血機能が維持されている 6)。

ADAMTS13活性が欠乏するとVWF依存性の過剰

血小板凝集により、血栓性血小板減少性紫斑病とい

う微小血管障害症が引き起こる 6)。ADAMTS13は、

高ずり応力環境下やVWFが血小板と結合した場合

に限ってVWFを切断するため、出血副作用の少な

い血小板凝集制御分子として注目されている。 

 申請者らはADAMTS13欠損マウスを樹立し、本

欠損マウスでは血小板血栓形成が亢進すること 7, 8)、

脳梗塞モデルおよび心筋梗塞モデル実験にて梗塞巣

が拡大すること 9, 10)を報告してきた。本研究では

ADAMTS13欠損マウスを用いて、ADAMTS13に

よる VWF活性制御とDVT発症の関係性を明らか

にし、組換え体ADAMTS13によるDVT治療効果

を解析することで、DVT予防、治療にADAMTS13

を応用可能か検証することを目的とした。 

 

Ⅱ．対象・方法 

【実験動物】 

 野生型129/Svマウスおよび129/Svマウス系統の

遺伝的背景を持つ ADAMTS13 欠損マウス

（Adamts13–/–）7)を解析対象とした。 

 動物実験は国立循環器病研究センター動物実験委

員会の承認を得て実施した。 

 

【組換え体ADAMTS13の精製】 

 ヒトADAMTS13発現プラスミドをCHO細胞に

導入し、培養上清中に分泌された組換え体ヒト

ADAMTS13を回収後、HiTrap SPカラムを用いて

精製した 11)。得られたADAMTS13の活性は特異的

蛍光基質FRETS-VWF73を用いて測定した 12)。 

 

【電気分解による下大静脈障害深部静脈血栓症

（DVT）モデル 2, 13】 

 トリブロモエタノール麻酔下、マウス下大静脈に

ステンレス電極を挿入して200µAまたは100µAで

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

日後に採血して末梢血血小板数を測定後、実体顕微
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鏡下に下大静脈内血栓を取り出し、その湿重量を測

定した（図1）。また、ADAMTS13投与による治療

効果を検証するため、一部の処置マウスに組換え体

ヒトADAMTS13（2,600 U/kg）を静注して同様に

解析した。 

 

 

図1 電気分解によるDVTモデル 

 

Ⅲ．結 果 

 まず、200 µA・10分間の通電条件によりDVTを

誘発した結果、Adamts13–/–マウスでは野生型マウ

スに比べて、消耗性と考えられる血小板減少が重症

化した（野生型 = 41.1 ± 19.4 x 104/µL，N = 9; 

Adamts13–/– = 15.3 ± 8.8 x 104/µL, N = 6；平均値 ± 

SD; P < 0.01）。この条件下では、Adamts13–/–マウ

スで処置 2日以前に死亡する個体が出現した（9匹

中 3匹，野生型マウスは 9匹中死亡個体は 0匹）。

Adamts13–/–マウスは静脈血栓誘発刺激に脆弱であ

り、致死性の塞栓が生じた可能性がある。 

 血管障害刺激をより穏やかな100 µA・10分間の

通電条件にすると、野生型、Adamts13–/–マウス共

に処置2日目までに死亡例は見られず、血小板減少

も緩やかに留まった。しかし、下大静脈内に形成さ

れた血栓の重量は Adamts13–/–マウスで野生型マウ

スに比べて大きく（野生型 = 5.6 ± 4.4 mg， 

Adamts13–/– = 10.9 ± 8.4 mg）、ADAMTS13欠損が

DVT 悪化の原因となることが確認された（図 2）。

そこで、通電処置後のマウスに組換え体ヒト

ADAMTS13を投与して治療効果を解析した結果、

この投与により Adamts13–/–マウスの血栓重量は野

生型マウスと同レベルにまで改善することが明らか

になった（野生型〈投与なし〉= 5.6 ± 4.4 mg，野生

型〈投与あり〉= 4.0 ± 3.2 mg，Adamts13–/–〈投与

あり〉= 4.8 ± 3.2 mg）（図2）。 

 

 

図2 DVT誘発2日後の下大静脈内血栓重量 

WT：野生型マウス群（N = 13）, Adamts13–/–：Adamts13–/–

マウス群（N = 15）, WT+rhADAMTS13：野生型マウスに組

換え体ヒトADAMTS13を投与した群（N = 8）, Adamts13–/–

+rhADAMTS13：Adamts13–/–マウスに組換え体ヒト

ADAMTS13 を投与した群（N = 9）, ＊P < 0.05 vs. 

ADAMTS13–/–群. 

 

Ⅳ．考 察 

 マウス下大静脈障害 DVT モデルを用いた検討の

結果、Adamts13–/–マウスでは野生型マウスに比べ

て静脈血栓形成亢進が認められた。このAdamts13–

/–マウスの症状は、組換え体ヒト ADAMTS13 の投

与により、野生型マウスと同レベルにまで改善され

たことから、少なくともマウスではADAMTS13が

DVTの抑制に寄与していることが明らかとなった。

DVT 患者の次世代シークエンサーを用いた解析か

ら、ADAMTS13 遺伝子変異が DVT 発症と有意な

関連を示すことも報告されており 14)、ADAMTS13

によるVWF依存性血小板接着・凝集の抑制は、DVT

をはじめとする静脈血栓塞栓症発症においても重要

な役割を担っていると考えられる。 

 

Ⅴ．結 論 

 本研究により、マウス DVT 発症における

ADAMTS13の病態生理学的重要性を解明すること

ができた 15)。現在、DVT の治療には主に抗凝固薬

が用いられるが、長期投与では出血合併症が出現し、

投与中止は再発を招くため、副作用の少ない新規治

9



療薬の開発が待たれている。ずり応力や血小板接着

依存的にVWFを切断するADAMTS13は、病的血

栓のみを溶解し、出血リスクの低い DVT 予防、治

療薬として格好の候補分子になると考えられる。 
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低用量ピルとプロテイン S抗原量・活性及び 

遺伝子変異に関する研究 

 

 

 

国立循環器病研究センター 

周産期・婦人科部 医師 

 三好 剛一 

 

 

Ⅰ．緒 言 

近年、低用量ピル内服患者における血栓症

が大きな社会問題となっている。ピル内服中

の血栓症の発症頻度は 10万人に 3-4人と、一

般的な発症頻度より数倍高くなることが報告

されている。血栓症は脳梗塞や肺塞栓症に至

った場合は神経学的予後のみでなく生命予後

にも関わるため、発症を予防することが臨床

上極めて重要である。血栓症のリスク因子と

して、年齢（40 歳以上）、喫煙、肥満、家族

歴等が知られているが、それらのリスク因子

の有無に関わらず血栓症は発症するため、現

時点ではピル内服後の血栓症発症予測は困難

と考えられる。 

血栓症の発症機序に関してはまだ解明され

ていない点も多いが、近年、様々な医療分野

において遺伝子検査が広く臨床応用されるの

に伴って、先天性の血栓性素因が注目されて

きている。欧米人では第 V因子ライデン変異

が多いが日本人では見られない。先天性血栓

性素因として、アンチトロンビン、プロテイ

ン S、プロテイン C の欠損症がよく知られて

いる。このうちプロテイン S 欠損症が日本人

などアジア系人種では頻度が高く、プロテイ

ンＳ徳島変異（K196E 変異）は約 55 人に 1

人の頻度と報告されている 1)-6)。プロテイン S

抗原量及び活性は年齢や性別により差がある

ことは分かっているが、現時点では標準値は

存在しない。プロテイン S 遺伝子変異を有す

れば血栓症を発症する訳ではなく、またプロ

テイン S遺伝子変異の有無とプロテイン S抗

原量及び活性が必ずしも相関していないこと

も指摘されており、血栓症の発症には幾つか

の必要条件があると考えられる。 

一方で、妊娠や低用量ピルの内服などのエ

ストロゲン曝露によりプロテイン S 抗原量及

び活性が低下することは分かっている 7), 8)。

しかし、エストロゲン曝露によりどの程度低

下するのか、どの程度まで低下すると血栓症

を発症するのか、さらにそれらにプロテイン

S 遺伝子変異の有無がどのように関与してい

るのかはまだ十分に検証されていない。その

ため、ピル内服患者における血栓症の発症に

プロテイン S がどの程度関与しているかは現

時点では明らかでない。 

本研究では、低用量ピルの内服前後におけ
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るプロテイン S 抗原量・活性の変化及びプロ

テイン S 遺伝子変異を調べることにより、①

日本人女性（20-50歳）におけるプロテイン S

抗原量・活性の標準値（プロテイン S 欠損症

の診断基準）の作成、②低用量ピルによるプ

ロテイン S 抗原量・活性の低下率と遺伝子変

異との関係を明らかにすることを目的として

いる。将来的には、ピル内服前のスクリーニ

ング検査としてプロテイン S 検査（抗原量・

活性もしくは遺伝子検査）を導入することに

より、血栓症の高リスク群を抽出できれば、

血栓症の発症を予防することが期待されるた

め、臨床的意義は大きいと考えられる。 

 

Ⅱ．対象・方法 

＜研究デザイン＞  

多施設共同・前方視的観察研究   

＜対象＞  

新規の低用量ピル内服予定者 

（20～50歳までの女性） 

除外規定 

① 3ヶ月以内にピルを内服している場合 

② 出産後 3ヶ月以内の場合 

③ 抗凝固薬・抗血小板薬内服中の場合 

④ ピルの内服予定期間が 1 ヶ月未満（緊急

避妊など）の場合 

⑤ 18歳未満の場合 

⑥ 遺伝性素因等の個別結果の開示を希望さ

れない場合 

⑦ その他、研究者が適切でないと判断した

場合 

＜予定登録数及び症例登録期間＞ 

・症例登録期間： 2年間 

・予定登録数：1350人 

＜評価項目及び観察期間＞  

観察期間：低用量ピル内服後 6ヶ月間 

・主要評価項目 

① 内服前後のプロテイン S抗原量・活性の

変化 

② プロテイン S抗原量・活性と遺伝子変異

の関連 

・副次評価項目 

① 血栓イベントの発症率 

② 血栓イベント発症者と遺伝子変異の関連 

③ ピル内服前後のアンチトロンビン抗原

量・活性及びプロテイン C抗原量・活性

の変化 

＜検査プロトコール＞  

採血時期はピル内服前及び内服 1ヶ月後 

測定項目① プロテイン S 抗原量・活性、ア

ンチトロンビン抗原量・活性、プロテイン C

抗原量・活性、PT、aPTT、D-dimer 

測定項目② プロテイン S徳島変異（K196E

変異）  

※血栓イベント発生者ではシークエンス解析

を追加 

＜研究協力施設＞  

・国立循環器病研究センター 

・茶屋町レディースクリニック 

両施設の倫理委員会における承認の下、被験

者より文書による説明同意（国立循環器病研

究センターバイオバンクの説明同意も含む）

を得た上で実施した。 

＜採血場所、測定場所及び保管場所＞ 

・採血場所 

茶屋町レディースクリニック 

・測定場所及び保管場所 

国立循環器病研究センターバイオバンクで集

積・保管、臨床検査室で測定 

遺伝子検査は国立循環器病研究センター分子

病態部で実施 
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Ⅲ．結 果 

平成 26年 8月～平成 27年 3月までの 8ヶ

月間に集積された 96 検体で解析を行なった。

21～50 歳までの平均 30±8 歳の生来健康な

女性で、平均 BMIは 20±2、血栓症の家族歴

を 2 例で有していたが、観察期間中に血栓イ

ベント発症者は認めなかった。処方された低

用量ピルの内訳を表 1に示す。 

 

表 1 低用量ピルの内訳（n=96） エストロゲンは全て

エチニルエストラジオールで、代表的な含有量を記載 

 

 

低用量ピル内服前及び内服 1 ヶ月後の測定

値を以下に提示する（表 2、図 1～6）。プロテ

イン S 抗原量・活性及びアンチトロンビン抗

原量・活性はいずれも低用量ピル内服後に有

意に低下した（p<0.05）。プロテイン C に関

して、抗原量は低用量ピル内服前後で変化を

認めなかったが、活性は低用量ピル内服後に

有意に上昇した（p<0.05）。低用量ピル内服後

に、PT-INR および aPTT は有意に延長、一

方で D-dimerは有意に上昇した（p<0.05）。 

プロテイン S徳島変異（K196E変異）のス

クリーニングを全例で実施した結果、1 例で

ヘテロ接合体変異が検出された。陽性例にお

いて、プロテイン S 抗原量・活性は低用量ピ

ル内服後でいずれも平均値より低値を呈し、

とくに活性がより低値であった。一方、プロ

テイン C抗原量・活性はいずれもピル内服後

に上昇、アンチトロンビン抗原量・活性はい

ずれもピル内服前後で変化を認めず（低下せ

ず）、陰性例と異なる変化を呈していたが、陽

性例は 1 例のみであり統計学的な検討は困難

であった。 

また、現時点で集積された症例数では、プ

ロテイン S 抗原量・活性の正常値設定及び正

常群とプロテイン S 徳島変異（K196E 変異）

群との比較検討は困難であった。 

 

表 2 低用量ピル内服前及び内服 1 ヶ月後の各種項目の

測定値（n=96） 

 

 

 

図 1 低用量ピル内服前後のプロテイン S抗原量   

○はプロテイン S徳島変異陽性例 
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図 2 低用量ピル内服前後のプロテイン S活性   

○はプロテイン S徳島変異陽性例 

 

 

図 3 低用量ピル内服前後のプロテイン C抗原量   

○はプロテイン S徳島変異陽性例 

 

 

図 4 低用量ピル内服前後のプロテイン C活性   

○はプロテイン S徳島変異陽性例 

 

 

図 5 低用量ピル内服前後のアンチトロンビン抗原量  

○はプロテイン S徳島変異陽性例 

 

 

図 6 低用量ピル内服前後のアンチトロンビン活性  

○はプロテイン S徳島変異陽性例 

 

 低用量ピルの種類とプロテイン S 抗原量・

活性に関して検討したところ、世代が上がる

につれて抗原量は高値を呈し（下がりにくく

なり）、第三世代で活性が高い傾向が確認され

た。 

 

表 3 低用量ピルの種類とプロテイン S抗原量   

年齢、BMIにより補正 
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表 4 低用量ピルの種類とプロテイン S抗原量の変化 

年齢、BMIにより補正し、超低用量ピルと各世代のピル

を比較検討 

 

 

表 5 低用量ピルの種類によるプロテイン S活性の変化 

年齢、BMIにより補正し、超低用量ピルと各世代のピル

を比較検討 

 

 

Ⅳ．考 察 

経口避妊薬（ピル）はエストロゲンとプロ

ゲステロンの合剤で、現在はエストロゲン含

量を 50 µg以下に減少させた低用量ピルが主

流となっている 8), 9)。エストロゲンは肝にお

ける血液凝固因子産生を促進し、また血小板

や血管内皮にも作用し血液凝固を促進させる

ことにより、血栓症の危険因子と考えられて

いる。エストロゲンの低用量化により、血栓

症の危険性は減少したが、ピル非服用者に比

べ依然として血栓症のリスクは高いことが社

会的にも問題となっている。 

凝固制御機序は複雑でまだ十分に解明され

てない点も多いが、主に血管内皮細胞上で進

行し、その作用機序から、活性型凝固補助因

子を蛋白分解して阻害するプロテアーゼ制御

機序、および活性型プロテアーゼ凝固因子を

直接阻害するプロテアーゼインヒビター制御

機序に大別される 8)-11)。前者の中心的役割を

担っているのがプロテイン Cであり、プロテ

イン S はその補酵素として作用し、活性化プ

ロテイン Cの抗凝固作用を高める働きをして

いる。本研究結果より、低用量ピル内服後に

プロテイン S 抗原量・活性が有意に低下し、

逆にプロテイン C活性は上昇していた。低用

量ピル内服後や妊娠中のプロテイン C 抗原

量・活性に関しては、変化がなかったもの、

増加したもののいずれの報告も存在する 9), 10)。

プロテイン S 抗原量・活性の低下に対して、

急性期には代償性にプロテイン C活性が上昇

している可能性が考えられた。 

一方、アンチトロンビンは、トロンビンや

Xa 因子を分解する作用をもつ重要な凝固抑

制因子であり、ヘパリン投与中に低下するこ

とが臨床上よく知られている。本研究結果か

ら、低用量ピル内服後にアンチトロンビンの

抗原量・活性いずれも生理的な範囲内ではあ

るが低下を認めており、過凝固状態にあるこ

とが推察された。また、D-dimer の上昇から、

線溶系の亢進も示唆された。 

低用量ピルと凝固制御因子との関連を調査

した従来の報告では 8)-11)、3～6 周期（ヶ月）

内服後に測定しているのに対して、本研究で

は 1 周期（ヶ月）の時点で測定を行なってい

るが、1 周期（ヶ月）の時点で既に同様の変

化が生じていることが確認された。これは、

低用量ピル内服後の血栓症イベントの多くが

2～3 ヶ月以内に発生している臨床データと

合致する。低用量ピル内服後は、血栓症の症

状としては現れてなくとも、血液データ上の
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変化は早期より生じており注意を要すると考

えられた。 

血栓症予防の観点からエストロゲンの低用

量化が進んでいるが、本研究でのサブ解析結

果から、プロゲステロンの種類によるプロテ

イン S 抗原量・活性への影響も無視できない

可能性が示唆された。近年、プロゲステロン

の種類によってプロテイン S や組織因子経路

インヒビターへの影響が異なるとの報告もあ

り 8)-11)、今後、さらに症例を集積する中で、

エストロゲンの含有量のみでなく、プロゲス

テロンの種類に関する検討も必要と考えられ

た。 

現時点で集積された症例では、プロテイン

S徳島変異（K196E変異）陽性例は 1例のみ

であり、統計学的な検討は困難であった。約

55人に 1人と報告されており、検出頻度とし

ては妥当であったが、今後、さらなる症例の

集積が必要と考えられた。 

 

Ⅴ．結 論 

低用量ピル内服後 1 ヶ月の時点で既に凝固

制御因子に変化が生じており、過凝固状態で

あることが確認された。特にプロテイン S 及

びアンチトロンビン活性が有意に低下し、逆

にプロテイン C 活性は上昇していた。今後、

日本人特有の遺伝子変異であるプロテイン S

徳島変異（K196E変異）との関連性を明らか

にするため、さらに症例の集積を進めていく

予定である。 
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脊椎手術における静脈血栓塞栓症の実態と早期診断方法

に関する研究 

 

 

 

金沢大学大学院医薬保健学総合研究科 先進運動器医療創成講座 特任助教 

 吉岡克人 
 

 

Ⅰ．緒 言 

 静脈血栓塞栓症（Venous thromboembolism: 

VTE）に対する医学的・社会的認識の向上に伴い、

整形外科領域では特に下肢の人工関節置換術後の合

併症として注目され多くの研究がなされている。一

方で、脊椎領域における VTE の研究は少なく、脊

椎手術後の VTE に関してはいまだ十分に解明され

ていない。しかしながら、硬膜外血腫が危惧される

脊椎手術においても、最近では国外を中心に抗凝固

薬による予防法が行われつつある現状を考えると

1)、今後国内でも安易に予防的抗凝固薬が使用され

る危険性がある。リスクの高い症例には予防的抗凝

固薬の導入も検討の余地があると考えるが、そのた

めにも脊椎周術期 VTE の実態解明が必要である。

脊椎領域における最も大きな問題点は、単一疾患、

単一術式による検討がほとんどないことである 2)。

過去の報告では異なる疾患や部位、手術方法が含ま

れているため、それぞれの論文を比較することが不

可能である。そのため、VTEガイドラインでは脊椎

手術と一括りで評価され、中リスク群と位置付けら

れている。また、VTE研究の多くは、下肢深部静脈

塞栓（Deep vein thrombosis: DVT）のスクリーニ

ング検査は行っているものの、肺血栓塞栓

（Pulmonary thromboembolism: PTE）のスクリー

ニングは併用していない。DVTがPTEの危険因子

であることは言うまでもないが、無症候性の PTE

が症候性PTEの危険因子であることから 3)、VTE

の実態を調査するには PTE のスクリーニングも重

要と考える。 

 そこで本研究では、脊椎手術全例に DVT 及び

PTEのスクリーニングを行い、疾患、術式別にVTE

発生頻度を調査し、その危険因子について検討した。

さらに VTE の早期スクリーニングとして、可溶性

フィブリン(SF)、D-dimerの有用性について評価し

た。 

 

Ⅱ．対象・方法 

対象は 2008年 10月から 2014年 12月までに行

った脊椎手術 1268 例のうち、下記に示すプロトコ

ールに従い検査を行い、以下の7群に該当する604

例とした。感染例や透析例、18歳未満、術前に抗凝

固薬を服薬中の症例は除外した。Group 1：頸椎症

性脊髄症に対して椎弓形成術を施行した 108 例、

group 2：頸椎変性疾患に対し頚椎固定術を施行した

59例、group 3：胸腰椎変性疾患に多椎間固定術を

施行した93例、group 4：腰部脊柱管狭窄症に対し

腰椎後方除圧術を施行した 120例、group 5：腰椎

変性すべり症に対し腰椎椎体間固定術（1 椎間

PLIF：Posterior lumbar interbody fusion）を施行

した79例、group 6：脊椎腫瘍に対し後方除圧固定

術を行った55例、group 7：脊椎腫瘍に対し腫瘍脊

椎骨全摘術を行った92例。変性疾患であるGroup 1

から5は手術部位、手術方法を統一し分類した。一

方、Group 6、7 では脊椎腫瘍という特殊な病態を

対象としており、手術部位は上位胸椎から腰椎まで

含んだ。プロトコールは以下の如くである。VTE予

防として、全例に対し下肢弾性ストッキング、間欠

的空気圧迫法を麻酔開始時から離床まで行った。硬

膜外血腫の危惧から予防的抗凝固療法は使用してい

ない。全症例術後7～10日に下肢静脈ドップラーエ

コー、肺血流シンチグラフィーを施行し、血栓が疑

われた場合は、症状の有無に関係なく静脈造影マル

チスライスCT（64列）を行い、血栓の有無を確認

した。VTE発生頻度を各群で比較し、さらに性別、

年齢、手術部位、手術時間、BMI (Body mass index)、

術後臥床期間、術前麻痺の有無、腫瘍の有無、につ

いて検討を行った。統計学的検討に χ2 検定、

Mann-Whitney U検定、Fisher’s exact tests、二項

ロジスティック回帰分析を用い、有意水準を 5％と

した。また、術前、術後 1日目にSFを、術前、術

後7日目にD-dimerを測定し、VTEあり群、VTE

なし群で比較検討した。 
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Ⅲ．結 果 

VTEの発生頻度は10.6%(64/604例)であり、DVT

を 9.3％（56/604例）、PTEを 1.8％（11/604例）

に認めた。DVTの内訳は遠位型DVTが 48例、近

位型 DVT が 8 例であり、いずれも無症候性 DVT

であった。一方、呼吸苦など症状を有した PTE 症

例は0.59％(2/340例)であった。2症例とも、未分化

ヘパリン、及びワーファリン治療で改善している。

PTE11例のうちDVTを併発していない PTE単独

発生が 8例（72.7%）を占めた。遠位型DVT48例

は全例経過観察のみであり、近位型DVT及びPTE

の16例中治療に同意を得た15例に対して未分化ヘ

パリンもしくは低分子ヘパリン、ワーファリンで治

療を行った。VTE の発生頻度は group 1 から

group7それぞれ2.8%、3.4%、10.8%、12.5%、10.1%、

15.1%、19.6%であった（図 1）。危険因子の検討で

は、女性（P=0.036）、高齢(P=0.006)、頸椎以外

（P=0.016）に有意差を認めた（表1）。 また、SF、

d-dimerを測定した結果、group 4に相当する腰椎

除圧群においてのみ、術後 1日目のSFが有意差を

もってVTEあり群で高値であった（p=0.020）。一

方で、他のgroupでは有意差は見られず、また、術

後7日目のd-dimerではいずれの群においても有意

差を認めなかった。 

 

 

図1   VTEの内訳 

 

表１ 多変量解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ⅳ. 考察 

 術後VTEの発生頻度は、手術部位や手術方法、

体位などによって異なることが知られている。しか

しながら、脊椎領域での研究の多くは脊椎全般を対

象としているものが多く、データベースやメタアナ

リシスの検討も行われてはいるが、発生頻度は0.3%

～15.5%と報告により大きく異なる 4-7)。さらにス

クリーニングの有無や予防方法が施設によって異な

るという大きな問題点も抱えている。従って、過去

の脊椎手術後 VTE の研究では危険因子に対する明

確な記述は少ない8)。 

 今回の検討では、頸椎手術(group 1, 2)のVTE

発生頻度は3.0% (5/167例)であり、しかも全例遠位

型のみのVTEであった。一方腰椎手術(group 4, 5)

では11.6% (23/199例)と手術部位でかなりの差があ

ることが判明した。両群において術中体位は同じで

あり、手術時間や手術侵襲にも差はない。従って、

頸椎という手術部位自体が、VTE発生リスクを下げ

ている要因と考える。また、頸椎での除圧術（group 

1）と固定術（group 2）ではVTE発生頻度にほと

んど差がなく、同様に腰椎での除圧術（group 4）と

固定術（group 5）でもVTE発生頻度は同等であっ

た。一般的に手術侵襲が高くなる固定術は VTE の

危険因子となるが9)、今回の結果からは同一部位で

あれば、少なくとも変性疾患に対する一般的な除圧

術と固定術との間に、VTE発生頻度に大きな差がな

いといえる。しかしながら、group 3の多椎間固定

ではVTEリスクが10%を超え、近位型DVT、PTE

が40%を占めていた。Group 3はgroup 5とほぼ同

様の手術方法であるが、固定範囲が広く、手術時間

も大きく違いがあることから、やはり手術侵襲が非

常に大きくなる場合は、VTE発生頻度に影響を与え

ている可能性があると考える。 

 また、脊椎腫瘍手術に対する VTE の詳細な検

討は過去に報告がなく、本研究では group 7 が

19.6%と高率にVTEを認めた。しかも、近位型DVT、
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PTEが55.6%を占めるなど、より重症度が高くなる

傾向にあった。腫瘍脊椎骨全摘術では、腫瘍椎体を

摘出するために椎体前方の動静脈（下大静脈など）

を椎体から剥離することが必要であり、特殊な手術

操作自体がVTEの原因となっている可能性がある。 

 一般的に危険因子と考えられる BMI や術後臥

床期間は、今回の検討では有意差がでなかった。

BMI 35以上の症例は8例のみと、今回の症例群で

は肥満症例が少なかったことが影響した可能性があ

る。また、術後臥床による VTE 発生に関しては、

下肢弾性ストッキングや間欠的空気圧迫法による予

防を行ったため回避できたと考えた。 

 DVT が PTE の危険因子であるため、DVT 予

防、DVTスクニーニングに関する注目度は高い。本

研究でも潜在的な危険因子とされる遠位型 DVT が

35例と最多であり、中でもヒラメ筋静脈での血栓を

88.6%に認めた。これは、スクリーニング検査なし

では見逃されやすい、無症候性の DVT が実際には

多く存在していることを示している。しかしながら、

PTEを認めた11例のうち8例は下肢静脈エコー、

静脈造影マルチスライス CT のいずれにおいても

DVTを認めなかった。おそらく、スクリーニング検

査時には DVT が既に遊離していたと思われる。

Dearbornらは、PTE症例のいずれも臨床的にDVT

の兆候はなかったと報告し 10)、Pateder らは

PTE10例中DVT陽性だったのは2例のみだったと

報告している11)。従って、DVTスクニーニングに

おいては、スクニーニングの時期により血栓の有無

や部位が異なることを認識する必要があると考える。

以上より、高齢女性、脊椎腫瘍手術、麻痺といった

複数の危険因子を併せ持つ症例では、DVTだけでな

くPTEのスクリーニング検査を考慮すべきである。 

 また、VTEの早期スクリーニング検査として、

d-dimer や SF が有用との報告が散見される。しか

しながら本研究では、腰椎除圧群においてのみ術後

1 日目の SF で有意差を認めたものの、感度は決し

て高いものではなく、スクリーニングとして十分な

結果とは言えなかった。 

 

Ⅴ. 結論 

 VTEの発生頻度はgroup 1 からgroup7それぞ

れ 2.8%、3.4%、10.8%、12.5%、10.1%、15.1%、

19.6%とgroup間で差を認めた。頚椎手術でのVTE

発生は非常に少なく、しかも遠位型 DVT のみであ

った。除圧群における術後 1日目の SFは VTEあ

り群で有意に高値を示したが、VTEに対する早期ス

クリーニングのマーカーとしては不十分な結果であ

った。一方、腫瘍例では高率に VTE が発生してい

た。また、DVTを併発しないPTE単独発生が72.7％

を占めており、リスクの高い症例に対しては、PTE

のスクリーニングも必要であると考える。 
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