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緒　言

　血液凝固カスケードの最終産物であるトロンビンは protease activated receptor-1 を介して、胃の収縮、障害血管の
修復、血小板凝集など様々な生理的作用を示す事が知られている。トロンビンは様々な組織に存在し内皮細胞や線維芽
細胞でもその存在が確認されている。我々は心臓においても組織トロンビンが存在する事をヒトの剖検心を用いて免
疫組織学的に証明した１）。一方、拡張型心筋症患者の血液では血液中のトロンビンが亢進している事が報告されている
２）。心臓組織にもトロンビンは存在するため、拡張型心筋症ではこの組織トロンビンが亢進している可能性がある。そ
こで、我々は拡張型心筋症モデルマウス（∆K210 knock-in mice（B6；129-Tnnt2 tm2Mmto））を用いて組織トロンビ
ンが拡張型心筋症の病態に関与しているかどうかを検討した。拡張型心筋症モデルマウス（DCM 群）に対して、４週
目から８週目まで直接的トロンビン阻害薬であるダビガトランを 6 g/日投与した群（DCM+D 群）、および wild type

（Wild 群）の３群を比較検討した。DCM 群では Wild 群と比較して心重量の増加が認められたが、ダビガトラン投与
により心重量の増加が抑制されていた。また、心臓超音波検査では DCM 群では左室収縮能の低下が認められたが、ダ
ビガトラン投与により改善が認められた。そして、生存率も DCM+D 群の方が DCM 群と比較して改善されていた。
トロンビンを抑制する事により心機能および生存率の改善が見られた。このメカニズムを調べるためマイクロアレイ
を用いて原因遺伝子を検討した。その結果、Casq1、Postn、Myh7 の３つの遺伝子が候補に挙がったが、蛋白質発現
をウェスタンブロット法にて検討すると、いずれもダビガトランで有意に抑制されていなかった。TUNEL 染色を行っ
た結果、DCM 群で見られた TUNEL 陽性細胞がダビガトラン投与により抑制されている傾向にありアポトーシスの関
与が示唆された３）。
　以上の結果より組織トロンビンが拡張型心筋症の病態に関与している可能性が示された。今回の研究では組織トロ
ンビンの過剰発現が拡張型心筋症を引き起こす事が強く示唆されるために、心臓特異的プロトロンビン過剰発現マウス
を作製する事とした。組織においてプロトロンビンを過剰発現させる事により、内因性のプロトロンビンの作用につい
て検討する。また、実際にトロンビンが心臓組織に取り込まれている事を確認するため、トロンビンを HiLyte 647 に
て蛍光標識し、トロンビンの動態を観察する。

方　法

　Origene 社より購入した prothrombin プラスミドを大腸菌（DH5α 株、コンピテントセル）に導入し、増幅した。
得られた大腸菌から prothrombin プラスミドを抽出した。制限酵素によるプラスミドの確認をした後、ベクター

（pBKSⅡ）を制限酵素で切断し、同じ制限酵素を負荷したプライマーを用いて prothrombin プラスミドから
prothrombin（インサート）を増幅しバンドを確認した。目的産物であれば、Gel extraction kit を用いて DNA を抽出
した。Ligation kit を用いてベクターとインサートをライゲートした。Transformation 法によりライゲートした
αMHC-prothrombin プラスミドの導入を行い、LB プレートにコロニーが出来ているか確認した。コロニーから大腸
菌を増幅し、プラスミドを抽出する。得られたプラスミドの塩基配列を確認後、受精卵へのマイクロインジェクション
以降の遺伝子改変マウス作製工程を業者へ委託した。作製したプロトロンビン過剰発現マウス（prothrombin
transgenic mouse, PT-TG）と対照マウス（non-transgenic littermate, PT-Wild）のプロトロンビン mRNA 発現量を
Polymerase Chain Reaction（PCR）法にて確認した。
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　また、実際にトロンビンが心臓組織に取り込まれている事を確認するため、10 単位のトロンビンを HiLyte 647 にて
蛍光標識し、トロンビンの動態を観察した（C57/BL6 Control 群 1 匹：PBS 投与、Thrombin 群 2 匹：Thrombin 投
与）。そして、PT-Wild と PT-TG の心重量を測定した。

結果および考察

１．プロトロンビン過剰発現マウスにおけるプロトロンビン mRNA 発現の確認
　上記方法にてプロトロンビン過剰発現マウスを作製し、8 週の時点での心臓におけるプロトロンビン mRNA を確認
した（図 1）。

図 1． プロトロンビン過剰発現マウスにおけるプロトロンビン mRNA 発現の確認
A）心臓における（i）Wild type マウス（n = 5）および（ii）プロトロンビン過剰発現マウ
ス（PT-TG）（n = 5）におけるプロトロンビン mRNA の発現。B）Wild type マウスにお
けるプロトロンビン mRNA の発現（n = 1）。

　Wild type ではプロトロンビン mRNA は存在せず、心臓特異的過剰発現で増えてきている。positive control である
肝臓でもプロトロンビンは確認出来る。ヒトやマウスで確認出来たトロンビンは内因性よりも外因性の要因が強い可
能性がある。

２．外来性トロンビンの動態
　実際にトロンビンが心臓組織に取り込まれている事を確認するため、10 単位のトロンビンを HiLyte 647 にて蛍光標
識し、トロンビンの動態を観察した（C57/BL6 Control 群 1 匹：PBS 投与、Thrombin 群 2 匹：Thrombin 投与）（図
2）。

図 2． 外来性トロンビンの動態
A）心臓における外来性トロンビンの動態。B）肝臓における外来性トロンビンの動態。
C）eXplore Optix Imaging System による全体のトロンビン動態（投与後 2 時間）。
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　Positive control である肝臓では強いシグナルが見られ、また心臓でもシグナルが観察される。外来性に投与したト
ロンビンは心臓に取り込まれている事が分かる。これらの結果より、心臓組織において存在するトロンビンは内因性で
はなく、血中由来のトロンビンである事が分かった。

表 1．

PT-Wild と PT-TG マウスにおける心重量の比較（何れも統計学的有意差なし）

　PT-Wild と PT-TG マウスにおいて体重、心重量、心重量/体重のいずれも有意差を認めなかった（表 1）。PT-TG マ
ウスの心臓組織においてプロトロンビンが過剰に発現している事は確認したが、これ自体だけでは心毒性は確認出来な
かった。また、我々は DCM マウスを用いた実験で過剰なトロンビンは心毒性を示すことを確認したが、今回の PT-TG
では PT-Wild と比較して心重量の増加は見られなかった。プロトロンビンはリン脂質、血液凝固第Ⅹ因子によりトロ
ンビンへ変換されるが、適切な触媒条件が心臓組織では揃わないため、プロトロンビンからトロンビンへの変換が起こ
らず、PT-TG に対する心毒性が起こらなかった可能性が考えられる。
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