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はじめに

Gas6（Growtharrest-specificgene6prod-

uct）は，1977年，Schneiderら によってNIH3

T3細胞の増殖停止時に特異的に発現される遺

伝子（growtharrest-specificgenes）の一つと

して発見された．次いで1993年には，Man-

fiolettiら によりマウスおよびヒト由来の

Gas6のcDNA構造が報告された．Gas6の分

子構造上の特徴は，活性化プロテインCの補因

子であり，かつ血液凝固系の負の制御因子とし

て知られるプロテインSと，アミノ酸配列上で

約40%の相同性があり，アミノ末端領域にγ-カ

ルボキシグルタミン酸（Gla）ドメインを含むこ

とである．それ故，Gas6の生理機能については

大変興味深いが，今日，未だその詳細は明らか

でない．

ヒトGas6の構造と機能の関連や遺伝子構

造，生化学的性質などに関するこれまでの知見

を要約すると，①Gas6は，678個のアミノ酸残

基からなるビタミンK依存性タンパク質であ

り，その一次構造はプロテインSと非常に類似

し，アミノ酸配列において，ヒトで44%，マウ

スで43%の相同性をもつ．また，そのドメイン

構成もプロテインSと酷似する．すなわち，ア

ミノ末端側から，特徴的なGlaドメインおよび

4つの上皮細胞成長因子（EGF-1-2-3-4）様ドメ

イン，性ホルモン結合グロブリン（SHBG）様

ドメインからなる ．なお，Glaドメインには

11～12個のGla残基の存在が推定されてい

る ．しかし，Gas6分子内には，プロテインS

で見られるトロンビン感受性ドメインはなく，

プロテインSにおいてトロンビンの切断を受

ける2つのLeu-Arg-Ser配列が，それぞれIle-

Gln-LysとPhe-Ala-Thrになっており，トロン

ビンによる切断を受けないといわれる ．②ヒ

トGas6遺伝子は，第13染色体のq34に位置

する ．この第13染色体q34には，同じビタミ

ンK依存性タンパク質のX因子，VII因子，お

よびProteinZの遺伝子も存在する．Gas6に

は，スプライシングの違いによりEGF様ドメ

インとSHBG様ドメインの間に，43アミノ酸

残基（129bp）の 入された変異体が存在す

る ．Manfiolettiら は，Gas6のmRNAが，

ヒトでは肺や腸，骨髄，内皮細胞に発現し，マ

ウスでは心や肺，胃，筋肉等で発現していると

報告しており，さらに，造血組織や中枢神経系

にも広く分布する ．③Gas6の生理的機能
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は長い間不明であったが，1995年，Varnum

ら によりGas6が受容体型チロシンキナー

ゼであるAxlのリガンドであることが明らか

にされ，その後，Axl（Ark，Ufo，Tyro7）と

同じ受容体型チロシンキナーゼサブファミリー

である，Sky（Rse，Tyro3，Dtk，Etk，Brt，

Tif）およびMer（c-Mer，Eyk，Nyk）につい

ても，Gas6がリガンドであることが明らかに

された ．Gas6のこれらレセプターへの結

合は，SHBG様ドメインを介したものであ

り ，Gla化されていないGas6の生理活性

が著しく低下することから，Glaドメインは生

理活性の調節を行っていると考えられてい

る ．④その他，invitroの結果から，Gas6

の生理活性として，繊維芽細胞の生存維持と増

殖促進のほか ，血管平滑筋細胞の増殖促進お

よびアポトーシス抑制による生存維持，走化性

誘導 ，シュワン細胞の増殖促進 ，破骨細

胞の機能調節 ，メサンギウム細胞の増殖促

進 などが知られ，また，内皮細胞ではGas6

発現が多核白血球（PMN）の接着を阻害するこ

とも示唆されている ．さらに，Gas6がGlaド

メインを介してホスファチジルセリンに特異的

に結合し，SHBG様ドメインがマクロファージ

上のAxlと結合しつつ細胞貪食を促進するこ

とで，アポトーシス後の細胞のクリアランスに

重要な役割を果たしている可能性もあるとい

う ．

最近，Gas6のレセプターであるAxlおよび

Sky，Merの3重欠損マウスが作出され，この

雄マウスが生殖細胞の分化に異常をきたすこと

から，Gas6の生殖機能への関与が示唆されて

いる ．一方，Gas6はプロテインSとその分子

構造が非常に類似するので，凝固系にも何らか

の関わりがあると期待されるが，Axlおよび

Sky，Merの3重欠損マウスでは，自発的な出

血や血栓形成は見られない．しかし，ヒト巨核

球でGas6が発現しているとの報告や ，ラッ

トにおいてGas6が刺激血小板から放出される

という報告もある ．

本稿では，Gas6欠損マウスについて紹介す

る．

Gas6欠損マウスからの情報

2001年，Anglillo-Scherrerらは，血栓・止血

におけるGas6の役割を明らかにするため，

Gas6欠損マウスを作出した ．Gas6ホモ欠損

マウス（Gas6 ）は，ヘテロ欠損マウス

（Gas6 ）同士の交配により作出された．出生

した正常マウス（Gas6 ）およびGas6 ，

Gas6 それぞれの出生数は，72匹および168

匹，77匹であり，出生率はほぼメンデル則に従

った．Gas6 は正常マウスと比較して，大きさ

や体重に差はなく，同腹仔数も同等で，行動や

発育状態，繁殖力にも異常を認めなかった．ま

た，Gas6 は，出血傾向や血栓形成傾向も認め

られず，尾の切断による出血後の止血にも何ら

異常はなかった．さらに，各凝固因子（フィブ

リノゲン，II，V，VIII，IX，X）の血漿中濃度，

PTやAPTT，赤血球数，白血球数，血小板数，

などの数値に各遺伝子型で差を認めなかった．

そこで，Anglillo-Scherrerらは以下の3つの

血栓症モデルを用いて，Gas6欠損の影響を調

べた．

1.腹部大静脈の結紮による血小板活性化と，

凝固活性化に起因する血流停止誘導の静脈血栓

症モデル．

2.頚動脈の光化学的血管表面剝離による多

血小板および多フィブリン血栓症モデル．

3.コラーゲン/エピネフリンの静脈内投与に

よる血小板依存性の血栓塞栓症モデル．

Fig.1-aに示すように，モデル1の実験で

は，Gas6 の血栓の大きさは，正常マウスの血

栓と比較すると85%も少なかった．モデル2の

実験でも，Gas6 の血栓の大きさは，正常マウ

スの血栓と比較して60%も小さくなっていた

（Fig.1-b)．また，モデル3の実験では，コラー

ゲン/エピネフリンの静脈投与で，正常マウスが

投与後1～3分でその80%が死亡したのに対
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し，Gas6 では，投与後10～15分経過しても

20%しか死亡しなかった（Fig.1-c)．これらの

結果から，Gas6 の血栓形成が正常マウスと

比較して，遅く，小さいことが考えられた．実

際，Fig.1-e，fに示すように，組織学的にも，

正常マウスでは肺の広範囲に見られる血栓も，

生存したGas6 では観察されなかった．さら

に，Gas6 と正常マウスとで，多血小板あるい

は乏血小板フィブリン塊の溶解について比較し

たが，どちらの場合にも，溶解時間および溶解

量に差はなかった．したがって，Gas6 の血栓

形成に対する耐性は，血栓溶解が促進したこと

によるものではないと推定した．

上述の血栓症モデルでは，血栓形成に血小板

凝集反応が絡んでいることから，次にAnglillo-

Scherrerらは，Gas6 の血小板機能を調べ

た．

Gas6 の血小板数や巨核球数は正常マウス

と同等で，それらの細胞形態にも特に異常はな

く，血小板の超微細構造も正常マウスとの間に
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Fig.1 Gas6欠損マウス（Gas6 ）の血栓形成に対する耐性（文献32より引用)

a:腹部大静脈の結紮による血栓症モデルにおける血栓量（ｎ＝10;mean±s.e.m;＊，p＜0.001）

b:血管表面剝離による血栓症モデルにおける血栓量（ｎ＝5;＊，p＜0.001）

c:コラーゲン/エピネフリンの静脈内投与による血栓塞栓症モデルにおける死亡率（n＝10）

d:抗Gas6抗体投与マウスのコラーゲン/エピネフリンの静脈内投与による血栓塞栓症モデルにおけ

る死亡率（■，ｎ＝16;□，n＝12＊，p＜0.03）

e，f:血栓塞栓症モデルの正常マウス(e)と生存したGas6 (f)での肺における血栓塞栓(矢印)

(転載許可取得)



差はなかった．しかし，Gas6 の血小板を，正

常マウスでは十分非可逆的な血小板凝集を起こ

す低濃度のADP（＜10μM）やコラーゲン（2

μg/ml)，TXA 類縁体であるU46619（10μM）

などのアゴニストで刺激しても，非可逆凝集は

起こさず，わずかな形態変化を示すのみであっ

た．ただし，高濃度のアゴニスト（ADP:50μM，

コラーゲン:5～15μg/ml，U46619:100μM）

でGas6 の血小板を刺激すると，正常マウス

と同様に非可逆凝集を起こした（Fig.2-a～j)．

Fig.2 正常マウス（Gas6 ）およびGas6欠損マウス（Gas6 ）の血小板凝集反応におけ

る各種アゴニストの濃度依存性（文献32より引用)

a～d:ADP2.5μM（a)，5μM （b)，10μM (c)，20μM (d)．

e～h:コラーゲン 2μg/ml(e)，5μg/ml(f)，10μg/ml(g)，2μg/ml(h)．

i，j:U4661910μM (i)，100μM （j)．

k:Gas6 に組換えマウスGas6投与後，血小板をADP5μMで刺激．

l，m:正常マウスの血小板凝集に与える抗Gas6抗体の効果．抗Gas6抗体処理 (l)，

と抗Gas6抗体未処理 (m)．血小板をADP5μMで刺激．

矢印はアゴニスト投与の時期を示した．（転載許可取得）
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一方，フォルボールエステル（phorbol-12-

myristyl-13-acetate:PMA）あるいはカルシウ

ムイオノフォア（A23187）で血小板を刺激した

場合には，ADPやコラーゲンなどで観察された

濃度依存的な血小板凝集の差違は認められず，

正常マウスおよびGas6 ともに同程度の血

小板凝集反応を示した．また，トロンビンによ

る刺激でも，Gas6 は正常マウスに匹敵する

血小板凝集能を示した．その際，正常マウスの

血小板凝集では，血小板が相互に接着した密な

状態で，かつ完全に脱顆粒しているのに対して，

Gas6 の凝集は，血小板は疎な状態で，かつ相

互の接触も少なく，脱顆粒も不完全であった

（Fig.3-a，b)．Gas6 と正常マウスの洗浄血

小板を用いたフローサイトメトリーでは，正常

マウス血小板表面で，ADP刺激によるα顆粒

の放出に伴うフィブリノゲンの増加が観測され

たが，Gas6 ではフィブリノゲンの増加は見

られなかった．これはGas6 の血小板凝集が

密でなかったことに関係するのであろう．なお，

両遺伝子型マウスで，血小板中に含まれるフィ

ブリノゲン量は同程度であった．

このようにGas6 が脱顆粒不全を伴う血

小板凝集異常を示したことから，正常マウス血

小板では，血小板から放出されたGas6が血小

板表面上のレセプターに結合して凝集反応を制

御していることが推察される．そこで，血小板

でのGas6の発現とGas6のレセプターである

AxlやSky，Merの発現を，静止血小板と刺激

血小板について調べた．その結果，正常マウス

において，静止血小板抽出物中とトロンビンで

活性化した血小板放出物中にGas6が確認さ

れ，さらに，ヒト血小板中でもGas6のmRNA

とGas6が確認された．超微細構造分析と免疫

学的手法による解析から，Gas6は血小板中で

フィブリノゲンとともにα顆粒に局在してお

り，ADPによる血小板刺激で表面に放出される

ことが明らかとなった．また，Gas6 の血小板

表面上には，Gas6レセプターであるAxlおよ

びSkyが正常マウスと同程度発現しており，

Gas6 の血小板凝集異常がGas6レセプター

の発現異常に起因しないことが示唆された．な

お，Gas6のレセプターであるAxlおよび

Sky，Merは，ヒトの血小板中にもそれらの

mRNAが確認され，免疫学的手法による解析

から，静止血小板表面には，主にAxlが局在し

Fig.3 トロンビン刺激による正常マウスとGas6欠損マウス（Gas6 ）の血小板凝集像（文献32より引用)

正常マウス (a)，Gas6 （b)．

矢印はα顆粒，矢印頭は濃染顆粒．（転載許可取得)
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ていることが明らかとなった．

トロンビン刺激した血小板凝集の超微細構造

解析は，Gas6 の血小板での脱顆粒低下を示

した．血小板凝集の過程において，小さく不安

定な初期段階での血小板凝集後の濃染顆粒放出

は，その後の安定な血小板凝集を形成するのに

非常に重要である．そこで，Gas6 血小板の濃

染顆粒放出について調べた．その結果，Gas6

を低濃度のアゴニスト（ADP，コラーゲン，

U46619）で刺激した時，濃染顆粒放出のマーカ

ーであるATP放出が正常マウスと比較して大

幅に低下し，初期段階での濃染顆粒放出がかな

り減少していた．しかし，血小板が非可逆的な

凝集を生じるような高濃度のアゴニストでの刺

激では，Gas6 血小板からは正常マウスの血

小板と同程度のATP放出が認められた．こう

した脱顆粒の低下現象は，α顆粒の放出におい

ても同様で，Gas6 の刺激血小板では，α顆粒

放出のマーカーであるP-セレクチンの発現が

低下していた．ただし，静止血小板やトロンビ

ン刺激した血小板において検出されるTXA

量は，両遺伝子型で同程度であった．このよう

にアゴニストによる血小板刺激において，

Gas6 の血小板では脱顆粒不全と血小板凝集

異常に相関が見られた．

最後にAnglillo-Scherrerらは，Gas6 で観

察された血小板凝集異常がGas6欠損によるも

のであることを確認するために，Gas6 の血

小板に293細胞由来の組換えマウスGas6を添

加して，その血小板凝集異常回復効果を調べた．

その結果，組換えGas6存在下でGas6 の血

小板を刺激すると，血小板凝集が回復し，正常

なATP放出が見られた．一方，invivoの実験

で，Gas6 に組換えGas6を投与すると，血栓

形成が正常化した（Fig.1-a，Fig.2-k)．

さらに，Gas6に対する特異抗体を用いて，

Gas6依存的に血栓形成抑制が起こることを，

in vitroにおける血小板凝集試験およびin

vivoにおける正常マウスでの血栓症モデルで

調べた．その結果，invitroの実験では，正常マ

ウスの血小板において，ADP刺激による凝集が

抗体濃度依存的に阻害され，invivoの実験で

は，抗体投与によりコラーゲン/エピネフリン誘

導の致死的な血栓塞栓症に対してGas6 と

同程度の耐性が認められた（Fig.1-d，Fig.

2-l，m)．

おわりに

以上を要約すると，①Gas6 は，胚および

胎仔時期に死亡せず，正常マウスと同様に健康

に誕生し発育した．また，生殖機能や繁殖力も

正常であった．②自発的な出血傾向や血栓傾向

はなく，凝血学的にも異常を認めなかった．③

しかし，Gas6 は，各種血栓症モデルにおいて

血栓形成に対する耐性を示した．invitroの検

討で，Gas6 の血小板では，低濃度のアゴニス

トによる刺激で，形態変化は生じるものの，非

可逆な凝集は起こさなかった．その原因は血小

板凝集過程における脱顆粒不全に起因してい

た．また，Gas6が血小板の顆粒内に存在するこ

と，そのレセプターのAxlやSkyも発現して

いることが確認された．さらに，Gas6 の血小

板における脱顆粒不全は，Gsa6とそのレセプ

ターであるAxlやSky依存性のシグナル伝達

の増幅欠如であることが示唆された．このこと

は，組換えGas6の添加実験や，Gas6に対する

特異的抗体を用いた検討からも支持された．

このように，今回のGas6欠損マウスを用い

た研究からは，従来，Gas6について知られてい

た生理機能の裏付けは得られなかったものの，

Gas6は血小板凝集反応に深く関与しており，

各種アゴニストによる血小板の脱顆粒反応を促

進する新たな機能が明らかになった．
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