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1. はじめに

血液凝固の主要な制御系であるプロテインC

(PC)抗凝固系は，血管内皮細胞 (EC)上の膜

蛋白質のトロンボモジュリン (TM)に結合し

たトロンビン (Th)がPCを活性化し，形成さ

れたAPC(ActivatedProteinC)が，凝固系

コファクターのFVaやFVIIIaを分解・不活化

する系である．液相でのTh-TM複合体による

PCの活性化速度は，PCとGlaドメインが欠失

したPC(Gla-lessPC)でも差がないのに対し

て，EC上での活性化速度はGla-lessPCに比べ

てPCの方が約20倍速いことから，EC上には

PCのGlaドメインと相互作用し，PCの活性化

効率を高めるレセプターの存在が示唆されてい

た ．

1994年，福留とEsmon は，各種培養細胞へ

の蛍光標識APCの結合実験を行い，APC(お

よびPC)はEC特異的に高親和性 (Kd＝30

nM)に結合することを明らかにした．また，彼

らは発現クローニング法によりPC/APCレセ

プターの単離を試み，その遺伝子のクローニン

グに成功し，EndothelialcellProteinCRece-

ptor(EPCR)と命名した．ヒトEPCRは，

CD1/MHCクラススーパーファミリーに属す

るI型膜貫通蛋白質で，アミノ酸193個の細胞

外ドメイン，25個の膜貫通ドメインおよび3個

の細胞質ドメインからなる．EPCRの細胞外ド

メインには，CD1/MHCクラスI分子のα1，

α2ドメインに相当する構造を有しているが，

α3ドメインは欠如している （図 1)．

EPCRは，PC抗凝固系が作動するための重

要な1成分として機能していることは，以下の

実験から証明されている．i)PCとEPCRの結

合を阻害する抗EPCRモノクロナル抗体

(MoAb)存在下では，培養EC上でのTh-TM

複合体によるPCの活性化速度は5倍低下す

る ，ii)この抗EPCR-MoAbをヒヒに投与し，

その後，低濃度のトロンビンを投与し (2U/

kg/分の速度で1時間)，形成されるAPC量を

測定すると，抗EPCR-MoAbを投与しないと

きに比べ，循環APCレベルは88%低下する ．

EPCRのこうした効果は，PC活性化反応にお

いてKmを低下させるためであるという ．
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PC抗凝固系の概略を (図 2)に示す．APC

は抗凝固作用に加え，抗炎症作用も有するが，

PC抗凝固系が抗炎症作用を発現するには何ら

かの調節因子の存在が予想されていたことも，

EPCR発見の契機となった．

なお，血漿中には可溶性EPCR(sEPCR)が

存在し，炎症時には増加することが報告されて

いる ．また，sEPCRは，活性化好中球にウエ

ゲナー肉腫の標的抗原であるProteinase3を

介して結合し ，核内に移行するとの報告もあ

るが ，その生理的意義は不明である．

最近，EPCRのノックアウトマウスがGuら

によって作出されたが，i)EPCR 胎仔は胎

齢10.5日までに死亡するが，ヘテロ接合体の

EPCR マウスは正常に出生し，成長し，

EPCR マウスと何ら差が認められない，ii)

EPCR 胎仔では栄養胚葉細胞（胚体外にある

細胞層で栄養を供給する組織）周辺に著しいフ

ィブリン沈着がみられる，iii)EPCR の胎仔

を妊娠しているEPCR の雌マウスに低分子

ヘパリンの皮内注射を続けると，胎齢10.5日を

越えてもEPCR 胎仔を生存させることがで

きる場合もあるが，出生までには至らない，iv)

このような抗凝固療法下では，検出できるほど

のフィブリン形成は見られなかったが，大部分

のEPCR 胎仔は，胎齢12.5日～13.5日で死

亡していた．なお，胎齢12.5日～13.5日の

EPCR 胎仔の組織形成の程度は，同齢の

EPCR 胎仔と差が見られなかった，v)胎齢

7.5日で胚体外膜および組織から胚を取り除き

invitroで培養すると，10.5日以降も発育する．

以上のことからGuらは，EPCR 胎仔の死

因は，過剰なフィブリン形成による母体からの

栄養補給の不良にあり，胎仔期のEPCRは母体

と胚の境界面での血栓形成を制御するのに重要

な役割を果たしていると推察している．

一方，Castellinoら は，ES細胞のhomolo-

gousrecombinationによりEPCRレベルが著

しく低下したEPCR マウスを作出し，以下の

結果を得た．i)胎齢9.5日以降のEPCR

mRNAレベルは野生型の約1%であったが，

EPCR マウスとは異なり正常に生まれ成長

する，ii)出生したEPCR マウスの各組織の

EPCRmRNAレベルは野生型の10%以下であ

ったが (表 1)，各組織について，試験した10匹

のEPCR マウスに一貫して認められる病変

はない (ただし，肝と肺について3/10例で軽度

の病変，すなわち，肺胞の鬱血や肝での肉芽腫

性の病変が認められ，また，1/10例で腎動脈内

にクロットが認められた)，iii)FeCl惹起動脈

血栓モデルを用いて，血栓のできやすさを野生

型とEPCR で比較したが，両者で差は認めら

れない．なお，EPCR の動脈系でのmRNAレ

ベルは野生型の0.8%であり，抗EPCR抗体を

用いての組織染色試験では検出されないレベル

であった．

以上の如く，ごく微量のEPCRが存在すれば

胎仔期の死亡を免れることが示されたが，同様

のことが，同じEC上の膜蛋白質の組織因子

（TF）についても報告されている．すなわち，

TF マウスは胎齢9.5日～11.5日の間で死

亡するのに対して，低レベルのTFを発現する

(mTF /hTF)マウス (発現レベル1%)で

は正常に出生する ．

また，PC抗凝固系に関与する2つの膜蛋白

質 (EPCRおよびTM）のノックアウトマウス
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図 1 EPCRとCD1dのドメイン構

造：EPCRの細胞外ドメイン

にはCD1dのα1とα2ドメ

インに相当する構造を有して

いるが，α3ドメインに相当す

る構造は欠失しており，CD1d

のようにα3ドメインを介し

てβ2ミクログロブリン（β2

m）と会合していない．



は，どちらも胎仔期 (胎齢8.5日～10.5日の早

期）に死亡するのに対してPC マウスは出生

できることから，EPCRやTMはPCとの相互

作用を介さない機構で発生に関与している可能

性が えられる。この点に関してCastellinoら

は，PC マウスでは母体から胚への微量のPC

の移行により出生している可能性を指摘してい

る．

ヒトEPCRの立体構造と機能に関する論文

として，最近，Oganesyanら によりEPCRの

結晶構造について，また，Riewaldら により

APC/EPCRが抗炎症作用を発揮する機構につ

いて報告されたので，以下に紹介する．

2. EPCRの高次構造

Liawら は，i)Alamutationの実験から，

EPCRのPC/APCへの結合には10個のアミ

ノ酸残基（Arg81，Leu82，Val83，Glu86，

Arg87，Phe146，Tyr154，hr157，Arg158，

Glu160)が特に重要である．なお，4箇所のN

型糖鎖付加部位（Asn30，Asn47，Asn119，

Asn155）をAlaに置換してもEPCRの結合能
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図 2 プロテインC抗凝固系：内皮細胞上でトロンボモジュリン (TM)に結合した

トロンビン (Th)が，EPCRに結合したプロテインC(PC)を活性化する．

EPCRと結合した活性化プロテンインC(APC)は抗凝固活性を示さず，

PAR1を活性化しつつ細胞内にシグナル伝達することで，抗炎症性に機能す

る．EPCRから遊離したAPCは凝固系コファクターのFVIIIaやFVaを分解

して，抗凝固因子として機能する．

表 1 EPCRのmRNAの組織分布に関する

genotypeの影響 (文献9より引用・改変)

mRNA含量(pgEPCRmRNA/μgtotalRNA)

組織 WT EPCR %WT

動脈 0.0620 ND 0.8%

脳 0.0341 0.0016 4.8%

胸腺 0.0575 0.0058 10.1%

心臓 0.2936 0.0027 0.9%

肺 0.0249 0.0008 3.2%

腎臓 0.0649 0.0009 1.4%

肝臓 0.0386 ND

卵巣 0.3877 0.0012 0.3%

子宮 0.0471 ND

胎齢 7.5日胚 0.0239 ND

胎齢 9.5日胚 0.0587 0.0006 1.0%

胎齢12.5日胚 0.0353 0.0004 1.1%

ND，検出されず



はほとんど変化しない，ii)マウスMHCクラ

ス1H-2Kbをテンプレートにしてモデリング

すると，EPCRは8個のβシート上にある逆平

行の2個のαへリックスからなる特徴的な

groove（溝）を形成しており，同じような

grooveはMHCクラスI/CD1ファミリーに

も見られる，ことなどを報告した．なお，CD1

ファミリーでは，grooveは一般に抗原提示部

位として機能している．

一方，Oganesyanら は，2種類のEPCR

(①EPCR単独，②EPCRとPCのGlaドメイ

ンとの複合体)の結晶構造を解析し，i)その構

造はCD1d と非常に類似している，ii)EPCR

のgrooveにはリン脂質が強固に結合している

が，このリン脂質は，EPCRとPCとの結合に関

与するらしい，iii)EPCRのPC/APC結合部

位は，grooveの外側に存在する，iv)細胞外ド

メインには3個のCys残基が存在するが，

Cys101とCys169はジスルフィド結合してお

り，Cys97はフリーで存在している，ことなど

を明らかにした．

その詳細は以下の通りである．解析された

EPCRは膜貫通ドメインと細胞内ドメインを

欠失したsEPCRとして，CHO細胞の糖転位酵

素欠損株を用いて調製された．EPCRとPC複

合体との結晶化では，結晶化の間に夾雑してい

るプロテアーゼによってPCが分解を受け，PC

のGlaドメインとの複合体として結晶化され

た．

sEPCRとPCのGlaドメインとの複合体の

構造を図 3に示す．EPCR単独と複合体間での

EPCRの構造に差はほとんど認められなかっ

たが，複合体ではArg156の側鎖が大きくシフ

トし，その結果，EPCRの疎水性ポケットが開

き，PC由来のGlaドメインのPhe4をEPCR

のgroove内に引き込みやすくしている (図

4)．PCは主にGlaドメインでEPCRと結合し

ており ，PCとEPCRの結合はCa 依存性で

ある．結晶構造解析から明らかになったPCの

GlaドメインとEPCRとの相互作用の詳細は，

以下の通りである．i)EPCRのGlu86とPC

のGlaドメインはCa を介して配位してい

る．また，Glu86は，PCのGla7，Gla25，Gla29

と水素結合が可能な距離内に位置している，ii)

PCとEPCR間で水素結合形成しうる位置関係

が，Gla7-Gln150，Gla25-Arg87，Gla7-Tyr154

間でも見られる，iii)PCとEPCR間の疎水性

相互作用のネットワークがGla7-Leu82，

Phe4-Tyr154，Phe4-Thr157とLeu8-Leu82

間でみられる (図 5)．

PCのGlaに結合したCa の役割は，i)PC

の疎水性ωループ（ループ内のPhe4とLeu8

はEPCRとの相互作用に主要な役割を果たし

ている）を形成，安定化させる，ii)EPCRと水

素結合できるように，PCのGla残基をEPCR

側に配向させるのに役立っていると推定され

た．なお，PCと同じGla含有蛋白質のプロスロ

ンビンやFVIIにおいても，Ca がGlaドメイ

ンへ結合すると，親水性に富むGla残基を内側

に折り畳み，内部を向いていたN末端の疎水性

領域を外部に突出したループ（ωループ）に変

化させることが知られている ．

今回のOganesyanらの報告でのトピック

は，sEPCRのgroove内にリン脂質が結合して

おり，そのリン脂質がEPCRの機能発現に寄与

していることが示されたことである．複合体の

解析では，EPCR単独 (2.0A)に比べてより

高い解像度 (1.55A)が得られ，結合している

リン脂質がフォスファチジルエタノールアミン

もしくはフォスファチジルコリンと同定され

た．そこで，EPCRのgrooveに結合したリン脂

質がPCとの結合に必須であるかを明らかにす

:CD1d

組織適合抗原の原型蛋白質CD1のアイソタイプで，315アミノ酸残基からなるI型膜貫通蛋白質である．そのア

ミノ酸配列は，MHCとは異なり，すべてのヒトで同じである．機能的には，α-ガラクトシルセラミドをリガンド

としてNKT細胞を活性化する．
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るため，蛍光標識APCのECへの結合実験を

行い，リン脂質の重要性を明らかにした．すな

わち，リン脂質を含有するsEPCRは，APCの

EC上のEPCRへの結合を濃度依存的に阻害し

たが，リン脂質を抽出・除去したsEPCRでは，

APCのECへの結合阻害能が低下した．また，

抽出されたリン脂質をsEPCRに再添加する

と，結合阻害活性は回復したことから，EPCR

に結合しているリン脂質は，EPCRとPCの結

合に重要であることが示された．

CD1dの結晶構造は既に解明されてお

り ，その全体的な構造はEPCRと類似してい

るが，CD1dと脂質 (α-ガラクトシルセラミ

ド）との相互作用については不明であった．そ

こで，EPCRとCD1dの脂質が結合する

grooveを比較するため，両分子をコンピュータ

ー上で重ね合わせた．その結果，EPCRにおい

て脂質と相互作用している18個のアミノ酸残

基の内，7個がCD1dと同一であり，6個が類

似の特性を持つアミノ酸残基であった．このよ

うにEPCR内で脂質とコンタクトしているア

ミノ酸残基がCD1dで高度に保存されている

ことから，CD1dもEPCRと類似の方式で脂

質と結合している可能性が示唆された．また，

脂質の脂肪酸側鎖はgroove内の疎水性アミノ

酸残基と相互作用することによって，grooveの

へリックス部分が脂肪酸側鎖を覆う形となり，

かつ溶媒分子の接近を制限し，脂肪酸の酸化を

防止していると推定される．このEPCRへのリ

ン脂質の結合が生理的にどのような意味をもつ

かは，今後の研究で明らかになっていくと思わ

れる．

3. APCの抗炎症作用発現における

EPCRの関与

これまで各種のinvivo ，invitro の

実験より，APCには抗炎症作用のあることが知

られている．また，臨床的にもEliLilly社によ

る組換えAPC(rAPC)製剤の重症敗血症患

者を対象にした大規模臨床試験において，

rAPC製剤投与により死亡率が低下すること，

また，炎症性サイトカインのIL-6レベルが投与

一日目から有意に低下することが示された ．

しかし，その作用機序にについては不明であっ

た．Joyceら は，APCのECに対する転写レ

ベルでの作用を調べるために遺伝子プロファイ

リングを行ない，APCは炎症性サイトカインの

転写調節に関与するNFκBの転写を抑制して

いることを明らかにした．しかし，どのような

機序によりAPCがECの転写制御に関わるか

は不明であった．一方，Riewaldら は，シグ

ナル伝達系蛋白質のPAR1(ProteaseActiva-

tingReceptor-1)およびPAR2を欠失したマ

ウスの線維芽細胞を用い，APCによるシグナリ

ングの必要条件についてEgr-1プロモーター活

性を指標に調べた．その結果，PAR1もしくは

PAR2とEPCRが共発現している場合での

図 3 PCのGlaドメインおよびリン脂質と結合したsEPCRの主鎖骨格リボンモデル：sEPCR（黄色のリボン)

では，2個のαへリックスと8個のβシートが，リン脂質 (中央の青紫色のボール)で満たされたgroove

を形成している．PCのGlaドメイン (緑色のリボン)にCa（桃色の球)が結合すると，PCアミノ末端

のωループが外側に突出する．EPCR非存在下の膜表面では，そのループがリン脂質と相互作用する．PC

のGlaドメインとsEPCRのgroove内に位置する脂質分子間の直接的な相互作用はないようである．こ

のモデルでは，sEPCRは7-177番目のアミノ酸残基まで，PCはN末端からの33アミノ酸残基までを示し

ている．Alamutationの実験からPCとEPCRの結合に重要とされた10個のアミノ酸残基の側鎖を赤色

で示す．

図 4 sEPCRとPC由来Gla-domain-sEPCR複合体の比較：Arg156（sEPCR）の側鎖を紫色で，Phe4（PC）の

側鎖を赤色で示した．

図 5 PC由来のGlaドメインとsEPCR間の相互作用に関与するアミノ酸残基（転載許可取得)：黄色は

sEPCR，緑色はPCのGlaドメイン（#はγ-カルボキシグルタミン酸残基を表し，例えば#7はGla7を示

す)，深赤色のボールはCa ，リン脂質は黒色で示す．
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み，APCによるシグナリングが起きることを見

い出した．また，APCとの結合能を欠如した変

異体EPCR(EPCR A154；Tyr →Ala)で

は，PARの活性化は確認できなかったので，

EPCRに結合したAPCのみがPARを活性化

できるとした．

上記のEPCR依存性のAPCによるPARの

活性化について，さらに培養ECを用いて試験

した．その結果，APCはMAPキ ナ ー ゼ

（MAPK)のリン酸化反応を誘導したが，Phe-

Phe-Arg-クロロメチルケトンで不活化した

APCは，MAPKのリン酸化を惹起できなかっ

た．したがって，この反応はAPCのプロテアー

ゼ活性に依存するとした．また，10倍過剰の不

活化APC存在下では，トロンビンによるシグ

ナリングは阻害されなかったのに対して，APC

によるシグナリングは阻害されたことから，

APCによるシグナリングはEPCR依存性であ

ることが示唆された．さらに，PAR1の活性化

を阻害する抗体存在下では，PAR2アゴニスト

ペプチドに対する反応性に影響することなく，

EC上でのAPC依存性のMAPKのリン酸化

は阻害されたことから，EC上でのAPCシグナ

リングはPAR1のみが担っていることが示さ

れた．

PAR活性化を介してのECでのAPC依存

性のgeneinductionを説明できるかを知るた

め，APCあるいは，PAR1もしくはPAR2に

対する選択的アゴニストペプチドで刺激後の遺

伝子プロファイリングを調べた．PAR1アゴニ

ストとPAR2アゴニストの遺伝子プロファイ

リングの違いは，MCP-1(MonocyteChemoa-

ttractantProtein-1)遺伝子がPAR1のみで，

DSCR1(Down SyndromeCriticalRegion

1) 遺伝子がPAR2のみで増強された点にあ

った．APCでECを処理すると，MCP-1遺伝子

の発現を増強させ，DSCR1遺伝子には変化が

なかったことからも，APCはPAR1活性化を

介して作用しているといえる．

MCP-1は単球/マクロファージだけでなく，

Tリンパ球や好塩基球の走化性を亢進する作

用を有するが ，LPSを腹腔内に投与した敗血

症マウスモデルにおいては，抗MCP-1抗体投

与によりTNF-αやIL-12を高め，死亡率を上

昇させる事が報告された ．したがって，少なく

ともこの実験的エンドトキセミアモデルでは，

MCP-1は抗炎症的に機能していると えられ

る．

トロンビンレセプターのPAR1は微量のト

ロンビンで容易に活性化され，APCの生成はト

ロンビン依存性である．トロンビン形成とAPC

によるPAR1活性化はどのように関連してい

るかについて，Riewaldらは次のように 察し

ている．i)低濃度のトロンビンをヒヒに投与す

ると，PAR1依存性の血小板活性化は起こらず

APCの形成が進むことから，トロンビンはEC

上のTMに結合し (Th-TM複合体はPARを

活性化しない )，EC上のEPCRに結合した

PCを活性化する（図 2参照)，ii)形成された

APCは，EPCRとの複合体ではPAR1を活性

化し，かつ抗炎症的に作用する，iii)このような

生理的なPC活性化反応により形成された

APCは，EC上でのPAR1シグナリングの主

要なアクチベーターとして機能している．

抗炎症作用におけるEPCRの重要性は，ヒヒ

敗血症モデルでの実験で，APCとEPCRの結

合を阻害するMoAbを投与すると，APCの抗

炎症作用は消失することから証明されてい

る ．重症敗血症では，炎症性サイトカインに

よりTMの発現が抑制され，生理的な抗凝固能

を著しく低下させるが，TMが欠失したEC上

でもEPCRは検出されることから ，APCが

治療的に投与されたときは，残存EPCRを

PAR1活性化のcoreceptorとして使っている

:DSCR1（DownSyndromeCriticalRegion1)

ダウン症候群の共通なトリソミー領域である21番染色体のq22.1-q22.2に位置する原因候補遺伝子．胎生期の脳

や心臓に高発現しており，配列より転写制御もしくはシグナル伝達に関与する蛋白質と推定されている．
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のかもしれない．なお，Oganesyanら は，結

晶構造解析の結果から えると，APCは膜表面

と直接接している場合に比べて，EPCRと結合

した場合，約35A上位にあると予測されること

から，このようなAPCの空間的配置が細胞表

面蛋白質の切断の特異性を決め，EPCR依存性

のシグナリングに関与している可能性を示唆し

ている．

4. おわりに

EPCRは，PCの抗凝固作用および抗炎症作

用の機構を一層解明する目的で，その研究が進

められてきた．EPCRが抗原提示分子との構造

的相同性を有していることに何らかの意味があ

るのか，感染に対する生体防御の観点からも興

味が持たれる．また，癌細胞でEPCRが高率に

発現している事が報告されているが ，すべ

ての癌細胞にTMが共発現しているわけでは

ない．したがって，EPCRの癌細胞での発現の

機作とその役割に関しても注目される．さらに，

EPCRの生物学的な機能を追求する上で欠か

せないのは，分子進化的視点からの研究である

が，この点に関しては哺乳類以外ではEPCRに

関する知見は殆ど無い．他の抗凝固因子ととも

にEPCRの系統発生的知見を凝固系のそれと

比較しつつ俯瞰するのは意義のある事と えら

れる．
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