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研究成果の概要（和文）：我々は小児期より強い出血症状を認める患者症例の検討から、CalDAG-GEFIおよび
kindlin-3の欠損症を見出した。更にαIIbβ3活性化カイネティックスアッセイを用いることにより、出血症状
にはアゴニスト刺激後のαIIbβ3活性化速度が重要であることを明らかにした。
またαIIbβ3の恒常的活性化をきたすαIIb(R995W)ノックインマウスの検討から、KIマウスにおいてはヒトと同
様に巨大血小板減少を呈すること、またその原因として巨核球におけるproplatelet形成が障害されること、ま
たKIマウスにおいては主にαIIbβ3の発現低下に伴う強い血小板機能障害を呈することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We identified CalDAG-GEFI deficiency and kindlin-3 deficiency by analysis of
 patients with severe bleeding tendency from their infancy. Using our developed αIIbβ3 activation 
kinetic assay, we revealed that delayed activation of αIIbβ3 leads to severe bleeding tendency.
Furthermore, we analyzed constitutive active αIIb(R995W) knock-in mice, and found that the mice 
showed macrothrombocytopenia like human subjects. We found that impaired proplatelet formation may 
responsible for the phenotype. KI mice also showed highly impaired platelet function mainly due to 
reduced αIIbβ3 expression in platelets.

研究分野：血栓・止血学

キーワード： インテグリン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血小板は動脈硬化性血管病変の形成に中心的役割を担う。今回の研究により血小板機能の中で最も重要であるα
IIbβ3の活性化に必須の分子とそのメカニズムの一端を明らかにした。またαIIbβ3の恒常的活性化が血小板産
生の障害および血小板機能に重大な影響を与えることをマウスモデルを用いて明らかにした。これらによりα
IIbβ3活性化の生体内における新たな生理的意義を明らかにするとともに、αIIbβ3活性化を制御する抗血小板
薬開発の可能性を示した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
動脈硬化を基盤とした心筋梗塞や脳梗塞などの血栓症は、本邦および世界における死因の約

3割を占めている。これらの疾患は血小板を主体とした動脈血栓がその原因である。更に近年、

血小板は血栓形成だけでなく癌の増殖・転移や免疫機構など、幅広い病態に関与することが明

らかにされてきており、血小板機能の制御機構を明らかにすることは多様な疾患への新たな治

療戦略の開発につながる。血小板表面には複数の膜糖蛋白(GP)が発現しており、これらが各種

細胞外マトリックスや可溶性物質の受容体として作用することにより血小板機能を制御する。

特にインテグリン αIIbβ3（GPIIb/IIIa）はフィブリノゲンおよび von Willebrand因子の受容体とし

て血小板機能の中核を担っている。我々は、αIIbβ3の先天性欠損/異常症である Glanzmann血小

板無力症の解析を通して、αIIbβ3 の遺伝子異常、機能部位、生理的意義を明らかにしてきた

（Honda, et al. J Clin Invest 1998;102:1183-92.; Kashiwagi, et al. Int J Hematol 2011;93:106-11）。

αIIbβ3のリガンド結合能は厳密に制御されており、通常 αIIbβ3は非活性化状態にあるが、各種

アゴニスト受容体からの細胞内シグナル（inside-outシグナル）により構造変化を生じ、その受

容体機能を発揮するようになる。近年になり、αIIbβ3活性化にはその細胞内領域に結合する talin

および kindlin-3の重要性が明らかにされてきた。更にこれら αIIbβ3活性化制御分子の αIIbβ3へ

の結合には Rap1 の活性化が関与している可能性が考えらえていたが、依然として詳細は不明

であった。また、αIIbβ3はリガンド結合後に細胞内に新たなシグナル（outside-inシグナル）を

生じることにより血小板伸展反応や血餅退縮をきたし、動脈血栓形成および動脈硬化進展に関

与している。申請者らは、先天性巨大血小板減少症の解析から αIIbβ3の細胞内変異により生じ

る恒常的な outside-inシグナルにより血小板形態/産生異常を生じる可能性を示した（Kunishima, 

Kashiwagi, et al. Blood 2011;117:5479-84, Kashiwagi, et al MGGM 2013;1:77-86）、更に本邦に最も高

頻度に認められた細胞内 αIIb(R995W)変異のノックイン(KI)マウスの作製に成功し、αIIbβ3 シグ

ナルの異常が病態にどのような影響を与えるか解析することが可能となっていた。 

 

２．研究の目的 

血小板機能異常を有する症例の解析に加えて、我々が開発した αIIbβ3活性化動態解析法およ

び αIIb 活性化 KIマウスなどを用いて、αIIbβ3活性化シグナルの分子機構を解明するとともに、

αIIbβ3 活性化シグナルによる血小板機能および血小板産生への影響および病態、特に出血症状

と動脈血栓症形成への関与について検討することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（1）インテグリンシグナル制御機構の解析 

 幼小児期より強い出血傾向を呈した血小板機能異常症の原因遺伝子の解明および分子機構の

解析を行った。特に αIIbβ3活性化との関連を、我々が開発した αIIbβ3活性化カイネティックス

アッセイを用いた解析を行い、インテグリン細胞内結合蛋白の制御機構についての検討を行っ

た。 

（2）αIIb(R995W) KIマウスを用いた検討 

 αIIb(R995W) KIマウスを用いて、in vitroおよび in vivoにおける血小板機能の解析を行った。

また血小板の消費および産生に関する検討を行い、KIマウスに認めた血小板減少症の原因解明

を行った。 

 

４．研究成果 



（1）我々は小児期より強い出血症状を認める患者検体の検討から、CalDAG-GEFIおよび kindlin-3

欠損症を見出すことに成功した。興味深いことに通常の αIIbβ3 活性化測定法（PAC1 binding 

assay）では、CalDAG-GEFI 欠損症では、比較的 αIIbβ3 活性化が保たれていた。P2Y12 欠損症に

おいては PAC1 binding assayで強いαIIbβ3活性化障害を認めるにもかかわらず出血傾向が軽度で

あることから、我々の開発した αIIbβ3活性化カイネティックスアッセイを用いて、これら 3例

の αIIbβ3活性化動態の比較を行った。その結果、P2Y12欠損症では早期の αIIbβ3活性化速度は

正常であるが、その活性化の維持が障害されているのに対して、CalDAG-GEFI欠損では、早期の

αIIbβ3活性化速度が著明に障害されていることが明らかとなった。また kindlin-3欠損例では、

αIIbβ3 活性化反応はほとんど認められなかった。以上の結果から、αIIbβ3 活性化に必須とされ

ている CalDAG-GEFIと kindlin-3の αIIbβ3活性化機構にはそれぞれの特徴があること、また出血

症状の出現には αIIbβ3活性化の速度が重要な役割を果たしていることが明らかとなった。 

（2）αIIb(R995W)ホモ KIマウスにおいては、同じ変異を有するヒトと同様に巨大血小板減少を

認めた。KIホモマウスにおいては、血小板数の低下とともに幼若な血小板である網状血小板産

生の低下が認められた。骨髄および脾臓において KIマウスでは巨核球数の低下は認めず、また

脾臓のサイズも野生型と差を認めなった。更に KIマウスにおいて巨核球の成熟過程における障

害も認めなかった。一方、胎児肝細胞を用いて proplatelet形成に関する検討を行い、ホモマウ

スでは野生型あるいはヘテロマウスと比べ、proplatelet 形成の障害が存在することを明らかに

した。更にトロンボポエチン投与後、あるいは GPIb抗体を用いた血小板減少からの回復におい

て、ホモマウスでは血小板回復の遅延が認められた。以上の結果から、ホモマウスにおいては

血小板産生能の低下、特に血小板産生の最終段階である proplatelet形成が障害されていること

が血小板減少の主因であると考えられた。また KI マウスにおける血小板機能を検討した結果、

KIマウスでは著明な出血時間の延長および血小板凝集能の低下を認めた。更に、より生理的な

条件に近い流動条件下でのコラーゲン上での接着および凝集塊形成において、ホモ KIマウスに

おいては WT やヘテロ KI マウスに比べコラーゲン上への接着には大きな障害は認めなったが、

血小板凝集形成に著明な障害を認めた。そこで、腸間膜動脈を用いて FeCl3による強い血管障害

時の血栓形成能についての検討を行ったところ、やはりホモ KIマウスでは血栓形成の著明な低

下を認めた。これらの結果から、αIIbβ3 の恒常的活性化変異は強い血小板機能障害を生じるこ

とも明らかとなった。KIマウスにおいては血小板における αIIbβ3発現の低下を認めており、活

性化変異による αIIbβ3発現への影響が血小板機能低下に大きく関与していると考えられた。こ

れらの結果から、αIIbβ3 細胞内領域変異による恒常的な活性化により血小板産生の最終段階に

おいて障害が生じ、巨大血小板減少症となること、αIIbβ3 発現異常を伴った著明な血小板機能

異常が生じることが KIマウスを用いることにより証明された。またこれにより血管における血

栓病変形成が著明に障害されることが明らかとなり、本研究により αIIbβ3からの恒常的な活性

化シグナルの生体への影響の一旦が明らかとなった。 
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