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研究成果の概要（和文）：本研究では血小板に含まれる小さなRNAの役割を確認した．
研究によりヒト血小板内の小さなRNAが血小板老化や活性化で減少することがわかった．さらにRNA量で血小板の
能力が推測できるようになった．マウスでも同様の観察が可能で，血管傷害を作ったマウス血液中ではRNAが減
少した血小板が増加していた．データベース解析では血小板活性化で減少するRNAが血栓の形成や炎症などに関
わっている可能性があった．
このRNAの利用で血栓の出来やすさや炎症反応を調整する新しい治療法が開発できる可能性がある．さらに，血
小板RNAの定量で輸血用血小板製剤の評価や血栓症の予知ができると考えられた．

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to clarify the role of micro RNA within platelets.
Micro RNA within platelets decreased upon platelet aging and platelet activation. The quantity of 
RNA within platelets correlated with activation ability of the platelets. These results were 
observed both experiments using human platelets and experiments using mouse platelets. RNA poor 
platelets were increased inside the mouse having endothelial injury. From the database analysis, 
there is a possibility that the micro RNA decreasing by platelet activation affect the thrombus 
formation and inflammatory response.
Utilizing this micro RNA, we may able to establish a new therapeutic strategy that can control 
thrombotic reaction and inflammatory response. Quality check of transfusion platelets and risk 
assessment of thrombosis of individual patient becomes possible by quantifying RNA within platelets.

研究分野：血栓止血

キーワード： 血小板　microRNA
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 式	
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１．研究開始当初の背景	
 
(1)	
 血管損傷後には，閉鎖循環系の恒常性を
維持するため，血小板と白血球・血管内皮・
巨核球は情報伝達を行い，血栓形成や炎症惹
起，消費された血小板の補充を行っていると
考えられる．しかしながらその情報伝達の実
態は不明だった．	
 
(2)	
 血小板内のメッセンジャーRNA，リボソ
ーマル RNA は血小板産生後ほぼ 1日で消失す
る①．しかしながら，申請者が開発したアク
リジンオレンジによる血小板 RNA 特異的染色
法では産生後 3日以上経過した血小板におい
ても RNA の存在が示唆された．	
 
２．研究の目的	
 
血小板が行う情報伝達機構として血小板産
生後長期に残る RNA，特にマイクロ RNA を介
する情報伝達を仮定し，申請者が開発したア
クリジンオレンジによる RNA 特異的染色法で
その存在を明らかにする．さらにマイクロ
RNA を用いた治療法の実現可能性を探る．	
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 アクリジンオレンジ染色で血小板内 RNA
を顕微鏡で可視化する．	
 
(2)	
 アクリジンオレンジ染色で血小板から
放出される RNA を顕微鏡で可視化する．	
 
(3)	
 フローサイトメーター解析時の血小板
アクリジンオレンジ染色条件を決定する．血
小板活性化および血小板老化による RNA シグ
ナル変化を検出する．	
 
(4)	
 血小板保存条件による RNA 減弱程度をフ
ローサイトメーターで評価する．	
 
(5)	
 血小板から放出される RNA をフローサイ
トメーターで検出する．	
 
(6)	
 血小板活性化上清に含まれる RNA を蛍光
プレートリーダーで検出する．	
 
(7)	
 マウス血小板を顕微鏡観察およびフロ
ーサイトメーター観察する際のアクリジン
オレンジ染色条件を最適化する．	
 
(8)	
 マウス血管内皮傷害モデルでの血小板
活性化の顕微鏡下観察法を構築する．	
 
(9)	
 マウス血管内皮傷害モデルで流血中血
小板から RNA が減少するかフローサイトメー
ターで確認する．	
 
(10)	
 マウス血管内皮傷害モデルで血小板か
らの放出される RNA を可視化する．	
 
(11)	
 放出された RNA をマウス血小板上清か
ら回収する．	
 
(12)	
 活性化後の血小板から RNA を回収し，
次世代シークエンスで配列を決定する．	
 
(13)	
 データベース解析で microRNA の標的を
推測する．	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 アクリジンオレンジによる血小板 RNA 染
色法は図 1.に示すよう，血小板をチアゾール	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
図 1.アクリジンオレンジ染色血小板の顕微鏡観察所見	
 

	
 

オレンジで染色した際と同部位の染色が出
来た．また，	
 RNA と結合時に蛍光波長が変わ
るという特性で，RNA 特異的な染色が出来た
（図 1.のチアゾールオレンジ染色は細胞質
の脱色を行っているが，通常は細胞質も緑色
に染まってしまう）．血小板中の RNA は血小
板毎に異なっており，RNA の量という観点で
は血小板が様々な集団からなるということ
が分かった．	
 
(2)	
 血小板から放出される RNA は顕微鏡(in	
 
vitro)では観察出来なかった．	
 
(3)	
 アクリジンオレンジ染色した血小板を
フローサイトメーターで解析すると，顕微鏡
観察と同様，RNA 量が均一で無いことが確認
できた（図 2．右，赤）．	
 
さらに血小板活性化後に RNA 量が減少するこ
とが分かった．	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 2.	
 血小板活性化による RNA 量の変化	
 

血小板活性化マーカーとともに RNA量を観察すると未刺

激（赤）と比較して活性化の強さに応じて（青→橙）と

RNA 量が減少していることが分かった．	
 

	
 
採血後時間を追ってRNA量を評価すると図3．
で示すよう血小板老化とともに血小板内 RNA
量が減少することが分かった．	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 3.血小板老化による RNA 量の変化	
 

採血後時間経過を追って RNA 量を評価すると，	
 

血小板老化（赤→橙）とともに RNA が減少することが分

かった．	
 

	
 
残存 RNA 量と血小板活性化能を評価すると，
図 4．のように，RNA を多く含む血小板ほど
血小板活性化能が高いことが分かった．本検
討は本来 RNA 量ごとにソーティングを行った
血小板で行うべきであるが，血小板がソーテ
ィング圧により活性化してしまうことが分
かったため，少量のアゴニストを加えた際の
血小板を用いて解析した（多量のアゴニスト
を加えた場合は活性化後の RNA 減少が著しい
ため検討に採用しなかった）．この結果は同
じ日の検体の RNA 多寡でも，日にちが経過し
て老化によって RNA が減少した血小板検体で
も確認することが出来た．	
 
本結果は当初想定していなかったものだが，
抗体やアゴニストを用いない簡便な血小板
活性化能評価手法として利用が期待できる．



例えば輸血用血小板製剤の均質化や使用期
限の延長などに貢献できる可能性がある．	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 4.	
 残存 RNA 量と血小板活性化能	
 

血小板内 RNA 量で 5 群に集団をわけ，それぞれ低用量ア

ゴニスト刺激時の血小板活性化マーカーを確認すると

RNA 量が多い血小板ほど強い活性化能を示すことが分か

った．	
 

	
 

RNA を失った老化血小板は図 5．のように強
いアゴニスト刺激でも膜糖タンパク活性化
を認めなかった．α顆粒が放出されたかを確
認すると，未刺激時から軽度の上昇を認めた．
一方，アゴニスト刺激に対しての変化は認め
なかった．α顆粒放出は CD62P で確認してい
る．この蛋白は血小板と白血球との接着を媒
介する蛋白であるため，こういった老化血小
板が体内での炎症に関わる可能性がある．	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

図 5.老化血小板の活性化能	
 

老化し RNA を失った血小板（青）は活性化能を失ってい

ることが分かった．一方白血球との接着に利用される蛋

白の発現は亢進していた．	
 

	
 
(4)	
 血小板保存中の血漿濃度を変更すると
血漿濃度が低下するにつれ，血小板の RNA 減
少が進行することが分かった（図 6.）．血漿
濃度 100%と 50%に関しては採血後 5日目まで
は差違を認めなかった．このことから血小板
は血漿中の何らかの物質を機能維持に使用
していることが推測された．	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図 6.	
 血漿濃度変化による RNA 減少加速	
 

血小板保存液中の血漿濃度を減少させると血小板中の

RNA 減少が亢進した．	
 

	
 
(5)	
 血小板から放出される RNA のフローサ
イトメーターでの検出を試みた．RNA や micro	
 
particle のような小さな物質・構造はフロー

サイトメーターの検出限界以下であるため，
通常の手法では検出できない．このため RNA
をあらかじめアクリジンオレンジで染色し，
蛍光シグナルを検出することで確認するこ
ととした．しかしながら，そのシグナルの強
さの問題か，再現性のあるデータを取得する
ことは出来なかった．一方，条件検討のデー
タは血小板染色の臨床応用に重要と考えら
れた．血漿の RNA 染色ではシグナルが確認で
きており，ある一定以上の RNA を血液中から
検出するには有用と考えられた．	
 
(6)	
 続いて血小板から放出される RNA を蛍
光プレートリーダーで検出出来ないか検討
行ったが，残念ながら検出には至らなかった．	
 
(7)	
 病態モデルでの確認にはマウス血小板
での評価が不可欠であったため，マウス血小
板のアクリジンオレンジ染色条件の検討を
行った．血小板サイズ変化によるものか至適
染色条件はヒト血小板と異なっていたが，血
小板内 RNA の可視化・フローサイトメーター
での血小板検討に成功した．マウス血小板に
おいても活性化後に RNA が減少していた．	
 
(8)	
 マウス体内で血小板が活性化している
か否か確認する手法を構築した．従来の顕微
鏡観察は形態観察的手法が中心であり，血小
板の活性化状態は血小板の偽足形成などで
判断するしか無かった．この検討では血小板
表面マーカーを顕微鏡で観察することで血
小板活性化を in	
 vivo で観察することに成功
した．トロンビン静脈注射で血小板を活性化
させると血中に顆粒放出後の血小板が循環
する様子が確認された．一方レーザーによる
血管内皮傷害部位では必ずしも全ての血小
板が強い活性化状態とはならないことが明
らかとなった．強い活性化状態とならなかっ
た血小板は再度血流にのって循環する様子
が確認され，こういった血小板を流血中から
検出できれば，血栓症が起こるような病態の
診断に有用と考えられた．	
 

図 7.	
 成体マウス体内での活性化血小板の検出	
 

活性化血小板のマーカーを使用してマウス体内で血小

板が活性化しているかどうかを形態だけで無く，蛋白発

現でも確認出来るようにした．血管内皮傷害部位では多

くの血小板が強い活性化に至らず，流血中に戻った．	
 

	
 
(9)	
 マウス血管内皮傷害部位で血小板から
の RNA 放出を顕微鏡で可視化できるか検討し
た(in	
 vivo)．しかしながら，観察は出来な



かった．(8)で示したよう，強い活性化に至
る血小板が少ないことが一因と思われた．	
 
(10)	
 レーザー照射で血管内皮傷害を形成
したマウスの血液中から RNA が減少した血小
板を検出できるか検討した．マウス精巣静脈
血管内皮をレーザー照射で傷害後，採血した
検体をフローサイトメーターで確認すると
図8.に示すようRNA豊富な新生血小板ととも
に RNA の減少した血小板が増加していた．血
小板が活性化している所見は無くアクリジ
ンオレンジ染色でのみ検出が出来た．ヒト臨
床への応用で体内に血管内皮傷害をもつよ
うな患者すなわち血栓症高リスク患者の検
出が出来るようになると考えられた．	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

図 8.	
 血管内皮傷害後血中からの乏 RNA 血小板増加検出	
 

レーザーで血管内皮を傷害したマウスの採血献体(青)

では RNA 豊富な新生血小板比率の増加とともに RNA が減

少した血小板比率が増加していた．血小板活性化の所見

は認めず，本手法でのみ検出が可能と考えられた．	
 

	
 

(11)	
 マウス血小板の活性化上清から RNA の
回収を試みたが，回収出来なかった．そこで
ヒト血小板活性化上清の回収を行った．	
 
(12)	
 血小板に残存する RNA を活性化前後で
比較することで RNA を同定出来ないか検討し
た．マウス血小板から RNA は回収できたもの
のごく微量であり，シークエンスなどの解析
に用いるためには多数のマウス犠牲が必要
であることが分かった．そこでヒト血小板か
ら回収を行い，十分量の RNA 抽出に成功した．
血小板から回収出来た RNA 量を考慮すると血
小板上清から RNA を回収することは困難と考
えられたため，血小板上清の検討は中止した．
回収された RNA を確認すると大きな RNA が殆
ど消失しており micro	
 RNA がその大半を占め
ていた（収量のばらつきが大きいがおおよそ
5-10 倍 micro	
 RNA が多かった）	
 ．次世代シ
ークエンスによる解析は採血後 3日目の血小
板，6 日目の血小板，活性化後の血小板の 3
群に対し行った．興味深いことに血小板老化
と活性化で失われる RNA は異なっていた．老
化前後で RNA の発現比率が変化しなかった
（全ての RNA が均等に減少した）のに対し，
活性化後には特定の RNA が減少していること
が分かった．	
 
(13)	
 micro	
 RNA のデータベース解析では活
性化により減少する RNA が血小板活性化や内
皮リモデリング，好中球遊走に影響を与える
可能性が示唆された．この RNA の利用で血栓
の出来やすさや炎症反応を可逆的に調整す
る新たな治療法が開発できる可能性がある．	
 
	
 
本研究では当初同定した micro	
 RNA をマウス
に導入して生体で治療の有効性を探る予定

であったが，マウス血小板からの RNA 回収が
困難であったこと，	
 micro	
 RNA 配列が影響を
及ぼす可能性のある遺伝子がターゲットを
ヒトとした場合とマウスとした場合で異な
っていたことから，現在ヒト培養細胞系およ
び iPS 細胞由来巨核球を用いて検討を開始し
ている．	
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