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研究成果の概要（和文）：シロスタゾール投与前後においてコラーゲン刺激による血小板凝集能、ウェスタンブ
ロット法によるHSP27のリン酸化レベル、血小板から遊離されるplatelet factor 4および、soluble CD 
40ligandをELISA法にて解析を行った。
血小板凝集能および細胞内情報伝達におけるHSP27のリン酸化は低下傾向が見られた。血小板から放出される
platelet factor 4、soluble CD 40ligandは抑制傾向がみられた。以上の結果からシロスタゾールはコラーゲン
刺激における血小板内におけるHSP27のリン酸化を抑制し生理活性化物質の放出を抑制する可能性が示唆され
た。
　

研究成果の概要（英文）：In the present study, we conducted an investigation into the effect of 
cilostazol on the phosphorylation of heat shock protein 27 (HSP27) and the release of platelet 
factor 4 and soluble CD 40ligand from collagen-activated platelets in type 2 diabetes mellitus (DM) 
patients. 
It was demonstrated that the rate of platelet aggregation was reduced up to 1.0 micro M, and the 
levels of phosphorylated-HSP27 (Ser-78 and Ser-82) were also attenuated after cilostazol 
adminstration.The released platelet factor 4 and soluble CD 40ligand levels from collagen-stimulated
 platelets were reduced by administration of cilostazol. These results strongly suggest that 
cilostazol inhibit collagen-induced activation of platelets through attenuation of 
phosphorylated-HSP27 and release of platelet factor 4 and soluble CD 40ligand in type 2 DM patients.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
糖尿病は血小板活性化および動脈硬化に
より脳梗塞、心筋梗塞の危険因子であること
は広く知られており、予防には血栓症･動脈
硬化に対する治療を同軸に考える必要があ
る。血栓症に対して、抗血小板剤による脳・
心血管系のイベント抑制が期待されるが、最
大の問題点として抗血栓作用に相応する重
篤な出血性合併症が挙げられている。抗血小
板剤による血栓イベント低減効果はそれに
応じる致死的イベントを含む重篤な出血イ
ベントが増加するため、現段階での抗血小板
剤による血栓塞栓症の完全な予防は不可能
とされており、血小板凝集能以外の治療ター
ゲットが模索されている。 
PDE(Phoshodiesterase)Ⅲ阻害薬であるシ
ロスタゾールは他の抗血小板剤と比較し出
血性合併症が少ないことが大規模臨床試験
にて示されている。また血小板凝集抑制だけ
でなく血管内皮や血管平滑筋にも作用する
ため、頭蓋内動脈狭窄や頚動脈狭窄の進展予
防、冠動脈ステント留置後の再狭窄の抑制効
果などが報告されている。シロスタゾールは、
血栓症･動脈硬化への効果が期待されている
薬剤である。当教室ではシロスタゾールを健
常人血小板に対して in vitro に投与するこ
とによってADP刺激時における血小板由来生
理活性化物質分泌を抑制することをすでに
報告している。血栓形成においては血液成分、
血流、血管壁の 3 徴が複雑に関与している。
血液(血小板・凝固線溶)、血流(血圧、流速)
についてはある程度評価が可能であったが
血管壁の機能については十分な評価が困難
であった。近年注目されている血管内皮機能
検 査 と し て FMD(flow mediated 
vasodilation)が挙げられる。上腕動脈を駆
血させると NO･アデノシン･内皮由来過分極
因子(EDHF)の増加、交感神経脱分極などによ
り駆血部より遠位である前腕部に reactive 
hyperemia が起こる。血流増加は上腕動脈内
面の shear stress となり、内皮型 NO 合成酵
素を活性化して上腕動脈血管内皮細胞での
NO 産生を増大させ、さらに隣接する平滑筋に
作用を及ぼしてグアニル酸シクラーゼ
(cGMP)を活性化し、cGMP を介して血管を拡張
させる。駆血解除後の血管径を超音波検査に
て計測し変化率を計算することで血管内皮
機能を測定することができる。喫煙患者に対
してシロスタゾールを内服させることで血
管内皮機能が改善したとの報告がなされて
いる。 
２．研究の目的 
シロスタゾールはこれまでにアラキドン
酸やADP刺激に対して強い凝集能抑制効果が
報告されているが、コラーゲンに対する凝集
能抑制は比較的弱いとされている。血管損傷
時に血小板が内皮下組織に露出されるとコ
ラーゲンと血小板が粘着し血小板はコラー
ゲン上を rolling しながら減速する。この間
に活性化が起こり最終的に血小板膜上に存

在するコラーゲン受容体である GPⅥと結合
し生理活性化物質を分泌、自身および周囲の
血小板を活性化し 2次凝集へと至る。この点
から、コラーゲン刺激時における血小板凝集
は、生体内において最も考えうる活性化機序
を反映していると考えられる。今回、生体内
でもっとも想定される機序であるコラーゲ
ン刺激での血小板凝集能および凝集能以外
の観点として血小板由来生理活性化物質分
泌抑制効果についてシロスタゾールの内服
前後における ex vivo での評価を行う。 
 
３．研究の方法 
シロスタゾール内服前後における血管内
皮機能および血小板凝集能の検討 
血管内皮機能および血小板凝集能検査は
内服前、1 ヶ月後に実施する。FMD の改善効
果と血小板凝集能の変化、相関性についての
検討を行う。また、患者基本情報として年齢、
性別、基礎疾患(高血圧、高脂血症、糖尿病、
冠動脈疾患、閉塞性動脈硬化症等)、使用中
の薬剤名、血小板数、高感度 CRP、頚動脈エ
コーによる IMT、画像所見等を収集し臨床情
報との関連を解析する。 
シロスタゾールの新たな抗血小板作用機
序の解明 
血小板を分離し、Western Blotting 法にて
経時的な変化を解析する。上清は ELISA 法に
て血小板由来生理活性化物質の変化を解析
する。血小板凝集能検査については、糖尿病
患者のシロスタゾール内服前および1ヵ月後
における採血サンプルを低速にて遠心分離
し PRP(plate poor plasm)を調整する。270
マイクロlのサンプルに対してコラーゲンを
添加しレーザースキャッタリング法にて血
小板凝集能を測定する。 
次に各 sample を遠心分離、上清は ELISA 
用として-80℃で保存する。血小板はこれま
で薬理学教室の研究において血小板凝集へ
の 関 与 が 認 め ら れ た HSP(Heat Shock 
protein)について解析する。血小板凝集能検
査にて得られた上清をELISA法にて解析する。
血小板活性化マーカーとして可溶性 CD40 
ligand、PF4(Platelet Factor 4)の測定を行
う。 
シロスタゾール内服前および１ヵ月後に
おいて FMD 測定を行う。駆血により一定時間
動脈血流を完全に遮断した後の上腕動脈血
管径の変化率を計測して評価する。通常、前
腕動脈血流量は駆血解除後5～10秒程度で最
大値を示し、前腕血管径はそれに遅れて駆血
解除 45～60 秒後に最大値となる。その径変
化は導管血管レベルでの血管内皮機能を反
映する。血管径の計測は超音波法で行い、駆
血後の最大血管拡張径－安静時血管径を安
静時血管径で除して FMD を求める。 
４．研究成果 
投与後のコラーゲン刺激(0.1、0.3、1.0 
mg/ml)による血小板凝集能は投与前と比し
低下傾向が見られ、コラーゲン 0.3 mg/ml に



おいて有意に抑制した。細胞内情報伝達にお
いてはシロスタゾール投与後のコラーゲン
刺 激 に よ る 血 小 板 は 投 与 前 と 比 し
HSP27(Ser-78、82)のリン酸化について有意
差は認められないが、低下傾向が見られた。
血小板から放出される生理活性化物質につ
いて platelet factor 4 はシロスタゾール投
与前と比し抑制傾向がみられ、soluble CD 
40ligand についてはコラーゲン 0.1 および
0.3 ㎎/ml 刺激において有意に低下が認めら
れた。 
以上の結果からシロスタゾールはコラー
ゲン刺激における血小板内におけるHSP27の
リン酸化を抑制し生理活性化物質の放出を
抑制する可能性が示唆された。 
 動脈硬化の指標につて FMD(flow mediated
  vasodilation)による解析を予定
していたが本機材を導入後からシロスタゾ
ールが導入となる対象患者が数名しかいな
いため統計手技を用いた解析ができなかっ
た。 
以上から得られた成果の一部を基に下記
論文を作成した。 
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