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研究成果の概要（和文）：血小板におけるTRPチャネルを介する容量性Ca2+ 流入 (CCE) 及びジアセルグリセロ
ール (DG) 依存性Ca2+流入に対するポリフェノールの効果について、血小板凝集と細胞内Ca2+濃度を評価して検
討した。受容体活性化目的でのトロンビン刺激及びCCE惹起目的でのタプシガルギン刺激の際の血小板凝集とCa2
+流入を検討したところ、それぞれの刺激に対する反応は12.5μMおよび6.25μM以上のレスベラトロールにより
有意に抑制された。一方、OAGによるDG依存性Ca2+流入に対しては50μM以下では抑制を認めなかった。従ってレ
スベラトロールはCCEに作用して血小板活性化を抑制すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Resveratrol has been shown to inhibit platelet aggregation. However, the 
mechanism for this action of resveratrol remains to be clarified. The purpose of this study was to 
elucidate the Ca2+-related mechanism for the inhibitory action of resveratrol on platelet 
aggregation.
Thapsigargin-induced Ca2+ entry into platelets and subsequent platelet aggregation were 
significantly inhibited in the presence of resveratrol at 6.25 μM or higher concentrations, while 
OAG-induced Ca2+ entry and subsequent platelet aggregation were not affected by resveratrol at 
concentrations up to 50 μM. Thrombin-induced Ca2+ entry into platelets and subsequent platelet 
aggregation were significantly inhibited in the presence of resveratrol at 12.5 μM or higher 
concentrations. The results suggest that resveratrol inhibits thrombin-induced platelet aggregation 
through inhibiting capacitative Ca2+ entry into platelets.

研究分野：血小板機能、イオンチャネル

キーワード： 血小板　血栓症　容量依存性カルシウム流入　TRPチャネル　ポリフェノール類　レスベラトロール

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来、抗酸化物質であるポリフェノール類は、その抗血栓作用を介して動脈硬化性疾患のリスクを低下させるこ
とが知られていた。本研究により、代表的なポリフェノール類であるレスベラトロールには直接的な血小板凝集
抑制作用があり、この作用は血小板のTRPチャネルを介する容量性カルシウム流入の低下によることが示唆され
た。超高齢化社会である今日の我が国では、健康寿命の延伸は医療経済面からも緊迫の課題であり、動脈硬化性
疾患の一次予防は極めて重要である。本研究はポリフェノール類を含有する機能性食品の開発や創薬に繋がる基
礎研究として、需要に答え得るシーズを創造する可能性があり、その学術的意義および社会的意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
レスベラトロールはスチルベノイドポリフェノールの一種であり、ブドウの果皮に含まれる
抗酸化物質として知られている。乳脂肪や肉類の摂取量の多いフランスにおいて、血中コレステ
ロール値が他のヨーロッパ諸国と変わらないにもかかわらず冠動脈疾患 (CHD) 死亡率が低率
であるという、いわゆる“フレンチパラドックス”と呼ばれる現象が報告されている [1]。これ
らの疫学調査において赤ワイン消費量と CHD死亡率に強い相関が認められた事より、レスベラ
トロールの心血管関連疾患への予防効果が期待された。しかしながらこの報告では個人間で異
なる交絡因子を検証する事ができず、その抗血栓作用のメカニズムについても明らかにされて
いない。レスベラトロールはマウスでは寿命延長効果が示されているが [2]、「レスベラトロー
ルの抗血栓効果はヒトでも検証可能であるか、そしてどの様な作用機序を介して血小板に作用
するのか」については未だ明らかにされていない。 
また、大豆に含まれるイソフラボンはエストロゲン類似作用を持つ事で知られるポリフェノ
ール類の一種である。日本人を対象としたコホート研究では大豆製品の摂取量と脳梗塞発症予
防の関連性が示されており [3]、抗血栓効果が期待されるが、イソフラボンの血小板への作用機
序も明らかではない。 
一方、血小板活性化経路については TRP (transient receptor potential) チャネル [4] を介し
た Ca2+ 流入が主要な役割を演じている事が明らかとなっており、これが容量性 Ca2+ 流入 
(capacitative Ca2+ entry: CCE) の分子的実体とされている。血小板には CCE以外のジアセル
グリセロール (DG) 依存性の Ca2+ チャネルも存在するが、上記のポリフェノール類の抗血栓効
果がどの活性化経路へ影響を及ぼしているかも不明のままである。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、レスベラトロールをはじめとするポリフェノール類が、フレンチパラドック
スで示された抗血栓作用を示す際のメカニズムを解明することにある。特にレスベラトロール
が血小板機能に対する直接的な効果を有しているかについては検討された報告がほとんど無く、
血小板活性化シグナル経路に特異的なアゴニストを用いて凝集能を検討したものは皆無である。 
そこで今回我々は、in vitroにおけるレスベラトロールの血小板機能抑制効果について検討する
ために、生理的アゴニストであるトロンビンをはじめとして、CCEの活性化を目的として Ca2+ 

- ATPase 阻害剤であるタプシガルギンおよび、ジアセルグリセロール (DG) 依存性 Ca2+ 流入
を惹起するために DGアナログである 1-oleoyl-2-acetyl-sn -glycerol (OAG) を用いた。トロン
ビンはPIP2 の活性化を介してイノシトール3リン酸 (IP3) とDGによって引き起こされるCa2+ 

流入を誘導する [5, 6]。IP3は血小板細胞内の Ca2+ 放出を誘導することにより CCEをもたらす 
[7]。タプシガルギンは細胞内貯蔵 Ca2+ の再取り込みを抑制することにより、Ca2+ ストアの枯
渇をトリガーとする CCEを惹起する [8]。一方で、DGアナログである OAGは CCEとは独立
した活性化 Ca2+ チャネルを介して Ca2+ 流入を引き起こす [9,10]。これらのチャネル特異的な
血小板活性化を計測することにより血小板活性化経路別にレスベラトロールの抗血栓効果をそ
れぞれ検討することとした。 
 
３．研究の方法 
検体の作成 
血液は、実験前に少なくとも 10日間投薬を受けていなかった健康なドナーから採取した。実
験には血液検体から洗浄血小板浮遊液を作成して、各測定に供した。この研究は兵庫医科大学の
倫理委員会 (No. 1799) によって承認され、実験手順はヘルシンキ宣言に従った。血液 (18 ml) 
を 2 mlの 3.2％クエン酸ナトリウムを含むプラスチックチューブに採取し、150×gで 10分間遠
心分離し、多血小板血漿 (PRP) として上清を得た。続いて、PRPをヘペス (NaCl 150 mM、
KCl 5 mM、グルコース 10 mM、HEPES 10 mM) (pH 7.4) で緩衝し、1 mMの EGTAにて抗
凝固した 40ml の Ca2+ および Mg2+ を含まないタイロード溶液と混合した。再度 150×g で 10
分間遠心分離し、上清をさらに 400×gで 5分間遠心分離した後、得られたペレットを上記のタ
イロード - ヘペス溶液 40 mlで浮遊させ、次に 400×gで 5分間さらに遠心分離した。ペレット
を 2mlの Ca2+を含まないタイロード溶液 (NaCl 150 mM、KCl 5 mM、MgCl2 1 mM、グルコ
ース 10 mM、および HEPES 10 mM) (pH 7.4) で浮遊させ、得られた洗浄血小板浮遊液を実験
に使用した。検体は採血後 2時間以内に各実験に供した。 
 
細胞内 Ca2+ 測定 
細胞内 Ca2+ 濃度については、上記手法にて洗浄血小板浮遊液を作成する過程で蛍光 Ca2+ 試
薬である fura - 2 / AM (終濃度 5 μM) を 37℃で 30分間負荷することにより検体を作成した。
そして蛍光測定は、分光光度計 (F-2500、日立ハイテクノロジーズ株式会社) を用いて 37℃に
加温した 0.4 mlのキュベットを使用して、2波長励起 1波長蛍光で実施された (励起波長: 340
および 380 nm、蛍光波長: 510 nm) 。  
 



血小板凝集の測定 
血小板凝集は、ヘペス (NaCl 150 mM、KCl 5 mM、MgCl2 1 mM、グルコース 10 mM、お
よび HEPES 10 mM) (pH 7.4) で緩衝された Ca2+ フリータイロード溶液に懸濁された血小板を
使用して測定され、透過光式血小板凝集能測定装置 (PRP313M、株式会社タイヨウ) を用いて
評価した。 
 
４．研究成果 
血小板凝集測定の結果の一例をFigure 1に示す。血小板の刺激惹起剤は a: トロンビン (0.025 

U/ml)、b: タプシガルギン (100 nM) 、c: OAG (100 μM) をそれぞれ添加している。レスベラ
トロールを終濃度 12.5 μM にて投与するとトロンビン及びタプシガルギン刺激の際には血小
板凝集の抑制を認めたが、OAG 刺激の際にはレスベラトロールによる影響は見られなかった。 
 

 
血小板の細胞内 Ca2+ 濃度の測定結果の一例を Figure 2 に示す。同様に血小板の刺激惹起剤
は a: トロンビン (0.025 U/ml) 、b: タプシガルギン (100 nM) 、c: OAG (100 μM) をそれぞ
れ添加している。レスベラトロールを終濃度 12.5 μMにて投与すると凝集測定時と同様トロン
ビン及びタプシガルギン刺激の際には血小板凝集の抑制を認めたが、OAG刺激の際にはレスベ
ラトロールによる影響は見られなかった。 
 
上記所見より、血小板凝集及び細胞内 Ca2+ 濃度の変化に対する種々の濃度のレスベラトロー
ル添加による抑制効果をトロンビン、タプシガルギン、OAGの各アゴニスト刺激により検討し
た (Table 1) 。トロンビン刺激では 12.5 - 50 μMのレスベラトロール存在下で濃度依存的に血
小板凝集、細胞内 Ca2+ 濃度ともに抑制された。タプシガルギン刺激では 6.25 - 50 μMのレス
ベラトロール存在下で濃度依存的に血小板凝集、細胞内 Ca2+ 濃度ともに抑制された。しかしな
がら OAG刺激下では血小板凝集、細胞内 Ca2+ 濃度のいずれもレスベラトロール添加の影響を



受けなかった。 
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Resveratrol (µM) 0 3.125 6.25 12.5 25 50
Thrombin

Aggregation (%)
Ca2+ entry (nM)

81.83 (4.02)
125.34 (29.13)

73.38 (3.46)
104.73 (19.32)

66.25 (5.50)*
101.63 (25.94)

58.33 (12.09)**
92.59 (18.37)*

40.8 (6.53)**
83.65 (4.98)**

21.75 (9.57)**
63.52 (11.55)**

Thapsigargin
Aggregation (%)
Ca2+ entry (nM)

69.88 (3.08)
604.78 (128.07)

71.00 (5.18)
465.95 (126.16)

63.86 (7.40)**
396.62 (129.83)**

49.17 (10.61)**
395.69 (70.90)**

38.00 (9.17)**
351.37 (37.91)**

20.50 (8.34)**
320.73 (68.26)**

OAG
Aggregation (%)
Ca2+ entry (nM)

76.60 (4.40)
93.31 (16.64)

75.00 (3.00)
90.57 (6.92)

77.33 (2.31)
95.54 (5.45)

74.00 (4.42)
88.64 (12.48)

70.50 (3.41)
79.67 (11.28)

67.00 (6.90)
77.19 (12.11)

Table 1. Effects of different concentrations of resveratrol on platelet aggregation (upper lines) and Ca2+ entry into platelets (lower 
lines) induced by thrombin, thapsigargin and OAG. 

Data are means (%) with standard deviations indicated in parentheses. Platelets were stimulated with thrombin (0.025 U/ml), 
thapsigargin (0.1 µM) and OAG (100 µM). Asterisks denote significant differences (*, p < 0.05; **, p < 0.01) from the control in 
the absence of resveratrol. N = 5-9.
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