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研究成果の概要：血小板のコラーゲンレセプターGPVIの特異的な阻害剤の探索及びそれを用い

た反応機構の解析を行った。 

１． GPVIダイマーと特異的に結合するFabをスクリーニングし、コラーゲンとの結合には

GPVIのダイマー構造が必要なことと、血小板上でGPVIはダイマーとして存在することを

示した。 

２． GPVIと複合体を形成するFcRγ鎖の透過性ペプチドを作製した。このペプチドはコラー

ゲンを介した血小板の活性化を特異的に阻害し、特にSykのリン酸化を阻害した。 

３． 変異 GPVI の解析から、R38 と E40 および R65 が結合活性に強く関与していることを示

した。 
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１．研究開始当初の背景 
GPVI は我々が見出した血小板のコラーゲン
レセプターであるが、クローニング及び細胞
外部分の X線結晶解析が行われ、構造とその
機能の関係が明らかになりつつある段階で
あった。特にリガンドのコラーゲンとは不溶
性のコラーゲン繊維とのみ反応することか
ら、その結合反応が複雑であることが予想さ

れた。また GPVI を介する血小板の活性化機
構は BCR や TCR と同様なチロシンリン酸化を
介するシグナル伝達系によっておりその機
構の解析は研究者の興味を集めている。一方
GPVI とコラーゲンの反応は血栓形成の初発
反応と考えられ GPVI の阻害剤が新しい抗血
栓薬となる可能性があることから、GPVI の阻
害剤の開発が試みられている。 



 
２．研究の目的 
（１）我々は以前の研究により、GPVI の細
胞外部分の組換え蛋白はそのままではコラ
ーゲンとは結合しないが、IgG の Fc 部分と
融合させてダイマーとしたものはコラーゲ
ンと強く結合することを見出していた。この
事はダイマーを形成することによりコラー
ゲンとの結合にかかわる構造が形成された
と考えられる。GPVI がダイマー構造をとっ
ていることはX線構造解析の結果からも示唆
されていた。GPVI ダイマー特異的な構造が
コラーゲンとの結合に関与していることを
明らかにするためにファージディスプレイ
法を用いて GPVI ダイマーとのみ結合する
Fab をスクリーニングし、GPVI ダイマー特
異的な構造とコラーゲンとの結合活性の関
係を明らかにすることを目的としている。 
（２）GPVI は血小板上では Fc 受容体γ鎖
（FcRγ）と複合体を形成しており、コラー
ゲンとの結合によりFcRγの細胞内 ITAM配
列にある 2個のチロシン残基がリン酸化され
る。このリン酸化 ITAM にチロシンキナーゼ
Syk が SH2 ドメインを介して結合し活性化
される。活性化 Syk が更に LAT, PLCγ２な
どを活性化し血小板の活性化を引き起こす
と考えられている。これらの細胞内シグナル
伝達反応を特異的に阻害できればGPVIを介
した活性化反応を特異的に阻害できると考
えられる。本研究では ITAM のペプチド配列
に脂肪酸を融合させ膜透過性にしたペプチ
ドを合成し、これらのペプチドによる GPVI
を介する活性化反応への作用を解析した。 
（３）GPVI の組換え蛋白に変異を加えてコ
ラーゲンとの結合部位を特定する報告が出
されており、また X 線構造解析の結果からも
コラーゲンとの結合部位が推定されている。
これらの結果はコラーゲンがGPVIの特定の
部位と強く結合しているというより多くの
部位を介して結合反応が起こっていること
を示唆している。報告されたコラーゲンとの
結合に関与するアミノ酸残基はそれ単独の
変異による影響は小さい。しかし以前に我々
は大きな結合活性の低下を伴う変異を見出
しており、今回はこの変異を更に解析するこ
とを目指している。 
 
３．研究の方法 
（１）GPVI の細胞外部分の組換え蛋白
（GPVIex）および融合に使用した Fc 部分を
含むヒト IgG には結合せず、GPVI ダイマー
（GPVI-Fｃ2）と結合する Fab をファージデ
ィスプレイ法を用いてスクリーニングした。
得られた 6 クローンの中で 5 クローンは
GPVI ダイマー特異的に結合した。これらの
Fab は C 末端にタグとして Myc と His 以外
に double helix を挿入しておりこの double 

helix を介して Fab は二価となっている
（b-Fab）。活性の強い b－Fab の double 
helix を削除し一価にしたものも作製した
（m-Fab）。これらの Fab の血小板凝集反応、
GPVI－Fc2 のコラーゲンへの結合反応、血
小板への結合反応などを測定した。 
（２）FcRγ鎖 ITAM 部分の 18 個のアミノ
酸配列ペプチドの N 末端にパルミチン酸を
結合させたペプチドを合成した（p-ITAM-Y）。
ITAMにある 2個の Tyr残基をPheに変換し
たペプチド（p-ITAM-F）及びリン酸化した
ペプチド（p-ITAM-YP）を合成した。これら
3 種の ITAM ペプチドの血小板凝集反応、血
小板放出反応、細胞内 Ca 遊離反応、及び血
小板活性化に伴うチロシンリン酸化反応な
どに対する作用を解析した。 
（３）GPVI と相同性の高い KIR とのキメラ分
子を作製し、キメラ分子のコラーゲン及び
CRP（collagen related peptide）との結合
活性を解析し、コラーゲンとの結合に関与す
る GPVI 部分を推定する。この GPVI 部分のア
ミノ酸に変異を加えた GPVI-Fc2 を作製し、
コラーゲン及び CRPに対する結合活性を解析
した。 
 
４．研究成果 
（１）ファージディスプレイ法を用いてスク
リーニングした結果GPVIダイマーに特異的
に結合する 5 種の Fab を得ることができた。
この 5 種の Fab は二価の b-Fab であるが、
これらの Fab は血小板を活性化し凝集させ
た。一方一価にした m-Fab はコラーゲンに
よる血小板凝集を阻害した。マウスのモノク
ローナル抗体を用いても二価の IgG によっ
て血小板は凝集し、一価の Fab にするとコラ
ーゲン凝集を阻害することが報告されてお
り、この b-Fab も同様に GPVI を架橋するこ
とにより血小板を活性化したと考えられる。
B-Fabおよびm-FabはGPVI-Fｃ２のコラー
ゲン繊維への結合を阻害した。また m-Fab
の血小板への特異的結合がフローサイトメ
ーターにより観察された。これらのことより、
GPVI は血小板上で二量体を形成して存在し
ており、また二量体を形成することにより特
有のコンフォメーションが形成され、このコ
ンフォメーションがコラーゲンとの結合に
関与していることが示された。抗血栓薬とし
て GPVI の阻害剤に注目が集まっているが、
我々の結果はGPVIダイマー特異的な構造に
結合する物質をスクリーニングすることに
より効率的に阻害剤が得られることを示唆
している。 
（２）パルミチン酸を導入して膜透過性にし
た ITAM ペプチド（p-ITAM-Y）、Tyr 残基を Phe
に変換したもの（p-ITAM-F）及びリン酸化し
たもの（p-ITAM-YP）の血小板凝集、放出反
応、細胞内 Ca 遊離反応に対する作用を解析



すると、p-ITAM-Y および p-ITAM-F は何の作
用も示さなかったが、p-ITAM-YP はコラーゲ
ンによる血小板凝集、セロトニン放出及び細
胞内 Ca 遊離を阻害するとともに、トロンビ
ンによるこれらの反応には影響を与えなか
った。これらのことは p-ITAM-YP が GPVI 特
異的な活性化反応を阻害していることを示
している。 

GPVI はコラーゲンの立体構造を認識して結

合していると考えられる。そこで異なったタ

イプのコラーゲン繊維への組換え GPVI の結

合反応を解析した。GPVI はタイプ I, II 及び

III コラーゲンと結合し、特にタイプ III コ

ラーゲンへの結合が強かった。シート状の繊

維を形成するタイプ IV, VI コラーゲン及び

細繊維を形成するタイプ Vコラーゲンにはほ

とんど結合せず、GPVI はフィブリルタイプの

コラーゲン繊維と強く結合すると考えられ

た。タイプ I及びタイプ III コラーゲンへの

流血下での血小板の粘着反応を比較すると、

タイプ IIIコラーゲン上で血小板はより大き

な凝集塊を形成して粘着していることが明

らかになった。タイプ III コラーゲンへの強

い結合活性がコラーゲン上での強い血小板

の活性化を引き起こし、大きな血小板凝集塊

の形成に至ったと考えられ、生理的には血管

内皮下に存在するタイプ IIIコラーゲンが血

栓形成に強く関与していると考えられる。 

その作用機作を明らかにするためにコラー
ゲンによる血小板の活性化にともなうチロ
シンリン酸化反応を解析した。P-ITAM-YP は
CRP による FcRγ鎖のチロシンリン酸化には
影響を与えなかったが、Syk のリン酸化を阻
害した。Syk はその SH2 ドメインを介してリ
ン酸化された FcRγに結合することが示され
ており、p-ITAM-YP は下に示すように Syk と
結合することにより Syk の FcRγへの結合を
阻害することにより活性化を阻害している
と考えられた。なお他の ITAM ペプチドは影
響を与えなかった。 
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