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研究成果の概要：

本研究において、申請者らはインテグリンIIb3に関して新たにリガンドカイネティックアッ

セイを開発し、種々のアゴニスト刺激におけるIIb3のダイナミックな解析を行った。さらに巨

核球系細胞株であるCMK細胞を用いた遺伝子操作可能な実験系も確立した。これらの実験系を用

いて、ADP受容体P2Y12は初期のIIb3活性化には必須ではないが、活性化の維持に重要であるこ

と、Semaphorin 3A(Sema 3A)は、アゴニスト刺激によるAktの活性化およびRap1Bの活性化を抑

制することが明らかになった。

以上より、P2Y12 がIIb3 活性化の維持に必須の分子であり、Sema 3A が血小板機能の負の制

御因子として機能していることが明らかになった。
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１．研究開始当初の背景

心筋梗塞や脳梗塞など動脈硬化を基盤

とした動脈血栓症は、現代社会における高

齢化やメタボリックシンドロームの増加

に伴い著しく増加しており、本邦のみなら

ず世界の死因の約 30%を占める極めて重大

な疾病である。この現状からも、血管病、

特に動脈血栓性疾患の発症抑制およびそ

の制御法の開発は現代医療に課せられた

最重要課題の一つであると言える。血小板

は動脈血栓発症の中核を形成するだけで

なく、IL-1や MCP-1、CD40L、SDF-1 など

のサイトカインを放出し動脈硬化進展や

血管新生に大きく関与していることが最
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近明らかとなってきた。このように血小板

機能の制御機構を解明し機能制御におけ

る標的分子を同定することは、血管病発症

を制御する上で必須のことと考えられる。

止血および病的血栓の分子機構として

は、コラーゲンや ADP などの血小板活性

化物質に対する受容体からの血小板活性

化シグナルと血小板表面上の種々の接着

分子が協調して作働し血栓を形成するこ

と、さらにインテグリンIIb3(GPIIb-IIIa)

が血小板凝集に必須であることが明らか

にされている。しかしながら、傷害部位に

おいて血栓は無限に増大するのではなく、

その大きさは限定される。このことからも、

血栓形成は血小板活性化機構だけでなく

その抑制機構とのバランスにより制御さ

れていることは容易に想像される。しかし

ながら、NO やプロスタサイクリン以外の

血小板機能抑制分子に関しての知見は皆

無に等しいのが現状である。 また、IIb3

はダイナミックにその機能を変化させて

いるが、このカイネティックスに関しての

詳細も不明のままである。

２．研究の目的

申請者らは、現在までの研究成果として、

P2Y12受容体欠損患者の詳細な解析を基盤

として 1) ADP-P2Y12 システムがほとんど

全ての血小板アゴニスト刺激時のIIb3活

性化の維持機構に必須であることを明ら

かにし、P2Y12 が血栓サイズを規定するセ

ンサーとして作動していることを提唱し

た。2) CMK 細胞を用いて分化に伴う遺伝

子変化の網羅的解析結果を基盤として、新

たなIIb3機能抑制分子（あるいは血小板

機能制御分子）として以下の分子の同定に

成功している(SHPS-1-CD47 システム、

Semaphorin 3A、Adiponectin。本研究では、

上記の成果を踏まえ、血小板機能、特に

IIb3の活性化制御機構のさらなる解明を

めざし、従来検出されていなかったダイナ

ミックに変化するIIb3活性化を検出しう

る新たな有核細胞を用いた実験系を構築

することを目指し、さらには血小板機能制

御分子の分子機構を解明し、新たな抗血栓

療法の創生に寄与することを目的として

いる。

３．研究の方法

(1). IIb3 活性化の新規実験システムの構

築

IIb3の活性化の検出は、その indicator で

ある FITC 標識-PAC-1 抗体の結合が定常状

態に達するまでに 30 分を要するため、ダイ

ナミックな変化を検出しえない。新規実験

系では、従来の結合実験を改変し、ダイナ

ミックなIIb3 機能変化を検出するために、

巨核系細胞を PAR1 にて刺激後、30 秒ごと

に FACS にて瞬時に PAC-1 結合量を測定す

る新たな解析法（リガンドカイネティック

アッセイ）を行なう。この系を用いて CMK

巨核球細胞株や培養巨核球におけるIIb3

活性化の時間軸解析を行う。

(2). 血小板機能制御分子の分子機構の解

析

スタンダードな実験手法および新規実験

システムを用いて以下の検討を行なう。

①P2Y12 欠損血小板でのIIb3 活性化の時

間軸解析

②CMK 細胞を用いて、種々の遺伝子導

入実験を行い、候補分子の機能を明らかに

する。

③Semaphorin 3A(Sema 3A)、アディポネ

クチン、SHPS-1 の血小板やＣＭＫ細胞に及

ぼす作用を解析する。

４．研究成果

本研究においては、新たにリガンドカイネ

ティックアッセイを開発し、IIb3のダイナミ

ックな変化を詳細に解析した。その結果、

P2Y12欠損血小板の刺激直後のリガンド結合

速度は正常コントロールと差を認めなかっ

た。30秒後では、正常コントロールでは結合

速度が増加したが、P2Y12欠損血小板ではリガ

ンド結合速度が低下し、150秒後ではその速

度は著明に減少した。さらにそのシグナル伝

達において、P2Y12欠損血小板においては刺激

初期のRap1Bの活性化は惹起されるものの、

その活性化が維持できないことも明らかに

なった。これらの結果は、P2Y12阻害剤である

ARC69931MX (AR-C)を用いても再現された。

下図は血小板を50μMPAR1ペプチドにて刺激

したときのRap1の活性化を示しているが、

P2Y12阻害剤の存在時においてもRap1の活性

化は充分に惹起されるが、その活性化の持続

時間がコントロールと較べ極めて短時間で

あった。このRap1活性化の時間的な変動は、



P2Y12欠損血小板において刺激直後のIIb3活

性化が正常コントロール血小板と比べ差を

認めなかった成績と合致するものである。

上段：活性型Rap1、下段：Rap1全体

さらに、培養巨核球のみならず巨核系細胞

株CMKにおいても生理的なPAR1刺激において

3～5分をピークとして一過性にIIb3が活性

化することを明らかにした。この活性化は

P2Y12阻害剤ARC69931MXによっても抑制され

なかった。このCMK細胞にP2Y12を発現させる

と、IIb3の活性化の持続時間が延長した。以

上より、巨核球においては、少なくとも機能

的なP2Y12は発現しておらず、そのためIIb3

は一過性に活性化するのみであることが示

された。

一方、Semaphorin 3A(Sema 3A)はIIb3の初

期活性化を抑制し、さらに放出反応も抑制す

るなど血小板機能を広範に抑制するが、その

作用としてGPCRを介した刺激としてトロン

ビン、GPCRを介さない刺激として

convulxin(CVX)によるGPVIからのシグナル

伝達を解析した。その結果、Sema 3Aがこれ

らのアゴニストによるAktの活性化および

Rap1Bの活性化を抑制することが明らかにな

った。一方、Sema 3Aはトロンビンによる細

胞内Caイオン上昇は抑制しないが、CVXによ

る細胞内Caイオン上昇を若干抑制した。

以上より、P2Y12 がIIb3 活性化の維持に必

須の分子であり、Sema 3A が血小板機能の負

の制御因子として機能していることが明ら

かになった。

５．主な発表論文等
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線）

〔雑誌論文〕（計 8 件）

① 冨山佳昭：特発性血小板減少性紫斑病. 臨

床血液 49(10):14-21,2008 査読有

② 冨山佳昭：造血障害に対する免疫抑制療

法：特発性血小板減少性紫斑病. 血液フロ

ンティア 18(7):87-93, 2008 査読無

③ 冨山佳昭：抗血小板薬の種類とその作用

機序. Clinician 567:18-22, 2008 査読無

④ Masaie H, Oritani K, Yokota T, Takahashi I,

Shirogane T, Ujiie H, Ichii M, Saitoh N, Maeda

T, Tanigawa R, Oka K, Hoshida Y, Tomiyama

Y, Kanakura Y. Adiponectin binds to

chemokines via the globular head and

modulates interactions between chemokines

and heparan sulfates. Exp Hematol.

35(6):947-956, 2007 査読有

⑤ 冨山佳昭：紫斑の種類と病因. 日本血栓止

血学会誌 18(6):559-562, 2007 査読無

⑥ 柏木浩和、冨山佳昭：Semaphorin 3A によ

る血小板機能抑制. Angiology

Frontier6(3):18-24, 2007 査読無

⑦ 冨山佳昭：血栓形成のメカニズム

up-to-date. Angiology Frontier6(3):11-17,

2007 査読無

⑧ 冨山佳昭、倉田義之：血液疾患をどのよ

うに診断するか：血小板減少症. モダンフ

ィジシャン 27(4):511-514, 2007 査読無

〔学会発表〕（計 16 件）

① The American Society of Hematology 50th

Annual meeting (2008.12.6-9, San Francisco,

USA, Kaushansky K)

Tadokoro S, Shiraga M, Kashiwagi H, Kamae

T, Akiyama M, Nakazawa T, Kanakura Y,

Tomiyama Y: (Poster) A role for α-actinin in

inside-out IIb3 signaling.

② 第 31 回日本血栓止血学会学術集会

(2008.11.20-22, 大阪, 松尾 理)

冨山佳昭: (教育講演) 血栓形成の分子機

構：促進機構と抑制機構.

③ 第 31 回日本血栓止血学会学術集会

(2008.11.20-22, 大阪, 松尾 理) 本田

繁則, 池島裕子, 田所誠司, 前田祐輔,
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昭, 木下タロウ, 宮田敏行. (優秀ポスタ

ー) 変異導入法を用いたインテグリン機

能発現分子の同定.

⑧ 5th Congress of the Asian-Pacific Society on

Thrombosis and Haemostasis (2008.9.18,

Singapore, Republic of Singapore, Tien SL)

Tomiyama Y: (Plenary session) Positive or

negative regulatory system for platelet
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秋山正夫, 柏木浩和, 東道公人, 田所誠
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田所誠司, 白鹿正通, 冨山佳昭, 金倉

譲:（ポスター）抗 GPVI 抗体に起因すると
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昭, 金倉 譲:（口演）Talin と-actinin

による血小板インテグリンIIb3活性化調

節機構の解析.
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Semaphorin 3A inhibits platelet function via

PI3 kinase-dependent pathways.(Poster)
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