
大阪大学・医学部附属病院・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

血小板インテグリン活性化の分子機構および血管病変形成における意義の解明

Molecular mechanism of platelet integrin activation and association with 
vascular lesion

１０４３２５３５研究者番号：

柏木　浩和（Hirokazu, Kashiwagi）

研究期間：

１９Ｋ０８８１３

年 月 日現在  ４   ５ ２０

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：αIIbβ3の恒常的活性化をきたすαIIb(R995W)ノックインマウスを作成し、KIマウス
においてはヒトと同様に巨大血小板減少を呈すること、骨髄および脾臓における巨核球の数・形態および分化に
も異常を認めない一方で、培養巨核球を用いて巨核球におけるproplatelet形成が障害されることを明らかにし
た。またKIマウスにおいては主にαIIbβ3の発現低下に伴う強い血小板機能障害を呈することを示した。さらに
新たないβ3遺伝子異常に伴う血小板減少症を見出した。本例では従来の報告と異なりαIIbβ3の恒常的活性化
が認められず、αIIbβ3異常と血小板産生および血小板機能に関する検討が進行中である。

研究成果の概要（英文）：We established αIIb(R995W) knock-in mice, which show constitutive 
activation of αIIbβ3, and recealed that the mice showed macrothrombocytopenia like human subjects.
 There are no difference in morphology and number of megakaryocytes in bone marrow and spleen 
between KI mice and WT mice. Megakaryocytic differentiation is not impaired in KI mice, either. 
However, proplatelet formation in cultured megakaryocyte was impaired in KI mice, suggesting that 
impaired proplatelet formation may responsible for the phenotype. KI mice showed highly impaired 
platelet function mainly due to reduced αIIbβ3 expression in platelets. We also found novel β3 
mutation in macrothrombocytopenic patients. The mutation does not induce constitutive αIIbβ3 
activation, and we are now investigating the mechanism of the integrin mutation and platelet 
production and function

研究分野： 血液学

キーワード： インテグリン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血小板は動脈硬化性血管病変の形成に中心的役割を担う。今回の研究により血小板機能の中で最も重要であるα
IIbβ3の恒常的活性化が血小板産生および血小板機能に及ぼす影響を、ノックインマウスを用いることにより明
らかにすることができた。さらに直接αIIbβ3,の活性化を誘導しない変異によってもαIIbβ3の変異により血
小板産生に影響を与える可能性を示した。今後の更なる分子機構の解明により、血小板機能および血小板産生の
メカニズムの一端が明らかにされていくことが期待される。

※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 

動脈硬化を基盤とした心筋梗塞や脳梗塞などの血栓症は、本邦および世界における死因の約 3

割を占めている。これらの疾患は血小板を主体とした動脈血栓がその原因である。更に近年、血

小板は血栓形成だけでなく癌の増殖・転移や免疫機構など、幅広い病態に関与することが明らか

にされてきており、血小板機能の制御機構を明らかにすることは多様な疾患への新たな治療戦

略の開発につながる。血小板表面には複数の膜糖蛋白(GP)が発現しており、これらが各種細胞外

マトリックスや可溶性蛋白の受容体として作用することにより血小板機能を制御する。特にイ

ンテグリンαIIbβ3（GPIIb/IIIa）はフィブリノゲンおよび von Willebrand 因子の受容体とし

て血小板機能の中核を担っていることは、αIIbβ3 の先天性欠損/異常症である Glanzmann 血

小板無力症の解析を通して明らかにされ、申請者らは本邦における多数例の血小板無力症例の

解析から、αIIbβ3 の遺伝子異常、機能部位、生理的意義を明らかにしてきた（Honda, et al. J 

Clin Invest 1998; Kashiwagi, et al. Int J Hematol 2011）。αIIbβ3 のリガンド結合能は厳密に

制御されており、通常αIIbβ3 は非活性化状態にあるが、各種アゴニスト受容体からの細胞内

シグナル（inside-out シグナル）により構造変化を生じ、その受容体機能を発揮するようになる。

近年になり、αIIbβ3 活性化にはその細胞内領域に結合する talin および kindlin-3 が必須であ

ることが証明されたが、更に申請者らは細胞内領域に結合するα-actinin（Tadokoro, et al. Blood 

2011）あるいは ILK（Honda, et al. Blood 2010, ProsONE 2013)がαIIbβ3 活性化制御に関与

する可能性を示した。これらαIIbβ3 活性化制御分子のαIIbβ3 への結合は CalDAG-GEF1 に

よる Rap1 の活性化を介していると考えらえており、実際、我々は著明な出血傾向を呈する世界

で 2 例目の CalDAG-GEFI 異常症を見いだしている。（Kato, et al. ISTH meeting 2015）しか

し、これらαIIbβ3 活性化制御分子の相互関係は依然として不明な点が多い。特に血小板にお

ける Rap1 の effecter 分子は明らかにされておらず、その解明が待たれている。 

 また、αIIbβ3 はリガンド結合後に細胞内に新たなシグナル（outside-in シグナル）を生じる

ことにより血小板伸展反応や血餅退縮をきたし、動脈血栓形成および動脈硬化進展に関与して

いる可能性が知られている。申請者らは、先天性巨大血小板減少症の解析からαIIbβ3 の細胞

内変異により生じる恒常的な outside-in シグナルにより血小板形態/産生異常を生じることを明

らかにし（Kunishima, Kashiwagi, et al. Blood 2011; Kashiwagi, et al MGGM 2013）、更に本

邦に最も高頻度に認められた細胞内αIIb(R995W)変異のノックイン(KI)マウスを作製すること

に成功している（Kiyomizu, Kashiwagi, et al. ASH meeting 2014）。このマウスを用いること

によりαIIbβ3 シグナルの異常が病態にどのような影響を与えるか解析することが可能となっ

ている。 

 

２．研究の目的 

我々の確立した新たな細胞実験系および KI マウスなどを用いてαIIbβ3 活性化シグナルの

分子機構を解明するとともにαIIbβ3 シグナルによる病態への関与、特に動脈血栓症および血



小板産生への影響を明らかにすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

1）血小板機能異常症あるいは血小板機能異常症の解析を通して、その原因となりうる遺伝子異

常、αIIbβ3シグナルとの関連を明らかにする。 

2）αIIbβ3シグナルと血小板機能および血栓形成、動脈硬化発症進展との関連を、αIIbβ3活

性化変異 KI マウスを用いることにより明らかにする。また血小板産生/形態異常との関連につ

いて発現細胞および KIマウスを用いてそのメカニズムを明らかにする。 

 

４．研究成果 

KI マウスにおいては、血小板減少をきたすが、骨髄および脾臓に

おける巨核球に関しては、数およびその形態において KI マウスにお

いて明らかな異常は認めなかった(図１)。巨核球の ploidy にも特に

異常を認めなかった。一方、培養巨核球を用いて血小板産生の最終段

階である proplatelet 形成を検討したとこと、KI マウスにおいてＰ

ＰＦ形成の低下が認められた（図２）。抗血小板抗体により誘発した

血小板減少状態からの血小板数回復や、トロンボポエチン投与後の血

小板増加において、KI マウスでは障害が認められることから、KI

マウスにおける血小板減少の主因は proplatelet 形成障害を主と

する血小板産生障害によると考えられた。さらに血小板消費に関

しては、ビオチン投与による血小板寿命測定において、KI マウス

では軽度の低下を認められ、このことも血小板減少に関与する可

能性が考えられる。Homo マウスにおいては血小板において著明な

αIIbβ3 発現の低下が認められ、in vitro および in vivo の血

小板機能検査において血小板無力症様の血小板機能低下を認め

た。以上の結果から、αIIbβ3の恒常的な活性化はαIIbβ3 発現低

下を介した血小板機能異常をきたすこと、および血小板産生に障害がもたらせること、またその

メカニズムとして proplatelet 形成の障害が主因であることを明らかにした（Akuta K et al. 

J Thorm Haemost 2020）。 

さらに、我々は新たな家族性血小板減少症例の解析から、新規の β3遺伝子異常が血小板減少

に関与している可能性を示した。従来のαIIbβ3 関連血小板減少症に認められるαIIbβ3 異常

はすべてαIIbβ3 の恒常的活性化を誘導するものであったが、本遺伝子異常では、αIIbβ3 の

明らかな活性化が誘導されなかった。一方で、αIIbβ3のみならずGPVI発現の低下も認められ、

何らかのシグナル異常が生じている可能性が示唆された（芥田ら、第 81 回日本血液学会学術集

会）。そこで、本遺伝子異常を有する KIマウスを作成に着手した。CRISPR/CAS9 システムを用い

てβ3変異を導入し、現在、F1 マウスを得ることに成功している。今後、本マウスを用いてαIIb

β3異常と血小板産生、形態および血小板機能に関する検討を進めていく予定である。 

図１. 骨髄における巨核球 

図２. Proplatelet 形成 
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