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研究成果の概要（和文）：新規血小板機能抑制分子である可能性のあるセマフォリン３Ａにおけ

る血小板機能抑制メカニズムについて検討を行った。従来明らかにされていた Rac-paxillin を

介した actin 重合阻害効果に加え、PI3 kinase の下流に存在する Rap1 および AKT をするこ

とを明らかにした。この抑制機構はアゴニストによって異なっており、トロンビンやコンバル

キシン刺激では Rap1、Akt ともに抑制するが、ADP 刺激においては、主に AKT のリン酸化

を抑制していた。これらの結果から、セマフォリン３Ａの PI3 kinase 系を抑制することにより

血小板機能を抑制するが、ADP 刺激においては AKT を直接阻害するメカニズムが存在する可

能性を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We analyzed the mechanism of inhibition of platelet function by 
semaphorin 3A.  In addition to inhibition of actin polymerization via suppression of 
Rac-paxillin pathway, we found that semaphorin 3A inhibits downstream molecules of PI3 
kinase, Rap1 and AKT.  Interestingly, semaphorin 3A inhibited both thrombin- or 
convulxin-induced Rap1 and AKT activation, it inhibited mainly ADP-induced AKT 
phosphorylation.  These results indicate that semaphorin 3A inhibits PI3 kinase pathway, 
and it may have direct inhibitory effects on ADP-induced AKT activation. 
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１．研究開始当初の背景 

心筋梗塞、脳梗塞に代表される動脈血栓性疾

患は、がんとともに現代における主要な死因

であり、その克服は現代医療の大きな目標の

ひとつである。動脈血栓において血小板が重

要な役割を果たしていることは、基礎的な検

討に加え、臨床的にも冠動脈インターベンシ

ョン後の冠動脈イベント発生頻度が血小板

インテグリンαIIbβ3（GP IIb/IIIa）の阻害

剤で抑制されることから瞭に示されている。

また最近、Massberg らは血小板の血管内皮へ

の接着が動脈硬化性病変の発症に必須であ

ることを明らかにしている（Massberg S, et 

al. J Exp Med 196(7): 887-896, 2002）。従

って、血小板機能を制御することは動脈血栓

性疾患の予防および治療に重要であると考

えられる。このような観点からアスピリン、

パナルジンに代表される抗血小板剤がすで

に臨床的に広く使用されているが、その効果

は不十分であり、新たなメカニズムに基づく

抗血小板剤の開発が望まれている。 

血小板機能は血小板活性化機構と抑制化機

構のバランスのなかで制御されているが、現

在まで血小板機能抑制機構としては、

Prostaglandin I2、Nitric oxide およびPECAM

が知られているが、それ以外の血小板機能抑

制機構はほとんど知られていない。セマフォ

リンは、そのアミノ末端付近にSema domain

を保存領域として持つ分子ファミリーであ

り、膜結合型、分泌型、GPI-anchor型などの

サブクラスに分類される。セマフォリン

3A(Sema3A)は分泌型蛋白であり、神経軸束の

侵入を阻止する反発因子として知られてい

る。我々はSema3Aがアゴニスト刺激による

αIIbβ3 の活性化、血小板凝集および接着後の

血小板進展など広範な血小板機能抑制作用

をもつことを明らかにした(Kashiwagi H, et 

al. Blood 106(3):913-921, 2005)。しかし、

その詳細なメカニズムは不明であった。 

２．研究の目的 

 本研究では、Sema3A の血小板機能抑制機構

の分子メカニズムを明らかにすること、また

in vivo でその影響を検討することを目的と

した。 

３．研究の方法 

 Recombinant Sema3A/Fc を用いて、血小板

活性化後のシグナル分子に対する影響を検

討した。血小板の活性化には、Gタンパク共

有受容体からのシグナルに対する影響を検

討するため、ADP、トロンビン、またコラー

ゲン受容体からのシグナル検討のために

convulxin を用いた。検討したシグナル分子

としては、PI3 kinase によるその活性が制御

されていることが知られている Akt および

Rap1 の活性化、また顆粒放出、Ca 

mobilization に対する影響を検討した。 

 In vivo における Sema3A の影響を検討する

ため、Sema3A/Adeno virus の作成および血栓

モデルとしてレーザー誘発血栓モデルに対

する影響に対する検討を行った。 

 

４．研究成果 

(1) トロンビン刺激後の Aktのリン酸化およ

び Rap１の活性化は Sema3A で抑制された。 

Figure 1: トロンビン刺激後のAktリン酸化およびRap１

の活性化 

 



同様の結果が Convulxin刺激においても得ら

れたが、ADP 刺激においては Akt のリン酸化

は抑制されたが Rap1 の抑制化は認められな

かった。 

Figure 2. ADP刺激後のAktリン酸化およびRap１の活性

化 

 

 

このことは、Sema3A は少なくとも ADP 刺激に

おいては Aktを直接抑制メカニズムが関与す

る可能性を示している。 

（2）Convulxin 刺激後の顆粒放出および Ca 

mobilization に対する Sema3A の影響を検討

したところ、Sema3A は濃度依存性にこれらを

抑制することが明らかとなった。 

Figure 3. Sema3Aによるconvluxin刺激後のαIIbβ3 活性

化(PAC1 結合)、顆粒放出(CD62 発現), Ca mobilization

に対する影響 

 

（3）以上の結果から、Sema3A はトロンビン

と convulxin においては PI3 kinase を中心

に下記のようなメカニズムで血小板活性化

を抑制することが示唆された。一方、ADP 刺

激に関しては Aktを直接抑制メカニズムが存

在する可能性が示唆された。 

Figure 4. Sema3Aによるconvulxinおよびトロンビン刺

激の抑制メカニズムの仮説 

 

(4) Sema3A 発現ベクターの改良を続ける

ことにより、血栓モデルに対する検討を引き

続き行った。アデノウイルスベクターによる

蛋白発現が不良であったが、ウイルス濃縮方

法を改善することにより、培養細胞において

は Sema3A 発現を増加させる可能性が示さ

れた。またレーザー照射による血栓モデル手

技の改善を行うことにより、Sema3A の血

栓形成抑制についての検討を行うことを可

能とすることができた。 
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