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研究成果の概要（和文）： 

 アンチトロンビン III によるトロンビン分解作用は良く知られているが、最近、アン

チトロンビンが血小板に直接作用し、その凝集活性を抑制するこが報告されたが、そ

の機序の詳細は明らではない。今回、アンチトロンビン III の血小板機能に及ぼす直

接作用およびその作用機序を検討した。本解析により、アンチトロンビン III が ADP

刺激による血小板活性化において直接作用し、その凝集および顆粒分泌反応を抑制す

ることを明らかとした。この結果より抗炎症・抗動脈硬化作用を示す可能性を示した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
     Antithrombin III (AT-III), an anticoagulant, has recently been reported to 
directly affect human platelet functions.  However, the exact mechanism of AT-III in 
platelets remains to be clarified.  Our results strongly suggest that AT-III directly acts 
on platelets and suppresses ADP-induced platelet granule secretion such as 
platelet-derived growth factor-AB and serotonin due to inhibiting HSP27 
phosphorylation via p44/p42 mitogen-activated protein (MAP) kinase and p38 MAP 
kinase.   
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１．研究開始当初の背景 

 生体は手術、外傷、ショックなどの侵襲
を受けると様々なストレス反応を示すこと
が知られている。過大な侵害刺激を受ける
と、容易に全身性炎症反応症候群(systemic 

inflammatory re-sponse syndrome;SIRS) 
が惹起される。そして SIRS から周術期心
筋虚血や敗血症，多臓器不全に陥ることが
知られている。循環虚脱を招くことのある
過大な侵襲に対して、生体は心血管系にお
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けるストレス反応を起こすがその詳細は明
らかではない。本研究は、この過大な侵害
刺激による侵襲に対し、反応する生体の心
血管系におけるストレス応答の分子基盤の
解析を目的とする。 

侵害刺激は生体に心血管反応や神経内分
泌反応をひきおこすが、生体防御反応と臓
器障害は表裏一体と考えられる。侵襲によ
って組織破壊が起こると高サイトカイン血
症が発現し、組織を修復するための生体防
御系が作動する。血中には種々のサイトイ
ンが分泌され，サイトカイン・ストームと
呼ばれる状態となる。サイトカインは、好
中球を重要臓器に集積し SIRS の状態を惹
起する。この状態でショックや低酸素血症
を合併すると臓器不全に陥る。近年下垂体
後葉ホルモンであるバソプレシン（AVP）
は、心肺蘇生時や血管拡張性ショックに対
して有効であると報告されている。私共は、
これまで心肺停止や敗血症性ショック時の
AVP の有用性とその作用メカニズムの検
討を行ってきた。そして、AVP やトロンビ
ンなどの血管作動物質と生体防御機構との
関連について明らかにしてきた。 
血小板は血管が損傷を受けると速やかに

粘着・凝集反応を起こし、この結果、血栓
が形成され血管損傷部位が塞がれる。この
生理的な止血機構において血小板が中心的
な役割を担っていることは周知のことであ
る。一方、種々の病態において病的な血栓
形成がその発症のトリガーであると考えら
れており、この病的血栓形成においても血
小板が重要な役割を果たしていると推測さ
れている。しかし、その病的血栓形成の機
序の詳細は未だ明らかではない。 
一方、ストレス蛋白質 (heat shock 

protein;HSP)は生体において生体防御と
いう極めて重要な役割を担っていることは
良く知られている。種々の外的環境の変化
に対する生体反応をストレス応答と呼んで
おり、環境の変化に対し生体は迅速に反応
する。ストレス蛋白質は、熱や化学物質な
どのストレスにより組織・細胞内に誘導さ
れる一群のタンパク質の総称である。スト
レス蛋白質が誘導された組織・細胞は、再
度のストレス負荷に対して耐性を獲得する。 
すなわち、ストレス応答に対するストレス
蛋白質の誘導は生体が外部環境の変化に適
応するための必須のシステムであると考え
られる。ストレス蛋白質は、その分子量が
70kDa のHSP70 や 90kDa の HSP90など
の高分子量ストレス蛋白質および分子量が
10kDa-30kDa の HSP27、B クリスタリ
ンや HSP20 などの低分子量ストレス蛋白
質に大きく分類されている。高分子量スト
レス蛋白質はストレス応答に際し、分子シ
ャペロンとして作用することはよく知られ

ている。一方、低分子量ストレス蛋白質も
高分子量ストレス蛋白質と同様に分子シャ
ペロンとして作用すると推測されているが、
その詳細は未だ明らかとされていない。さ
らに低分子量ストレス蛋白質は高分子量ス
トレス蛋白質には認められないリン酸化に
よって修飾されるという特徴があることが
知られているが、その生理的意義は未だ判
然としていない。 
 

２．研究の目的 

生体の外的環境変化に対するストレス
応答の機序、特に分子シャペロンとして
生体防御機構の中心的役割を担うと考え
られているストレス蛋白質(HSP)に注目
し検討をしてきた。この過程で、血管平
滑筋細胞において血管作動物質が低分子
量 HSP の HSP27 および αBクリスタリ
ンを特異的に誘導すること、その誘導機
構において MAP キナーゼの活性化が促
進的な役割を果たしていることを明らか
としてきた。こうした HSP の誘導に関す
る研究の過程で、従来、分子シャペロン
として細胞内で作用すると考えられてき
た HSP が細胞外において作用すること
を私共は、世界で初めて見出した。血管
平滑筋細胞から遊離された αB クリスタ
リンおよび HSP20 が血小板の粘着・凝
集を抑制することを明らかとした。さら
に現在までに αB クリスタリンおよび
HSP20 の活性部位を明らかとした。αB
クリスタリンおよび HSP20 による抑制
作用は、血小板凝集促進物質の中で
glycoprotein (GP) IIb/IIIa 活性化に繋が
る PAR-1 受容体を介したトロンビンお
よび vWF による GPIb/V/IX の活性化に
特異的であることを明らかとしている。
今回、血小板のストレス応答の観点から
血小板における HSP27 の役割を明らか
とする目的で検討した。 

生体には凝固活性を抑制する機序とし
て血漿中にアンチトロンビン III（AT-III）
プロテイン C 等のフィブリン活性化抑制
物質が存在する。アンチトロンビン III
（AT-III）によるトロンビン分解作用は良
く知られているが、最近、アンチトロン
ビンが血小板に直接作用し、その凝集活
性を抑制するこが報告された。この報告
からアンチトロンビン III（AT-III）が全
く新たな抗血小板作用を有することが推
測されるが、その機序の詳細は明らでは
ない。今回、アンチトロンビン III（AT-III）
の血小板機能に及ぼす直接作用およびそ
の作用機序を検討した。 
 

３．研究の方法 

(1) レーザースキャッタリング法による血



 

 

小板凝集能解析装置を用い、ADP、コラー
ゲンおよびリストセチンによる血小板凝集
能を検討した。 
 
(2) ADP、コラーゲンおよびリストセチン
により刺激され活性化される細胞内情報伝
達系[アデニル酸シクラーゼ/cAMP、プロテ
インキナーゼ A、プロテインキナーゼ C、
phosphatidylinositol 3-kinase(PI3-キナー
ゼ)、Akt/protein kinase B、MAP キナー
ゼスーパーファミリー(p44/p42 MAP キ
ナーゼ、p38 MAP キナーゼ、SAPK/JNK)、
Ca++ 動員等 ]と HSP27 のリン酸化を
Western blot 法で検討した。 
 
(3) ADP、コラーゲンおよびリストセチン
により刺激される血小板顆粒分泌物質であ
る platelet-derived growth factor-AB およ
びセロトニンを ELISA 法で検討した。 
 
(4) ADP、コラーゲンおよびリストセチン
により刺激され遊離される物質である
soluble CD40 ligandをELISA 法で検討し
た。 
 
(5) フィブリン活性化抑制物質であるアン
チトロンビン III（AT-III）の ADP、コラ
ーゲンおよびリストセチンによる血小板活
性化への影響を検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 血小板における低分子量 HSP ファ
ミリーの一つである HSP27 及びそのリ
ン酸化の役割を明らかとする目的で検討
した。その結果、血小板活性化物質であ
る ADP 刺激による血小板活性化におい
て HSP27 のリン酸化は血小板凝集反応
で は な く 血 小 板  顆 粒 か ら の
platelet-derived growth factor-AB 分泌反
応及び dense 顆粒からのセロトニン分泌
反応と著明に相関することを明らかとし
た。 
 
(2) フィブリン活性化抑制物質であるアン
チトロンビン III（AT-III）の血小板に対
する作用機序を血小板活性化物質である
ADP 刺激との関連において解析すること
によって, 凝固異常に対する新たな予防, 
治療法を確立することを目的として検討し
た。その結果、AT-III はヒト血小板に直接
作用し, p44/p42 MAP キナーゼおよび p38 
MAPキナーゼを介したHSP27のリン酸化
を抑制し, ADP 刺激による血小板顆粒か
らの platelet-derived growth factor-AB 分
泌及び dense 顆粒からのセロトニン分泌
と soluble CD40 ligand の遊離を抑制する

ことを明らかとした。 
 
(3) フィブリン活性化抑制物質であるアン
チトロンビン III（AT-III）の血小板に対す
る作用機序を血小板活性化物質であるコラ
ーゲン刺激との関連において検討した。そ
の結果、AT-Ⅲはコラーゲンによる血小板
凝集能を抑制し、その作用機序として 
p44/p42 MAPキナーゼを介したHSP27の
リン酸化を抑制し、コラーゲン刺激による
platelet-derived growth factor-AB の血小
板顆粒分泌と soluble CD40 ligand の遊
離を抑制することを明らかとした。 
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