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研究成果の概要（和文）：本研究は、輸血用血小板製剤中の血小板が肝機能を改善させるメカニズムを解明する
ことを目的としている。まず、保管血小板の血小板機能や表面マーカーなどの経時変化を解析したところ、脱シ
アル化血小板が経時的に増加することを見出した。さらに、脱シアル化血小板がヒト肝癌細胞由来株である 
HepG2 細胞に及ぼす影響を検討したところ、脱シアル化血小板添加により HepG2 細胞の増殖が促進され、HepG2
 細胞内の ERK1/2 や p38 MAPK がリン酸化された。これらの結果より、脱シアル化血小板は肝細胞の増殖促進
作用をもつ可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to elucidate the mechanism by which platelets in 
transfusion platelet preparations improve liver function. First, we analyzed the temporal changes in
 platelet function and surface markers of stored platelets, revealing an increase in desialylated 
platelets over time.Furthermore, we examined the impact of desialylated platelets on the human liver
 cancer cell line HepG2. The addition of desialylated platelets promoted the proliferation of HepG2 
cells and led to the phosphorylation of ERK1/2 and p38 MAPK within these cells. These results 
suggest that desialylated platelets may have a proliferative effect on liver cells.

研究分野：内科学一般関連
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、肝再生に血小板が関与することは報告されているが、本研究により、血小板を保管することにより増
加した老化血小板（脱シアル化血小板）が肝細胞の増殖を促進する効果があることが明らかとなった。これらの
研究成果は、血小板または血小板製剤を用いた肝疾患に対する新規治療法につながる可能性があり、社会的意義
は高いと言える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
血小板は外傷などで損傷した血管の損傷部位に粘着・凝集し、止血を行うことが主な役割であ
るが、血小板から放出された serotonin や血管内皮増殖因子によって創傷治癒や組織再生にも
関与する。 Ohkohchi らのグループによる先行研究では、血小板が肝細胞に及ぼす影響につい
て詳細に検討を行い血小板輸血による慢性肝疾患患者の肝機能改善効果を報告している
(Maruyama T, et al. Tohoku J. Exp. 2013)、。しかしながら、慢性肝疾患患者に対して 
thrombopoietin (TPO) 受容体作動薬を投与し内因性に血小板を増加させても肝機能改善は認
められなかった (Kurokawa T, et al. Tohoku J. Exp. Med. 2016) ことから ex vivo における血
小板自体の質的変化、特に膜表面の構造および機能的変化が肝機能改善に重要であると推測し
ているが、その詳細は不明である。 
一方、申請者らは、重炭酸塩の止血薬としての可能性を検証する過程で、保管血小板製剤中に
血小板膜蛋白である  glycocalicin (GC) が増加すること、老化マーカーである 
phosphatidylserine (PS) が陽性である血小板および microparticle (MP) が保管とともに増加
し、凝固促進させることを見出した。また、これらの成果に加え、肝切除したマウスに血小板輸
血を行ったところ、血小板が肝再生を促進することも明らかにしている。 
これらの研究結果を踏まえ、血小板による肝機能改善には、保管に伴う血小板自体の質的変化、
特に膜表面の構造および機能的変化が重要であると予測される。近年、glycoprotein (GP) Ibαの
先端のシアル酸が喪失された脱シアル化血小板が肝細胞上の Ashwell-Morell receptor (AMR) 
に結合しクリアランスされるとともに、肝細胞より TPOが産生されるという新たなクリアラン
ス機構が報告された(Grozovsky R, et al. Nat Med. 2015)。 
我々は、血小板製剤による肝機能改善効果は、血小板製剤中の脱シアル化血小板が肝細胞に影
響を及ぼす可能性を考え、保管血小板の PS や脱シアル化血小板の経時変化や GC などその他
糖タンパクの機能を解析するとともに、血小板が肝細胞の再生を促進する分子メカニズムを解
明する。 
 
２．研究の目的 
本研究は、肝疾患における新規分子標的治療薬開発のための基礎研究および新規治療法の確
立を目指すことを最終目的としている。そこで、保管血小板中の血小板の経時変化を詳細に解析
し、保管血小板の質的または機能変化が肝細胞増殖を促進するか否かを検討することとした。 
 
３．研究の方法 

(1) 血小板保管後の血小板機能解析 
健常者より採血し、platelet rich plasma(PRP) を作成し、専用バッグに保管後、以下の評
価を行った。 
血小板機能 (血小板惹起物質: ADP、 collagen など) や血小板粘着能 (collagen、fibrinogen 
などへの血小板接着・形態変化を蛍光顕微鏡で観察)、血小板活性化マーカーである P-selectin 
や PS の露出、血小板膜糖タンパクである GPIbα(CD42b)、GPIIb(CD41) の発現を解析し
た。血小板老化の測定は血小板の脱シアル化を Ricinus communis Agglutinin 1 (RCA-1) で
染色し、flow cytometry を用いて解析した。 
本研究はヒト血液を用いるため熊本保健科学大学 人を対象とする医学系研究に関する倫 
理審査に申請し、既に承認済み（承認番号: 18055）である。 

 
(2) 脱シアル化血小板添加による肝細胞増殖効果 
保管後の血小板は経時的に脱シアル化していたことから、脱シアル化血小板が肝細胞へ及
ぼす影響を検討する。まず、Clostridium perfringens由来の Neuraminidase を用いて血小
板の脱シアル化誘導を検討する。次に作製した脱シアル化血小板をヒト肝がん由来細胞株
（HepG2細胞株）に添加し、増殖能や細胞周期を解析する。 
さらに、脱シアル化血小板による肝細胞内の細胞情報伝達系を JAK2 や STAT3、ERK1/2、

p38 MAPK のリン酸化を western blotting で検討する。 
 
４．研究成果 

(1) 保管血小板の ex vivo における機能的変化や膜糖タンパク発現の解析 
保管血小板の血小板凝集能は経時的に低下しており、P-selectin 発現血小板や PS 露出血
小板、 さらに脱シアル化血小板は経時的に増加した (図 1)。また、CD41 の発現に変化はみ
られなかったが、CD42b の発現は経時的に低下した。 
保管血小板の CD42b の発現が保管するに従い低下していたことから、保管血小板上清には             

CD42b の断片 ( GC ) が存在する可能性が示唆された。 



そこで上清中の GC 濃度を ELISA を用いて測定し
たところ、保管するにつれて増加していることが明ら
かとなった。 
 
(2) 脱シアル化血小板の機能解析 
脱シアル化血小板の血小板凝集能は、対照と比較し
て collagen や ristocetin、ADP 、全ての惹起物質に
対して凝集能は増強していた。脱シアル化血小板の粘
着能は、collagen、fibrinogen をコートしたチャンバ
ースライドに脱シアル化血小板を添加し、粘着率を測
定したところ、fibrinogen コートしたチャンバース
ライドで粘着能が亢進した。健常者 30 名の脱シアル
化血小板を解析したところ、陽性率の平均は 
7.1±11.7% であった。年齢、性別との相関は認められな
かったが、血小板数と正の相関がみられた。 
 
(3) 脱シアル化血小板は HepG2 細胞を増殖させる 
HepG2 細胞に脱シアル化血小板を添加し、その増殖能
をWSTアッセイで検証した。その結果、脱シアル化血
小板添加群は、血小板添加群および未添加群と比較して
有意に増殖した（図 2）。さらに、Cell Cycleアッセイを
用いたHepG2細胞内の細胞周期解析では、脱シアル化
血小板を添加して 6 時間後に G2/M 期の細胞が有意に
増加した。これらの結果から、脱シアル化血小板が
HepG2 細胞の増殖を促進する可能性が示唆されたた
め、HepG2細胞内の情報伝達経路を解析した。 
解析の結果、脱シアル化血小板添加による JAK2 と

STAT3 のリン酸化は認められなかったが、ERK1/2 お
よび p38 MAPK がリン酸化されたことが明らかになっ
た（図 3,4）。さらに、ERK1/2および p38 MAPKの阻害
剤を用いて増殖能を検討したところ、脱シアル化血小板添加による増殖促進効果は抑制された。 
 

 
 

 
５. 今後の展望 
以上の結果より、脱シアル化血小板が HepG2 細胞の増殖を促進させるメカニズムとして、

ERKや p38 MAPK経路が関与する可能性が示唆された。今後は in vivo モデルを確立し、慢
性肝炎や肝切除後の肝再生などの治療に応用できるか否か検証していく予定である。 
 
 
 

図 1. 脱シアル化血小板陽性率の経時変化 

図 2. HepG2 細胞の増殖 

図 3. Phospho-ERK1/2 の経時変化  図 4. Phospho-p38 MAPK の経時変化 
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