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研究成果の概要（和文）： 
（１）ex-vivo における活性化血小板上の phosphatidylserine (PS) 露出調節機構の解明と組

織因子 (Tissue Factor: TF) 発現 micro-particle集積の解析検討  
 in-vivo における血小板血栓形成の解析において血小板血栓の中央部の血小板のみに PS 
発現が認められた事実より、活性化血小板上への phosphatidylserine (PS) の露出に及ぼす 
fibrin network 形成の影響を共焦点顕微鏡を用いて検討した。血小板数を調節した多血小板

血漿に蛍光標識 fibrinogen (fbg) を加え、TF + カルシウムイオン、あるいはトロンビンで刺

激することにより、フィブリン網形成と PS 発現を時空間的に解析した。いずれの刺激で

も PS の発現とフィブリン網の形成が観察できた。フィブリン網に結合した血小板の細胞

内 Ca++ 濃度は、PS 露出に先行して増加した。血小板とフィブリン網の結合を阻害する 
GPIIB/IIIa 拮抗薬、フィブリン重合を阻害する Gly-Pro-Arg-Pro ペプチド、更には血小板骨

格の再構築を抑制する cytochalasin B により PS 発現は減弱した。PS 発現には血小板がフ

ィブリン骨格に結合し、結合血小板の骨格変化に伴う血餅退縮による機械的刺激が必須で

ある事実が明らかになった。（論文投稿中） 
 U937 単球系培養細胞を Calcium ionophore で刺激し TF 発現 microparticle を得た。上記

と同様の系に microparticle を添加後フィブリン網が形成される事実が明らかになり、凝固

系活性化の起点になると考えられた。TF、FVIIa と PS 発現血小板の局在を解析中である

。 
（２）in-vivo における活性化血小板上への TF-FVIIa 集積の解析  
 in-vivo においてレーザー照射による血管内皮傷害部に形成された血栓中に、蛍光標識 
FVIIa と蛍光標識可溶性 TF が集積する事実を認めた。PS 発現の局在との一致性を確認
中である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
（１）Analyses of the regulatory mechanisms on PS exposure on platelets’ surface and its 
contribution to micro-particle bearing TF-evoked activation of coagulation cascade. 
 Exposure of PS on platelets’ surface plays essential role in thrombus formation. Based on our 
recent finding in in-vivo study that platelets expose PS only when they exist in the center of the 
thrombus, we analyzed the factors to regulate PS exposure on platelets surface. To elucidate how 
PS exposure is regulated within the thrombus, we analyzed PS exposure on platelets existing in 
fibrin network using diluted platelet-rich plasma by Confocal Laser Scanning Microscopy. Almost 
all platelets bound to fibrin scaffold and exposed PS after treatment with TF, thrombin or 
ionomycin. An attenuation of fibrin mesh formation by several pharmacological methods 
suppressed PS exposure. FK633, a GPIIb/IIIa antagonist, entirely inhibited fibrin(ogen) binding 
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and moderately but still significantly diminished PS exposure. Gly-Pro-Arg-Pro amide not only 
abrogated fibrin network formation, but also reduced PS exposure without suppressing fibrin(ogen) 
binding. Cytochalasin B impaired both platelets’ binding to fibrin(ogen) and PS exposure. These 
results suggest that GPIIb/IIIa-mediated outside-in signals in platelets generated by the binding to 
fibrin scaffold and the associated mechanical foci, appear to be essential for PS exposure. Such 
regulation of platelet PS exposure may play an important role in the control of hemostasis. 
(submitted) 
 U937 cells were treated by calcium ionophore, and TF bearing microparticles were obtained. 
Supplementation of the TF-bearing microparticle to the system mentioned above, successfully 
generated fibrin network. We stared to analyze the space- and time-dependent interaction between 
TF bared on microparticle and PS exposed on activated platelets both of which are essential to 
activate coagulation cascade. 
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１．研究開始当初の背景 
 血管壁が障害されると速やかに血小板が
粘着・凝集すると共に、凝集血小板上で凝
固系が活性化され強固なフィブリン血栓を
形成し止血する（止血血栓）。過剰な血栓
の形成（病的血栓）は末梢臓器の梗塞を来
たすため、様々な増幅及び抑制機構により
血栓形成過程は巧妙に調節されている。凝
固系活性化の増幅機構の鍵因子の一つは凝
集した活性化血小板膜上に露出する
phosphatidylserine (PS) である。PS は血小
板の活性化に伴い細胞表面に露出し、γ
carboxyl glutamic acid (Gla) domain を有す
るビタミンK依存性凝固因子の活性化に必
須である。更に PS は、凝固の開始因子で
ある組織因子 (Tissue Factor: TF) を活性顕
在型に変化させるのに必須であるという新
規な機構も紹介された。従って PS 発現は
凝固系活性化、即ち血栓形成過程の key 
factor であり、その発現部位は凝固因子の
集積と活性化の場と位置づける事が出来る。
我々がニポウ式共焦点蛍光顕微鏡を用いて、
生体内での血栓形成時の個々の血小板の動
態と PS 発現をリアルタイムに解析した

結果、PS 発現は、血流によるずり
．．

応力、
周囲の血小板から放出される凝集惹起物質
濃度、フィブリノーゲンを含む接着因子を
介して発生する周囲の血小板との張力、等
により調節され、凝集血小板塊の中央での
み充分に発現している事実が明らかになっ
た (Hayashi T et al, Pflugers Arch 2008)。本
研究は、これらの結果を踏まえ、血栓形成
過程の時空間的制御機構の解析の一環とし
て、凝固系活性化の場としての活性化血小
板膜上 PS 発現に及ぼす機械的刺激の影
響及び、TF 並びに FVIIa の同部位への集
積による外因系凝固機転発現開始機構の詳
細を解析する。 
 
２．研究の目的 
 活性化血小板膜上 PS 発現に及ぼす機
械的刺激の影響の解析、及び、TF 並びに 
FVIIa の PS 発現部位への集積による外因
系凝固機転開始機構の詳細を解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）活性化血小板膜上 PS 発現に及ぼす
機械的刺激の影響の解析 



①クエン酸加全血を rhodamine G (R-6D) 
処理し血小板を標識した後多血小板血漿
(PRP) を調整した。標識 fibrinogen 及び標
識 annexin V を添加後、TF、トロンビン、
ionomysin で刺激し、フィブリン網生成と 
PS 発現を共焦点レーザー顕微鏡で解析し
た。また、トロンビン阻害薬 (argatroban)、
Glycoprotein IIb/IIIa 拮抗薬、フィブリン重
合阻害薬 (Gly-Pro-Arg-Pro)、cytochalasin B 
の効果を検討した。 
 
（２）TF 並びに FVIIa の PS 発現部位へ
の集積による外因系凝固機転開始機構の解
析 
① TF 発現 microparticle の調整 
 単球系培養細胞 (U(937) あるいは洗浄
血小板を ionomycin で処理後、超遠心によ
り microparticle 分画を調整した。 
② TF 発現 microparticle 及び TF と PS 

発現血小板との局在の検討 
In-vitro 系：上記【１】と同様の系で共焦点
顕微鏡を用い、活性化血小板膜上に露出した 
PS と TF 発現 microparticle との共局在を
確認する。 
In-vivo 系：本講座で確立している Intra-vital 
confocal microscopy (Nipeaw 式) (Hayashi T et 
al, Pflugers Arch 2008)を用い、血小板血栓中
央に存在する PS 露出血小板と TF 発現 
microparticle 及び FVIIa の共局在を検討す
る。 
 
４．研究成果 
【１】活性化血小板膜上 PS 発現に及ぼす
機械的刺激の影響の解析 

 in-vivo における血小板血栓形成過程の

可視化解析において血小板血栓の中央部の

血小板のみに PS 発現が認められた事実よ

り、活性化血小板上へのPS の露出に及ぼす 
fibrin network 形成の影響を共焦点顕微鏡

を用いて検討した。血小板数を調節した多

血小板血漿に蛍光標識 fibrinogen (fbg) を
加え、TF + カルシウムイオン、あるいはト

ロンビンで刺激することにより、フィブリ

ン網形成と PS 発現を時空間的に解析した

。いずれの刺激でも PS の発現とフィブリ

ン網の形成が観察できた（図）。フィブリ

ン網に結合した血小板の細胞内 Ca++ 濃度

は、PS 露出に先行して増加した。血小板と

フィブリン網の結合を阻害する GPIIB/IIIa 
拮抗薬、フィブリン重合を阻害する 
Gly-Pro-Arg-Pro ペプチド、更には血小板骨

格の再構築を抑制する cytochalasin B によ

り PS 発現は減弱した。PS 発現には血小板

がフィブリン骨格に結合し、結合血小板の

骨格変化に伴う血餅退縮による機械的刺激

が必須である事実が明らかになった。成果

をまとめ論文投稿中である。 
 
図 R-6D 処理多血小板血漿を TF で処理
すると、R-6D 標識血小板（赤色）に、alexa 
488 標識 fibrin(ogen) （緑色）が結合した
後、フィブリン網（緑色）形成とこれに結
合した血小板膜に alexa647 結合 annexin 
V (白色)の結合が観察出来た。 



（２）TF 並びに FVIIa の PS 発現部位へ
の集積による外因系凝固機転開始機構の解
析 
① U937 単球系培養細胞を ionomycin で
刺激して得た TF 発現 microparticle を、上

記と同様の系に添加後フィブリン網が形成

される事実が明らかになり、凝固系活性化

の起点となりうると考えられた。TF、FVIIa 
と PS 発現血小板の局在を解析中である。 
②in-vivo における活性化血小板上への 
TF-FVIIa 集積の解析  
 in-vivo においてレーザー照射後の血栓

中に蛍光標識 FVIIa と蛍光標識可溶性 TF 
が集積する事実を認めた。PS 発現の局在と

の一致性を確認中である。 
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