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研究成果の概要（和文）： 
 心筋梗塞の発症には血小板が重要な役割を演じる。血小板細胞は複数のミトコンドリアを有

し代謝活力が高い．心筋梗塞の発症における血小板の役割と、血小板細胞内のミトコンドリア

の役割を明らかにすることを目的に本研究を計画した。 
 ミトコンドリアの機能発現には酸素が必要である。酸素濃度の高い動脈血中の血小板は単位

時間内の血栓産生能力が高かった。血小板細胞が活性化しても、細胞内のミトコンドリアの数、

分布は影響を受けなかった。ミトコンドリア機能を阻害すると細胞内カルシウムイオン濃度の

増加は阻害されることを示した。  
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Platelets play crucial role in the onset of acute myocardial infarction. Platelets are 
active cells in view of energetic metabolism with several mitochondria. This study attempts 
to clarify the role of mitochondria in platelet cells for the onset of acute myocardial 
infarction.  
 Mitochondria need oxygen to express their physiological function. Platelets in 
arterial blood containing high oxygen concentration have higher thrombogenicity than 
those in venous blood. The number and localization of mitochondria was not influenced by 
platelet activation. Cyclic increase in intracellular concentration of calcium ion induced by 
platelet activation was inhibited when the function of mitochondria was blocked.  
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は世界の全死亡の約 3割を占めると報告され
ている（World Health Report: WHO）。本邦
では、死因の第一位が悪性腫瘍であるとはい
っても、生活スタイルの欧米化とともにこれ
らの疾患の有病率の増加が懸念される現状
にある。実際、冠動脈、脳血管、末梢血管に
動脈硬化性病変を認める症例に限局すれば、
わが国に症例の心筋梗塞／脳卒中／心筋梗
塞発症リスクは欧米諸国の 70-80％に達して
いる（Goto S, et al. Heart Asia, 2011）。これ
らの動脈硬化を基盤とする血栓性疾患の発
症の初期段階には血小板細胞が重要な役割
を演じる。心筋梗塞、脳梗塞の発症を制御す
るためには血小板細胞の制御が必須である。 
 心筋梗塞、脳梗塞の発症病態を考えると、
これらの疾患は、心臓、脳などの重要臓器を
灌流する冠動脈、脳血管内の動脈硬化巣の破
綻を契機とする。抗血栓性の強い血管内皮細
胞に被覆された血管には血小板細胞は接着
しないが、動脈硬化巣が破綻して血管内皮細
胞による被覆の損なわれた部位には即座に
血小板細胞が集積する。たとえば、冠動脈内
の動脈硬化巣破綻部位局所に集積した血小
板は、細胞表面の活性化受容体刺激を経て活
性化する。活性化した血小板細胞は、ADP、
セロトニン、トロンボキサンA2 、CD40 
ligand、細胞膜の一部であるmicroparticleな
ど多くの物質を局所放出する。これらの物質
は血管収縮、炎症調節、凝固系活性化に寄与
し、血管内局所の血栓性を著しく増加させる。
血小板細胞が心筋梗塞の発症に重要な役割
を演じていることは、アスピリン、クロピド
グレルなど血小板の活性化シグナルの一部
を阻害する抗血小板薬の服用により心筋梗
塞の発症を予防できるとの臨床エビデンス
からも確認されている。 
 血小板内には数個のミトコンドリアが存
在する。血小板細胞は代謝活力の高い細胞で
ある。活性化シグナルの多くが ATP 消費と
伴うシグナル蛋白リン酸化反応であること
を考えると、血小板のミトコンドリア機能制
御による血小板活性化制御は現実性がある。
しかし、本研究開始の時点において血小板活
性化、血栓形成におけるミトコンドリアの役
割、酸素の意義については十分に検討されて
いなかった。 
  
２．研究の目的 
 動脈血の酸素濃度の条件では、血小板の中
心に存在するミトコンドリアが過剰な ATP
を産生し、細胞膜近傍により多く存在するシ
グナル蛋白、膜蛋白の活性化構造維持の過程
で消費される。しかし、ミトコンドリアは血
小板細胞中心に位置するため、1) ATP の産生
がミトコンドリアの局在する細胞中心で起
こり、2) ATP の消費が細胞膜近傍に存在する
活性化受容体から細胞内に向けて ATP 消費

と共役したシグナル蛋白リン酸化反応によ
り担われると仮定すると、血小板細胞が刺激
を受けた直後には、血小板細胞中心部では
ATP 過剰、膜近傍では ATP 欠乏状態に平衡
が崩れ、その後一定時間をかけて平衡が再度
成立すると想定される。そこでミトコンドリ
アの血小板細胞中心部の局在を考慮した血
小板細胞内のエネルギー供給モデルを考案
した。従来、抗血小板薬の薬効はミトコンド
リアの機能しない静脈血を用いて行われて
いた。ミトコンドリアが機能する「動脈血の
酸素濃度」における血小板活性化、血栓形成
のメカニズムとミトコンドリアが十分に機
能しない静脈血における血小板活性化、血栓
形成のメカニズムの差異を実証的、理論的に
明らかにし、心筋梗塞発症における血小板細
胞活性化のプロセスにおけるミトコンドリ
アの役割を明らかにすることを本研究の目
的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ラットを対象として、酸素濃度が高くミ
トコンドリアが有効に機能する動脈血内の
血小板と、酸素濃度が低くミトコンドリアの
機能が不十分な静脈血内の血小板の止血機
能の差異を明らかにするための実験を行な
った。 
① 同一条件により飼育した同一週齢のラッ
ト 20 匹より、動脈血液、静脈血液を各々採
取し選択的トロンビン阻害薬により抗凝固
処理を行う。採取した血液を、コラーゲンを
固相化したガラス板上に灌流し、コラーゲン
繊維上に形成される血小板血栓を定量する。 
② 事前に書面による同意を取得した胸痛症
候群の症例より、心臓カテーテル検査中に動
脈および静脈より同時に 10 mlの血液を採取
して同様の抗凝固処理を行う。採取した血液
中の血小板をメパクリンにて蛍光標識し、コ
ラーゲンを固相化したガラス面上に灌流し
て血小板の接着、血栓形成を定量評価する。
なお、本研究はヒト検体を用いた臨床研究の
範疇に入るため、本研究プロトコールは東海
大学臨床研究審査委員会による審議を受け、
研究の実施に関する許可を取得している（臨
審伊委第 08R-022号）。コラーゲン上の血小
板血栓の成長過程を蛍光顕微鏡、および以前
の科学研究費補助金により開発して高速 3次
元イメージング法によりリアルタイムイメ
ージングする。 
③ ローダミン 123 により血小板のミトコン
ドリアの活性化電位変化をリアルタイムに
て検出できる。本法を用いてラット血液にお
いて、動脈血と静脈血のミトコンドリアの差
異を検討する。 
④ 血栓形成におけるミトコンドリアのエネ
ルギー産生の役割を検討するために、電子伝
達系の阻害物質 FCCPの効果を検討した。 



 
(2) 血小板の接着、血栓形成におけるミトコ
ンドリアのATP産生能力の役割を、各種電子
伝達系阻害物質を用いて薬理学的に検討し
た。具体的には、臨床研究審査委員会にて承
認を受けた手順により、健常人のボランティ
アより血液を採取して抗凝固処理した。血小
板内にカルシウム感受性色素Fluo-3 を負荷
した。血小板細胞を洗浄して、余分のFluo-3
を取り除いたのちに、洗浄した赤血球、血小
板を含む再構成血液を作成した。血管壁損傷
部位にて血小板を停止させるvon Willebrand
因子（VWR）を固相化したガラス板上に再構
成血液を灌流した。既に確立した方法を用い
て血栓を形成する血小板細胞中のカルシウ
ム濃度を既報にしたがって計測した（Goto S, 
et al. J Am Coll Cardiol, 2004）。また、
コラーゲン上の血小板血栓を定量評価した。
ミトコンドリアの電子伝達系の阻害物質と
して、作用機序の異なるカルボニルシアニド
-p-トリフルオロメトキシフェニルヒドラゾ
ン (FCCP)、oligomycin, antimycinを用いた。
細胞内へのカルシウム流入を阻害する非特
異的カルシウムチャネル阻害薬ランタン、カ
ルシウムイオン流入阻害効果を有すること
を以前に報告しているP2Y12 ADP受容体阻害
薬の効果と比較検討した。 
 
(3) 血小板細胞内のミトコンドリアの局在
同定と細胞内活性化シグナルイメージング 
 ミトコンドリアの主要機能は ATP産生であ
る。血小板活性化受容体は細胞膜上に存在し、
活性化シグナルの多くは ATP消費と共役した
シグナル蛋白リン酸化反応であるため、細胞
内のミトコンドリアの局在は活性化シグナ
ルの伝播の理解に必須である。そこで、ミト
コンドリアに集積する蛍光色素ミトトラッ
カーを用いて、血小板細胞内のミトコンドリ
アの局在同定を行なった。トロンビン、ADP
などの刺激後のミトコンドリアの数と細胞
内局在の変化の有無も検証した。 
 血小板細胞の活性化反応はシグナル蛋白
リン酸化反応により担われる。リン酸化シグ
ナル蛋白は、膜糖蛋白 GPIIb/IIIaの細胞内
ドメインに結合して同蛋白の細胞外ドメイ
ンの高次構造変化を惹起する。活性化刺激後
のリン酸化刺激の局在変化を明らかにする
ために、リン酸化 vasodilator stimulated 
phosphoprotein（VASP）に対する特異抗体を
細胞内に導入し、その局在変化をイメージン
グによる半定量する技術を確立した。VASPの
リン酸化は ATPの分解と共役する反応である
が、採取した直後の血液から分離した血小板
を使用する限りにおいては、ミトコンドリア
機能阻害時に VASP リン酸化阻害効果を確認
することはできなかった。細胞表面の受容体
刺激開始後数分以内に完了する血小板活性

化反応を担うに十分量の ATPの細胞内蓄積を
示唆した。 
  
４．研究成果 
(1) ラット動脈および静脈血を採取してコ

ラーゲン上に灌流したところ、6 分間の灌流
時間内により血小板により被覆された部分
の面積は、動脈血灌流時おいて静脈血灌流時
よりも 2.5±0.7 倍広かった（図 1）。ヒト血
液を用いた実験結果もラットと同様であっ
た。FCCP を用いて電子伝達系を阻害しても、
血小板による被覆率は影響を受けなかった。 
 
 ローダミン 123を用いて、血小板細胞内の
ミトコンドリアのイメージングは可能であ
った。また、ビデオレートにて蛍光強度の変
化の検出も可能であったが、ミトコンドリア
のサイズが小さいため定量評価は困難であ
った。 
 
(2) ミトコンドリアの ATP産生阻害効果を有
する FCCP, oligomycin, antimycinはいずれ
も、VWF との結合後の血小板細胞内へのカル
シウムの流入を阻害した。血小板と VWFの接
着から細胞内カルシウムイオン濃度上昇に
至る時間は FCCP では影響を受けず、
oligomycin, antimycin の存在下では延長し
た。細胞内カルシウムイオン濃度の上昇抑制
により示された血小板活性化阻害効果は、
VWF 上への血小板の接着阻害効果には直結し
なかった。 
 
(3) 健常成人の静脈から採取した血小板細
胞内のミトコンドリアの局在同定を行なっ



た。図 2 最上段に、血小板細胞を上から観察
した時の、2 段目に血小板細胞を側方から観
察した時のミトコンドリアの局在を示す。そ
の局在に関する定量情報を図の下の表とし
て示した。非活性化血小板には 3.7±1.9 個
のミトコンドリアが存在した（計測血小板
数：n=20）。トロンビン受容体、ADP受容体刺
激により血小板細胞を活性化しても、ミトコ

ンドリアの個数、局在は変化しなかった。電
子伝達系阻害薬である FCCP 投与時にはミト
コンドリアは細胞中心部に集積する蛍光を
認めた。 
 血小板細胞活性化時には、血小板細胞内に
てリン酸化刺激が活性化する結果、シグナル
蛋白が増加した。典型的なリン酸化シグナル
蛋白である VASP もリン酸化し、VASP-P が増
加した。 
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