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研究成果の概要（和文）： 

 血小板機能はポジティブおよびネガティブ機構により制御されている。本研究では、ポジテ

ィブ機構として、ADP 受容体 P2Y12、コラーゲン受容体である GPVI、トロンボキサン A2 受

容体に関して、これら受容体の異常症患者の解析をおこなった。特に P2Y12 は αIIbβ3 の活

性化維持機構に重要であることを明らかにした。一方、ネガティブ機構として細胞内蛋白であ

るαactinin はαIIbβ3活性化に対しネガティブに制御していることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Platelet function is regulated in the balance of positive and negative regulators. In this study, we have 

characterized ADP receptor P2Y12, collagen receptor GPVI, and thromboxane A2 receptor as positive 

regulators in patients with abnormality of these receptors. Of interest is that P2Y12-mediated signaling 

plays a critical role in the sustained IIb3 activation. Inversely, we demonstrayed that -actinin plays  

as a negative regulator and negatively regulate IIb3 activation. 
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１． 研究開始当初の背景 

動脈硬化を基盤とした致死的な動脈血栓
症は、現代社会における高齢化やメタボリッ
クシンドロームの増加に伴い著しく増加し
ており、本邦のみならず世界の死因の約 30%
を占める極めて重大な疾病である。この現状
からも、血管病、特に動脈血栓性疾患の発症
抑制およびその制御法の開発は現代医療に
課せられた最重要課題の一つであると言え

る。血小板は動脈血栓発症の中核を形成する
だけでなく、IL-1 や MCP-1、CD40L、SDF-1
などのサイトカインを放出し動脈硬化進展
や血管新生に大きく関与していることが最
近明らかとなってきた（Massberg et al. J 
Exp Med 2002, 2006）。このように血小板機
能の制御機構を解明し標的分子を同定する
ことは、血管病発症を制御する上で必須のこ
とと考えられる。血小板に関しては活性化物
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質によるポジティブフィードバック機構が
知られている。一方では、申請者らは一連の
研究にて semaphorin 3A、SHPS-1、adiponectin
などが血小板機能を抑制する物質として機
能することを世界に先駆けて明らかにして
きた。このように血栓形成は活性化物質と抑
制物質のバランスにより制御されている。し
かしながら、その詳細はいまだ不明な点も多
い。本研究では申請者らが明らかにしてきた
血小板の機能制御機構に関して、αIIbβ3や
P2Y12 のみならず GPVI やトロンボキサン A2
受容体に関しての解析を行った。 

 
２．研究の目的 
本研究では血小板活性化、特に αIIbβ3

の活性化制御機構のさらなる解明をめざし、
ダイナミックに変化する αIIbβ3 活性化お
よび非活性化を検出しうる新たな有核細胞
CMK を用いた実験系を構築することを目指す。
この実験系を用いて、ADP 受容体 P2Y12 の
αIIbβ3 活性化維持機構（非活性化抑制機
構）、αアクチニンのαIIbβ3活性化への作
用を解析する。血小板機能抑制機構を血小板
および新規実験系を用いて解明することを
目指す。また、ヒトの血小板機能異常症の病
態解析として GPVI 欠損症やトロンボキサン
A2 受容体欠損症の分子病態を明らかにする
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 血小板を用いた機能制御機構の解析 
分子異常に起因する血小板機能異常症の

機能解析を行い、その分子の血小板機能さら
には生体内での作用を解析する。 
申請者が同定した P2Y12のαIIbβ3活性化

の維持機構、の血小板機能抑制機構の分子機
構に関し血小板を用いて、αIIbβ3活性化の
速度解析、Rap1B、Akt、PI3K、PLCγ2など主
要なシグナル伝達分子の詳細な時間軸解析
（刺激後数秒から解析）を行う。 
(2) 巨核球系細胞を用いた遺伝子改変手法
による解析 
 巨核球系細胞株 CMK細胞、さらには臍帯血
由来の培養巨核球を用いる。詳細な時間軸解
析にてCD42b陽性CMK細胞上αIIbβ3がPAR1
刺激により 3分後には著明に活性化すること
が明らかとなった。しかしながら、30分後で
はその活性化がほとんど検出できない。この
活性化維持の傷害の分子機構に関して以下
の手法により解析する。①P2Y12 を中心に、
PI3K、Rap1B などのシグナル分子の過剰発現
系での検討 ②レンチウイルス（FG12ベクタ
ー、U6 プロモーター下に sh RNA を発現）を
用いた遺伝子ノックダウンシステムの構築 
 
４．研究成果 
 本研究における成果は以下のとおりであ

る。 
(1)コラーゲンの血小板機能ポジティブ機

構として、血小板 GPVI を介した血小板活性
化が知られているが、本研究において、後天
性 GPVI欠損症に関し新たな病型を見出した。
本研究にて解析した症例（12歳女児）は ITP
の発症とともに止血困難な鼻出血および紫
斑が出現。血小板凝集にては、コラーゲン凝
集能が特異的に低下していた。患者血小板で
は GPVI が特異的に欠損していたが、患者血
漿中には抗 GPVI 抗体は検出されなかった。
またGPVIやFcR の翻訳領域に遺伝子異常を
認めなかった。患者血小板の PAIgGが増加し
ていたため、血小板結合抗体をエーテルにて
解離し解析すると、抗 IIb 3抗体に加えて抗
GPVI抗体が検出された。本例を無治療にて経
過観察していると、血小板数の回復とともに
GPVI の発現の回復が観察され、後天性 GPVI
欠損症であることが明らかとなったが、GPVI
の回復と共に血小板結合 GPVI 抗体の減少が
観察され、GPVI欠損に抗体の関与が示唆され
た。GPVIは convulxinにて刺激するとネガテ
ィブフィードバック機構により shedding 機
構により血小板表面から消失する。本症例血
小板では GPVI の shedding は観察されず、
GPVIのinternalizationが欠損の主因と考え
られた。 
(2)血小板アゴニストとして重要なトロン

ボキサン A2(TXA2)の受容体異常症および
αIIbβ3遺伝子異常に伴う先天性血小板減
少症を新たに同定し、その分子機構の解析を
行った。TXA2受容体異常症としては、現在ま
で２種類のミスセンス変異が報告されてい
るのみであり、そのキャリアー（ヘテロ体）
においても血小板機能異常を呈する。この機
序として、ミスセンス変異がドミナントネガ
ティブに受容体機能を抑制している可能性
が指摘されていた。報告者は、新たに
c.167dupG 遺伝子異常のヘテロ体を同定した。
この遺伝子異常により TXA2受容体は欠損す
る。事実、発端者は正常の TXA2受容体の発
現が約 50％に減少しているのみであるが、血
小板機能の異常が観察されたため、ドミナン
トネガティブの作用は否定的である。受容体
が 50％に減少すると血小板機能異常が誘導
される機序として、TXA2受容体の半減により
血小板放出反応が傷害され、血小板からの
ADP放出の低下を来すことが一因であること
が明らかになった。また、同じ遺伝子異常を
有する父親には出血傾向はなく、TXA2受容体
の半減のみでは出血症状を来さないことが
示唆された。 
(3)αIIbβ3の異常に起因する遺伝子血小

板減少症をあたらに同定した。本例では、
αIIbの細胞内領域におけるαIIb(G991C)を
有する遺伝性血小板減少症であった。血小板
は大型で、血小板数は 3万/μLに低下してい



 

 

た。293T細胞に発現させたαIIb(G991C) β3
は恒常的に活性化されていた。報告者らは、
すでにαIIb（R995W）が血小板減少を来すこ
とを見出しており、これらの結果より、
αIIbβ3の活性化異常が血小板数および形
態異常に関与する可能性が示された。 

(4)ADP受容体 P2Y12のαIIbβ3活性化維
持機構、つまり非活性化抑制機構を解析する
ため、P2Y12を恒常的に発現する巨核球細胞
株 CMK細胞(CMK-P2Y12)を新たに樹立した。
CMK-P2Y12では、CMKとは異なりαIIbβ3の
活性化が維持され、P2Y12がαIIbβ3活性化
の維持に必須であることが証明された。さら
にαactininはβ3の細胞内領域の結合蛋白
であるが、血小板刺激時に、β3との結合が
可逆的であること、その可逆的な結合が
αIIbβ3活性化の可逆性と同調することを
明らかにした。新規実験系である CMKシステ
ムにて、αactininの過剰発現、ノックダウ
ンを行い、αactininがαIIbβ3活性化
(inside-outシグナル)に抑制的に作用して
いることを明らかにした。                                                                                   
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