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研究成果の概要（和文）：本研究は、低体温症における活性化血小板の機能を明らかにすることを目的とし、低
体温時の活性化血小板が放出する血小板由来細胞外小胞（platelet-derived microvesicles; PDMVs）やそれに
内包される分子を解析し、以下の結果を得た。(1)脾臓および末梢血中血小板の網羅的遺伝子から、低体温によ
って活性化された血小板は組織修復に関わる因子を放出することが判明した。(2)低体温時にはPDMVが脾臓内血
小板から放出されることを証明した。(3)低体温の脾臓内血小板から放出されたPDMVには組織修復因子を内包す
ることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to clarify the function of activated platelets in 
hypothermia by analysing platelet-derived microvesicles (PDMVs) released by activated platelets 
during hypothermia and the molecules encapsulated in them, with the following results. (1) A 
comprehensive genetic analysis of platelets in the spleen and peripheral blood revealed that 
platelets activated by hypothermia release factors involved in tissue repair. (2) PDMV was 
demonstrated to be released from platelets in the spleen during hypothermia. (3) PDMV released from 
hypothermic intrasplenic platelets contained tissue repair factors.

研究分野： 法医学

キーワード： 低体温症　血小板　脾臓　PDMV

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果から、低体温時の脾臓内血小板活性化がPDMVsを放出すること、さらにPDMVsに組織修復因子を内包す
るという新たな知見を得ることができた。今後、低体温症時に生じる生体へのダメージや活性化血小板やPDMVs
の作用対象臓器を解析することによって、活性化血小板やPDMVsが生体に与える組織修復作用機序を解明できる
可能性がある。これらの成果は、救急医学における低体温症治療の一助になることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
低体温症は、深部体温が 35℃以下に低下することで惹き起こされる症状の総称であり、その

最悪の転帰が死（凍死）である。本邦の凍死者数は年々増加しており、その原因として登山中の

遭難事故等の増加だけではなく、独居高齢者や老老介護者の増加といった社会的要因を背景に

低体温症から死に至るケースが多く、社会医学として法医学分野での研究は必須である。偶発性

低体温症の重症例は死亡率が約 40%と高く、Hypothermia STUDY, 2011（日本救急医学会）では、

低体温症の約 10%に脳梗塞や脳出血といった血液凝固能障害を起因とする血管障害の合併によ

り、二次的に救命困難となる例が問題となっている。しかし、低体温症に関する分子病態を明ら

かにした報告はごく限られており、血液凝固機能障害の機構は不明な点が多い。 

血液凝固機構の重要な因子の 1つが、血小板である。血小板は、障害を受けた血管内皮細胞と

接着し、集簇した血小板同士が次々と活性化することで、血栓形成を促進する（Meijden P. et al. 

Nat Rev Cardiol. 16: 166-179, 2019）。一方で、血小板は血液凝固機能の他にも、血管新生や器官形

成・再生といった機能を有しており、創傷の治癒過程において重要な役割を果たすことが報告さ

れている（Etulain J. Platelets. 29: 556-568, 2018）。 

図 1 に、活性化血小板から放出

される様々な分子について示す。

血小板の多様な機能は、これらが

有する顆粒内から放出される分子

の作用に由来するものであり、α

顆粒に存在する vascular endothelial 

growth factor（VEGF）や platelet-

derived growth factor（ PDGF）、

platelet-derived endothelial cell 

growth factor （ PD-ECGF ）、

transforming growth factor-beta （TGF-β）といった血小板由来増殖関連蛋白や、濃染顆粒に存在す

る生理活性物質のセロトニンなどが関与している。また、血小板は、タンパク質の合成を行う細

胞質 mRNAや miRNAを保有している。これらのタンパク質や生理活性物質、RNAといった血

小板内の分子は、エクソソームや微小小胞体に内包され、血小板由来細胞外小胞（platelet-derived 

microvesicles; PDMVs）として、血小板が活性化した際に血液中に放出される。近年、凝固障害

などの生体内の変化に伴い、PDMVs に内包される分子や RNA のプロファイルに変化が生じる

ことが報告された（Pergoli L, et al. Part Fibre Toxicol. 14: 32, 2017）。 

これまでの申請者の検討では、マウス低体温症モデルにおける脾臓内の血小板活性化は、マウ

ス低体温症モデルを復温した際の血栓形成を促進することが判明した（Horioka K, et al. J Thromb 

Haemost. 17:1762-1771, 2019） 。一方で、血小板の多機能性を考慮すると、『低体温時に起こる

様々な障害から生体を防御するために、血小板が活性化する』可能性が考えられ、生体にとって

有益な作用があるのではないか？と考えた。そこで本研究では、低体温によって誘導された活性

化血小板から放出される PDMVs 内容物の変化に着目し活性化血小板が低体温症の生体内で果

たす役割を解明することを目指した。 
 
 
 
 



２．研究の目的 
本研究では、低体温時の活性化血

小板が放出する PDMVs やそれに内

包される分子が低体温症に伴う障

害に対して与える影響について解

析することで、低体温症における活

性化血小板の機能を明らかにする。

これらの結果から、低体温時に脾臓

内で血小板が活性化されることの

生物学的意義を解明することを目

的とし、以下の 2点を検討する（図

2）。 

① 低体温時に活性化した血小板内では どのような分子動態の変化が起きているのか？ 

② 活性化血小板から放出された分子が 生体内にどのような作用を示すのか 

 

 

３．研究の方法 

（1）低体温時の活性化血小板由来RNAの発現プロファイル 

低体温症モデルマウスおよびコントロールマウスから脾臓および末梢血液から血小板を分離

し、mRNAを抽出して、cDNA マイクロアレイによる網羅的発現解析を行う。血小板は無核細胞

のため DNA を有さず、低体温によって RNA の発現が増加することがない。この特徴を利用し

て、末梢血液中の血小板 RNA および脾臓内の血小板 RNAの発現量の差から、活性化により脾

臓内の血小板から放出された RNA を特定する。 

次に mRNAの発現プロファイルからパスウェイ解析を行って、生物学的意義を推察する。これ

らのRNAの中で発現変動が大きいものについてはリアルタイムRT-PCR法で発現量を定量する。 

 

（2）脾臓内血小板の形態変化および PDMVsの放出 

 脾臓内の血小板が、低体温によって活性化されることによって生じる血小板の形態および血

小板内小器官の変化を捉えるため、ホルマリン固定した脾臓を検体として、透過型電子顕微鏡に

よる形態観察をおこなった。またコントロール群および低体温症群マウスから採取した血漿を

超遠心し、PDMVsを収集した。これらの PDMVsは走査型電子顕微鏡により、粒子を観察した。

また、PDMVsを検体として CD41（血小板マーカー）、CD63（細胞外小胞マーカー）、CD62P（活

性化血小板由来細胞外小胞マーカー）、CLEC-2（活性化血小板由来細胞外小胞マーカー）の各種

抗体を用いたウェスタンブロットを行い、血小板由来小胞であることを確認した。 

 

（3）PDMVsに内包されたタンパク質の定量 

 低体温時の活性化血小板由来 RNAの発現プロファイルから特定された因子が、脾臓内活性化

血小板から放出された PDMVsに内包されているかどうかを確認するため、PDMVsから RNAを

抽出し、Real-time RT-PCRによって RNA 量を定量した。 

 

 

 



 

 

４．研究成果 

（1）低体温によって活性化された血小板は組織修復に関わる因子を放出する 

  cDNA マイクロアレイにおいて

23,473 個の転写産物が検出され、これら

の各転写物のレベルを比較したところ、

低体温群では脾臓内血小板の転写産物量

が有意に変化した（図 3A）。mRNAが脾

臓血小板で残存しているのか、減少して

いるのかを確認するために、低体温症の

脾臓血小板と末梢血血小板中の mRNA

量を比較し、量が減少した遺伝子産物を

抽出したところ、5,777 個の遺伝子産物が

同定された。この遺伝子セットを用いて、

パスウェイ解析により関連する分子生物

学的意義を推定した。その結果、細胞骨格リモデリング、および細胞接着に関連するパスウェイ

が上位に抽出され、Wnt/β-catenin シグナルに関連する複数のパスウェイが亢進することが判明

した（図 3B）。また、これらのパスウェイでは、ミオシンやトロポニンといった筋形成に関わる

タンパク質をコードする転写産物が含まれていることがわかった。 

 

（2）低体温時には PDMVが脾臓内血小板から放出される 

 低体温によって脾臓血小板が活性化されることによって細胞内成分を放出するのかどうかを

透過型電子顕微鏡によって評価した。正常マウスおよび低体温マウスの末梢血小板では、細胞内

成分に変化はなかったが、脾臓血小板ではα顆粒はごく少量しか認められず、空胞が多くを占め

た（図 4A）。また、脾臓血小板では微粒子が

表面に存在しており、微粒子が放出されてい

るような状態が多く確認されたことから、低

体温時では脾臓活性化血小板から PDMVs が

放出されている可能性が高いことがわかっ

た（図 4B）。次に、低体温時に脾臓活性化血

小板から PDMVs が放出されたことを証明す

るため、脾摘マウスを作成し、同様の低温刺

激を与えた。これらのマウスから血漿検体を

超遠心して PDMVs を収集し、ウェスタンブ

ロットによって活性化血小板由来細胞外小

胞マーカーを確認したところ、低体温マウス

のみで活性化血小板由来細胞外小胞タンパ

ク質の増加を認めた（図 4C）。 

 

（3）低体温の脾臓内血小板から放出された PDMVには組織修復因子を内包する 

  低体温時の活性化血小板由来 RNAの発現プロファイルにより、Wnt/β-catenin シグナルに関
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連する複数のパスウェイが亢進したこと

から、超遠心によって収集された PDMVs

より抽出した RNA を用いて、Wnt3a およ

び Ctnnb1mRNAを定量した。これらの因子

はいずれも低体温群で有意に高く、低体温

によって活性化された脾臓内血小板は両

因子を PDMVに内包し、放出していること

が明らかとなった（図 5）。 
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