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研究成果の概要（和文）：血小板を活性化させると、フィブリンが膜ラフトに移行することを見出した。フィブリンが
血小板に結合すると血餅退縮が起きることが知られている。そこで、フィブリンのラフト移行が血餅退縮に関与してい
るかどうかを調べた。免疫染色法でスフィンゴミエリンラフトとフィブリンが共局在することがわかった。スフィンゴ
ミエリン合成酵素欠損血小板では血餅退縮の速度が遅くなり、スフィンゴミエリンラフトは血餅退縮に関わっているこ
とがわかった。血液凝固XIII因子欠損血小板では、フィブリンラフト移行および血餅退縮が欠如することを見出し、フ
ィブリンラフト移行および血餅退縮には血液凝固XIII因子が必要であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We observed that sphingomyelin (SM)-rich rafts are identified histochemically in 
the central region of adhered platelets where fibrin is colocalized on activation by thrombin. The clot 
retraction of SM-depleted platelets from SM synthase knockout mouse was delayed significantly, suggesting 
that platelet SM-rich rafts are involved in clot retraction. Furthermore, fibrin translocation to DRM 
rafts was impaired in factor XIII A subunit-deficient mouse platelets, which show impaired clot 
retraction. Furthermore, the disruption of SM-rich rafts by methyl-β-cyclodextrin impaired clot 
retraction. Thus, we propose that clot retraction takes place in SM-rich rafts where a fibrin-αIIbβ3 
complex is formed as a primary axis to promote platelet contraction.

研究分野：機能生物化学
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１．研究開始当初の背景 
止血血栓の形成には血小板膜上における血
液凝固因子の活性化が必要である。従来、血
小板は活性化により表面に出てくるリン脂
質が血液凝固因子に活性化の場を提供する
とされてきた。近年、スフィンゴ糖脂質ミク
ロドメインである膜ラフトが、血小板機能と
の関係で注目されはじめた。私は血小板膜ラ
フトに移行する血液凝固因子の存在の可能
性を検討し、洗浄血小板をトロンビンで刺激
し膜ラフト画分に移行するタンパク質をシ
ョ糖密度勾配遠心法により解析したところ、
フィブリンが膜ラフトに移行することを見
出した。 
 
２．研究の目的 
フィブリンが血小板に結合すると outside-in 
signalが惹起され血餅退縮が起きることが知
られている。ラフトは細胞膜を介するシグナ
ル伝達の中継点として働いている。そこで本
研究では、フィブリンのラフト移行が血餅退
縮シグナルに関与しているかどうかを確認
し、その移行メカニズムの詳細を解明するこ
とを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
フィブリンのラフト移行は、ショ糖密度勾配
遠心法、ラフトマーカーとの二重免疫蛍光染
色法、免疫電子顕微鏡法で解析した。 
ラフトと血餅退縮との機能的の関わりにつ
いては、メチルシクロデキストリンによる
ラフト破壊およびラフト構成脂質の欠損マ
ウス血小板を使って解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1) トロンビン刺激血小板におけるフィブ
リンのラフト画分移行（図） 
 
血管が傷つくと血液凝固反応が開始され、血
中の血液凝固第I因子であるフィブリノーゲ
ンがトロンビンによる切断でフィブリンに
変わりフィブリンの網が強固な血栓として
傷口を固める。血小板は血栓の主要な細胞成
分であり、一連の血液凝固因子の活性化を血
小板膜表面でおこすことにより、血栓形成開
始時において先導的な役割を果たしている。
また、血液が凝固したのちにフィブリン網と
血小板からなる凝血塊が収縮する血餅退縮
という現象が知られ、形成した血栓を強固に
して止血を完全にする働きをしている。私は
血小板活性化に伴い膜ラフトに移行する血
液凝固因子の存在の可能性を検討し、フィブ
リンが膜ラフトに移行すること質量分析法
により見出した。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2) 免疫染色法により示されたフィブリン
のスフィンゴミエリンラフト移行 
 
ショ糖密度勾配遠心は膜ラフトの標準的な
精製法であるが、「膜ラフトへの移行」と結
論づけるためには他の方法でも移行を示す
ことが一般的である。そこでスフィンゴミエ
リン特異的膜ラフト認識毒素Lyseninをラフ
トマーカーとして用いて、フィブリンが脂質
ラフトに移行しているかどうかを免疫染色
法で調べた。トロンビンで活性化した接着血
小板では中央領域のみがLyseninとフィブリ
ン抗体で特異的に共染色され、スフィンゴミ
エリン特異的膜ラフトとフィブリンが共局
在することがわかった。 
 
(3) 血餅退縮との関与 
メチルシクロデキストリン前処理によりラ
フトを破壊すると、outside-in signalおよび
血餅退縮が抑制された。さらにラフト構成脂
質であるスフィンゴミエリンの合成酵素欠
損血小板を用いて血餅退縮の解析をおこな
った。するとスフィンゴミエリン合成酵素欠
損血小板では野生型と比較し、スフィンゴミ
エリンラフトの減少量に相関して血餅退縮
の速度が遅くなった。このことから、スフィ
ンゴミエリンラフトは血餅退縮に関わって
いることがわかった。 
 
(4) フィブリンラフト移行メカニズム 
血液凝固 XIII 因子トランスグルタミナーゼ
阻害剤は、フィブリンラフト移行および血餅
退縮を抑制した。また XIII 因子トランスグ
ルタミナーゼで修飾されるグルタミン
398,399 に変異を入れたフィブリンでは、ラ
フト移行が起きなかった。さらに XIII 因子
欠損血小板では、フィブリンラフト移行およ
び血餅退縮が欠如することを見出した。以上
のことから、フィブリンラフト移行および血



餅退縮には血液凝固 XIII 因子が必要である
と考えられた。 
 
(5) フィブリン以外の XIII 因子基質 
XIII 因子欠損血小板の系に外から組換 XIII
因子を補充すると、血餅退縮が回復するよう
になる。しかし、血餅退縮回復の程度が充分
でないことから、血小板細胞質内の XIII 因
子トランスグルタミナーゼ活性の必要性が
示唆された。そこで血小板細胞質内 XIII 因
子トランスグルタミナーゼ基質の単離を試
みたところ 95kDa タンパク質を見出した。 
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