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研究成果の概要（和文）：本研究では最終的に細胞接着斑分子Hic-5がインテグリンαIIbβ3の活性化制御に関与し、
血小板凝集に重要な役割を担っていることを示した。具体的にはHic-5遺伝子改変マウスを用いた個体レベルでの出血
能変化として、Hic-5欠損により出血時間が大幅に延長することが明らかとなった。さらに血小板凝集抑制メカニズム
について、Hic-5欠損血小板では血小板凝集の直接の担い手であるαIIbβ3の活性化が抑制されていること、αIIbβ3
活性化時の結合アクチン量が減少することを見いだした。

研究成果の概要（英文）：Hic-5, a member of the paxillin family, serves as a focal adhesion adaptor protein
 associated with aIIbb3. Hic-5 function in aIIbb3 activation and subsequent platelet aggregation remains u
nknown. To address this question, platelets from Hic-5-/- mice were analyzed. Hic-5-/- mice displayed a si
gnificant hemostatic defect and resistance to thromboembolism, which were explained in part by weaker thro
mbin-induced aggregation in Hic-5-/- platelets. Mechanistically, Hic-5-/- platelets showed limited activat
ion of aIIbb3 upon thrombin treatment. Morphological alteration in Hic-5-/- platelets after thrombin stimu
lation on fibrinogen plates was also limited. As a direct consequence, the quantity of actin co-immunoprec
ipitating with the activated aIIbb3 was smaller in Hic-5-/- platelets than in wild-type platelets.We ident
ified Hic-5 as a novel and specific regulatory factor for thrombin-induced aIIbb3 activation and subsequen
t platelet aggregation in mice.
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１．研究開始当初の背景 
 
脳梗塞、心筋梗塞など動脈血栓症の成因の一
つに血小板活性化とそれに伴う動脈硬化性
病変部位での血栓形成が挙げられる。血栓形
成に関する機序に関しては、詳細は不明な点
が多く血小板機能異常症の原因遺伝子や分
子が明確にされていない症例も多い。血小板
の凝集は、凝集に必須の接着リセプターであ
るインテグリンαIIbβ3 が最終的に活性化
されることで引き起こされる。αIIbβ3 の
活性化は Inside-Out および Outside-In 
という二つの細胞内分子機構により制御さ
れている。その機序は米国の Kauchansky K. 
や Shattil SJ らによって精力的に解析が進
められているものの、未だ不明である。この
分野では近年、Talin、kindlin、RIAM とい
っ た インテ グ リン結 合 分子の 一 部 が 
Inside-Out signal の主要調節因子であるこ
とが注目されている。この中で Talin は 
Hic-5 と同じく接着斑に局在し、かつ Hic-5 
と結合することが既に報告されている。よっ
て Hic-5 が血小板凝集の Inside-Out およ
び Outside-In signal の制御に重要な役割
を担っているとの仮説のもと、αIIbβ3 活
性化機構について解析する。 
 
２．研究の目的 
 
 血小板凝集および活性化に関与する分子
は多く知られているが、個体レベルで実際に
出血状態を変化させる特定分子に関する報
告は少ない。本研究では ROS 下流の 
mediator 1 分子のみに焦点をあて、アダプタ
ー分子であるHic-5による細胞接着制御機構
が血管生理の制御において重要な役割を持
つことを示すとともに、血栓形成を引きがね
として発症する動脈硬化性疾患に関与する
接着シグナルの新たな分子的背景の一端を
明らかにすることを目的とし検討を行った。 
 
３．研究の方法 
 
(1) Hic-5 欠損による血小板機能変化 
 
In vivo 
 出血時間 (bleeding time) および再出血時
間 (rebleeding time) 測定を行い、個体レ
ベルでの出血・止血状態に変化が生じている
か検討した。 
 
In vitro 
血小板凝集能測定： Hic-5 欠損マウス血小
板を用いて血小板凝集能検査を行う。その際、
安定した結果を得るために洗浄血小板を用
い、Thrombin、collagen、U46619 など複数の

アゴニストの組み合わせで検討する。凝集測
定器は PA-200 (aggregometer, Kowa)を用い
て凝集塊の大きさ、数を経時的に測定した。 
 
(2) 血小板活性化分子機構へのHic-5の関与
（インテグリン活性化、inside-out signal)： 
Talin、kindlin などが関与する Inside-Out 
signal によるαIIbβ3 活性化は血小板凝
集に必須であることが知られている。まず
Hic-5 欠損血小板刺激時に、αIIbβ3 の活
性化が正常に起きているか抗 CD41 抗体、抗
活性型 αIIbβ3 抗体（JON/A）を用いて FACS
解析を行った。さらに、Hic-5 が血小板内の
どのインテグリン下に局在しているか
magnetic beadsを用いた免疫沈降ウエスタン
ブロットにより調べた。さらに αIIbβ3 下
の Hic-5 結合分子が Hic-5 欠損によりイ
ンテグリンとの相互作用に変化が起きるか、
免疫沈降により他の分子の蛋白量変化を検
討した。また、Hic-5 結合因子 Talin はα2
β1に局在し、活性化刺激依存的に αIIbβ3 
下へ移動しインテグリンの活性化に関与す
ることが明らかになっている。このような血
小板内局在変化の可能性を考え、免疫電子顕
微鏡法でこれら分子の詳細な細胞内局在を
検討した。 
 
 
(3) 血小板細胞骨格変化（細胞接着能、伸展
能、outside-in signal）： Hic-5 は膜貫通
型 ECM 受容体であるインテグリン直下に局
在し接着シグナル制御に関与していること
が報告されている。よって血小板凝集能変化
が確定した場合、インテグリン下流シグナル
や細胞骨格制御を含めた形態変化について
解析した。具体的には、fibrinogen 上での血
小板伸展能（細胞形態とアクチン骨格蛍光染
色による光顕レベルでの細胞骨格観察）、走
査電子顕微鏡による微細構造変化の観察（同
時に lamellipodia、filopodia 形成細胞数の
定量）を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
 (1) Hic-5 欠損による血小板機能変化 
 
 Hic-5 欠損による血小板機能の変化につ
いて、個体レベルでの出血時間延長という結
果が得られ、生体の止血過程における Hic-5
の重要性が明らかとなった。この現象が血小
板自身の凝集能抑制を介した変化であるか
洗浄血小板を用いた血小板凝集能検査によ
り検討した結果、Hic-5 欠損血小板では、
Thrombin 刺激特異的に凝集能が抑制されて
いることが明らかとなった。 
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(3) 

 
 血小板刺激時の形態変化について走査電
子顕微鏡を用いて
果、
長い
ていた。
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