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研究成果の概要（和文）：本研究は血小板活性化機構の解明を目的とし、まずインテグリンαIIb細胞内領域に遺伝子
変異を有する遺伝性巨大血小板減少症例の解析より、血小板内FAKの恒常的活性化、シグナル伝達への影響を明らかと
した。さらにαIIbβ3活性化変異ノックインマウス、αIIb（R995W）の解析では、αIIb細胞内領域の変異が血小板産
生障害による血小板数の低下、血小板表面へのαIIbβ3発現低下を起こすとともに、著明な血小板活性化障害の原因と
なることを明らかとした。また、著明な出血傾向を有する症例の解析よりαIIbβ3活性化に必須のCalDAG-GEFI欠損症
例を同定しαIIbβ3活性化における重要性も明らかとした。

研究成果の概要（英文）：The regulation of platelet activation is quite important for prevention of 
arterial thrombosis. To explore the mechanism of platelet activation, the intraplatelet signaling was 
analyzed in platelets of patients with macrothrombocytopenia. Increased FAK phosphorylation in all of the 
platelets with integrin αIIb cytoplasmic tail mutations suggests the importance ofαIIb cytoplasmic tail 
in platelet signaling. The effect of mutation in αIIb cytoplasmic tail was also studied using 
αIIb-(R995W) knock-in mice. The number of platelets, platelet production, and the surface expression of 
αIIbβ3 were decreased in knock-in mice. Furthermore, in vitro thrombus formation under flow condition 
was significantly impaired in knock-in mice. The analysis of a patient with bleeding problems due to 
CalDAG-GEFI deficiency clearly showed the role of CalDAG-GEFI in αIIbβ3 inside-out signaling. These 
results will contribute for better anti-platelet therapy in patients with arterial thrombosis.

研究分野： 血小板
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１．研究開始当初の背景 
動脈硬化を基盤とした心筋梗塞や脳梗塞

などの血栓症は、全死因の約 3 割を占める。
これら動脈血栓症においては血小板がその
主体をなすことから、血小板活性化機構を明
らかにすることは緊近の課題である。血小板
表面には複数の膜糖蛋白(GP)が発現してお
り、これらが細胞外マトリックスや可溶性蛋
白の受容体として作用することにより血小
板機能を制御する。血小板インテグリン
αIIbβ3(GPIIb/IIIa)はフィブリノゲンおよび
von Willebrand 因子の受容体として止血機
能の中核を担っていることは、αIIbβ3 の先
天性欠損症である Glanzmann 血小板無力
症例の著明な出血傾向からも示されている。
αIIbβ3 は通常では非活性化状態にあるが、
各種血小板アゴニスト刺激からの細胞内シ
グナル（inside-out signal）により構造変化
を生じその受容体機能を発揮するようにな
る。リガンドが結合した αIIbβ3 は更に細胞
内にシグナルを生じ（outside-in signal）、血
小板伸展、血餅退縮をきたす。αIIbβ3 活性
化には Talin や Kindlin-3 がその細胞内領域
に結合することが重要であるが、その制御機
構に関しては不明な点が多い。 
また我々は、先天性巨大血小板減少症例の

解析から αIIbβ3 の恒常的活性化を誘導する
αIIbβ3 細胞内領域の変異を複数明らかにし
た。このことは従来関連がないと思われてい
た血小板産生および正常形態の維持に
αIIbβ3 活性化が関与している可能性を示唆
しているがその詳細なメカニズムは不明で
ある。また αIIbβ3 の恒常的活性化が血小板
機能および動脈血栓形成にどのような影響
を与えるかも明らかでない。 
 
２．研究の目的 
本研究では αIIbβ3 活性化異常の症例およ

び αIIbβ3 活性化変異ノックインマウスを用
いて、αIIbβ3 活性化機構の解明およびその
血小板形態および血小板数維持における意
義、更に動脈血栓形成への影響を明らかにす
ることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) αIIbβ3 細胞内領域とシグナル伝達：
αIIbβ3 変異を導入した発現ベクターを作製、
293T 細胞あるいは CHO 細胞に発現させ、
αIIbβ3 活性化および下流シグナル分子の検
討を行った。 
 
(2) αIIbβ3 活性化変異である αIIb(R995W)に
相当するマウス αIIb(R990W)変異を導入し
たノックイン(KI)マウスを作製。以下の検討
を行った： 
①血小板数および血小板機能の検討：出血時
間、マウス血小板を用いた各種アゴニスト刺
激前後のαIIbβ3 活性化、血小板顆粒放出能 
を検討した。また血小板寿命および抗血小板
抗体投与後の血小板減少からの回復、TPO 投

与後の血小板数増加反応を検討した。 
②流動条件下における血小板接着能・凝集
能：固相化したコラーゲンへの接着能および
血栓形成能を、流動条件下で、マウスより採
取した血小板を用いて検討した。 
③マウス血栓モデルを用いた検討：FeCl3 を
用いたマウス血栓誘発モデルを用いて、血栓
形成能を検討した。 
 
(3)著明な出血傾向を認めた血小板機能異常
症患者の原因遺伝子の検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) αIIbβ3 細胞内領域とシグナル伝達：我々
は、遺伝性巨大血小板減少症患者の解析から、
αIIbβ3 細胞内領域における複数の αIIbβ3 恒
常的活性化変異を見いだした。これらの変異
が、どのように血小板形態、血小板数、機能
に影響を与えているのかを明らかにするた
め細胞内シグナルについての検討を行った。
その結果、いずれの活性化変異においても
FAK が恒常的に活性化していることが明ら
かになった。 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) αIIbβ3 活性化変異 KI マウスを用いた検
討：恒常的活性化変異である αIIb(R990W)
変異導入マウスを作製した。変異 KI マウス
はほぼメンデルの法則に則り生まれ、明らか
な出血症状は認めなかった。血小板数は野生
型 (WT) 1.22±1.1(×106/ul)、ヘテロマウス
[R990W(+/-)] 1.10±1.4 、 ホ モ マ ウ ス
[R990W(+/+)] 0.91±1.1(mean±SD)とKIマウ
スで軽度低下しており、Flow cytometry にて
KI マウス血小板では血小板サイズの有意な
増大を認めた。 

WT R990W (Het) R990W (Homo)

WBC (x109/L) 7.87±2.38 7.34±2.25 6.30±2.42 n=11

RBC  (x1012/L) 9.84±0.44 9.82±0.47 9.45±0.47 n=11

HGB (g/dL) 14.5±0.55 14.0±0.42* 13.1±1.62* n=11

HCT (%) 50.6±2.4 49.8±2.0 48.6±2.0 n=11

PLT ( x109/L) 1,220±109 1,100±144* 913±113* n=6

RP% 8.02±1.99 7.21±1.41 7.76±2.10 n=6

ARP (x109/L) 102±21.9 84.0±23.7 66.6±12.3* n=6

TPO (pg/ml) 374±155 380±83 430±283 n=5  
 
血小板表面 αIIbβ3 発現は WT と比べヘテロ
マウスで 74±3.4%であり、ホモマウスでは
3.3±0.6%と著明な低下を認めた。出血時間は
ヘテロマウスではWTと差を認めなかったが、
ホモマウスでは著明に延長していた。またコ
ラーゲンおよびPAR4-TRAP刺激による血小
板凝集もホモマウス血小板では著明に抑制
されていた。より生体内に近い条件下におけ
る血小板機能を検討するため、流動条件下で
のコラーゲン上での接着および凝集塊形成



を検討したところ、ホモ KI マウスにおいて
は WT やヘテロ KI マウスに比べ著明な機能
障害を認めた。また腸間膜動脈を用いた血栓
形成モデルにおいても同様にホモ KI マウス
では血栓形成の著明な低下を認めた。以上の
ように、αIIb(R990W)KI マウスにおいて、ヒ
トと同様に軽度の血小板減少と血小板の大
型化が認められた。ホモマウスにおいては血
小板 αIIbβ3 の発現低下とともに血小板機能
低下が認められ、血小板無力症様の表現型を
呈することが明らかとなった。 
血小板数低下の原因として、ビオチン標識

血小板を用いた血小板寿命の測定を行った
ところ、ホモ KI マウスにおいては軽度では
あるが有意な血小板寿命の短縮を認めた（血
小板半減時間：WT29.0±4.3 hr, ヘテロ KI 
24.9±10.6 hr, ホモ KI 19.5±2.3 hr）。また、
定常状態において幼若な血小板である網状
血小板数の低下を認めたことから、血小板産
生障害の存在が示唆された。抗血小板抗体に
より誘発した血小板減少からの回復やトロ
ンボポエチン投与後の血小板増加がホモ KI
マウスにおいては障害されており、これらの
結果からも KI マウスにおける血小板減少の
一因に血小板産生障害が関与していること
が明らかとなった。 

 
 (3) 幼児期より出血傾向を認める症例の解
析から、世界で 2 例目の CalDAG-GEFI 異常
症を同定した。CalDAG-GEFI は RapI の活
性化に関与する分子であり、talin、kindlin-3
を介する αIIbβ3 の活性化に必須の分子と考
えられていた。本例では αIIbβ3 が正常に発
現しているにもかかわらず、各種アゴニスト
による αIIbβ3 活性化が著明に障害されてい
た。αIIbβ3 inside-out シグナルに関与する各
種分子を検討した結果、本例においては
CalDAG-GEFI発現が著明に低下しているこ
とを見いだし、その原因となる遺伝子異常を
明らかにした。本例においては特にアゴニス
ト刺激早期における αIIbβ3 活性化の障害が
強く、そのことが強い出血症状と関連してい
ると考えられ、CalDAG-GEFI の血小板機能
における重要性をヒトにおいて明らかにす
ることに成功した。 
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