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研究成果の概要（和文）：インテグリンαIIbβ3は血栓形成に必須のフィブリノゲン受容体であり、その活性化
状態はinside-outシグナルにより厳密に制御されている。しかし、inside-outシグナルの詳細は不明であり本研
究課題ではヒト巨核球系細胞株CMK細胞株を用いた検討とともに出血症状を呈する症例の解析よりCalDAG-GEFIの
重要性を明らかとした。CalDAG-GEFI欠損症例は強い出血症状を呈していたが、αIIbβ3活性化が遅延すること
が原因であることを特定し、αIIbβ3活性化を制御する新たな機構を示すことができた。これらの研究成果は学
術雑誌Bloodへ発表した。

研究成果の概要（英文）：Platelet fibrinogen receptor integrin αIIbβ3 is essential for hemostasis 
and its activation state is tightly regulated by inside-out signaling. So far, the detailed 
mechanism how inside-out signaling induces activation of αIIbβ3 is still obscure. In this study, 
we determined the molecules which are important for inside-out signaling in the megakaryocytic cell 
line CMK and the patient with CalDAG-GEFI deficiency who has been suffering severe bleeding 
problems. However, platelets with CalDAG-GEFI deficiency showed mildly impaired αIIbβ3 activation.
 And we found the delayed αIIbβ3 activation in CalDAG-GEFI deficient platelets is related to 
severe bleeding symptoms. Our results indicate the importance of CalDAG-GEFI and αIIbβ3 activation
 kinetics for normal hemostasis (Blood 2016). 
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１．研究開始当初の背景 
 心筋梗塞、脳梗塞などの動脈血栓性疾患は
日本人の死因の大きな割合を占めている。血
栓の形成には血小板の凝集が必須のイベン
トであり、アスピリンなどの抗血小板薬によ
る血小板機能の抑制が現在の臨床の現場で
は使用されている。しかし、抗血小板薬によ
る血小板機能の抑制は常に出血合併症のリ
スクを伴い、十分なコントロールが行えない
場合もある。このため血小板機能抑制効果が
高く、出血リスクの少ない血小板機能制御法
による動脈血栓性疾患発症予防の改善が期
待されている。 
 血中を流れる血小板は非活性化状態にあ
り定常状態では血小板凝集を起こさないが、
外傷などによる血管損傷を受けると瞬時に
活性化し血栓形成による止血を行う。血小板
同士がフィブリノゲンにより架橋され血小
板凝集が形成されるが、血小板上のフィブリ
ノ ゲ ン 受 容 体 が イ ン テ グ リ ン αIIbβ3
（GPIIb-IIIa）であり、血小板がアゴニスト
による刺激を受け誘導される inside-outシグ
ナルが αIIbβ3 活性化状態の制御に重要な役
割を果たしている。しかし、骨髄で産生され
る血小板は巨核球細胞質の断片から成る無
核の細胞で、in vitro における培養もできな
いため inside-outシグナルの詳細は不明であ
る。このため出血症状を呈する症例解析がこ
れまで血小板機能制御メカニズムの解明に
大きく寄与してきた。我々もこれまで多くの
Glanzmann 血小板無力症、ADP 受容体
P2Y12 欠損症例などの解析を行ってきたが、
inside-out シグナルの理解はまだ十分ではな
い。 
 
２．研究の目的 
 これまでの血小板機能異常症の検討など
から αIIbβ3 活性化状態は単純な ON/OFF で
はなく、いったん活性化した αIIbβ3 の活性
化状態を維持する機構の重要性を明らかと
し、また血小板研究の制約を克服する巨核球
系細胞株 CMK を用いて生理的アゴニスト刺
激による αIIbβ3 活性化評価システムを樹立
してきた。本研究ではこれらを用いて
inside-out シグナルの詳細を明らかとする。 
 また恒常的に αIIbβ3 が活性化状態にある
Glanzmann 血小板無力症症例の遺伝子変異
に基づいて作製した αIIb-R995変異導入遺伝
子改変マウス、すでに inside-out シグナルで
の重要性が示されている Rap1 の不活化型変
異 Rap1b-N17 マウスを用いた解析を行うこ
とでさらに αIIbβ3 活性化制御機構の詳細を
明らかとすることを目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1) CMK 細胞での発現クローニングによる
αIIbβ3 活性化機構の解明。 
巨核球系細胞株 CMK における生理的アゴニ
ストの誘導する αIIbβ3 活性化評価を可能と
した CMK 細胞システムを用いて、血小板

cDNA ライブラリーの導入により inside-out
シグナルに重要な新規分子の探索を行う。 
(2) 遺 伝 子 改 変 マ ウ ス （ αIIb-R995 、
Rap1b-N17）を用いた血小板機能の解析。 
遺伝子改変マウスより採取した血小板機能
を WT マウスと比較する。血小板機能に変化
が見られる場合はマウス生体内でのリアル
タイムの血栓形成観察など行う。 
(3) 出血症状を呈する血小板機能異常症症例
解析。 
出血症状を呈する症例より得た血小板の機
能を解析。生理的アゴニスト刺激による
αIIbβ3 活性化状態に加え、活性化キネティク
スの検討により inside-outシグナルに重要な
分子を同定していく。 
 
４．研究成果 

CMK 細胞での発現クローニングによる
αIIbβ3 活性化機構の解明：実験手法上の制約
が大きいため解明の進んでいない inside-out
シグナルを検討するため、我々の樹立した
CMK 細胞システムを用いた検討を行った。
健常人血小板より精製した RNA を用いた
cDNA ライブラリーを作製、検討を行った。 
また、乳児期より出血傾向が見られる症例

の血小板機能解析により、世界で 1 例目の
CalDAG-GEFI 欠損症を同定した。症例の血
小板はCalDAG-GEFIに父親由来のK309X、
母親由来の L360del というふたつの変異が
原因で発現の欠損に至ることを明らかとし
た。CalDAG-GEI の inside-out シグナルに
おける重要性はマウスでは示されていたが、
ヒトでの作用を確認されていなかった。解析
症例では一般的に行われている血小板凝集
検査、フローサイトメトリーによる αIIbβ3
活性化解析などの血小板機能解析結果では

機能低下を認めるものの実際に表れている
強い出血症状に相応する強い障害ではなか
った。しかし、我々の樹立した αIIbβ3 活性
化の時間経過の評価を可能とした velocity ア
ッセイにより CalDAG-GEFI 欠損は αIIbβ3
の活性化速度が低下することを明らかとし
た。流動下でコラーゲン上に形成される血栓
形成は著明に低下しており、αIIbβ3 活性化の
遅延が生理的条件下での血栓形成を障害し、
実際の症例で見られている強い出血症状の
原因となっていることを示すことに成功し
学会、論文にて成果の報告を行った。 

 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 

図. αIIbβ3 活性化の時間経過 

図. コラーゲン上における流動下血栓形成 
 
この結果は αIIbβ3 活性化を評価する上で、
活性化キネティクスが重要であるという新
たな視点を提唱するものである。 
遺伝子改変マウスを用いた血小板機能の

解析では、αIIb-R995 ノックインマウスはヒ
ト症例同様の巨大血小板減少症様のフェノ
タイプを示した。αIIbβ3 の血小板表面への発
現が著明に低下していたが αIIbβ3 活性化認
識抗体の結合を αIIbβ3 発現量で補正すると
PAC-1結合はαIIb-R995ノックインマウスで
軽度上昇しており、インテグリン細胞内領域
が inside-outシグナルへの影響することを動
物モデルで確認された。 
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