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研究成果の概要（和文）：活性化第X因子(FXa)阻害薬は新たな経口抗凝固薬として注目されている。しかし、血
小板機能に対するFXa阻害薬の直接作用の詳細は未だ明らかではない。本研究ではコラーゲンによる血小板の活
性化に対するFXa阻害薬の直接作用を検討した。ヒト血小板において、FXa阻害薬はコラーゲン刺激による
p44/p42 MAP キナーゼを介したHSP27のリン酸化を阻害し、リン酸化HSP27の遊離を抑制することを明らかとし
た。本解析では、これまで明らかとなっていなかったコラーゲン刺激による血小板活性化にFXa阻害薬が直接影
響を及ぼすことを示した。

研究成果の概要（英文）：Selective inhibitors of factor Xa (FXa) are widely recognized as useful 
therapeutic tools for stroke prevention in non-valvular atrial fibrillation or venous thrombosis.  
Thrombin generated by the activation of factor X to FXa, acts as a potent activator of human 
platelets.  However, little is known whether FXa inhibitors directly affect the function of human 
platelets.  We previously demonstrated that collagen induces the phosphorylation of heat shock 
protein 27 (HSP27), a small-molecular weight HSP via p44/p42 mitogen-activated protein (MAP) kinase 
in human platelets, eventually resulting in the release of HSP27.  In the present study, we 
investigated the direct effect of FXa inhibitors (edoxaban and rivaroxaban) on the collagen-induced 
human platelet activation.  Our results strongly suggest that FXa inhibitor reduces the 
collagen-stimulated release of phosphorylated HSP27 from human platelets due to the inhibition of 
HSP27 phosphorylation via p44/p42 MAP kinase.　

研究分野：麻酔学分野
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１． 研究開始当初の背景 
重症敗血症の生命予後は悪く、Society of 
Critical Care Medicine により surviving 
sepsis campaign guidelines (SSCG)が 2004
年に提唱された。その後 SSCG は、2008 年
に続き 2012年 SSCG2012として改訂され、
敗血症の生命予後改善に向けた努力がなさ
れている。従来，本疾 患におけるサイトカ
インの役割が注目され研究されてきた。しか
し、近年、トロンビンを中心とした血液凝
固・線溶系の病態への関与の重要性およびそ
の治療薬の有用性が再認識されてきている。
SSCG2008 までは敗血症に対する治療とし
て活性化プロテイン C が推奨されていたが、
活性化 プロテイン C 製剤は出血性合併症の
問題から 2011年 10月に市場撤退となった。
一方、私共はアンチトロンビン III には、従
来のトロンビンと結合して分解を促進する
作用以外に、直接血小板に作用しトロンボキ
サン A2 を介した血小板凝集を抑制するとい
う新たな作用を有することを明らかとした。
また、敗血症性ショックから電撃性紫斑病に
陥りSymmetric peripheral gangreneを呈し
た重症例をアンチトロンビン III とトロンボ
モジュリンに加えて、本邦で開発された急性
血液浄化法を用いた治療法で救命したこと
を報告している。さらに最近、播種性血管内
凝固症候群（DIC）の治療薬であるアンチト
ロンビンやトロンボモジュリン等の抗凝固
薬が急性呼吸促迫症候群（ARDS）に著効し
た症例、一方、ARDS治療薬であるシベレス
タットなどの好中球エラスターゼ阻害薬が
敗血症性 DIC に効果を示し病態が改善する
症例を臨床上経験している。以上より、従来
の凝固カスケードのみでは説明できない、凝
固・線溶系因子の新たな作用機序の存在が示
唆されるがその詳細は未だ明らかとされて
いない。 
 生体は過大な侵襲を受けると様々なスト
レス反応を示すことが知られている。過大な
侵害刺激 を受けると、容易に SIRSが惹起さ
れ、SIRS から敗血症や多臓器不全に陥るこ
とが知られている。 最近、敗血症の進展に
おいて、血液凝固系反応と炎症反応が相互に
作用して増幅し進行するクロストークが重
要な役割を果たしていると考えられるよう
になってきた。侵害刺激は生体に血液凝固反
応や神経内分泌反応をひきおこすが、生体防
御反応と臓器障害は 表裏一体と考えられる。
侵襲によって組織破壊が起こると高サイト
カイン血症が発現し、組織を修復するための
生体防御系が作動する。血中には種々のサイ
トインが分泌され，サイトカイン・ストーム
と呼ばれる状態となる。サイトカインは、好
中球を重要臓器に集積し SIRSの状態を惹起
する。この状態でセカンドアタックが加わる
と DICを発症し、臓器内に微小血栓が産生さ
れ臓器 不全に陥ると考えられている。一方、
敗血症性ショックに対して、本邦で開発され
たポリミキシン B 固定化カラムを用いた血

液吸着療法（PMX-DHP）の有用性が、
EUPHAS Trial として JAMA に報告された。
EUPHAS Trial においては、直接的な
PMX-DHP の有用性を評価しているが施行
時に投与される抗凝固薬は高用量であり、凝
固系への影響も考えられるが、その詳細は明
らか とされていない。また、私共は敗血症
性ショックに対して PMX-DHP の早期導入
が効果的であることを報告している。 敗血
症に伴う急性炎症反応と血液/血小板・凝固・
線溶系との相互作用については、単球や血管
内皮からの tissue factor (TF) 発現による凝
固活性亢進、プロテイン C、トロンボモジュ
リン、アンチトロンビンなどの凝固系因子の
活性化障害、 PAI-1産生亢進による線溶系活
性の低下が考えられる。 凝固因子 Xa、トロ
ンビン、TF･VII 複合体が、炎症反応を惹起
することは報告されている。さらに、トロン
ビンは、凝固因子 IIaとしておよび血小板凝
集刺激因子としてのみならず、単球、上皮細
胞の monocyte chemotactic protein-1 や
interleukin(IL)-6 産生を引き起こし、血管内
皮に おいても IL-6、IL-8 産生を刺激するこ
とが明らかとされている。以上のように、敗
血症の進展において血液凝固・線溶系と炎症
反応は相互に作用して増幅し病態が進行す
るクロストークを起こし、その病態を増悪さ
せると考えられ、炎症下の凝固・線溶系には、
血小板、好中球や血管内皮 細胞に対する新
たな作用機序の存在が推測されるが、しかし
その詳細は明らかとされていない。 
２．研究の目的 
過大な侵害刺激から、全身性炎症反応症候群 
(systemic inflammatory response 
syndrome:SIRS)、敗血症、多臓器不全に陥
る病態における炎症反応の役割の重要性は
よく知られている。最近、炎症反応と血液凝
固系との相互作用がその病態を重症化させ
ると考えられるようになってきた。敗血症は，
従来、生体への侵襲を起点とした炎症性サイ
トカインの過剰産生が主因と考えられ解析
が進められてきた。臨床上、凝固・線溶系治
療薬が抗炎症作用を有することが報告され、
凝固・線溶系因子の重要性が再認識されてき
ており、これらの因子が新たな作用を有する
と考えられているが、その病態および機序の
詳細は明らかとされていない。本研究は、敗
血症から多臓器不全に陥る病態における、ト
ロンビンを中心にした凝固因子およびその
関連凝固系因子（プロテイン C 活性、アン
チトロンビン、トロンボモジュリン等）の新
たな作用と炎症反応との相互作用の分子機
序を解明し、重症敗血症の治療に資すること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) レーザースキャッタリング法による血
小板凝集能解析装置 (PA-200 aggregometer) 
を 用 い 、 ADP 、 コ ラ ー ゲ ン 、 U46619
（thromboxane A2 受容体アゴニスト）、TRAP



（トロンビン受容体活性化ペプチド）および
リストセチン（糖蛋白 Ib/V/IX 活性化因子）
による血小板凝集能を検討した。 
 
(2) ADP、コラーゲン、U46619、TRAP および
リストセチンにより刺激され活性化される
細胞内情報伝達系[Akt/protein kinase B、
MAP キナーゼスーパーファミリー (p44/p42 
MAP キナーゼ、p38 MAP キナーゼ、SAPK/JNK)]
と HSP27 のリン酸化を Western blot 法で検
討した。 
 
(3) フィブリン活性化抑制物質であるアン
チトロンビン IIIの ADP、コラーゲン、U46619、
TRAP およびリストセチンによる血小板活性
化への影響を検討した。 
 
(4) 活性化第 X 因子阻害薬（rivaroxaban お
よび edoxaban）の ADP、コラーゲン、U46619、
TRAP およびリストセチンによる血小板活性
化への影響を検討した。 
 
(5) 脂質メディエーターである sphigosine 
1-phosphate の ADP、コラーゲン、U46619、
TRAP およびリストセチンによる血小板活性
化への影響を検討した。 
 
(6) ADP、コラーゲン、U46619、TRAP および
リストセチン刺激により顆粒から分泌され
る PDGF-AB を ELISA 法で検討した。 
 
(7) ADP、コラーゲン、U46619、TRAP および
リストセチン刺激により遊離される可溶型
CD40 ligand を ELISA 法で検討した。 
 
(8) ADP、コラーゲン、U46619、TRAP および
リストセチン刺激によりリン酸化され、遊離
されるリン酸化 HSP27 を ELISA 法で検討した。 
 
 
 
４．研究成果 
(1) thromboxane A2 刺激による血小板活性化
における低分子量GTP結合蛋白質の一つであ
る Rac の関与を検討した。その結果、血小板
において Rac は p38 MAP キナーゼの上流で機
能し、その thromboxane A2 による血小板凝
集反応において促進的役割をすることおよ
び、thromboxane A2 による PDGF-AB の分泌お
よび可溶型 CD40 ligand の遊離を促進してい
ることを明らかとした。 
(2) 私共は既にコラーゲン刺激による血小
板の活性化において p44/p42 MAP キナーゼを
介するHSP27のリン酸化が血小板顆粒からの
PDGF-AB の分泌に促進的に作用していること
を明らかとしている。さらに，血小板内の
HSP27 のリン酸化に伴い，リン酸化 HSP27 が
血小板外へ遊離されることを明らかとした。
一方、活性化第 X 因子 (FXa) 阻害薬はワル
ファリンに替わる新たな経口抗凝固薬とし

て注目されている。本研究ではコラーゲン刺
激による血小板の活性化に対するFXa阻害薬
の直接作用を検討した。その結果、ヒト血小
板において，FXa 阻害薬はコラーゲン刺激に
よる p44/p42 MAP キナーゼを介した HSP27 の
リン酸化を阻害し，リン酸化 HSP27 の遊離を
抑制することを明らかとした。 
 
(3) 私共は既に血小板をコラーゲンで刺激
すると、p38 MAP キナーゼの活性化を経て
HSP27 のリン酸化が誘導されること、そのリ
ン酸化に伴い血小板から細胞増殖因子であ
るPDGF-ABおよび炎症惹起物質である可溶型
CD40 ligand が分泌・遊離されること、加え
て、細胞内でリン酸化された HSP27 も遊離さ
れることを明らかとしている。一方、脂質メ
ディエーターであるsphigosine 1-phosphate
は、血小板が巨核球から産生されるときに
sphigosine 1-phosphate 1 受容体並びに
sphigosine 1-phosphate 4 受容体の活性化を
介し、重要な役割を果たしていると考えられ
ている。しかし、成熟血小板での sphigosine 
1-phosphate の役割の詳細は明らかとされ
ていない。今回、コラーゲン刺激による血小
板活性化に対する sphigosine 1-phosphate 
の影響の検討を行った。その結果、ヒト血小
板において sphigosine 1-phosphate はコラ
ーゲン刺激による血小板凝集、HSP27 のリン
酸化、血小板からのPDGF-AB分泌、可溶型CD40 
ligand 遊離およびリン酸化 HSP27 遊離を
sphigosine 1-phosphate 1 受容体ではなく、
sphigosine 1-phosphate 4 受容体を介し制御
していることを明らかとした。 
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