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研究成果の概要（和文）：蚊の唾液から発見されたタンパクAAPPは複雑なカスケードで誘導されるコラーゲン刺激性の
血小板凝集を強力に抑制するタンパク分子である。本研究ではi) AAPP はアスピリンより優れた血小板凝集阻害活性を
持っており、出血助長の副作用がないこと, ii)AAPPのコラーゲン結合部位はエキソン3-4であること, iii) X線結晶解
析によりAAPPは線状層状構造をとっている非常に奇異なタンパクであることが明らかとなった。以上の結果より、AAPP
のin vivo 薬効および安全性が示され、さらにその活性部位の分子構造が明らかとなったことで新規抗血小板薬として
の開発の期待が高まった。

研究成果の概要（英文）：AAPP, a mosquito saliva protein, specifically blocks platelet adhesion to collagen
 by binding directly to collagen and subsequently causing platelet aggregation. The aim of this study was 
to identify the active region of AAPP responsible for the anti-thrombotic activity because we hypothesized
 that AAPP could be used as a candidate anti-platelet drug. We identified that the essential moiety of AAP
P for collagen binding and anti-thrombotic activity was in the region encoded by exon 3-4. The crystal str
ucture of this domain was also determined. AAPP inhibited whole blood aggregation induced by collagen at 1
0 mg/kg body weight. AAPP prevented pulmonary death at a lower dose (3 mg/kg) without prolongation of blee
ding time compared with aspirin (100 mg/kg) that compromised hemostasis. These results indicate that AAPP 
has great potential as a new anti-platelet agent with a better risk/benefit ratio than that seen with aspi
rin.
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１．研究開始当初の背景 
急性発症する重篤な心筋梗塞や脳梗塞とい
った虚血性疾患の多くが血栓症であるため、
予防、治療に用いる抗血小板療法は極めて重
要である。一方、生理的な止血機能を阻害す
る抗血小板療法では不可逆的に出血性合併
症が惹起される。この“副作用”を回避するた
めには、血小板を標的とする従来のコンセプ
トとは異なる新しい作用機序を有する抗血
小板薬を開発する必要がある。研究代表者は
ヒトが忌み嫌う吸血昆虫である蚊より出血
助長を抑制するポテンシャルを秘めた抗血
小板薬の候補分子 AAPP を発見(Yoshida et al. 
Blood. 2008)していた。 
 
２．研究の目的 
AAPP は、複雑なカスケードで誘導されるコ
ラーゲン刺激性の血小板凝集を強力に抑制
するタンパク分子である。AAPP は傷害血管
をターゲットにしているので、血小板の機能
を完全に阻害することはなく、局所投与によ
り血栓形成の起点となる血管傷害部位にお
いてのみ抗血小板作用を発揮する。従って全
身的には正常な止血機能を維持し、現行薬の
副作用で問題となっている出血助長を阻止
することが期待される。創薬化を目指し、
AAPP の i)コラーゲン結合部位の同定（＜１
２アミノ酸）および ii)血小板凝集阻害効果
（薬効）を数値化・評価するための in vivo 病
態モデル（血小板の集積率測定）を構築し、
既存薬（アスピリン）との薬効比較を研究目
的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) AAPP 薬効評価系の確立 
① in vivo 止血モデルを用いて出血助長の副
作用を定量化する 
②致死性の肺血栓モデルを用いてコラーゲ
ン刺激性の血小板凝集を AAPP が抑制する程
度をアスピリンと比較する。 
 
(2) AAPP の活性部位の同定 
AAPP の血小板凝集阻害活性部位は、その高次
構造部位に存在している。通常のアミノ酸配
列からの予測はできない。活性部位を解明す
るには AAPP の結晶構造の情報が不可欠とな
っている。このため AAPP をモノクローナル
抗体と結合させた状態で共結晶化する技術
を開発し、モノクローナル抗体を結合して
AAPP を安定化する共結晶化の条件を検討し、
X線結晶構造解析を行う。 
 
 
４．研究成果 
(1) AAPPはアスピリンより優れた血小板凝集
阻害活性を持っており、出血助長の副作用な
し。 
①in vivo 止血モデル：AAPP 投与後にマウス
尾静脈を切っても通常通りに止血した。一方、
アスピリン投与群では止血することができ

なかった。また AAPP は白血球数、ヘマトク
リット値に悪影響を及ぼさなかった。 
②肺血栓モデル：AAPP あるいはアスピリンを
マウスの尾静脈から接種後、コラーゲンを接
種し、肺血栓を起こさせると AAPP 投与群で
著しい生存率（アスピリンの 10 倍）を示し
た。 
 

 
 
(3) AAPP のコラーゲン結合部位を限定 
創薬化実現に向けAAPPの低分子化を目指し、
AAPP 欠失変異体の作製を行い、コラーゲン結
合部位の同定を行った。その結果、AAPP のコ
ラーゲン結合部位はエキソン3-4であること
が明らかになった。 

 
 



(4) AAPPの血小板凝集阻害をキャンセルでき
るモノクローナル抗体（8H7 mAb）の取得に
成功した。さらに、8H7 mAb の AAPP 結合部位
を同定し、そのアミノ酸配列を決定した（特
許出願）。 
 
(5) 組換え AAPP と 8H7 mAb との共結晶化法
を開発し、部分的ではあるが X線結晶解析に
成功した。構造解析の結果、AAPP は線状層状
構造をとっている非常に奇異なタンパクで
あることが明らかとなった。 
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