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研究成果の概要（和文）：本研究では、αIIbβ3(GPIIb-IIIa)の制御分子の同定、解析を目的としている。
CalDAG-GEFI欠損例を同定し、velocity解析にて欠損例ではαIIbβ3活性化の著明な遅延を生じ、血栓形成が障
害されることを明らかにした。一方では、トロンビン受容体PAR4受容体の多型とαIIbβ3活性化に関して解析し
た。PAR4Thr120を有する血小板ではAla120を有する血小板に比べ、αIIbβ3活性化がより低濃度刺激にて誘導さ
れ、この差はGqの下流シグナルであるERKリン酸化の差異と相関した。
本研究にて、ClDAG-GEFIの機能およびPAR4多型の血小板機能への影響を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The objective of this project is to identify and characterize regulatory 
molecules that are involved in inside-out signaling for αIIbβ3 (αIIbβ3 activation) in detail. We
 identified a patient with CalDAG-GEFI deficiency (4th case in the world), and employing our 
velocity assay we revealed that markedly delayed αIIbβ3 activation in the proband. In addition, 
flow chamber experiments further revealed the impaired thrombus formation of the proband's 
platelets. We also investigate the association between PAR4 polymorphism and platelet activation 
including αIIbβ3 activation. As compared with PAR4Thr120, αIIbβ3 activation was more easily 
induced by PAR4-AP in platelets with PAR4Thr120. The Gq downstream ERK phosphorylation activity was 
associated with the difference in the platelet activation.
   In this projects, we demonstrate roles of ClDAG-GEFI and PAR4 polymorphism on platelet function, 
especially αIIbβ3 activation.

研究分野： 血栓止血学
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１．研究開始当初の背景 
血管病、特に動脈血栓性疾患の発症抑制お

よびその制御法の開発は現代医療に課せら
れた最重要１課題の一つであると言える。血
小板は動脈血栓発症の中核を形成するだけ
でなく、動脈硬化進展や血管新生、組織修復
に大きく関与していることが明らかとなっ
てきた（Massberg et al. J Exp Med 2002, 2006, 
Gawaz et al. Blood 2013）。このように血小
板機能の制御機構を解明し標的分子を同定
することは、出血性疾患の解明のみならず、
血管病発症を制御する上で必須のことと考
えられる。 
血小板機能の中核をなす分子としてイン

テグリン αIIbβ3(GPIIb-IIIa)が知られてお
り、その先天性欠損症が血小板無力症である。
申請者らの業績であるヒトの先天性血小板
機能異常症の病態解析は、遺伝子改変マウス
実験での決定的な弱点である「種差間による
差異」を克服し、血小板機能を解析する上に
おいて極めて有用な情報を提供しうる。この
観点から申請者らは、世界で初めて CD36 欠
損を同定し(Blood 1990, 1994; J Clin Invest 
1995; Hum Genet 2001)、本邦における 50 例
にもおよぶ血小板無力症の解析を行い
αIIbβ3 の機能部位の同定に成功している
(Blood 1998, 2002, 2003; J Clin Invest 
1998; Int J Hematol 2000 review)。最近申
請者らは、症例解析により新たな αIIbβ3 活
性化変異を同定し、本研究にてこの異常の詳
細を解析することを計画している(Blood 
2011; Mol Genet Genomic Med 2013) 。一方、
申請者らは本邦で唯一の ADP 受容体 P2Y12欠
損例や TXA2受容体欠損例、GPVI 欠損例の同定
およびその病態解析を行い、ヒトにおける血
栓形成における内因性ADPの重要性を明らか
にしてきた(J Thromb Haemost 2005, 2006, 
2009, 2011)。上記の研究成果より ADP-P2Y12

システムが αIIbβ3 活性化の維持機構に必須
であり、P2Y12が血栓サイズを規定するセンサ
ー分子として作動していることを提唱して
いる。 
申請者らは血小板機能を再現しうる遺伝

子導入可能なCMK細胞システムの構築に成功
した(J Thromb Haemost 2004, 2005; Blood 
2011)。Talin および kindlin-3 は αIIbβ3活
性化の最終段階を制御しているが、申請者は
CMK システムを用いて talin の membrane 
proximal region が membrane distal region
よりも機能部位として重要であることを初
めて明らかにし(Exp Hematol 2013)、その成
績の正当性はStefaniniらのノックインマウ
スにより実証された(Stefanini L, et al, 
Blood 2014)。これらの成績は、αIIbβ3 活性
化遅延が抗血栓作用を変化させず出血副作
用抑制に有効であることを新たに提示して
いる(Tomiyama, Blood 2014)。以上のように、
αIIbβ3 活性化遅延を主眼とした新たな機能
制御法を開発することは、より安全な抗血小
板薬の開発に大きなインパクトを与えると

考えられる。 
本研究では、申請者が継続して取り組んで

いる血小板機能制御に関し、特に出血の副作
用を防ぎ、より安全なインテグリン機能制御
をめざし、αIIbβ3の活性化速度変化の解析を
中心に、αIIbβ3の最適な制御法を検討する。 
 
２．研究の目的 
本研究は申請者らが最近新たに見出した

血小板シグナル伝達分子(X)欠損患者に関し
て、その分子と αIIbβ3 機能との連関を中心
に血小板機能解析、血栓形成能の解析を行い、
同時に別の先天性血小板機能異常症から見
出した αIIbβ3 変異を導入したノックインマ
ウスの分子病態の解析を行う。 
上記の解析にて新たな機能分子を同定し、

申請者が確立した CMK 細胞システムを用い、
同定した分子を中心にシグナル伝達分子の
変異体導入による αIIbβ3 活性化機構の詳細
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)申請者らは血小板機能異常症患者の解

析により、新たに、ある血小板蛋白（シグナ
ル伝達分子）が特異的に欠損していることを
見出した（未発表データ）。患者は蛋白の完
全欠損であり、両親での発現は正常の約半分
である。この患者の血小板機能解析、αIIbβ3

機能解析、遺伝子変異解析を行い、αIIbβ3

機能との連関を明らかにする。 
1.遺伝子異常の同定と血小板機能解析、 
2. αIIbβ3活性化の velocity assay 
3. Ex vivo での血栓形成能のフローチャン

バーによる解析 
 
(2)αIIbR990W ノ ックイン マウスで は

αIIbβ3が若干 pre-activate している。この
マウスを用いて、活性化 αIIbβ3 の生体にお
ける作用を以下の機能を中心に解析する。 
1. 血小板機能解析、 
2. Tail bleeding time の解析 
3. Ex vivo および in vivo での血栓形成能

の解析（フローチャンバー、FeCl3による血管
障害モデル） 

 
４．研究成果 
初年度においては、重篤な出血症状を来す
患者（16 歳、女性）の解析を行った。患者は
非血族結婚の両親から生まれたが、1 歳より
輸血が必要なほど重篤な鼻出血を頻回に起
こし、思春期には重度の生理出血に悩まされ
ている。 
血小板機能検査にて、血小板膜糖蛋白の発
現量には異常はないが、PMA 以外の各種アゴ
ニストによるαIIbβ3 活性化が障害されて
いた。αIIbβ3活性化に関連する主要な分子
を解析したところ、タリンやキンドリンは正
常 に 発 現 し て い た が 、 Calcium and 
DAG-regulated guanine nucleotide exchange 
factor I (CalDAG-GEFI)の欠損が示された。



実際、PAR1 刺激にては細胞内 Ca イオン濃度
の増加が誘導されたが、CalDAG-GEFI の下流
の Rap1 の活性化は障害されていた。遺伝子
解析により、患者は CalDAG-GEFI の Lys309X
と Leu360del の複合ヘテロ接合体であった。
CalDAG-GEFI の完全欠損が示唆されたため、
当初計画の CMK 細胞の代わりに HEK293 細胞
を用いた発現実験にて、これらの遺伝子異常
がCalDAG-GEFI欠損の原因であることを示し
た。本例は、研究当初は、世界で 2例目の症
例であったが、解析中に、新たな 2例が発表
され、結果的には世界４例目、本邦初の症例
である。また、完全欠損としては世界で初め
ての症例である。 
CalDAG-GEFI 欠損による血小板機能障害に
関してαIIbβ3 活性化の velocity 解析を行
うと、P2Y12 欠損血小板とは異なり、その活
性化の著明な遅延が明らかとなった。この活
性化遅延が患者における高度の出血傾向の
原 因 の 一 つ と 考 え ら れ た 。 さ ら に
CalDAG-GEFI 欠損患者における好中球上のβ
2 インテグリンの活性化に関しては、明らか
な異常は認めなかった。 
上記の解析結果を基盤として、次年度にお

いては、さらに詳細な解析を行った。申請者
らが開発したαIIbβ3 活性化の velocity 解
析を既報の P2Y12 欠損例と比較検討した。
P2Y12欠損例ではαIIbβ3活性化速度は正常
コントロールと同じであったが、その活性化
は維持されず時間経過と共に非活性化に変
化した。一方、本例ではαIIbβ3活性化の著
明な遅延が明らかとなったが、最終的なα
IIbβ3活性化は PAR1 刺激では 50％以上の活
性化が観察された。さらに血流化での血栓形
成モデルにて、血栓形成の障害も明らかとな
った。今回の解析結果よりαIIbβ3の急峻な
活性化にCalDAG-GEFIが極めて重要な分子で
あることが患者解析より明らかとなった。こ
れらの知見よりCalDAG-GEFI欠損例での出血
傾向はαIIbβ3 活性化の遅延に起因するこ
とを示し、αIIbβ3活性化の速度制御により、
病的血栓と止血栓形成を分離しうる可能性
が示唆された。 

 
上図に示すデータより、CalDAG-GEFI 欠損

例では、最終的には 50％以上のαIIbβ3 活
性化が認められたものの、CalDAG-GEFI 欠損
では PAC1 結合で示されているαIIbβ3 活性
化のスピードが正常コントロールに比べ、遅
延していた。このことが本症例の重篤な出血

傾向に関連していることが示唆された。 
最終年度では、当初 αIIbR990W ノックイン

マウスおよびCMK細胞でのさらなる解析を予
定していたが、ノックインマウスの繁殖状況
が不良であったため、患者解析から新たに見
出した PAR4 受容体の多型に着目して血小板
機能、とくにαIIbβ3活性化機能の解析を行
った。健常人 202 名に関して、PAR4 受容体
120 番目のアミノ酸多型 rs773902（Ala120、
Thr120）と不可逆的な血小板凝集の惹起に必
要な PAR4 アゴニスト濃度を比較検討した。
多型の頻度は、57％が Ala120 のホモ接合体
であり、5.9％が Thr120 のホモ接合体であっ
た。機能解析では、Thr120 を有する血小板で
は、Ala120 を有する血小板に比べ有意差を持
って低濃度の PAR4 活性化ペプチドにて不可
逆的な血小板凝集が誘導された。さらにα
IIbβ3活性化およびPセレクチンの発現に関
しても、Thr120 において、より低濃度刺激に
て活性化が誘導された。この差は Gq の下流
シグナルであるERKリン酸化の差異と相関し
たが、G13 の下流分子の myosin light chain
のリン酸化は差異を認めなかった。さらに
293T 細胞において PAR4 を強制発現させ検討
し解析した結果、細胞内 Ca2+動員、ERK リン
酸化とAla120Thrの多型との相関が示された。
今回の検討にて、PAR4 多型により PAR4 活性
化ペプチドによる血小板の反応性に差があ
ることが明らかになった。 
 

 
 
上図は、PAR4-AP（左）あるいは PAR1-AP

（右）で刺激した場合の不可逆的な血小板凝
集を誘導する濃度を示している。Thr120 を有
する血小板では、Ala120 に比べ有意差を持っ
て低濃度の PAR4 活性化ペプチドにて不可逆
的な血小板凝集が誘導された。一方、PAR1-AP
に関しては、この差異は認めなかった。 
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