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研究成果の概要（和文）：本研究は、抗血小板薬の薬効と関連することが過去の研究で示唆され

た既知の因子（血漿中物質、血小板や他の血球、造血前駆細胞中の因子）や未知の因子の中か

ら抗血小板薬のモニタリングに有効な因子を探索し実際の臨床検査に応用することを目的とし

た。その為に抗血小板薬服用患者あるいは幹細胞から血小板への in vitro培養にて得るサンプ
ルを対象にした候補因子アプローチや網羅的解析を行った。いずれの解析においても抗血小板

薬アスピリンの薬効に関連する因子として glycocalicin として知られる血小板膜受容体のひと
つの GPIb alphaの細胞外ドメイン切断フラグメントとの関連が認められた。しかし血漿中の
glycocalicinを多くのサンプル数に対して簡便に定量測定出来る方法が存在していなかった為、
glycocalicinを認識するペプチド抗体を作成、それを用いた新たな glycocalicin測定系の開発を
行った。 
 
研究成果の概要（英文）：Although there are wide inter-individual variations in platelet 
sensitivity to antiplatelet drugs, antiplatelet therapy is currently not monitored with 
laboratory tests. In this study, to identify biomarker(s) of the effects of antiplatelet drugs, 
we performed comprehensive studies and candidate approaches on blood samples from 
patients receiving antiplatelet therapy. Both the comprehensive studies and candidate 
approaches showed that plasma levels of glycocalicin, known as fragments of extracellular 
domain of a platelet receptor glycoprotein Ib alpha, were associated with platelet response 
to aspirin. This study also developed a facile protocol for quantitative analysis of 
glycocalicin.   
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１．研究開始当初の背景 
抗血小板薬の血栓症に対する有用性は多く

の大規模臨床試験により示されているが、一

方で抗血小板薬の効果に個体差が存在し、そ

の低反応性においては心血管イベントに対

する予防効果が低いことが判ってきた。これ

は心血管イベントを予防する為の抗血小板

薬に巨額の医療費が投じられているにもか

かわらず、抗血小板薬が無効である症例を選

別できていない、という重大な事実である。

動脈硬化性疾患は一度発症するとQOLを大き

く低下させ、長期に介護が必要であることか

ら巨額の医療費を要する。従って薬効評価の

何らかのモニタリングは現代の臨床検査医

学に課せられた最重要課題の一つと考えら

れていた。しかし血小板機能測定の世界的ス

タンダード法である比濁法は測定開発の背

景が血小板機能異常による出血性疾患の検

査だった為に機能評価が over-allであること
から、薬効モニタリングとしては十分な感度

とは言えない点、さらにこの方法は手技が煩

雑で標準化に相当な時間が必要である点、か

ら簡単に定量解析可能な新しい抗血小板薬

モニタリング法の開発が求められていた。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、抗血小板薬の薬効と関連す

ることが過去の研究で示唆された既知の因

子 (血漿中物質、血小板や他の血球、造血前
駆細胞中の因子) や未知の因子、の中から抗
血小板薬の薬効予測やモニタリングに有効

な物質を探索し、実際の臨床検査に応用する

ことである。 
 
３．研究の方法 
抗血小板薬服用中の患者、あるいは抗血小板

薬服用前後の健常人の同意を得て本研究に

登録、血液サンプル (約350 サンプル)を収

集した。その収集当日に血小板機能測定 (比

濁法、簡易モニタリングとして知られる

PFA-100システム、VerifyNowシステム)を行

い、血清や血漿、DNAやRNA抽出用サンプル

を保存サンプルとした。これら保存サンプル

を対象に候補因子解析はvon Willebrand 

factor、glycocalicinなど血小板機能や血栓

形成能に関連する因子の血清あるいは血漿

中レベルの測定を行った。遺伝子解析は血小

板機能や血栓形成能に関連する因子の遺伝

的な多型解析(DNAサンプル)や発現量解析 

(RNAサンプル)を行った。網羅的解析は患者

サンプルに対しては、プロテオーム定量解析

を行った。幹細胞より種々の条件のin vitro

分化誘導にて得た血小板からのRNAサンプル

に対してはマイクロアレイを用いたトラン

スクリプトーム解析を行った。これら候補因

子解析、網羅的解析のいずれにおいても抗血

小板薬アスピリンの効果との関連が認めら

れたglycocalicinの測定系の確立の為、

glycocalicinを認識するペプチド抗体を作成
し、それを用いた新たな glycocalicin測定系
を作り、既存法とともに患者サンプルに対し

て測定を行った。 

 

４．研究成果 

抗血小板薬服用患者登録数を約350とし、血

小板機能や既知候補因子の測定値、遺伝子解

析結果のデータベース作成を行った。その解

析の結果、アスピリン服用群の約20％、P2Y12

阻害剤服用群の約 40％が薬剤に対する低反

応性群であることを示唆する結果を得た。抗

血小板薬服用患者の血液サンプル、あるいは

抗血小板薬服用前後の血液サンプルを対象

に行った候補因子解析、プロテオーム解析に



よる網羅的検討において、アスピリンに対す

る血小板の反応性と血漿中 glycocalicin(血

小板膜受容体のひとつである GPIb alpha の

切断フラグメント)のレベルの関連が示唆さ

れた。同一個体におけるアスピリン服用前後

の血液サンプルに対する検討では、服用前に

比し服用後サンプルで血漿中 glycocalicin

レベルの増加を認めた。アスピリン服用患者

のサンプルに対する検討ではアスピリン反

応性群ではその低反応性群に比し、血漿中

glycocalicin レベルの増加を認めた。GPIb 

alpha は細胞外ドメインが切断されるとリガ

ンドとの結合 domain を失い、血小板機能低

下、血栓形成能の抑制が認められる。またア

スピリンがその切断を促進することが報告

されている。次に本研究では glycocalicin

の測定系の確立を行った (これまで、多くの

サンプルに対して glycocalicin を簡便に定

量解析する方法は存在していなかった)。

glycocalicin を特異的に認識するペプチド

抗体を作成、その詳細な characterization

の後に血小板機能測定を行っているアスピ

リン服用患者の血液サンプルを対象に従来

法と本ペプチド抗体を用いたELISA法にて血

漿中 glycocalicin レベルを測定した。その

結果、従来法での検討同様にアスピリン低反

応性群ではその値の低値が認められた。 

以上、抗血小板薬服用患者の血液サンプルや

抗血小板薬服用前後の血液サンプルを主た

る解析対象とし、候補因子解析、網羅的解析

を行った結果、血小板のアスピリン反応性に

glycocalicin として知られる血小板膜受容

体 GPIb alpha の細胞外切断フラグメントの

血漿中レベルが関連していることを見いだ

した。その glycocalicin レベルを簡便に多

くのサンプルに対し定量測定を行う為の方

法を開発した。 
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