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研究成果の概要（和文）： 
我々は血小板に発現している toll-like受容体(TLR)の役割を検討した。血小板 TLR が細菌成分

で刺激されると、別の受容体が活性化されて血小板粘着反応が亢進した。細菌感染症の重症型

である敗血症患者の血清は TLRを介して血小板粘着反応を亢進させることを見出したが、これ

は血小板が様々な病原体と接触することで血小板粘着性が高まることを示唆しており、血小板

も感染防御に重要な役割を担っている可能性が考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We examined the role of toll-like receptors (TLR) on the platelet surface. Stimulation of 
platelet TLR with bacterial components promoted the platelet adhesive response through 
another platelet receptor. Serum from patients with sepsis, a severe bacterial infection, 
promoted the platelet adhesive response through platelet TLR. These results indicate 
that the linkage between platelets and various pathogens promotes the platelet adhesive 
activity, suggesting a crucial role of platelets on the host defense mechanism. 
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１．研究開始当初の背景 
 血液疾患では、好中球減少に起因する重篤
な感染症がしばしば引き起こされ、予後の改
善を阻む主因となっている。生体感染防御機

構の破綻が感染症の誘因であるものの、敗血
症に伴う全身性炎症反応症候群にみられる
ように、細菌に対する強い炎症反応自体も重
篤化の要因となりうる。感染防御機構の１つ
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としてToll-like receptor (TLR) が同定され、
マクロファージやリンパ球が病原体を認識
する分子として機能していることが明らか
にされてきた。しかし、これら免疫担当細胞
以外での TLR の発現や機能についての研究
は極めて少ない。我々は、以前から、血小板
膜蛋白受容体の機能解析を行ってきたが、血
小板は全身血管内皮の統合性変化を常時監
視している細胞であり、我々は血小板も病原
体認識細胞の候補になるのではないかと考
えた。 
 
２．研究の目的 
 血小板に発現している TLR の役割を明ら
かにすることを目的として、血小板 TLR と
各リガンドとの結合が血小板機能におよぼ
す影響を検討し、また、重症感染症である敗
血症患者の血清および血小板 TLR を解析す
ることによって、血小板 TLR の機能的役割
と臨床的意義を探索する。 
 
３．研究の方法 
１）血小板 TLR 刺激による血小板機能解析 
 血小板に発現している TLR を同定する。
次いで TLR リガンドで刺激した血小板にお
いてインテグリンαIIbβ3 の活性化を調べ、そ
の活性化経路について細胞内シグナル伝達
分子阻害剤を用いて探索する。また、TLR 刺
激血小板において、まず静的条件下での血小
板粘着および凝集活性を検討する。他の TLR
についても同様の検討を進め、また、より生
理的な条件である流動状態下での細胞外マ
トリックスへの血小板粘着に対する各 TLR
リガンドの影響を検討する。さらに、血液凝
固反応を促進する組織因子結合マイクロパ
ーティクルの集積と炎症関連蛋白である
CD40L, P-selectin の発現に対する影響を検
討し、TLR に共通する反応と、各 TLR に特
異的な反応を区別する。 
 
２）血小板減少マウスにおける TLR 依存性反
応の変化 
 TLR 刺激血小板の in vivo での役割と臨床
的意義を検討するため、あらかじめ抗血小
板抗体を投与して血小板減少を惹起させ
たマウスに TLR を投与して、正常血小板
数のマウスと比較検討する。 

 
３）敗血症患者における血小板 TLR 活性化

と血小板輸血の影響 
  敗血症患者の血清が血小板粘着活性を
亢進させる作用のあることを見出した。そ
こで、敗血症患者から血小板を分離し、
TLR リガンド占有率と血小板活性化反応
を健常人と比較検討する。さらに血小板減
少症を合併している敗血症患者に血小板
輸血前後で血小板 TLR 反応を比較する。 

４．研究成果 
まず、RT- PCR 法を用いて血小板に発現し

ている TLRs の種類を同定した。血小板には
TLR2, TLR4, TLR5, TLR7 TLR8 が発現し
ていた(図１)。 

 
図 1 血小板における TLRの発現 

次いで、血小板に発現している TLRs がα
IIbβ3 を活性化するか否かについて検討し
た 。 TLR4 の リ ガ ン ド で あ る
Lipopolysaccharide(LPS)、TLR5 のリガンド
である Flagerin、TLR7 のリガンドである
Imiquimod を血小板と incubation した後、
αIIbβ3活性型リガンド類似抗体PAC1との
結合ならびに固層化した Fibrinogen との血
小板粘着、血小板凝集を測定した。さらに、
敗 血 症 患 者 の 血 清 を 健 常 人 血 小 板 と
incubation した後、固層化した Fibrinogen
との血小板粘着を測定した。その結果、LPS
および Flagerin、Imiquimod は PAC1 結合
を増加させたが、ADP などの血小板アゴニス
トによる PAC1 結合量に比べて少なく、血小
板凝集を惹起できなかった（図２）。 

 
図 2 TLRリガンドによるαIIbβ3活性化 

一方、固相化した Fibrinogen への血小板
粘着は増加した。また、MAP キナーゼ阻害
剤である PD98059 と SB202190 は、LPS や
Flagerin、Imiquimod 非存在下での血小板粘
着には影響しなかったが、これら TLRs リガ
ンド存在下での血小板粘着の増加反応を抑
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制した(図３)。 
 
図３．血小板 TLR 刺激による MAP kinase

依存性血小板粘着能亢進作用 
 

 
また、敗血症患者の血清は固層化した

Fibrinogen との血小板粘着を増加させた(図
4)。 

 
図４．敗血症患者血清の血小板粘着活性亢

進作用 
 

 
 
以上の成績から、血小板に発現している

TLR4、TLR5 と TLR7 へのリガンド結合は、
MAP キナーゼ経路を介してαIIbβ3 を活性
化し、血小板粘着を増加させることが示唆さ
れた。さらに、敗血症患者の血清は血小板粘
着を促進したが、この知見は血小板が様々な
病原体と接触することでαIIbβ3 が活性化
され、血小板粘着性が高まることを示唆して
おり、血小板も自然免疫応答で何らかの役割
を担っている可能性があると考えられた。 
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