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研究成果の概要（和文）：先天性巨大血小板性血小板減少症の新規病因として、GPIIb/IIIa受容体の膜近傍領域変異を
明らかにした。この領域はGPIIb/IIIa定常状態構造の維持に重要であるため、変異によりGPIIb/IIIaは恒常的に活性化
状態となり、リガンド結合なしで信号伝達が起こる。血小板膜上へのGPIIb/IIIa発現は低下し、活性化型GPIIb/IIIaを
認識するPAC1抗体の結合を認めるがP-セレクチン発現は認めない。変異型GPIIb/IIIaを強制発現させた培養巨核球から
は大型で少数の血小板が産生された。本病態は本邦の先天性巨大血小板性血小板減少症において３番目に高頻度である
。

研究成果の概要（英文）：We identified and characterized the juxtamembrane domain mutations of the GPIIb/II
Ia receptor as a novel etiology of congenital macrothrombocytopenia. Because this domain is important for 
the inactive conformation the receptor, GPIIb/IIIa become constitutively activated by the mutation without
 ligand binding. The surface expression of platelet GPIIb/IIIa is decreased. There is spontaneous binding 
of PAC1 antibody, which recognizes active conformation of GPIIb/IIIa, to resting platelets without P-selec
tin expression. Large and decreased platelets were produced from the mutant GPIIb/IIIa-transduced megakary
ocytes. This condition is the third most common cause of congenital macrothrombocytopenia in Japan.
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１．研究開始当初の背景 
(1) われわれは、本邦初の Bernard-Soulier
症候群の分子異常を解明して以来、10 数年に
渡り先天性巨大血小板性血小板減少症の病
因病態解析を行なっている。May-Hegglin 異
常の遺伝子座を決定後、原因遺伝子 MYH9を
同定、検査診断法を確立し、新規疾患概念の
MYH9異常症を提唱し、その分子病態と臨床症
状を明らかにした。また、先天性巨大血小板
性血小板減少症の新規病因として微小管異
常を明らかにした。 
 
(2) 先天性巨大血小板性血小板減少症はき
わめてまれであると考えられてきたが、日常
診療において充分遭遇する頻度で存在し、特
発性血小板減少性紫斑病と診断され、不必要
な治療を受ける症例が少なくないことが明
らかになっている。先天性巨大血小板性血小
板減少症の正診率向上のために、新規病因の
探索と鑑別診断法の開発が望まれている。 
 
２．研究の目的 
(1) 血小板膜糖蛋白 GPIIb/IIIa の先天的欠
損は、重篤な出血傾向を呈する血小板無力症
を引き起こす。血小板無力症では血小板凝集
機能を欠如するが、血小板数と血小板サイズ
は正常である。われわれは、先天性巨大血小
板性血小板減少症の系統的解析において新
規の GPIIb、GPIIIa 遺伝子変異を同定した。 
 
(2) 本研究の目的は、GPIIb/IIIa 異常の新規
病態を明らかにし、巨大血小板産生機序を解
明し、先天性血小板減少症の分類と鑑別診断
を発展させることである。 
 
３．研究の方法 
(1) 対象  
先天性巨大血小板性血小板減少症を疑う症
例で、Bernard-Soulier 症候群とその保因者、
MYH9 異常症、β1-tubulin 異常、2B型 von 
Willebrand 病が除外された 27 症例を対象と
して GPIIb および GPIIIa 遺伝子配列解析を
行なった。その後、新規の先天性巨大血小板
性血小板減少症の解析にフローサイトメト
リーによる GPIIb/IIIa 異常症のスクリーニ
ング検査を行なった。 
 
(2) 血小板 GPIIb/IIIa 発現解析  
末梢血から血小板を分離し、GPIbα、GPIX、
GPIIb、GPIIIa、GPIIb/IIIa 複合体に対する
抗体を用いたフローサイトメトリ−解析を行
なった。GPIIb/IIIa 発現低下を認める症例に
ついては PAC-1 抗体結合を追加解析した。 
 
(3) GPIIb/IIIa 強制発現解析  
① 症例解析において同定した変異の解析は、
血小板より mRNA を抽出後、cDNA を合成し、
PCR により野生型および変異型の全長 GPIIb 
cDNA および野生型の全長 GPIIIa cDNA を有す
る発現ベクターを作製した。D723H 変異を有

する GPIIIa 発現ベクターは部位特異的変異
導入により作製した。 
② 293T 細胞および CHO 細胞に GPIIb および
GPIIIa 発現ベクターを遺伝子導入し、
GPIIb/IIIa 発現と細胞形態をそれぞれフロ
ーサイトメトリーと免疫染色により解析し
た。また、導入細胞での FAK リン酸化を解析
した。 
③ GPIIb および GPIIIa cDNA を、それぞれ
pGCDNsamIRES/EGFP および
pGCDNsamIRES/huKO レトロウイルスベクター
に組み込み、VSVG 発現プラスミドと共にパッ
ケージング細胞に感染後、レトロウイルスを
得た。胎生 13.5 日マウス胎児肝臓細胞に
GPIIbおよびGPIIIa発現レトロウイルスを感
染後、TPO 存在下にて培養し巨核球へと分化
させ、胞体突起形成を観察した。 
 
４．研究成果 
(1) 先天性巨大血小板性血小板減少症を疑
う 27 症例中、1症例において GPIIb 遺伝子に
ヘテロ接合性 R995W 変異を同定した。この変
異は正常人 100 人において検出されず、多型
としても登録されていなかった。 
 
(2) 患者血小板膜上へのGPIIbおよびGPIIIa
発現は低下し、PAC-1 抗体とフィブリノゲン
の結合が認められたが、血小板活性化の指標
となる P-セレクチン発現は認められなかっ
た。新規症例においては GPIIb/IIIa 発現低
下を指標に解析を進め、7症例で GPIIb R995W
を含めた 5種類の GPIIb あるいは GPIIIa 遺
伝子変異を同定した。 
 GPIIb R995W 変異は 4家系で同定された。
GPIIb 遺伝子のハプロタイプを決定したとこ
ろ、4家系全てで異なる GPIIb 遺伝子ハプロ
タイプを有していた。 
 
(3) 293T細胞を用いた強制発現実験において
も患者血小板と同様に、4種の変異型
GPIIb/IIIa へは PAC-1 結合が認められ、
GPIIb/D723H GPIIIa も同様であり、変異型
GPIIb/IIIa 受容体は活性化状態にあること
が示された。また、FAK の恒常的リン酸化も
観察された。 
 
(4) GPIIb R995W 変異が巨核球の血小板産生
に与える影響を解析するため、マウス胎児肝
臓細胞へ GPIIb と GPIIIa cDNA をレトロウイ
ルスにより導入し、巨核球へと分化後に胞体
突起形成を観察した。R995W 変異を有する
GPIIb cDNA を導入した巨核球では、野生型と
比較してより大きな胞体突起が観察され、
R995W 変異は巨大血小板産生の病因となるこ
とが示唆された。 
 
本研究は、従来血小板形態との関連性が全く
報告されていなかった GPIIb/IIIa の異常が
先天性巨大血小板性血小板減少症の原因と
なることを明らかにした。同定した変異は細



胞膜領域にあり、静止期 GPIIb/IIIa の構造
保持のために必要であるため、変異により恒
常的受容体活性化を引き起こす。GPIIb/IIIa
の恒常的活性化は巨核球が十分に分化成熟
する以前に血小板を産生するため、大型血小
板と血小板減少もたらすことが示唆された。  
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