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研究成果の概要（和文）：SDF-1αによる血小板膜を介するシグナル伝達機構の解明を目的として、脂質ミクロ
ドメインである脂質ラフトの関与について解析を行った。SDF-1αはAkt活性化と血小板凝集を惹起した。Akt活
性化はCXCR4アンタゴニストAMD3100およびAkt阻害剤 MK-2206で抑制された。SDF-1αによるAkt活性化および血
小板凝集は、メチルβシクロデキストリン前処理でラフトを破壊すると阻害された。ショ糖密度勾配遠心法によ
りCXCR4は脂質ラフト画分に存在することがわかった。以上のことから、SDF-1αは脂質ラフトを介してPI3キナ
ーゼ/Akt経路を活性化し血小板凝集を引き起こしていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：SDF-1α-induced platelet aggregation is mediated through its G 
protein-coupled receptor CXCR4 and PI3K. Here, we demonstrate that SDF-1α induces phosphorylation 
of Akt at Thr308 and Ser473 in platelets. SDF-1α-induced platelet aggregation and Akt 
phosphorylation are inhibited by the CXCR4 antagonist AMD3100 or the PI3K inhibitor LY294002. SDF-1
α-induced platelet aggregation is inhibited by pretreatment with the Akt inhibitor MK-2206 in a 
dose-dependent manner. Furthermore,SDF-1α-induced platelet aggregation and Akt phosphorylation are 
inhibited by pretreatment with the raft-disrupting agent methyl-β-cyclodextrin. Sucrose density 
gradient analysis shows that 35% of CXCR4, 93% of the heterotrimeric G proteins Gαi-1, 91% of Gα
i-2, 50% of Gβ and 4.0% of PI3Kβ, and 4.5% of Akt2 are localized in the detergent-resistant 
membrane raft fraction. These findings suggest that SDF-1α/CXCR4 signaling in lipid rafts induces 
platelet aggregation via PI3K-dependent Akt phosphorylation.

研究分野： 生化学

キーワード： 脂質ラフト　糖脂質ミクロドメイン　シグナル伝達

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

スフィンゴ糖脂質がコレステロールととも
に細胞膜上で集合して脂質ラフトと呼ばれ
るミクロドメインを形成し、様々な生命現象
における膜を介するシグナル伝達の中継点
として働いていることが明らかになり、世界
的に注目を集めている[笠原浩二ら 蛋白質
核酸酵素 43,2522 (1998)]。私は、脂質ラフト
を介する細胞内シグナル伝達におけるスフ
ィンゴ糖脂質機能の解明を中心に研究を進
めてきた。 

血液凝固時に血栓が収縮する血餅退縮とい
う現象が知られ、フィブリン線維が血小板表
面上の受容体インテグリンに結合し、その細
胞質側にアクトミオシンが連結し、収縮する
ことによっておこると考えられている。私は、
フィブリン線維とアクトミオシンの連結が
血小板膜上で一様におこるのではなく、限局
した微小領域である脂質ラフトで起こるこ
とにより収縮に必要な細胞内シグナル伝達
を可能にし、効率よく血餅退縮をおこしてい
ることを明らかにした [Kasahara et al. 

Blood 122, 3340 (2013)]。しかし、その分子
メカニズムをはじめ血小板脂質ラフトの機
能についてはよく分かっていない。 

 

２．研究の目的 

ケモカイン SDF-1αは血小板α顆粒中に貯
蔵され血小板の活性化に伴い放出されると、
SDF-1α受容体 CXCR4 を発現している血管
内皮や平滑筋などの前駆細胞が遊走され、血
管修復が促されることが知られている。また
血小板表面にも CXCR4 が発現し、血小板活
性化の促進にも働いている。私は SDF-1αに
よる血小板膜を介する細胞内シグナル伝達
機構の解明を目的として、スフィンゴ脂質ミ
クロドメインである脂質ラフトの関与につ
いて解析を行った。 

 

３．研究の方法 

血小板凝集は血小板凝集能測定装置(NBS 
HEMA TRACER 601)を用いて測定した。ここで
は、platelet-poor plasma (PPP)の光透過率
を 100%として血小板の凝集によって生じた
光透過率の変化を継時的に記録した。血小板
を SDF-1αで刺激したのちにライセートを調
製し、プロテインキナーゼの活性化特異的抗
体を用いたウエスタンブロッティング法に
よりシグナル伝達の解析を行った。 2% 
Methyl-beta-cyclodextrin で前処理後、37°
C で 15min インキュベーションし、ラフト破
壊を行った。また、ショ糖密度勾配遠心法に
より血小板の脂質ラフト画分および非脂質
ラフト画分を調製し、CXCR4、三量体 G タン
パク質およびその下流シグナル伝達分子で
ある phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)
とプロテインキナーゼ Akt の局在を調べた。
さらに免疫蛍光抗体染色法により血小板表
面における CXCR4 の局在を調べ、SDF-1αに
よるシグナル伝達の場について解析した。 

４．研究成果 
(1) SDF-1αは濃度に依存して Akt ( Thr308 , 
Ser473 ) の一過性リン酸化と血小板凝集を
惹起した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(2) SDF-1αによる Akt 活性化および血小板
凝集は、CXCR4 アンタゴニスト AMD3100 およ
び PI3K阻害剤 LY294002 で抑制された。 
 
(3) SDF-1αは、Akt 上流活性化因子である
phosphoinositide-dependent 
kinase-1(Ser241)(PDK1(Ser241))、Akt 基質
で あ る glycogen synthase kinase 3 
beta(Ser9)(GSK3β(Ser9))のリン酸化を惹
起した。 
 
(4) SDF-1αによる血小板凝集は、Akt阻害剤
MK-2206により濃度に依存して抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(5) SDF-1αによる Akt 活性化および血小板
凝集は、Methyl-beta-cyclodextrin(MβCD)
前処理で脂質ラフトを破壊すると阻害され
たことから（下図 B,lane 3）、脂質ラフトの
関与が示唆された。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
(6) シ ョ 糖 密 度 勾 配 遠 心 法 に よ り 、
CXCR4(35%)と三量体 G タンパク質 Gαi1 
(93%) , Gαi2 (91%) , Gβ(50%) および PI3
キナーゼ p110β(4.0%) , Akt2(4.5%)が血小
板の脂質ラフト画分に存在することが確認
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

SDF-1αによる血小板凝集と Akt のリン酸化
が CXCR4アンタゴニスト AMD3100および PI3K
阻害剤により抑制されたことより、SDF-1α
による血小板凝集のシグナル伝達は SDF-1α
受容体 CXCR4、PI3K を介して起こっていると
考えられる。また、Akt の阻害剤 MK-2206 に
よっても血小板凝集が抑制され、Akt 上流活
性因子である PDK1(Ser241)のリン酸も抑制
した。これより SDF-1αによる血小板凝集が
Akt を介して起こっていると考えられる。こ
れまで血小板凝集において Aktは間接的な役
割をしていると考えられてきた。今回の結果
より、SDF-1αが Akt の活性化と Akt の基質
である GSK3βのリン酸化を引き起こすこと
が示唆される。Akt を介した GSK3β(Ser9)の
リン酸化は恒常的なキナーゼ活性を抑制す
る。GSK3β対立遺伝子欠損マウスの血小板で
は、アゴニスト誘発の凝集や分泌に特異的で
あることより、GSK3βは血小板凝集調節にお
いて負の役割をしている。よって、SDF-1α
による GSK3β(Ser9)のリン酸化は血小板の
凝集に関与していると考えられるが、Akt を
介した SDF-1αによる血小板のメカニズムは
まだ明らかになっていない。 
 
SDF-1αは脂質ラフトに局在する CXCR4/三量
体 Gタンパク質を介して PI3キナーゼ/Akt経
路を活性化し血小板凝集を引き起こしてい
ることがわかった。 
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