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2.研究テーマ 血小板上コラーゲン受容体を介する活性化経路

3.成果の概要 (100字程度)

血栓形成における血小板活性化のメカニズムの検討を行った.初期反応に von

Willeblrand因子の受容体である GPlbとコラーゲン受容体である GPVIが重要

であるが，本研究により，この2つの受容体が血小板微小膜領域(GEMs)におい

て会合していることを明らかにすることができた

4.研究業績
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心筋梗塞や脳梗塞などの動脈硬化性疾患の発症には血小板機能冗進が大きく関与することが明らかになっている.血

栓形成における血小板活性化機構が解明されれば動脈硬化の進展を抑制する乙とも可能になることが期待できる.血栓形

成の初期反応には血小板膜糖蛋自白'Ibと血中vonWill出荷ld因子 (VWF)との結合と， GPVIと血管内皮下組搬であ

るコラーゲンとの結合，の2つの即Eが重要である.この2つの系はこれまで独立して作用すると考えられていた，しか

し本研院により，血小板膜上のコレステロールやスフィンゴ脂質に富んだ領域 (GEMSまたはm食)にGPIbと@羽の会

合が認められた.また大部分のGP'羽はGEMs領域に局在しているのに対して， GPIbは血小板に発現している全GPIbの

約10%のGPIbがGEMSに分布しているにすぎないが"vw同町b，またはGPVIを介した血小板副主化によりGEMsに
存在するGPIbカ精間関間依存的に増加すること絢司らかになった.これらの結果より， GPVIとGPIbは血小板膜上の

GEMsを通じて共役して血小板樹生化反応を引き起こし血栓形成反応を促進させることが示唆されたまた， VWF-GPIb 

を介した血小板樹主化により Btkカ椋l雌依存的にチロシンリシ酸化されこのBtkのチロシンリン酸イじがPD長泊m 阻害

剤によって抑制されないことを見いだした.GPIbを介した血小板信号伝達においては Btkが凶姐naseに依存していな

いか，上流に位置している可能性が示唆された.
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緒言

血小板は血管損{雛E位における止血栓形成において中心的な役割を果たすこと防刷から知られているが，近年，血

小板機能冗進が心筋梗塞や脳梗塞などの動脈硬化性疾患の発症にも大きく関与することが明らかになってきた.従って血

小板活性化のメカニズムを明らかにすることは観脈硬化の発症樹持の解明や，その治療薬の発見にもつながる可能性を

も期待でき，現代医学の重要なテーマの1つとして注目されている.

血栓形成の初期反応には血小板と血中vonWill，也ヨ凶因子(vw町の結合と，血小坂と血管内皮下組殺であるコラー

ゲンとの結合が重要である.前者の結合においては血小板膜 (GP)IbがVWFの受容体として働いており，後者の結合に

おいてはコラーゲン受容体の1つであるGP'羽が特に重要であることが最近の研究から明らかになっている.G目b，GPVI

はともに血小板受容体であり， VWF-GPIbを介して血管内で血4噌鵡話齢彬成されることや，内皮下組織に@羽カ精合

して血栓形成が開始されるととなどが明らかになってきており，近年， GPIb，またはGPVIを介した血小板内信号伝達の

解明カ溜んになされている.

GP'羽は1999年にクローニングされたコラーゲン受容体であり，Fc受容体側と恒制化結合している1 コラーゲン

と血小板 GPVIの結合により，Srむファミリーチロシンキナ Fc受容体y鎖の ITAM

(immmor町甲ぽ伊国防組sedactivation JOOtit)領域がチロシンリン酸化を引き起こし，細胞内シグナルの活性化に繋がっ

ていく 2. GPIbはVWFに対する受容体であり，血小板に25，000岬 y発現しており，句庇-vとともに複合体を形成し

ている.血中 VWFとの結合により血小板活性化が生じ，血小板凝集が形成される.先天的に GPIbが欠損している

B田町:Id品岨.er症候群では出血傾向がみられることからも， GPIbが止血栓に重要であることがわかる.我々 のこれまでの
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研院から， VWFとGPlbの結合により氏受容体y鋤 tチロシンリン酸化されることがわかり， GPlbと氏受容体Y鎖カ刺
激依存的に結合してくることが明らかになった3 また， VWF-GPIbによる血小板活性化により Srcファミリーキナ

あるSにがGPlbに結合してくることも判明した4 また，元来GPlbに結合し血小板活性化を招くと考えられていた蛇毒

alboa呂田伊AがGPVIにも結合し，血小板樹主化を生じていることが明らかになった5 これはGPlbと白羽が近傍で

共役する可能性を示唆したものである.このようにこれま窃虫立して血栓形成に関与していると考えられている GPVI，

あるいはVWF-GPlbを介した細胞内情報伝達が，掲揚聞にクロストークしている可能性腕司愛された.

T細胞やB細胞などの免疫細胞においては，Fc受容体y鎖を介した信号伝達系は細胞膜上に存在するスフインコ鴻質，

コレステローjレや信号伝達物質に富ん治問包膜微小領域 (GEMs:副抑碍hingolipid毛凶chedmi侃蜘m獅，またはm食)に局

在することが報告されている 6 柿院では我々は血小板膜上でGPlbとGP羽が会合している可能性を検討し，さらに

乙のGPlbとGP'羽の結合が血小板膜上のGEMSでみられるか解明するとともに， VWF-GPlbを介した血小板樹生化メカニ

ズムの検討を進めた.

方法:

(1)薬を内服していない健康健常人よりクエン酸ナトリウムカ蝦血した血液を1∞xg 12分遠心し，多血小板血蝶

(pIatelet拙pIasma， P即)を億さらにTyrode'Buffer，~∞を用いて洗浄血小関手遊液を調整した.乙の洗浄血小板に VWF

と， VWF結合蛇毒蛋白である b仰は説n，またはG聞東撒~毒蛋白である∞m血卸を加えた.B柑α説n か結合したVWF

は活性化型VWFに構造変化し， GPIbに結合し， GPlbを介した血小板樹割七が生じる.一定時間反応後，蜘nX・1∞を

加えて可溶化させた.可溶化血小板を抗各種抗体により免疫加嘩した.齢}を SDS干~GE で展開し， PVDF膜に転写後，

抗リン酸化チロシン抗体，抗GPlb抗体などによりW釘回nblotしてチロシンリン酸化の状態やGPlbとGPVIの会合の変

化を検討した.

(2) GEMSの調整:無束撒血小板，あるいはVWF柏田姐による束撒血小板を百蜘X-1∞で可溶化後，等量の

80%スクロースを加えた(スクロース終濃度は4郎).この上層に 25%スクロースを重層し，さらにその上層に0%スクロ

ース液を重層し，これを200，OOOg 2. 5附占4吃の条件で超遠心を行った.G町 s領域は上層1/4程の液層に白い不溶性の

層として得ることができる.また非GEMSとして，最下層の液層をGEMsと等量回収した.これらをSDSで可溶化して，

SDS""電気泳動により蛋白を分離して目的の抗体を用いてW鎚凶lblotして蛋白の検出を行った.またGEMs層と非GE地

層を抗体抗GP'羽抗体を用いて免疫銃弾し，抗GPlb抗体を用いてGEMSにおけるGPlbとGP羽の会合を検討した.

結果，考察:

(1 )抗GPVI抗体を用いた免疫淵嘩により，無車撒血小板においてGP羽とGPlbが複合体を形成していることカ混・

められた.G聞 sにおける各々の受容体の分布は無刺激血小板においてGPlbの一部がG聞 s領域に分布しており，

VWF却低淵n刺激，あるいは∞町出n刺激によりGEMSに分布するGPIbが増加した.白羽はその大部分がGEMsに

局在していた.このことはVWFに結合したGPlbが血小板民kでGEMsに移動しGEMs領域のGPlbがクラスタリング

することにより血小板樹生化することが示唆された.またGPIbとGPVIの会合がGEMs領域に特期化見られ非G聞s

領域では認められなかった.またG聞 s構造を破壊するコレステロール吸着弗陀あるmethylscyd吋闘inを添加した血小

板ではGEMsに分布するGPlbやGP羽は認められず， GPlbとGPVIの会合も消失した.これらの結果より，血栓形成に

おいて， GP羽と GPlbが血小板膜上の GEMs領域で会合を増すことにより血小板樹封じが生じる可能性が考えられ

GEMs領域がGP羽とGPlbの共役の場として重要な役割を担っていることが示唆された.活性化血小板において非GEMS

領域の GPlbがG剛 s領域に移動するメカニズムはまだ解明できていない.Shri岬らはG聞 s領域にあるGPlbは

戸凶ω'yla伽されていることを報告しているが7，我々 はG聞s領域にあるGPIbと非但地領域にあるGPlbがVWFに

よりクラスタリングされて非GEMs領域のGPlbがGEMs領域に移動する可能性を考えている.今後はこの仮説を検証し

ていく予定である.

(2) VWF-GPlbを介した血小板活性化において血小板樹生化蛋白で、あるBtk，問問加恥seC y-2 (pLC仰の変化を検討

した.PLCy-2悦聞包の活性化によるカルシウム上昇に重要な酵素であり，これまでにVWF-GPlbを介した血小板樹封じ
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によりP山 y-2のチロシンリン酸イヒが生じること柿鶴されている.VWFGPIbを介した活性化血小板をPぱ y-2を免疫

沈降しチロシンリン酸化リン酸化を検討したところ， PLC y-2とともに7先臥付近にPLCy-2に共沈するチロシンリン酸

化蛋白を認めた.一方， Btk はT田ファミリーに属するチロシンキナーゼの 1 つであり，PLCy~ とともに血小板細胞内カ

ルシウム増加に重要な蛋白である，今回， VWF-GPIbを介した血小板樹主化lこより Btk但rutonも伊国ine抽1llSe，78 kDa)が

チロシンリン酸化されることを見いだし， PLC y-2に共沈する 75kDaのチロシンリン酸化蛋白にBtkが含まれ Btkも

VWF-GPlbを介した血小坂活性化に重要である可能性が示唆された.これまで他の細胞系では， Btkはphosp加蜘嗣e

3剖nase(pI3剖nase)の下流で作用し， PI3-K活性阻害剤により抑制されると報告されいる 8.ところが今回の検討では

VWF-GPlbによるBtkのチロシンリン酸化はPI3剖naseの酵素樹生血害剤により抑制されなかった.この結果より，血小

板においてはBtkは際EのようにPI3也m の下流ではなく，P:白衣泊m の上流に位置しているか，あるいはm剖nase
と独立した剖割峰路がある可能闘を示唆された.Btkと郎剖naseの相互作用については今後， Btk，あるいはPI3剖nase

欠損マウス血小板を用いた実験をおこなう.また， TecファミリーのBtk以外のチロシンキナーゼの関与についても検討

を加える.
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