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はじめに	
 

生体は血管内の血液を介し,	
 シグナル伝達，酸素運搬，エネルギー運搬を行うことで，

ホメオスタシスを維持している．	
 血管内における血液の流動性は，主として血管内

皮細胞により維持されている．血管内皮細胞はトロンボモジュリン，組織型プラスミ

ノゲンアクチベーター，プロスタサイクリン，一酸化窒素（NO），などの抗凝固作用

物質，血小板機能抑制物質，線溶活性化物質を発現・分泌することで，血液を抗血栓

性のベクトルで調節している．一方，出血部位では，このベクトルは速やかに向血栓

性に傾き，血管収縮，及び血小板や凝固因子が関与する止血反応により，局所の出血

を最小限にする．以下にこの止血反応について概説する．	
 

血管内皮が損傷し，内皮下組織であるコラーゲンが露出すると，ここに血管

壁近傍を流れていた血小板が接着する（図 1A）．	
 血管内皮破綻部位で活性化された血

小板は局所で凝集塊を形成し，あたかも決壊した堤防で水の漏出を防ぐ土嚢のように

障害部位をすみやかに塞ぐ．これが血小板による一次止血栓である（図 1B）．血小板

のみによる止血栓は脆弱であるため，土嚢で作った土台にセメントで堤を作るように，

血小板を反応の場として凝固因子が活性化されフィブリンによる二次止血栓が形成

される（図 1C）．生成された血栓は，線溶反応により組織修復とともに適切な大きさ

に溶解される（図 1D）．	
 	
 

この止血栓形成は，外傷に対しての生体防御機構であるが，逆に血栓形成に

よって血流が途絶し，末梢組織の虚血・壊死を引き起こしてしまう場合がある．末梢

組織の虚血・壊死すなわち梗塞は心筋梗塞や脳梗塞など致死的な病態を呈し，QOL を

阻害する後遺症を引き起こすため，これらの疾患では抗血小板薬，抗凝固療法，ある

いは線溶療法などの止血機構を修飾する薬剤による治療・予防が行われる．止血機構

の詳細なメカニズムの解明は，出血性疾患の病態生理だけでなく，新規抗血栓薬なら
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びに止血薬の開発にも結びつくと考えられる．本研究では，血栓形成の初期段階であ

る血小板活性化メカニズムについて，細胞内骨格蛋白質である Paxillin に着目し，

その血栓形成における機能を網羅的に検討した．	
 

	
 

	
 

図 1．血管内皮損傷と血栓形成	
 

A）血管内皮損傷：血管内皮の破綻部位に血小板が集まり接着が起こる．B）一次止血

栓の形成：血管破綻部位で血小板が活性化され，損傷部位を塞ぐ血小板血栓が形成さ

れる．C）二次止血栓の形成：活性化血小板膜を反応の場として凝固因子が活性化さ

れ，フィブリン血栓が形成される．D）線溶反応：血管内皮の修復とともに，フィブ

リン血栓はプラスミンにより分解され，血栓が適切な大きさに調節される．	
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第 1章	
 背景	
 

第1節	
 血小板活性化シグナル伝達	
 

血小板は直径 2-4	
 µm の無核の血球細胞で一次止血反応に関与する．外的，または内

的な要因で血管壁が破綻すると血管内皮細胞下のコラーゲンが露出する．露出したコ

ラーゲンには血漿中のフォンヴィレブランド因子（von	
 Willebrand	
 factor：VWF）が

結合し，一端を固定された VWF は高ずり応力下で形態を変化させ，血小板上の VWF 受

容体である GPIb/IX/V 複合体を介して血小板を血管損傷部位にトラップする 1．局所

にトラップされた血小板は，膜上のコラーゲン受容体 GPVI より活性化シグナルが伝

達され，Fyn などの Src ファミリーチロシンキナーゼにより GPVI に結合した Fc 受容

体γ鎖がリン酸化される．さらに Syk・LAT などに下流シグナルが伝達され，ホスホリ

パーゼ C（phospho	
 lipase	
 C：PLC）γ2	
 が活性化する．PLC の活性化はイノシトール

三リン酸による細胞内 Ca2+動員とジアシルグリセロールによるプロテインキナーゼ C

（protein	
 kinase	
 C：PKC）活性化を引き起こす 2	
 3（図 2）．血小板活性化シグナルが

伝達されると，トロンボキサン（thromboxane：TX）A2や ADP，セロトニン等の物質が

細胞外に放出され，これらが血小板膜上の特異的受容体を介し自身と周囲の血小板を

さらに活性化させる 4（図 3）．この放出物質を介した血小板活性化増幅シグナルには

種々な G蛋白質共役型の受容体が関与する．G蛋白質共役型受容体は 7回膜貫通型受

容体でアゴニスト刺激シグナルを三量体 G蛋白質を介して細胞内に伝達する（図 2）．

アゴニスト刺激により活性化された三量体蛋白質の一つである Gqは PLCβを活性化さ

せることで細胞内 Ca2+動員と PKC 活性化を引き起こす．	
 また Gi からのシグナルは

cAMP の低下を介して，持続的な血小板活性化シグナルを伝達する 5．	
 

上述の細胞内シグナルに反応して，最終的に GPIIb/IIIa（インテグリン

αIIbβ3）の活性化が起こり，そのリガンドであるフィブリノゲンや VWF を介して血小
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板凝集が生じる 6．上流のシグナルとインテグリン活性化を結ぶ共通のシグナル伝達

経路として低分子量 G 蛋白質である Rap1b が知られている 7．	
 Rap	
 1b は細胞増殖，

細胞接着等の複数の細胞機能を担う低分子量G蛋白質である．Rap	
 familyとしてRap1a，

1b，そして Rap2a，2b，2c の 5 つの存在が知られており，血小板には主に Rap1b が存

在している．Rap1b は Ca2+	
 and	
 diacylglycerol-regulated	
 GEF	
 I（CalDAG-GEF1)の作

用 で GTP 結 合 型 と な り 活 性 型 と な る ． 活 性 化 さ れ た Rap1b は

Rap1-interacting-adaptor	
 molecule（RIAM）の Talin への結合を引き起こし，RIAM

と結合した Talin はインテグリンβサブユニットへ結合し，インテグリンを活性化さ

せる 7（図 4）．Rap1b ノックアウトマウスの血小板はインテグリン発現が正常である

にも関わらず，凝集反応と放出反応が障害されている 8	
 9．また Rap1b を活性化させ

る CalDAG-GEF1 のノックアウトマウス血小板も同様の特徴を示し，トロンボキサン合

成能も低下している 10．	
 

	
 

	
 

図 2．コラーゲン受容体と G 蛋白質共役型受容体	
 

コラーゲン受容体 GPVI はチロシンキナーゼを介したシグナル伝達により血小板を活

性化させる．Fc受容体γ鎖がFynやLynなどのチロシンキナーゼによりリン酸化され，

リン酸化部位に Syk が結合する．活性化された Syk は PLCγ2	
 の活性化シグナルを伝達

する．一方，血小板でから放出されるセロトニン，ADP，TXA2等の受容体は G 蛋白質

共役型受容体である．アゴニスト刺激により活性化された受容体では三量体 G蛋白質

αβγのαとβγの結合が解かれ，Gαにより PLCβが活性化される．	
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図 3．血小板凝集塊の形成	
 

血管内皮下コラーゲンにVWFを介して接着した血小板はコラーゲン受容体からの活性

化シグナルを受け，放出反応を起こす．放出された血小板活性化物質はオートクライ

ン，パラクライン的に血小板活性化を引き起こす．活性化された GPIIb/IIIa（インテ

グリンαIIbβ3）は VWF やフィブリノゲンと会合し，血小板凝集塊を形成する．	
 

	
 

	
 

図 4．インテグリン活性化における Rap1b の役割	
 

Rap1b-GDPはCalDAG-GEF1により活性化型のRap1b-GTPとなる．活性化したRap1bは，

Rap1-interacting-adaptor	
 molecule（RIAM）を介して Talin と結合する．RIAM と結

合した Talin はインテグリンβサブユニットと結合し，インテグリン活性化を引き起

こす．	
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第2節	
 血小板インテグリン活性化機構	
 

インテグリンは細胞表面上に存在する膜糖蛋白質で，細胞外マトリックスの受容体と

して機能する 11．インテグリンは相異なったαサブユニットとβサブユニットが非共有

結合で会合したヘテロ二量体である．αサブユニットとβサブユニットの組み合わせに

より,	
 その結合するリガンドの種類は決定され 12，組織により発現するインテグリン

が異なる 13.	
 リガンドの性質によりコラーゲン結合インテグリン，ラミニン結合イン

テグリン，RGD 認識インテグリンに分けられる．現在までに 18 のαサブユニットと 8

のβサブユニットの存在が明らかとなっており，異なる 24 のヘテロ二量体が確認され

ている．血小板に特異的に発現するインテグリンはインテグリンαIIbβ3 で

GPIIb/IIIa とも呼ばれる．血液中のフィブリノゲンや VWF をリガンドとする血小板凝

集に必須の膜糖蛋白質である．インテグリンαIIbβ3 の先天的欠損は出血傾向を引き

起こす血小板無力症として知られる 14．	
 

血小板インテグリンはリガンドとなるフィブリノゲンやVWFと効率良く結合

するために，その構造を高親和性へと変化させる．このインテグリンのリガンド結合

能を増強させるシグナルを inside-out	
 signaling と呼ぶ．一方で，リガンド結合後

に生じるインテグリンから細胞内へのシグナル伝達を outside-in	
 signaling と呼ぶ

15,16．血液流動中では血小板インテグリンαIIbβ3 は血小板凝集が起きないように，そ

のリガンド結合能を低親和性としている．この状態ではインテグリンαIIbβ3 の細胞

外ドメインは内側に折りたたまれるような形で存在している．血栓形成部位で血小板

が活性化すると inside-out	
 signaling により構造変化を起こし，リガンドとの結合

を高親和性に変化させる（図5）．リガンドと結合したαIIbβ3は，outside-in	
 signaling

により，細胞骨格再編成を引き起こし，局所の血小板血栓を強固なものとする．	
 

インテグリン構造変化はインテグリンβ鎖と細胞内蛋白質との会合により引
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き起こされる．これに重要な役割を果たす蛋白質として Talin と Kindlin が知られて

いる.	
 Talin は~270	
 kDa の巨大な蛋白質で N末端の 47	
 kDa の head ドメインと C末端

の~220	
 kDa の rod ドメインからなる.	
 インテグリンの構造変化は Talin の N 末端がβ

インテグリンの細胞質ドメインのNPxYモチーフに結合することによる．この結合が，

近接して存在していたαサブユニットとβサブユニットを引き離し,	
 インテグリン構

造変化の引き金をひく（図 5）．Kindlin はそれ自身がインテグリン構造変化を引き起

こすことはないが，βインテグリンの細胞質ドメインの NxxY モチーフに結合すること

により Talin による構造変化を容易にしていると考えられている 17.	
 これらの蛋白質

を欠損するノックアウトマウスの血小板は，血小板凝集が障害され，血小板無力症様

の所見を呈する 18	
 19．また，ヒト白血球インテグリン及び血小板インテグリン機能不

全による免疫不全・出血傾向を来たす leukocyte	
 adhesion	
 deficiency-III が

Kindlin3 の先天的異常によることが知られている 17	
 20.	
 

	
 

図 5.	
 インテグリン活性化と親和性変化	
 

インテグリンは通常α,	
 βサブユニットが近接して存在した形態で存在する.	
 頭部は

折りたたまれ,	
 リガンドとの結合部位は表面に露出していない.	
 活性化シグナルに

伴い,	
 細胞質ドメインに複数の蛋白質,	
 特に,	
 Talin と Kindlin が結合することで

α,	
 βサブユニットが解離し,	
 インテグリンは構造変化を起こす.	
 構造変化をしたイ

ンテグリンは頭部のリガンド結合部位を表面に突出させ,	
 リガンドとの親和性が増

加する.	
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第3節	
 細胞骨格蛋白質 Paxillin	
 

Paxillin は 68	
 kDa の蛋白質で v-srcを形質導入した細胞内でチロシンリン酸化をう

ける蛋白質として見いだされた 21．動物種間で良く保存された蛋白質で多くの細胞に

広く発現している 22	
 23.	
 Paxillin のチロシンリン酸化は他にインテグリンを介した接

着や成長因子との反応に伴い観察される 24．構造上の特徴として N 末端の 5 つの LD

モチーフと C末端の zync	
 finger 構造である 4つの LIM（Lin-11,	
 Isl-1,	
 Mec-3）ド

メインがある 25	
 26	
 27.	
 その他，N末端近傍にはプロリンリッチドメインが存在し，Src

や Crk	
 family と結合する 28．LIM ドメイン,	
 LD モチーフを共通構造として持つ蛋白

質に Hic-5,	
 白血球に発現する Leupaxin が存在し,	
 Paxillin	
 family と呼ばれている

26	
 27（図 6）.	
 ヒト血小板では Paxillin の発現が認められない一方で，Hic-5 の発現

が認められる.	
 巨核球分化の各段階では Paxillin の発現が主要であるが,	
 成熟血小

板では Hic-5 のみの発現となる 29	
 30.	
 これに対し,	
 マウス血小板では Hic-5 とともに

Paxiilin の発現が認められることが報告されている 31．Paxillin と Hic-5 は C 末端

の LIM ドメインや N 末端の LD モチーフといった共通構造の相同性が高い一方で,	
 そ

れ以外の部分には相違点も多く,	
 PaxillinとHic-5は細胞伸展において相反する機能

を見せる 32	
 33.	
 

LD モチーフの反応相手としてアクチン結合蛋白質，リン酸化酵素群，細胞内

移送に関わる ARF	
 family	
 GTPase の活性化蛋白質（ARF-GAPs）等多くの蛋白質が知ら

れている 34．一方，LIM ドメインは動物種間でよく保存された構造にもかかわらず，

その反応相手は限られたものしか知られていない．それら報告でこの部位が接着斑

（focal	
 adhesion	
 plaque）における Vinculin やチロシン脱リン酸化酵素 PTP-PEST

の会合に重要な部位であることが明らかとされた 35	
 36	
 23．	
 

インテグリン細胞質ドメインとPaxillinの直接結合はα4インテグリンとα9
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インテグリンで確認されており 37	
 38（αIIβ,	
 α3A,	
 α5,	
 α6A では認められていない），

α4インテグリンとPaxillinの結合阻害が白血球の炎症部位への遊走を阻害すること

が知られている 39．これらの研究結果から現在 Paxillin はインテグリンαサブユニッ

ト細胞質ドメイン近傍で様々な蛋白質のアダプター蛋白質となることで細胞内シグ

ナル伝達に寄与していると考えられている（図 7）.	
 	
 

Paxillin ノックアウトマウスはフィブロネクチンノックアウトマウスと類

似の表現型をとる．中胚葉由来の心や体節の発生障害を認め，生存して出生するマウ

スは存在しない 40．胎仔由来の繊維芽細胞を用いた検討で接着斑の形成並びに仮足形

成に Paxillin は必須で無いが，そのターンオーバーに Paxillin が必須であることが

明らかにされた 41．ショウジョウバエ Paxillin をエンハンサートラップの手法によ

り強発現させた実験では幼虫期早期の強発現で全例が死亡した．幼虫期末期の

Paxillin 強発現では多くは蛹の段階で死亡してしまったが，少数生存例が認められた．

これらの成虫はFAKを強発現させたショウジョウバエの表現型と類似した足の形成異

常と水疱の出来た羽根という表現型を呈した．水疱形成を伴う羽根の形成はインテグ

リン変異のあるショウジョウバエでも報告されている．前蛹段階では羽根は上皮一枚

のシートからなり，インテグリンはこの制御をすると考えられている．発生が進むと

このシートは背側と腹側に折りたたまれ，この段階ではインテグリンは両者を接合さ

せる役割を担う．Paxillin や FAK の発現異常は，このインテグリンシグナルの障害に

より羽の水疱形成を引き起こすと考えられる 42．	
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図 6.	
 Paxillin	
 family	
 

Paxillinは 68	
 kDaのリン酸化部位を持つ蛋白質である.	
 構造の特徴としてLDモチー

フと LIM ドメインがある.	
 同様の構造的特徴を持つ Hic-5,	
 Leupaxin とともに

Paxillin	
 family と呼ばれる.	
 

	
 	
 

図 7.	
 インテグリン細胞質ドメイン近傍の蛋白質と活性化シグナル伝達の一例	
 

Paxillin はインテグリン細胞質ドメイン近傍に Talin や Vinculin とともにシグナル

コンプレックスを構成し,インテグリンからの細胞の進展や細胞増殖,	
 細胞移動等の

シグナルを伝達する.	
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第4節	
 RNA 干渉	
 

RNA 干渉（RNAi）は線虫により発見された遺伝子発現調節機構である 43．その後，哺

乳類でも miRNA による生理的発現制御機構が存在することが明らかとなった 44．	
 	
 

RNAi の発現系を用いると，簡便に目的蛋白質の抑制が可能となる．プラスミドベクタ

ーやウィルスベクターなどにより発現させた short	
 hairpin	
 RNA（shRNA）は Dicer

と呼ばれる酵素によって22塩基程度の2本鎖RNAに切断される.	
 続いて,	
 小分子RNA

複合体である Argonaute と結合し,	
 1 本鎖化され,	
 RNA-induced	
 silencing	
 complex	
 

（RISC）を形成する.	
 RISC は，そのスライサー活性により標的 RNA を切断する（図 8）．

レンチウィルスベクターを用いた shRNA 導入による RNAi は標的塩基配列さえ明らか

であれば比較的簡便に効率良く蛋白質発現を抑制することができる．また，ノックア

ウト生物の利用できないヒト細胞にも応用可能であることなど利点が多く,	
 基礎研

究領域において一般的なツールとして利用されている.	
 また我々は，マウスにレンチ

ウィルスベクターで shRNA を発現させた造血幹細胞の移植を行うと，無核の血小板で

も標的蛋白質の抑制が可能となることを報告した 45．この手法を用いることで，ノッ

クアウトマウスを作成することなく，目的蛋白質の血小板機能評価が可能である．	
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図 8.	
 RNA 干渉	
 

ウィルスベクターにより導入されたshRNAは Dicerにより二本鎖siRNAへとプロセシ

ングされる.	
 二本鎖 siRNA は Argonaute と結合し,	
 RNA-induced	
 silencing	
 complex

（RISC）の中核を成す.	
 RISC 中で Argonaute—RNA 複合体は mRNA の切断酵素として機

能する.	
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第 2章	
 研究報告	
 

第1節	
 研究目的	
 

過去の研究から Paxillin はインテグリン近傍の接着斑において，複数の蛋白質に反

応の場を提供することにより，その機能制御を行っていると考えられる．Paxillin	
 を

欠如したマウス繊維芽細胞は細胞接着後の遊走が障害される 40．さらに，Paxillin と

α4 インテグリンとの結合阻害により炎症部位への白血球の遊走が障害されるという

報告もあり 39，総じて Paxillin はインテグリン outside-in	
 シグナルを正に調整し，

細胞運動，創傷治癒に関与している．	
 

	
 冒頭で述べたようにインテグリンは血小板の凝集反応に必須の蛋白質であ

る．インテグリンの機能は，様々な細胞内蛋白質により制御されている．特に Talin

やKindlinによるインテグリン構造変化機構がリガンド親和性を変化させることは有

名であるが 17 15,18 19，他の蛋白質が如何にインテグリン機能に影響を及ぼすかについ

ては良く知られていない．新規のインテグリン活性化機序の解明は，新たな抗血栓薬

の開発にも結びつくとも考えられる．我々は他の細胞においてインテグリン機能に重

要と報告されている Paxillin	
 family	
 member に着目した．ヒト血小板では巨核球分

化の最終段階で，Paxillin から Hic-5 への発現変化が生じることが報告されている

29 30．一方，マウス血小板では Paxillin,	
 Hic-5,	
 Leupaxin いずれも発現を認める 31．

我々は，これらの Paxillin	
 family	
 member 蛋白質が血小板の機能に何らかの役割を

担っているという仮説を立てた．本研究では，過去に当教室で確立した RNAi の手法

を用いて 45，マウス血小板の Paxillin をノックダウンし，生体の一次止血栓形成へ

の Paxillin の関与，ならびにその機序について明らかにすることを目的とした．	
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第2節	
 研究方法	
 

2-1	
 cDNA クローニング	
 

マウス骨髄 RNA で Prime	
 script	
 RT（TakaraBio	
 Co.,	
 shiga,	
 Japan）により逆転写反

応を行い，下記プライマーの組み合わせを用いてそれぞれの cDNA を PCR 法によりク

ローニングした．用いた酵素は PfuUltra	
 High	
 Fidelity	
 DNA	
 polymerase（Agilent	
 

Technologies,	
 Santa	
 Clara,	
 CA）で，アニーリング 55℃，	
 伸長反応 72℃の条件で

Gene	
 Amp	
 PCR	
 system9700（Applied	
 Biosystems	
 Inc.,	
 Carlsbad,	
 CA）を用い増幅反

応を行った．PCR により増幅された cDNA はクローニングベクターである pCR-bluntII	
 

TOPO（Invitrogen	
 Co.,	
 Carlsbad,	
 CA）にそれぞれ挿入した．GFP と Talin	
 FERM ドメ

インの融合蛋白質は pEGFP-C	
 plasmid（Clontech	
 Laboratories	
 Inc.,	
 Mountain	
 View,	
 

CA.）に cDNA を挿入し作製した．	
 

	
 

	
 

	
 

cDNA	
 (Gen	
 Bank	
 Accession	
 Number)	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 Sequence	
 

For	
 cDNA	
 cloning	
 	
 	
 

Mouse	
 Paxillin	
 (NM_011223.2)	
 F	
 5’-CGTCTGAGGACCAGCCATGGA-3’	
 

R	
 5’-CACCGGCCTAGCAGAAGAGCTT-3'	
 

Mouse	
 Talin-1	
 FERM	
 domain	
 (AK_147228)	
 F	
 5’-CCATGGTTGCGCTTTCGCTGAAG-3’	
 

R	
 5’-TCATCGGTGCATCTGGCCACTGGTGAT-3'	
 

Mouse	
 Rap1b	
 (NM_024457.2)	
 F	
 5'-CCATGCGTGAATATAAGCTCG-3'	
 

R	
 5'-TTAAAGCAGCTGACACGATGAC-3'	
 

RalGDS-RBD	
 (NM_009058.1)	
 F	
 5'-TCACTGCCTCTCTACAACCA-3'	
 

R	
 5'-TTAGAAGATGCCTTTGGCAATCC-3'	
 

表 1.	
 クローニングに用いたプライマーペア	
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2-2	
 レンチウィルスベクターの作製	
 

ヒト免疫不全ウィルス（human	
 immunodeficiency	
 virus	
 ：HIV）からウィルスの自己

増幅に必要な部位を失わせた第３世代レンチウィルスベクターを作製するプラスミ

ドである pLL3.7 を American	
 Type	
 Culture	
 Collection（Manassas,	
 VA）より購入し

た．このベクターは U6 プロモーターにより shRNA を発現させると同時にサイトメガ

ロウィルス（CMV）プロモーターで感染細胞を GFP ラベルできる特徴を持つ．今回の

実験では感染細胞由来の血小板特異的に効率よくGFPをラベルする目的でCMVプロモ

ーターを血小板特異的プロモーターである GPIbαプロモーターに置換した 45．マウス

Paxillin に 対 す る shRNA 配 列 は Dharmacon	
 RNA	
 Technologies

（http://www.dharmacon.com/）が提供するアルゴリズムで作製し，その中から 3 つ

の配列を選択した．選択した配列を Invitrogen で合成し，pLL3.7 の HpaI と XhoI の

間に挿入した（図 9A）．	
 

水疱性口内炎ウィルスの G 糖蛋白質（vesicular	
 stomatitis	
 virus	
 

G-glycoprotein:	
 VSV-G）にシュードタイプ化したレンチウィルスベクターは 293T 細

胞へのトランスフェクションにより作成した．293T 細胞に pLL3.7 とともにパッケー

ジングプラスミド pLP1（Gag-Pol）,	
 pLP2（Rev）,	
 pVSVG（VSV-G）を Lipofectamine

（Invitrogen）で導入した．遺伝子導入後 48 時間後と 72 時間後に，細胞上清を回収

した．回収した細胞上清は 0.45	
 µm のフィルターでろ過後に 51,268	
 x	
 gで 2 時間遠

心し 200 倍にウィルス含有上清を濃縮した．作製したレンチウィルスはマウス胚線維

芽細胞（MEF）に感染させ，感染後 48-72 時間経過した細胞の溶解液で immunoblotting

を行い，最も強く発現を抑制した配列（Pxn-1）を以降の実験に採用した（表 2，図 B，

C）．	
 

	
 



17 

	
 

図 9．Paxillin に対する shRNA 配列の決定	
 

A）レンチウィルベクターは U6 プロモーターによる short	
 hairpin（sh）配列発現と

同時に GPIbαプロモーターで GFP を発現する構造を持つ．	
 

B）shRNA 配列は Dharmacon 社が提供するアルゴリズムで設計した.	
 Paxillin の mRNA

に対する標的部位は図に示す通りである.	
 3 つの配列を選択し pLL3.7 に挿入した．	
 

C）MEF 細胞に作製したウィルスベクターを感染させ，48-72 時間後に回収した細胞の

溶解液を抗 Paxillin 抗体（上段）又は抗 Viuculin 抗体（下段）で	
 immunoblotting

を行った．	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

表 2．実験に使用した shPxn 配列	
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2-3	
 マウス骨髄細胞への感染と骨髄移植	
 

全てのマウス飼育および取り扱いは自治医科大学動物実験委員会の実験動物取り扱

い指針に沿って行った．C57BL/6J マウスは日本 SLC（Shizuoka,	
 Japan）より購入し

た．マウス骨髄細胞はドナーマウスの大腿骨と脛骨から採取し，100	
 	
 ng/ml	
 の stem	
 

cell	
 factor	
 ，thrombopoietin，interleukin-6，	
 fms-like	
 tyrosine	
 kinase3	
 ligand，

及び 200	
 ng/ml	
 soluble	
 IL-6	
 receptor を含む StemPro-34	
 SFM	
 medium（Invitrogen）

に懸濁した．	
 12-16	
 時間後にレンチウィルスベクターをポリブレン 8	
 µg/ml の存在

下に	
 multi	
 publicity	
 of	
 infection（MOI）：5で添加し，6時間インキュベーション

した後に StemPro-SFM	
 medium を 30	
 ml 加えた．１6時間後に細胞を回収し，ガンマセ

ル(Norton	
 International,	
 ON	
 ,Canada)で 9.5Gy 放射線照射した C57BL/6J マウスに 2	
 

x	
 106細胞を静注した（図 10）．	
 

	
 

	
 
図 10.	
 RNA 干渉を利用したノックダウン血小板の作製	
 

U6 プロモーターによる shRNA 発現と同時に，GPIbαプロモーターで EGFP を発現する

レンチウィルスベクターを骨髄細胞に感染させた．感染骨髄細胞を放射線照射したレ

シピエントマウスに移植すると，	
 移植した骨髄細胞由来の血小板で目的蛋白質の抑

制が可能となる．	
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2-4	
 マウス洗浄血小板の作製	
 

移植 4-5 週後にマウス右頸静脈より採血を行った．採血には 30G の針を用い，採血予

定量の 1/10 量 3.8	
 %クエン酸ナトリウムを入れた注射器で 100-400	
 µl を採取した．

血液は 3	
 ml の Hepes/Tyrode バッファー（138	
 mM	
 NaCl,	
 3.3	
 mM	
 NaH2PO4,	
 2.9	
 mM	
 KCl,	
 

1	
 mM	
 MgCl2,	
 1	
 mg/ml	
 of	
 glucose,	
 20	
 mM	
 Hepes	
 pH7.4）で希釈し，120	
 x	
 gで 8分間

の遠心後，血小板が含まれる血漿分画を 0.1	
 µM のプロスタグランジン I2 と 15%	
 

acid-citrate-dextrose	
 A を加えた Hepes/Tyrode バッファーで洗浄した．	
 

	
 

2-5	
 電子顕微鏡	
 

マウス血小板は glutaraldehyde を 2%含量する 0.1	
 M リン酸バッファーで 4℃，60 分

間反応させた．反応させた血小板は洗浄後，酸化オスミウムを 1%含量する 0.1	
 M リン

酸バッファーで再び 4℃，60 分間反応させ固定した．固定した血小板は 70-100%のエ

タノールで段階的に脱水を行い，EPON（TAAB	
 Laboratories	
 Equipment	
 Ltd.,	
 Berkshire,	
 

UK）に包埋した．検体は薄切した後，酸化ウラニルとクエン酸鉛で染色し，走査電子

顕微鏡 JEM1200EX（Japan	
 Electron	
 Optics	
 Co.	
 Ltd.,	
 Tokyo,	
 Japan）で加速電圧 80kV

の条件で観察した．	
 

	
 

2-6	
 フローサイトメーターを利用した血小板活性化	
 

Paxillin	
 ノックダウン（Pxn-KD）血小板の活性化をフローサイトメーターで確認し

た．マウスインテグリンαIIbβ3 の活性化を認識する単クローン抗体である JON/A

（Emfret	
 Analytics	
 GmbH	
 &	
 Co.,	
 Eibelstat,	
 Germany）とα顆粒放出反応を示す

P-selectin に対する単クローン抗体（BD	
 Biosciences	
 Co.,	
 San	
 Jose,	
 CA）を用いた．	
 

1	
 x	
 107/ml に調整したマウス洗浄血小板を作製し，CaCl2を最終濃度で 1	
 mM
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となるように添加した．血小板刺激アゴニストと同時に，phycoerythrin（PE）-標識

JON/A とビオチン標識抗 P-selectin 抗体を加えた後，allophycocyanin（APC）標識ス

トレプトアビジンと反応させた．抗体との結合はフローサイトメーター（FACSAria	
 

Cell	
 Sorter;	
 Becton	
 Dickinson,	
 Mountain	
 View,	
 CA）で直ちに確認した．	
 

	
 

2-7	
 血小板凝集能	
 

洗浄血小板を 1	
 mM の CaCl2 と 200	
 µg/ml のヒトフィブリノゲンを添加した

Hepes/Tyrode バッファーで 2	
 x	
 108/ml に調整した．アゴニスト添加後の光の透過性

変化を血小板凝集計 PA-200（Kowa	
 Co.	
 Ltd.,	
 Tokyo,	
 Japan）を用いて測定した．透

過度は刺激前の透過度を 0%，バッファーのみの透過度を 100%と設定した．	
 

	
 

2-8	
 血小板放出物質定量	
 

洗浄血小板を 1	
 mM の CaCl2 と 200	
 µg/ml 板のヒトフィブリノゲンを添加した

Hepes/Tyrode バッファーで 2	
 x	
 108/ml に調整した．アゴニスト刺激 15 分後に血小板

上清と血小板を遠心で分離した．血小板は 1%	
 Triton	
 X-100 を含む溶液で溶解した．

上清，および血小板中の血小板第 4因子（PF4）とセロトニンを ELISA	
 法により[Mouse	
 

CXCL4/PF4	
 Quantikine	
 ELISA	
 Kit（R	
 &	
 D	
 Systems,	
 Inc.,	
 Minneapolis,	
 MN）；Serotonin	
 

ELISA	
 Kit（GenWay	
 Biotech,	
 Inc.,	
 San	
 Diego,	
 CA）］，トロンボキサン B2	
 (TXB2)を

EIA 法	
 [Thromboxane	
 B2	
 EIA	
 Kit（Cayman	
 Chemical	
 Co.,	
 Ann	
 Arbor,	
 MI）]により測

定した．	
 

	
 

2-9	
 血小板粘着	
 

8	
 well	
 Lab-Tek	
 Chamber	
 Slide（Thermo	
 scientific	
 co.,	
 Waltham,	
 MA）を 1%	
 ウシ



21 

血清アルブミン，または 400	
 µg/ml フィブリノゲンで 37℃	
 2 時間固相化した．未刺

激，またはコンバルキシン 50	
 ng/ml で刺激した洗浄血小板	
 250	
 µl（2	
 x	
 105/ml）を

37℃で 30 分間接着させた．非接着細胞を PBS による洗浄で除去し，3%パラホルムア

ルデヒドで 1 時間固定した．0.3%	
 triton	
 X-100 と 5%	
 ロバ血清を加えた PBS で透過

性とし，ウサギ抗 GFP 抗体（Medical	
 &	
 Biological	
 Laboratories	
 Co.,	
 Ltd.	
 Nagoya,	
 

Japan)1:200 で 4℃	
 16 時間反応をさせた後，Alexa488 標識抗ウサギ IgG 抗体，ロー

ダミン標識	
 ファロイジンを添加した．蛍光は共焦点レーザー顕微鏡（FV1000,	
 Olympus,	
 

Tokyo,	
 Japan）で観察した．細胞面積は ImageJ（NIH,	
 Bethesda,	
 MD）で定量化した．	
 

	
 

2-10	
 血餅退縮	
 

Hepes/Tyrode バッファーで 2 倍希釈したヒト乏血小板血漿にマウス血小板を 3	
 x	
 

108/µL の濃度で懸濁した．血餅生成は 0.1	
 U/ml のトロンビン添加で行い，添加後の

状態を写真で記録した．血餅退縮は血餅から押し出された液体部分（血清部分）の面

積として ImageJ を用いて定量化した．	
 

	
 

2-11	
 ヒトインテグリンαIIbβ3 発現 CHO 細胞におけるインテグリン活性化	
 

ヒトインテグリンαIIbβ3 を発現する CHO 細胞（CHO—αIIbβ3）はヒトインテグリンαIIb

とインテグリンβ3 の cDNA を発現ベクターpcDNA3.1(Invitrogen)に挿入し，リポフェ

クタミン2000	
 (Invitrogen)を用いてCHO-K1細胞にco-transfectionして作製した	
 46．	
 

	
 	
 ディッシュ上にまいた CHO—αIIbβ3	
 にポリブレン 8	
 µg/ml 存在下でレンチウ

ィルスベクターを MOI	
 :	
 3 で感染させた．感染 48-72 時間後に細胞を PBS で洗浄し，

CaCl2を 1.5	
 mM 加えた Hepes/Tyrode バッファーに浮遊させた．インテグリンαIIbβ3

の活性化は GRGDS（Peptide	
 insitiute,	
 Inc.,	
 Osaka,	
 Japan）1	
 mM の存在下および
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非存在下にヒト活性化インテグリン特異的抗体である PAC-1（Becton,	
 Dickinson	
 and	
 

Company	
 Bioscience）を加えて 30 分反応させた後，PE-Cy7 標識抗マウス IgM 抗体

（eBioscience,	
 San	
 Diego,	
 CA）と反応させ，フローサイトメーターで解析した．	
 

	
 

2-12	
 細胞内 Ca2+動員	
 

GFP存在下でもCa2+と反応して蛍光を発するプローブ(GFP-Certified	
 FluoForte	
 dye	
 ;	
 

Enzo	
 Life	
 Sciences,	
 Inc.,	
 Farmingdale,	
 NY)を用いて Ca2+濃度を評価した．洗浄血

小板をGFP-Certified	
 FluoForte	
 dyeと混和し37℃	
 45分の後,	
 室温で15分放置し，

血小板内にこの蛍光プローブを取り込ませた．凝集反応や細胞外 Ca2+，放出反応の影

響を回避するために 1	
 mM	
 EDTA と 5	
 mg/ml	
 apyrase，10	
 µM	
 SQ29548 を加えた

Hepes/Tyrode バッファーで 2	
 x	
 108/ml に調整した．アゴニスト刺激後，蛍光を励起

光 530	
 nm 放出光 570	
 nm の条件でマイクロプレートリーダー(Gemini	
 EM,	
 Molecular	
 

Devices,	
 LLC.,	
 Sunnyvale,	
 CA)で測定した．	
 

	
 

2-13	
 GST 融合蛋白質の作製	
 

活性化型の Rap1b と直接反応する Ral	
 guanine	
 nucleotide	
 dissociation	
 stimulator

（Ral-GDS）の Ras-binding	
 domain（RBDs）を RT-PCR でクローニングし，pGEX4T-1	
 

plasmid（GE	
 healthcare,	
 Picataway,	
 NJ）に挿入した．作製したプラスミドを保有

する大腸菌（BL-21）から，isopropyl-β-D—thiogaractopyranoside,（IPTG）により

目的蛋白質の発現を誘導した．大腸菌を 1%	
 sodiumlauryl	
 sarcosinate,	
 1%，及び

Triton	
 X-100 により可溶化し，発現した GST 融合蛋白質を glutathione-sepharose	
 4B

カラムで精製した． 
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2-14	
 細胞内 Rap1b 活性化	
 

1	
 mM の EDTA、5	
 mg/ml の apyrase,	
 10	
 µM の SQ29548 を加えた Hepes/Tyrode バッフ

ァー250	
 µl 中に洗浄血小板が 10	
 x	
 106存在するように調整した．血小板はアゴニス

ト刺激後に Complete	
 Protease	
 Inhibitor	
 Cocktail（Roche	
 Diagnostics	
 Co.,	
 Basel,	
 

Switzerland）を加えた溶解バッファー（100	
 mM	
 Tris-HCl	
 pH	
 7.4,	
 2%	
 Triton	
 X-100,	
 

200	
 mM	
 NaCl,4	
 mM	
 EDTA）で 4℃，20 分間反応させ可溶化した．9700	
 x	
 gで 5分間の

遠心後,	
 非特異的に結合する蛋白質を glutathione-sepharose	
 4B を加え除去した.	
 

上清に 10	
 µg の Ral-GDS-GST 融合蛋白質を加え 4℃，30 分間反応させた後,	
 

glutathione-sepharose	
 4B を加え,	
 さらに 30 分反応させた.	
 Ral-GDS-GST 融合蛋白

質に結合した蛋白質を glutathione-sepharose	
 4B と共に回収し，1	
 x	
 SDS	
 sample	
 

buffer を加え 2分間 100℃で加熱した．蛋白質を SDS-PAGE により展開し，PVDF 膜に

転写後，抗 Rap1b 抗体（Upstate	
 Cell	
 Signaling	
 Solutions,	
 Lake	
 Placid,	
 NY）を

用いたimmunoblotingによりRal-GDS-GST融合蛋白質に結合した活性型Rap1bを検出

した．	
 

	
 

2-15	
 生体内血栓イメージング	
 

マウス生体内の血栓形成能を共焦点顕微鏡で評価した．まず，可視化のため Texas	
 

Red-dextran，Hoechst	
 33342，Dylight	
 488 標識抗 CD42b 抗体を麻酔したマウスに静

注し，続けて活性酸素産生のため hematoporphyrin を静注した．その後，腹部に小切

開を加え，腸間膜血管をフルフレーム高速共焦点顕微鏡（Nikon	
 A1R；Nikon，Tokyo，

Japan)で観察した．レーザー照射により活性酸素を発生させた血管内で形成された血

栓は面積を計測し，血管内に占める割合で評価した．血管内皮障害を伴うモデルはマ

ウス大腿動脈血管壁に 10%	
 FeCl3をしみこませたろ紙を接触させることで血栓形成を
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開始させ高速多光子共焦点レーザー顕微鏡（Nikon	
 A1R	
 MP）で観察した．血栓形成は

血管内に占める血栓の面積で評価した．	
 	
 

	
 

2-16	
 出血時間	
 

マウスの尾の末端から 5	
 mm の部分を麻酔下に切断し，速やかに 37℃に加温した PBS

に浸けた．目視観察で出血が止まるまでの時間を出血時間として計測した．	
 

	
 

2-17	
 統計処理	
 

データの有意差検定は全て t検定を用いて行い，P<0.05 を有意とした．	
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第3節	
 結果	
 

3-1	
 Paxillin 発現抑制（Pxn-KD）血小板の作製	
 

レンチウィルスベクターを MOI	
 :	
 5 で感染させた骨髄細胞をレシピエントマウスに移

植し，約 1 ヶ月後に採血を行い，末梢血血液細胞の GFP 陽性率を確認した．GPIbαプ

ロモーターでの GFP 発現により血小板特異的な GFP ラベルに成功した（図 11）．GFP

陽性血小板の数はコントロールと同等であった（図 11）．immunoblotting 法により，

この shRNA 発現による無核の血小板における Paxillin 発現の特異的な抑制を確認し

た（図 12）．一方，同抗体で同時に認識される Paxillin	
 family	
 member である Hic-5

と Leupaxin の発現は影響を受けなかった（図 12）．	
 	
 

電子顕微鏡により，得られた Paxillin 発現抑制（Pxn-KD）血小板の構造を

検討した．Pxn-KD 血小板ではコントロールと比較して，血小板サイズが増大していた

（図 13,	
 図 14）．Image	
 J により細胞質部分と顆粒部分の面積を個別に定量すると，

血小板サイズの変化は主として細胞質の増加であり，顆粒の大きさには有意な変化を

認めなかった（図 15A）．血小板に含まれる顆粒内容物量にも変化を認めなかった（図

15B，C）．表面に発現する膜糖蛋白質の発現では，GPIIb/IIIa	
 (インテグリンαIIbβ3)

と GPIb の発現は Pxn-KD 血小板で僅かに増加し，コラーゲン受容体 GPVI には影響し

なかった（図 16）．	
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図 11．骨髄細胞移植後の各血球細胞における GFP 陽性率と血小板数．	
 

マウス骨髄細胞に MOI:5 でコントロール配列，または Paxillin に対する shRNA 配列

をもつレンチウィルスベクターを感染させた．感染細胞を放射線照射したレシピエン

トマウスに移植した．A	
 )	
 1 ヶ月後の各血球細胞の GFP 陽性率．GPIbαプロモーター

を用いることで血小板特異的な GFP 発現を可能とした．B)GFP 陽性血小板の数．コン

トロール，Pxn-KD 間で差を認めなかった．	
 

	
 

	
 

図 12．血小板内蛋白質発現	
 

GFP 陽性率が 70%以上のコントロール，Pxn-KD マウスそれぞれ 2 匹ずつから採血を行

い，洗浄血小板を可溶化後に，各特異抗体を用いて細胞内蛋白質の immunoblotting

を行った．	
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図 13．Pxn-KD 血小板の電子顕微鏡での観察	
 

電子顕微鏡でコントロールと Pxn-KD の血小板を観察した．内部構造には観察範囲で

変化を認めなかったが，血小板サイズが増加していた．	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

図 14．血小板サイズの測定	
 

電子顕微鏡で得られた血小板像から血小板の長軸の長さ	
 (length)，および面積	
 

(area)を ImageJ を用いて定量化した（n=53-72）（*P<0.05，***P<0.001）．	
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図 15	
 血小板細胞質と顆粒内の面積，及び顆粒内容物量	
 

A）血小板細胞質と顆粒内面積．コントロールならびに Pxn-KD 血小板の電子顕微鏡像

から Image	
 J を用いて細胞質と顆粒部分の面積を個別に定量化した（n=53-70）．	
 	
 

B）C）血小板顆粒内容物の定量．未刺激の血小板中の放出物質の濃度（B：PF4；C：

セロトニン）を ELISA 法で測定した．（***P<0.001）	
 

 

	
 

図 16．Pxn-KD 上の膜糖蛋白質の変化	
 

コントロールと Pxn-KD 血小板の膜糖蛋白質をフローサイトメーターで定量した．

GPIIb/IIIa，GPIb は Pxn-KD で僅かに増加が認められたが，GPVI には変化を認めなか

った（**P<0.01,	
 ***P<0.001）	
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3-2	
 Pxn-KD は血小板インテグリン活性化を亢進させる	
 

まず，Paxillin のインテグリン活性化，凝集反応における役割について検討した．

shRNA 発現が認められる GFP 陽性血小板が明確に区別できるように，フローサイトメ

ーターを用いた．マウス活性化インテグリン特異的抗体である JON/A を用いアゴニス

トに対するインテグリン活性化を検討した．GPVI アゴニストであるコンバルキシン及

びトロンビン受容体PAR-4アゴニストペプチド	
 (PAR4)によるインテグリンαIIbβ3の

活性化は Pxn-KD 血小板での GFP 陽性領域において亢進していた（図 17A）．この現象

は他のアゴニストである ADP，U46619 でも同様であった（図 17）．一方，未刺激およ

びエピネフリン刺激血小板のインテグリン活性化状態には差を認めず，Paxillin 発現

抑制は直接インテグリン活性化を引き起こさないこと,ならびにGi依存性の経路を修

飾しないことが示唆された（図 17）．次に GFP 陽性率が 70%以上の血小板を用い，透

過度法による血小板凝集能を測定した．フローサイトメーターを用いた検討と同様に

Pxn-KD 血小板は透過度法による血小板凝集能が亢進しており，より低濃度のアゴニス

ト刺激で強い凝集が起こることが確認された（図 18）．	
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図 17	
 アゴニスト刺激によるインテグリン活性化	
 

骨髄移植によりコントロール，ならびに Pxn-KD 血小板保有マウスを作成した．アゴ

ニスト刺激後の JON/A 結合をフローサイトメーターにより評価した．A)縦軸にインテ

グリンの活性化，横軸に GFP をとった．Pxn-KD 血小板では GFP 陽性の領域で，アゴニ

スト刺激によるインテグリン活性化が亢進した．B)種々のアゴニスト刺激に対するイ

ンテグリンの活性化を定量化した．（*P<0.05,	
 **P<0.01,	
 ***P<0.001）	
 

	
 

	
 

図 18	
 透過度法による血小板凝集能評価	
 

骨髄移植によりコントロール，ならびに Pxn-KD 血小板保有マウスを作成した．洗浄

血小板を作成し，アゴニスト刺激後の血小板凝集能を透過度法により測定した．A)透

過度法による血小板凝集能測定の代表例．矢印に示す時点で PAR4 アゴニストペプチ

ド，またはコンバルキシン	
 (Cvx)を添加した．B)PAR4，コンバルキシン各濃度におけ

る凝集能を定量化した．透過度は未刺激の血小板浮遊状態を 0%，buffer のみの透過

度を 100%として計測した．（**P<0.01,	
 ***P<0.001）	
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3-3	
 Pxn-KD は血小板放出反応とトロンボキサン合成を亢進させる	
 

次に，血小板活性化における放出を評価するために，α顆粒放出の指標として細胞表

面上の P-selectin 発現を検討した．JON/A の結合と同様に，コントロール血小板と比

較して，種々のアゴニスト刺激による P-selectin 発現が Pxn-KD 血小板で有意に上昇

していた（図 19）．次に，実際に活性化血小板より放出される物質を ELISA，または

EIA 法により測定した．α顆粒内容として PF4（図 20A），濃染顆粒内容としてセロト

ニン（図 20B），そして合成されたトロンボキサンを測定した（図 20C）．いずれの測

定においても，コントロール血小板と比較して Pxn-KD 血小板では，細胞上清中の放

出物質が増加していた．特にトロンボキサン合成・放出能は顕著に亢進していた．
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図 19	
 アゴニスト刺激による血小板表面上の P-selectin 発現	
 

骨髄移植によりコントロール，ならびに Pxn-KD 血小板保有マウスを作成した．アゴ

ニスト刺激後の P-selectin の発現をフローサイトメーターにより評価した．	
 A)縦軸

に P-selectin の発現，横軸に GFP をとった．Pxn-KD 血小板では GFP 陽性の領域で，

アゴニスト刺激による P-selectin の発現が亢進した．B)種々のアゴニスト刺激に対

する P-selectin の発現を定量化した．（*P<0.05,	
 **P<0.01,	
 ***P<0.001）	
 

	
 	
 

	
 

	
 

図 20	
 活性化血小板上清中の血小板放出物質の定量	
 

骨髄移植によりコントロール，ならびに Pxn-KD 血小板保有マウスを作成した．アゴ

ニスト刺激後の血小板上清中の放出物質の濃度	
 (A：PF4；B：セロトニン；C：TXB2)

を ELISA，または EIA により測定した．（*P<0.05,	
 **P<0.01,	
 ***P<0.001）	
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3-4	
 Pxn-KD の表現型は一部を放出反応に依存する	
 

放出反応の亢進を認めたことから血小板活性化が放出反応を介した二次的なもので

ある可能性を考慮し，ADP スカベンジャーの apyrase とトロンボキサン受容体アンタ

ゴニストの SQ29548 で血小板を前処置し，アゴニスト刺激後のインテグリン活性化と

P-selectin の発現を検討した．apyrase，SQ29548 処置により，Pxn-KD 血小板の活性

化亢進は一部減弱したものの，その血小板活性化亢進状態は残存した（図 21）．以上

より，Pxn-KD 血小板における血小板活性化亢進は，一部は放出反応の亢進に依存する

ものの，放出能の亢進のみでは説明できないと考えられた．	
 

	
 

	
 

図 21	
 Pxn-KD 血小板の表現形に対する放出反応の影響	
 

骨髄移植によりコントロール，ならびに Pxn-KD 血小板保有マウスを作成した．洗浄

血小板を作成後，5	
 mg/ml	
 apyrase，10	
 µM	
 SQ29548 存在下で，PAR4，及びコンバルキ

シン刺激後の JON/A の結合能	
 (A)	
 ，P-selectin の発現	
 (B)	
 をフローサイトメーター

により評価した．（**P<0.01,	
 ***P<0.001）	
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3-5	
 Pxn-KD はインテグリン	
 outside-in	
 signaling を亢進させる	
 

インテグリン活性化亢進，血小板放出反応亢進，トロンボキサン合成亢進から血小板

のinside-out	
 signalingがPxn-KD血小板では亢進していることが示唆された．次に，

インテグリン outside-in	
 signaling への影響を検討するために，血小板インテグリ

ンのリガンドであるフィブリノゲン結合後の伸展反応を共焦点レーザー顕微鏡で検

討した．伸展反応を細胞面積の増加でとらえるとともに，未刺激状態での血小板サイ

ズ差が結果に影響を与えないよう伸展反応はフィブリノゲン上で伸展した血小板面

積から BSA に付着させた際の血小板面積を減じた値で定量化した．図 22 に示すよう

に，フィブリノゲン上の伸展反応は Pxn-KD 血小板で有意に増加しており，さらにコ

ンバルキシンによる刺激を加えるとその差は顕著となった．血栓形成後の血餅退縮に

も，血小板の存在，ならびに血小板膜表面の GPIIb/IIIa の outside-in	
 signaling が

必須である．そこで，血餅退縮における Paxillin の outside-in	
 signaling への影響

を明らかとするために，トロンビン添加後の血餅退縮能を評価した.	
 トロンビン添加

後の血餅が縮小し，生じた血清量を経時的に測定すると，Pxn-KD 血小板ではコントロ

ール血小板と比して血餅退縮能も亢進していた（図 23）.	
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図 22	
 フィブリノゲン上における血小板進展能	
 

骨髄移植によりコントロール，ならびに Pxn-KD 血小板保有マウスを作成した．洗浄

血小板をコンバルキシン（50	
 ng/ml）刺激後にフィブリノゲンへ 30 分間接着・伸展

させた．A）付着細胞を共焦点レーザー顕微鏡にて画像化した．B)	
 未刺激，ならびに

コンバルキシン刺激血小板進展後の細胞面積をフィブリノゲン上に接着した血小板

面積から BSA 上の血小板面積を減じて定量化した．（n=281-394）（**P<0.01,	
 ***P<0.001）	
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図 23	
 血餅退縮能	
 

骨髄移植によりコントロール，ならびに Pxn-KD 血小板保有マウスを作成した．洗浄

血小板をヒト乏血小板血漿に浮遊させトロンビン（0.1	
 U/ml）で血液凝固を惹起した．

A）刺激後定時に写真撮影を行った，B）血小板退縮は写真上の血清成分（血餅から押

し出された液体成分）を面積で測定することで定量化した．（n=3）（*P<0.05）	
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3-6	
 Pxn-KD は Talin 依存性のインテグリン活性化に影響しない	
 

Pxn-KD が直接インテグリン活性化を惹起するか，または Talin 依存性のインテグリン

活性化に影響を与えるかを検討した．ヒトインテグリンαIIbβ3 を発現する

CHO-αIIbβ3 細胞に Paxillin の shRNA 配列を発現させるレンチウィルスベクターと

shRNA 配列と同時に，インテグリンαIIbβ3 を直接活性化しうる Talin	
 FERM ドメイン

と GFP の融合蛋白を発現させるレンチウィルスベクターを感染させた（図 24A）．目的

蛋白質の発現と発現抑制は immunoblotting で確認した（図 24B）．次に，活性化イン

テグリンαIIbβ3 を認識する単クローン抗体 PAC-1 を用いてインテグリン活性化を定

量化した．Pxn-KD 単独では CHO-αIIbβ3 細胞のインテグリン構造変化を起こすことは

なく,	
 また,	
 Talin	
 FERM ドメイン発現によるインテグリンαIIbβ3 の活性化にも影響

を及ぼさなかった（図 24C，D）.以上より，Pxn-KD が直接インテグリンαIIbβ3 の構

造変化を引き起こすことで血小板活性化を亢進する機序は否定的である．	
 	
 

	
 	
 



38 

	
 

図 24	
 CHO-αIIbβ3 上の Talin 依存性インテグリン活性化に与える影響	
 

CHO-αIIbβ3 細胞にレンチウィルスベクターを感染させ，インテグリン活性化を単ク

ローン抗体 PAC-1 により検出した．A）U6 プロモーターで shRNA 配列と同時に CMV プ

ロモーターで Talin	
 FERM ドメインと GFP の融合蛋白質を発現させるレンチウィルス

ベクターを作製した．B）レンチウィルスベクターを感染させ，抗 GFP 抗体と抗

Paxillin 抗体，並びに Vinculin 抗体でその発現を確認した．C）GRGDS ペプチド非存

在下，存在下でのインテグリンの活性化をフローサイトメーターにより評価した．横

軸:	
 GFP;	
 縦軸：インテグリン活性化．D)	
 インテグリン活性化の定量評価（n=4）.	
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3-7	
 Pxn-KD は GPVI 刺激後のチロシンリン酸化反応に影響を与えない	
 

GPVI からのシグナル伝達は非受容体型チロシンリン酸化酵素の活性化を引き起こす．	
 

Pxn-KD が初期の血小板活性化シグナルに関与するか否かを明らかとするために，GPVI

アゴニストであるコンバルキシンで刺激後の，血小板内蛋白質のチロシンリン酸化を

immunoblotting の手法で検討した．コンバルキシン刺激による血小板内チロシンリン

酸化はコントロールと Pxn—KD 血小板で差異を認めなかった（図 25）．	
 

	
 

	
 

図 25．GPVI 刺激による血小板内チロシンリン酸化反応	
 

骨髄移植によりコントロール，ならびに Pxn-KD 血小板保有マウスを作成した．洗浄

血小板をコンバルキシン	
 (150	
 ng/ml)で刺激した後に可溶化し，蛋白質を SDS 電気泳

動にて分離後，リン酸化チロシン化反応を単クローン抗体	
 4G10 を用いて

immunoblotting により検出した．	
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3-8	
 Pxn-KD は細胞内 Ca2+動員を増加させない	
 

GPVI，ならびに 7回膜貫通型受容体を介した血小板活性化反応において，ホスホイノ

シチド（PI)ターンオーバーに付随する細胞内 Ca2+濃度上昇は血小板活性化シグナル

伝達初期に起こる共通した活性化経路である．Pxn-KD により影響を受ける作用点を明

らかとするため，アゴニスト刺激後の血小板内 Ca2+濃度を測定した．アゴニスト刺激

後の血小板内	
 Ca2+濃度は Pxn-KD で増加することは無く，寧ろ減少した（図 26）．こ

のことから少なくとも Pxn-KD 血小板における活性化亢進が	
 PI ターンオーバーの増

強からもたらされるものでは無いと推測される．	
 

	
 

	
 

図 26	
 アゴニスト刺激による細胞内 Ca2+動員	
 

骨髄移植によりコントロール，ならびに Pxn-KD 血小板保有マウスを作成した．Ca2+

依存性の蛍光プローブを洗浄血小板に取り込ませ，PAR4 アゴニストペプチド	
 

またはコンバルキシンで刺激し，最大蛍光強度を定量化した．（*P<0.05,	
 **P<0.01）	
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3-9	
 Pxn-KD は細胞内 Ca2+非依存的血小板活性化経路にも影響する	
 

細胞内 Ca2+濃度が減少するにも関わらず，Pxn-KD により血小板活性化が高まることか

ら，細胞内 Ca2+非依存性経路の重要性について検討した．	
 EDTA と BAPTA-AM を用い，

細胞外と細胞内のCa2+をキレートした条件で血小板にアゴニスト刺激を行った．JON-A

抗体は Ca2+がキレートされた条件では結合が認められないために，P-selectin の発現

を血小板活性化指標として用いた．EDTA と BAPTA-AM による前処置でコントロール血

小板はアゴニスト刺激時も殆ど活性化が起こらなかったが，Pxn-KD 血小板は程度こそ

減弱するものの，コントロール血小板と比較して強い活性化を認めた（図 27）．この

ことから Pxn-KD は Ca2+非依存的な血小板活性化も増強させていると考えられる．一

方，BAPTA-AM 前処置により Pxn-KD 血小板活性化が減弱することから Ca2+依存的な刺

激の増幅にも関与している可能性がある．	
 	
 

	
 
図 27	
 Ca2+キレート下での P-selectin 発現	
 

骨髄移植によりコントロール，ならびに Pxn-KD 血小板保有マウスを作成した．細胞

内および細胞外 Ca2+を EDTA，BAPTA-AM を用いてキレートした条件下で，PAR4 アゴニ

ストまたはコンバルキシン刺激後の P-selectin の発現をフローサイトメーターによ

り定量化した．（*P<0.05,	
 **P<0.01,	
 ***P<0.001）	
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3-10	
 Pxn-KD は Rap1b の活性化を亢進させる	
 

血小板活性化亢進をもたらす Pxn-KD の作用点として，次に Rap1b に着目した．Rap1b

は血小板活性化シグナルで細胞内 Ca2+動員より遠位に存在し，インテグリン活性化の

他，放出反応やトロンボキサン合成にも関与している．血小板刺激後の Rap1b 活性化

を pull-down 法を用いて検討した．	
 Pxn-KD 血小板では未刺激の状態から Rap1b が亢

進しており，アゴニスト刺激により更に亢進した（図 28）．Pxn-KD による血小板活性

化機序として，間接的ではあるが Rap1b の亢進が一機序と推察された．	
 

	
 

図 28．血小板内 Rap1b の活性化	
 

骨髄移植によりコントロール，ならびに Pxn-KD 血小板保有マウスを作成した．洗浄

血小板を PAR4，コンバルキシンによる刺激後に可溶化した．Ral-GDS の GST 融合蛋白

質と共沈する蛋白質を電気泳動した後に抗 Rap1b 抗体による immunoblotting を行っ

た（上段）．可溶化後の全体の Rap1b 量（中段）．添加した GST 融合蛋白質の蛋白染色

（下段）．	
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3-11	
 マウス生体内における血栓形成に与える影響	
 

最後に，Pxn-KD による血小板活性化亢進が生体内での血栓形成に影響を与えるかを検

討した．腸間膜血管においてレーザー照射により活性酸素を産生させ血栓形成を惹起

したところ Pxn-KD では血栓形成能が亢進していた（図 29）．この現象は大腿動脈にお

ける塩化鉄誘発血管障害でも同様であった（図 30）．テールカット後の出血時間は

Pxn-KD で有意な短縮を認めた（図 31）．	
 

	
 

	
 

図 29	
 生体内での血栓形成能の評価	
 

骨髄移植によりコントロール，ならびに Pxn-KD 血小板保有マウスを作成した．GFP

陽性率が 70%以上のマウスを用い，腸間膜血管にレーザー照射を行い血栓形成を惹起

した．A）レーザー照射前（左）と照射後 500 秒（中央）の共焦点顕微鏡画像．血小

板血栓形成部位のみ定量化のため抽出した（右）．緑：抗 CD42b 抗体（血小板）；赤：

Texus-Red デキストラン（血液）；青：Hoechst	
 33342（有核細胞）．B）500 秒後の共

焦点顕微鏡画像で血栓が血管内に占める面積の割合を定量化した．（*P<0.05）	
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図 30	
 マウス大腿動脈血管内皮障害による血栓形成	
 

骨髄移植によりコントロール，ならびに Pxn-KD 血小板保有マウスを作成した．GFP

陽性率が 70%以上のマウスを用い，大腿動脈を塩化鉄により傷害し血栓形成を惹起し

た．A）塩化鉄暴露後の共焦点顕微鏡画像．緑：抗 CD42b 抗体（血小板）；赤：Texus-Red

デキストラン（血液）；青：Hoechst	
 33342＋第二次高調波発生（有核細胞＋コラーゲ

ン）．B）共焦点顕微鏡画像で血栓が血管内に占める面積の割合を定量化した．（*P<0.05）	
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図 31．マウス出血時間	
 

骨髄移植によりコントロール，ならびに Pxn-KD 血小板保有マウスを作成した．GFP

陽性率が 70%以上のマウスを用いテールカット後の止血までの時間を計測した．

（*P<0.05）	
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第4節	
 考察	
 

本研究では Pxn-KD 血小板において，血小板凝集反応，粘着反応，ならびに放出反応

の増強を認めた．この血小板活性化亢進は実際の生体内における血栓形成にも影響を

及ぼしており,	
 マウス生体内では血栓形成能が亢進していた.	
 これら知見から，

Paxillin がマウス生体内での一次止血能に対して機能を有することが示唆された．

Paxillin の過去の報告に，インテグリンシグナルを正に制御するという報告は散見さ

れるが，細胞活性化シグナルを広範に抑制的に制御するという報告はなく，本研究に

みられた血小板活性化における Paxillin の役割は興味深いものであった．	
 

冒頭で述べた様に，血管内の血液流動性を保つため，生体内には血小板活性

化を抑制的に制御する機構が存在する．ひとつは外因系制御，もう一つは内因系制御

である．前者は，外部環境から供給される血小板活性化抑制物質であり，代表的なも

のに内皮細胞から放出されるプロスタサイクリンや一酸化窒素(NO)がある．これらの

物質は血小板に作用し，細胞内 cAMP や cGMP を上昇させることで，強力に血小板活性

化を抑制的に制御している．後者は，血小板自身が持つ細胞内シグナルを抑制的に制

御する蛋白質である．血小板膜蛋白質の carcinoembryonic	
 antigen	
 cell	
 adhesion	
 

molecule-1（CEACAM-1）と platelet	
 endothelial	
 cell	
 adhesion	
 molecule-1	
 (PECAM-1)

が知られている 47	
 48．CEACAM-1，PECAM-1 ノックアウトマウスの血小板はコラーゲン

などによるチロシンキナーゼ型受容体を介する血小板活性化反応が亢進する．これら

の膜蛋白質は immunoreceptor	
 tyrosine-based	
 inhibitory	
 motif	
 (ITIM)をもち，こ

の部位が GPVI ら Fcγ受容体の immunoreceptor	
 tyrosine-based	
 activation	
 motif	
 

(ITAM)のシグナル伝達を抑制する 48．G 蛋白質を介する血小板活性化シグナルでは,	
 

regulator	
 of	
 G-protein	
 signaling	
 (RDS)の Giαサブユニットへの結合が Rap1b 活性

化と独立して血小板活性化を抑制すると報告されている 49．これらの蛋白質による血
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小板活性化抑制は，それぞれチロシンキナーゼ型受容体，G 蛋白共役受容体を介する

活性化シグナルを制御するものであるが，Pxn-KD による血小板活性化シグナルの増強

はその両者を介する刺激ともに認められ,	
 Paxilllin による血小板活性化修飾は異な

る 2つの受容体からの共通のシグナル伝達経路を制御していると考えられる．このよ

うに広範に血小板活性化を抑制的に制御する蛋白質の報告はなく，本研究結果は，血

小板シグナル伝達機構に，新たな知見を加えたと思われる．過去にマウス血小板で凝

集反応によりPaxillinがリン酸化され，このリン酸化部位にCskが結合することで，

outside-in シグナルを抑制的に制御する可能性を示唆した報告があるが 31，この報告

は Paxillin の血小板機能における役割を直接証明したものではなく，また，本研究

で得られた広範な Paxillin の機能を説明することもできない． 

	
 過去の Paxillin 細胞機能の報告は，インテグリンに関するものが多い．イ

ンテグリンを介した Paxillin の機能は，インテグリンがリガンドと結合した後に生

じる細胞内シグナル，いわゆる outside-in	
 シグナルにおけるものである．例えば，

Paxillin を欠損した繊維芽細胞では細胞接着後のチロシンリン酸化障害と細胞移動

障害が起こることが報告されている 40．インテグリンαIIbβ3 の細胞内ドメインを

Paxillin の直接結合が可能なα4β1 ないしα9β1 に変異させると，αIIbβ3 を介した細

胞接着には影響が認められないが，細胞伸展は抑制されるという報告がある 37	
 38．白

血球ではα4インテグリンとPaxillinの結合を阻害すると炎症部位への遊走が阻害さ

れる 39．これら Paxillin の outside-in シグナルにおける重要な細胞機能には

Paxillin の LD3 から LD5 近傍の（Ala176–Asp275）とα4 インテグリンの細胞質ドメイン

に存在する 9個の保存されたアミノ酸領域（Glu983-Tyr991）との直接結合が必須とされ

ている 50．今回の検討では CHO—αIIbβ3 細胞において Pxn-KD は血小板インテグリンの

構造変化に直接の影響を与えなかった．さらに過去の知見から血小板のαIIb には
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Paxillin が直接結合しないことが知られており，今回の Pxn-KD 血小板の表現型は

Paxillin とインテグリンとの結合がもたらした結果ではないと考えられる．	
 

では，Paxillin は血小板活性化にいたる，シグナル伝達経路のどの部位を制

御しているのであろうか？コラーゲン受容体 GPVI を介した上流のチロシンリン酸化

は Pxn-KD により影響を受けなかった．GPVI ならびに G蛋白質共役型受容体に共通す

る最上流のシグナル伝達はホスホイノシチドターンオーバーの結果による細胞内カ

ルシウムの動員であるが，細胞内カルシウム濃度は Pxn-KD 血小板でコントロールと

比較して上昇せず，むしろ低下した．このことから Paxillin による血小板活性化亢

進は細胞内 Ca2+濃度上昇によるものでは無く，それよりも下流シグナルが制御されて

いることが示唆された．さらに細胞内カルシウムをBAPTA-AMによりキレートすると，

コントロール血小板はアゴニスト刺激後の P-selectin の発現が未刺激血小板に近づ

くが，Pxn-KD 血小板では上昇が認められた．この結果はカルシウム非依存性の血小板

活性化経路も Paxillin により修飾されていることを示唆している．	
 

我々は，Paxillin が制御する下流シグナルとして Rap1b に着目した．過去の

Rap1b 欠損マウスや，その活性化因子である CalDAG-GEFI 欠損マウスの血小板は，	
 

Pxn-KD 血小板と逆の表現型を示す．Rap1b 欠損血小板では血小板凝集とα顆粒放出が

障害されるがカルシウム動員には変動が認められない 8	
 9．CalDAG-GEFI 欠損血小板で

は複数のアゴニスト刺激に対するインテグリン活性化の障害とトロンボキサン合成

の障害が認められることが報告されている 10．今回の検討では，Pxn-KD 血小板の Rap1b

活性化は未刺激時より亢進しており，さらにアゴニスト刺激後の Rap1b 活性化は刺激

後早期から亢進していた．この Rap1b 活性化亢進が，直接 Pxn-KD 血小板の表現型に

関与しているかどうかは明らかではないが，表現型の比較から Rap1b が Paxillin の

標的因子の一つである可能性が考えられる．	
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Paxillin により制御される細胞内シグナル蛋白質に Rap1b と同様の低分子

量 GTPase の Rho	
 family がある．Rho，Rac，Cdc42，等からなる Rho	
 family	
 GTPase

は細胞骨格蛋白質アクチンの制御や細胞運動性の制御，形態発生制御に関与している

51． Rho の活性化が接着班形成やストレスファイバーを形成し 52，Rac の活性化が膜

状仮足形成や糸状仮足形成を引き起こす 53	
 Paxillin は細胞やショウジョウバエの実

験より Rho の活性化を負に Rac の活性化を正に制御すると報告されている 42．Rac 活

性化制御は Paxillin と結合部位を持つ ARF-GAPs 及び Crk を介した guanine	
 

nucleotide	
 exchange	
 factor（GEF）に対する間接的な反応により行われている．特

に ARF-GAP である G-protein	
 coupled	
 receptor	
 kinase	
 interacting	
 protein	
 （GIT）

を介して結合した Rac-specific	
 GEF（PIX）と Rac の反応相手である p21-activated	
 

serine/threonine	
 kinase（PAK），SH2-SH3	
 アダプター蛋白質である	
 Nck の複合体に

よる Rac 活性化が知られている 54	
 55．一方，Rho 活性化制御は Rho	
 GAP や GEF の関与

が想定されているが，いまだ明らかとされていない．ショウジョウバエにおける

Paxillin 強発現の表現型は Rho 下流に存在する LIM	
 kinase 強発現や GEF 欠失により

補正されることから，Paxillin 強発現の表現系が発生段階での Rho，Rac の調整障害

によるものであることが明らかとされている 42．本研究結果で得られた Pxn-KD 血小

板における Rap1b の活性化亢進においても Paxillin が GEF 等に影響を及ぼし，Rap1b

の活性化を制御している可能性はないだろうか． 

Pxn-KD 血小板では細胞サイズの増大という変化も認められた .	
 

Bernard-Soulier,	
 Gray	
 platelet,	
 May-Hegglin 等,	
 血小板サイズの増大を示す疾患

はあるものの,	
 それらは血小板機能低下を病態として示すもので Pxn-KD 血小板とは

明らかに異なる.	
 最近PDZ-LIM蛋白質であるCLP36が血小板活性化に関与していると

いう報告がなされた 56.	
 PDZ-LIM 欠損血小板ではサイズが僅かに拡大するとともに
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GPVI を介する血小板活性化亢進が認められた.	
 この特徴は G 蛋白質を介する活性化

反応に与える影響などに一部相違があるものの,	
 今回の我々の発見と類似する．血小

板サイズの規程には LIM ドメイン蛋白質が重要な役割を持っているのかもしれない．	
 

本研究結果をヒトに適応するには，ヒト血小板とマウス血小板の Paxillin	
 

family 蛋白質の発現の違いを考慮しなければならない．ヒト血小板には Hic-5 が主に

発現しているのに対し，マウス血小板では Paxillin だけでなく，Hic-5 や Leupaxin

等，すべての Paxillin	
 family 蛋白質が発現している 31．マウス Hic-5 の機能に関し

ては，我々の得た Pxn-KD 血小板の結果と異なり，Hic-5 ノックアウトマウスで出血時

間延長が認められ，血小板ではトロンビンによる凝集能の活性化が僅かに障害される

57．Leupaxin に関しては，我々の Pxn-KD と得られた結果と同様に B 細胞における受

容体シグナルを抑制的に制御するという報告がある 58．ヒト血小板において Hic-5 が

マウス Paxillin の機能を補填する作用があるか，今後は人工多能性幹細胞由来の巨

核球などを用いた手法により明らかにする必要性が有るだろう．これらの構造的に類

似した蛋白質の発現は各組織により異なり 59，それぞれ特異的な組織において，それ

ぞれが相補的な機能，または相反する機能を有するのか，今後のさらなる検討が必要

と思われる．	
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おわりに	
 

本研究では Paxillin がマウス血小板におけるインテグリンを介した双方向の血小板

活性化に対する情報伝達を抑制的に制御していることを明らかとした．Paxillin のよ

うに複数の経路からのシグナル伝達を抑制する報告はなく，さらに詳細な作用部位を

明らかとする必要がある．今回の検討では，ヒト血小板における Paxillin の重要性

は不明であるが，ヒト血小板には Hic-5 という Paxillin 類似蛋白質が主に発現して

おり，Hic-5 がヒト血小板で同様の機能を担っているかどうか興味深い．本研究結果

が細胞内蛋白質を標的とした，新たな抗血栓薬の開発に結びつくことに期待したい．

さらに，今回の手法により無核の血小板の止血機能を人為的に亢進させることに成功

しており，本手法を用いて人工多能性幹細胞	
 (iPS 細胞)からの血小板産生において，

止血機能を改善した血小板製剤開発に結びつく可能性があると考えている．	
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