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略語一覧 
ADP : adenosine diphosphate 
ANOVA : analysis of variance 
APC : allophycocyanin 
APS : antiphospholipid syndrome 
ATP : adenosine triphosphate 
b2GPI : beta2-glycoprotein I 
cAMP : cyclic adenosine monophosphate 
BSA : bovine serum albumin 
CMV : cytomegalovirus 
COX1 : cyclooxygenase1 
CRP : collagen-related peptide 
CFP : cyan fluorecent protein 
CYP : cytochrome P450 
DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
EDTA : ethylene diamine tetraacetic acid 
EGFP : enhanced green fluorescent protein 
EGTA : ethylene glycol tetraacetic acid 
EF1α : elongation factor 1alpha 
ELISA : enzyme-linked immuno sorbent assay 
FITC : fluorescein isothiocyanate 
GTPase : guanosine triphosphatase 
Flamindo : fluorescent cyclic adenosine monophosphate indicator 
Fura 2-AM : fura 2-acetoxymethyl ester 
GPIb/IX/V : glycoprotein Ib/IX/V 
GPIIb/IIIa : glycoprotein IIb/IIIa 
GPVI : glycoprotein VI 
HIT : heparin-induced thrombocytopenia 
IgG : immunoglobulin G 
IMDM : Iscove's Modified Dulbecco's Medium 
iPS : induced pluripotent stem 
IP3 : inositol trisphosphate 
LAT : linker for activation of T cell 
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mAb : monoclonal antibody 
PAGE : poly acrylamide gel electrophoresis 
PE : R-phycoerythrin 
PF4 : platelet factor 4 
PI : phosphatidylinositol 
PIP2 : phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate 
PKC : protein kinase C 
PLC : phospholipase C 
PVDF : polyvinylidene fluoride 
Raichu : Ras and interacting protein chimeric unit 
RBD : Ras binding domain 
RPMI : Roswell Park Memorial Institute 
SDS : sodium dodecyl sulfate 
SEM : standard error of the mean 
SNP : single nucleotide polymorphism 
TBS : Tris-buffered saline 
TP : thromboxane receptor 
TPO : thrombopoietin 
VWF : von Willebrand factor 
YFP : yellow fluorecent protein 
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1. 緒言 

 

血小板は止血反応に関与する無核の血球細胞である。血管損傷が起こると、血

小板は損傷部位に粘着し、活性化され、最終的に凝集反応により一次止血栓を

形成する。血小板血栓の形成は、1 ) 粘着反応、2 ) 活性化・放出反応、3 ) 凝

集、の 3段階に分けられる。粘着反応は、フォンヴィルブランド因子 (VWF) が

内皮細胞下のコラーゲンに接着し、伸長したところに血小板が膜糖蛋白 (GP) 

Ib/IX/V複合体を介して接着する。この粘着反応は血小板を損傷局所に留める意

味合いがある。その後、損傷局所のコラーゲン、トロンビン等の血小板活性化

物質が、血小板膜上の特異的受容体に結合し、血小板活性化を引き起こす細胞

内シグナルが伝達される。血小板活性化シグナルとしては、チロシンリン酸化

反応を介したホスホリパーゼ Cγの活性化、または 7 回膜貫通型受容体の活性

化によるホスホリパーゼ Cβの活性化が中心である。その後、イノシトール 3

リン酸 (IP3) の産生による細胞内カルシウム動員、プロテインキナーゼ C 

(PKC) 活性化、等を介して最終的に GPIIb/IIIa (integrin αIIbβ3) が活性化さ

れ高親和性受容体となり、リガンドであるフィブリノゲンを介して、血小板ど

うしが凝集する (図１)。 

 

 

 



 4 

  

 

 

血小板活性化シグナルは、同時に血小板顆粒内容物 (α顆粒、濃染顆粒) を細胞

外に放出し、濃染顆粒に含まれるアデノシン二リン酸 (ADP) やセロトニンなど

の血小板活性化物質がオートクライン、パラクライン的に周囲や自身の血小板

活性化を増幅する。このような血小板活性化反応が低下すると出血性疾患に結

びつく。脳梗塞や心筋梗塞などの血栓性疾患の予防・治療には血小板活性化を

抑制する抗血小板薬が使用される。 

���

VWF
GPIb/IX/V GPVI

GPIIb/IIIa����
Fibrinogen

Collagen

1)	����
 2)	����
�
����	��

3)	����


図 1	 ヒト血小板の活性化機構 

1) 内皮細胞下のコラーゲンに結合したフォンヴィルブランド因子 (VWF) がずり応力で進

展し、ここに血小板が GPIb/IX/V複合体を介して粘着する。2) 粘着した血小板はコラーゲ

ン受容体である GPVI とコラーゲンとの会合で、細胞内に活性化シグナルが伝達され、放出

反応や GPIIb/IIIaの形態変化を引き起こす。3) 形態変化を起こした GPIIb/IIIaはフィブリ

ノゲンと高親和性となり、血小板どうしが凝集する。 
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血小板の活性化は血栓性疾患の発症において重要であるため、生体内

の血小板活性化を臨床検査で評価し、血栓性疾患の診断や抗血小板薬の治療効

果判定への応用が期待されている。現在、主に行われる血小板機能検査法には

ex vivoで採血後に分離した血小板の活性化を評価する検査法と、in vivoで血小

板活性化によって生じる血中の物質を直接測定する方法がある。前者には最も

広く用いられる凝集能測定である透過光法 (light transmission assay) の他、

血小板停滞率、セロトニンを測定する血小板放出能、全血をもちいた凝集能で

あるインピーダンス法などがある。 
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図 2	 透過度法による血小板凝集能測定 

全血から遠心分離にて血小板多血漿を得る。血小板多血漿は血小板が存在するため光を透過

しない。血小板多血漿に血小板を活性化させるアゴニストである、コラーゲン、ADPなど

を添加すると血小板どうしが凝集し、最終的に血小板多血漿が透明化する。この光の透過性

の変化により血小板凝集を評価する。 
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透過光法は血小板凝集に伴う血小板多血漿の透過性上昇を観察する方

法である(Carr 1997) (図２)。血小板停滞率はコラーゲン塗布ガラスビーズへの

粘着率を、通過前後の血小板数から算出する検査法である(Kaneko et al. 2005)。

これらの検査はリガンドから受容体のシグナルを介した、GPIIb/IIIa による凝

集反応を評価することができる。血小板放出能は血小板活性化時に血小板の濃

染顆粒から放出される ATPをルシフェリン・ルシフェラーゼの発光を用いて検

出する方法である(Holmsen, Holmsen, and Bernhardsen 1966; Podda, Femia, 

and Cattaneo 2016)。インピーダンス法では、検体中の 2本の電極に対する血

小板凝集塊付着を電極間の抵抗変化として検出する (Mackie, Jones, and 

Machin 1984; Kruger et al. 2014)。また、血小板やマイクロパーティクル表面

の抗原に対するモノクローナル抗体を用いて血小板活性化を評価する方法も用

いられる(Lee et al. 1996)。in vivoで血小板活性化によって生じる物質を直接測

定する方法では、血小板第 4因子 (PF4) やセロトニンなどの血小板活性化物質

の血中での存在を検出する(Dovlatova 2015; Ge et al. 2011)。一方、これらの血

小板機能検査法は日常診療に浸透しているとはいえない。その理由として、1) 血

小板寿命が短いために、採血から測定までの時間が限られること、2) その都度

ドナーの採血を要することが挙げられる。さらに、健常ドナーにより血小板反

応性が異なることから、検査結果の解釈を標準化できないことも問題となる。

加えて、現状の血小板検査法は専用機器や検査者の熟練を要するため、限られ

た施設でしか施行できないという点も問題である。 

血小板機能が障害される、血小板無力症、フォンヴィルブランド病、

Bernard-Soulier 症候群などの出血性疾患の診断に血小板機能検査が極めて重
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要である。逆に、血栓性疾患の診療に対して、血小板機能検査がもつポテンシ

ャルとしては、1) 血中の血小板活性化物質の証明、2) 抗血小板薬の効果判定、

の 2 つが挙げられる。生体内での広範な血小板活性化が病態の本態である疾患

として、ヘパリン起因性血小板減少症 (HIT) や抗リン脂質抗体症候群 (APS) 

がある。HITは外因性ヘパリンと内因性血小板第 4因子 (PF4) の複合体に対し

産生される抗体が CD32のクロスリンクを介して、血小板を過剰に刺激すること

で生じる重篤な血栓症である(Arepally 2017)。血小板活性化により動静脈血栓

症と消費性の血小板低下を引き起こす病態である(Gupta et al. 2015)。CD32を

介した血小板活性化シグナルを図 3に示す。 
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図 3	 血小板の CD32クロスリンクを介する受容体シグナル 

Sykチロシンキナーゼのリン酸化、PLCγ2の活性化を伴い、小胞体からの細胞内カルシウ

ム動員、プロテインキナーゼ Cの活性化を経て、血小板顆粒の放出、GPIIb/IIIa受容体の

活性化をもたらす。 
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現状では、HITの診断には、血中に存在する HIT抗体を ELISA法で

検出する検査が一般的である。しかし、HITの病態をきたすのは IgG抗体のみ

であり、IgG以外の抗体による偽陽性の問題がある(Amiral et al. 1996)。つま

り感度は高いが特異度が低い。確定診断には、血小板機能検査法として健常ド

ナー血小板と患者血清を用いた機能的アッセイが行われ、これはヘパリンと患

者血清による血小板活性化を、健常人から得た血小板で凝集反応やセロトニン

放出を検出する方法である(Favaloro, McCaughan, and Pasalic 2017)。本検査

は、特異度は高いが感度が極めて低い(Warkentin et al. 2015)。特異度、感度共

に優れた方法として、フローサイトメトリーをもちいたマイクロパーティクル

を検出する手法も報告されているが(Hughes et al. 2000)、ドナー間の反応性の

問題や特殊な機器が必要な点が問題である。他に血中の血小板活性化物質が発

症に関わる疾患として、APSが挙げられる。APSは抗リン脂質抗体を介し、直

接的に、あるいは補体活性化を介して血小板が活性化され、動静脈血栓症や習

慣性流産をきたす疾患である。抗リン脂質抗体が、血小板や内皮細胞を活性化

させることで血栓症を発症させるが、その本態となる受容体やシグナル伝達は

明らかとなっていない(Santos et al. 2017)。また、APSの診断には Sapporoク

ライテリアが用いられている。これは臨床症状 (血栓症、または習慣性流産) に

検査値 (抗カルジオリピン抗体、ループスアンチコアグラント、抗β2GPI 抗体

のいずれか) 陽性により判断する(Chaturvedi and McCrae 2017)。既存の臨床

検査が陽性でも、HITと同様に、必ずしもAPSの発症を意味するものではなく、

特異度が低いことが問題である(Sammaritano 2019)。HITや APSの診断のた

めの機能的アッセイでは、血小板を得るために、その都度健常ドナーから採血
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を行う必要があり、個人間の血小板の反応性の差異から検査の標準化が難しい

といった問題点がある。特に HIT では迅速な治療が必要であり、一方で誤診に

伴う過剰な抗血栓療法も問題となる(Cuker and Cines 2012; Marler et al. 

2015)。以上より、血小板活性化を伴う HITや APSのような血栓性疾患の診断

の一助として、さらには抗血小板薬の効果判定スクリーニングの手段として、

簡便で標準化された血小板機能検査法が求められている。今回、我々は血小板

に代わって血小板前駆細胞である巨核芽球系細胞株を用いることで、簡便に血

小板機能を評価することが可能かを検討した。 
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2. 方法 

 

2. 1 Materials 

コラーゲン関連ペプチド (CRP) は既報の通り合成した(Inoue et al. 2009)。後

述の試薬は記載の会社から購入した。Fura 2-acetoxymethyl ester (fura 2-AM)、

イオノマイシンは Enzo Life Sciences (NY, USA)。Adenosine diphosphate 

(ADP) はサカエ (滋賀)。トロンビンとMRS2179は Sigma-Aldrich (MO, USA)。

U46619 と SQ29548 は Cayman Chemical (MI, USA)。CD32 monoclonal 

antibody (mAb) (clone IV.3) は GenTex (CA, USA)。Affinity purified antibody 

to mouse IgG(H+L)F(ab')2 と Goat anti-mouse IgG secondary antibody は

Seracare Life Sciences (MA, USA)。Anti-phosphotyrosine antibody (clone 

4G10) は Millipore (MA, USA)。 APC-conjugated anti-CD62P mAb、

FITC-conjugated anti-CD41/61 mAb、APC-conjugated anti-CD32 mAb、

PE-conjugated anti-CD42 mAb 及び PE-conjugated anti-CD42 mAb は

BioLegend (CA, USA)。 

 

2. 2 細胞培養 

CMK-11-5 細胞 (CMK 細胞) (JCRB 細胞バンク (大阪)) から購入した(Nagano 

et al. 1992)。ヒト巨核球系細胞株である CMK、MEG-01、ヒト急性 T細胞性白

血病細胞株 Jurkat及びヒト慢性骨髄性白血病細胞株K562はそれぞれ、10% 加

熱不活化ウシ胎児血清 (fetal bovine serum: FBS) とペニシリン・ストレプトマ

イシン  (Sigma Aldrich, MO, USA) を加えた Roswell Park Memorial 
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Institute (RPMI) 1640培地で培養した。ヒト巨核球系細胞株である UT-7/TPO

細胞は、10% FBS とのペニシリン・ストレプトマイシンを加えた Iscove's 

Modified Dulbecco's Medium (IMDM) 培地で培養した(Komatsu et al. 1996)。

HEK293細胞は 10% FBSと 2 mMの L-グルタミン酸、ペニシリン・ストレプ

トマイシンを加えた Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) で培養し

た。それぞれの細胞は、37°C、5%CO2の条件下で培養し、3-7 日間ごとに継代

を行った。 

 

2. 3 ヒト洗浄血小板の作製 

10%クエン酸ナトリウム入りのシリンジを用いて健常ドナーから血液を行い、

220 g で 12分間遠心分離し、血小板多血漿を得た。その後、15％クエン酸デキ

ストロース含有 Hepes-Tyrode buffer [138 mM NaCl, 2.9 mM KCl, 1 mM 

MgCl2, 3.3 mM NaH2PO4, 1 mg/ml of glucose, 10 mM Hepes (pH 7.4)] で洗浄

し、洗浄血小板を得た。健常人からの採血はヘルシンキ宣言に基づき、同意を

得た提供者から行った。 

 

2. 4ウエスタンブロッティング 

血小板、CMK、MEG-01、UT-7/TPO、Jurkat及び K562細胞に対し IV.3 mAb 

(3 µg/ml) を 5 分間インキュベートした。その後、IgG F(ab')2 fragment (30 

µg/ml) により CD32をクロスリンクし、細胞刺激を行なった。一定時間経過後

に細胞を同用量の2× lysis buffer [2% TritonX-100, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 

20 mM Tris-HCl (pH7.4), 300 mM NaCl, 2 mM sodium orthovanadate and 
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cOmpleteTM Protease Inhibitor Cocktail (Roche Applied Science, Mannheim, 

Germany)] を用いて溶解した。15,000 g で 10分間遠心し、上清を SDS sample 

bufferと混合、98°Cで 2分間加熱した。タンパク質を 8% SDS-polyacrylamide 

gel electrophoresis (SDS-PAGE) で分離し、Polyvinylidene fluoride (PVDF) 

膜に転写、1% BSA含有 Tris-buffered saline (TBS) で 4℃、オーバーナイトで

ブロッキングを行なった。タンパク質を転写した PDVF 膜を TBS で洗浄後、

Anti-phosphotyrosine mAb (clone 4G10) (1 µg/ml) でインキュベートした。1

次抗体の結合を horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG 

antibodyで検出し、ECL Plus Western Blotting Detection Reagent (Roche, 

Basel, Switzerland) で反応後、ImageQuantTM LAS 4000 (GE Healthcare, 

Amersham Place, UK) を用いて可視化した。 

 

2. 5 細胞内カルシウム濃度測定 

細胞内カルシウム濃度はカルシウム依存性蛍光色素である fura 2-AMを用いて

行なった(Poenie and Tsien 1986)。血小板、CMK、MEG-01、UT-7/TPO、Jurkat

及び K562細胞を Fura 2-AM (3 µM) で 37°Cで 45分間インキュベートした。

Hepes-Tyrode buffer [138 mM NaCl, 2.9 mM KCl, 1 mM MgCl2, 3.3 mM 

NaH2PO4, 1 mg/ml of glucose, 10 mM Hepes (pH 7.4)] で洗浄後、細胞を 1.5 

mM CaCl2含有 Hepes-Tyrode bufferにサスペンドした。それぞれの細胞を、

イオノマイシン (1 µM)、CD32クロスリンク刺激、U46619 (1 µM)、ADP (20 

µM)、または CRP (1 µg/ml) で刺激した。CD32のクロスリンクは、IV.3 mAb (3 

µg/ml) を 5分間インキュベートした後、IgG F(ab')2 fragment (30 µg/ml) を添
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加した。細胞内カルシウム濃度は 340 nmにおける excitationと 380 nmにお

ける excitationの比の、増加分として測定した。測定には Spark 10M蛍光プレ

ートリーダー (Tecan Trading AG, Männedorf, Switzerland) を用いた。細胞

内カルシウム動員は、各アゴニストを添加した際の Fura2比のピーク値と、同

時に測定した非刺激検体の値との差で評価した。 

 

2. 6 細胞株の樹立 

GCaMP6s発現プラスミド (pGP-CMV-GCaMP6s) を Addgene (MA, USA) か

ら購入した(Chen et al. 2013)。CMVプロモーターを pBApo-EF1 Neoプラスミ

ド (タカラバイオ、滋賀) 由来の human elongation factor-1α (EF1α) に置換し、

pGP-EF1α-GCaMP6s プラスミドを作成した。pGP-CMV-GCaMP6s または

pGP-EF1α-GCaMP6s プラスミドを線状化した後、HEK293 細胞には

Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) を用いて、CMK細

胞とMEG-01細胞にはSG Cell Line 4D-NucleofectorTM X Kit L (Lonza, Basel, 

Switzerland) を用いて、それぞれトランスフェクションした。トランスフェク

ション後、300 µg/mlの G418を培地に添加し、GCaMP6sを恒常的に発現する

細胞株を樹立した。 

 

2. 7 GCaMP6s蛍光の検出 

GCaMp6sの蛍光は EGFPに由来する蛍光を、Spark 10M蛍光プレートリーダ

ー、または蛍光顕微鏡で観察した。蛍光顕微鏡をもちいた観察には BIOREVO 

BZ-9000 (KEYENCE、大阪) を用いた。GCaMP6sの蛍光は励起波長 485 nm、
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蛍光波長 510 nmで検出した(Chen et al. 2013)。各アゴニストを添加した際の

GCaMP6s 蛍光のピーク値と、同時に測定した非刺激検体の値との差を細胞内

カルシウム動員として評価した。 

 

2. 8 フローサイトメトリー 

血小板、CMK、MEG-01、UT-7/TPO、Jurkat及び K562細胞を APC-conjugated 

anti-CD62P mAb、FITC-conjugated anti-CD41/61 mAb、APC-conjugated 

anti-CD32 mAb、PE-conjugated anti-CD42 mAb または PE-conjugated 

anti-CD42 mAbで 30分間インキュベートし、洗浄後に抗体の結合をフローサ

ートメトリー法で測定した (BD LSRFortessa (BD Biosciences, NJ, USA))。測

定結果は FlowJow (BD Biosciences) を用いて解析した。 

 

2. 9 統計学的分析 

実験結果はGraphpad Prism version 7 (Graphpad Software, CA, USA) を用い

て解析した。有意差検定には One way ANOVA と Tukey’s multiple 

comparisons testを用いた。全データは平均 ± 標準誤差 (SEM) で表示した。 

 

 

3. 結果 

 

3. 1 血小板活性化の細胞内シグナル伝達 
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まず、血小板活性化に伴う細胞のシグナル伝達を検証した。血小板膜上には血

小板特異的抗原である膜糖タンパク質 GPIIb/IIIa (CD41/61)、GPIb (CD42) の

発現を認めた (図 4A)。また、低親和性免疫グロブリン受容体である CD32 (Fc

γRIIA) の発現も認めた (図 4A)。血小板膜上の CD32をクロスリンクすると、

チロシンリン酸化反応を認めた。Syk、PLCγ、CD32 に相当すると思われる、

それぞれ 72 kDa、140 kDa、40 kDaのチロシンリン酸化を認めた (図 4B)。次

に、アゴニスト刺激による細胞内カルシウム動員を検証した。CD32クロスリン

ク刺激だけでなく、GPVIアゴニストである CRP、トロンボキサン A2アナログ

である U46619 でも細胞内カルシウム動員を認めた (図 4C)。ADPによるカル

シウム動員はわずかであった (図 4C)。CD32クロスリンクによって、放出反応

を意味する CD62P (P-セレクチン) の発現を認めた (図 4D)。さらに、CD32ク

ロスリンクにより、GPIIb/IIIa活性化にともなう血小板凝集を認めた (図 4E)。 
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図 4	 血小板膜タンパク質と活性化反応 

(A) 血小板上の CD41、CD42、CD32の発現をフローサイトメトリーで検出した。薄灰、コ

ントロール；濃灰、特異抗体。(B) 血小板に抗 CD32抗体である IV.3 mAb (3 µg/ml) を添

加後、5分後に IgG F(ab')2 fragment (30 µg/ml) を添加し、CD32をクロスリンクした。タ

ンパク質を SDS-PAGEで展開後、抗リン酸化チロシン抗体でウエスタンブロットした。結

果は最低 3実験の代表例。矢印は上から順に 140、72、40 kDaを示す。(C) CD32クロスリ

ンク、U46619、ADP、CRP 刺激後の細胞内カルシウム動員を Fura 2の蛍光変化で検出し

た (n = 3, 平均 ± 標準誤差)。(D) CD32クロスリンク刺激後の血小板上の、P-セレクチン

発現。薄灰、未刺激；濃灰、CD32クロスリンク。(E) CD32クロスリンクによる血小板凝

集能を透過度法により評価した。GPIIb/IIIa活性化をフローサイトメトリーで検証した。 
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3. 2 血球細胞膜表面上の糖タンパクの発現 

次に、各種血球細胞株 (CMK、MEG-01、UT-7/TPO、Jurkat、K562細胞) 上

の CD32、血小板特異抗原 (CD41、CD42) の発現をフローサイトメトリーで検

証した。CMK、MEG-01、UT-7/TPO及び K562細胞に細胞表面 CD32発現を

認めた (図 5A)。Jurkat細胞には CD32の発現は認めなかった (図 5A)。巨核球

系細胞株である CMK、MEG-01、UT-7/TPO細胞には GPIIb (CD41) の発現を

認めるものの、その程度は血小板よりも低かった (図 5B、図 4A)。CD41 の発

現は、Jurkat、K562細胞には認めなかった。GPIb (CD42) の発現は CMKと

UT-7/TPOに認めるが、CD41と同様に、その発現は血小板よりも低かった (図

5C、図 4A)。 
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図 5	 血球細胞表面上の糖タンパク質の発現 

CMK、MEG-01、UT-7/TPO、Jurkat及び K562の各種細胞の細胞表面上の CD32 (A)、

CD41 (B)、CD42 (C)の発現をフローサイトメトリーで解析した。代表的なフローサイト

メトリーのヒストグラム。淡灰、コントロール抗体；濃灰、特異抗体。結果は 3実験の代

表例。 
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3. 3 巨核球系細胞株における細胞内シグナル伝達の比較 

種々の血球細胞株におけるCD32クロスリンク刺激に対する反応性を評価した。

CMK、MEG-01、UT-7/TPO、Jurkat及び K562細胞に対して CD32のクロス

リンク刺激を行なった。CD32 を発現している巨核球系細胞株である CMK、

MEG-01、UT-7/TPO細胞では、ヒト血小板と類似したチロシンリン酸化反応を

認めた (図 6A)。PLCγ、Syk のチロシンリン酸化に相当する約 140、72 kDa

にチロシンリン酸化を認めた (図 6A)。同様のチロシンリン酸化反応は CD32を

発現しない Jurkat細胞では認めず、K562細胞株では刺激前からの変化が乏し

かった (図 6A)。 

次に、ホスホイノシチド (PI) ターンオーバーの下流の細胞内カルシウ

ム動員について検討した。カルシウム感受性蛍光試薬 fura 2-AM 添加後に、

fura-2の細胞内蛍光の強度比を用いて細胞内カルシウム濃度を測定した。CD32

クロスリンク刺激により CMK、MEG-01、UT-7/TPO細胞において、ヒト血小

板と同様の細胞内カルシウム動員を認めた (図 6B)。すべての細胞においてトロ

ンボキサンA2アナログであるU46619によるカルシウム動員を認めた。一方で、

血小板特異的受容体GPVIに対するアゴニストであるCRPによるカルシウム動

員は認めなかった (データ未提示)。 
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図 6	 血球細胞株におけるチロシンリン酸化反応とカルシウム動員 

(A) CMK、MEG-01、UT-7/TPO、Jurkat、K562細胞の各種細胞に対し IV.3 mAb (3 µg/ml) を

5分間インキュベートした。その後、IgG F(ab')2 fragment (30 µg/ml) により CD32クロスリ

ンク刺激を行なった。記載の時間経過後、タンパク質を SDS-PAGE で展開後、抗リン酸化チ

ロシン抗体でウエスタンブロットした。結果は最低 3実験の代表例。矢印は上から順に 140、

72 kDaを示す。(B) CMK、MEG-01、UT-7/TPO、Jurkat及び K562の各種細胞に対して、

3 µMの fura 2-AMを 37°Cで 30分間前処置した。細胞を洗浄後、イオノマイシン (1 µM)、

CD32クロスリンク、U46619 (1 µM) を用いて刺激した。CD32クロスリンクは、IV.3 mAb (3 

µg/ml) 添加後、５分後に IgG F(ab')2 fragment (30 µg/ml)を加えた。刺激後の fura 2-AM蛍

光変化を蛍光プレートリーダーにて測定した (n = 3, 平均 ± 標準誤差)。 
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血小板はセカンドメッセンジャーである細胞内カルシウム動員や PKC

の活性化に伴い、細胞内顆粒 (α顆粒、濃染顆粒、リソゾーム) を細胞外に放出

する。放出反応の際に顆粒膜が細胞膜と融合し、細胞内顆粒に存在する CD62P 

(P-セレクチン) が細胞表面に表出する。この顆粒放出にともなう CD62P (P-セ

レクチン) の発現を検討した。CMK、MEG-01 及び UT-7/TPO 細胞において、

CD32クロスリンク刺激後に P-セレクチンの発現を認めた (図 7A)。この反応は

U46619 刺激または ADP刺激後には起こらなかった (データ未提示)。 

血小板は活性化に伴い、最終的に凝集を引き起こし、一次止血栓を形

成する。この血小板凝集反応は GPIIb/IIIa (CD41/61、integrin αIIbβ3) とその

リガンドであるフィブリノゲンとの会合により引き起こされる。通常は

GPIIb/IIIa はフィブリノゲンと結合しないが、血小板活性化によって形態が変

化して高親和性受容体となる。CD41が発現している巨核球系培養細胞において、

GPIIb/IIIaの活性化を評価した。活性型 GPIIb/IIIa (CD41/61、integrin αIIbβ3) 

を特異的に検出する特異抗体 PAC-1 を用いたフローサイトメトリーを行った

(Shattil et al. 1985)。図 7Bに示すように、いずれの細胞においても、CD32ク

ロスリンク刺激による GPIIb/IIIaの活性化を認めなかった (図 7B)。 
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図 7	 巨核球系培養細胞の細胞表面 CD62P発現と GPIIb/IIIa活性化 

CMK、MEG-01、UT-7/TPO細胞を CD32クロスリンク刺激 (IV.3 mAb (3 µg/ml) + IgG 

F(ab')2 fragment (30 µg/ml) 後に、CD62Pの発現、GPIIb/IIIaの活性化をフローサートメ

トリー法で評価した。(A) CD62P発現。薄灰、未刺激；濃灰、CD32クロスリンク。図は 3

回の実験の代表例。(B) GPIIb/IIIa活性化 (PAC1結合)。薄灰、未刺激；濃灰、CD32クロ

スリンク。図は 3回の実験の代表例。 
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3. 4 GCaMP6s発現プラスミドの構築と HEK293細胞における細胞内カルシウ

ム動員の検討 

以上の検討から、細胞内カルシウム動員を検出すれば、血小板アゴニストによ

る細胞活性化が効果的に検出できると考えられた。そこで、Fura 2-AMの前処

置なしにカルシウム動員を測定するために、高感度カルシウムプローブである

GCaMP6sに着目した。GCaMP6sはカルシウムと結合すると EGFPの蛍光 (励

起波長/蛍光波長 485/510 nm) を発生することで細胞内カルシウムの変動を評

価可能である(Akerboom et al. 2009)。CMVプロモーターまたは EF1αプロモ

ー タ ー の 下 流 に GCaMP6s を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 作 製 し 

(pGP-CMV-GCaMP6s、pGP-EF1α-GCaMP6s)、HEK293細胞へ遺伝子導入し

た (図 8)。 

 

  

 

遺伝子導入後、G418存在化で遺伝子導入細胞の選択をおこなった。安定して遺

伝子発現しているそれぞれの細胞を蛍光顕微鏡観察下でイオノマイシンにより

図 8	 GCaMP6s発現プラスミドの構築	 細胞内カルシウム依存性蛍光タンパクである

GCaMP6sを CMVまたは EF1αプロモーターの下流に搭載したプラスミドを作製した。 
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刺激した。CMVプロモーターの下流で GCaMP6を発現させると、刺激前から

GCaMP6sの蛍光をみとめ、イオノマイシンによる変化は認めなかった (図 9)。

一方、EF1αプロモーターで GCaMP6 を発現させた場合は、イオノマイシン刺

激後にのみ GCaMP6sの蛍光を認めた (図 9)。 

 

図 9	 GCaMP6s発現による HEK293細胞のカルシウム動員 

GCaMP6sを CMV、または EF1αプロモーターの下流に搭載したプラスミドをトランスフェ

クションし、G418で遺伝子導入細胞を選択した。(A) イオノマイシン (1 µM) で刺激前後の

蛍光顕微鏡像。スケールバーは 50 µm。(B) GCaMP6s 発現 CMK、MEG-01細胞のイオノマ

イシン (1 µM) で刺激前後の GCaMP6s蛍光変化をプレートリーダーで定量した (n = 3, 平

均 ± 標準誤差)。 
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3. 5 GCaMP6s発現 CMK細胞、MEG-01細胞における細胞内カルシウム動員 

次に、CMK、MEG-01 細胞にも同様に CMV プロモーター、EF1αプロモータ

ーで GCaMP6を発現するプラスミドの遺伝子導入をおこない、G418で遺伝子

導入細胞のセレクションを行った。GCaMP6s発現 CMK、MEG-01細胞では、

HEK293 細胞とは異なり、CMV プロモーターでは刺激前、刺激後、ともに

GCaMP6sの蛍光を認めなかった (図 10、図 11)。一方、EF1αプロモーターを

用いた場合には、イオノマイシン刺激によるカルシウム動員に伴い GCaMP6s

の蛍光増強を認めた (図 10、図 11)。次に、pGP-EF1α-GCaMP6s を発現した

CMK、MEG-01細胞を種々のアゴニストで刺激を行い、GCaMP6sの蛍光変化

を評価した。CMK 細胞では、CD32 クロスリンク、U46619、ADP 刺激後に

GCaMP6sの蛍光変化を認めた (図 10C)。GPVIアゴニストである CRP刺激で

は GCaMP6s 蛍光は変化しなかった。MEG-01 細胞では、CD32 クロスリンク

刺激後に GCaMP6s の蛍光変化を認めたが、ADP、U46619 の反応は乏しかっ

た (図 11C)。以上より、ADP、U46619、CD32クロスリンク刺激に反応し、細

胞内カルシウム動員が簡便に観察できる細胞株として、EF1αプロモーターの下

流で GCaMP6s を発現する CMK細胞が評価に適していると考えた。 
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図 10	 GCaMP6s発現 CMK細胞における細胞内カルシウム動員 

(A) イオノマイシン (1 µM) 刺激前後の GCaMP6s蛍光変化を蛍光顕微鏡で観察した。スケ

ールバーは 50 µm。(B) イオノマイシン (1 µM) 刺激前後の GCaMP6s蛍光変化を蛍光プ

レートリーダーで定量した (n = 3, 平均 ± 標準誤差)。(C) 未刺激、イオノマイシン (1 

µM)、CD32クロスリンク、U46619 (1 µM)、ADP (20 µM)、CRP (1 µg/ml) 刺激後の

GCaMP6s蛍光変化を蛍光プレートリーダーで定量した (n = 3, 平均 ± 標準誤差)。 
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図 11	 GCaMP6s発現MEG-01細胞における細胞内カルシウム動員 

(A) イオノマイシン (1 µM) 刺激前後の GCaMP6s蛍光変化を蛍光顕微鏡で観察した。スケ

ールバーは 50 µm。(B) イオノマイシン (1 µM) 刺激前後の GCaMP6s蛍光変化を蛍光プ

レートリーダーで定量した (n = 3, 平均 ± 標準誤差)。(C) 未刺激、イオノマイシン (1 

µM)、CD32クロスリンク、U46619 (1 µM)、ADP (20 µM)、CRP (1 µg/ml) 刺激後の

GCaMP6s蛍光変化を蛍光プレートリーダーで定量した (n = 3, 平均 ± 標準誤差)。 
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3. 6 GCaMP6s発現CMK細胞株における特異的アンタゴニストによる細胞内カ

ルシウム動員の抑制 

最後に、EF1αの下流で GCaMP6s を安定的に発現する CMK 細胞を用いて、

ADP受容体、トロンボキサン受容体特異的アンタゴニストによる細胞内カルシ

ウム動員の抑制を検討した。ADP 受容体の一つである P2Y1受容体の特異的ア

ンタゴニストであるMRS2179は、ADP (2 µM、20 µM) による GCaMP6sの

蛍光強度の増強を濃度依存性に抑制した (図 12)。トロンボキサン受容体の特異

的アンタゴニストである SQ29548 は、U46619 刺激 (1 µM、10 µM) による

GCaMP6sの蛍光強度の増強を濃度依存性に抑制した (図 13)。 
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図 12	 MRS2179による ADP惹起 GCaMP6蛍光の抑制 

GCaMP6s発現 CMKをグラフに示した濃度のMRS2179で前処置後、2 µM ADP (A)、ま

たは 20 µM ADP (B) で刺激した。刺激前後の GCaMP6s蛍光変化を蛍光プレートリーダー

で定量した (n = 3, 平均 ± 標準誤差)。**P<0.01、阻害剤なしで刺激した場合と比較。有意

差検定には One way ANOVAと Tukey’s multiple comparisons testを用いた。 
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図 13	 SQ29548による U46619惹起 GCaMP6蛍光の抑制 

GCaMP6s発現 CMKをグラフに示した濃度のMRS2179で前処置後、1 µM U46619 (A)、

または 10 µM U46619 (B) で刺激した。刺激前後の GCaMP6s蛍光変化を蛍光プレートリ

ーダーで定量した (n = 3, 平均 ± 標準誤差)。*P<0.05、**P<0.01、阻害剤なしで刺激した

場合と比較。有意差検定には One way ANOVAと Tukey’s multiple comparisons testを用

いた。 
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4. 考察 

 

今回の研究において、血小板活性化シグナルを検出しうる巨核球系細胞株を樹

立した。CMK、MEG-01、UT-7/TPO 細胞は血小板と類似の膜タンパク質の発

現、ならびに CD32 クロスリンク刺激によるチロシンリン酸化とカルシウム動

員、P-セレクチン発現など、血小板と類似したシグナル伝達を示した。様々な

シグナル伝達の中で、カルシウム濃度依存性の蛍光プローブ遺伝子を CMK、

MEG-01 細胞に安定発現させることで、前処理なしで、細胞内カルシウム濃度

の上昇を蛍光プレートリーダーを用いて検出可能となった。血小板は無核の細

胞であり、採血後の反応性が数時間に限られる、また、ex vivo での遺伝子導入

をすることは困難である。以上より、本細胞株は、血小板に代わり、血中に存

在する血小板活性化物質や抗血小板薬の効果を簡便に検出するポテンシャルを

もつ。 

 上述の通り、血小板活性化は種々の血栓症の発症に重要であるが、生

体内での血小板活性化状態を ex vivoでの反応性で評価することは難しい。抗凝

固薬であるワルファリンは、その抗凝固作用をプロトロンビン時間で評価する

が、抗血小板薬はモニタリングなしにすべての患者に同じ用量を投与する。個

人間で抗血小板薬に対する反応性が異なることが予測されるため、抗血小板薬

の効果をモニタリングすることで、個別化された適切な投与法に結びつくので

はないかという考えが生まれた(Gaussem 2006)。中でも 1993年に Grotmeyer

らが、アスピリン内服にもかかわらず、血小板凝集が抑制されない症例を報告

して以降、抗血小板薬の薬効が減弱する“抵抗性 (レジスタンス)”の問題が注目
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された(Grotemeyer, Scharafinski, and Husstedt 1993; Miyata et al. 2008; 

Gum et al. 2003)。日常診療で最も用いられるアスピリンはシクロオキシゲナー

ゼ-1 (COX1) を阻害して抗血小板効果を発揮する(Vane and Botting 2003)。透

過度法を用いた血小板凝集能を用いて、アスピリン内服下の血小板凝集能が臨

床予後に関連する複数の論文が報告され、“アスピリンレジスタンス”という言葉

で注目された(Hankey and Eikelboom 2006)。一方、最終的な血小板凝集は様々

な血小板活性化シグナル経路により引き起こされるため、必ずしも薬理作用だ

けを反映するわけではないことが指摘された(Ohmori et al. 2006; Yano et al. 

2008)。現在では、アスピリンの薬理作用、つまり COX1の阻害は 100 mgの内

服で、ほぼすべての患者において十分であることが示されている(Ohmori et al. 

2006; Gaziano et al. 2018)。さらに、クロピドグレルについても抵抗性の問題

が注目された(Guha et al. 2009)。クロピドグレルは、肝臓でチトクローム

P450(CYP)2C19の酸化過程を経て、活性体となり、血小板 ADP受容体 P2Y12

を不可逆的に阻害することで抗血小板機能を発揮する。実際に CYP2C19 の機

能欠失型遺伝子多型 (SNP) を持つ患者では、クロピドグレル活性体の濃度が低

く、抗血小板作用が減弱していることが示された(Hurst et al. 2013)。また、こ

のような患者群は実際に冠動脈ステント挿入後の血管イベントが多いことが報

告されている(Mega et al. 2009)。この CYP2C19の機能欠失型 SNPは欧米人よ

りも日本人に多く、その臨床的な重要性が着目された(Jinnai et al. 2009)。そこ

で、クロピドグレルよりも、CYP 代謝の影響を受けにくいプラスグレルやチカ

グレロルの開発に結びついた(Tagarakis 2010; Tomoda 2009)。一方、その後の

血小板機能のモニタリングにより抗血小板薬を追加する大規模な臨床試験の多
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く (GRAVITAS臨床試験や TRIGGER-PCI臨床試験) が、ネガティブな結果を

報告しており(Price et al. 2011; Trenk et al. 2012)、現状の抗血小板機能のモニ

タリングの限界を示している。 

 今回の研究では、巨核球系培養細胞株を利用することで、血中の抗血

小板薬の効果を間接的に知ることができることが示された。実際に、ex vivo で

ADP 受容体 P2Y1阻害薬やトロンボキサン受容体阻害薬の存在下で、巨核球系

培養細胞のカルシウム動員を濃度依存性に抑制することが示された。薬剤投与

をうけた患者から直接血小板を採取しなくても、本細胞株に血清を添加するこ

とで、阻害薬の血中濃度を間接的に知ることができる可能性がある。この血清

を用いた抗血小板薬モニタリング検査にはいくつかの利点が考えられる。まず、

凍結保存が可能であり、検体の輸送が可能である。また、前処置が不要である

ことから、工程が単純であり検査者の熟練を要さない。さらに、同一施設で検

査可能になるため、検査を標準化できる可能性がある。さらに、本細胞株の応

用は、健常ドナーからの採血が不要である点、ドナー間の反応性の差異を認め

ないことも利点と考えられる。本研究成果を更に応用することで、抗血小板薬

の効果的なモニタリングや、特定の受容体に対する候補薬剤のハイスループッ

トスクリーニングにも用いられる可能性がある。 

 また、この手法は血中に存在する血小板活性化物質の検出にも応用で

きるポテンシャルを持つ。血中に血小板活性化物質が生じる主な疾患として

HIT と APS が挙げられる。GCaMP6s が安定発現した巨核球系培養細胞株 

(CMK、MEG-01) は CD32 クロスリンクによる刺激を簡便に検出可能であり、

ヘパリン存在下で患者血清と反応させることで HIT抗体を検出できる新たな臨
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床検査となる可能性がある。APS においても、特異度、感度に優れる、簡便な

検査法が存在しないが、今回樹立した細胞株や内皮細胞に同様に GCaMP6s を

発現させた細胞株と、APS 患者血清とを反応させ、細胞の活性化を評価するこ

とで、これまで診断が困難であった APSの診断や病態解明に利用できるかもし

れない。 

 本研究では、細胞内カルシウム動員をモニタリングできる細胞株を樹

立した。細胞内カルシウム動員は PLC を介した PI ターンオーバーにより生じ

る(Varga-Szabo, Braun, and Nieswandt 2009)。PIターンオーバーは、PIP2

から IP3とジアシルグリセロールが生じる反応である。IP3が小胞体の IP3受容

体に結合し小胞体からのカルシウム動員を導き、ジアシルグリセロールが PKC

を活性化し、両者が血小板活性化に結びつく。血小板活性化には PLCβと PLC

γ2の 2つの PLCが重要である(Varga-Szabo, Braun, and Nieswandt 2009)。

ADP、トロンボキサンなどの 7 回膜貫通型受容体は、Gq を介して PLCβを活

性化する(Jin and Kunapuli 1998; Johnson, Leis, and Dunlop 1993)。一方、

GPVI や CD32 などのチロシンリン酸化を伴う活性化反応は非受容体型チロシ

ンキナーゼを介する(Liu, Pudiak, and Looney 1994; Dangelmaier et al. 2005)。

Srcファミリーによる Sykのリン酸化、さらには LATなどのシグナル複合体を

介して PLCγ2を活性化させる(Mazharian et al. 2010)。細胞内カルシウム動

員は 7 回膜貫通型受容体、チロシンリン酸化反応、いずれの活性化反応を検知

するのにも有用である。実際 CMK 細胞では、7 回膜貫通型受容体である ADP

受容体やトロンボキサン受容体刺激、またチロシンリン酸化反応を介する CD32

クロスリンク刺激の両者を感知できた。 
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 一方で、血小板活性化までの過程には PLCを介したカルシウム動員以

外にも様々な活性化経路が存在する。特に 7回膜貫通型受容体に関連した Gi、

G12/13の活性化に伴う反応も重要である(Offermanns 2006)。クロピドグレルの

標的である ADP受容体 P2Y12は Giと結合し、細胞内の cAMPの低下に関与し

ている(Offermanns 2006)。この P2Y12を介した cAMPの低下は血小板活性化

の持続反応に重要と考えられている。また G12/13は小分子 GTPase である Rho

の活性化に関与し、アクチンストレスファイバーの形成に寄与している(Gohla 

et al. 1999)。G12/13の活性化に重要なリガンドとしてはトロンボキサン A2が挙

げられる。cAMP の細胞内シグナルを検出するために、cAMP の細胞内プロー

ブとして Flamindo (fluorescent cyclic adenosine monophosphate indicator) 

が報告されている(Kitaguchi et al. 2013)。これは cAMPの上昇に対して、赤色

蛍光強度が上昇する物質である。今回の細胞内カルシウム動員と同様に安定細

胞株の作製により、Gi シグナルを簡便に検出できる。また、赤色蛍光のため、

GCaMP6s との共発現によって、カルシウム動員と cAMP 変化の両者を同時に

同一細胞で検出するできる系が構築できる可能性がある。Rho の活性化を検出

するプローブとしては、FRETと GFPを利用した Raichu (Ras and interacting 

protein chimeric unit) が報告されている(Nakamura et al. 2006; Nakamura 

and Matsuda 2009)。Raichuはドナーの蛍光分子 CFPと、アクセプターとし

てYFPを用いる方法である。これは、活性化型のRhoと結合するRBDとYFP、

Rhoと CFPを結合させておき、両者の結合による蛍光スペクトルの変化で Rho

活性化の程度を可視化することが可能である。細胞内カルシウム動員だけでな

く、将来的には複数の血小板活性化シグナルを同時に検出できるような細胞株、
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また遺伝子導入マウスなどを作製することで、単一細胞で生じている複雑な血

小板活性化過程を可視化し、詳細に検討できる可能性がある。 

これまでも、カルシウムプローブを添加し、蛍光プレートリーダーで観

察する手法は用いられてきた(Liu and Abell 2006)。しかし、この方法では経過

時間に伴う蛍光の退色により、同一条件で検査を行うことが難しいという問題

が指摘されていた(Liu and Abell 2006)。本研究のように蛍光プローブを遺伝子

導入によって安定的に発現させることで、常に安定した細胞内シグナルの検出

が可能である。強力なウイルスプロモーターである CMV プロモーターでは

HEK293細胞では GCaMP6sの過剰発現となり、逆に巨核球系培養細胞である

CMKやMEG-01細胞では低発現となった。細胞株によって、CMVプロモータ

ーの作用が違う原因は明らかではないが、CMVプロモーターは人工多能性幹細

胞 (iPS細胞) などの幹細胞においてサイレンシングを受けやすいことが報告さ

れている(Kawabata, Tashiro, and Mizuguchi 2010)。一方、哺乳類細胞で広範

に発現が可能である EF1αプロモーターでは、HEK293 細胞、巨核球系培養細

胞株、両者ともにカルシウム動員に応じた GCaMP6s 蛍光強度の十分な変化を

もたらした。以上より、蛍光プローブを細胞内に安定して発現させるためには、

細胞種によって遺伝子発現にもちいるプロモーターの選択が重要と考えられる。 

本研究の問題点として、血小板活性化シグナルのうち細胞内カルシウム

動員以外の血小板活性化が評価できていないことが挙げられる。これは、上述

の通り、カルシウム動員以外の細胞内活性化シグナルによる血小板活性化も他

の異なるプローブの発現で可能となる。また、実際の HIT や APS 患者の血清

を用いて、診断の感度や特異度の検出にはいたっていない。HIT 自体の頻度は
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ヘパリン使用患者の 0.1%未満と考えられており(Selleng, Warkentin, and 

Greinacher 2007)、単一施設だけで前向き検討をすることは困難である、今後

は、国内のデータベースを利用して、患者血清を利用したスクリーニングを行

っていく必要がある。さらに、巨核球系培養細胞株は類似しているとはいえ、

正常の巨核球や血小板とは異なる点もある。例えば、強力な血小板活性化をも

たらず CRP は巨核球系培養細胞ではカルシウム動員を引き起こさなかった。

CMK、UT-7/TPO では GPVI の発現が乏しいことから(Berlanga et al. 2000; 

Kanaji et al. 2005)、コラーゲン、CRPなどの GPVI刺激により生じる血小板

活性化シグナルは再現できないと考えられる。これらの細胞株は、ホルボール

エステルなどの分化刺激によって、一定の分化をきたすが、血小板産生にはい

たらない(Berlanga et al. 2000)。最近、iPS細胞を巨核球系培養細胞に不死化し

て、その後分化のスイッチを起こし、血小板産生が可能となることが報告され

た(Sugimoto and Eto 2017)。このような、より血小板に近い巨核球系細胞株に

遺伝子導入を行い、さらに、遺伝子導入巨核球を血小板へ分化することで、蛍

光プローブを安定的に導入したヒト血小板の供給に結びつく可能性がある。 

以上、本研究では、カルシウム蛍光プローブを安定発現した巨核球系培

養細胞を樹立した。特に CMK 細胞は、複数の血小板アゴニストに対して、血

小板と類似した反応性を示した。本細胞株は、血中に血小板活性化物質が存在

する HIT や APS の診断や、新しい抗血小板薬のスクリーニング、抗血小板薬

の反応性の検討に用いられる可能性がある。今後は、実際の HIT抗体との反応

性を検討する予定である。また、iPS細胞由来巨核球株や、その細胞を分化後の
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血小板を用い、より血小板に近い細胞を利用することで、さらによい検出系の

構築も可能である。今後の研究の進展に期待したい。 
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