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 研究要旨 
 私共はこれまで主に糖尿病(DM)患者における血小板機能を解析し、低用量 ADP 刺激時

の血小板凝集亢進における P2Y12 受容体を介するシグナルの役割、コラーゲン刺激時の血

小板凝集における p38 mitogen-activated protein (MAP)キナーゼの役割、ADP 刺激時の低

分子量ストレス蛋白質 27(HSP27)のリン酸化と凝集能亢進との関連性、コラーゲン刺激、

トロンビン刺激およびリストセチン刺激による血小板由来成長因子(PDGF)分泌に共役し

たリン酸化 HSP27 の細胞外への遊離等を詳細に解析・報告してきた。これら活性化された

血小板から分泌・遊離された生理活性化物質は動脈硬化の進展に深く関与すると考えられ

る。また、健常人において血小板凝集における ADP の ED50 値を詳細に検討し、抗血小板

薬の有効性判定の指標として確立、臨床に供している。一方、DM はアルツハイマー型認知

症(AD)をはじめとする認知症のリスクファクターとしてよく知られている。Amyloid 
β  protein (Aβ)の脳組織への蓄積は AD の病理学的所見として知られているが、Aβの前駆物

質である amyloid 前駆体タンパク質は血小板のα granule に豊富に含まれており、血液中

の Aβの大部分は血小板に由来する。私共は、健常者由来の血小板においてトロンビン刺激

時の血小板活性化が Aβにより強く抑制され、その作用がトロンビン受容体の PAR1/PAR4
の下流で p38 MAP キナーゼおよび JNK の上流で発揮されること、DM 患者由来の血小板

ではトロンビン刺激時の血小板活性化が Aβにより抑制されない事例が存在し、Aβによる血

小板凝集変化比率[Aβ(+)/Aβ(-), P/N 比]が MRI による脳萎縮所見と相関することを報告して

いる。本研究は、これらの知見を踏まえ、対象を DM 以外の代謝性疾患患者に広げ、脂質

異常症をはじめとする代謝性疾患における血小板活性化機能の Aβによる修飾とその機序を

解析し、MRI をはじめとする臨床情報と統合的に解析するものである。2023 年 3 月 31 日

までに 55 歳以上の非 DM 患者 45 例、DM 患者 17 例より空腹時に採取した静脈血から多

血小板血漿(platelet-rich plasma: PRP)を調整し、Aβ(1-40)を作用させた後、トロンビン受

容体を刺激し、レーザー光スキャッタリング法にて血小板凝集能を検討した。結果として、

非 DM 患者の P/N 比は既報の DM 患者における P/N 比より低値であり、大脳白質病変と

関連する傾向が見られた。引き続き症例を集積して解析する予定である。 
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Ａ．研究目的 
 私共はこれまでに DM 患者における血小板機能を解析し、低用量 ADP 刺激時の血小板凝

集亢進における P2Y12 受容体を介するシグナルの役割、コラーゲン刺激時の血小板凝集に

おける p38 MAP キナーゼの役割、ADP 刺激時の低分子量ストレス蛋白質 HSP27 のリン

酸化と凝集能亢進との関連性、コラーゲン刺激、トロンビン刺激およびリストセチン刺激に

よる PDGF 分泌に共役したリン酸化 HSP27 の細胞外への遊離等の新しい知見を明らかと

し、血小板凝集における ADP およびコラーゲンの ED50 値を抗血小板薬有効性の指標とし

て確立した。また、睡眠時無呼吸症候群患者由来の血小板において、正常では見られない

Akt 活性の亢進に伴うリン酸化 HSP27 の遊離が観察されるが、DM 患者よりそのレベルは

低いことを示した。一方、AD の病態として、Aβの脳内での蓄積がよく知られているが、Aβ

の前駆物質である amyloid 前駆体タンパク質は血小板のα granule に豊富に含まれ、血液

中の Aβ の大部分が血小板由来であることから、血小板は AD における新たな治療戦略上

の標的として注目されている(Inyushin et al., BioMed Res. Int. 2017;2017:3948360)。私共

は先行研究において、健常者由来の血小板ではトロンビン刺激時の血小板活性化が Aβによ

り抑制されること、その作用点はトロンビン受容体の PAR1/PAR4 の下流で p38 MAP キナ

ーゼおよび JNK の上流であることを報告した。一方 DM 患者由来の血小板ではトロンビン

刺激時の血小板活性化が Aβにより抑制されない、あるいはむしろ亢進を示す事例が存在す

ること、MRI による脳萎縮所見と相関することを最近見出した。DM 患者では AD の発症

頻度が高いことがよく知られているが、リスクに関与する機序については未だ解明されて

おらず、Aβの血小板活性化に対する修飾作用は DM における AD 発症リスクの一つである

可能性がある。さらに Aβによる血小板機能の修飾は、すでに血管壁に蓄積した Aβにより

もたらされる結果である可能性があるとともに、血小板活性化に伴いα granule から Aβが

遊離されることから、血管壁ひいては組織中への Aβの蓄積をもたらす原因である可能性が

ある。一方、血小板活性化の亢進自体は動脈硬化の促進因子であり、血管性認知症とも関連

すると考えられる。以上より、Aβによる血小板機能の修飾は、多くの AD 患者に併発する

アミロイドアンギオパチー等の AD 関連病態や血管性認知症に関連する新たな病的老化の

指標（マーカー）である可能性が極めて高いと考えられる。本研究ではこれらの知見を踏ま

え、対象を DM 以外の代謝性疾患に広げ、代謝性疾患における血小板活性化機能の Aβによ

る修飾とその機序を解析し、MRI をはじめとする臨床情報と統合的に解析するものである。
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DM とそれ以外の代謝性疾患の比較検討により、血小板機能からみた代謝性疾患における

AD およびアミロイドアンギオパチー等の関連病態あるいは血管性認知症の発症予防に対

する有効な検査法・治療法の開発の一助とすることを目的としている。本研究は、私共の知

見を AD の危険因子としての DM という観点から発展させるものであり、極めて独創性が

高い。 
 
 
Ｂ．研究方法 
(1)血小板機能の解析 

1)対象 
 国立長寿医療研究センター代謝内科に通院している 55 歳以上の脂質異常症(DL)、高尿酸

血症(HUA)、骨粗鬆症(OP)、甲状腺機能低下症等の代謝性疾患の患者のうち、DM 治療薬

を使用することなく HbA1c 値が 6.5%未満である者を非 DM 群とした。一方、J-
MIND(AMED 櫻井班)やモニタリング研究(20-22 杉本班)に参加した DM 患者を DM
群とした。岐阜大学における血小板機能制御機構の解析では、健常成人を被験者とした。 
2)血小板血漿の調整 
被験者の肘静脈等より静脈血約 10 ml をクエン酸加条件に採取し、PRP および乏血小板

血漿(platelet-poor plasma: PPP)を分離調整した。 
3)血小板凝集能の解析 

 PRP を Aβ(1−40)あるいはコントロールにて前処置した後、トロンビンで刺激し、レーザ

ー光スキャッタリング法(LS 法)に基づく測定装置(PA-200:興和)を用いて血小板凝集能を

解析した。LS 法では透過光遮蔽率(Trans %)の他に、血小板凝集塊の大きさにより、微小

凝集塊(small, 25 µm 未満)、中凝集塊(medium, 25-50 µm)および大凝集塊(large, 50-75 
µm)が識別、表示できるが、定量的な比較検討が可能な Trans %における Area under 
curve (AUC)を数量化し、Aβによる凝集能変化比率[Aβ(+)/Aβ(-), P/N 比]を算出、解析に用

いた。反応停止後の PRP を 20,000×g にて 2 分間遠心分離し、沈査を細胞画分とし

SDS にて可溶化するとともに、上清を-30°C で保管し、細胞レベルでの解析に供する

こととした。 
4)臨床情報の収集  
年齢、性別、身長、体重、血圧、主要疾患、治療期間、治療内容、白血球数、赤血球数、

血色素値、血小板数、総蛋白、アルブミン、AST、ALT、ALP、γ-GTP、尿酸値、総コレ

ステロール、HDL-コレステロール、中性脂肪、尿素窒素、クレアチニン、eGFR、血糖、

HbA1c、および頭部 MRI 所見を収集した。 
5)頭部 MRI 画像における大脳白質病変(White matter hyperintensity; WMH)および脳萎

縮の解析 
2023 年 1 月まで脳 MRI を実施した非 DM 群 43 例において、コンピューターによる容

3



積分析(SNIPPER)を実施した。 
6)統計学的解析 
統計学的解析には SPSS ver. 19.0 (IBM SPSS Statistic Inc.)を使用した。相関関係は

Pearson の相関係数により、2 群間の比較は paired-t test により行い、p<0.05 をもって

有意差ありとした。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究の遂行にあたっては、「ヘルシンキ宣言」ならびに「人を対象とする生命科学・医

学系研究に関する倫理指針」を遵守するものとし、研究計画は国立長寿医療研究センター

倫理審査委員会および岐阜大学医学系研究科医学研究等倫理審査委員会において承認を得

た。検体収集に当たっては委員会で承認された説明文書、患者同意書の書式を用いて患

者へのインフォームドコンセントを行い、患者の自由意思に基づく同意を得て血液試料

を得るとともに、匿名化の上で解析に用いることとしており、供給された試料は倫理委

員会による規定にそって、鍵のかかる冷凍庫に保管するなどの適切な処置を行うことと

した。 
 

 
 
Ｃ．研究結果 
1)  代謝性疾患患者からの試料・情報収集および解析 

 2023年3月31日までに45例の患者(DL: 31例、DL以外: 14例; HUA2例、OP6例、

甲状腺機能低下症6例) について、LS法による血小板凝集解析を行った。ADP刺激

時のED50値(註: 健常者の範囲 1.534-2.022 µM)より亢進とされたものは29例、抑

制とされたものは10例、それ以外は正常範囲内であった。なお抗血小板薬の投与は

2例で、全て抑制を示した。これら45例におけるP/N比を算出したところ、DL例: 
0.474 ± 0.257 (mean ± SD), n=31; 非DL例: 0.420 ± 0.281, n=14でありこの2群間

では有意差を認めなかった(p=0.533)。非DM群のP/N比は0.457 ± 0.262であったが、

この値はこれまでに検討したDM患者におけるP/N比 0.887 ± 0.369 (n=96)より有

意に低値であった(p<0.001)。また非DM群のP/N比は、血小板数ではなく赤血球数

との間に有意な正の相関を認めた(R=0.405, p=0.007)。その他のパラメーターとの

相関は認められなかった。 
一方、非DM群におけるP/N比の中央値は0.4437であったが、それより高値を示

したP/N高値群(H群, n=22)とそれ以下であったP/N低値(L群, n=23)に分けて比較

検討を行った。ADP ED50値(mean ± SD)はH群: 1.102 ± 0.803 µM、L群: 1.655 ± 
0.931 µMであり、H群が有意に低値であった(p=0.039)。それ以外のパラメーター

には有意差を認めなかった。 
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2023年1月31日までに非DM群45例のMRI所見を収集し、WMHと脳萎縮について

SNIPPERを用いてそれぞれWMH/IC、PAR/ICとして分析した。4例は解析に不適切

とされた。WMH/ICは0.433 ±0.643%, PAR/ICは77.9 ± 5.4%であった。P/N比は

WMH/ICと関連する傾向(R=0.271, p=0.087)が見られたが、PAR/ICとの間には関

連がなかった(R=0.057, p=0.725)。H群(n=19)、L群(n=22)の比較では、WNH/ICは

H群: 0.559 ± 0.754%, L群: 0.324 ± 0.524% (p=0.132)、PAR/ICはH群: 78.4 ± 6.69%, 
L群: 77.6 ± 4.32% (p=0.339)と差が見られなかった。 

2) DM患者からの資料・情報収集および解析 
現在進行中のDMモニタリング研究に登録された患者から、主任研究者の外来に

通院している87例を抽出し、MOCA-J (Japan version of Montreal Cognitive 
Assessment)値を収集した。MOCA-J値は13点～29点に分布し、22.89 ± 3.08点 
(mean ± SD)であった。当該患者より血小板機能の解析を開始しており、2023年3
月31日までに17例を実施した。このうち4例でP/N比が0.7以上を示し、最高値は

1.120であった。MOCA-J値が23点以下と24点以上の2群に分けてP/N比を比較した

が、ほとんど差は見られなかった(23点以下: 0.400 ± 0.287, n=8; 24点以上: 0.403 
± 0.320, n=9)。 

3)  血小板機能の細胞レベルでの解析 

今年度は試料の保管を優先して行うこととした。今後反応上清中に分泌された

PDGF-ABや遊離されたHSP27などの生理活性物質をELISA法にて解析する計画

としている。また、細胞質画分中のPI3-キナーゼ、Akt、MAPキナーゼスーパーフ

ァミリー(p44/p42 MAPキナーゼ、p38 MAPキナーゼ、JNK)、Rho/Rhoキナーゼ、

Racの活性化については、Western blot法により解析する計画としている。 
健常人を用いた解析では、低用量コラーゲンとトロンボポエチンによる血小板

活性化の相乗作用には、ノルアドレナリントランスポーターではなく、セロトニン

トランスポーターの活性化が促進的な役割を果たしていること、およびその作用

点はRacおよびRho/Rhoキナーゼの上流であることが明らかとなった。 
 
 
Ｄ．考察と結論 
 昨年度までの研究により、健常人においてはトロンビン刺激時の血小板凝集能に対して

Aβ(1-40)が抑制的に作用し、その作用点が JNK および p38 MAP キナーゼの上流であるこ

と(Mizutani et al., Biosci. Biotechnol. Biochem. 2022;86:185-198)、DM 患者においては同

様の検討において亢進あるいは不変を示す事例が存在し、Aβ(1-40)に対する抑制作用の減弱

が脳萎縮に対して保護的に関与する可能性があること(Hori T et al., Int. J. Mol. Sci. 
2022;23:14100)を報告した。今年度の研究では、非 DM 患者において、トロンビン刺激時

の血小板凝集に対する Aβ(1-40)の作用を DM 患者との比較において検討した。結果として
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非 DM 患者の P/N 比は DM 患者のものより低値であることが示されたが、健常人における

ものよりは高値であると考えられた。従って代謝性疾患の患者においては、健常人と DM 患

者の中間的な Aβ 応答性を示す可能性が示唆された。また、SNIPPER による解析の結果、

大脳白質病変と関連する傾向が見られたため、さらに症例を集積することが必要である。代

謝性疾患の間での相違は明らかではなく、この点においてもさらに症例を蓄積する予定で

ある。一方、DM モニタリング研究参加者の検討は 15 例実施に留まった。MOCA-J 値で 2
群に分けて P/N 比を検討したが、差は見られなかった。P/N 比は認知機能よりは器質的な

変化に関連する可能性があることを示唆するとも考えうるが、細胞レベルにおける解析を

含む今後の検討が必要である。 
 健常人における血小板機能の基礎的な解析においては、低用量コラーゲンとトロンボポ

エチンの相乗作用においてセロトニントランスポーターの重要性が示された。近年、セロト

ニレーションは血小板機能制御において特に注目を集めている。また臨床的に選択的セロ

トニン再取り込み阻害剤およびセロトニン・ノルアドレナリン再取り込み阻害薬は糖尿病

性神経疼痛をはじめ慢性疼痛治療に広く用いられている。今回はその機序において Rac お

よび Rho/Rho キナーゼの上流に作用点があることも明らかとしており、より有用性が高く

かつ副作用の少ない薬剤の開発の一助となることが期待できる。 
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なし 
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