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 研究要旨 

 高齢者の臓器保護に資する至適な血小板機能制御法の策定を目指すことをその目的

とし、55 歳以上の糖尿病、骨粗鬆症、脳梗塞患者より静脈血を採取し、多血小板血漿を調

整し、ADP 刺激、ずり応力刺激およびコラーゲン刺激により惹起される血小板凝集を患者

の臨床情報とともに詳細に解析した。細胞画分における機能性蛋白質の解析はウェスタン

ブロット法にて、血小板刺激時の platelet-derived growth factor-AB 濃度およびリン酸化

HSP27 濃度は ELISA にて検討した。平成 25 年度は糖尿病患者 54 例、骨粗鬆症患者 6 例、

脳梗塞患者 24 例（うち新鮮脳梗塞事例 8 例）につき解析を実施した。糖尿病患者における

検討では、抗血小板薬投与例(26 例)と非投与例(37 例)の平均 27.1 か月における観察から、

抗血小板薬の eGFR への影響は有意ではなかった。コラーゲン刺激時の ED50 値をもとに

亢進とされた事例は 34 例で、このうち 10 例が脳梗塞を認め抗血小板薬の投与を希望・開

始した。頭部 MRI における periventricular lucecy(PVL)所見との関連では、男性において

コラーゲンコントロール刺激時（ずり応力刺激時）の最大遮光率(Trans%)が PVL を有する

群で有意に高値を示した。また 1 M ADP 刺激における Trans AUC と ADP ED50値、0.3 

g/ml コラーゲン刺激におけるTrans AUC とコラーゲンED50値との間にそれぞれ有意な

回帰直線が得られた。一方、コラーゲン刺激により、細胞外のリン酸化 HSP27 レベルが

PDGF-AB 遊離および大凝集塊と関連して挙動することを見出した。骨粗鬆症患者における

解析では、投与開始例 6 例に加え、治療継続中の 20 例の情報収集を開始した。脳梗塞患者

の解析では ADP の ED50値が抑制レベルを示す事例で深部皮質下白質病変が軽症である傾

向が示唆された。コラーゲン刺激時の細胞内情報伝達機構についての検討により、インテ

グリン1 の下流においてシグナルを伝達する Rac１が p44/p42 MAP キナーゼの活性化お

よび HSP27 のリン酸化を制御し、PDGF-AB の分泌および sCD40ligand の遊離に関与す

ることを明らかとした。これらの新知見は、より簡便な血小板機能測定法、ひいては適

切な血小板機能制御法への応用が期待できるものと考える。以上のように、高齢者の血

小板機能を多角的に捉えるとともに臨床情報を収集・分析しうる体制が構築された。 
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Ａ．研究目的 

 アスピリン、チクロピジン、クロピドグレル等の抗血小板薬は、脳梗塞の再発予防

あるいは糖尿病患者等のハイリスク群における血管障害の一次予防の目的で広く使用さ

れ、その有用性はよく知られている。しかしながら、これまでに行われた疾患別解析は

高齢者を対象としたものではなかった。また抗血小板薬の薬理作用自体の検討もまた十

分ではなかった。脳梗塞はラクナ梗塞とアテローム性梗塞の2種類に大別され、穿通枝

領域のラクナ梗塞と中・大血管が主体となるアテローム性梗塞では病態が異なることが

知られている。高齢者では加齢に伴い血管は脆弱となるが、その傾向は細血管において

より顕著となる。細血管病変が主体のラクナ梗塞を発症した高齢者に対し、その再発予

防に壮年者と同様に血小板機能を抑制すれば、出血性疾患を惹起する可能性が高まるこ

とも否定できない。一方、腎硬化症あるいは糖尿病性腎症有症者における抗血小板療法

の評価は未だ十分とは言い難い。このように高齢者に対する血小板機能制御については、

客観的な安全性が確保された状態であるとは言い難い。高齢者を対象として、薬剤選択

あるいは用法・用量の妥当性を客観的指標に基づき詳細に解析する必要性は極めて高い

と考えられる。本研究は、高齢者の臓器保護に資する至適な血小板機能制御法の策定を

目指すことをその目的として、臨床的ならびに基礎的検討を行うものである。 

 

 

Ｂ．研究方法 

1)対象 

 55 歳以上の糖尿病、骨粗鬆症、脳梗塞患者を疾患レベル解析の対象とした。また、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、多血小板血漿 

(platelet-rich plasma: PRP) および一般血漿 (platelet-poor plasma: PPP) を分離調整し

た。 

3)血小板凝集能の解析 

 PRP を ADP(0.3 M, 1.0 M, 3.0M)、ずり応力(非刺激)あるいはコラーゲン(0.1 g/ml, 
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0.3 g/ml, 1.0 g/ml)にて刺激し、レーザー粒子径測定法(LS 法)に基づく測定装置 (PA-200:

興和) を用いて血小板凝集能の変化を解析した。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, 25m 未満 small)、中凝集塊(medium, 

25-50 m)および大凝集塊(large, 50-75 m)が識別、表示できる。これらの刺激時 AUC を

数量化し、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 度で保管し、細胞レベルでの

解析に供した。 

4)臨床情報の収集 

共通項目として、年齢、性別、身長、体重、血圧、服用中の薬剤名、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、-GTP、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、シスタチン C、

血糖、HbA1c、尿蛋白、頭部 MRI 所見を、2 型糖尿病患者の追加項目として、糖尿病罹病

期間、治療期間、治療内容、網膜症の有無・病期、尿中アルブミン値を、骨粗鬆症患者の

追加項目として治療期間・治療内容、腰椎・大腿骨骨密度（YAM%・T-score）、骨代謝マー

カー（骨型 ALP、血清 NTx、等）を、脳梗塞患者追加項目として、治療期間・治療内容、

有害イベントの発生状況を収集することとした。 

5)血小板細胞レベルでの解析 

 可溶化した細胞画分中の機能性蛋白質のリン酸化をウェスタンブロット法にて解析した。

リン酸化レベルは imageJ ver. 1.32 を用いて数値化し解析に使用した。上清中の

platelet-derived growth factor-AB (PDGF-AB)濃度およびリン酸化 HSP 濃度をそれぞれ

対応する ELISA にて測定し、これらの血小板刺激時の分泌・遊離につき検討した。 

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。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究の遂行にあたっては、最新の臨床研究に関する倫理指針を遵守している。研究

への参加は患者の自由な意思によるものであるとともに、患者のプライバシーには十分配

慮し、結果の解析にあたっては連結可能匿名化とすることとした。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。 

 

Ｃ．研究結果 

1) 糖尿病患者における解析  

2 型糖尿病患者のうち、レーザースキャッタリング法により検出される血小板凝集塊の

形成における ADP 刺激に対する ED50 値を検討した事例を収集し、血小板機能亢進群

(ADP ED50<1.534M)、正常群(1.534M<ADP ED50<2.022M)、抑制群(ADP ED50       
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>2.022 M)の 3 群に分類した。これら 3 群において血中シスタチン C、尿中アルブミン

排泄、eGFR 値等の経時的な解析を開始した。2013 年 12 月末までに、63 例を収集した

が、亢進群は 19 例、正常群は 24 例、抑制群は 20 例であった。抗血小板薬の投与状況

について、亢進群でエイコサペンタイン酸投与例が、正常群でアスピリン投与例がそれ

ぞれ 1 例見られたのみであったが、抑制群ではアスピリン投与例が 8 例、サルボグレラ

ート投与例、シロスタゾール投与例およびチクロピジン投与例が各 1 例と半数以上が抗

血小板薬投与事例であった。亢進群において脳梗塞所見を認め、抗血小板薬が開始され

た 13 例を加え、抗血小板薬投与例 26 例と非投与例 37 例において、eGFR の変化率を

検討した。平均観察期間は 27.1 + 8.8 カ月であったが、投与前を 100%として投与例で

は 100.2 + 25.1%、非投与例では 93.9 + 17.3%と有意な変化は見られなかった。 

ADP 刺激以外の刺激としてシェアーストレス（ずり応力）とコラーゲン刺激について、

今年度は 54 例、うち初回検討事例 44 例（年齢 71.6 + 6.7 歳、空腹時血糖 166.7 + 55.4 

mg/dl、HbA1c 7.97 + 2.17%）の分析を遂行した。健常人のコラーゲン刺激における ED50

値は 0.460 + 0.082 mg/ml であることから、collagen ED50<0.378 g/ml を示した事例を

血小板凝集能亢進例としたところ、初回検討事例 44 例中例であった。これらのうち、

脳梗塞の既往または頭部 MRI にて無症候性脳梗塞が確認され、抗血小板薬の投与を希望

された事例は 10 例であった。一方、正常ないし抑制を示した事例は 9 例であったが、

うち 3 例がアスピリン投与例、1 例がクロピドグレル投与例、1 例がシロスタゾール投

与例であった。なお、ずり応力刺激による凝集は 21 例に認められた。 

MRI 所見として periventricular lucency (PVL)は虚血性変化の一つとして知られてい

る。そこで、コラーゲン刺激下に血小板機能を解析した抗血小板薬が未投与で MRI を検

討し得た 37 例を PVL の有無による 2 群とし、血小板凝集につき検討を行った。PVL(+)

群で男女とも有意に年齢が高かった（表１）。コラーゲン ED50 値については有意な相違

を認めなかった（表１）。血小板凝集塊を含む詳細な解析を行ったところ、コラーゲン刺

激時の血小板凝集には両群間に有意差を認めなかったが、男性において非刺激時の最大

遮光率(Trans MAX)が PVL(+)群において有意に高値であった（図１）。 

これまでに検討した ADP 刺激事例は 90 例、コラーゲン刺激事例は 106 例に及んでい

るが、ED50 値の算定には用量依存性の検討が必要であったため、サンプル量の制約から

これらを同時に解析することが困難であった。そこで、1 M ADP 刺激時の Trans AUC

と ADP ED50 値および 0.3 g/ml コラーゲン刺激時の Trans AUC とコラーゲン ED50

値との単回帰分析を行った。ADP についは決定係数 R2=0.613, 標準化回帰係数

=-0.783, 有意確率 p<0.001 をもって以下の回帰直線が得られた。 

ED50 of ADP = -0.916 × Trans AUC(1 M)/1000 + 2.959 M (1) 

(1)式の成立条件は AUC<3230 であるが、逸脱例は見られなかった。さらに亢進群に

分類される ED50 値<1.534 M に相当する AUC>1555 を呈した事例は合計 23 例であっ

たが、全例が ED50 値より亢進事例と判定されていた。一方で、抑制群に分類される ED50
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値>2.022 M に相当する AUC<1022 を呈した事例は 47 例で、ED50 値より抑制と判定

された事例が 29 例(61.7%)、正常と判定された事例が 17 例(36.2%)、亢進と判定された

事例が 1 例(2.1%)にみられた。 

コラーゲンについては決定係数 R2=0.586, 標準化回帰係数=-0.766, 有意確率

p<0.001 をもって以下の回帰直線が得られた。 

ED50 of collagen = -0.845 × Trans AUC(0.3 g/ml)/1000 + 1.833 g/ml (2) 

(2)式の成立条件は AUC<2169 であるが、AUC>2169 を呈した逸脱例は 16 例で、ED50

値からは全例が亢進事例と判定されていた。さらに亢進群に分類される ED50 値<0.378 

g/ml に相当する AUC>1721 を呈した事例は合計 44 例であったが、全例が ED50 値よ

り亢進事例と判定されていた。一方で、抑制群に分類される ED50 値>0.542 g/ml に相

当する AUC<1527 を呈した事例は 40 例で、ED50 値より抑制と判定された事例が 23 例

(57.5%)、正常と判定された事例が 3 例(7.5%)、亢進と判定された事例が 14 例(35%)に

みられた。 

さらに、糖尿病患者 36 例(男性 23 例/女性 13 例)についてコラーゲン刺激後の HSP27

のリン酸化レベルと、刺激後の血漿中のリン酸化 HSP27 レベルおよび PDGF-AB レベ

ルを解析した。コラーゲン 0.3 g/ml 刺激時の HSP27(serine 78)のリン酸化レベルは、

細胞内の HSP27 レベルと負の相関を、血漿中のリン酸化 HSP27 レベルおよび

PDGF-AB レベルと正の相関を認めた。さらに、刺激後の血漿中のリン酸化レベルは、

血小板凝集のうち 50 m～75 m を示す大凝集塊の形成と正の相関を認めた。 

 

表１. PVL(-)群およびPVL(+)群のパラメーター

sex    PVL(-) PVL(+) P
N M 21 16

F 6 16
Age (years) M 65.1 ± 6.5 72.5 ± 7.0* 0.003

F 65.8 ± 4.6 75.8 ± 5.7* 0.001
Glu (mg/dl) M 171.6 ± 72.6 172.8 ± 55.0 n.s

F 145.8 ± 62.2 149.6 ± 52.4 n.s
HbA1c (％) M 9.29 ± 3.09 8.03 ± 2.20 n.s

F 8.6 ± 1.64 7.613 ± 1.25 n.s
sBP (mmHg) M 114.5 ± 20.4 123.6 ± 15.1 n.s

F 116.6 ± 11.3 119.5 ± 15.6 n.s
dBP (mmHg) M 69.9 ± 13.7 69.3 ± 10.3 n.s

F 66.6 ± 13.6 66.2 ± 10.6 n.s
T-Chol (mg/dl) M 207.6 ± 42.9 192.0 ± 23.4 n.s

F 211.8 ± 14.2 195.3 ± 30.2 n.s
HDL (mg/dl) M 48.7 ± 17.8 49.8 ± 10.6 n.s

F 50.0 ± 4.6 55.3 ± 14.0 n.s
LDL(F) (mg/dl) M 125.7 ± 39.4 118.4 ± 17.7 n.s

F 136.4 ± 18.7 117.9 ± 20.9 n.s
TG (mg/dl) M 165.6 ± 91.1 118.9 ± 56.0 n.s

F 127.1 ± 34.0 110.2 ± 39.0 n.s
ED50 of Collagen M 0.251 ± 0.238 0.182 ± 0.137 n.s

(mg/ml) F 0.178 ± 0.886 0.447 ± 0.755 n.s
*P<0.01  
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図１．コラーゲン非刺激時の Trans MAX %と PVL の関係 
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2)骨粗鬆症患者における解析 

新規に骨粗鬆症と診断された患者より多血小板血漿を採取し、レーザースキャッタリ

ング法により検出される微小血小板凝集塊の形成における ADP刺激に対する ED50値を

指標として、血小板機能亢進群、正常群、抑制群の 3 群に分類、これら 3 群において新

しい SERM であるバゼドキシフェンを始めとする薬物治療の影響について、頭部 MRI

所見、血中シスタチン C、尿中アルブミン・蛋白質排泄、eGFR 値等を経時的に解析す

ることとした。今年度はバゼドキシフェン 3 例、ラロキシフェン 3 例の計 6 例につき検

討を開始した。投与開始時点では亢進群 3 例、抑制群 3 例で、正常群は見られなかった。

一方、既に治療中の 20 例について、情報収集を開始した。ADP 以外の刺激としてはシ

ェアーストレス（ずり応力）の検討を開始した。 

3)脳梗塞患者における解析  

新たに脳梗塞を発症した患者あるいは脳梗塞の再発予防として抗血小板療法を施行中

の患者より多血小板血漿を採取し、レーザースキャッタリング法により検出される微小

血小板凝集塊を解析し、ADP 刺激による ED50 値の治療による経時的な推移を追跡する

こととし、今年度は新規脳梗塞患者 8 例を解析した。興味深いことに新規脳梗塞発症の

3 例はアスピリンまたはシロスタゾールを投与中であったが、ADP 刺激による ED50 値

では正常群の水準であった。また。抗血小板療法を施行中の陳旧性脳梗塞患者を加えた
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24 例を血小板凝集能抑制群と非抑制群の 2 群に分け、MRI 上の脳室周囲病変(PVH)お

よび深部皮質下白質病変(DSWMH)の重症度とを解析したところ、DSWMH が抑制群で

やや低値の傾向がみられた。 

4)血小板機能の細胞レベルでの解析 

ヒト血小板におけるコラーゲン刺激時の細胞内情報伝達機構について、コラーゲンレセ

プターの一部であるインテグリン1 の下流においてシグナルを伝達する役割を果たし

ている Rac1 に注目し、血小板の活性化に対する Rac1 の分子的機能について解析を行

った。コラーゲン刺激後時間依存的に Rac1 が活性化されること、Rac1 活性化の特異的

阻害薬(NSC23766)が濃度依存性にコラーゲン刺激後の血小板凝集を抑制すること、コ

ラーゲン刺激により惹起される p44/p42 MAPキナーゼの活性化および HSP27のリン酸

化が NSC23766 により抑制されることが明らかとなった。さらに、血小板からの

PDGF-AB の分泌および sCD40 ligand の遊離は血小板に添加した NSC23766 により抑

制されることがあきらかとなった。 

 

Ｄ．考察と結論 

本研究は高齢者の臓器機能に着目し、至適な血小板機能制御法を開発することを目的

としている。糖尿病患者において、これまでに収集してきた ADP 刺激による血小板凝

集能の分析結果をもとに、抗血小板薬投与における推算糸球体濾過量を解析したが、有

意な悪影響は見られなかったことは、アスピリン投与をはじめとする血小板機能制御が

高齢者においても有用である可能性を示唆している。今年度はコラーゲン刺激による血

小板凝集を中心にデータを収集したが、亢進事例が 70%以上にのぼった。新たに 10 例

が抗血小板薬の投与を開始しており、引き続きデータ追跡が可能である。一方抑制事例

は過半数が抗血小板薬の投与例で、治療効果を反映したものと考えられた。なお、非刺

激時の自発的な血小板凝集(spontaneous aggregation)は、亢進事例の約半数にみられた

が、未だその機序は明らかではない。ずり応力は非刺激時の凝集能亢進であることから、

細小動脈における微小血栓の形成に直結する重要な所見と考えられる。頭部 MRI 所見

における PVL の解析では、男性においてコラーゲン非刺激時の Trans MAX と PVL との

関連性が示唆された。非刺激時の Trans MAX はずり応力刺激下の spontaneous 

aggregation の指標の一つと考えられるため、適切な制御法の検討が重要である。今後、

ずり応力を反映するとされるリストセチン刺激による血小板凝集を加えた詳細な解析が

必要と考える。 

コラーゲン凝集は ADP 凝集に比べ ED50 値の正常範囲が狭く、亢進と判定される事例

が多くみられるため、ADP 刺激による血小板凝集能を同時に評価することが望ましい。

今回、これまでに収集した血小板解析結果を活用し、ADP およびコラーゲンそれぞれ単

一用量で刺激した時の透過光 AUC と ED50 値との単回帰分析から、それぞれに有意な回

帰式を得ることができた。これにより ADP およびコラーゲンの血小板凝集推算 ED50
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値の算出が可能となった。いずれの推算 ED50 値も亢進例の判定には十分活用できると

考えられた。一方、抑制事例の判定にはやや不十分で、特に ED50 値の正常範囲が狭い

コラーゲン刺激においてその傾向が強かった。同一症例においてこれら 2 種の刺激によ

る凝集反応を比較検討することで、さらに判定精度の改善が可能と考える。 

骨粗鬆症患者および脳梗塞患者の治療経過と血小板凝集についても解析を開始した。脳

梗塞患者では深部皮質下白質病変(DSWMH)と ADP 凝集との関連が示唆され、前述の

Trans MAX との関連において事例の収集が必要と考えられる。さらに、糖尿病事例を

含めて eGFR やシスタチンの推移について分析を遂行する。 

既に我々は血小板における HSP27 のリン酸化が、PDGF-AB や 5-HT の分泌に関与し

ており、糖尿病患者における血小板凝集能の亢進に重要な役割を果たしている可能性を

報告している。今回、糖尿病患者において、コラーゲン刺激時にリン酸化 HSP27 が細

胞外に遊離することが示唆された。細胞外への HSP27 遊離はマクロファージにおいて

報告があるが、血小板においては知られていない。また、血小板凝集反応との関連も示

唆され、HSP27 がリン酸化されることによって血小板外に遊離されること及びその臨床

的意義を示唆した貴重な新知見であると考えられる。さらに、コラーゲン刺激時の細胞

内情報伝達機構について、インテグリン1 の下流でシグナル伝達に関与する Rac1 によ

る制御が明らかとなった。これらの新しい知見は、より簡便な血小板機能測定法、ひい

ては適切な血小板機能制御法への応用が期待できると考える。 

以上のように、高齢者の血小板機能を多角的に捉えるとともに臨床情報を収集・分析

しうる体制が構築された。 
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