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論文内容の要旨

〔目的〕

形質膜表面での刺激受容に伴う血小板内遊離 Ca2 +濃度( (Ca2+J i) の上昇は血小板反応の重要な

促進因子である。乙の (Ca2+ J i の上昇には細胞内Ca2 +の動員と細胞外Ca2 + の流入が関与している。

Ca2 + 動員はホスファチジルイノシトーノレ 4 ， 5-二リン酸がホスホリパーゼC IC:よって水解されて生じる

イノシトールム.4 ， 5-三リン酸 ( 1 P 3) によって主に調節されることが証明されているが， Ca2+ 流

入に関しては，血小板細胞膜に膜電位依存性Ca2+チャンネルが存在しないことは報告されているものの，

その機構は依然不明である。

近年， T- リンパ球などにおいて 1 P3 あるいはその代謝産物であるイノシトール 1 ， 3, 4 , 5-四リ

ン酸 (1 P 4) 杭膜電位非依存性Ca 2 + チャンネノレの Ca2 +流入を調節している可能性が報告されたσ

本研究は，血小板反応における Ca 2 + 流入について， 1 P3 の生成との関連性からその機構を検討したも

のである。

〔方法〕

(1) 血小板 (Ca 2+) i の測定および Ca 2 + 流入の評価

ヒト帯雨洋クエン酸加血より多血小板血奨を作成し，乙れを蛍光 Ca 2+インジケーター (fura-2 AM)と

37 0C ， 20 分間インキュベートし， fura-2 負荷血小板を調製した。血小板刺激は 1mM CaC12 あ

るいは lmM EGTA存在下にて行った。 (Ca2+J i の定量は Po1 Ioc k らの方法によった。

Ca2 +流入量は， Jy らの方法に従い， Ca C12 存在下と EGTA存在下の (Ca 2 +Ji の差(ム
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(Ca2+J i) を求め評価した。

(2) 血小板 1 P3 生成量(口 1 P 3) の測定

fura-2 負荷血小板を刺激後 O. 2 容の 20%過塩素酸Kて反応を停止し 上清を 1 0 N KOHで中

和した。乙れを凍結乾燥にて濃縮後， (3HJ 1 P3 , 1 P3 -binding protein (Amersham) と

4 0

C , 15分間インキュベートし， bi ndi ng ass ay を行う乙とによって口 1 P3 を測定した。

〔成績〕

(1)血小板を低温 C1 0 oC) にてトロンピン CO.5 u/ml) で刺激する乙とによって，ム (Ca 2 +Ji と

口 1 P3 の経時変化を詳細に検討する乙とができた。ム (Ca 2 +)i および口 1 P3 は刺激直後から経

時的に一致して上昇し，刺激後 6 0秒で最大となった。また，種々の濃度のトロンピン (0.05 -2.0 

u/ml)刺激後 6 0 秒におけるム (Ca2 +J i と口 1 P3 の間に強い相関関係を認めた。

(2) 次に，種々の濃度のトロンピン， ADP , PAF (血d仮活性化区仔) , S T A2 (トロンボキサン

A2 アナログ) ，イオノマイシン (Ca2 + イオノフォア) ，アラキドン酸を用い， 3 7 0C にて血小板を

刺激し，ム (Ca2+Ji の最大値とその時点での口 1 P3 の関係を検討した。生理的刺激物質であるト

ロンピン， ADP , PAF , STA2 では濃度依存性に両者の上昇が認められたが，口 1 P 3 ，<:対する

ム (Ca 2 +Ji の比(ム (Ca2 十 J i /口 1 P3) は一致せず， P AF (5 0 nM) , ST A2(5 OnM) 

刺激では， トロンビン (0.1 u/m 1) , AD P (5 ゚ M) 刺激の場合に比べ約 1/2 であった。これは

1 P3 カえ Ca2 + 流入を調節している可能性の低い乙とを示しており，また，イオノマイシン，アラキ

ドン酸刺激では6. (Ca 2+ J i が濃度依存性iζ上昇するのに対し，口 1 P3 の上昇は軽微であった乙と

から， Ca2 + 流入が 1 P 3生成を誘導しないことが明らかとなった。以上より，血小板の Ca2 + ðTtAと

1 P3 生成には，直接の関連性が存在しないと考えられた。

(3) 血小板を低温 (2 0 oc) において種々の濃度のトロンビンで刺激した場合， 6. (Ca 2 +Jiと口 1 P3 

は共に抑制され， 3 7 0Cの場合と比べ低値となった。しかしながら，ム (Ca2+ J i ，<:対する抑制lは口

1 P 3 の抑制に比べ弱く， トロンビン (0.5 u/ml) 刺激ではそれぞれ， 3 7 0C の場合の 7 3.1 土 3.5

必， 1 7.5 土1.9 9ぢであった。つまり， トロンビン刺激による血小板の Ca2 + 流入が 1 P 3 生成と比

較して低温による抑制を受けにくいと考えられ，トロビンのCa2 + チャンネルに対する直接作用が示唆

された。

〔総括〕

(1)血小板を種々の条件にて刺激し， Ca2 + 流入と 1 P3 生成の関連性について検討した。

(2) トロンビン刺激時における Ca 2+流入は， 1 P3 の生成と経時的に一致し，両者聞に強い相関関係が

認められた。

(3) 1 P3 の生成が Ca2 +流入を調節するという機序は，否定的であると考えられ，また，:C a2 +流入のみ

では 1 P3 の生成が誘導されない乙とが明らかとなった。

(4) トロンビン刺激による Ca2+流入1<: ， Ca2 +チャンネルに対するトロンビンの直接作用が示唆され
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た。

論文審査の結果の要旨

本研究は，血小板の Ca2+祈L入について，イノシトール 1 ， 4 ， 5 三リン酸( 1 P3) 生成との関連性か

らその機構を擬すしたものである。

その結果y 血寸恨の Ca 2 +流入は， 1 P3 の生成に関連した受容体を介して生じている乙とが明らかと

なった。しかしながら， Ca2 + 流入は 1 P3 の生成とは独立しており，アゴニストにて直接活性化される

Ca 2+ チャンネルによって生じるものと考えられた。

これらの知見は，血小板凝集反応の発現に必須で、ある Ca2 +動態の解析に重要であり，医学博士の学位

を授与するに値すると考える。
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