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長寿医療研究開発費 平成２７年度 総括研究報告（総合報告及び年度報告） 

 

高齢者の臓器保護に資する至適な血小板機能制御方法に関する研究（２５－４） 

 

主任研究者 徳田 治彦 国立長寿医療研究センター 臨床検査部（部長） 

 

 研究要旨 

３年間全体について 

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(PRP)

を調整し、ADP刺激、コラーゲン刺激、リストセチン刺激およびトロンビン刺激により惹

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 

(PDGF)-AB濃度およびリン酸化 heat shock protein 27 (HSP27)濃度はELISAにて検討し

た。これまでの解析結果より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値との間に有意な回帰直線が得ら

れた。2015年9月までに糖尿病患者117例、骨粗鬆症患者9例、脳梗塞患者79例につき解析

を実施した。糖尿病患者における検討では、抗血小板薬はeGFRの低下にほとんど影響しな

いこと、糖尿病性腎症の進行事例は抗血小板薬投与例に少ないことが示された。最も汎用

されたアスピリン投与例では全例に血小板機能の抑制が見られた。骨粗鬆症患者における

解析では、selective estrogen receptor modulator (SERM)のうちバゼドキシフェンは血

小板凝集能にほとんど影響しないことが示唆された。抗血小板薬投与中の脳梗塞患者の

解析ではADP凝集の非抑制群で深部皮質下白質病変(DSWMH)の重症度が高い傾向が示さ

れたが、脳室周囲病変(PVH)ではその傾向が見られなかった。また、脳微小出血と血小板機

能抑制状況との関連は見られなかった。一方、糖尿病患者由来のPRPにおいて、コラーゲ

ン刺激によりリン酸化されるHSP27がPDGF-AB分泌と共役して細胞外に遊離されること、

微小凝集塊および大凝集塊の形成とそれぞれ負および正の相関を示すこと、Thrombin 

receptor-activating protein (TRAP)刺激によりAkt (PKB)およびp38 mitogen-activated 

protein (MAP) kinaseを介してリン酸化されたHSP27が、PDGF-AB分泌と共役して細胞外

に遊離されることを明らかとした。さらに健常人由来のPRPにおいて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、Rho/Rho kinase経路がトロン

ボキサンA2 (TXA2)によるsCD40 ligandの遊離およびPDGF-ABの分泌を介して血小板凝

集を制御していること、TXA2刺激時にはRacはp38 MAP kinaseの上流で機能し、TXA2に

よる血小板凝集に促進的役割をすること、PDGF-AB分泌およびsoluble CD40 (sCD40) 
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ligandの遊離を制御することを明らかとした。以上、高齢者の血小板機能を多角的に捉える

とともに実臨床における病態制御状況を詳細に分析した結果、血小板機能制御をADPある

いはコラーゲン刺激時のED50値を臨床指標として実施すれば、臓器保護に資する至適な血

小板機能の制御が可能となることが示唆された。さらに、糖尿病患者由来の活性化血小板

においてリン酸化されたHSP27の遊離がPDGF-AB分泌と共役することを、世界で初めて明

らかとした。 

 

 平成２７年度について 

 糖尿病患者 117 例、脳梗塞患者 107 例につき解析を実施した。糖尿病患者における検討

では、抗血小板薬は eGFR の低下にほとんど影響しないこと、糖尿病性腎症の進行事例は

抗血小板薬投与例に少ないことが示された。最も汎用されたアスピリン投与例では全例に

血小板機能の抑制が見られた。脳梗塞患者の検討では、血小板凝集能と(PVH)の程度に相関

が見られないこと、DSWMH は血小板凝集抑制が見られない群に強い傾向を示すこと、抗

血小板薬の種類により血小板凝集抑制能に差があるが、脳微小出血発生について有意差が

見られないことを明らかとした。糖尿病患者由来の血小板において、TRAP 刺激により Akt 

(PKB)および p38 MAP kinase を介してリン酸化された HSP27 が、PDGF-AB 分泌と共役

して細胞外に遊離されることを明らかとした。さらに健常者由来の血小板において、TXA2

刺激時には Rac は p38 MAP kinase の上流で機能し、TXA2 による血小板凝集に促進的役

割をすること、PDGF-AB 分泌および sCD40ligand の遊離を制御することを明らかとした。 

 

 

 主任研究者 

  徳田 治彦 国立長寿医療研究センター 臨床検査部  （部長） 

 分担研究者 

  酒井 義人 国立長寿医療研究センター 先端診療部  （医長） 

  新畑 豊  国立長寿医療研究センター 脳機能診療部（部長） 

  小澤 修  岐阜大学大学院医学系研究科       （教授） 

 

 

 研究期間 平成２５年４月１日～平成２８年３月３１日 

 

 

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
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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 

 ３年間全体について 

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、コラーゲン、リストセチンおよび TRAP 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, 

25m 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
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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

PDGF-AB 濃度およびリン酸化 HSP27 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。 

 

 

 平成２７年度について 

 本年度も上記の解析を継続して実施した。 

 

 

（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 

 ３年間全体について 

1) 糖尿病患者からの試料・情報収集 

2 型糖尿病患者のうち、レーザー光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<1.534 M)、正常群(1.534 M < ADP ED50 <2.022 M)、抑制群

(ADP ED50 > 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

収集した 63 例では、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
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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 43.1 + 14.1 カ月であっ

たが、投与前を 100%として投与例では 102.2 + 15.5%、非投与例では 97.8 + 21.2%

と有意な変化は見られなかった。 

コラーゲン(Col.)凝集については、2015 年 9 月末までに 117 例の解析を行った。

2013 年度には 54 例、初回検討事例 44 例の分析を行い、健常者の ED50 範囲（0.460 

+ 0.082 g/ml）より ED50<0.378 g/ml を示す事例を亢進群としたところ、34 例が

亢進を示した。また、抑制は 9 例で、5 例に抗血小板薬が投与されていた。MRI 所見

の解析では ED50 値の差は見られなかったが、男性において非刺激時の最大遮光率が

脳室周囲白質病変(PVL)(+)群で高値を示した。 

2014 年 3 月までに収集した ADP 刺激事例 90 例、コラーゲン刺激事例 106 例につ

いて、 1M ADP 刺激時および 0.3 g/ml コラーゲン刺激時の Area under 

curve(AUC)とそれぞれの ED50 値との単回帰分析を実施した結果、以下の回帰式を得

た。 

ED50 of ADP = -0.916 × Trans AUC/1000 + 2.959 M (R2=0.613,p<0.001) 

ED50 of Col. = -0.845 × Trans AUC/1000 + 1.833 g/ml (R2=0.586,p<0.001) 

2014 年 4 月よりずり応力刺激のモデルとしてのリストセチンによる凝集と、トロ 

ンビン受容体を介する血小板凝集刺激として TRAP による凝集を ADP およびコラー

ゲン凝集との比較においての検討を開始した。2015 年 9 月末までに 63 例の解析を行

ったが、ADP 刺激あるいはコラーゲン刺激とは事例により異なる傾向を認めた。 

 さらにこれまでに収集したコラーゲン凝集刺激分析事例について、腎機能への影響

につき解析を行った。2015 年 9 月末までに観察期間が 6 ヶ月に達した事例は 101 例

(男性 65 例/女性 36 例、年齢 71.2 + 7.5 才)、12 ヶ月に達した事例は 82 例(男性 52

例/女性 30 例、年齢 71.7 + 7.1 才)であった。観察開始時の HbA1c 値は 8.4 + 2.0%、

6ヶ月および 12ヶ月時点での HbA1c値はそれぞれ 7.4 + 1.3%、7.4 + 1.2%であった。

6 ヶ月までに eGFR が 10%以上低下した事例（6 か月低下群）は 31 例、低下が 10%

未満にとどまった事例（6 ヶ月不変群）は 70 例、そのうち抗血小板薬の投与例は低

下群 13 例(アスピリン 8 例、シロスタゾール 4 例、エイコサペンタイン酸(EPA)1 例

＊アスピリン併用、クロピドグレル 2 例＊アスピリン併用)、不変群 31 例(アスピリ

ン 17 例、シロスタゾール 8 例、EPA3 例、クロピドグレル 4 例＊アスピリン併用 2

例、サルボグレラート 1 例、ワーファリン 1 例＊アスピリン併用)であった。12 ヶ月

までに eGFR が 10%以上低下した事例（12 ヶ月低下群）は 25 例、低下が 10%未満

にとどまった事例（12 ヶ月不変群）は 57 例、そのうち抗血小板薬の投与例は低下群

11 例(アスピリン 7 例、シロスタゾール 2 例、エイコサペンタイン酸(EPA)1 例＊ア
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スピリン併用、クロピドグレル 3 例＊アスピリン併用)、不変群 25 例(アスピリン 15

例、シロスタゾール 6 例、EPA4 例、クロピドグレル 2 例＊アスピリン併用 2 例、ワ

ーファリン 1 例＊アスピリン併用)であった。なおクロピドグレル投与事例で脳出血

による死亡例が１例見られたが、投与下においても血小板凝集の抑制が明らかでない

事例であった。次に６ヶ月まで経過観察し得た 108 例中抗血小板薬が未投与であった

63 例では、６ヶ月低下群が 16 例、６ヶ月不変群が 42 例であった。これらのコラー

ゲン(0.3 g/ml)刺激時の AUC は、低下群が 1772.5 + 675.0, 不変群が 1754.9 + 597.1 

と差がなかった。６ヶ月以上尿中アルブミン排泄を追跡し得た事例のうち、追跡開始

時に腎症Ｉ期（尿アルブミン排泄 < 30 mg/gCr）であった 40 例につき、腎症不変群

(経過観察時も尿アルブミン排泄 < 30 mg/gGr)と腎症進行群（経過観察時に尿アルブ

ミン排泄 > 30 mg/gCr）に分類したところ、腎症不変群は 29 例、腎症進行群は 11

例であった。抗血小板薬の投与事例は腎症不変群で 13 例、腎症進行群で 5 例と不変

群(44.8%)、進行群(45.5%)ともほぼ同率であった。なお抗血小板薬の投与例で最も汎

用されたアスピリン投与例は全例に血小板機能の抑制がみられた。以上より、抗血小

板薬投与の腎症・腎硬化症への影響は概ね否定的であると考えられた。 

2) 骨粗鬆症患者からの試料・情報収集 

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、レーザー光スキャッ

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。2015年9月末までにバゼドキシフェン3例、ラロキシ

フェン6例の計9例につき検討し、投与開始時点では亢進群6例、抑制群3例で、正常

群は見られなかった。６か月の時点でも変化は見られなかった。一方、血小板機能解

析と並行して行われたラロキシフェンの筋肉量への効果の検討では、ラロキシフェン

投与が筋肉量の維持に寄与すること、特にサルコペニア患者で有用である可能性が示

唆された。以上よりSERMは安全性と有用性の高い薬剤であると考えられた。 

3) 脳梗塞患者からの試料・情報収集 

 新たに脳梗塞を発症した患者あるいは脳梗塞の一次予防または二次予防として抗血

小板療法を施行中の 107名のうち抗血小板療法を施行していなかった 21名と頭部MRI

所見が確認できなかった 3 名を除外した 83 名について、 ADP 凝集における ED50値に

基づき血小板凝集能抑制群(N=43)と非抑制群(N=40)に分類し、それぞれにおける白質

病変の重症度を比較検討した。PVL と深部皮質下白質病変(DSWMH)では、非抑制群に

おいて DSWMH の重症度が高い傾向がみられた。また、アスピリン、シロスタゾール、

クロピドグレルを単独で使用していた 78 名について ADP ED50値を比較したところ、

クロピドグレル群、アスピリン群、シロスタゾール群の順であり、いずれの群間でも有
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意差を示した。このうち T2＊強調画像が確認できた 74 例について脳微小出血の数を検

討したが、使用薬剤間で有意差は見られなかった。なお、推算糸球体濾過率の検討では

血小板凝集能抑制群と非抑制群の間に有意差は見られなかった。 

4) 血小板機能の細胞レベルでの解析 

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血小板内の

HSP27 のリン酸化レベルをウェスタンブロット法により、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 ELISA にて解析した。リン酸化レベル

は imageJ ver. 1.32 を用いて数値化した。コラーゲン(0.3 g/ml)刺激時の血漿中の

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 HSP27 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、9 m ～25 m を示す微小凝集塊形成と負の相

関を示した。一方、リン酸化 HSP27 の添加は血小板凝集および PDGF-AB 遊離に何

ら影響しなかった。以上、コラーゲン刺激時には血小板内の HSP27 がリン酸化され

ることにより PDGF-AB 分泌と共役して血小板外に遊離されることが示唆された。

さらに糖尿病患者 47 例（男性 25 例/女性 22 例）について TRAP 刺激時の検討を行

った。TRAP 刺激により HSP27 のリン酸化と同時に Akt (PKB)および p38 MAP 

kinase のリン酸化が促進されること、コラーゲン刺激時と同様、細胞外へのリン酸

化 HSP27 の遊離が PDGF-AB 分泌と共役すること、血小板凝集との関連性が認めら

れることを見出した。 

また、ヒト血小板において、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低分子量GTP結合蛋白質で

ある Rac1 がコラーゲン刺激で活性化され血小板凝集に関与すること、コラーゲン刺

激により惹起される p44/p42 MAP kinase の活性化、HSP27 のリン酸化、PDGF-AB

の分泌および sCD40 ligand の遊離が Rac1 の活性化に依存性であることを明らかと

した。さらにリストセチンによりその産生が促進される TXA2 刺激による Rac の関

与を検討し、Rac は p38 MAP kinase の上流で機能し、TXA2 による血小板凝集反

応に促進的役割をすること、および TXA2 による PDGF-AB 分泌および sCD40 

ligand の遊離を促進していることを明らかとした。一方、Rho kinase が p38 MAP 

kinase とは独立した経路として TXA2 による血小板凝集反応に促進的役割をするこ

と、PDGF-AB 分泌および sCD40 ligand の遊離を制御することを明らかとした。 

 

 

 

 平成２７年度について 

1) 糖尿病患者からの試料・情報収集 
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これまでに収集したコラーゲン凝集刺激分析事例について、腎機能への影響につき

解析を行った。2015 年 9 月末までに観察期間が 6 ヶ月に達した事例は 101 例(男性

65 例/女性 36 例、年齢 71.2 + 7.5 才)、12 ヶ月に達した事例は 82 例(男性 52 例/女

性 30 例、年齢 71.7 + 7.1 才)であった。観察開始時の HbA1c 値は 8.4 + 2.0%、6

ヶ月および 12 ヶ月時点での HbA1c 値はそれぞれ 7.4 + 1.3%、7.4 + 1.2%であった。

6 ヶ月までに eGFR が 10%以上低下した事例（6 か月低下群）は 31 例、低下が 10%

未満にとどまった事例（6 ヶ月不変群）は 70 例、そのうち抗血小板薬の投与例は低

下群 13 例(アスピリン 8 例、シロスタゾール 4 例、エイコサペンタイン酸(EPA)1

例＊アスピリン併用、クロピドグレル 2 例＊アスピリン併用)、不変群 31 例(アスピ

リン 17 例、シロスタゾール 8 例、EPA3 例、クロピドグレル 4 例＊アスピリン併用

2 例、サルボグレラート 1 例、ワーファリン 1 例＊アスピリン併用)であった。12

ヶ月までに eGFR が 10%以上低下した事例（12 ヶ月低下群）は 25 例、低下が 10%

未満にとどまった事例（12 ヶ月不変群）は 57 例、そのうち抗血小板薬の投与例は

低下群 11 例(アスピリン 7 例、シロスタゾール 2 例、エイコサペンタイン酸(EPA)1

例＊アスピリン併用、クロピドグレル 3 例＊アスピリン併用)、不変群 25 例(アスピ

リン 15 例、シロスタゾール 6 例、EPA4 例、クロピドグレル 2 例＊アスピリン併用

2 例、ワーファリン 1 例＊アスピリン併用)であった。なおクロピドグレル投与事例

で脳出血による死亡例が１例見られたが、投与下においても血小板凝集の抑制が明

らかでない事例であった。次に６ヶ月まで経過観察し得た 108 例中抗血小板薬が未

投与であった 63 例では、６ヶ月低下群が 16 例、６ヶ月不変群が 42 例であった。

これらのコラーゲン(0.3 g/ml)刺激時の AUC は、低下群が 1772.5 + 675.0, 不変群

が 1754.9 + 597.1 と差がなかった。６ヶ月以上尿中アルブミン排泄を追跡し得た事

例のうち、追跡開始時に腎症Ｉ期（尿アルブミン排泄 < 30 mg/gCr）であった 40

例につき、腎症不変群(経過観察時も尿アルブミン排泄 < 30 mg/gCr)と腎症進行群

（経過観察時に尿アルブミン排泄 > 30 mg/gCr）に分類したところ、腎症不変群は

29 例、腎症進行群は 11 例であった。抗血小板薬の投与事例は腎症不変群で 13 例、

腎症進行群で 5 例と不変群(44.8%)、進行群(45.5%)ともほぼ同率であった。なお抗

血小板薬の投与例で最も汎用されたアスピリン投与例は全例に血小板機能の抑制が

みられた。 

2) 骨粗鬆症患者からの試料・情報収集 

血小板機能解析と並行して行われたラロキシフェンの筋肉量への効果を解析した。

255例（ラロキシフェン投与群48例、薬剤なし207例）において、補正四肢筋量を検

討した結果、ラロキシフェン投与群では投与前5.817 + 0.086 kg/m2、投与後5.814 + 

0.102 kg/m2と有意差が見られなかったが、薬剤なし群では観察開始後１年で有意に

減少していた（前5.986 + 0.067 kg/m2、後5.826 + 0.068 kg/m2、p<0.05）。後ラロ

キシフェン投与群ではラロキシフェン投与が筋肉量の維持に寄与すること、特にサ
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ルコペニア患者で有用である可能性が示唆された。 

3) 脳梗塞患者からの試料・情報収集 

新たに脳梗塞を発症した患者あるいは脳梗塞の一次予防または二次予防として抗血

小板療法を施行中の患者から抗血小板療法を施行していなかった事例と頭部 MRI所見

が確認できなかった事例を除外し、新たに 10 名を追加した全 83 名について、 ADP

凝集におけるED50値に基づき血小板凝集能抑制群(N=43)と非抑制群(N=40)に分類し、

それぞれにおける白質病変の重症度を比較検討した。PVL と深部皮質下白質病変

(DSWMH)では、非抑制群において DSWMH の重症度が高い傾向がみられた。また、

アスピリン、シロスタゾール、クロピドグレルを単独で使用していた 78 名について

ADP ED50値を比較したところ、クロピドグレル群、アスピリン群、シロスタゾール群

の順であり、いずれの群間でも有意差を示した。このうち T2＊強調画像が確認できた

74 例について脳微小出血の数を検討したが、使用薬剤間で有意差は見られなかった。

なお、eGFR の検討では血小板凝集能抑制群と非抑制群の間に有意差は見られなかった。 

4) 血小板機能の細胞レベルでの解析 

糖尿病患者 47 例（男性 25 例/女性 22 例）について TRAP 刺激時の検討を行った。

TRAP 刺激により血小板凝集と比例して HSP27 のリン酸化が促進された。同時に

Akt (PKB)および p38 MAP kinase のリン酸化が促進されたが p44/p42 MAP 

kinase のリン酸化は促進されなかった。10 M TRAP 刺激時の HSP27 リン酸化レ

ベルと Akt (PKB)リン酸化レベル、p38 MAP kinase リン酸化レベルおよびリン酸

化 HSP27 遊離はそれぞれ有意な正の相関を示した(n=19, R2=0.383, p=0.005; n=19, 

R2=0.589, p<0.001; n=19, R2=0.399, p=0.004)。10 M TRAP 刺激時のリン酸化

HSP27遊離と PDGF-AB分泌は正の相関を示した(n=47, R2=0.137, p=0.01)。10 M 

TRAP 刺激時のリン酸化 HSP27 遊離とレーザー光透過度、25 m～50 m を示す

中凝集塊および 50 m～70 mを示す大凝集塊の各 area under curve (AUC)との間

には有意な正の相関が見られた (n=47, R2=0.327, p<0.001; n=47, R2=0.129, 

p=0.013; n=47, R2=0.257, p<0.001)。さらに健常人由来の血小板において、Akt 

(PKB)阻害剤である deguelin は 20 mM TRAP 刺激時の HSP27 リン酸化を抑制し

た。 

ヒト血小板において、リストセチンによりその産生が促進される TXA2 刺激によ

る Rac の関与を検討し、Rac は p38 MAP kinase の上流で機能し、TXA2 による血

小板凝集反応に促進的役割をすること、および TXA2 による PDGF-AB 分泌および

sCD40 ligand の遊離を促進していることを明らかとした。 

 

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。糖尿病患者で ADP 刺激およびコラーゲン刺激による血小板凝集を解析し
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た事例において、腎機能低下および糖尿病性腎症との関連につきデータを収集し解析を

行ったが、結果として、抗血小板薬の投与は eGRR の低下にほとんど影響しない可能性

が示された。一方、昨年までの解析においては糖尿病性腎症の進行事例の割合が抗血小

板薬の投与例に少ない可能性が示されたが、事例を加えておこなった最終解析では差が

みられなかった。観察中に、クロピドグレル投与例で脳血管障害による死亡例１例がみ

られたが、この事例は血小板機能制御が十分得られなかった可能性が示された。また、

最も汎用されているアスピリン投与例においては全例コラーゲン凝集の抑制がみられて

いたことから、高齢者における血小板凝集能を指標とした抗血小板薬投与の有用性が示

唆された。さらに、リストセチン刺激および TRAP 刺激による血小板凝集能の検討を行

い、糖尿病患者における血小板機能の特性を明らかとしたいと考えている。 

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の解析からは、骨粗

鬆症におけるバゼドキシフェンの投与は血小板凝集能に影響しないと考えられた。また

ラロキシフェンは筋肉量の維持に寄与すること、特にサルコペニア群において有用性が

高い可能性が示唆された。従って、SERM は総じて安全性と有用性の高い薬剤と考えら

れた。脳梗塞患者においては、ADP 凝集の非抑制群において深部皮質下白質病変

(DSWMH)の重症度が高い傾向が示唆された。DSWMH は認知機能障害との関連が知ら

れる病変であり、注目される。さらに、抗血小板薬を単独で投与されていた事例におけ

る検討にて、クロピドグレル、アスピリン、シロスタゾールの順に ADP ED50値が低い

ことが明らかとなったが、脳微小出血数には差がなかった。併用薬剤の影響を完全に排除

することは不可能であるが、抗血小板薬の種類により二次予防効果に差がある可能性が示

唆された。なお、血小板凝集能抑制群と非抑制群で eGFR の差が見られなかったことは、

抗血小板薬の腎機能への影響を否定する、即ち安全性を確認する結果と考えられた。 

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。本研究では、糖尿病患者において、コラーゲン刺激時あるいは TRAP 刺

激時に HSP27 がリン酸化され、PDGF-AB の分泌と共役して細胞外に遊離すること、

細胞外への HSP27 遊離は大凝集塊の形成と正の相関を示すこと、TRAP 刺激時には p38 

MAP kinase と Akt (PKB)の活性化が HSP27 リン酸化に関与することが示された。既に

我々はコラーゲン刺激時には p44/p42 MAP kinase と p38 MAP kinase が HSP27 リン

酸化に関与することを報告しており、その機序はアゴニスト毎に異なることが明らかと

なった。HSP27 の血小板からの遊離はこれまで知られておらず、画期的な新知見である。

血小板の活性化は、血管内皮下のコラーゲンが露出している血管損傷部位への血小板の

粘着(tethering)により惹起される。さらに、トロンビンは血管損傷部位でプロトロンビ

ンから形成される。今回の結果は、コラーゲンとトロンビンが協同して PDGF-AB 分泌

と共役するリン酸化 HSP27 遊離を促進することを示唆するものであり、糖尿病患者に

みられる動脈硬化性血管病変の進行をはじめとする病態における、HSP27 の臨床的重要
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性を明らかとした画期的な新知見であると考える。一方、血小板における細胞内情報伝

達機構に関して、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

sCD40 ligand の遊離に関与すること、Rho/Rho kinase 経路が TXA2 による sCD40 ligand

の遊離および PDGF-AB の分泌を介して血小板凝集を制御し、その経路は p38 MAP 

kinase とは独立した経路であること、TXA2刺激時には Rac は p38 MAP kinase の上流で

機能し、TXA2 による血小板凝集に促進的役割をすること、PDGF-AB 分泌および sCD40 

ligand の遊離を制御することが示唆された。Rho kinase 阻害剤あるいは Rac 阻害剤の全

身性炎症反応症候群(systemic inflammatory response syndrome, SIRS)等の高齢者に

おける重大な病態における有効性が示唆される結果である。さらに適切な血小板機能制

御法の開発への応用が期待できると考えられる。 

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実臨床における病態制御

状況を詳細に分析し、臓器保護に資する至適な血小板機能の制御法を検討しうる体制を構

築し、抗血小板薬の有効性・安全性が検証された。これらを踏まえて高齢者の病態に即し

た適切な血小板機能制御法を希求したいと考える。 
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