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長寿医療研究開発費 平成 29 年度 総括研究報告 
 
高齢者の慢性呼吸器疾患と糖代謝異常の病態的関連性に基づく血小板機能の解明(28-9) 

 
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 

 本研究は、糖尿病患者におけるこれまでの知見を踏まえ、高齢期の代表的な慢性

疾患である閉塞性呼吸器疾患および睡眠時無呼吸症候群(OSAS)を対象として血小板

機能を検討し、詳細な臨床情報と統合的に解析することにより、病的老化の指標とし

ての血小板機能評価・制御法開発の一助とすることを目的としている。55 歳以上の

OSAS、慢性閉塞性呼吸器疾患(COPD)および糖尿病(DM)患者より静脈血を採取し、

多血小板血漿を調整し、各種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。平成 29 年度までに OSAS 患者 36 例、COPD 他患者 15 例、

DM患者 68例につき解析を実施した。呼吸器疾患では亢進例は計 38例（OSAS28例、

他 10 例）であり、OSAS 群で ADP 刺激時の ED50値が低い傾向がみられた。OSAS
では総睡眠時間と ADP 刺激時の ED50値との間に正の相関が見られた。DM 由来の血

小板において、リストセチン刺激による血小板凝集は抗血小板薬投与で何ら影響され

ないが、リン酸化 HSP27 および血小板由来成長因子(PDGF)-AB の遊離は著明に抑制

されることが明らかとなった。一方、健常者由来の血小板において、コラーゲン刺激

による血小板活性化に対する sphingosine 1-phosphate (S1P)の影響を検討し、S1P
はコラーゲン刺激による血小板凝集、HSP27 のリン酸化、血小板からの PDGF-AB
分泌およびリン酸化 HSP27 遊離を S1P1 受容体ではなく S1P4 受容体を介して制御

していることを明らかとした。以上より、OSAS における血小板凝集能亢進の特性が

明らかとなるとともに、細胞レベルでの検討により DM 患者における抗血小板薬の有

用性が強く示唆された。 
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Ａ．研究目的 

血小板は外傷時の止血および創傷治癒過程において極めて重要な役割を果たしているが、

一方で高齢期における動脈硬化等の血管老化、各種代謝性疾患あるいは悪性腫瘍等の慢性

炎症の進展を助長することが知られている。言い換えれば血小板機能の亢進は病的老化現

象の指標といえる。従って血小板機能異常を適切に評価・制御することができれば、様々

な加齢性疾患を早期から管理することが可能と考えられる。加齢とともに増加する代表的

疾患である糖尿病(DM)は、脳梗塞・心筋梗塞等の危険因子として知られ、重大な後遺障害

の原因となることから、高齢者における大きな健康上の課題である。私共はこれまでに、

DMをはじめ高齢者の代謝性疾患において血小板機能を解析し、様々な新知見を得てきた。

一方、睡眠時無呼吸症候群(OSAS)はDMをはじめ様々な代謝性疾患と病態関連性を有し、

脳梗塞・心筋梗塞等の重要な危険因子として知られている。本研究は、高齢期の代表的な

慢性疾患である閉塞性呼吸器疾患および睡眠時無呼吸症候群(OSAS)を対象として血小板

機能をDMとの病態的関連性において検討し、詳細な臨床情報と統合的に解析することによ

り、病的老化の指標としての血小板機能評価・制御法開発の一助とする成果を得ることを

目的としている。本研究の成果をもとに高齢者の血小板機能が適切に制御されれば、病的

老化の効率的な進捗防止により健康寿命の延伸が大いに期待できると考えられ、その重要

性は極めて高い。 

私共はこれまでに、2 型 DM 患者では低用量 ADP 刺激時の血小板凝集において P2Y12
受容体を介するシグナルが病態に関与すること、コラーゲン刺激時の p38 MAP キナーゼの

活性化が凝集能と相関すること、ADP 刺激時の低分子量ストレス蛋白質 HSP27 のリン酸

化が凝集能亢進と相関すること、コラーゲン刺激時にリン酸化された HSP27 が血小板由来

増殖因子(PDGF)-AB と共役して細胞外に遊離されること等を報告している(Matsuno H, et 
al., J. Clin. Endocrinol. Metab., 2005:90:920-927; Hanai Y, et al., Life Sci., 
2009:85:386-394; Tokuda H, et al., Int. J. Mol. Med., 2012:30:1387-1395; Tokuda H., et 
al., PloS One 2015:10:e0128977)。また、脳梗塞の再発予防としての抗血小板療法において、

血小板凝集におけるADPおよびコラーゲンのED50値を有効性の指標として確立している。

一方 OSAS の血小板機能については、持続陽圧呼吸療法(CPAP)により血小板凝集能の改善

がみられること(Sanner BM et al., Eur. Respir. J. 2000:16:648-652)や、ADP 刺激時の血小

板凝集能と OSAS の重症度の間に相関がみられること(Alkhiary W., et al., Clin. Appl. 
Thromb. Hemost 2015: pii:1076029615600790)等が報告されているが、代謝性疾患との病

態的関連性あるいは細胞レベルでの機序については未だ判然としていない。本研究は、私

共のこれまでの研究成果を踏まえて実施するものであり、極めて独創性が高い。 
 
Ｂ．研究方法 
1)対象 
 55 歳以上の OSAS、慢性閉塞性呼吸器疾患および DM 患者を解析の対象とした。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。 
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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 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 µm 未満 small)、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。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、γ-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、OSAS の追加項目としてポリグラフィー所見を、

2 型 DM 患者の追加項目として、DM 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収集した。 
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。反応上清中の

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。 
 
 
（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。 
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Ｃ．研究結果 
1）  OSAS・COPD患者での検討 

倫理・利益相反委員会承認後2018年3月末までに計51例(OSAS36例、COPD他

14例、1例除外)を分析した。透過率でみたADP刺激時のED50値(註：健常者の範

囲 1.534-2.022 µM)より明らかな亢進とされたものは計39例（OSAS29例、

COPD他10例）であった。OSAS群は他疾患群よりED50値が低い傾向が見られた。

またOSASのうち17例において、非刺激時に微小凝集塊の出現 (spontaneous 
micro-aggregation)が見られ、そのうち3例はDM合併症例であった。OSAS症例

についてポリグラフィー所見との解析を開始した。これまでに解析した36例にお

いては、ADPのED50値は総睡眠時間との間に有意な正の相関関係 (r=0.410, 
p<0.05)を認めたが、中途覚醒時間および無呼吸・低呼吸指数(AHI)との間には相

関関係は見られなかった。一方、3%経皮的酸素飽和度(SPO2)低下指数(3%ODI)、
SpO2 90%/総睡眠時間%との間にもそれぞれ有意な正の相関関係 (r=0.34, 
p<0.05; r=0.54, p<0.05)を、minimum SPO2値との間に負の相関関係(r=-0.39, 
p<0.05)を認めた。なお、ADP刺激時、コラーゲン刺激時、リストセチン刺激時

およびthrombin receptor-activating protein (TRAP)刺激時の凝集パターンは

DMと異なる傾向が見られた。 
2） 2型DM患者での検討 

倫理・利益相反委員会承認後2018年3月末までに計68例を分析した。透過率で

みたADP刺激時のED50値より、亢進49例、非亢進18例であった。このうち非刺

激時の微小凝集塊出現(spontaneous micro-aggregation)は亢進32例、非亢進13
例にみられた。抗血小板薬は22例（うち亢進11例、非亢進11例）に投与されてい

た。これらを除外した46例（亢進群38例、非亢進群7例）において、頭部MRI所
見、頸部エコー所見および呼吸機能検査所見を比較した。頭部MRIにおける

periventricular leukomalacia (PVL)は亢進群に多い傾向がみられたが、頸部エ

コー検査における内膜中膜複合体厚(IMT)所見は、亢進群と非亢進群の間に差は

みられなかった。また、呼吸機能検査における%肺活量および1秒率も、この2群
間に差は見られなかった。 

3） 血小板機能の細胞レベルでの解析 
上記1)2)にて収集された検体において、各種刺激により活性化される細胞内情

報伝達系[アデニル酸シクラーゼ/cAMP/プロテインキナーゼ A、プロテインキナ

ーゼ C、phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-キナーゼ)、Akt/プロテインキナー

ゼ B、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、SAPK/JNK)、Rho/Rhoキナーゼ、Rac、Ca++動員等]の検討を行った。 
DM患者46例(男性25例/女性21例)について、リストセチン刺激前後の血小板内

HSP27リン酸化レベル、血漿中のリン酸化HSP27レベルおよびPDGF-ABレベル
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を解析した。リストセチン(1.5 mg/ml)刺激時のHSP27(serine 78)のリン酸化レベ

ルは、血漿中に遊離されるリン酸化HSP27レベルと正の相関を認めた。抗血小板

薬の投与例は15例(男性6例/女性9例)であったが、リストセチン刺激による血小板

凝集は抗血小板薬投与の有無の2群間で相違が見られなかった。一方、リストセ

チン刺激により血漿中に遊離されるリン酸化HSP27レベルおよびPDGF-ABレベ

ルは、抗血小板薬投与群では非投与群との比較において著明に抑制されていた。 
健常者から調整した platelet rich plasma (PRP) を用いた検討では、

sphingosine 1-phosphate (S1P)はS1P1受容体ではなくS1P4受容体を介してコ

ラーゲン刺激による血小板凝集、PDGF-ABの分泌、sCD40 ligandの遊離、HSP27
のリン酸化およびリン酸化HSP27の遊離を抑制すること、TRAPはトロンビン受

容体のうちPAR1受容体およびPAR4受容体を介し、低分子量GTP結合蛋白質の一つ

であるRacを活性化すること、その下流でp38 MAPキナーゼを介しHSP27をリン酸

化し、HSP27の遊離を促進することを明らかとした。 
 
 
Ｄ．考察と結論 

OSASとDMの発症に関連する肥満およびインスリン抵抗性の病態において、関

連が深いことが知られている。OSASの病態において臨床的に重要な総睡眠時間

と血小板凝集能の亢進との間に相関があることが確認された。一方、AHIとの関

連性は明らかとはならなかったが、今回の検討事例は精査入院患者が主体で重症

例が多かったことに起因すると考えられた。また3%ODIおよびSPO2/総睡眠時

間%との間に正の相関関係を、minimum SPO2値との間に負の相関関係が認めら

れたが、これらの結果はOSASにおけるSPO2低下については、その持続時間より

低下レベルが血小板凝集能の亢進に強く影響する可能性を示唆するものと考え

られた。一方、DM患者との比較において、OSAS事例は各刺激時の反応性に相違

があることが示唆されたが、さらに詳細な分析が必要である。昨年度の本研究で

は、DM事例においてずり応力刺激モデルであるリストセチン刺激により血小板

からHSP27が遊離されることを示した。今年度は、抗血小板薬投与の影響につい

て検討し、抗血小板薬はリストセチン刺激時の血小板凝集に影響しないが、リン

酸化HSP27およびPDGF-ABの遊離を抑制することを明らかとした。また、健常

者由来の血小板の解析によりコラーゲン刺激に対するS1Pの制御機構、および

TRAP刺激におけるHSP27遊離の機序を明らかとした。HSP27がマクロファージ

などから細胞外に遊離され、動脈硬化防御作用を有すること(Myrikov EV et al., 
Physiol. Rev. 91:1123-1159, 2011; Reddy VS et al., Cell Stress Chaperones 
23:441-454, 2018; Rayner K et al., Circ. Res. 103:133-141, 2008)、細胞外の

HSP27は、血管内皮細胞において動脈硬化促進因子として知られる血管内皮細胞
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増殖因子の発現を亢進すること(Thuringer D et al., FASEB J. 27:4169-4183, 
2013)、マクロファージにおいてHSP27がIL-10等のanti-inflammatory factors
に加えてインターロイキン(IL)-1β等のpro-inflammatory factorsを促進的に制御

すること(Salari S et al., Cell Stress Chaperones 18:53-63, 2013)等が報告され

ている。以上を踏まえ、DM患者における今回の成果は、血小板刺激時に遊離さ

れるHSP27は動脈硬化促進因子として知られるPDGF-ABの遊離と共役して動脈

硬化性変化を促進している可能性、並びにアスピリンを初めとする抗血小板薬が

この機序を抑制する可能性を示唆した、極めて重要な新知見であると考える。以

上、OSASにおける血小板凝集能亢進の特性が明らかとなるとともに、細胞レベルで

の検討によりDM患者における抗血小板薬の有用性が強く示唆された。 
 
 
Ｅ．健康危険情報 
 なし 
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