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解 説

血小板粘着障害の臨床

九州大学大学院医学研究院病態修復内科学

岡村 孝

1. はじめに

血小板は，血管内皮細胞剥離部では内皮下組織に接して粘着をきたし，続いて凝集反応を惹起することによって

1次止血が成立する．この粘着凝集機構には，多くの血漿蛋白や血小板膜蛋白が関与し，それぞれの遺伝子異常や

後天的原因によって出血傾向を生じる．血小板粘着障害をきたしうる最も多い病態は，血小板減少症であり，造血

不全（再生不良性貧血，骨髄異形成症候群など），自己免疫（特発性血小板減少性紫斑病）あるいは血栓形成に伴う

消費（血栓性血小板減少性紫斑病，汎発性血管内凝固症候群など）などによって発症する．ここでは，主に血漿蛋

白である vonWillebrand因子 (vWF)の異常である vonWillebtand病 (vWD) と血小板膜蛋白である糖タンパ

クGPIb/IX/V複合体の異常である Bemard..:Soulier症候群 (BSS)の病態について述べる．

2.血小板粘着機序およぴ血栓形成機序

血管内皮細胞表面では，血液の流動性を保っためいろんな分子がそれぞれの役割を果たしている．しかし，内皮

細胞が機能的あるいは機械的に障害を受けた場合，血液細胞および血漿蛋白が相互に作用しあって血管壁を修復す

る機構が働く 5)．血管内皮細胞が剥離した部での血小板粘着および凝集を模式化したのが図1である．血漿蛋白であ

るvWFが内皮下組織に存在するコラーゲンと接すると，血流のずり応力に依存して vWFがコラーゲンに結合し，

このvWFを認識し血小板が粘着する． vWFは血小板膜蛋白である GPib/IX/V複合体あるいは GPIIb/IIIa複合

体（インテグリン allbI氏）と結合し，このシグナルが血小板内に伝達され血小板濃縮顆粒からの ADPやトロンボ

キサンふなどが放出されるとさらに血小板膜蛋白 GPIIb/Illa複合体が表而に露呈するようになりこれがフィブ

リノゲンの受容体となり血小板凝集が生じる．また，血小板膜蛋白GPia/Ila（インテグリン <X2/31)あるいはGPVI

は直接コラーゲンと結合する．このように血小板粘着・凝集がおこると血小板膜リン脂質組成も変化し，ミクロパー

テイクルの放出も起こり，血液凝固活性化反応の場を提供することとなり血栓形成が出現する．内皮下組織に存在

し，単球や内皮細胞表面に発現した組織因子が引き金となり産生されたトロンビンは，局所的な血栓形成や血小板

活性化をきたし血小板の凝集放出反応が増幅される．また，血小板 a顆粒から各種増殖因子や凝固線溶因子も放出

され内膜肥厚や中膜平滑筋増殖などの動脈硬化性病変の形成ならびに血管新生にも関与することが考えられる．

3. von Willebrand因子 (vWF)およぴvonWillebrand病 (vWD)

vWFは，分子最275kDの糖蛋白で血漿中には約lOμg/mlの濃度で存在する．産生細胞は血管内皮細胞が主体で

あり， vWFプロトマーは， Golgiで糖鎖の付着やsulfationを経て， postGolgiでマルチマー形成（ジスルフィド

結合）およびvWFantigenIIが切断され，内皮細胞のWeibel-Palade小体に蓄積されている． vWFは，炎症性サ

イトカインや，アドレナリン・バゾプレッシンなどのホルモンの刺激で血中へ放出される（図 1)．また， vWFは
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図 1 血小板粘着 ・凝集機序

血小板 a顆粒にも存在している．血漿において巨大な VWFマルチマーは，メタロプロテアーゼである vWFcleav-

age proteaseで適度の構造に分解され，血小板粘着・凝集反応および凝固第VIII因子のキャリヤーとして機能して

いる．vWF遺伝子は，染色体12p 12-pterに存在し，178kbに及ぶ巨大な遺伝子で52のエクソンからなってい

る．また，22番染色体長腕には偽遺伝子が存在し，97％の相同性を有しているため遺伝子解析を困難にしている 3).

2,050個のアミノ酸からなる成熟単一vWFは，N末から VIII因子結合部位，GPiba結合部位，コラーゲン結合部

位およびC末近傍 1,744-1,747にインテグリンと結合する RGDS配列があり，各ドメイン構造を呈している．

vWDは，vWF追伝子異常に伴う vWFの質的および鼠的異常をきた し， 先天性の出血傾向を呈する疾患である．

主に常染色体優性追伝形式をとる．分類は，表1のように斌的低下をきたすtype1と，質的異常をきたすtype2が

あり ，いくつかの subtypeに分類される．完全欠損をきたす重症型がtype3であり，劣性遺伝である凡診断は，

出血時間の延長と活性化部分トロンボプラスチン時間(APTT)の軽度延長でスクリーニングされ，vWF活性，vWF

抗原羅，第VIII因子活性，リス トセチン惹起血小板凝集能ならびにマルチマー解析結果でvWDの診断と分類が一

般的には可能である．

われわれは，type2B vWD患者3名の遺伝子解析を行い，その変異部位を同定した 1J. Type 2Bは，血小板膜糖

蛋白 GPibaとの親和性が克進という機能異常を呈するもので臨床的にはリストセチン惹起血小板凝集が冗進する

ことで診断できる．このためバゾプレッシン誘導体である DDAVP投与により血管内皮細胞に貯蔵されている異常

vWFが放出されるため血小板を凝集させ，著明な血小板数の低下をきたす（図 2).vWFのGPiba結合部位は Al

ドメインであり，509Cysと695Cysの間のジスルフィド結合によって形成されるループ構造が重要であるといわ

れている（図3)．よらて Alドメインを PCRで増幡し塩基配列を決定する ことによって type2Bの遺伝子解析は
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表 1 von Willebrand病の分類

type vWFの性状 vWFマルチマー構造 遺伝形式

1 量的低下 異常なし 優性

2A GPib結合能の低下 高分子欠如 優性・劣性

2B GPib結合能充進 高分子欠如 優性・劣性

2M GPib結合能低下 高分子欠如なし 優性・劣性

2N VIII因子結合能低下 問わず 優性・劣性

3 完全欠損 欠損 劣性

可能である．われわれの症例では， 545Arg→Cysのヘテロミスセンス変異が2例と 553Val→Metのヘテロミス

センス変異が1例であった（図3).Type 2B vWDでは，この他の部位のアミノ酸置換でも同じ表現系がみられ，

ある特定のアミノ酸のみがGPibaとの結合に重要ではなく，この部位の構造変化が流速負荷により機能ドメイン

の表面への露出につながり GPibaとの結合を容易にすると説明されている．また，これらのアミノ酸置換がホモ接

合体であろうとヘテロ接合体であろうと GPlbaとの親和性は同じであることがinvitro発現系で証明されている．

553 Val→Met症例は，経過中妊娠し，分娩方法を選択するため胎児の子宮内遺伝子診断を行った．妊娠39週で子

宮内胎児謄帯血を採取し有核細胞から DNAを調整し． PCR増幅DNAをAccIIによる allelespecific restriction 

analysis（図4）およびDNA塩基配列決定を行い，胎児は異常遺伝子を持たず正常型アレルのみであることが判明

し，母体の出血管理のもと正常分娩が施行できた．

4. vWF受容体およびBernard-Soulier症候群

血小板膜には多くの膜蛋白が存在し，それぞれのリガンドに対する特異的な受容体として機能している． vWFに

対する受容体として GPib/IX/V複合体がある．この複合体は，図5のように GPiba,GPib/1, GPIXおよびGPV

の4つの膜蛋白からなり， 7個のペプチドが一つの受容体機能単位を形成している．これらの膜蛋白は，共通構造

として細胞外ドメインN末に leucinerich repeat (LRR)を持つが，この機能についてはまだ不明である． vWF

と結合するのはGPibaのN末領域である． GPlbaは，分子量 140kDの糖蛋白でN末が細胞外で， N末から

LRR,糖鎖付着部，膜貫通部および細胞内ドメインからなり， GPlbfJと膜直上部でジスルフィド結合している．ま

た一部は膜直上部でcalpainなどの蛋白分解酵素により切断され細胞外ドメインがグリコカリシンとして血漿中に

存在している（図6b). vWFがGPlbaに結合し，続いて起こる GPIIb/IIIaの露出などの細胞内イベントとしての

血小板活性化メカニズムについての詳細は不明である． GPiba遺伝子は染色体17p 12-pterに存在しアミノ酸を

コードする領域は単ーエクソン（約2kb)からなっている． GPibfJは第22番染色体， GPIX遺伝子は第3番染色体

にあり，いずれもアミノ酸翻訳領域は単ーエクソンからなり，非常に短い遺伝子である（図 6a)．これら複合体蛋

白が蛋白構造だけでなく遺伝子構造も類似性をもつことは興味ある点である．

Bernard-Soulier症候群 (BSS)は，このGPib/IX/V複合体が膜に欠如した先天性出血性疾患（常染色体劣性遺

伝）であり，血小板機能異常症としては，血小板無力症に次いで多い．ヘテロ接合体では出血傾向はみられず正常

表現系である． BSSは，臨床的に出血時間の延長，血小板数低下および巨大血小板の存在が特徴であり，次いでリ

ストセチン惹起血小板凝集の欠如，血小板膜フローサイトメトリーにより GPiba,GPib{J, GPIX, GPVの欠如を

みることにより確定診断可能である． ときに特発性血小板減少性紫斑病と診断されて副腎皮質ステロイドホルモン

剤投与や摘牌などが施行されることもあるので末梢血のスメア標本をよく観察し巨大血小板の存在に注意すること

が重要である． BSSの責任遣伝子としては． GPiba,GPib[JおよびGPIXのいずれかであるが，現在のところ GPV

遺伝子異常による BSSの報告はない．これらの一つの遺伝子異常に伴う蛋白発現欠如により他の複合体蛋白の膜発

現も低下するため，機能分子としての複合体は全体として欠損することになる．
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vWD type 2BへのDDAVP投与
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図2 vWD type 2B患者への DDAVP投与

上．DDAVP投与後の臨床検査値の変動

VIII : C:第 VIII因子活性，vWFRCoF: vWF活性，vWFAg:vWF抗原呈

下．DDAVP投与後の vWFマルチマーパターン (SDSアガロース泳動）

N:正常者血漿 P: vWD type 2B患者血漿
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図4 vWD  type 2B患者児の出生前遺伝子診断

正常者，患者およびその胎児DNAをAccIIで切断し，アガロース電気泳動を施行．患

者のみがヘテロ接合体であり ，児は正常であった．

われわれは，遺伝子解析で確認した 2例の GPiba異常および2例の GPIX異常を経験し，病態を解析した．それ

ぞれの欠損症代表例のフローサイトメトリーパターンを図 7に示す．GPiba欠損例と GPIX欠損例において，複合

体膜蛋白モノクローナル抗体を用いて膜上での発現量を検討すると，責任蛋白の完全欠損と複合体蛋白全体の発現

量が減少するのは当然であるが，GPiba欠損例では GPIXはかなり残存しているが，反対に GPIX欠損例では

GPibaや GPVはわずかに存在しているにすぎない．GPVは，その膜での存在に GPibaが必須であることが知ら
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図 5 血小板膜蛋白

GPib/IX/V複合体の構築モデル

れ， GPiba欠損例ではほとんど発現がみられないがGPIX欠損例では GPibaが部分的に存在しているため GPV

も膜発現がみられるものと解釈される．さらに GPibaの複合体形成には GPib/3とGPIXの存在が必要である，こ

のように膜蛋白複合体形成にも hierarchyが存在することが考えられ，フローサイ トメトリ ーでの発現パターンを

みることにより BSS責任遺伝子が推定可能である見

GPiba欠損を示す BSS症例 1では，塩基番号972-975のTGTG繰り返しが2塩基欠失するホモ接合体であり ，

frarneshiftをきたし stopcodonができるため膜貫通部をもたない truncatedformとなる．このタイプでは West-

ern blotで血漿中および血小板内に もGPiba抗原は存在しなかったので巨核球での細胞内分解経路で処理されて

膜蛋白形成障害をきたしたものと考えられる．症例2は，複合ヘテロ接合体であり ，母より 1,438-1,444の連続し

た7個の Aのうち一つが欠失した alleleを，父より 1,418にTの一塩基挿入した alleleを受け継ぎ，両方の allele

も膜直上部でframeshiftをきたし C末に異常ペプチドが付着した分子の形成が予想される．このタイプでは，血漿

および血小板内には GPiba様抗原は存在し，膜を素通りして血漿中に分泌されるものと考えられる（図6b)2)・

一方，GPIX欠損例の 2例ではどちらもホモ接合体で，73Cys→Tyrのrnissensemutationと126Try→Stop 

のnonsensemutationであった．73Cys→ Tyrの発現実験でも膜に GPIXの存在はみられず，構造異常により細胞

内分解機構により処理されるものと解釈される．

BSSでは，なぜ巨大血小板が産生されるのか現在も不明である．巨大血小板は，GPib/IX/V欠損だけでなく ，

nonmuscle myosin heavy chain 9遺伝子異常で発症する May-Hegglinanomaly, Sebastian syndromeあるいは

Fechtner syndromeなどでもみられ叫これらの蛋白欠損と巨大血小板生成との関わりについて興味が持たれる．

われわれは，BSSだけでなく血小板無力症を含めた先天性血小板機能異常症において消化管angiodysplasiaを

合併し，重篤な消化管出血をきたすことを報告した．切除小腸の組織像をみると粘膜下層に不規則に拡張 ・蛇行し
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図 6 血小板膜蛋白

GPiba, GPib/3，GPIXおよびGPVの遺伝子構造，ならびに正常GPibaおよびBSS患
者異常GPiba蛋白の構造
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BSS患者血小板膜蛋白
フローサイトメトリー解析
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図7 正常者およびBSS患者代表例の血小板膜蛋白発現パターン

た血管が増加し，壁が薄く一部破綻している像がみられた（図 8)．消化管angiodysplasiaは，以前より vWDにお

いて高率に合併すること力ゞ知られ，血小板粘着現象が血管の修復や新生にも関与する可能性が示唆された丸

5. おわりに

近年，相同組替え技術により GPiba遺伝子の knockoutマウスが報告された見予想どおりヒトにおける BSSと

同じ表現系を呈し，モデル動物として使用できるようになった．もっとも期待される成果は，遺伝子治療による BSS

の治癒が可能であるか？ということであろう．現時点での臨床応用に関しては，ベクターを含めた造血幹細胞への

遺伝子尋入効率および安全性の問題，巨核球系への特異的発現系の確立，遺伝子焉入幹細胞の増幅技術，移植前処

凪の安全性の問題など，さまざまなクリアすべき問題点が多々ある．その他にも， vWFとGPibaとの結合機作，

GPib/IX/V複合体からの血小板活性化シグナルの解明および巨大血小板形成機序などの分野で今後の研究が進む

であろう．これらの基礎的研究の進歩により臨床的にも血栓予防，血栓症治療さらには動脈硬化の予防などの分野
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への応用が大いに期待される．
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