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総 説 抗血栓薬の現状と新薬開発

血小板凝集 とレムナン ト様 リポタンパク

梅村 和 夫1),AbbyR.Sanisbadi2)

要約:高 脂血症は虚血性冠動脈疾患の危険因子である.

近年,脂 質成分中のレムナントリポ タンパクの重要性がい

われている.そ こで今回はレムナン ト様 リポタンパクが血

小板凝集にどの ような影響を与えるか検討した.レ ムナ ン

ト様リポタンパクは血小板豊富な血漿中では血小板を凝集

させなかったが,他 の血球成分が含まれる全血中では凝集

させた.走 査型電子顕微鏡で,赤 血球膜上で血小板の凝集

がみられ,血 小板 ・赤血球の相互関与の重要性が確認され

た.ま た,こ の凝集にはADPが 関与 していた.レ ムナン

ト様 リポタンパクによる血小板凝集の機構は直接血小板 を

刺激 しておこるのでなく,血 小板 と赤血球 との相互関与 を

介す ることが予測され,新 しい凝集経路を見出せたことは

興味深い.さ らに,レ ムナン ト様 リポタンパ クの表面には

apoEが あ り,レ ムナント様 リポ タンパ クの細胞内取 り込

みの リガン ドとしての役割 を持っている.apoEに はE2,

E3,E4の3つ のアイソザイムがあ る.そ の中でapoE4

は動脈硬化やアルツハイマー病に関与 しているという報告

がある.健 常者はapoE3が 多 く含 まれている.我 々は,

apoE4/3が 豊富なレムナン ト様 リポ タンパクの血中濃 度

の高い患者か ら血液を採取 し,apoE4/3が 豊富 なレムナ

ン ト様 リポタンパ クの血小板凝集における影響を検討 した.

ApoE4/3が 豊富な レムナ ント様 リポタンパ クはapoE3/3

が豊富な ものよ り血小板 を強 く凝集 させ た.apoE3/3が

豊富なレムナン ト様 リポタンパ クによる血小板凝集はベル

シェイプで用量を高くすると凝集が弱 くなって しまうが,

apoE4/3が 豊富 なものでは用量 に依存 して凝集が強 くな

り,さ らに凝集の程度 も強い.こ のことか らapoEの アイ

ソザイムの違いはレムナント様 リポタンパクによる血小板

凝集に大きく影響 していることが示唆された.

1.は じめに

虚血性心疾患に代表される粥状動脈硬化疾患の基礎病態

は血管壁 に存在するプラークである.こ のプラークが破裂

や亀裂 を生 じることで血栓が形成され,急 性冠動脈疾患を

引 き起 こす.最 終的には血栓形成が重要なイベ ントとなる.

この血栓が引き起 こされる機構 としてプラークの破綻や亀

裂が重要であるが,血 管内皮機能障害,血 小板の活性化,

凝固系の充進が大 きく関与 している.血 清脂質 と血栓形成

の関係については多 くの研究が報告されている.家 族性高

コレステロール血症患者において血小板機能の充進が認め

られた り(1,2),無 症候性の高脂血症患者では血小板 のタ

ーンオーバーが短 くなっているという報告がある(3) .さ

らに,レ ムナ ント様 リポタンパクがコラーゲンやADPに

よって惹起 された血小板凝集を増強するといった報告があ

る(4).近 年,レ ムナント様 リポタンパ クは冠動脈疾患の

危険因子 として注目されている(5～7).そ こで我々はレム

ナント様 リポタンパクの血小板凝集における影響を検討 し

た(8,9).

さらに,apoEタ ンパ クはレムナン ト様 リポタンパ クの

表面に存在 し,レ ムナント様リポタンパクの細胞内への取

り込みに関与 している.apoEはE2,E3,E4の3つ のア

イソザ イムを持 ってお り,健 常者の多 くはapoE3/3で あ

る.apoE4は 動脈硬化やアルツハイマー病に関与 してい

るといわれている(10).そ こでapoE4/3が 豊富 なレムナ

ン ト様リポタンパクの血小板凝集における影響をapoE3/

3と 比べて検討 した(11).

2.実 験方法

(1)レ ムナン ト様 リポタンパ クの生成法

男性健常被験者にいつもより多量の朝食 を食べてもらい,

5時 間後にヘパ リン加シリンジにて採血 した.採 血後速や

キー ワー ド:レ ムナ ン ト様 リポ タンパ ク,血 小板凝集,

赤 血球 と血小板 の相 互関与,ADP,

apoEア イ ソザ イム
1)浜松 医科大学薬 理学教室

(〒431-3192浜 松 市 半田町3600)
2)日本 抗 体研 究所

(〒370-0021高 崎 市西横 手町351-1)

e-mail: umemura@hama-med.ac jp
原稿受領 日:2000年7月10日,編 集委員会依頼総説



270梅 村 和 夫,AbbyR.Saniabadi

か に3000回 転4℃ で30分 遠 心 し血漿 を採取 した.レ ム ナ

ン ト様 リポ タ ンパ クの精製 は,既 に報告 され ている方法 に

従 って行 った(12～14).簡 単 に述べ る と,2種 類 の モ ノク

ロー ナル抗体(抗 アポB-100(JI-H:)抗 体 お よび抗 アポA-

1(H-12)抗 体)を そ れぞ れ 固 定化 した セ フ ァ ロー ス4B

混 合 ゲル を用い たア フィニテ ィー クロマ トグラフ ィーで行

った.こ の カラムに結合 しない分画が レムナ ン ト様 リポ タ

ンパ クで あ る.こ の分 画 はア ポB-48,お よ び ア ポB-100

を含 んで いるが,ア ポB-48を 含 むカイ ロ ミクロ ンレムナ

ン トはアポA-1を 欠 く為 に,ア ポB-100を 含 むVLD:L(超

低 比重 リポ タンパ ク)レ ムナ ン トはJI-H抗 体 の抗 原認 識

部位がアポEに よ り阻害 される為にカラムに結合せず,

レムナン ト様 リポタンパクとして分離 される.主 にカイロ

ミクロンレムナ ントとV:LDLレ ムナン トの混合物 を総 じ

て,レ ムナ ント様 リポタンパクと呼ぶ.

ApoE4/3が 豊富なレムナ ン ト様 リポ タンパ クの生成は

以下の患者か ら採取 した.47歳 男性,心 疾患やその他 の

基礎疾患の既往はなかった.突 然の死亡により法医学的な

検死が行われた.死 因は心筋梗塞 と断定された.親 族の同

意のもと,こ の患者の心臓から血液を採取 し,レ ムナン ト

様 リポタンパクを上記の方法で生成 した.

(2)全 血 における血小板凝集 能測定

健常被験者か ら採血 した.被 験者は以下の項 目を満た し

ている者に参加 してもらった.ア スピリンや他の血小板機

能に影響を与える薬剤 を14日 以内に服用 していない.ア

ルコールを48時 間以内に飲んでいない.前 日の夕食を軽

く,採 血の当 日の朝食は取 らない.

採血に用いたシ リンジは3.2%ク エ ン酸(最 終濃 度10

mM)を 含み,採 血後速やかにシリンジ内を優 しく撹絆 し,

37℃ の保温器に入れた.

血小板凝集能を検討するために,1mlの 血液 をプラス

チックチューブへ移 し,レ ムナント様 リポタンパクを添加

し優 しく撹拝 し40秒 後 に1%ホ ルマ リンと0.1%グ ルタ

アルデヒ ドを含んだ溶液を添加 し,凝 集反応 を停止させた.

レムナント様 リポ タンパクを添加することによって血小板

が凝集塊を形成するが,そ のために血小板が塊 を形成せず

1つ ずつの状態で存在する数が減少する.そ こでこの1つ

ずつの血小板の数を測定することで凝集能を検討 した.何

も添加 しないものを対照群とした.

レムナント様リポ タンパクの血小板凝集作用の機序を検

討するためにシクロオキシゲナーゼ阻害薬であるアスピリ

ン,ホ スホジエステラーゼIII阻 害薬であるシロスタゾー

ル,ADPス カベ ンジャーであるアピラ」ゼ,ADP拮 抗薬

である2一クロロアデノシンを添加 して凝集能に与 える影

響について検討した.

(3)走 査電子顕微鏡 によ る検討

凝集反応後に血球成分を50mlの2%グ ルタアルデヒ ド

(氷冷)へ 入れよく撹拝 し1時 間放置 し,そ の後 リン酸バ

ッファーで10倍 に希釈 した.そ の後,遠 心 しアルデヒ ド

を取 り除き,血 球成分を1%オ ス ミウムに入れた.そ の後,

血球成分を脱水,凍 結乾燥 して走査型電子顕微鏡で観察 し

た.

3.結 果

(1)レ ムナン トリポタンパ クの成分

健常者のレムナント様 リポタンパクの成分は総中性脂肪

が12.35±6.2mg/ml,総:コ レステロールが0.32±0.08mg

Fig. 1 A concentration response relationship for 
remnant-like lipoprotein particles (RLP) of CM; 
VLDL induced platelet aggregation in human 
whole blood measured as the fall in single platelet 
count. A 10,u 1 RLP preparation contained 7.2 ± 1.2 
,u g protein (mainly apoprotein), 3.2 ± 0.8 u g total 
cholesterol and 123.5 ± 62 u g total triglycerides. 
As shown, platelet aggregation in response to the 
RLP concentration increased from 2.5 ,u 1 up to 10 
,u1/ml blood and then decreased with increasing 
the concentration of RLP; at 200 ,u l/ml, the fall in 
single platelet count was less than the level of 
spontaneous platelet aggregation observed in ali

quots treated with the vehicle. Data represent the 
mean ± S.D., derived from 22 observations. *P< 
0.05, * *P < 0.01, * * *P < 0.001; versus vehicle.
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/ml,タ ンパ ク(主 にア ポ タンパ ク)が0.72±0.12　 mg/ml

で あ っ た.カ イ ロ ミク ロ ンは4.2±0.6mg/ml,　 VLDLは

0.8±0.2mg/ml,レ ム ナ ン ト様 リポタ ンパ クは1.6±0.2　 mg

/mlで あ った.

　 一 方,apoE4/3が 豊 富 な レムナ ン ト様 リポ タ ンパ ク の

成分 は,ア ポ タンパ クが13.9mg/dlで あ った.296μgpro-

teinの も の で は コ レス テ ロ ー ル は308μgで 中性 脂 肪 は

548μgで あ った.

(2)血 小 板 凝 集 能 測 定

　今 回使用 した血小 板凝集 能測定法 が妥当か を検 討す るた

め に,ADPを 添 加 して凝i集 能 を測 定 した.凝 集 はADP

の濃 度 に依存 して惹起 された.0.48μMと い う少量で ほぼ

100%の 凝 集が惹起 され,か つ凝集 の ば らつ きが少 な い こ

とか ら感度が 高 く再現性 の よい方法 と思 われる.

(3)レ ム ナ ン ト様 リポ タ ンパ ク に よ る血小 板 凝集

　 LDL、,カ イ ロ ミ クロ ン,　V:LD:Lは 凝 集 には あ ま り影響

を与 え なか った.レ ムナ ン ト様 リポ タンパ クは血小板 の凝

集 を惹 起 させ た(図1).レ ム ナ ン ト様 リポ タ ンパ ク を1

mlの 全 血 へ2.5～10μ1を 添加 した ときは凝 集 を用量 依存

的 に元 進 させ た.し か し,10～100μ1を 添加 した と きは

凝集は惹起させたものの10μ1添 加時 と比べ凝集は弱かっ

た.200μ1添 加では凝集は惹起 させなかった.レ ムナ ン

ト様 リポタンパク10μ1に 含 まれるタンパク(主 にリポタ

ンパ ク)が7.2±1.2mg/ml,総 中性脂肪が123.5±62.2mg

/ml,総 コレステロールが3.2±0.8mg/mlで あった.

(4)レ ムナ ン ト様 リポ タンパ クに よる血小 板凝 集 に

対 す るア ス ピ リン,シ ロス タゾール,ア ピラ ーゼ,

2一クロロアデ ノシンの影響

結 果を図2に 示す.ア ス ピリンを10μg/mlお よび20

μg/ml(111μM)添 加 して もレムナン ト様 リポタンパ ク

による血小板凝集において影響を与えなかった.シ ロスタ

ゾール(0.4,0.8,1.6μg/ml)を 添加す ると用量依存 的

にレムナント様リポタンパクによる凝集を抑制した.さ ら

に,ア ピラーゼ(3U/ml)お よび2一クロロアデノシン(5

μM)の 添加でもレムナント様リポタンパクによる凝集 を

抑制した.

(5)血 小板凝集 に対 する赤血球の関与
一走査型電子顕微鏡による検討 一

我々はレムナ ント様 リポタンパクは血小板豊富な血漿 に

おいては血小板を凝集させないことを見出してお り,今 回

Fig. 2 Effects of aspirin, cilostazol (a phosphodiesterase type III inhibitor), apyrase (a ADP scavenger) and 2
chloroadenosine (2CIAd, a platelet ADP-receptor antagonist) on RLP induced platelet aggregation in human 
whole blood measured as the fall in single platelet count. As shown, aspirin was completely ineffective against 
the RLP-induced platelet aggregation. In contrast, cilostazol, apyrase and 2CIAd inhibited the aggregation. 
Data represent the mean ± S.D. *P < 0.05, * *P < 0.01, * * *P < 0.001 versus RLP alone.
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の結果 と併せて考えるとレムナ ント様 リポタンパ クによる

血小板凝集は白血球あるいは赤血球が関与 している可能性

がある.そ こで,血 小板凝集の状態を走査型電子顕微鏡で

観察 した.驚 くことに,赤 血球膜上で血小板が凝集してい

る像が多 くみ られた(図3).ま た,ADP添 加によって血

小板凝集を惹起 したときにはこのような赤血球 と血小板 と

の関係はみられなかった.

(6)Apo:E4/3が 豊富 な レムナ ン ト様 リポ タンパ クに

　 よる血小板 凝集 にお ける影響

　 レムナン ト様 リポタンパクの濃度を上げていくと血小板

凝集は用量依存的に強 くなった図4).図1に 示 した50μ1

/mlは 図4の74　 gと ほぼ同程度の濃度 と思われるので,2

つの図を見ても明らかな様に凝集反応のパター ンが異 なる.

健常者のレムナ ント様 リポタンパクによる血小板凝集 と異

な りapoE4/3が 豊富なものでは高濃度 において も凝集 は

強 く惹起 された.こ の凝集反応はアスピリンでは抑制でき

ず,ADPに よる凝集抑制剤 やADPス カベ ンジャーによ

り強力に抑制された.

4.考 察

今回の研究でレムナント様 リポタンパクは血小板凝集を

惹起 させた.こ れは血小板豊富な血漿ではみられなく,他

の血球成分を含んだ全血においてのみ観察された.ま た,

走査型電子顕微鏡による観察か ら血小板は赤血球膜上で凝

集をしている像がみ られ,今 回のレムナント様 リポタンパ

クによる血小板凝集作用は血小板 と赤血球の相互作用の関

与が考えられた.そ の機構 として以下のことが考えられる.

まず,レ ムナント様 リポタンパクが赤血球膜上に結合 しそ

れを足がか りとして血小板がそこに接着 し,そ れを核 とし

てさらに血小板が凝集をおこす.次 に,レ ムナント様 リポ

タンパクが血小板 と結合 し血小板を活性化 し赤血球との接

着を促す.そ してさらなる凝集が起 こる.し かし,今 回の

研究ではこの機構 に関 しては解明できなかった.そ れには,

放射ラベルされたレムナント様リポタンパクを用いどちら

に結合するか確認する必要がある.

また,赤 血球膜上には細胞内か ら血小板 を凝集させうる

ADPが 存在することが報告 されている(15).今 回の研究

Fig. 3 Scanning electron micrographs showing 
typical examples of platelet adhesion to the red 
blood cell and aggregation formation on the red 

blood cell membrane treated with RLP.

Fig. 4 Platelet aggregation induced by apo E4//3
rich RLP prepared from plasma of a sudden death 

case. *P = 0.002, * * *P < 0.0001 versus vehicle.
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では,ADPス カベ ンジャーであるアピラーゼやADP拮

抗薬である2一クロロアデノシンを添加することによ りレ

ムナント様 レポタンパクによる血小板凝集を抑制できた.

このことより,レ ムナント様リポタンパクによる血小板凝

集にADPが 関与 していることが考えられ,そ のソース と

して血小板 ・赤血球の相互関与を考えると赤血球膜上にあ

るADPが 最 も疑われる.

このレムナ ント様 リポタンパクによる血小板凝集は臨床

における動脈硬化性疾患で重要な役割 をしていることが考

えられる.例 えば,冠 動脈疾患でプラーグが破裂したとき

そこに血栓が形成 され急性心筋梗塞を引き起こす.こ の血

栓形成に,血 清中のあるいはプラーグ中のレムナントリポ

タンパクが血栓形成 を助長することが多いに考えられる.

この場合 に薬物治療薬として今回の研究ではレムナン ト

様 リポタンパクによる血小板凝集はシクロオキシゲナーゼ

阻害薬であるアスピリンでは抑制で きず,ホ スポジエステ

ラーゼIII阻 害薬であるシロスタゾールは抑制 した.レ ム

ナン ト様 リポタンパクによる血小板凝集の機構が現在のと

ころ明確でないので薬物の抑制効果の作用点を考察するこ

とは難 しいが,ADPの 関与が強 く疑 われることもあ りシ

クロオキシゲナーゼ抑制よ りもADP凝 集を抑制するよう

なチクロピジンやcAMPを 増加 させ るプロス タグランジ

ン類やホスポジエステラーゼ阻害薬が有効であることが予

測 される.今 後の検討が待たれる.

今回,apoEの 変異系であるapoE4/3を 豊富にもったレ

ムナン ト様 リポタンパクの血小板凝集への影響 を観察 して

みるとapoE3/3の もの と比べ凝集を強 く惹起す るだけで

な く用量を上げてい くと凝集がさらに強 くなってい く.

ApoEは レムナント様リポタンパクの表面に存在 し細胞膜

上の受容体と結合し細胞内への脂質の輸送に大 きく関与 し

ている.ま た,変 異の割合はapoE3/3を 持ったヒ トは約

60%でapoE4/3は 約20%で ある.ApoE4/3は 受容体へ

の結合はapoE3./3と 同程度であるが血清 コレステロール

は高値である.こ の変異が どうして血小板凝集へ反応が異

なったかは分か らないが,ア ルツハイマー病の発症や動脈

硬化の促進と関与 していることから血小板にも何 らかの異

なった刺激 を与えていることが考えられる.ま た,頻 度 も

20%と 多 く高 レムナ ン ト血漿だけで なくapoEの 発現形

の違い も十分視野に入れた検討が重要 となって くる.

5.最 後 に

レムナント様リポタンパクが患者で測定可能にな り病態

での意義が解明されてこよう.今 回の研究で興味深いこと

はレムナ ント様リポタンパクによる血小板凝集は直接血小

板に働きかけ凝集させるのと異な り,血 小板 と赤血球 との

相互関与が重要な役割を していることである.さ らに,表

面にあるapoEの 変異によって血小板凝集に対する反応が

異なることは病態の遺伝的な背景の重要性 を示す ものであ

る.今 後この凝集の機構が解明されていくことにより新 し

い病態の解析や治療薬開発に結びつ くことを期待する.
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Abstract -Aggregation of human blood platelets by remnant-like lipoprotein particles. Kazuo 
UMEMURA" and Abby R. SANIABADI2' ("Department of Pharmacology, Hamamatsu University School of 
Medicine, Hamamastu 431-3192, Japan, and ')Japan Immunoresearch Laboratories, Takasaki 370-0021, 
Japan). Folia Pharmacol. Jpn. (Nippon Yakurigaku Zasshi) 116, 269274 (2000) 
The action of lipoprotein lipase on chylomicrons (CM) and very low density lipoproteins (VLDL) produces 
remnant lipoproteins (RLP) that are rich in triglycerides, cholesterol and apolipoprotein E (apo E). Apo E 
serves as a ligand for the LDL receptor and mediates uptake of RLP by macrophages, vascular wall and 

other cells that express the LDL receptor. Uptake of RLP can profoundly alter the physiology of cells and 

promote atherosclerosis and thrombosis. Like RLP, blood platelets also have roles in atherosclerosis and 
thrombosis; hence it is likely that RLP can influence platelet activity as well. Platelet aggregation was as
sessed by measuring the loss of single platelets. Apo E3/3-rich RLP derived from normal human plasma 
VLDL and CM were prepared by an immunoseparation method. At 2.5 to 10,u1, RLP induced platelet ag

gregation that increased with the dose of RLP, but decreased it at 25 to 200,u 1. Unlike apo E3/3-rich RLP, 
apo E4/3 (heterozygous phenotype) rich RLP caused platelet aggregation in a dose-dependent manner, 
without producing a bell-shape dose-response relationship. Scanning electron microscopy revealed that ac
tivated platelets had adhered to and formed aggregates on the red cell membrane. The platelet response 

was unaffected by aspirin, but was inhibited by apyrase (an ADP scavenger), 2-chloroadenosine (a platelet 
ADP-receptor antagonist) and cilostazol, a phosphodiesterase type III inhibitor. It is thought that RLP 
cause leakage of ADP from red cells, which then mediates platelet aggregation. 
Keywords: remnant like lipoprotein particle; platelet aggregation; relationship between blood red cells and 

platelets; ADP; apoE isoform
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