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蛋白質チロシン燐酸化反応と血小板機能
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序　　言

　チロシンキナーゼと血小板機能の関わりにつ

いて我々の教室で研究を始めて7年になる。3

年前にある学会誌にチロシン燐酸化の総説を依

頼され，それまでの世界における研究の進展に

わずかながら我々の教室の結果を交え，血小板

活性化とチロシンキナーゼの関係について小論

文をまとめた。今回，山梨医大誌にチロシンキ

ナーゼについての総説を書くことになり，3年

前の自らの総説を読み返すとこの研究課題の最

近の進歩がいかに著しいかが認識できた。本論

文ですべての項目について解説することはでき

ないが，最近の血小板活性化信号伝達系におけ

るチロシンキナーゼの主要な進展を解説した

い。最初3分の1程度はチロシンキナーゼの基

礎的な解説をし，細胞の信号伝達系における役

割を述べる。その後に現在までにわかってきた

血小板活性化とチロシン燐酸化の関係について

説明したい。

L細胞機能における蛋白質燐酸化及び

　　　チロシンキナーゼの発見

　細胞活性化の信号伝達系において，蛋白燐酸

化は重要な役割をはたしている。蛋白燐酸化を

起こすprotein　kinase（タンパク質リン酸化酵
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素）は主としてATPからのPiを基質蛋白に結

合させるが，その修飾の結果基質のコンフォメ

ーションの変化が起こり活性が調節されると考

えられている。リン酸化による蛋白の立体構造

の変化は，myosin等で確認されており，蛋白

リン酸化は細胞機能のあらゆる調節機構にかか

わると言っても過言ではないであろう。基質蛋

白のリン酸化を詳しく解析すると，リン酸化は

ほとんどが水酸基を持つアミノ酸（セリン，ス

レオニン）残基に起きる。このため，長い期間，

protein　kinaseはセリンとスレ幽妙ンをリン酸

化する酵素すなわちセリン／スレオニンキナ同

寸と考えられていた。細胞内活性化信号として

知られているCa＋＋，　cAMPによりそれぞれ活性

化されるCa÷＋一calmodulin依存性prGteln

kinase，　cAMP依存性proteln　klnaseもその範

躊に入り，また西塚等により発見されたpro－

tein　kinase　Cも同様である。ところが1970年

代後半より1980年代初めにかけて，ラウス肉

腫ウイルスの癌遺伝子産物が蛋白質のセリンや

スレオニン残基でなく，チロシン残基をリン酸

化することが明らかになった1）。チロシンもセ

リンなどと同様水酸基を持つアミノ酸である

が，チロシン残基のリン酸化は細胞内の全リン

酸化アミノ酸のわずか0．02－0．05％にすぎず発

見が遅れたわけである。その後チロシン残基を

リン酸化する酵素（チロシンキナーゼ）が次々

と発見されたが，そのほとんどが，増殖因子の

受容体，または癌遺伝子産物であった。チロシ

ンキナーゼの活性を持つ受容体には，PDGF
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（血小板由来成長因子），インスリン及びM－

CSF（コロニー刺激因子）などに対するものが

あり，これら受容体に増殖因子が結合すると，

内在するチロシンキナーゼ活性が増加する。こ

の結果標的蛋白のチロシン残基のリン酸化が起

き，細胞増殖への信号になると考えられている。

一方，細胞膜より外部へ出ていない非受容体型

のチロシンキナーゼもあり，膜受容体の下流で

細胞増殖を含め，種々の細胞機能に関与してい

る2・3）。いくつかの癌遺伝子産物は，チロシン

キナーゼと相同なアミノ酸配列を持ち，これら

のチロシンキナーゼの活性化状態を模倣して癌

化に関与しているらしい。これまで発見されて

いるチロシンキナーゼのほとんどは　自らの活

性，または他のチロシンキナーゼによりチロシ

ン燐酸化を受けることでそのチロシンキナーゼ

活性が制御されることが知られているが
（autophosphorylation），　CSKのように自己燐

酸化を受けないチロシンキナーゼも発見されて

いる。

2．蛋白チ瓜シンリン酸化と信号伝達

　細胞活性化信号伝達系には多数の因子が関わ

り，cascadeを構成してつぎつぎと信号が伝播

していくわけだが，チロシンキナーゼとその基

質などチロシンリン酸化をめぐる信号伝達系で

はどのような機序が働いているのであろうか。

チロシンリン酸化蛋白を免疫沈降等で分離する

と時々共沈してくる蛋白があり，その物質がチ

ロシンリン酸化蛋白の基質や，制御物質である

ことが多いのは以前より知られていた。その結

合する機構として提：唱されているのが，SH2

と呼ばれる構造である。結晶のX線解析など

により，SH2はリン酸化されたチロシンと結

合する部位と，その付近の構造を認識する部位

をもつことが分かり，ある特定のチロシンリン

酸化蛋白と結合することが示唆されている。チ

ロシンキナーゼの多くのものがこのSH2構造

をもち，また現在ではチロシンキナーゼ以外に

も多くの信号伝達に関与する蛋白がSH2構造

をもつことが明らかになってきた4）。また，面

白いことにそのような蛋白の多くがSH3と呼

ばれるproline－rich　domalnと結合する構i造を

も兼ね備え，複数の蛋白の会合に寄与している

らしい。一例をあげると，増殖因子の受容体は

細胞内ドメインに自己リン酸化を受けるチロシ

ン部位を持つことが多いが，そのチロシンリン

酸化部位にGrb2が結合する。　Grb2は中心に

SH2構造をもち，その部位でリン酸化された

チロシンに結合するが，両端にはSH3構造を

もち，それによりSOSと呼ばれる蛋白をも結

合する5）。このようなそれ自身では酵素活性を

持たないが，adaptorとして働く蛋白の関与に

より，多くの蛋白の集合が起き，活性化信号の

伝達が容易になると考えられている。図1に

SH2やSH3を介する信号伝達系の概要を示す。

3．血小板活性化とチロシンリン酸化蛋白の発現

　リン酸化チロシンはリン酸化セリン・スレオ

ニンと比較し少量であり，一般的にリン酸化の

検討に使用される32Pi取り込みによる検出では

リン酸化セリン，スレオニンに隠れ認識しがた

い。そこで抗リン酸化チロシン抗体を用いた

Western　blot法を用いて，チロシンリン酸化蛋

白を検出する方法が用いられている。この方法

で，トロンビンによるチロシン燐酸化の時間経

過を見たのが，図2である。非刺激時において

最も強くチロシンリン酸化を受けている蛋白

は，約60kDaのものであるが，これはチロシ

ンキナーゼであるpp60es「cがautophosphoryla－

tionによりチロシンリン酸化をおこしているも

のと考えられている。刺激後，5一エ0秒で分

子量7万5千のチロシン燐酸化蛋白が出現し，

約1分後に脱燐酸化を受ける。このバンドには，

骨核蛋白であるcortacti難やチロシンキナーゼ

であるp72sykが含まれている。刺激後エー3分

経ち凝集が起きるとそれに伴い，64kDa，

95－97kDa，125　kDaのバンドが強くチロシ

ン燐酸化されてくる。！25kDaの蛋白は，凝集

に関与するp125鰍を含むと思われる。血小板
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図1．SH2およびSH3を介する信号伝達経路
　　　受容体とリガンドが結合するとチロシンキナーゼが活性化され，受容体，またはその下流の蛋白のチロ

　　　シン残基が燐酸化される。そのチロシン燐酸化残基は，SH2の構造をもつ蛋白により認識され，複合体
　　　を形成する。SH2は燐酸化チロシン残基のみでなく，その近傍の構造も認識するためある特有の蛋白と
　　　結合する能力をもつ。アダプター蛋白と呼ばれる一群の蛋白は，SH2のみならず，プロリン残基を多く
　　　含む構造を認識するSH3をもち，いくつかの蛋白を含む複合体の形成，またそれによる信号伝達に関与
　　　する。
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図2．トロンビンによるチロシン燐酸化蛋白の出現
　　　血・」・板をトロンビンで刺激後，可溶化し抗燐酸化チロシン抗体でWcstern　blotしたもの。刺激後，

　　　分子量70－75kDaのチロシン燐酸化蛋白が早期に出現し，その幽幽燐酸化を受ける。その後，90　kDa

　　　や125kDaのチロシン燐酸化蛋白が出現する。
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刺激トロンビンによる血小板チロシン燐酸化蛋

白の発現についての報告は，それらの分子量，

また時間経過でかなり異なるものもあるが，

我々のデータはFerrelやRenduのものと類似

しているようである。これまでにチロシンリン

酸化を起こすことが報告されている物質は，ト

ロンビン，コラーゲン，platelet－actlvatlng　fac－

tor，　vasopressln，　phorbol　myristate　acetate，

A23187，　wheat　germ　agglutinin，　orthovana－

date，各種抗血小板抗体など多岐にわたってい

る。それぞれの刺激により新たに出現するチロ

シンリン酸化蛋白の分子量は異なり，活性化物

質により誘導されるチロシンキナーゼ活性また

はその基質が異なることが示唆される。しかし

同一の刺激によるチロシンリン酸化でも報告に

より異なる蛋白の出現が示されており，刺激に

よりチロシンリン酸化がどの様に変化するのか

についてまだ意見の一致をみていない。リン酸

化チロシンを検出するために用いる抗体の特異

性が異なることがこのようなdlscrep雛cyの～

因と思われる。

　私見では，全体のチロシン燐酸化を判定する

方法ではそれぞれの蛋白のチロシン燐酸化状態

を把握することは困難であり，現在ではあまり

有用性がない。免疫沈降法等を用い特異的にあ

る蛋白のチロシン燐酸化状態を判定する必要が

あると考える。

4．血小板のチロシンキナーゼ

　血小板は他の細胞と比較し高いチロシンキナ

ーゼ活性が存在するが，受容型チロシンキナー

ゼの存在は報告されていない。血小板に存在す

るチロシンキナーゼはその構造から3種類に分

類される。srcファミリーチロシンキナーゼに

属するものはSH3ドメインおよびSH2ドメイ

ンを持ち，その主要なものはラウス肉腫ウィル

スの癌遺伝子pp60ws「ぐに相当する細胞に内在す

るproto－oncogeneであり，　pp60・椰と呼ばれる

蛋白である。pp60←・・cは血小板全蛋白の0．2－

0．4％を占める程大量に存在する。pp60←s「ぐ以外

にもp59fy“，　p62yes，およびp54／581日目などの存

在が認められているがpp60←s「ぐの1／10－！／20

倍の量に過ぎない。p72銚は，　pp60←・「cとは異な

り，SH3を持たず，代わりにSH2を2カ所有

するチロシンキナーゼであり，細胞活性化の初

期に重要な役割を果たすことが最近明らかにな

りつつある。p125疑、Kと呼ばれるチロシンキナ

ーゼはSH：2もSH：3も無いが，　focal　adhesion

と呼ばれる細胞の接着，凝集に重要な複合体に

存在し，細胞の形態変化，細胞同士の接着に関

与しているらしい（図3）。

　血小板活性化に伴うpp60ひs「c活性の変化は判

定しにくいが，これは血小板にはpp60倉s「cが大

量に存在し，一部のみのpp600s「cの活性を検出

しにくいためと思われる6）。我々はpp60ひs「cの

チロシン燐酸化部位を認識するSH2基のGST

融合蛋白を用い，活性化pp60←s『cの検出を試み

ているが，pp60←s「cの活性化は強い刺激剤によ

る血小板刺激のやや後期に起きるらしい。一一方，

p72sykは，非常に弱い刺激でも早期より活性化

を起こし，刺激伝達系のかなり上流に位置する

と考えられる。また，後述するが，血小板膜蛋

白GPIIb／IIIaからのoutside－inの信号伝達にも

関与していることが示唆され，p72sykは血小板

の広範な機能調節に関わることをうかがわせ

る。p125FAKは血小板の刺激のみでは活性化さ

れず，GPIIb／IIIaとフィブリノーゲンの結合が

起き血小板が凝集してから活性化を受けること

が示されており，血小板凝集の安定化に関与す

ると考えられる。

　種々のチロシンキナーゼが血小板機能制御に

関与しているとの報告は，近年急速に増加して

きた。血小板刺激後早期よりpp60ひs‘cやp59帥

がイノシトール燐脂質代謝に関与するphos－

phatidyHnositol－3－kinase　（PI　3－kinase）活性と

結合する7）。また細胞内信号伝達系として最近

注目されているGTP結合蛋白が他の細胞系で

pp60ひs「cと結合することがわかったが，血小板

でもGTP結合蛋白に関連するGTPase　actlvat－

ing　proteinとp59正シnなどが刺激後比較的早期に

結合することが報告されている。また，発現時
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図3．血小板の各種チロシンキナーゼの活性化機構
　　pp60c侃は，そのC末端のチロシン残基が燐酸化されている状態では，不活性型である。トロンビンなど
　　の強い刺激が加わると，おそらく脱燐酸化酵素の働きによりS置℃のC末端のチロシン残基の燐酸がはず
　　れ，またよりN末端側のチロシン残基が燐酸化されて完全な活性型になる。p72・ykは，弱い刺激，フィ
　　　ブリノーゲンと血小板糖蛋白GPIIb／Hlaの結合（つまり凝集であるが），膜蛋白とその抗体との反応等
　　　によっても簡単に活性化される。凝集のみでなく，GPIIb／IIIa活性化抗体など，　outside－ill　signalによっ

　　ても活性化を受ける。p125K、Kは単なる刺激のみでは活性化を受けず，刺激に伴うフィブリノーゲンと
　　GPIIb／IIIaの結合が起き，堅固な凝集が惹起されると，燐酸化を受け活性化される。

期はやや遅いが，細胞活性化にともないpp6（ア侃

やp54／581ynが骨格蛋白に付着する現象も認め

られている8）。このように，非受容体型チロシ

ンキナーゼが血小板活性化に密接に関連してい

ることを示唆する報告は多いが，血小板は核を

持たないため他の細胞のように遺伝子操作によ

り特定のチロシンキナーゼの役割を同定するこ

とが遅れていた。最近，p72sykのknockout

mouseが作成されたが，大多数胎内で出血死

することが分かった。数パーセントの生存する

個体を用いた検討では，p72syk欠損例では，血

小板がコラーゲンに反応せずp72sykがコラーゲ

ンによる血小板活性化の経路に重要な役割を果

たしていることが示唆されている9）。

5．チロシンフォスファターゼと

　　　血小板機能との関連

　蛋白をチロシン燐酸化するのはチロシンキナ

ーゼであるが，生体にはチロシン残基を脱燐酸

化するチロシンフォスファターゼも存在する。

チロシンフォスファターゼの阻害剤である

vanadateを加えると，血小板の多数の蛋白の

チロシン燐酸化が起き，また凝集，細胞内カル

シウム動員等も起きることより，フォスファタ

ーゼの活性が蛋白のチロシン燐酸化状態を制御

し，細胞機能へ影響を与えているようである。

実際，他の細胞系で報告されているチロシンフ

ォスファターゼの基質に対するKd値は　チロ

シンキナーゼの値より小さく，チロシンキナー
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ゼよりチロシンフォスファターゼ活性の方が生

体内での蛋白チロシン燐酸化の平衡状態を強く

制御している可能性がある。また，リンパ球活

性化において，leukocyte　common　antigenで

あるCD45がその内在するチロシンフォスファ

ターゼ活性によりTリンパ球活性化を制御し

ている現象などのように，チロシンフォスファ

ターゼが細胞の分化，機能に密接な関連を持つ

ことが示唆されている細胞系が多い王。）。一方，

血小板においてはPTP－IB，　PTP－IC，　PTP－ID

の3種のチロシンフォスファターゼの存在が報

告されているが，まだ血小板機能とのはっきり

とした関連が確認されたものは少ない。血小板

の活性化に伴いPTP4　BやPTP－ICのチロシン

フォスファターゼが燐酸化，またカルパインに

よる分解を受けること，P60←s「cや骨核蛋白と結

合することなどの報告がこれまでなされている

11・12＞。我々は，PTP－ID（SYP）がコラーゲン，

特にGPVIを介した血小板活性化時にチロシン

燐酸化されることを見いだしており，PTP－ID

がコラーゲン刺激に特異的に関与すると推測し

ている。チロシンフォスファターゼの研究は，

チロシンキナーゼと比較しかなり遅れている

が，これから急速に発展する分野と思われる。

6．チロシンリン酸化蛋白，チロシンキナーゼ

　　　　　と血小板機能との関連

　血小板の活性化にともない種々のチロシン燐

酸化蛋白が出現し，これまでに多くの蛋白のチ

ロシン燐酸化が報告されてきた。しかしチロシ

ン燐酸化蛋白と，特定の血小板機能が対応する

ことが示されているものはまだ少ない。最近一

部のチロシン燐酸化を欠損する血小板機能異常

症などの発見により，チロシンキナーゼと特定

の機能との関連が明らかにされつつある。以下

に最近解明されてきた膜蛋白，また細胞骨格蛋

白の関与する血小板活性化とチロシン燐酸化と

め関係を解説する。

1）コラーゲン受容体

　この数年でコラーゲン受容体とチロシンリン

酸化の関係の研究が飛躍的に進歩した。コラー

ゲンは血管壁の障害に伴い露出され，血小板の

粘着，凝集を引き起こす最も生理的な血小板活

性化物質といえる。コラーゲンはその3次元的

な構造が血小板活性化に重要であることが示さ

れ，コラーゲンのafanlty　gelを用いると複数の

蛋白がとれることより血小板上の受容体も複数

の種類が存在すると考えられていた。Sixmaの

グループは軽い出血傾向を示すコラーゲンに反

応しない血小板をもつ患者では，血小板膜上の

GPIa／Ilaを欠損することを示し，　GPIa／Ilaがコ

ラーゲン受容体の一つであることを示唆した13）。

我々は，抗GPIa／1ぬ抗体を用いた検討により

GPIa／Ilaがp72・ykというチロシンキナーゼの活

性化に一部関与すること，またcytochalassi員D

を用いた検討によりGPIa／Ilaとコラ・一ゲンの

反応後に血小板の形態変化が起きることがチロ

シンキナーゼの完全なる活性化に重要であるこ

とを見いだした14）。また最近我々は
Rhodocytinという蛇毒がGPIa／Ilaに特異的に

結合することにより血小板を活性化することを

見いだしたが，抗GPIa／Ila抗体，およびこの

ような蛇毒を用いる検：討により，GPIa／Ilaを

介して伝達する活性化信号のさらなる進歩が期

待できると思われる。

　一方，大熊等はある特発性血小板減少症に於

いて血小板がコラーゲンに反応しないこと，ま

たその血小板がGPVIを欠損していることを発

見した。また，その患者のlgGは正常人の血

小板を活性化することも明らかになった15）。

その後3例のGPVI欠損症が報告されたがそれ

らのすべてがコラーゲン不応性であり，GPVI

がコラーゲン受容体であることがつよく示唆さ

れた。Barnes等はコラーゲンの～部の；構造を

用いた合成ペプチドのなかより血小板活性化を

起こすcollagen－related　peptlde（CRP）を見い

だしたが，このCRPがGPVI欠損症では血小

板凝集を起こさないことよりGPVIがコラーゲ

ン受容体であることが確定された16＞。コラー
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ゲン活性化によりチロシンキナーゼである

p72sykが活性化されることはすでに報告されて

いたが，大熊等はGPVI欠損例ではp72sykが特

異的に活性化されないこと，しかしp60s「cの活

性化は正常に起きることを見いだした17）。

　Watson等はコラーゲン刺激によりphospho－

llpase　C一γ2が特異的に活性化され，それがFc

受容体の一部であるγchaiRのチロシン燐酸化

と相関すること，またチロシン燐酸化されたγ

chalnがP72sykと結合することを見いだしてい

た18・19）。この発見は，γchaぬが抗原抗体反応

や免疫系以外の信号伝達系に関与することを初

めて示したものである。Watson等は次に
γchain－knockout　mouseおよびsyk－knockout

mouseを用いた検討より，GPVIとγchainが

もともと結合しており，コラーゲンにより

GPVIの活性化が起きるとなんらかのチロシン

キナーゼによりγchalnがリン酸化され，そこ

へp72sykがその2つのSH2基により結合するこ

とを発見した。このp72sykとγchalnの結合に

より，p72sykが活性化され，その下流に細胞内

カルシウムの動員を起こすphospholipase　C一γ2

の活性化があるらしい9＞。図4にこれまでに明

らかにされたコラーゲンによる血小板活性化信

号の概略を示す。

　GPIa／IlaとGPVIはそれぞれコラーゲンによ

り血小板の活性化に補助的に機能しており，ど

ちらが欠損しても血小板凝集は起きなくなる。

今後はこれらの受容体のcross－talkの解明が進

むと思われる。

Collagen　fiber

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　γ一chain

　　　　〆

　PLA2

TxA2

GPla川a GPVレ S－S

PLC一α2

図4．コラーーゲン刺激による血小板活性化信号

　　　これまでに確認されているコラーゲン受容体はGPIa／IlaとGPVIの2種類である。　GPIa／Ilaからの信号

　　のみでは，Srcの活性化は起きるが，　Sykは活性化されない。また，我々の検討ではGPIa／至1aを介する刺

　　激では，thromboxane　A2の産生が重要な役割をはたす。　GPVIを介する血小板活性化においては，　GPVI
　　　とコラーゲンの反応によりγchainが未だ同定されていないチロシンキナーゼによりチロシン燐酸化され

　　る。その燐酸化チロシン残基に，Sykは2個のs｝12を用い強固に結合し，それにより活性化を受けるら
　　　しい。Sykの下流にphosphdipase（〉γ2が存在し，細胞内カルシウム動員を引き起こす。
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2）Fc受容体

　IgGのFc部分に対する受容体が血小板膜上

にあり，抗燐脂質症候群，ヘパリン惹起血小板

減少症などで重要な役割をはたすことが明らか

にされている。IgGに対する受容体としては

血ノJ・板にはFcγRIIAと命名されているFcγ受容

体のみが存在するが，この受容体の細胞内ドメ

インにはITAM（immunoreceptor　tyrosine－

based　activation　motif）と呼ばれるチロシン残

基を2箇所に持つ構造が存在する。他の細胞系

において種々の受容体刺激によりITAMのチロ

シン残基がsrcファミリーチロシンキナーゼに

よりリン酸化され，そこにZAP70やp72sykが結

合することにより，それより下流の信号伝達系

が賦活化されるとの仮説がたてられている。血

小板において同様な機序が作用しているのかど

うか，我々はFc受容体を介して血小板を活性

化する抗CD9抗体，及びFc受容体クロスリン

クの2法を用い検討した。その結果Fc受容体

クロスリンクでは，まずpp54／581ynがFc受容

体のITAMの2箇所のチロシン残基をリン酸化

し，その後にp72sykがそのSH：2を介してチロシ

ンリン酸化されたITAMに結合することが明ら

かになった2G）。一方，抗CD9抗体による血小

板活性化では，Fc受容体のチロシンリン酸化

は起き，またp72・ykのチロシン燐酸化は起きる

もののp72sykの結合は認められなかった2％そ

こでFc受容体のチロシンリン酸化を詳細に検

討すると，ITAMのN末端チロシンのみがリン

酸化され，C末端のチロシンは不変であること

がわかった。建AMの2箇所のチロシンがリン

酸化されないとp72sykとの結合力が弱く，細胞

AntトCD9　MoAb FcR　Cross－linking
　　　　　人

　　　イ宰

イ～〔傷

＋㊤　　　　　Y ＋㊤　呈く

CD9 一Y　　　　　　　　　　Y ＋（D　の
聖

？ Lyn の

S

Syk
@　＼PL（ンγ2

PLC一γ2

Syk

図5．Fc受容体を介する血小板活性化経路
　　Fc受容体のクロスリンク（2量体形成）では，　Fc受容体とチロシンキナーゼであるLynが結合し，
　　FcgRIIの細胞内ドメインの2個のチロシン残基を燐酸化する。燐酸化された2個のチロシン残基に，　Syk

　　がその2個のSH2により結合し活性化を受ける。一方，抗CD9抗体による血小板刺激ではFc受容体の
　　2量体形成はなく，Fc受容体のチロシン燐酸化はN末端のみに起きる。　CD9の活性化によりSykは活性
　　化されるが，Fc受容体との結合は認められない。
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内ではFc受容体とp72sy蓑との結合が認められ

ないと推測されている。図5にFcγRIIを介す

る血小板活性化のモデルを示す。

　血小板は，血栓止血のみに関与するばかりで

なく，最近はアレルギー，炎症にも関与するこ

とが示唆されつつある。Ig£のFc受容体が血

小板に存在することはすでに報告されている

が，我々は最近lgEのFc受容体を介する血小

板活性化の研究を始めており，やはりチロシン

キナーゼが関与することを見いだしている。こ

の方面の研究はこれからの重要な課題になると

思われる。

3）αycoproteiR　lb（GPIb）

　GPIbは，　von　Willebrandねctor（vWf）と結

合する膜蛋白であり，血小板粘着の初期反応に

重要な膜蛋白である。また最近は，GPIbは

shear　stressによる血小板活性化に関与するも

のとして注目を集めてる。vWfとGPIbを結合

させ血小板凝集を起こす刺激剤としては抗生物

質として開発されたristoceti難がよく用いられ

る。ristocetln単独，　vWf単独ではチロシン燐

酸化は起きないが，両者を使用すると64kDa

のチロシンリン酸化蛋白が発現した。藤村等に

より詳細に検：討されているbotrocetinは，　vWf

に結合しGPIbへの結合性を与える蛇毒である

が，botrocetinを用いても同様な結果を得た22）。

これらの結果より，GPIbとvWfの結合により

64kDaのチロシンリン酸化が選択的に起きる

ことが示唆され，GPIbを介する血小板活性化

にチロシンキナーゼが重要な役割をはたしてい

ると思われた。最近になり，GHb－vWF刺激に

よりいくつかのチロシンキナーゼが活性化によ

り骨格蛋白へ移行することも明らかにされてい

る23）。また，我々も抗GPIb抗体がp72sykを活

性化し，血小板機能を促進すること24），botro－

cetin－vWF刺激によりp72sykの活性化，　adaptor

proteinであるShcのチロシン燐酸化，また

p72sykとpp60←s「cの結合などの現象が起きるこ

とを確認している25）。このように種々のチロ

シンリン酸蛋白，チロシンキナーゼがvWF．

GPIbを介した血小板活性化に関与しているこ

とが示唆されるが，これらの信号の最も上流に

あるものは何であろうか。我々は抗GPIb抗体

を用い，in　vitro　kinase　assayを用いることによ

り，GPIbを介する血小板活性化の早期にGPIb

にキナーゼ活性が結合することを見いだした。

さらに，phosphoamino　acid　ana貰ysisにより，

得られたキナーゼ活性はチロシンキナーゼであ

ることを確認したが，これまでに発見されてい

る血小板のチロシンキナーゼとの異同はまだ不

明である2δ）。種々の抗GPIb抗体を用いた検討

では，vWFがGPIbに結合することにより

GPIbの細胞内ドメインにconformational

changeが起き，それによりチロシンキナーゼ

が結合することが推測されている。図6にこの

仮説を示す。

4）Glycoprotein　Ilb川la（GPIIb／l総a）

　GPIIb／IIIaに飾rinogenが結合することによ

り，種々の血小板活性化のパラメーターが増強

されることが以前よりよく知られており，out－

side－in　sigaalと呼ばれてきた。しかし　これま

ではGHIb／IIIaがどのような機構で血小板活

性化信号伝達系に作用するのか不明であった。

最近になり，GPI恥／IIIaのfibrinogen　binding

を阻害するペプチドがトロンビンによるチロシ

ンリン酸化の一部を抑制すること，また

GPIIb／maの欠損している血小板無力症患者の

血小板にこれに相当するチロシンリン酸化蛋白

がないことがあげられ，GPIIb／IIIaが少なくと

も一部のチロシンキナーゼ活性の調節をするこ

とが示された26｝。また，GPmaの細胞内ドメ

インが　凝集に伴いチロシン燐酸化され，そこ

にadaptor　pro£einであるGrb－2やShcが結合

することが報告された27＞。さらにGPIIb／ma

に結合しフィブリノーゲンとの結合を促進する

抗体や，フィブリノーゲンのpartial　agonlstで

あるRGDペプチドによりp72sy装が活性化され

ることも示され，outside－in　slgnalにp72sykの活

性化が関与している可能性が強く示唆されてい

る28）。
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vWF

GPlb

φ

OB・tr・cetin Ca＋＋

刈。砺

GPIX

Tyrosine

kinase

Syk　Src

図6．GPIbを介した血小板活性化信号伝達経路
　　vWFは流血中に存在するときは血／1・板膜のGPIbと結合できない。コラーゲンまたはvWF活性化物質で
　　あるbotrocetlnと反応すると，　vWFはGHbと結合する。　GPIbの活性化により，カルシウム動員，アダ
　　プ剣町蛋白であるShcのチロシン燐酸化，　SykとSrcの結合，チロシンキナーゼの骨格蛋白への移行など
　　が起きる。これらの上流にあり，もっとも早期に起きると思われる反応は，GPIbとまだ同定されていな
　　いチロシンキナーゼの結合である。この結合は，GPIbとの直接的なものでなく，アクチンを介するもの
　　　と思われる。

5）Glycoproteln　IV（GPIV）

　ヒト血小板上の糖蛋白GPIVが，　pp59fyn，

pp62y・・などと結合していること，またGPIV欠

損例ではpp591y“，　pp62ycsは存在するもののそ

れに対応するチロシン燐酸化蛋白がないことが

報告されている29）。しかし，今までのところ

GPIV欠損例における特定の血小板機能異常は

報告されておらず，これらのチロシン燐酸化蛋

白と機能との関連は不明である。

6）イノシトール燐脂質代謝

　イノシトール燐脂質の代謝経路でこれまで最

も広く研究されてきたものは，IP3，　diacylglyc一

ero1を産生する系であろう。phosphatidyliBosi－

tol（PI）がPI　4－klnaseによりリン酸を付加さ

れphosphatidyliRositol（4）phosphate（PI（4）

P）となり，次にPIP　kinaseが働きPI（4，5）P2

となる。このPI（4，5）P2がphospholipase　C

（PLC）によりIP3及びdiacyglycerolに分解さ

れる。dlacylglycerol（DG）はDG　kinaseの働

きでphosphatldic　acid（PA）となり次にPIを

生じるというcycleを形成している。チロシン

キナーゼ活性が細胞内でPI　klnase活性と物理

的に結合していること，またチロシンキナーゼ

活性化によりPIPが生成することよりチロシン

キナーゼがPI　kinase活性を増加させることが
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推測された。しかし，チロシンリン酸化が関与

することにより生成されたPIPを良く調べてみ

ると，PI（4）PやPI（4，5）P2でなくイノシト

ール基のposltion　3がリン酸化されたPI（3）P

やPI（3，4）P2であった30）。　PI（3，4）P2はPI

（4，5）P2と異なりphospholipase　Cの基質とは

ならず細胞内Ca＋＋動員を起こすIP3は産生され

ない。しかし，PI（3，4）P2はそれ自身で種々

の蛋白に結合することにより，細胞増殖等の細

胞機能制御に関わることが示されている。血小

板においては，gelsolinによるactln　filament

cappingをPI（3，4）P2が抑制することより，

PI（3，4）P2が血小板の形態変化，粘着，凝集

を促進することが示唆されている（31）。PI（3，

4）P2が蓄積することは，　GPIIb／IIIaを活性化

状態に保つために必要らしい。また，同様にイ

ノシトール基のpositio貧3が燐酸化されたPI

（3，4，5）P3はある種のprotein　kinase　C

（PKCζ）の活性化に関与することも示唆され

ている32）。

　　PI（3，4）P2やPI（3，4，5）P3の生成に関わ

るPL3Kは，チロシン燐酸化蛋白と結合する

SH2ドメインを2個有し，またfbcal　adhesion

部位でp60s「cなどのチロシンキナーゼと結合す

ることが示されている。このようにPI　3－Kはチ

ロシンキナーゼとの関連が強く示唆されている

が，その活性化機構はまだ不明な点が多い。こ

れまでにPI－3Kの活性化が，トロンビン等種々

の刺激において観察されており，その上流に

protein　kinase　CやGTP結合蛋白の存在がある

と考えられる。
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