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第 1章 
緒 論 

 
1-1. 本研究の背景 I 

血液学研究には臨床応用へ向けた長い研究の歴史があり，移植医療，遺伝子組み

換え医療，分子標的薬の開発，幹細胞科学において，常に時代の最先端を走る研究

分野の一つである。本研究では比較生物学的視点を持ち込んだ造血研究により，新

規造血機構の解明を目的とした。本章ではヒト，マウス，アフリカツメガエルにお

ける血液学の歴史，血球の産生，各血球における機能について叙述した。 

 

1-1-1. 哺乳類における血球分化 

ヒトにおいて，末梢を循環する赤血球，血小板，顆粒球は骨髄中に存在する造血

幹細胞を起源とする。成熟赤血球は赤血球造血因子であるエリスロポエチン

（Erythropoietin：EPO）の刺激を受けて成熟し，ヘモグロビンを合成するようにな

り，最終的には脱核して無核の細胞となる。止血，血栓機能を担う血小板は血小板

（栓球）産生因子であるトロンボポエチン（TPO）の作用により産生される。TPO

は主に核の倍数性が増加した巨核球の成熟を促す。さらに，巨核球は胞体突起を形

成し，断片化することにより血小板が産生される。 

ヒトのモデルとして主にマウスを使った造血研究が進められ，造血幹細胞からの

分化経路が調べられてきた。1961年に Till JE，Mc Culloch EAは致死量の放射線を

照射した造血不全マウスに他個体の骨髄細胞を移植すると，マウスは脾臓にコロニ

ー（Colony-forming unit-spleen：CFU-S）を形成し，造血機能を回復させて生存する

ことを見出した（Till and McCulloch, 1961）。本実験が in vivoにおいて造血幹細胞を

実証した最初の報告である。その後，1977年にMetcalfらは骨髄細胞を半固形培地

で培養して 1個の骨髄に存在する造血幹，前駆細胞が様々な系譜の細胞に分化する

ことを証明した（Johnson and Metcalf, 1977; Burgess et al., 1977）。1988年に Spangrude 

GJ らによりフローサイトメトリー法によるマウスの造血幹細胞の純化法が報告さ

れると（Spangrude et al., 1988），造血幹細胞の理解が急速に進められるようになり，

ヒト，マウスにおける造血幹細胞の分化系譜の一端が明らかとなってきた。現在，
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マウスにおいて一般化されている血球系譜のモデルでは，造血幹細胞は多能性前駆

細胞（Multipotent progenitor：MPP）を介して骨髄前駆細胞（Common myeloid 

progenitor：CMP）とリンパ球性共通前駆細胞（Common lymphoid progenitor：CLP）

に分化する。CMPはさらに，巨核球・赤芽球共通前駆細胞（Megakaryocyte-erythroid 

progenitor：MEP），顆粒球マクロファージ前駆細胞（Granulocyte-macrophage 

progenitor：GMP）に分化し，それぞれ成熟血球を生み出している（Ogawa, 1993; 

Akashi et al., 2000）。さらに，実験機器，技法が発達すると，より詳細な解析を可能

とし，マウスやヒト造血幹細胞が MEPを介した巨核球前駆細胞への分化とは別に

造血幹細胞から直接巨核球前駆細胞に分化する分化系譜の存在が明らかにされた

（Sanjuan-Pla et al., 2013; Yamamoto et al., 2013; Nishikii et al., 2015; Notta et al., 2016）。

また，従来は造血幹細胞が末梢の全血球を産生していると考えられていたが，トラ

ンスポゾンを活用した細胞標識を施した正常個体での造血解析の結果，造血幹細胞

ではなく，MPP が一生に渡り主に末梢血球を産生し続けることが報告されている

（Sun et al., 2014）。図 1-1にマウスモデル，ヒトモデルに共通する血球系付図をま

とめた。 
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図 1-1 哺乳類における血球系譜 
骨髄中に存在する造血幹細胞は種々の造血サイトカインの刺激を受け成熟血球へと分化する。造血

幹細胞は自己増殖を繰り返しながら，一部の細胞は分化して多能性前駆細胞（multipotent progenitor：
MPP）となる。さらに，MPPは分化して骨髄球性共通前駆細胞（common myeloid progenitor：CMP）
を産生する。CMPは顆粒球単球前駆細胞（granulocyte/monocyte progenitor：GMP）巨核球赤血球
共通前駆細胞（megakaryocyte-erythroid progenitor :MEP）へと分化する。巨核球への分化には MEP
を介した経路と造血幹細胞から直接分化する 2 通りの経路がある。細胞の生存，増殖，分化に関与
する造血サイトカイン，成長因子は赤字で示した。トロンボポエチン（Thrombopoietin：TPO）は造
血幹細胞の増殖と巨核球成熟を支持する。エリスロポエチン（Erythropoietin：EPO）は赤血球系の
分化を誘導する。顆粒球コロニー刺激因子（Granulocyte colony-stimulating factor：G-CSF）は好中
球，IL-5（Interleukin-5）は好酸球，SCF（Stem cell factor）は好塩基球にそれぞれ分化を誘導する。 

TPO

巨核球

EPO
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血小板
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TPO
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1-1-2. 赤血球 

哺乳類において，赤血球は酸素運搬を担う無核の細胞であり，赤血球内に持つヘ

モグロビンが体内の O2と CO2のガス交換を行う。赤血球は骨髄中に存在する造血

幹細胞から，前期赤芽球系前駆細胞（Burst-forming unit-erythroid：BFU-E），前期赤

芽球系前駆細胞（Colony-forming unit-erythroid：CFU-E）と分化し（Stephenson et al., 

1971; Heath et al., 1976），脱核して網状赤血球が産生され，最終的に成熟赤血球とな

る（Palis, 2014）。本過程において，中心的な分化刺激を与える造血サイトカインが

エリスロポエチン（Erythropoietin：EPO）である。BFU-E，CFU-Eにはエリスロポ

エチン受容体（EPO receptor：EPOR）が発現しており，腎臓で発現する EPO が血

中を循環して骨髄中の BFU-Eや CFU-Eに作用して分化を誘導する（図 1-2）。脱核

においては，脱核前の赤血球前駆細胞がマクロファージに結合した，赤芽球島を形

成し，マクロファージの作用により脱核すると報告されたが（Chasis and Mohandas, 

2008），胚性幹細胞（Embryonic stem cells：ES細胞）や人工多能性幹細胞（induced 

pluripotent stem cell：iPS細胞）から分化誘導された成熟赤血球はマクロファージ非

共存化でも脱核は起こることなどから（Ma et al., 2008; Hirose et al., 2013），脱核機

構に関しては未解決な課題として，議論されており（Sawada, 2011），脱核に関わる

 
図 1-2 赤血球産生モデル 

骨髄中に局在する造血幹細胞（HSC）は造血サイトカインの刺激を受け，前期赤芽球系前駆細胞
（Burst-forming unit-erythroid：BFU-E）が産生される。腎臓で分泌さた EPOが BFU-Eに発現す
る EPO受容体（EPO Receptor：EPOR）に結合し，分化を促して前期赤芽球系前駆細胞（Colony-
forming unit-erythroid：CFU-E）となる。CFU-Eは脱核し，RNA含量の多い状態の網状赤血球と
なり，成熟して末梢を循環する成熟赤血球が産生される。 
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分子機序に関する報告も限られている（Ubukawa et al., 2012）。このように，赤血球

造血における細胞分化，増殖調節機構に関しては造血因子による制御だけではなく，

造血環境等の要因も考慮しなければならない。 

 

 
（1）赤血球の発見と歴史 

顕微鏡が発明されると，様々な細胞が観察されるようになり，1658年にヤン・ス

ワンメルダムにより，単式顕微鏡でカエルの赤血球が観察された（Antonio van 

Leeuwenhoek, 1695; Steven I. Hajdu, 2003）。1674年になるとレーウェンフックによ

り，ヒトの赤血球が観察され，その大きさが 8.5 μm の円盤状の細胞であることが

報告されている（Antonio van Leeuwenhoek, 1674）。1906年には貧血にしたウサギの

血清を正常ウサギに投与すると赤血球が上昇することが示され，“ヘモポエチン”

（現在では EPO）と名付けられた赤血球を増やす因子の存在が示唆された。その

後，欧米では 1948年に Bonsdorffらが初めて赤血球造血因子を Erythropoietinと提

唱したとされているが，本邦の小宮悦三は 1936年に Erythropoietinを提唱していた

（小宮, 1938）。その後，1976 年になると宮家隆次らにより再生不良性貧血患者の

2.5トンの尿から赤血球造血因子である EPOがクローニングされた（Miyake et al., 

1977; 河北, 宮家, 2013）。EPOの発現臓器が腎臓であることが示されると（Beru et 

al., 1986），さらに，EPO産生細胞は腎臓の近位尿細管周囲の間質に局在する，繊維

芽細胞，神経細胞様の形態をした細胞（Renal Epo producing cell：REP細胞）である

ことが明らかにされた（Obara et al., 2008）。産生された EPOは末梢を循環し，骨髄

中の BFU-E，CFU-Eに作用し，エンドクリン（内分泌）による赤血球造血制御が行

われていると考えられている。 

 
（2）赤血球の機能と種類 

赤血球に含まれるヘモグロビンは，酸素を結合して全身に酸素を運搬する機能を

担っている。脊椎動物ヘモグロビンは 2つの αグロビンタンパク質，γグロビンタ

ンパク質同士の 4量体にヘムが結合した複合タンパク質である（Perutz et al., 1960）。

ヒトにおいて，βグロビンには ε, Gγ, Aγ, δ, βといった 5つタイプ，α-グロビンには

ζ, α1, α2といった 3つの型が存在し，赤血球は発生段階において異なるタイプのグ
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ロビンを含有している（Maniatis et al., 1980; Higgs et al., 1989）。ヒトでは胚型，胎

仔型，成体型の赤血球が存在する。卵黄嚢から発生する胚型赤血球は成体型赤血球

と比べて 4-5倍の大きさである。また，有核赤血球であり，α-グロビンと ε-グロビ

ンを有する。その後，α-グロビンと Gγ，Aγ型のグロビンを有する胎仔型赤血球へと

転換し，成体になると α-グロビンと β-グロビンが含まれる成体型赤血球へと転換

していく。 

 

（3）哺乳類以外の脊椎動物の赤血球 

大半の無脊椎動物に赤血球はなくヘモグロビンが体内を流動しているのに対し，

大半の脊椎動物はヘモグロビンを含有する有核，無核の赤血球が循環している。哺

乳動物では無核で円盤型の赤血球が体内を循環しているが，ラクダの無核赤血球は

例外として，楕円型の特徴的な赤血球形態であることが知られている（Perk, 1963）。

非哺乳動物の赤血球は全て有核であり，その多くは楕円型をしたものである。その

大きさも様々であり，サンショウウオでは哺乳類の赤血球と比較すると 100倍以上

の大きさであることが知られている（Mueller et al., 2008）。また，コオリウオ科生

物は赤血球を有さない脊椎動物として知られている（Johan T. Ruud, 1954）。 

2004年に硬骨魚類であるトラフグの EPO遺伝子がクローニングされると，EPO

の発現制御機構が哺乳類とは異なることが示された（Chou et al., 2004）。続いて，

ゼブラフィッシュやアフリカツメガエルにおける EPO の機能が解析され，それぞ

れ赤血球造血に EPO が中心的な機能を担うことが証明された一方，それぞれの造

血様式においては多様性があることも同時に分かってきた（Paffett-Lugassy et al., 

2007; Nogawa-Kosaka et al., 2010）。しかしながら，未だに哺乳類赤血球造血におけ

る CFU-E，BFU-E に相当する細胞は同定されておらず，血球系譜が哺乳類の血球

系譜に一致するのかは不明である。 

 
1-1-3. 血小板 

血小板は主に骨髄中に存在する巨核球から産生される無核の細胞であり，細胞の

大きさも 2 μm–10 μmといった非常に小さな形態を示す。その大きさから他の血球

種と比較すると，血小板の存在が知られるまでには時間がかかった。血小板は血球
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の中でも赤血球に次ぐ細胞数を占めており，止血機能において中心的な役割を担っ

ているが，がんや免疫系においても機能的な役割を担うことが分かってきた。 

 

（1）血小板の発見 

1658年にヤン・スワンメルダム，レーウェンフックらにより，カエル，ヒトの赤

血球がスケッチされた記録が残されている。一方，細胞の大きさが直径 2-10 μm程

度しかない血小板の発見は遅く，赤血球が観察されてから約 200年後の 1842年に

Donné（Donné, 1842）と Addison（Addison, 1842）が初めて血小板の存在を示唆し

た。続いて，1874年にWilliam Oslerにより初めて血小板に相当する細胞が観察さ

れた（Osler, 1873）。その後，1882年にイタリア人の病理学者である Giulio Bizzozero

により止血に対する血小板機能，さらには骨髄中での血小板産生が報告された

（Bizzozero, 1882）。1904年，James Homer Wrightによる細胞染色技術（Wright-Giemsa

染色）が確立されると，それまで顆粒球や赤血球の核片，蛋白質沈殿物，多能性前

駆細胞，或は寄生虫だと考えられていた血小板の同定が容易になり，血小板が骨髄

中に存在する巨大な細胞がちぎれて産生される恒常的に存在する細胞であること

が示された（Wright, 1906）。 

一方，血小板の前駆細胞である巨核球は 1864年に Robin（Robin, 1864）によりそ

の存在が報告され，1891年に Howell（Howell, 1891）により骨髄中に局在する大き

な細胞は「巨核球」と名付けられた。骨髄中に含まれる巨核球数は 0.1-0.5％程度と

非常に少ないため（Bentfeld-Barker and Bainton, 1982），分離，培養が困難であり血

小板の産生機構は長らく未解明であった。しかし， 1994年になると 5つのグルー

プから血小板産生因子トロンボポエチン（Thrombopoietin：TPO）が同時にクロー

ニングされ（Sohma et al., 1994; Kuter et al., 1994; Kaushansky et al., 1994; Sauvage et 

al., 1994; Lok et al., 1994; Bartley et al., 1994），in vitroにおいて巨核球，血小板の産生

が可能となり，それぞれの細胞の特徴及び，分化系譜の一端が解明されるようにな

った。 

 

（2）血小板の機能 

脳梗塞や心筋梗塞といった血栓形成において中心的な機能を担う血小板の止血
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機構は，詳細に解析が進められてきた。血栓構築において，血小板は中心的な役割

を担っている。血小板は血管損傷部位に集積し，血小板血栓を形成する（一次凝集）。

その後，血小板から放出された顆粒の作用により，フィブリン血栓と呼ばれる強固

な血栓が形成される（二次凝集）。この血小板の活性化機構や凝集機構は複雑な過

程を経ている。血小板の細胞膜上には細胞接着因子のグリコプロテイン IIb と IIIa

の複合体（GPIIb/IIIa）やフォン・ヴィルブランド因子（von Willebrand Factor：vWF）

の受容体である GPIbを発現している。血管損傷が起こると，露出したコラーゲン

に血液中の vWFがコラーゲンに結合する。この vWFを血小板の GPIb，GpIIbが認

識して，血小板が損傷部に集積する。さらに，血小板は活性化して形態を変化させ，

球状の血小板は触手を伸ばしていく。最後に Ca2+，アデノシン二リン酸（Adenosine 

diphosphate：ADP），アデノシン三リン酸（Adenosine triphosphate：ATP），セロトニ

ンを含む濃染顆粒，血小板第 4因子（platelet factor 4：PF-4），vWFを含む α顆粒が

血小板から放出される（McNicol and Israels, 1999; Rendu and Brohard-Bohn, 2001）。

顆粒に含まれる ADP，セロトニン，Ca2+等により血小板が活性化すると GPIIb/IIIa

の高次構造が変化してフィブリノーゲンと結合して強固な血栓を構築する

（Versteeg et al., 2013）（図 1-2）。体内において血栓が存続，拡大すると血管が閉塞

し組織の壊死に繋がるが，繊維素溶解現象（線溶）により血栓が溶解される。本反

応において，中心的な役割を担う因子がプラスミンである。組織型プラスミノーゲ

ンアクチベーター（Tissue plasminogen activator：t-PA）によりプラスミノーゲンか

らプラスミンが産生され，フィブリンが分解される（Rijken and Lijnen, 2009）。一

方，血小板は活性化に伴い，線溶阻害因子であるプラスミノーゲンアクチベーター

インヒビター1（Plasminogen activator inhibitor-1：PAI-1）を放出し，血栓形成を促進

していると考えられている（Booth et al., 1988）。 

近年，血小板の止血能以外の機能も徐々に明らかとなってきた。血小板上に発現

する Toll様受容体は病原体関連分子パターン PAMPs（Pathogen-associated molecular 

patterns）を認識すると，好中球に結合して好中球の貪食促進，細菌を捕獲する細胞

外構造体（Neutrophil Extracellular Traps：NETs）の放出を促進させる(Andonegui et al., 

2005; Clark et al., 2007)。また，肝臓中の洞様毛細血管に局在するクッパー細胞は，

細菌を捕えると vWF を活性化させて血小板の接着を促す。このとき，血小板から
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抗菌因子が放出される。このようにして，血小板が自然免疫防御系に寄与している

（Wong et al., 2013）。他にも，直接固形がん細胞に接着した血小板中の TGFβ作用

により，相乗的にがんの転移に関与する TGFβ/Smadシグナルと NF-κBシグナルを

活性化させるなど，がんと血小板の関わりも報告されている（Labelle et al., 2011）。 

  

 
 

図 1-3 血小板の凝集モデル 
血管内内皮細胞で覆われていたコラーゲンがむき出しになると以下の反応が進行する。（1）血
中の vWFがコラーゲンに結合する。（2）血小板の GpIbが vWFを認識する。（3）GpIIbも vWF
を認識する。血小板が活性化し，形態を変化させる。（4）血小板に新たに vWF等が結合する。
（5）新たに血小板が結合する。（6）血小板が ATP，ADP，PF-4，セロトニン等を含む顆粒を放
出し，血小板同士の結合を誘導する。（7）フィブリノーゲンにより強固な結合が形成される。  
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（3）非哺乳動物の止血細胞 

多くの無脊椎動物において，血液に相当する体液中には多様な防御機構に関与す

る細胞が含まれる。カブトガニの体液には 1種類のみの細胞が含まれている。本細

胞は Amebocyte（アメーバ細胞）と呼ばれる有核細胞であり，細胞質中には多くの

顆粒が存在することが知られている。アメーバ細胞は細菌内毒素により活性化され

ると伸展して，顆粒を放出して凝集塊を構築する。本特性よりも，血小板の起源と

なった細胞だと考えられている（Levin, 2012）。 

脊椎動物の中でも血小板を有するのはヒトやマウスをはじめとする哺乳類だけ

であり，大半の脊椎動物は紡錘型で有核の栓球が止血機能を担っている。紡錘型の

栓球は活性化するとその形態を変化させて，球状となることが in vitro を中心とし

た実験で明らかにされてきた。有核栓球の機能はこれまで，血小板活性化因子であ

る ADP，コラーゲン，トロンビン，Ca2+に対する評価が中心に進められ，動物種に

より活性化誘導を促す因子が異なることが報告されている（表 1-1）。ADP はゼブ

ラフィッシュやニジマスといった魚類で栓球の活性化を促すが（Jagadeeswaran et al., 

1999; Woodwarda et al., 1981），コイやホシザメといった魚類の他，栓球機能が解析

されている爬虫類や鳥類での活性化誘導は認められていない（表 1-1）。本知見は有

核栓球の止血機構の多様性を示す他，血小板への進化を考えていく上で重要なもの

となる。上記で記したアメーバ細胞，有核栓球の機能から，これらの細胞が血小板

へ進化したと考えられるものの，有核栓球に関する知見は乏しく，結論づけるまで

の結果は得られていない。 

 

表 1-1各動物種における栓球活性化因子 

生物種 ADP コラーゲン トロンビン Ca2＋ 参考文献 

魚類 

ゼブラフィッシュ ＋ ＋ ＋ N.D Jagadeeswaran P et al. Br J Haematol. 1999 

ニジマス ＋ ＋ ＋ N.D Woodward JJ et al. Comp Biochem Physiol A. 1981 

コイ - ＋ ＋ N.D 
Belamarich FA et al. Nature. 1968 

Nakayasu C. Vet Immunol Immunopathol. 1997 

ホシザメ - N.D ＋ N.D Shepro D et al. J Cell Sci. 1969 

爬虫類 

ウミガメ - ＋ ＋ N.D Morgan DA et al. Tissue Cell. 2009 

アカミミガメ - N.D ＋ N.D Belamarich FA et al. Nature. 1968 

アメリカアリゲーター  - N.D ＋ N.D Belamarich FA et al. Nature. 1968 

両生類 アカハライモリ N.D N.D N.D ＋ Kawa K. J Physiol. 1987  

鳥類 ニワトリ - ＋ ＋ N.D 
Belamarich FA et al. Nature. 1968 

Lacoste-Eleaume AS. Exp Cell Res. 1994 

      N.D： Not done 
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1-1-4. 白血球 

白血球は生体防御において中心的な機能を担っている。白血球は顆粒球と，リン

パ球，単球に分類され，それぞれ作用の異なる生体防御機構を有している。ヒト成

人男性において，白血球に占める顆粒球の割合は，それぞれ，好塩基球 0.2-0.9%，

好酸球 2.4-3.7%，好中球 49.2-58.9%となっている。また，リンパ球は 30.3-40.5%，

単球は 3.3-6.2%となっている（渡邊ら, 2000）。 

 

（1）白血球の発見の歴史と機能 

現在リンパ球，単球，好酸球，好中球に分類されている細胞は 1865年に Schultze

により初めて分類された（Schultze, 1865）。細胞数が少ない好塩基球は他の顆粒球

から遅れて 1879年に初めて存在が確認された（Ehrlich, 1879）。各種顆粒球はその

後，機能解析が進められ，好中球は遊走，貪食，殺菌，消化機能があり，生体防御

に中心的な機能を有することが示された（Witko-Sarsat et al., 2000）。好酸球は，好

中球同様，遊走，貪食，殺菌能を有する他，炎症反応する関与も報告されている

（Marone et al., 2005）。また，好塩基球はアレルギーや炎症に関与する他，生体防

御に関する機能も担っている（Stone et al., 2010）。現在の造血幹細胞の移植系にお

いて，患者とドナーにおけるヒト白血球抗原（Human Leukocyte Antigen：HLA 抗

原）の一致が幹細胞の生着に不可欠であるが，本抗原は 1954 年に同定された

（Dausset, 1954）。 

 

（2）非哺乳動物における顆粒球 

赤血球，栓球は哺乳類と非哺乳類で無核，有核といった違いがあったのに対して，

顆粒球はそれぞれ白血球の中で占める割合こそ違うものの，形態は類似している。

様々な動物種における末梢血球像は図 1-4に示した。 

ウシガエル，ヒキガエル，ツメガエルといった両生類が持つ顆粒球の割合は，哺

乳類とは異なり好中球が必ずしも大半を占めるわけではなく，好酸球などの割合が

高く（Mitruka BM, 1981; Hadji-Azimi et al., 1987），生存環境に適した生体防御を行

っていることが推察される。一方，魚類でもゼブラフィッシュでは好中球，好酸球，

好塩基球を有しているが，ヨーロッパヘダイにおいて，好塩基球は稀な細胞であり
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（Zuasti A and C, 1988），メダカなど 3種類の顆粒球をもたない魚類も多く報告され

ている。 

 

 

1-1-5. アフリカツメガエルにおける造血 

アフリカツメガエル（ツメガエル）の血球造血に関しては 1987年に Hadji-Azimi

らにより初めてまとめられた。Hadji-Azimi らは末梢血球，臓器内の血球アトラス

を作製し，血算値，臓器毎に分布する血球前駆細胞数を報告した（Hadji-Azimi et al., 

1987）。形態学的な分類でしかないものの，赤血球系細胞，栓球系細胞，好酸球，

単球系細胞は肝臓，好塩基球，B細胞は脾臓，好中球は骨髄，T細胞は胸腺で主に

検出されている（表 1-2）。その後，ラット TPOがツメガエル TPOに作用して初期

発生時において造血幹・前駆細胞に作用することが示唆された（Kakeda et al., 2002）。

ツメガエルの造血因子については，2005年に初めて EPO受容体（EPOR）がクロー

ニングされた。ツメガエル EPOR（xlEPOR）の細胞外領域を大腸菌で発現させ，in 

 
 

図 1-4 各動物種における末梢血球像 
様々な動物における末梢血球の塗抹標本は MGG染色を施し，光学顕微鏡により撮像した。上段
は赤血球，中段は栓球，血小板，下段は顆粒球である。左から魚類のメダカ，両生類のアフリカ

ツメガエル，爬虫類のヘビ，鳥類のヒヨコ，哺乳類のブタ，マウス，ヒトの血球像である。脱殻

して無核の赤血球を有するのは哺乳類でのみ認められる他，無核の血小板も哺乳類でのみ存在す

る。非哺乳動物はすべて有核赤血球，血小板と同様の機能を持つとされる有核栓球が体内を循環

している。顆粒球は動物によりその組成，機能が異なるが全て有核である。 
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vivo投与すると赤血球数が減少した。本知見は，xlEPORが体内の EPOと結合する

ことにより赤血球数が減少したことが考えられ，ツメガエル EPO（xlEPO）は赤血

球造血を誘導することが示唆された。同時に，ツメガエルに溶血性貧血を誘導する

フェニルヒドラジン（Phenylhydrazine：PHZ）を投与すると，ツメガエルは溶血性

貧血を呈することが示されている（Aizawa et al., 2005）。EPOがクローニングされ

るとツメガエル組換え体 EPO（xlEPO）を用いたコロニーアッセイにより，哺乳類

同様に xlEPO/xlEPORシグナルを介した赤血球産生が肝臓，脾臓で行われているこ

とが実証された（Nogawa-Kosaka et al., 2010, 2011）。一方，肝実質細胞から産生さ

れる xlEPOは哺乳類 EPOと異なり糖鎖を有さないため，安定的に血液循環するの

が困難である（Nagasawa et al., 2015）。よって，ツメガエルではエンドクライン（傍

分泌）による赤血球造血がおこなわれていると考えられている（Nogawa-Kosaka et 

al., 2011）。また，xlEPOを使ったコロニーアッセイでは，肝臓細胞から産生された

コロニーはヘモグロビン合成した赤芽球から構成される赤血球系コロニーが出来

るのに対し，脾臓から形成されるコロニーはヘモグロビン合成した赤い細胞と，無

色の細胞から構成されるヘテロな細胞集団であった。よって，分化段階が異なる細

胞が臓器により局在していることが示唆された。その後，実際に未分化な細胞の特

徴であるスローサイクリング細胞は脾臓ではなく，肝臓に局在していることが示さ

れた。本細胞は肝臓の類洞内壁に局在していたが，本細胞が造血系の細胞であるか

今後の検証が期待される（Okui et al., 2013）。 

ツメガエルの造血モデルの利点としては環境応答に敏感な点である。両生類は外

温動物であり，常に環境刺激に曝されており，生理応答も同様に環境に応じで変化

している（野川, 加藤, 2006; 前川, 加藤, 2014; 加藤, 2014a; b; Nunomura et al., 2015; 

Maekawa and Kato, 2015）。ツメガエルを通常飼育下の 23℃から 5℃に暴露すると，

汎血球減少症が惹起される。赤血球減少は，赤血球前駆細胞の数は増加するが，肝

臓外に流出しなく，同時に肝臓内での赤血球破壊が亢進することによる減少である

ことが報告された（Maekawa et al., 2012）。5℃暴露個体の肝臓内で起こっている現

象を LC-MSにより検証すると，糖新生に関連するタンパク質群が同定された。グ

ルコース量は肝臓では減少しているが，血漿のグルコース量が増加していたことか

ら，5℃環境下で肝臓ではグリコーゲンが分解されるがグルコース産生ではない目
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的で使用されていることが推察された（Nagasawa et al., 2013）。本モデルは，機序

こそ未解明な点が多く残されているが，造血の環境応答を解析していく上で有用な

モデルとなることが期待される。ツメガエルの造血に関する知見は図 1-5にまとめ

た。 

表 1-2 ツメガエルにおける造血様細胞の局在 

血球系譜   肝臓 脾臓 骨髄 胸腺 

赤血球系細胞   +++ - - - 

栓球系細胞   +++ - - - 

顆粒球系細胞       
        好中球   + + +++ - 

        好塩基球 + +++ - - 

        好酸球   +++   - - 

リンパ球系細胞           

        B細胞   + +++ - - 

        T細胞   - - - +++ 

単球系細胞   +++ + - - 

+：検出臓器，+++：主要臓器，-：陰性臓器 

 
  

 
図 1-5 ツメガエルにおける造血モデル 

ツメガエル肝臓，脾臓には赤血球造血前駆細胞が局在している。肝臓では肝実質細胞が分

泌するEPOが類洞の内皮細胞に局在する赤血球前駆細胞に作用して赤血球の産生を促す。
脾臓にも赤血球前駆細胞は局在するが，分化段階の異なる細胞が局在していると考えられ

る。成熟血球は肝臓においても脾臓においても観察される。 
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第 2章 
TPO/c-Mplの機能 

  

2-1. 本研究の背景 II 

TPOは造血幹細胞の維持，増幅，血小板産生に至るまで幅広く造血に作用する造

血サイトカインである（Kato, 2015）。本章では TPO/c-Mpl系の発見から機能に至る

まで叙述した。また，アフリカツメガエルにおける TPO の機能解析における有用

性，新規性について叙述した。 

 

2-1-1. TPO 

（1）TPOの発見と臨床応用の歴史 

巨核球，血小板造血に特異的に作用すると想定された造血因子であるトロンボポ

エチン（TPO）の存在は 1958年に Kelemenにより提唱されているが，日本国内で

は Kelemenに先立ち，1938年に小宮悦造により，「トロンボポエチン：Thrombopoëtin」

といった言葉が使用されていた（小宮, 1938）。本分子の存在は 1957年に山元が肝

臓，脾臓で産生される血清中の因子であることを報告しているが（山元, 1957），1994

年に至るまで本分子の同定はなされなかった。TPO（c-mpl リガンド）遺伝子は 5

つのグループから同時にクローニングされた。2つのグループでは血小板減少症を

誘導したラット（Sohma et al., 1994; Kato et al., 1995），ヒツジ（Kuter et al., 1994）の

血漿から直接精製したタンパク質のアミノ酸配列情報を基に単離されたものであ

り，3つのグループでは TPOの受容体 Mplに対するリガンドとして，TPOがクロ

ーニングされた（Sauvage et al., 1994; Lok et al., 1994; Bartley et al., 1994）。クローニ

ングされたヒト TPOの N末端側のドメインでは 2か所のジスルフィド結合が存在

し，立体構造は 4-α-helix bundleである（Feese et al., 2004）。また，N末端側ドメイ

ンは TPOの受容体である Mplとの結合領域を含む活性領域であり，C末端側ドメ

インを欠失してもその活性は保たれる（Kato et al., 1997）。本分子の造血作用，分子

構造，産生機序，シグナル伝達機構などが調べられた一方，血小板を特異的に増加

させる特徴から 1995 年にはヒトを対象とした臨床試験が開始された。臨床で用い

られた TPO は全長を動物細胞で発現させた TPO（rHuTPO）と N 末端側ドメイン
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を大腸菌で発現させたヒト TPOにポリエチレングリコールを修飾して in vivo活性

を増幅させた TPO製剤（PEG-rHuMGDF）の臨床試験が行われた。進行がん症例や

悪性腫瘍症例を対象とした血小板減少症の患者に rHuTPO，PEG-rHuMGDFをそれ

ぞれ投与すると両者血小板数を増加させることが示されたが（Vadhan-Raj et al., 

1997; Basser et al., 1996），1999年に同製剤に対する中和抗体が産生された例が報告

され，臨床試験は中止となった（Li et al., 2001）。本製剤は現在第一世代受動態作動

薬と呼ばれている。その後も TPO 受容体作動薬の開発が進められ，ヒト免疫グロ

ブリン G1（Immunoglobulin G1：IgG1）の Fc領域とヒト TPO受容体結合配列を含

むペプチドからなる融合タンパク質であるロミプロスチム（Romiplostin：AMG 531）

（Cwirla et al., 1997），TPO 受容体の膜貫通領域に特異的な相互作用をして内部に

シグナルを伝える低分子エルトロンボパグ（Eltrombopag：AKR-501）（Kuter, 2007）

が第二世代受動態作動薬として開発された。第二世代TPO受動態作動薬は 2010年，

2011 年に日本でもそれぞれ製造承認を得て，現在特発性血小板減少性紫斑病

（Idiopathic thrombocytopenic purpura：ITP）及び再生不良性貧血の治療薬として使

用されている。 

 

（2）TPOおよび Mplの構造とシグナル伝達系 

TPOの受容体，c-Mplは I 型サイトカイン受容体ファミリーに分類される一回膜

貫通型受容体であり，細胞内にはチロシンキナーゼである Janus Kinase 2（JAK2）

が会合している。c-Mplは主に巨核球，血小板，血管芽細胞，造血幹細胞に単量体

で存在しているが，TPOが結合すると 2量体を形成して構造を変化させ JAK2のリ

ン酸化を促す（Tortolani et al., 1995; Miyakawa et al., 1995）。2量体の安定化にはコレ

ステロール，TPOの結合が関与し，さらには多量体に移行していく（坂本ら, 2011）。

リン酸化された JAK2は Extracellular signal-regulated protein kinase（ERK）1，2 MAPK

をリン酸化し，MAPK経路を活性化させ，巨核球の核内分裂に関与する（Rojnuckarin 

et al., 1999）。また，JAK2の下流にある STAT5は JAK2のリン酸化に伴いリン酸化

されると二量体を形成して核内へ移行し，cyclin D1，Bcl-XL，p27，p21の発現を増

幅させて生存や細胞増殖に関与する（de Groot et al., 2000; Matsumura et al., 1997）。

細胞の生存に TPO/Mpl 系が関与することから，輸血用血小板の寿命を伸ばすため
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に血小板製剤に TPOを添加する試験が進められた。また，JAK2に結合する SOCS1

や SOCS3などは，TPOのシグナル伝達を抑制することにより巨核球造血を制御し

ている他（Wang et al., 2000; Chaligné et al., 2009），JAK-STAT経路とは独立した PI3K

経路も活性化させシグナルを内部へと伝えている（Miyakawa et al., 2001）。巨核球

前駆細胞は上記に記した，シグナル伝達経路により分化核の倍数性が増加した巨核

球へと分化，成熟していく。また，末梢血小板にもMplが発現しており，血小板凝

集作用に対するプライミング効果がある事がわかり，TPO 投与による血栓症発症

抑制の機序になっていることが示唆されている（Oda et al., 1996）。以上のように，

TPO は巨核球の成熟と造血幹細胞の増幅，血小板凝集作用のプライミング効果に

関与するが，それぞれのシグナルにおける違いに関しては明らかになっていない。 

 

（3）様々な生物種における TPO 

TPO はこれまでにニワトリ，ゼブラフィッシュでのみクローニングおよび機能

評価がなされている。ニワトリ TPO は栓球赤血球共通前駆細胞の存在を示し

（Bartunek et al., 2008），ゼブラフィッシュ TPOは哺乳類と同様に栓球造血を促す

ことを示した（Svoboda et al., 2014）。近年，様々な動物においてゲノムの解読が進

められ，配列情報が蓄積されてきた。機能評価はされていないものの，配列情報か

ら TPOに相当する分子を抽出すると，実に 79種の TPO様分子が得られる（図 2-

1）。ヒト TPOの一次配列はヒト EPOと比較すると 23%一致する。この相同性の高

さは分子進化上，元々同一分子がそれぞれ進化してきたことが考えられる。よって，

下等動物では EPOと TPOの区別がなくなるのではないかといった仮説の元，それ

ぞれの分子の系統樹を作成したところ，TPO の配列情報のある最も下等なゼブラ

フィッシュでも EPOと TPOはそれぞれ独立していた（図 2-2）。 
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図 2-1 TPO様配列の系統樹 

NCBI（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene）に公開されている TPO 配列は Clustal Omega and 
Clustal Phylogeny プ ロ グ ラ ム を 用 い て 系 統 樹 を 作 製 し た 。 EMBL-EBI 
（http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/）. Tanizaki et al. Sci Rep. 2015より改変。 

 
 
 
 
 
 
 

TPO Monodelphis domestica [gray short-tailed opossum

TPO Ornithorhynchus anatinus [duckbill platypus]

TPO Peromyscus maniculatus bairdii [Prairie Deer Mouse]

TPO Lipotes vexillifer [Yangtze river dolphins]

TPO Physeter catodon [cachalot]

TPO Pongo abelii [Orang-utan]

TPO Saimiri boliviensis boliviensis [Bolivian squirrel monkey]

TPO Sorex araneus [Eurasian shrew]

TPO Ochotona princeps [southern American pika]

TPO Oryctolagus cuniculus [European rabbit]

TPO Nannospalax galili [Northern Israeli blind subterranean mole rat]

TPO Rattus norvegicus [rats]

TPO Microtus ochrogaster [prairie voles]

TPO Cricetulus griseus [Chinese hamsters]

TPO Mesocricetus auratus [Syrian golden hamster]

TPO Panthera tigris altaica [Siberian tiger]

TPO Ursus maritimus [white bear]

TPO Leptonychotes weddellii [Weddell seal]

TPO Odobenus rosmarus divergens [Pacific walrus]

TPO Mustela putorius furo [black ferret]

TPO Canis lupus familiaris [dogs]

TPO Sus scrofa [pigs]

TPO Tursiops truncatus [Atlantic bottle-nosed dolphin]

TPO Orcinus orca [Orca]

TPO Bos mutus [Yak]

TPO Bos taurus [bovine]

TPO Bubalus bubalis [river buffalo]

TPO Ovis aries [domestic sheep]

TPO Capra hircus [goats]

TPO Pantholops hodgsonii [Tibetan antelope]

TPO Camelus ferus [Bactrian camel]

TPO Vicugna pacos [alpaca]

TPO Ceratotherium simum simum [southern square-lipped rhinoceros]

TPO Equus caballus [domestic horse/equine]

TPO Equus przewalskii [Przewalski's ｗild Horse]

TPO Pteropus alecto [black flying fox]

TPO Eptesicus fuscus [Big brown bat]

TPO Myotis brandtii [brandt's bat]

TPO Condylura cristata [star-nosed mole]

TPO Dasypus novemcinctus [nine-banded armadillo]

TPO Elephantulus edwardii [cape rock sengi]

TPO Chrysochloris asiatica [cape golden mole]

TPO Orycteropus afer afer [aardvark]

TPO Heterocephalus glaber [naked mole rat]

TPO Chinchilla lanigera [chinchilla]

TPO Cavia porcellus [guinea pig]

TPO Octodon degus [degu]

TPO Tupaia chinensis [Chinese tree shrew]

TPO Galeopterus variegatus [Malayan flying lemur]

TPO Ictidomys tridecemlineatus [thirteen-lined ground squirrel]

TPO Echinops telfairi [lesser hedgehog tenrec]

TPO Pan troglodytes [chimpanzee]

TPO Papio anubis [olive Baboon]

TPO Chlorocebus sabaeus [green monkey]

TPO Macaca fascicularis [crab-eating macaque]

TPO Nomascus leucogenys [White-cheeked Gibbon]

TPO Pan paniscus [bonobo]

TPO Anolis carolinensis [Carolina anole]

TPO Pelodiscus sinensis [Chinese softshell turtle]

TPO Chelonia mydas [green turtle]

TPO Chrysemys picta bellii [painted turtle]

TPO Corvus brachyrhynchos [American crow]

TPO Ficedula albicollis [Collared flycatcher]

TPO Pseudopodoces humilis [Tibetan ground-jay]

TPO Taeniopygia guttata [Zebra finch]

TPO Zonotrichia albicollis [ｗhite-throated sparrow]

TPO Serinus canaria [Atlantic canary]

TPO Cuculus canorus [cuckoo]

TPO Falco peregrinus [ｗanderfalke]

TPO Columba livia [rock dove]

TPO Nipponia nippon [Japanese crested ibis]

TPO Pygoscelis adeliae [Adelie Penguin]

TPO Gallus gallus [chickens]

TPO Callorhinchus milii [Australian ghost shark]

TPO Callithrix jacchus [common marmoset]

TPO Mus musculus [mouse]

TPO Homo sapiens [man] 

TPO Danio rerio [zebrafish] 

0.1

TPO Felis catus [cats]
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図 2-2 様々な動物における EPO様配列と TPO様配列の比較 

NCBI（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene）に公開されている TPO配列は Clustal Omega，Clustal 
Phylogenyプログラムを用いて系統樹を作製した。青文字は TPO，赤文字は EPOを示す。（加藤, 
2014b）。 

 
 
 

TPO Monodelphis domestica [gray short-tailed opossum]  ハイイロジネズミオポッサム
TPO Ornithorhynchus anatinus [duckbill platypus]  カモノハシ

TPO Peromyscus maniculatus bairdii [Prairie Deer Mouse]  シカネズミ
TPO Lipotes vexillifer [Yangtze river dolphins]  ヨウスコウカワイルカ

TPO Physeter catodon [cachalot]  マッコウクジラ
TPO Pongo abelii [Orang-utan]  スマトラオランウータン

TPO Saimiri boliviensis boliviensis [Bolivian squirrel monkey]  ボリビアリスザル
TPO Sorex araneus [Eurasian shrew]  ヨーロッパトガリネズミ

TPO Ochotona princeps [southern American pika]  アメリカナキウサギ
TPO Oryctolagus cuniculus [European rabbit]  アナウサギ

TPO Nannospalax galili [Northern Israeli blind subterranean mole rat]  メクラデバネズミ
TPO Mus musculus [mouse]  ハツカネズミ

TPO Rattus norvegicus [rats]  ラット
TPO Microtus ochrogaster [prairie voles]  プレーリーハタネズミ

TPO Cricetulus griseus [Chinese hamsters]  チャイニーズハムスター
TPO Mesocricetus auratus [Syrian golden hamster]  ゴールデンハムスター

TPO Panthera tigris altaica [Siberian tiger]  シベリアトラ
TPO Felis catus [cats]  ネコ

TPO Ursus maritimus [white bear]  ホッキョクグマ
TPO Leptonychotes weddellii [Weddell seal]  ウェッデルアザラシ
TPO Odobenus rosmarus divergens [Pacific walrus]  タイヘイヨウセイウチ
TPO Mustela putorius furo [black ferret]  フェレット

TPO Canis lupus familiaris [dogs]  イヌ
TPO Sus scrofa [pigs]  イノシシ

TPO Tursiops truncatus [Atlantic bottle-nosed dolphin]  ハンドウイルカ
TPO Orcinus orca [Orca]  シャチ
TPO Bos mutus [Yak]  ヤク
TPO Bos taurus [bovine]  ウシ

TPO Bubalus bubalis [river buffalo]  アジアスイギュウ
TPO Ovis aries [domestic sheep]  ヒツジ
TPO Capra hircus [goats]  ヤギ
TPO Pantholops hodgsonii [Tibetan antelope]  チルー

TPO Camelus ferus [Bactrian camel]  フタコブラクダ
TPO Vicugna pacos [alpaca]  アルパカ

TPO Ceratotherium simum simum [southern square-lipped rhinoceros]  シロサイ
TPO Equus caballus [domestic horse/equine]  ウマ
TPO Equus przewalskii [Przewalski's ｗild Horse]  モウコノウマ
TPO Pteropus alecto [black flying fox]  クロオオコウモリ
TPO Eptesicus fuscus [Big brown bat]  オオクビワコウモリ

TPO Myotis brandtii [brandt's bat]  ブラントホオヒゲコウモリ
TPO Condylura cristata [star-nosed mole]  ホシバナモグラ

TPO Dasypus novemcinctus [nine-banded armadillo]  ココノオビアルマジロ
TPO Elephantulus edwardii [cape rock sengi]  ハネジネズミ

TPO Chrysochloris asiatica [cape golden mole]  ケープキンモグラ
TPO Orycteropus afer afer [aardvark]  ツチブタ

TPO Heterocephalus glaber [naked mole rat]  ハダカデバネズミ
TPO Chinchilla lanigera [chinchilla]  チンチラ
TPO Cavia porcellus [guinea pig]  モルモット
TPO Octodon degus [degu]  デグー

TPO Tupaia chinensis [Chinese tree shrew]  ツバイ
TPO Galeopterus variegatus [Malayan flying lemur]  マレーヒヨケザル

TPO Ictidomys tridecemlineatus [thirteen-lined ground squirrel]  ジュウサンセンジリス
TPO Echinops telfairi [lesser hedgehog tenrec]  ヒメハリテンレック

TPO Pan troglodytes [chimpanzee]  チンパンジー
TPO Papio anubis [olive Baboon]  アヌビスヒヒ

TPO Chlorocebus sabaeus [green monkey]  サバンナモンキー
TPO Macaca fascicularis [crab-eating macaque]  カニクイザル
TPO Nomascus leucogenys [White-cheeked Gibbon]  ホオジロテナガザル

TPO Pan paniscus [bonobo]  ボノボ
TPO Homo sapiens [man]  ヒト

TPO Anolis carolinensis [Carolina anole]  グリーンアノール
TPO Pelodiscus sinensis [Chinese softshell turtle]  シナスッポン
TPO Chelonia mydas [green turtle]  アオウミガメ
TPO Chrysemys picta bellii [painted turtle]  ニシキガメ

TPO Corvus brachyrhynchos [American crow]  アメリカガラス
TPO Ficedula albicollis [Collared flycatcher]  シロエリヒタキ

TPO Pseudopodoces humilis [Tibetan ground-jay]  ヒメサバクガラス
TPO Taeniopygia guttata [Zebra finch]  キンカチョウ
TPO Zonotrichia albicollis [ｗhite-throated sparrow]  ドジロシトド
TPO Serinus canaria [Atlantic canary]  カナリア
TPO Cuculus canorus [cuckoo]  カッコウ

TPO Falco peregrinus [ｗanderfalke]  ハヤブサ
TPO Columba livia [rock dove]  カワラバト

TPO Nipponia nippon [Japanese crested ibis]  トキ
TPO Pygoscelis adeliae [Adelie Penguin]  アデリーペンギン

TPO Gallus gallus [chickens]  ニワトリ
TPO Danio rerio [zebrafish]  ゼブラフィッシュ

TPO Callorhinchus milii [Australian ghost shark]  ゾウギンザメ
TPO Callithrix jacchus [common marmoset]  コモンマーモセット

EPO Ornithorhynchus anatinus [duckbill platypus]  カモノハシ
EPO Danio rerio [zebrafish]  ゼブラフィッシュ

EPO Carassius auratus [goldfish]  キンギョ
EPO Cyprinus carpio [carp]  コイ
EPO Cynoglossus semilaevis [tongue sole]  カラアカシタビラメ

EPO Poecilia reticulata [guppy]  グッピー
EPO Epinephelus coioides [estuary cod]  チャイロマルハタ

EPO Stegastes partitus [bicolor damselfish]  バイカラーダムゼルフィッシュ
EPO Takifugu rubripes [iger puffer]  トラフグ

EPO Tetraodon nigroviridis [Green Spotted Puffer]  ミドリフグ
EPO Callorhinchus milii [Australian ghost shark]  ゾウギンザメ

EPO Latimeria chalumnae [coelacanth]  シーラカンス
EPO Xenopus (Silurana) tropicalis [Western clawed frog]  ネッタイツメガエル

EPO Xenopus laevis [African clawed frog]  アフリカツメガエル
EPO Pseudopodoces humilis [Tibetan ground-jay]  ヒメサバクガラス

EPO Anolis carolinensis [Carolina anole]  グリーンアノール
EPO Monodelphis domestica [gray short-tailed opossum]  ハイイロジネズミオポッサム

EPO Sarcophilus harrisii [Tasmanian devil]  タスマニアデビル
EPO Heterocephalus glaber [naked mole rat]  ハダカデバネズミ

EPO Cavia porcellus [guinea pig]  モルモット
EPO Erinaceus europaeus [European hedgehog]  ヨーロッパハリネズミ

EPO Ochotona princeps [southern American pika]  アメリカナキウサギ
EPO Oryctolagus cuniculus [European rabbit]  アナウサギ

EPO Elephantulus edwardii [cape rock sengi]  ハネジネズミ
EPO Orycteropus afer afer [aardvark]  ツチブタ

EPO Echinops telfairi [lesser hedgehog tenrec]  ヒメハリテンレック
EPO Dasypus novemcinctus [nine-banded armadillo]  ココノオビアルマジロ

EPO Sorex araneus [Eurasian shrew]  ヨーロッパトガリネズミ
EPO Jaculus jaculus [three-toed jerboa]  ミユビトビネズミ

EPO Nannospalax galili [Northern Israeli blind subterranean mole rat]  メクラデバネズミ
EPO Microtus ochrogaster [prairie voles]  プレーリーハタネズミ
EPO Cricetulus griseus [Chinese hamsters]  チャイニーズハムスター

EPO Peromyscus maniculatus bairdii [Prairie Deer Mouse]  シカネズミ
EPO Mus musculus [mouse]  ハツカネズミ

EPO Rattus norvegicus [rats]  ラット
EPO Chinchilla lanigera [chinchilla]  チンチラ

EPO Octodon degus [degu]  デグー
EPO Callithrix jacchus [common marmoset]  コモンマーモセット
EPO Saimiri boliviensis boliviensis [Bolivian squirrel monkey]  ボリビアリスザル

EPO Papio anubis [olive Baboon]  アヌビスヒヒ
EPO Macaca fascicularis [crab-eating macaque]  カニクイザル

EPO Macaca mulatta [Rhesus macaque]  アカゲザル
EPO Chlorocebus sabaeus [green monkey]  サバンナモンキー

EPO Nomascus leucogenys [White-cheeked Gibbon]  ホオジロテナガザル
EPO Pan paniscus [bonobo]  ボノボ
EPO Pan troglodytes [chimpanzee]  チンパンジー

EPO Homo sapiens [man]  ヒト
EPO Otolemur garnettii [Galago garnetti]  ガーネットガラゴ

EPO Pongo abelii [Orang-utan]  スマトラオランウータン
EPO Bubalus bubalis [river buffalo]  アジアスイギュウ

EPO Ovis aries [domestic sheep]  ヒツジ
EPO Bos mutus [Yak]  ヤク
EPO Bos taurus [bovine]  ウシ

EPO Pantholops hodgsonii [Tibetan antelope]  チルー
EPO Capra hircus [goats]  ヤギ

EPO Sus scrofa [pigs]  イノシシ
EPO Physeter catodon [cachalot]  マッコウクジラ

EPO Lipotes vexillifer [Yangtze river dolphins]  ヨウスコウカワイルカ
EPO Orcinus orca [Orca]  シャチ

EPO Tursiops truncatus [Atlantic bottle-nosed dolphin]  ハンドウイルカ
EPO Balaenoptera acutorostrata scammoni [Minke Whale]  ミンククジラ

EPO Vicugna pacos [alpaca]  アルパカ
EPO Ceratotherium simum simum [southern square-lipped rhinoceros]  シロサイ

EPO Equus caballus [domestic horse/equine]  ウマ
EPO Equus przewalskii [Przewalski's ｗild Horse]  モウコノウマ
EPO Canis lupus familiaris [dogs]  イヌ

EPO Mustela putorius furo [black ferret]  フェレット
EPO Panthera tigris altaica [Siberian tiger]  シベリアトラ

EPO Odobenus rosmarus divergens [Pacific walrus]  タイヘイヨウセイウチ
EPO Ursus maritimus [white bear]  ホッキョクグマ

EPO Felis catus [cats]  ネコ
EPO Condylura cristata [star-nosed mole]  ホシバナモグラ

EPO Pteropus alecto [black flying fox]  クロオオコウモリ
EPO Eptesicus fuscus [Big brown bat]  オオクビワコウモリ

EPO Myotis brandtii [brandt's bat]  ブラントホオヒゲコウモリ
EPO Tupaia chinensis [Chinese tree shrew]  ツバイ

EPO Ictidomys tridecemlineatus [thirteen-lined ground squirrel]  ジュウサンセンジリス
EPO Galeopterus variegatus [Malayan flying lemur]  マレーヒヨケザル

0.1

EPO

TPO
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2-1-2. 巨核球・血小板造血 

（1）巨核球の起源 

ヒト，マウスの造血巣は発生段階に伴い移行する。哺乳類の造血発生は発生生物

学的に 2段階に分かれ，発生初期に卵黄嚢から始まる一次造血と，大動脈-中腎-生

殖原器領域（AGM領域），胎盤で開始される成体型造血である二次造血に大別され

る（Mikkola and Orkin, 2006）。マウスにおいて，一時造血で産生される赤血球は有

核であり，成体型赤血球と比較すると体積は 4-5倍と大型である。また，胚型血小

板においても成体血小板と比較すると直径が 1.6倍程大きくなっている。胚型血小

板は微細構造も成体型血小板とは異なり，顆粒が少なく機能的にも未熟であること

が推察される（Tober et al., 2007）。また，卵黄嚢内では核の多倍体化した巨核球に

先行して 2倍体の細胞から血小板が産生される（Potts et al., 2014）。マウスの発生

に伴い，受精後 7.25 日後に赤血球前駆細胞が，9 日後には巨核球前駆細胞および

MEPが卵黄嚢内に認められ，10.5日後には血小板の血液循環が観察される（Tober 

et al., 2008）。血小板が循環する時期において，AGM領域の背側と胎盤では造血幹

細胞が出現し，二次造血が開始される。一方で胎児型血球は代謝され，成体型血球

へと入れ替わっていく。その後，造血幹細胞は肝臓を経て骨髄へと移行し，生涯に

わたり血液細胞を供給し続けるようになる（図 2-3）。 

 
図 2-3 ヒトにおける造血巣の移行 

卵黄嚢から始まる二次造血の造血巣の推移。造血巣は卵黄嚢から脾臓，肝臓に推移し，最

終的には骨髄に移行して一生涯骨髄を造血巣とする。Williams Hematology, McGraw-Hill 
Medical改変。 
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（2）巨核球・血小板造血に関与する造血因子 

TPO 以外にも巨核球や血小板産生に関与する様々な因子が存在する。造血幹細

胞から巨核球前駆細胞への分化には IL-3（Segal et al., 1988），GM-CSF（Ishibashi et 

al., 1990），巨核球の成熟過程には EPO，IL-11（Broudy et al., 1995），SCF，IL-6（Debili 

et al., 1993）等が関与する。このうち，IL-11は米国では血小板減少の治療薬として

使用されているが，上記の因子は複数の血球細胞に作用し，巨核球，血小板系細胞

に特異的に機能するわけではないために，血小板減少症に対する臨床応用に困難な

側面を持っていた。また，ヒトを対象とした血小板数，および容積に関連する全ゲ

ノム関連解析（Genome-wide association study：GWAS）が行われた。その結果，従

来の研究で血小板数に関与することが知られている TPO などの血小板造血関連因

子に加えて，11 個の新規の血小板数関連遺伝子が同定されるなど，血小板産生に

は様々な分子の関与が考えられ，今後の研究で機能の解明が期待されている

（Kamatani et al., 2010）。 

 

（3）巨核球から血小板の産生機序 

巨核球からの血小板産生に関しては非常に複雑な過程を経ている。巨核球は 4N

から 156Nに至る核が多倍体化した細胞であり，巨核球の核相に関係なく血小板が

産生される。核の倍数性が異なる培養巨核球の遺伝子発現が網羅的に解析されたが，

核の倍数性と血小板産生に連鎖する遺伝子群は見つからなかった（Raslova et al., 

2007）。血小板の産生には巨核球が胞体突起を形成し，ちぎれることにより血小板

が産生される Proplatelet formationによる産生が主に in vitro実験において実証され

てきた（Horie et al., 1997）。さらにイメージング技術が高度化すると，骨髄におけ

る in vivo での血小板産生方法が分かってきた。巨核球は骨髄の微小血管内に接着

して血管内に突起を伸ばしていく。その後，血流によるせん断力により血小板およ

び包帯突起が末梢循環へと流れていくことが報告された（Junt et al., 2007）。血小板

は核がないために分裂するのが不可能であると考えられてきたが，in vitro におい

てヒト血小板の分裂が認められた。分裂した細胞は末梢血小板と同様にタンパク質

合成を行い，機能的なものであることから，血中に放出された未熟血小板は分裂す

ると考えられるようになった（Schwertz et al., 2010）。その後，末梢血液中で球体の
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proplatelet は可逆的にバーベル型をした preplatelet となり分裂することが明らかに

された（Thon et al., 2010）。肺繊維症など，肺の炎症時には巨核球は骨髄だけでは

なく血液中および肺においても観察されることから，肺も血小板産生臓器の一つで

あると考えられている。巨核球を移植するとマウスの血小板数は上昇し，移植した

巨核球の多くは肺に生着していたことから，肺が血小板産生に適した臓器であるこ

とが伺える（Fuentes et al., 2010）。微小血管は肺において最も多く，巨核球が断片

化する最適な環境であると考えられるものの正常時の造血における肺の血小板産

生に関する機能に関しては今後の研究による発展が期待される。 

また，血小板が放出される際，巨核球の形態変化がアポトーシスを行う細胞に類

似する点が多くあることからアポトーシスと血小板放出との関連性が指摘されて

きた。アポトーシスには Bcl-2ファミリーが機能するミトコンドリアを介する内因

性の経路，デスリガンドを介する外因性経路と 2つの経路が存在するが，成熟巨核

球内ではアポトーシス過程を開始させるカスパーゼ-9 およびカスパーゼ-3 の活性

が確認されている（De Botton et al., 2002）。一方，アポトーシスを促進する Bak（Bcl-

2 homologous antagonist/killer）および Bax（Bcl-2-associated X protein）ノックアウト

マウスによる解析では，血小板数に変化が見られない（Josefsson et al., 2011）。また，

カスパーゼ‐9 のノックアウトマウスの胎児肝臓を正常マウスに移植しても血小

板産生量には変化がないことから（White et al., 2012），アポトーシスシグナルと血

小板産生との関連性は未解明な問題とされていた。しかし，近年巨核球が血小板の

産生方法は 2通りの報告がなされた（Kowata et al., 2014; Nishimura et al., 2015） 。

1つは Proplateletformationであり，もう一つが破裂型血小板造血（Rupture）である。

Rupture による血小板産生はアポトーシスとは異なるもののカスパーゼ活性化を伴

ったものであり，本研究により急性期における血小板数の維持機構の一端が解明さ

れた（Nishimura et al., 2015）。 

 

（4）巨核球造血に関与する要素（転写因子，miRNA） 

巨核球，血小板への分化，成熟は転写因子，miRNA が複雑に関与しながら調節

されている（図 2-4）。MEPにおいて，分化運命を決定する転写因子が c-Mybであ

る。c-myb の発現は巨核球への分化を抑制することが知られており（Kasper et al., 
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2002），発現量が多いと赤血球系へと分化へ傾斜することが示された（Mukai et al., 

2006）。c-mybは miRNA-150の標的となっており，miRNA-150を高発現させると c-

mybの発現量が低下しMEP細胞から巨核球が誘導される（Lu et al., 2008）。GATA1

欠損マウスでは前駆細胞が減少する他，血小板産生を阻害する（Shivdasani et al., 

1997）。本知見より，GATA-1 とコファクターである FOG-1（Friend of GATA）も

GATA1同様に巨核球産生において重要な機能を担うことが明らかとなった（Tsang 

et al., 1997）。続いて，転写因子 RUNX1，Fli-1も欠損すると末梢血小板数が減少し

て骨髄中に未熟巨核球が認められることから，巨核球の成熟には GATA-1に加えて

RUNX1，Fli-1が関与することが分かった（Doré and Crispino, 2011; Hart et al., 2000）。

また，CXCR4 を標的とする miRNA-146a の発現は巨核球の成熟を抑制する他，巨

核球が成熟しない 5q-症候群由来の細胞の解析からは Fli-1や TIRAPを標的とする

miRNA-145 の制御系が巨核球の成熟に関与することが報告された（Garzon et al., 

2006）。血小板造血の最終段階である巨核球の胞体突起形成および断片化に関して

は，NF-E2 （p45-MafGヘテロ 2量体）が必須の転写因子である。NF-E2は Nrf-2を

制御することにより細胞内の活性酸素の蓄積を促進することから，巨核球を成熟さ

せる環境に酸化ストレスの関連性が指摘されている（Motohashi et al., 2010）。 

 
（5）巨核球，血小板の in vitro分化誘導 

巨核球，血小板はこれまでに MEPを介する系と造血幹細胞から直接誘導される

系が報告されている（Akashi et al., 2000; Sanjuan-Pla et al., 2013; Yamamoto et al., 2013; 

Nishikii et al., 2015; Notta et al., 2016）。血小板はこれまでにヒト臍帯血由来幹細胞

（CD34 陽性細胞），マウス骨髄由来造血幹細胞（CD34 陽性細胞），巨核球系前駆

細胞（GpIIb/IIIa陽性 CFU-MK），ES細胞，iPS細胞，脂肪組織などから in vitroに

おいて誘導されてきた。様々な細胞から巨核球への分化誘導が可能である一方，誘

導された巨核球は出発材料により異なることが分かっている。臍帯血由来造血幹細

胞は骨髄，血液由来の造血幹細胞と比較して TPOに対する反応性が高く，TPO単

独で多くの巨核球系細胞を産み出すが，成体における造血幹細胞を由来とする巨核

球と比較して核の倍数性の低い未熟巨核球となる（Hagiwara et al., 1998）。骨髄およ

び臍帯血由来の造血幹細胞は in vitro において維持が難しいこと，採取できる細胞
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数が少ないことから，他の細胞からの誘導方法が確立されてきた。ES 細胞を M-

CSFを欠損した大理石病マウス骨髄間質細胞 OP9細胞と TPO，IL-6，IL-11含有培

地で共培養することで巨核球の形成が促進され，効率よく巨核球を作成することが

可能となった（Eto et al., 2002）。得られた ES細胞由来の血小板は，臨床応用にお

いて倫理的な問題，血小板数の安定供給の面での問題があったが，iPS細胞が作出

されると（Takahashi and Yamanaka, 2006），機能的な巨核球，血小板の産生法が報告

された（Takayama et al., 2010）。さらに，iPS細胞に c-MYCと BMI1を過剰発現さ

せることにより，巨核球様細胞株を作成し，安定的に大量の血小板が産生される系

が立ち上げられた（Nakamura et al., 2014）。一方で，簡易的に大量の血小板を得る

方法として，皮下脂肪前駆細胞の一部は巨核球に分化し，機能的な血小板を産生す

ることが報告された（Matsubara et al., 2009）。更には，繊維芽細胞からの巨核球分

化，血小板産生も報告された（Ono et al., 2012）。本細胞は患者本人から得られるこ

ともあり，再生医療の分野で着目される細胞の一つとなっている。 
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図 2-4 血小板産生モデル 
血球分化には造血微小環境，転写因子，マイクロ RNA，造血サイトカインなど様々な因子
が複雑に関与している。巨核球前駆細胞の分化経路は巨核球/赤血球前駆細胞を経由する経
路と造血幹細胞から直接分化する経路が報告されている。分化段階により作用する転写因

子，造血サイトカインは異なるが，中心的な機能を担っているのが TPOである。巨核球は
TPO の作用により核の倍数性が増加し，やがて，胞体突起を形成した後，Proplatelet 
formationと呼ばれる血小板産生のプロセスを踏む。一方，巨核球は急性期には IL-1α刺激
を介し，アポトーシスの経路を一部使った破裂型の血小板産生を行う。産生された血小板

は血液循環中でさらに，せん断されて成熟血小板となる。マウスでの知見（ｍ）,ヒトでの
知見（ｈ）。 



  26  
 

 
 

表 1-2： 巨核球造血，血小板産生に関する論文報告（2000年以降） 1 
トピック キーワード 作用 動物種 解析動物・細胞等 文献 

巨核球の起源 血管芽細胞 巨核球が血管芽細胞前駆体から出現 マウス 血管芽細胞 Tober J et al. Blood. 2007 

  c-myb 一次造血に c-mybは関与しない マウス c-myb 欠損マウス Tober J et al. Blood. 2008  

網羅的解析 マイクロアレイ 巨核球の成熟度合いにより異なる遺伝子の発現様式をとる ヒト ヒト CD34陽性細胞由

来培養巨核球 
Raslova H et al. blood. 2007 

  GWAS 合計 89の形質相互関連を抽出。46の関連は新規，43の関連は

TPOを含む既知 
  

日本人約 14,700人の

血液学的 8種・生化学

的 12種の形質 

Kamatani Y et al. Nature Gen. 2010 

  GWAS 血小板数産生に関与すると考えられる 11個の新規遺伝子を同定 ヒト 血小板 Gieger C et al. Nature. 2011 

新規造血因子 低分子化合物 TPO と同様の細胞活性を示す低分子化合物の同定 - - Duffy KJ et al. K Med Chem. 2001 

 SB-497115 低分子 SB-497115（エルトロンボパグ）の発見 - - Luengo JI et al. Blood. 2004 

 
AMG531    
（ロミプレート） ロミプレートは c-Mplを介して巨核球造血を促す マウス 骨髄細胞・BAF3・

mTpoR 
Broudy VC et al. Cytokine. 2004 

 
AMG531    
（ロミプレート） ロミプレートによる ITP患者の血小板数の増加 ヒト ITP患者 Bussel JB et al. N Engl J Med. 2006  

 エルトロンボパグ エルトロンボパグによる ITP患者の血小板数の増加 ヒト ITP患者 Bussel JB et al. N Engl J Med. 2007 

 Butyzamide Butyzamideは in vitroで TPO と同様のシグナルを活性化させ、
in vivoにおいても血小板数を上昇させた 

ヒト    

マウス 
Ba/F3-hMpl  Nogami W et al. Haematologica. 2008  

 エルトロンボパグ エルトロンボパグは JAK-STAT経路と MAPK経路を活性化 ヒト BAF3/hTpoR・骨髄由
来 CD34陽性細胞 

Erickson-Miller CL et al. Stem Cells. 
2009 

  エルトロンボパグ エルトロンボパグは低リスクで MDS患者の血小板数を上昇させた ヒト MDS患者 Mavroudi I et al. Leuk Res. 2011 

巨核球   TPO・IL-6・IL-
11・OP9細胞  αIIbβ3 を発現する巨核球を誘導 マウス ES細胞 Eto K et al. PNAS. 2002 

血小板の マウス ES細胞 ストローマ細胞との共培養による血小板産生 マウス ES細胞 Fujimoto TT et al. Blood. 2003  

in vitro ヒト ES細胞 ヒト ES細胞から巨核球を産生 ヒト ES細胞 Gaur M et al. J Thromb Haemost. 
2006 

誘導法 
メタロプロテアー

ゼ阻害剤 
メタロプロテアーゼ阻害剤による in vivo機能を有する血小板を産
生 マウス ES細胞 Nisikii H et al. J Exp Med. 2008 

  ヒト ES細胞 ヒト ES細胞から機能的血小板を誘導 ヒト ES細胞 Takayama N et al. Blood. 2008 

  皮下脂肪 皮下脂肪組織から巨核球を分化させ、血小板産生を誘導 ヒト 皮下脂肪由来造血幹

細胞 
Matsubara Y et al. Biochem Biophys 
Res Commun. 2009 

  c-MYC c-MYCの一過性発現による機能的血小板の産生 ヒト iPS細胞 Takayama et al. J Exp Med. 2010 

  c-MYC、BMI1 c-MYC と BMI1の共発現により iPS細胞から巨核球様前駆細胞
を株化 ヒト iPS細胞 Nakamura S et al. Cell Stem Cell. 

2014 

巨核球造血と Fli-1 NF-E2は初期の段階で巨核球分化、増殖を促進 マウス NF-E2欠損マウス・卵
黄嚢 

Hart A et al. Immunity. 2000 

転写因子 GATA1 GATA1変異を持つヒトは血小板数が減少 ヒト 末梢血球 Freson K et al. Blood. 2001 

 p300、c-myb p300の KIS ドメインへの c-mybの結合が巨核球の成熟に関与 マウス p300変異マウス末梢
血球 

Kasper LH et al. Nature. 2002 

 RUNX1   
GATA1 RUNX1は GATA1 と共発現することで巨核球分化を誘導 ヒト K562細胞株 Elagib K. E. et al. Blood. 2003 

 c-myb c-mybの発現量が高いと赤血球系細胞へと分化 マウス c-myb欠損マウス・胎
児肝臓 

Emambokus et al. EMBO J. 2003 

  RUNX1 RUNX1欠損骨髄は巨核球の成熟を阻害 マウス RUNX1欠損マウス・
骨髄 

Ichikawa M et al. Nat Med. 2004 

  c-myb MEP細胞において、c-Mybが巨核球への分化を抑制 マウス 
c-myb ノックダウンマウ
ス・骨髄由来MEP細
胞 

Mukai, H.Y. et al. Mol Cell. 2006 

谷崎 祐太，加藤 尚志．トロンボポエチン受容体作動薬のすべて，2012より改変 
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表 1-3： 巨核球造血，血小板産生に関する論文報告（2000年以降） 2 
トピック キーワード 作用 動物種 解析動物・細胞等 文献 

巨核球造血と マイクロアレイ 巨核球の成熟にはmiRNAの転写因子への作用が関与 ヒト 骨髄 CD34陽性細胞
由来巨核球 

Garzon R et al. PNAS. 2007 

miRNA miRNA-150 MEP細胞の分化誘導にmiR-150が関与 ヒト    

マウス 
骨髄 CD34陽性細胞 Barroga CF et al. Exp Hematol. 2008 

  miRNA-145 巨核球様細胞への分化誘導にmiRNA-145が関与 ヒト 骨髄 CD34陽性細胞 Kumar MS et al. Blood. 2011                        
Labbaye C et al. Nat Cell Biol. 2008 

  miRNA-125b-2 MEP細胞、巨核球様細胞の自己増殖、巨核球様細胞への分化誘
導に，miRNA-125b-2が関与 

ヒト    

マウス 

胎児巨核球様前駆細

胞 
Ooi AG et al. PNAS. 2010 

  miR-146a 巨核球様細胞への分化誘導にmiRNA-146aが関与 ヒト 臍帯血 CD34陽性細
胞・K562細胞株 

Kumar MS et al. Blood. 2011                    
Hattangadi SM et al. Blood. 2011 

巨核球造血と        c-Mpl c-Mpl細胞内領域の C末端側の 60アミノ酸を欠失させると、巨核
球の産生はされるが造血幹細胞の維持はされなくなる マウス c-Mpl‐C末端側 60ア

ミノ酸欠失マウス 
Luoh SM et al. Mol Cell Biol. 2000 

シグナル伝達 STAT3 STAT3は巨核球前駆細胞に機能するが、成熟には関与しない マウス Stat3欠失マウス Kirito et al. Blood. 2002 

  LNK LNKは TPO‐Mplシグナルを阻害し、巨核球産生を制御している マウス LNK欠失マウス・骨髄
細胞 

Tong W et al. J Exp Med. 2004 

  c-Mpl c-Mplの細胞内領域の膜に近い領域のシグナルは造血幹細胞の
長期維持に機能 マウス c-Mpl‐C末端側 60ア

ミノ酸欠失マウス 
Tong W et al. Exp Hematol. 2007 

  PI3K PI3K/Akt/FOXO3a経路が巨核球前駆細胞の細胞周期の進行に
寄与 

ヒト    

マウス 

UT-7/TPO細胞株・マ
ウス骨髄由来巨核球 

Nakao T et al. Cell Cycle. 2008 

  SOCS3 SOCS3が JAK2に結合してシグナルを抑制 ヒト ヒト白血病細胞 Chaligné R et al. Leukemia. 2009 

巨核球造血と Bcl-xL  Bcl-xL の発現が血小板産生時期に低下 マウス c-kit+/Lineage-  幹細
胞・UT-7/TPO細胞株 

Kozuma Y et al.  J Thromb Haemost. 
2007 

アポトーシス caspase、Bcl-2 カスパーゼ活性は早期巨核球の分化に関与し、血小板産生には

影響しない 
マウス vav-bcl-2 トランスジェ

ニックマウス 
Kozuma Y et al. Leukemia. 2009 

シグナル 
Bcl-xL、Bak、

Bax 巨核球はアポトーシスを抑制することで血小板を産生させる マウス Bak‐Bax ・BCL-XL 
欠失マウス 

Josefsson EC et al. J Exp Med. 2011 

  Caspase-9 カスパーゼ 9は巨核球、血小板のアポトーシスを誘導 マウス Caspase-9 欠失マウ
ス 

White MJ et al. Blood. 2012 

  Mcl-1、Bcl-xL Mcl-1、Bcl-xLの組み合わせが巨核球の生存に必須 マウス Mcl-1・Bcl-xL欠失マウ

ス 
Debrincat MA et al. Blood. 2012 

  IL-1α IL-1αにより巨核球の破裂型（Rupture）血小板産生が誘導される マウス 二光子顕微鏡 Nishimura S et al. J Cell Biol. 2015 

巨核球造血 vWF 血小板に priming された造血幹細胞が存在する マウス 
Vwf-eGFP BAC遺伝
子導入マウス 

Sanjuan-Pla A et al. Nature. 2013 

  単細胞移植 造血幹細胞が直接巨核球前駆細胞に分化する マウス 
Kusabira-Orange遺
伝子導入マウス 

Yamamoto R et al. Cell. 2013 

  CD41、CD42b CD41+，CD42b+，LSK細胞は巨核球に分化する造血幹細胞 マウス 1細胞 PCR Nishikii H et al. Stem cell. 2015 

血小板産生 in vivo      
イメージング 

巨核球は骨髄の微小血管内に接着し、胞体突起はせん断力に分

断されて末梢循環へ移行する 
マウス CD41-RYFGki/+マウス Junt T et al. Science. 2007 

  血小板 血小板を培養すると分裂し、機能的な血小板が産生される ヒト 血小板  Schwertz H et al. Blood. 2010 

  血小板 血小板は proplatelet と preplatelet と可逆的に変化しながら分裂
する ヒト 血小板 Thon JN et al. J Cell Biol. 2010 

谷崎 祐太，加藤 尚志．トロンボポエチン受容体作動薬のすべて，2012より改変 
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2-1-3. 造血幹細胞 

（1）造血微小環境 

造血幹細胞は未分化性を維持させたまま自己複製を行う，多分化性をもつ細胞で

ある。造血幹細胞は細胞周期が回っていない静止期の状態であるが，必要に応じ，

自己複製を行い，末梢血球を産生する。この，造血幹細胞の維持や分化制御は造血

ニッチと呼ばれる造血微小環境により厳格に制御されている（Morrison and Scadden, 

2014）。2003年に骨芽細胞が初めて造血幹細胞のニッチ細胞として報告され，骨芽

細胞ニッチの存在が示唆された（Zhang et al., 2003; Calvi et al., 2003）。その後，骨芽

細胞の接着因子である N-cadherin，また Angiopoietin-1，Osteopoietinといったサイ

トカイン産生を介して造血幹細胞の静止状態が維持されると報告された（Sugimura 

et al., 2012; Arai et al., 2004; Nilsson et al., 2005）。造血ニッチ解析が進むと in vivoイ

メージング実験において，ラベルした造血幹細胞，造血前駆細胞は骨芽細胞と接着

している状態では観察されないことが分かった他（Lo Celso et al., 2009），骨芽細胞

除去モデル，増多モデルにおける造血幹細胞数の変動は少ないことが報告された

（Visnjic et al., 2004; Zhu et al., 2007; Lymperi et al., 2008）。このような知見から，現

在では骨芽細胞ニッチは古典的ニッチとして捉えられているが，骨芽細胞ニッチを

軸とした解析により多くの幹細胞の維持，分化に関与する分子の理解が進められた。

一方，N-cadherinの造血幹細胞に対する影響に関しては，現在も議論されており結

論は出されていない（Kiel et al., 2009）。その後，造血ニッチを構成する様々な細胞

が同定されており，内皮細胞（Kiel et al., 2005），血管周囲細胞（Ding et al., 2012），

骨髄間質細胞（Sugiyama et al., 2006），間葉系肝細胞（Méndez-Ferrer et al., 2010），

CXCL12を高発現する細網細胞（CXCL12-abundant reticular cell：CAR細胞）（Omatsu 

et al., 2014）がニッチを構成する細胞として同定されている。また，近年は巨核球

が造血幹細胞のニッチを構成する細胞であることが複数のグループから報告され

ている（Ingmar Bruns et al. 2014; Meng Zhao et al. 2014; Nakamura-Ishizu et al. 2015）。

造血幹細胞を制御する因子はニッチ細胞の同定と共に同定され，CXCL12，SCF，

Angiopoietin-1，Osteopoietin，さらには TPO（Qian et al., 2007）などが挙げられる。

図 2-5に現在同定されているニッチ細胞の位置関係を図示した。 
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（2）造血幹細胞の自己増殖 

造血幹細胞は臨床への応用が期待され，体外での様々な増殖法が検討されてきた。

ヒトの臍帯血由来造血幹細胞は TPO，Flk2/Flt3 リガンド（Flk2/Flt3 ligand：FL），

SCF，IL-6含有培地で培養することにより，7カ月以上も細胞を培養することが可

能であることが示された（Piacibello et al., 1997, 1999）。また，間葉系幹細胞と造血

幹細胞を共培養して増殖させた幹細胞を移植する臨床試験では，造血抑制からの早

期回復が得られた（de Lima et al., 2012）。その他にも，SCF，TPO，G-CSFとの共培

養，Delta1，SCF，IL-6，IL-11，FLとの共培養による造血幹細胞の増幅など様々な

検討がなされてきた（Dahlberg et al., 2011）。しかしながら，現在までに，骨髄環境

を長期に維持させる細胞の維持方法は確立されていない。一方，TPO，IL-6，FLT3，

SCFに低分子銅キレート化合物 tetraethylenepentamine（TEPA）含有培地で細胞を増

殖させた後，細胞を移植する臨床試験も進められており（de Lima et al., 2008），タ

ンパク質以外にも低分子を加えることによる増幅も検討されている。また，ハイス

ループットなスクリーニングが可能なゼブラフィッシュを用いた研究からはプロ

 
図 2-5 ニッチ細胞の位置関係 

マウス骨髄における造血微小環境。造血幹細胞は間葉系幹細胞，内皮細胞，CAR細胞，巨核
球等直接接合して細胞相互作用による影響と骨芽細胞やニッチ細胞から分泌された因子によ

る影響を受ける。 
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スタグランディン E2（PGE2）も造血幹細胞を増殖させる因子として同定されてい

る（Reya et al., 2003）。このように，様々な方法により造血幹細胞の体外増幅研究が

展開されている。 

 

2-2. 本研究の目的と概要 

本研究では，両生類アフリカツメガエルの造血における TPO/c-Mpl系が「栓球分

化」，「造血幹/前駆細胞の制御」に与える影響に着目した。組換え体ツメガエル TPO

による造血解析を進めた。 

 

2-2-1. 目的 

上述してきたように，様々なアプローチによる研究展開により，造血は複雑な過

程を経ることが分かってきた。その中でも比較生物学的視点による研究はマウス等

を用いた研究では解明できなかった問題を解決してきた。ゼブラフィッシュを用い

た造血研究は世代交代が早く，遺伝子改変が容易に出来る特性をいかし，様々な造

血疾患モデルが作出され，その発症機序を明らかにしてきた（Dooley, 2000）。ゼブ

ラフィッシュゲノムが解読されると遺伝子の約 70％がヒト遺伝子のオルソログで

あることが判明し，ヒト疾患モデルを模倣した個体の作出が進められるようになっ

た。このように，新規動物モデルの特性をいかすことで新たな知見が獲得されてき

た。しかしながら，個体の小さいゼブラフィッシュモデルが常に生理学研究を行う

上で最適なモデルであるとは限らない。アフリカツメガエル（ツメガエル）モデル

では造血の温度応答，新たな EPO の作用様式が観察されてきた。執筆者は有核血

球造血の細胞生物学的研究は造血研究に新たな視点を持ち込めると考え，ツメガエ

ル栓球前駆細胞に着目した TPO/c-Mpl 系の解析を進めた。ツメガエル栓球におい

ては，ほとんど解析がなされておらず，本研究ではツメガエル TPO を用いて栓球

の性質を明らかにし，その基となる細胞を同定し，栓球造血様式を明らかにするこ

とを目的とした。 
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2-2-2. 概要  

TPO/c-Mpl系は造血幹細胞の維持，血小板を産生する巨核球の増殖・分化におい

て非常に重要なサイトカインシグナルである。TPO/c-Mpl系は様々な生物に広く保

存されているが，その機能はニワトリ，ゼブラフィッシュで一部が明らかになった

に過ぎない。ツメガエルといった細胞生物学的解析が容易な生物を用いることによ

り，哺乳類と比較して下等な生物における TPO/c-Mpl系の解析をすることにより，

新規の造血機構が明らかになることが期待される他，哺乳類での知見と比較するこ

とにより TPO機能の多様性や普遍性を明らかにすることが期待できる。 

  

（1）末梢栓球の性質 

ツメガエル栓球造血に関して解析を進めるのにあたり，末梢栓球の機能が明らか

になっていないため，栓球活性化能力の評価系を構築し，その機能を血小板と比較

した。血小板は活性化すると触手を伸ばし伸展するのに対し，末梢栓球は活性化す

ると紡錘型の形態から球状へ変化するため，リンパ球と混同しやすい問題を抱える。

そのため，末梢栓球を検出する方法が必要であり，栓球を含む細胞群を抗原にして

マウスに細胞免疫して得た抗栓球特異的モノクローナル抗体（T12抗体）を用いる

ことにより本問題を解決した。さらには，成熟栓球，栓球前駆細胞を認識する T12

抗体を用いて臓器に局在する栓球系細胞を解析し，肝臓の類洞，脾臓の脾洞に栓球

前駆細胞が局在することを明らかとした。第 4章ではさらにその細胞の特性を調べ

た。 

 

（2）ツメガエル TPOの生物活性 

TPOは哺乳類においては血小板産生，造血幹細胞の維持に関与する。一方，非哺

乳動物における TPOは相同性が 30%以下と低いのにも関わらず，栓球産生に関与

することがニワトリ，ゼブラフィッシュで報告されている。しかしながら，その前

駆細胞の特徴，さらには造血幹細胞に関する TPO/c-Mpl 系の機能に関する報告は

ない。よって，第 4章では大腸菌組換え体 xlTPOを用いて，栓球造血に対する機能

を解析した。xlTPOで誘導した栓球前駆細胞は核の倍数性が増加した哺乳類では巨

核球に相当する細胞が出現することが分かり，本細胞の特性，さらには成熟に至る
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までの TPOの役割を解析した。核のあるツメガエル末梢栓球にはMplが発現する

ため，TPO/c-Mpl系を解析する上で良いモデルになると考え，TPOの末梢栓球に対

する機能を調べた。第 5 章では造血幹細胞に類似する細胞が TPO 単独培養により

得られたため，その細胞特性を in vitroおよび in vivo実験において調べ，考察した。

一般に造血幹細胞は，放射線照射したマウスモデルに造血幹細胞を移植して，その

細胞性質が調べられるが，ツメガエルモデルにおいては系統化された個体が少なく

移植実験をするのには困難であった。よって，他家細胞移植系と自家細胞移植系の

2つの細胞移植モデルを構築し，細胞の生着能，分化能を評価した。 
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第 3章 
ツメガエルにおける有核栓球の機能 

 
3-1. 背景   

TPOは造血幹細胞の増殖，巨核球成熟に関与する造血サイトカインである。TPO

はこれまで哺乳動物以外の脊椎動物ではニワトリとゼブラフィッシュにおいてク

ローニングされ，機能解析が進められた。ニワトリ TPO は栓球，赤血球共通前駆

細胞の存在を示し（Bartunek et al., 2008），ゼブラフィッシュ TPOは栓球造血にお

いても TPOが中心的に機能していることを示した（Svoboda et al., 2014）。しかしな

がら，有核栓球に関する理解は乏しく，未解明な点が多く残されている。有核栓球

は活性化すると紡錘型の細胞から球状への細胞へと形態を変化させる。活性化した

栓球はリンパ球と形態が類似するため，細胞表面マーカーが求められるが（Ellis et 

al., 1976），当研究室では栓球認識モノクローナル抗体（T12）が作製されている（石

田ら,日本動物学会, 2005）。本研究章では，T12抗体を用いてツメガエル末梢栓球の

特徴を明らかにすることを目的とした。本章では T12 抗体を用いて栓球の活性化

評価系を構築して栓球の活性化機序を調べ，さらに栓球産生臓器を決定した。 

  

3-2. 材料および実験方法 

3-2-1. 動物および採血 

アフリカツメガエルは，野生型の成体（オス，体重 30–40 g）を大内一夫氏（埼

玉県三郷市）より購入した。ツメガエルはプラスチック容器で水温 22°Cの循環水，

12時間周期の明暗条件下で飼育し，餌として鯉用餌，成体ウナギ用餌を与えた。採

血は網で保定した後，Mylar プラスチック・コートしたヘマトクリット毛細管

（Drummond Scientific Company）に 27G注射針（テルモ）を接続した自作の採血器

具を使用し，心穿刺により血液を 10-70 μl採取する。この際，実験目的に応じ 0.5 

M EDTA-2Na，0.5 M EDTA-2K，クエン酸ナトリウム水溶液で通液した採血器具を

使用する。採取した血液には採血器具に通液した抗凝固液と同液を最終濃度約 3–5 

mMとなるように添加，混和する。血算はクリスタルバイオレット溶液（10% クリ

スタルバイオレット，0.1 M クエン酸三ナトリウム二水和物，0.4% ホルマリン）
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を用いて，トーマの血球計数盤（Hirschmann）により計数した。 

 

3-2-2. 塗抹標本作製および化学染色 

末梢血球および単細胞分散した細胞は 10%ウシ胎仔血清（Fetal calf serum; FSC，

ベリタス）含有 0.8 × ダルベッコリン酸緩衝生理食塩水（Dulbecco’s modified 

phosphate buffered saline：DPBS）に終濃度が 1-2×106細胞/mL になるように調整す

る。調整した細胞懸濁液 100 µlを Cytopro 7620（Wescor）にセットし，400 rpm，5

分の条件で遠心塗抹標本を作製した。May- Grünwald Giemsa（MGG）染色はプロト

コルに従い，実施した。スライドガラス上にメイグリュンワルド染色液（和光）を

添加し，3分反応させた後，リン酸緩衝液を等量加え 3分反応させる。反応液をス

ライドガラス上から除いた後，ギムザ染色液（和光）中で 10 分間反応させ，流水

で洗浄した後，封入した。アセチルコリンエステラーゼ（AChE）染色は，Karnovsky 

MJらの手法（Karnovsky and Roots, 1964）を参考に，固定液を 4% ホルマリンアセ

トン溶液（0.5 Mリン酸緩衝液，4% ホルマリン，60% アセトン）に改変し，実施

した。本染色は用事調整となっており，混合の順番と染色液の pH が重要となる。

表 3-1に従い，最終濃度 0.1 M リン酸ナトリウム緩衝液，0.1 M クエン酸ナトリウ

ム緩衝液，30 mM 硫酸銅水溶液，5 mM フェリシアン化カリウム水溶液となるよ

うそれぞれ調整する。アセチルコリンは 0.1 M リン酸ナトリウム緩衝液に溶解し

ておく。リン酸ナトリウム緩衝液にクエン酸ナトリウム緩衝液を加え，均一になっ

たら硫酸銅水溶液を加える。その後，フェリシアン化カリウム水溶液を加え均一に

なったら，10 cmディッシュに注ぐ。ホルマリンアセトン固定された塗抹標本を染

色液に浸し，遮光下で反応させる。19時間後に回収して封入し，観察した。 

 

表 3-1： アセチルコリンエステラーゼ染色液の組成 

試薬 
  H2O 

（g） （mL） 

リン酸二水素ナトリウム 2水和物 0.983 
75 

リン酸水素二ナトリウム 12水和物 0.43 

アセチルチオコリン 0.05 - 

クエン酸三ナトリウム 2水和物 0.147 5 

硫酸銅（II）  0.075 10 

フェリシアン化カリウム 0.0165 10 
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3-2-3. 免疫染色 

塗抹標本は 4% ホルマリンアセトン溶液で 30秒間固定し，流水で洗浄した後，

4%ブロックエース（雪印）により室温で 60 分もしくは，4°C で 12 時間反応させ

た。0.8×トリス塩酸緩衝食塩水（20 mM トリス塩［pH7.5］，500 mM 塩化ナトリウ

ム，Tris-Buffered Saline：TBS）で 5分×3回洗浄する。ゼブラフィッシュでの交叉

活性が示されている（Jagadeeswaran et al., 1999）ヒツジ抗ヒト CD41ポリクローナ

ル抗体（Affinity Biologicals）は 0.4% ブロックエース/0.8×TBSで 1000倍希釈して，

室温で 60 分反応させる。0.8×TBS で 5 分×3 回洗浄した後，ビオチン化抗ヒツジ

IgG抗体（American Qualex）を 0.4% ブロックエース/0.8×TBSで 100倍希釈して反

応させた。洗浄後，1000 倍希釈した StrepTactin-アルカリフォスファターゼ（AP）

複合体（Bio Rad）による反応後，発色には 5 mmol/L レバミゾール含有，5-ブロモ

-4-クロロ-3-インドリル-リン酸（5-bromo-4-chloro-3-indoyl phosphate p-toluidine salt：

BCIP）/ニトロブルーテトラゾリウム（Nitro-BT：NBT，同仁化学）溶液を用いた。

また，当研究室で作成された T12抗体は，T12ハイブリドーマを CHO培地（CHO-

S-SFM II DPM medium）で培養した上清を回収し，SP sepharose Fast Flow カラム

（Amersham Biosciences）を用いた陽イオン交換クロマトグラフィーにより精製し

た。精製産物は 0.5 M NaCl含有 20 mMクエン酸塩緩衝液（pH5.0）に溶解されてい

る。T12を用いた免疫染色では，0.8×TBSで 5分間，3回洗浄し，0.4% Block Aceに

より室温で 60分間ブロッキングする。0.8×TBSで 5分間，3回洗浄し，T12および

陰性対称となるマウス IgG1を 0.1 μg/mlとなるように 0.4% Block Aceで調整し，ス

ライドガラスに添加して常温で 1時間，あるいは 4℃で終夜反応させる。TBSで 5

分間，3回洗浄し，AP標識抗マウス Ig抗体（DAKO）を 0.8×TBSで 100倍希釈し

て，室温で 1 時間反応させた後，TBS で 5 分間，3 回洗浄し，酵素反応基質液

NBT/BCIPを用いて発色させる。 

  

3-2-4. T12陽性細胞における巨核球，血小板マーカーの遺伝子発現解析 

FACSAria II（BDバイオサイエンス）を用いたフローサイトメトリー法により血

球の分離を行う。末梢血球懸濁液は 40 μmナイロンメッシュ（セルストレーナー，

Falcon）を通した後，FACSバッファー（0.8×DPBS，2% FCS, 2 mmol/L EDTA）で 3
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回洗浄し，T12抗体（10 μg/ml）と氷上で 30分反応させる。FACSバッファーで 3

回洗浄後，FACSバッファーで 100倍希釈したヤギ抗マウス IgG – phycoerythrin（PE）

（BDバイオサイエンス）で 30分反応させ，FACSAria IIにより T12陽性の栓球画

分を得る。また，赤血球画分はパーコールを用いた不連続密度勾配遠心分離法によ

り分画を行った。パーコールの終濃度 80%，70%，60%，50%，になるように調整

し，15 mL遠沈管に重層する。0.8×DPBSで 2倍希釈した血液を重層した後，室温

で 500g，15 分間スイングローターで遠心する。遠心後，沈殿した赤血球を赤血球

画分として回収した。各血球は洗浄後，説明書に従って TriPure Isolation Regent（ロ

シュ・ライフサイエンス）を用いた RNA抽出を行う。RNAは逆転写により cDNA

にした後，PCR による遺伝子発現を解析した。用いたプライマーは表 3-2 に示し

た。 

表 3-2 プライマーリスト 
遺伝子 Forwardプライマー Reverseプライマー 
cd41 5’-AGCACCGTCACCTTCC-3' 5’--TCCTCTCTTGGTTCCCAG-3' 

fli-1 5’-GGGCTGACCATAATCGGG-3' 5’-GGGCTCTGCTCAACTCACA-3' 

epor 5’-AAACTACAGCAATCCTGGGAAGATCC-3' 5’-GTAAACTCCAACTCCAGCGATTAAGG-3' 

gapdh 5’-ATGGTGAAGGTTGGAATTAACGG-3' 5’-GACAGGTGACAGTGCTTATTCC-3' 

 

3-2-5. 栓球における核相解析 

肝臓，脾臓細胞は 0.8×DPBS中で単細胞分散し，細胞懸濁液を得る。5×106細胞の

ツメガエル細胞は 10 µg/mL の Hoechst33342（同仁化学）溶液に 15 分反応させた

後，0.8×DPBSで 3回洗浄し，T12抗体と反応させる。二次抗体には抗マウス IgG-

PE を反応させ，セルストレーナーに細胞懸濁液を通した後，フローサイトメトリ

ー法により T12 陽性画分に含まれる DNA 含量を解析した。解析結果は FlowJo

（version7.6.5; Tree Star Inc.）を用いて再解析した。 

 

3-2-6. 栓球活性化実験   

5 μlのクエン酸加血液に 1 μlの 10 mmol/L CaCl2 （ナカライテスク）, 10 mg/mL 

ブタ皮膚由来コラーゲン溶液（日本ハム）, 10 mg/mL ニワトリ軟骨由来コラーゲン

溶液（日本ハム）, 5 mg/mL ウシ皮膚由来（高研），1 mol/L ADP （Sigma），10 units/mL 

トロンビン（Amersham Bioscience）をそれぞれ加える。また，陰性対象として活性
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化阻害剤である prostaglandin E1（Sigma）を 2.8 mmol/L の濃度で 1 μl添加する。20

分反応させた後，塗抹標本を作製し，T12免疫染色を施した後，非活性型の紡錘型

栓球と活性型の球状の栓球の割合を算出した。統計は統計解析ソフト 4Steps エク

セル統計 Statcelにより処理した。 

 
3-3. 結果 

3-3-1. ツメガエル末梢栓球の形態と染色性 

紡錘型のアフリカツメガエル栓球は活性化すると球状となり，リンパ球との判別

が困難となる。そこで，細胞の形態を識別する基本的な染色法である，MGG染色

哺乳類巨核球，血小板を染色する AChE染色，ヒト CD41ポリクローナル抗体によ

る免疫染色を施した。採血の刺激により，紡錘型の栓球が活性型に変化することも

考えられるので，採血による栓球活性化が起こっていないことをMGG染色により

確認した（図 2-1A）。マウス，ラット，ネコの巨核球を特異的に染色するアセチル

コリンエステラーゼ染色（Tranum-Jensen and Behnke, 1981）は，ツメガエルにおい

ても末梢栓球を特異的に認識した（図 3-1B）。さらに，活性化している栓球におい

ても他の細胞と識別されることが明らかとなった（図 3-1C）。ヒツジ抗ヒト CD41

抗体はゼブラフィッシュ同様にツメガエル末梢栓球も認識し，CD41の構造は種間

において広く保存されていることが推察される（図 3-1D）。 

 
 

図 3-1 ツメガエル末梢栓球像 
ツメガエル末梢血球の塗抹標本の（A）MGG染色（B,C）アセチルコリンエステラーゼ（AChE）
（D）ヒト CD41ポリクローナル抗体免疫染色。AChE染色は，活性型，非活性型栓球を認識
するが，成熟赤血球も染色される。CD41による免疫染色は栓球を特異的に認識するものの，
特異性が低い。黒矢印：紡錘型栓球，白矢印：球状栓球。Tanizaki et al. Exp hematol. 2015よ
り改変。 

A B C

20 μm

DMGG AChE AChE CD41
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3-3-2. T12モノクローナル抗体の認識細胞 

当研究室で作成された栓球，顆粒球認識モノクローナル抗体（T5），抗ツメガエ

ル栓球認識モノクローナル抗体（T12）で免疫染色を実施した。顆粒球を認識する

T5 抗体で血液塗抹標本を免疫染色すると，活性化した栓球との判断が困難である

（図 3-2A）。一方，T12陽性細胞は末梢栓球の特徴である紡錘型の細胞を特異的に

認識する（図 3-2B）。T12陽性を示す血球が栓球であることを示すために巨核球，

血小板に特異的に発現する遺伝子の発現解析を行った。T12抗体を用いたフローサ

イトメトリー法で単離した T12陽性細胞は CD41，fli-1遺伝子を発現していた。一

方，T12陰性画分には上記の遺伝子発現は認められなかったが，赤血球特異的遺伝

子である EPOR遺伝子の発現が認められた（図 3-2C）。本結果より，T12は末梢栓

球を特異的に認識していることが明らかとなり，T5 抗体と組み合わせることによ

り，ツメガエル栓球，顆粒球，赤血球を識別，分画可能となった。 

 

 

 
 

 
 

 

 
 

図 3-2 メガエル末梢栓球における T12陽性細胞 
（A）T5 抗体によるツメガエル末梢血球の免疫染色像（B）T12 抗体によるツメガエル末梢血
球の免疫染色像。黒矢印：栓球，白矢印：顆粒球（C）ツメガエル末梢血球における T12陽
性細胞に発現する遺伝子解析。T12 陽性細胞には巨核球マーカーの CD41，Fli-1 遺伝
子発現が認められ，赤血球マーカーの eporの発現は T12陰性画分でのみ認められる。
Tanizaki et al. Exp hematol. 2015より改変。 
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3-3-3. 末梢栓球の活性化 

T12抗体が栓球を特異的に認識するため，本抗体を用いた有核栓球の機能を解析

した。末梢栓球は温度，せん断応力，傷口への接着など様々な刺激により活性化さ

れ，球状の形態へと変化する。よって，栓球が活性化しないよう，注意を払い採血

し，血液塗抹標本を作製した。T12を用いて免疫染色したところ，全栓球数に対し

て 86% ± 7.1%の栓球が紡錘型栓球であった。各種コラーゲン，トロンビン，CaCl2，

ADP を反応させると全てにおいてツメガエル栓球は活性化し，紡錘型栓球の割合

は 10% – 30%となった（図 3-3A-B）。血小板活性化因子阻害剤である Prostaglandin 

E1 を加えると血小板活性化因子の作用が阻害され，紡錘型栓球の割合が

Prostaglandin E1 非添加群と比べて優位に高いことが明らかとなった。本結果はツ

メガエル栓球の活性化機構が哺乳類血小板と類似することを示している。 
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図 3-3 ツメガエル末梢栓球の活性評価 

（A）ツメガエル栓球は活性化すると形態を変化させ，球状になる。形態を活性化の指標とし
た。ツメガエル血球は血小板活性化因子と 20分反応させた後，塗抹標本を作製した。T12に
よる免疫染色を実施し，全栓球に対する紡錘型栓球の割合を算出した。Prostaglandin E1添加
群は白で，非添加群は黒で示した。CaCl2，トロンビン，ADP，コラーゲンタイプの異なるブ
タ皮膚由来コラーゲン溶液，ニワトリ軟骨由来コラーゲン溶液，ウシ皮膚由来コラーゲン溶液

全てにおいてツメガエルの栓球は活性化した。*p < 0.05 prostaglandin E1 添加群  vs 
prostaglandin E1 非添加群。（B）血小板活性化因子（ブタコラーゲン，トロンビン，Ca2+，

ADP）添加後の末梢栓球像。黒矢印：T12陽性細胞。Tanizaki et al. Exp hematol. 2015より改
変。 
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3-3-4. ツメガエル肝臓，脾臓内における T12陽性細胞の性質 

ツメガエル T12陽性細胞，T5陽性細胞の分布を解析するため，単細胞分散した

肝臓，脾臓由来の細胞を T12免疫染色，およびフローサイトメトリー解析による割

合を計数したところ，脾臓，肝臓と共に T12陽性細胞が検出された。また，脾臓の

大半の細胞は白血球，栓球系細胞で占められていることが明らかとなった（表 3-

3）。続いて，ツメガエルの T12陽性細胞の組織局在を解析するために脾臓，肝臓を

免疫染色した結果，脾臓では脾洞，肝臓では類洞にそれぞれ陽性細胞が検出された

（図 3-4A-B）。脾臓に存在する T12 陽性細胞を肝臓由来 T12 陽性細胞と比較する

と，脾臓には形態の小さい T12 陽性細胞が局在し，肝臓には形態の大きい T12 陽

性細胞が局在することが示された（図 3-4C）。脾臓，肝臓中の T12陽性細胞に発現

する遺伝子を解析した結果，T12陽性細胞には栓球マーカーである CD41の発現が

認められ，T12陰性画分には赤血球マーカーである EPOR遺伝子の発現が認められ

た（図 3-4D）。本結果から，肝臓，脾臓に局在する T12陽性細胞の形態は末梢栓球

とは異なるものの，栓球系の細胞であることが示唆された。 

 

表 3-3 抗体陽性細胞の割合 

  
免疫染色 FACS 

T12+ T5+ T12+ T5+ T5low+ T5high+ 

末梢血球 2.4 ± 1.0 3.4 ± 0.6 1.5 ± 0.3  3.6 ± 0.6 2.7 ± 0.4 0.9 ± 0.2 

脾臓 12.9 ± 0.6  75.7 ± 4.9 10.3 ± 1.1 83.8 ± 0.3 ND ND 

肝臓 3.3 ± 0.2  21.0 ± 2.4 2.0 ± 1.2 19.1 ± 6.7 ND ND 

      N.D: Not done 

Tanizaki et al. Exp hematol. 2015より改変。 
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図 3-4 ツメガエル脾臓，肝臓における T12陽性細胞 
（A，B）脾臓，肝臓における T12陽性細胞の組織内局在。脾臓では T12陽性細胞は脾洞に検
出された。肝臓では類洞に陽性細胞が検出された。（左図）対照群としてマウス IgG1 を用い
た。（右図）強拡による撮像。切片：7 μm，WP：White pulp（白脾髄），RP：Red pulp（赤脾
髄），CV：Central vein（中心静脈）（C）脾臓，肝臓内に局在する T12陽性細胞像。脾臓には
形態が小さい T12陽性細胞が，肝臓には大きい T12陽性細胞が検出された。矢印：T12陽性
細胞（D）脾臓，肝臓内 T12陽性細胞の遺伝子発現解析。T12陽性細胞は CD41を発現してい
るが，eporは発現していない。Tanizaki et al. Exp hematol. 2015より改変。 
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3-3-5. ツメガエル栓球における核相 

有核の末梢赤血球を基準としてツメガエル栓球の核相を解析した。末梢血球は

T12抗体によりラベルを施し，Hoechst33342による核の染色を行った。その後，フ

ローサイトメトリー法により DNA 含量を測定すると，栓球は赤血球よりも 2 倍

DNA 含量が多いことが明らかとなった（図 3-5A）。また，肝臓や脾臓に局在する

T12陽性細胞数は少ないものの，末梢栓球と比較して 2倍以上の DNA含量を有す

る細胞が存在した（図 3-5B-D）。末梢血球，脾臓，肝臓細胞に存在する T12陽性細

胞の核相を比較すると肝臓に核相の高い細胞が多く存在することが明らかとなっ

た。本結果は栓球前駆細胞の性質，分化段階が臓器により異なる可能性を示した。 

 

 

 
図 3-5 T12陽性細胞の核相 

（A-C）末梢血球，脾臓，肝臓における T12陽性細胞の DNA含量。細胞は T12によるラベル
と Hoechst33342により核を染色し，その蛍光量を DNA含量とした。灰色：T12陰性，黒線：
T12陽性（D）末梢血球，脾臓，肝臓における T12陽性細胞の比較。肝臓には脾臓や末梢血球
と比較して 2倍の DNA含量を有する細胞が多く局在する。白：末梢血球，黒：脾臓，灰色：
肝臓。Tanizaki et al. Exp hematol. 2015より改変。 
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3-4. 考察 

本研究ではツメガエル栓球の哺乳類が有する，巨核球，血小板との相同性，相違

性に着目し，栓球の性質を明らかにしようと試みた。大半の非哺乳動物は血小板の

代わりに有核で紡錘型の栓球が止血能を担っている。今日までに，有核栓球機能は

鳥類，爬虫類，両生類，魚類で解析が進められ，比較生物学的視点はマウスモデル

だけでは解決出来なかった，血小板生物学的な問題を解決してきた（Brass, 2005）。

脊椎動物における造血生理応答を理解する上で，血球動態を解析する際に有核栓球，

前駆細胞の識別が必須である。実際，ツメガエルは 5℃環境下に暴露すると，汎血

球減少を示すことが報告されている（Maekawa et al., 2012; Nagasawa et al., 2013）。

ツメガエル低温暴露モデルでは栓球数が正常値と比較して 60％も減少するが，栓

球代謝の機序に関しては栓球，栓球前駆細胞を追跡する手段がなく解析が困難であ

った。CD41の構造はゼブラフィッシュ，ナマズ，ニワトリ，ヒトに至るまで広く

保存されており（Lacoste-Eleaume et al., 1994; Passer et al., 1997），ツメガエル栓球を

検出する方法の一つに，CD41ポリクローナル抗体を用いる方法が考えられた。ツ

メガエル CD41 に関してもアミノ酸のヒト CD41 との相同性は 44%あり（Klein et 

al., 2002），実際ヒト CD41 抗体はツメガエル CD41 にも交差することが示された

（図 3-1D）。しかしながら，CD41 抗体はツメガエル栓球に対する親和性が低く，

高バックグランドになる問題を抱えた。栓球特異的な抗体はこれまでにニジマス，

コイ，ニワトリにより作出されているが（Slierendrecht et al., 1995; Rombout et al., 

1996; Horiuchi et al., 2004），T12抗体を含めて有核栓球認識モノクローナル抗体は

有核栓球の研究を発展させる上で重要な道具になると期待される。 

血小板は活性化すると触手を伸ばしていくのに対し，ツメガエル栓球は，血小板

活性化因子の刺激により活性化し，形状を球状へと変化させた。鳥類，両生類，爬

虫類，魚類の栓球の微細構造を観察すると，膜開放系と呼ばれる巨核球，血小板特

有の構造，濃染顆粒と呼ばれる ADP，ATP，セロトニンなどを含む巨核球，血小板

特有の顆粒を有している（Daimon and Uchida, 1978; Work et al., 1998; Daimon et al., 

1979）。栓球活性評価試験において，ツメガエル栓球は各種コラーゲン，トロンビ

ン，Ca2+，ADPで活性化した（図 3-3A）。一方，ADPに関しては爬虫類が有する栓

球は活性化しないとの報告もあるが（Belamarich et al., 1968），ツメガエルはゼブラ



  45  
 

フィッシュや，ニジマス同様に ADP での活性化が誘導された。本結果より，ツメ

ガエル末梢栓球は巨核球，血小板と同様の膜開放系を有し，顆粒を放出することに

より，血栓形成に寄与していることが示唆された。しかしながら，現在までに哺乳

動物における止血機序に関して，in vivoにより検証された例は乏しく，生体内にお

ける栓球機能に関しては未解明な点が多く残されている。 

ツメガエル栓球は形態学的知見から栓球が脾臓で多く観察されることから，脾臓

が造血巣だと考えられているが（Hadji-Azimi et al., 1987），前駆細胞は同定されて

おらず，明確になっていない。T12抗体を用いて，造血臓器における T12陽性細胞

の分布を調べたところ，脾臓だけではなく肝臓でも陽性細胞が検出された。全細胞

数に対する T12 陽性細胞の割合は脾臓で肝臓よりも高いものの，脾臓の臓器重量

は肝臓の約 1/47 程度と低い。よって，T12 陽性細胞数は肝臓と脾臓で同等になる

（Maekawa et al., 2012）。脾臓に局在する T12陽性細胞の多くは主に紡錘型である

が，肝臓には形態が大きく球状の細胞が局在する。さらに，これらの細胞は CD41

を発現している。本結果より，赤血球造血と同様に脾臓も肝臓も栓球造血巣として

機能していることが考えられた。核相の解析結果より，末梢栓球は赤血球よりも 2

倍量の DNA含量を有する。ゼブラフィッシュの造血巣である腎臓中の CD41発現

量の少ない細胞は栓球前駆細胞だと考えられているが（Lin et al., 2005），本細胞の

核は比較的大きく，ニワトリの栓球前駆細胞も大きい形態の細胞である（Bartunek 

et al., 2008）。肝臓由来の T12陽性細胞が末梢栓球の前駆細胞だと仮定すると，本細

胞の核は多倍体化し，Proplatelet formationをおこなうことなしで，細胞分裂をして

成熟栓球を産生することになる。執筆者は本結果より栓球前駆細胞は巨核球に類似

する細胞であると仮説を立てた。 

脾臓，肝臓を用いた免疫染色では脾洞，類洞に T12 陽性細胞が検出された。特

に，類洞は赤血球前駆細胞や，分裂速度の遅い幹細胞に近い細胞が局在しているこ

とが報告されており（Okui et al., 2013），栓球の前駆細胞も同様に類洞を造血微小環

境としている可能性が考えられる。また，脾臓においては T12陽性細胞の紡錘型を

示す形態，DNA 含量が末梢栓球と同様であることを考慮すると，肝臓と脾臓には

異なる分化段階の細胞が局在していることが推察された。 

T5 抗体，T12 抗体はツメガエル栓球，顆粒球混合細胞をマウスに免疫して得ら
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れたモノクローナル抗体であり，抗原は同定されていないが，本抗体を使い栓球を

解析することにより，ツメガエル栓球は血小板と同様の活性化機構を有し，高い

DNA含量を有すること，前駆細胞は肝臓や脾臓に局在することが明らかとなった。

本研究により得られた知見は，巨核球の多倍体化機構，成熟血小板の産生機構など

未解明な問題に対して，進化学的に貴重な結果をもたらすことが期待される。 
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第 4章 
ツメガエルにおける有核栓球の産生 

 
4-1. 背景   

造血サイトカイン TPO は，その受容体 c-Mpl を介して巨核球の自己増殖や成熟

を促し，血小板産生を制御している（Kato et al., 1998）。哺乳類 TPO遺伝子は，肝

臓，骨髄，腎臓，脾臓で発現し，中でも肝実質細胞，骨芽細胞が TPO 産生細胞と

して同定されている（de Sauvage et al., 1994; Nomura et al., 1997）。TPOの主要産生

細胞である肝実質細胞での TPO発現量は常に一定であり，TPOの mRNA量は末梢

の血小板数が変動しても変化しない。しかし，血小板数の減少に伴い TPO の血中

タンパク質量は上昇し，血小板数が多いと減少する。本知見より，TPO血中濃度の

調節は，血小板に発現する TPO受容体 c-Mplが担い，血小板が減少すると TPOと

結合する c-Mpl が減少するため，血中の遊離 TPO が増加するといった「スポンジ

モデル」が提唱された（Kuter, 1996）（図 4-1）。一方，血小板減少モデルにおいて，

骨髄や脾臓での TPO mRNA発現量は増加する他（McCarty et al., 1995），TPOは翻

訳後に C末端領域が切断されることにより活性が調節されているため（Kato et al., 

1997），純粋に TPOの発現量だけでの活性評価は説明が困難であり，TPOの制御機

構に関しては未だに多くの謎が残されている。 

 
 

図 4-1 TPOの血中濃度制御機構モデル（スポンジモデル） 
常に肝臓から分泌される TPO 量は一定である。血小板に発現する c-Mpl に TPO が結合するた
め，血小板数が多いと遊離 TPOが少なく，血小板産生が抑制される（左図）。血小板数が少ない
と遊離 TPOが多く，血小板産生が亢進される。 
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非哺乳動物における TPO 遺伝子はこれまでニワトリとゼブラフィッシュでクロ

ーニングされており，それぞれ栓球造血に寄与する（Bartunek et al., 2008; Svoboda 

et al., 2014）。ツメガエル胚にラット由来 TPOを導入すると赤血球，顆粒球系細胞

の増加が認められ，ツメガエルにおける TPOの造血機能，ラット TPOの交叉活性

が示唆されている（Kakeda et al., 2002）。止血細胞の進化の過程により，無核の血小

板を獲得したのには進化学的な有益性があったと考えられるが，有核栓球に関する

知見は乏しく議論が困難である（Brass, 2005）。例えば，有核栓球の前駆細胞は巨核

球に相当する細胞なのか，また，有核栓球が巨核球に相当する細胞なのかは栓球の

進化を考える上で重要な課題となる。非哺乳動物の栓球産生において，細胞生物学

的解析は行われてきていない点に着目し，本章では当研究室でクローニングされた

ツメガエルリガンド/受容体（TPO/Mpl）を用いた栓球造血に対する機能を明らかに

することを目的とした。筆者は，肝臓に局在する T12 細胞陽性が大きいことから

（Tanizaki et al., 2015），ツメガエル栓球前駆細胞は巨核球に相当するような大きな

細胞であると仮説を立て，TPOの機能を解析した。 

 

4-2. 材料および実験方法 

4-2-1. xlTPO, xlc-Mpl cDNA のアミノ酸配列の解析 

すでにクローニングされていた，xlTPO，xlc-Mpl cDNAは GENETYX ver.8（ゼネ

ティックス）により，翻訳領域をアミノ酸配列に変換して，CLUSTALW プログラ

ム（http：//www.genome.jp/tools/clustalw/）を用いて，ヒト，ラット，マウス，ニワ

トリ，アフリカツメガエル，ゼブラフィッシュ TPO，c-Mplの一次構造のマルチプ

ルアライメントを作製した。また，xlTPOシグナル配列は SignalP4.1 Serverプログ

ラム（http：//www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）により推測した。 

 

4-2-2. 遺伝子発現解析 

ツメガエル臓器（脳，肺，筋肉，心臓，血液，肝臓，脾臓，腎臓，胃，小腸，精

巣），赤血球，栓球，顆粒球における RNAは TRIZOL reagent （Invitrogen）を用い

て抽出し，オリゴ dT プライマーにより逆転写して cDNA とした。プライマーは，

表 4-1 に示したように設計し，RT-PCR による発現解析を行った。サイクル数は全
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て 35 サイクルとした。PCR 産物は 2%アガロースゲルで電気泳動を行い，エチジ

ウムブロマイド染色後，LAS3000（富士フィルム）にて写真撮影を行った。 

表 4-1 プライマーリスト 
遺伝子 Forwardプライマー Reverseプライマー 
c-mpl 5’-CCTTTGGATGGGTTTTGGG-3' 5’-TTATCCAGCCAGCACTTGCA-3' 
tpo 5’-AGAGAAAATCGGCACAATGC-3' 5’-GGGCTCTGCTCAACTCACA-3' 
ache 5’-TAACGATGCCCGTCAACAG-3' 5’-ATAGCGAATGACAGGAAACACC-3' 
mpo 5’-CTTCCACGCTACACTTCTTACAA-3' 5’-CCTACGGAACTGGTCTCCAA-3' 

 

4-2-3. xlTPO大腸菌組み換え体の調整 

大腸菌（BL21 DE-3）に xlTPO 遺伝子を導入した pET19b ベクター（Novagen）

（図 4-2）を Gene Pulser（Bio Rad）を用いたエレクトロポレーション法により形質

転換し，LB培地で培養する。得られた大腸菌は 50 mM Tris HCl （pH 8.0） で洗浄

後，超音波破砕機（INSONATOR 201M，KUBOTA）にて 200 Wの条件で 5分間超

音波破砕し，不溶性画分を回収する。不溶性画分はさらに可溶化バッファー（6 M

塩酸グアニジン，100 mM NaH2PO4・H2O，10 mM Tris-HCl，pH 8）に溶解し，超音

波破砕する（200 W，5分）。遠心後，上清を回収し，Chelating Sepharose Fast Flow

（Pharmacia Biotech）を担体とする，ニッケルキレートカラムによるアフィニティ

ー精製を実施する。精製した xlTPOはさらに，リフォールディングバッファー（100 

mM リン酸二水素ナトリウム，10 

mM トリス塩酸，2 M 尿素，6 mM 

システイン，6 mMシスタミン，

pH 8.0）50 mLに対して 5 mgを含

む溶出画分を加えて 4℃にて最低

一週間静置した。リフォールディ

ング試料は分画分子量が 14,000

以下の透析チューブ（Viskase.）に

入れ，2 Lの逆相クロマトグラフ

ィー開始溶媒（20 mM トリス塩

酸， 100 mM 塩化ナトリウム 

pH7.8）中で 4℃にて一晩静置し

 
図 4-2 xlTPOのベクターマップ 

（A）xlTPOのベクターマップ（B）xlTPOのヒスチジ
ンタグ，エンテロキナーゼ配列 

Ampicillin

xlTPO

pT7

pT7 xlTPO
pET-19b 
6194 bp

HHHHHHHHHH DDDDK xlTPO

NdEⅠ Bam HⅠ

A

B
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た。続いて，透析した試料は 0.45 μm のフィルター（ザルトリウス・ステディム）

を用いてろ過して逆相クロマトグラフィー添加試料とした。逆相クロマトグラフィ

ーのカラムは YMC-Pack PROTEIN-RP（150×4.6 mm ID Column）を使用し，逆相ク

ロマトグラフィーの A 液に 0.02% トリフルオロ酢酸（Trifluoroacetic acid：TFA）

含有超純水，B液に 0.02% TFA含有アセトニトリルを用いた。流速 1.0 mL/分で，

40分間で 1% Bから 80% Bまでのリニアグラジエントで溶出した。試料はその後，

遠心エバポレーターを用いて，溶媒を交換し 0.8×DPBS を溶媒とした。最後に，

amicon Ultrafree-MC（メルクミリポア）を用いて無菌化した。 

  

4-2-4. コロニーアッセイ法およびコロニー計数 

ツメガエル造血前駆細胞が存在する，肝臓と脾臓を，酵素を使わずに単細胞化す

る。ペニシリン，ストレプトマイシン含有 0.8 × MEMを入れた 27Gシリンジを臓

器内に複数回注入し，内部の細胞を臓器外に流出させる。ある程度流出した時点で

注射針の先端を 90 度になるように曲げ，ピンセットとシリンジによる物理的な解

離作業の後，40 μmのセルストレーナー（コーニング）を通して細胞塊を除去した。

その後，細胞はペニシリン，ストレプトマイシン含有 0.8× α-MEMで最低 3回洗浄

する。細胞は肝臓，腎臓では最終濃度が 0.8 × 105 細胞/mLになるように，脾臓で

は 0.4 × 105 細胞/mLになるように調整しておく。最終濃度が 0.8 × α-MEMになる

よう調整した 2.67%メチルセルロース（信越化学）溶液を作製する。0.8 × αMEMに

終濃度がそれぞれ，20% FCS，0.8% メチルセルロース，100 µg/mL グルコース，

100 µg/mLストレプトマイシン，カナマイシン（Invitrogen）になるように培地を調

整する（表 4-2）。さらに，各種造血因子（貧血血清，組換えサイトカイン等），細

胞懸濁液をよく混合し，1 ml シリンジを用いて 2.0 ml ずつ 35-mmディッシュ（コ

ーニング）に播種する。培地の調整に関しては表 4-2にまとめた。播種した 35-mm

ディッシュは 10 cmディッシュに 2枚収容し，培地の乾燥を避けるため，余ったス

ペースに滅菌水を入れた蓋を外した 35 mm ディッシュを共存させ，低温インキュ

ベーター（和研薬）にて 23℃にて 5% CO2で培養した。 

 
 



  51  
 

表 4-2 コロニーアッセイの培地組成 

培地・細胞等 必要量（μl） 
0.8×α-MEM   3333-A  

10 mg/ml グルコース 80 
100%FCS 1600 
刺激因子 A 

2.67% メチルセルロース溶液 2666 
細胞 320 

合計（4.5ディッシュ） 8000 
＊肝臓細胞・腎臓細胞：2×106細胞/mL  

 

コロニーの観察及び計数は，倒立顕微鏡（オリンパス CKX41）にて 100 倍また

は 200倍の拡大率にて行った。赤く着色した赤血球系細胞に分化していない 4細胞

以上の細胞塊になっているものをコロニーとして計数した。コロニーは培養 2日か

ら 18日に至るまで 1日毎に評価した。培養 4日目に観察されるコロニーはマイク

ロピペットにて直接回収し，10% FCS含有 0.8 × DPBSに浮遊させ，遠心塗抹標本

を作製し，T12免疫染色を行った。また，HEK293細胞で発現させた xlMplの細胞

外領域（aa 11–246）とマウス IgG2aの Fc領域の融合タンパク質（xlMpl-Fc）を xlTPO

の中和実験に用いた。1 ng/mL xlTPOは 500 ng/mL xlMpl-Fcと 30分反応させた後，

肝臓細胞を用いたコロニーアッセイにより，xlTPOの活性を評価した。DPBSを加

えた対照培地の他に，マウス IgG2a（Dako），xlMpl-Fc，xlTPO，mIgG+ xlTPO，xlMpl-

Fc+ xlTPOをそれぞれ刺激因子として加えたものを評価した。コロニー数の平均値

と標準偏差（Standard deviation：S.D.）を算出し，Student’s t-testにて統計処理した。 

 

4-2-5. 肝臓，脾臓細胞，巨核球様細胞，末梢栓球の液体培養及び計数 

肝臓，脾臓細胞は 4-2-4で前述した手法で単細胞分散した後，xlTPO（5 ng/mL），

20% FSC，100 µg/mLストレプトマイシン，ペニシリン含有 0.8 × α-MEMに 5.0 × 

105 細胞/mLになるように混合した。細胞懸濁液は 0.5 mlずつ 24穴細胞培養用プレ

ート（コーニング）に播種し，23℃，5% CO2で培養した。2日毎に 3穴から細胞を

回収し，一部はトリパンブルー染色を行い，生細胞数を計数した。また，培地の液

量をそれぞれ測定し，１穴あたりの細胞数を算出した。さらに，回収した細胞から

遠心塗抹標本を作製し，それぞれ T12免疫染色，MGG染色を施した。T12陽性細

胞の形態の大きさごとに区分し（10-20 µm，20-30 µm，30-50 µm），その割合を算出
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した。区分した細胞はそれぞれ image Jソフトウェア（Schneider et al., 2012）によ

り，核/細胞質比（N/C比）を算出した。 

xlTPO刺激により誘導された液体培養 8日目の巨核球様細胞は 80%，70%，60%，

50%，40%のパーコールを用いた不連続密度勾配遠心分離を行うと，50%の層に濃

縮される。濃縮細胞は，1.5 mlチューブに分取し，0.8 × α-MEMで 2回洗浄する。

洗浄した細胞は 20% FSC，100 µg/mLストレプトマイシン，ペニシリン含有 0.8 × 

α-MEMと混合し，24穴細胞培養用プレートに xlTPO（10 ng/ml）存在下，非存在下

で培養した。3日後に細胞の形態を倒立顕微鏡により観察した。 

末梢栓球は 2-2-4で前述した手法で濃縮した後，xlTPO（10 ng/mL），20% FSC，

100 µg/mLストレプトマイシン，ペニシリン含有 0.8 × α-MEMに 1.0 × 105 細胞/mL

になるように混合し，24穴の細胞培養用プレートに播種し，23℃，5% CO2で培養

した。2日毎に 3穴から細胞を回収し，トリパンブルー染色による生細胞数及び液

量を測定し，栓球数の推移を経時的に計数した。 

 

4-2-6. 透過型電子顕微鏡による撮像 

濃縮した巨核球様細胞は 0.8 × DPBSを加え，遠心分離を行う（300g，5分）。上

清を廃棄した細胞塊に直接ウサギ血清を添加し，終夜 4℃で反応させ，細胞ペレッ

トを作る。ペレットは 0.8 × DPBSにより 2回洗浄した後，2 × DPBSで希釈した 2% 

グルタルアルデヒドを加え，72時間固定した。ペレットを洗浄後，リン酸バッファ

ーで希釈した 1% 四酸化オスミウムで，1時間 4℃で固定する。四酸化オスミウム

は有害であるため，ドラフト内で操作を行った。固定液を 50%エタノールに置換し，

15分 4℃で脱水させる。再度 50%，60%，70%エタノールで各 15分，4℃で脱水を

した後，常温に戻して 80%，90%，100%エタノールにそれぞれ同条件で脱水を行っ

た。100%エタノールは計 3回脱水液を変え，QY-1（日新 EM）を 30分 × 2回浸透

させた。Quetol 812（日新 EM），ドデセニルこはく酸無水物（Dodecenyl succinic 

anhydride; DDSA：日清 EM），無水メチルナジン酸（Methylnadic anhydride：MNA， 

日新 EM）を表 4-2に従い混合し型に流し込んだ後，細胞ペレットの一部を包埋し，

終夜反応させる。その後，ダイヤモンドナイフ（日新 EM）で超薄切し，透過型電

子顕微鏡（H-7500，日立ハイテクノロジーズ）により無染色で観察した。 
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4-2-7. ウェスタンブロッティング法 

栓球に TPOシグナルが入るか，リン酸化 STAT5を用いて解析した。濃縮した栓

球は xlTPO，FCSを含まない 0.8 × α-MEMで 12時間スタベーションする。12時間

後，細胞を回収し，2分割する。培養上清を廃棄し，片方には 10 µg/ml xlTPO含有

0.8×α-MEM を加え，もう一方の画分には 0.8 × α-MEM のみを加える。10 分後，

0.8×DPBSで 1回洗浄した後，プロテアーゼ，ホスファターゼ阻害剤（Roche Applied 

Science）含有タンパク質抽出試薬（M-PER，ThermoFisher）によって全タンパク質

を抽出した。抽出したタンパク質は吸光光度計（e-spect，ビーエム機器）を用いて

濃度を測定した後，3 μgを SDSポリアクリルアミド電気泳動によりタンパク質の

分離を行った。泳動したポリアクリルアミドゲルはポリビリニデンジフルオライド

（Polyvinylidene difluoride：PVDF）膜（メルクミリポア）に転写した後，4% BSAで

1時間ブロッキングする。メンブレンは，TBS-T（NaCl：150 mM，Tris：20 mM，

Tween 20：0.1%）で 2回洗浄した後，4% ウシ血清アルブミン（Bovine serum albumin：

BSA）で 1200倍希釈した STAT-5抗体（Santa Cruz），1000倍希釈したリン酸化 STAT-

5抗体（BDバイオサイエンス）と室温で 1時間反応させる。TBS-Tで 3回洗浄し

た後，それぞれ2次抗体として西洋ワサビペルオキシダーゼ（Horseradish peroxidase：

HRP）標識抗マウス抗体と室温で 1時間反応させる。化学発光検出試薬 （ECL-Plus： 

Amersham Pharmacia Biotech）を反応させ，LAS3000にて写真撮影を行った。 

 

4-2-8. 細胞染色 

アポトーシス細胞は細胞核の崩壊を観察することにより定量した。培養細胞は遠

心塗抹標本を作製した後，4% ホルマリンアセトンを用いて固定し，50 μg/mlプロ

ピジウムイオダイド（Propidium iodide：PI）染色を室温で 30 分行い，蛍光顕微鏡

（Olympus BX51）により撮像し，核が崩壊している細胞の割合を算出した。  

表 4-3エポキシ樹脂の調合 

Quetol-812 1.824 mL 
DDSA 1.234 mL 
MNA 0.942 mL 
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4-3. 結果 

4-3-1. アミノ酸配列と相同性の解析 

ツメガエル TPO，Mpl，ヒト，ラット，マウス，ニワトリ，ゼブラフィッシュ TPO，

Mplのアミノ酸配列でマルチプルアライメントを作成し，一次構造を Clustal Wに

より比較した（図 4-3，4-4）。 

 
図 4-3 TPOのマルチプルアライメント 

ヒト，ラット，マウス，ニワトリ，ツメガエル，ゼブラフィッシュ TPOのアミノ酸相同性。N-
結合型糖鎖付加配列は哺乳類で保存されている。非哺乳動物における C 末端領域は全て欠失し
ている。番号：N 末端からの番号，上段，シグナルペプチド，■：完全一致アミノ酸， □：ジ
スルフィド結合形成システイン残基，▲：ツメガエル TPO N-結合型糖鎖付加配列，△：ヒト TPO 
N-結合型糖鎖付加配列，➡：ヒト TPOにおけるトロンビン切断部位，TPO配列以下の配列を使
用。GenBank （アクセッション番号：ヒト AAI30323; ラット, BAA06906; マウス, AAA40436; 
ニワトリ, AAT45554; ゼブラフィッシュ, NP 001137225） Tanizaki et al. 2015より改変。 
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図 4-4 c-Mplのマルチプルアライメント 

ヒト，ラット，マウス，ニワトリ，ツメガエル，ゼブラフィッシュ c-Mplのアミノ酸相同性。番号：N末端からの
番号，上段，シグナルペプチド，■：完全一致アミノ酸，□：ジスルフィド結合形成システイン残基，WSXWSモ
チーフ，Box1，2，膜貫通領域，c-Mpl配列以下の配列を使用。GenBank （アクセッション番号:human, NP_005364; 
mouse, NP_001116421; chicken, NP_001001782; zebrafish, NP_00100385）Tanizaki et al. 2015より改変。 
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xlTPO は近縁種であるネッタイツメガエル（Xenopus tropicalis; トロピカリス）

TPOとは 83%といった高い相動性であるものの，ヒト（23%），マウス（23%），ラ

ット（23%），ニワトリ（24%），ゼブラフィッシュ（18%）とはそれぞれ 30%以下

であり，非常に低い相同性である（図 4-5A）。xlTPOの全長配列は 153残基のアミ

ノ酸から成り立っており，ニワトリやゼブラフィッシュ TPOと同様に C末端領域

が欠失している。xlTPO にはヒト TPO においてジスルフィド結合を形成すること

が知られている 4か所のシステイン残基（Cys-7，Cys-29，Cys-85，Cys-151）と近

い位置にシステイン残基（Cys-4，Cys-24，Cys-78，Cys-9）が認められる（図 4-5B）。

また，非哺乳動物は C末端領域を欠失しているものの，哺乳動物での TPO活性は

第一システインから第 4 システイン間（ヒト TPO では Cys-7 から Cys-151 間）に

存在することから，ツメガエル TPO に関しても同様に活性領域が保存されている

と考えられる。 

 

 
図 4-5 ツメガエル TPO，Mplの種間相同性 

（A）TPOの第一システイン残基から第 4システイン残基までのアミノ酸配列の種間相動性。ツ
メガエルとの相同性：ヒト（23%），マウス（23%），ラット（23%），ニワトリ（24%），トロピ
カリス（87%），ゼブラフィッシュ（23%）。（B）ヒト，ラット，マウス，ニワトリ，ゼブラフィ
ッシュ，ツメガエル TPOの概略図。（C）c-Mplの細胞外領域におけるアミノ酸配列の種間相動
性。メガエルとの相同性：ヒト（22%），マウス（24%），ラット（24%），ニワトリ（30%），ト
ロピカリス（62%），ゼブラフィッシュ（22%）。（D）ヒト，ラット，マウス，ニワトリ，ゼブラ
フィッシュ，ツメガエル c-Mplの概略図。Tanizaki et al. Sci Rep. 2015より改変。 
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TPO と結合する c-Mpl の細胞外領域はツメガエルとの相同性はヒト（22%），ラ

ット（24%），マウス（24%），ニワトリ（30%），ゼブラフィッシュ（22%）となっ

ている（図 4-5C）。c-Mplは種間でシグナル伝達に重要なチロシン残基，Box1，Box2

領域，立体構造を形成するシステイン残基，サイトカイン受容体特異的なWSXWS

モチーフは保存されている（図 4-5D）。TPO，Mplの発現臓器を特定するため，脳，

肺，筋肉，心臓，末梢血球，肝臓，脾臓，腎臓，胃，小腸，精巣におけるツメガエ

ル TPO，Mplの遺伝子発現を RT-PCRにより解析した結果，TPOは造血巣である肝

臓，脾臓で主に発現しているが，脳，肺，心臓，胃，小腸での発現も認められた。

Mpl遺伝子は末梢血球，脾臓に発現していた他，肺，心臓，肝臓，腎臓，小腸に発

現していた（図 4-6）。 

 

4-3-2. xlTPOの生物活性 

脾臓，肝臓，腎臓に c-Mpl陽性細胞が存在することから，肝臓，脾臓，腎臓細胞

は xlTPO 大腸菌組み換え体含有メチルセルロースを用いた半固形培地で培養した

（コロニーアッセイ）。2 日後，肝臓と脾臓細胞を用いたコロニーアッセイにおい

て，ヘモグロビン合成をしていないコロニーが観察され，その数は 4日目にピーク

を向かえた（図 4-7A-B）。一方，腎臓細胞中には xlTPOに応答してコロニーを形成

する細胞は認められなかった。続いて，コロニーの xlTPO依存性を調べるため，肝

臓，脾臓細胞を用いたコロニーアッセイによる xlTPO濃度依存試験を実施した。脾

臓，肝臓由来の細胞は濃度依存的にコロニーを形成し，脾臓では 1 ng/ml，10 ng/ml，

肝臓では 10 ng/ml の濃度で xlTPO を添加した際にコロニー数が最大になった。培

養 4 日目の脾臓，肝臓から得られたコロニーを回収した後 T12 による免疫染色を

 
図 4-6 xlTPO，xlMplの組織における遺伝子発現 

脳，肺，筋肉，心臓，末梢血球，肝臓，脾臓，腎臓，胃，小腸，精巣における TPO，Mplの遺伝
子発現解析。Tanizaki et al. Sci Rep. 2015より改変。 
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施すと，T12陽性を示した（図 4-7C）。本結果は，xlTPOにより形成されたコロニ

ーは栓球系の細胞であることを示している。また，T12陽性を示すコロニーは xlEPO

含有培地では形成されなく，xlTPOの栓球造血に対する特異性が示唆された。 

 
 

図 4-7 xlTPO大腸菌組み換え体の生物活性 
（A）xlTPO存在下における脾臓，肝臓細胞のコロニー形成数。上段：脾臓におけるコロニー数
の経時推移，下段：肝臓におけるコロニー数の経時推移，上段：脾臓におけるコロニー数，下段：

肝臓におけるコロニー数*P < 0.05 vs. 0 ng/mL; **P < 0.05 vs. 0.1 ng/mL; ***P < 0.05 vs. 1.0 
ng/mL.（C）xlTPO応答性コロニーの形態。左図：明視野，右図：T12免疫染色像。Tanizaki et 
al. Sci rep. 2015より改変。 
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続いて，哺乳類と同様に TPOがMplを介してシグナルを伝えていることを示す

ため，Mplの細胞外領域とマウス IgG2aの融合蛋白質を発現させ（xlMpl-Fc），xlTPO

と混合し，反応後にコロニーアッセイを行った（図 4-7A）。xlTPOと xlMplの結合

を調べるため，xlTPOを xlMpl-Fcと 30分間反応させた。反応後の xlTPO，xlMpl-Fc

含有培地で肝臓細胞を培養したところ，栓球系コロニーは形成されなかった。一方，

xlTPO，xlTPO+マウス IgG2a存在下でコロニーアッセイを行うと栓球系コロニーを

形成した（図 4-7B）。本結果は xlTPOが xlMplに結合することを示しており，TPO/Mpl

シグナルが栓球系コロニーの形成に必須であることを示した。 

 

4-3-3. xlTPO刺激により誘導された肝臓，脾臓 T12陽性細胞 

ツメガエルに PHZ を投与すると溶血性貧血を呈し，投与後 8 日目に赤血球数が

最低値に達する。このとき，肝臓や脾臓で造血が亢進して赤血球前駆細胞数が増加

する（Aizawa et al., 2005）。PHZ投与後の血清中には造血因子が分泌され，4日目に

最もコロニー形成を刺激する血清が得られる（Nogawa-Kosaka et al., 2011）。PHZ投

与 8日後の肝臓，脾臓細胞をそれぞれ貧血血清存在下で培養するとヘモグロビン合

成した赤血球系コロニー，T12陽性を示す栓球系コロニー，赤血球系細胞と栓球系

 
図 4-8 xlTPOの xlMpl-Fcによる中和活性 

（A）xlMp-Fc を用いた中和活性実験系の概略図（B）マウス IgG（mIgG），xlMp-Fc，
xlTPO，mIgG+xlTPO， xlMp-Fc+xlTPO 存在下でのコロニー形成数。 *P < 0.05 
vs.IgG+xlTPO。Tanizaki et al. Sci rep. 2015より改変。 
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細胞からなる混合コロニー，ヘモグロビン合成をせず，T12 陰性を示す非赤血球，

栓球系コロニーが観察された（図 4-9）。栓球系細胞と赤血球系細胞から構成される

コロニーはニワトリ同様赤血球，栓球共通の前駆細胞が存在することを示唆する。 

栓球前駆細胞の性質を明らかにするため，肝臓細胞，脾臓細胞を xlTPO存在下で

液体培養した。脾臓において，培養日数に伴い全細胞数は減少するのに対して，肝

臓細胞は xlTPO存在下で増殖した（図 4-10）。 

さらに，1日毎に細胞を回収して T12陽性細胞数を計数した。末梢栓球は形態の

大きさが長径約 15 µm，短径 6 µmの紡錘型の細胞だが，培養 4日目には分葉核を

持つ直径 25 µm以上の大きな T12陽性細胞が出現した。T12陽性細胞を 10-20 µm，

20-30 µm，30-50 µmに区別してそれぞれ計数したところ，脾臓において，形態の大

きな T12陽性細が 4日目に検出され，培養 10日には大半の細胞が死滅した。一方，

肝臓由来の大きな T12陽性細胞数は培養日数に伴い増加し，8日目にピークを向か

えた後，減少した。大きな T12 陽性細胞数の減少に伴い，形態の小さい T12 陽性

細胞数は増加し，20日後には培養前と比較して約 40倍になった（図 4-11A-B）。 

 
図 4-9 貧血ツメガエル肝臓由来の血球コロニー 

貧血ツメガエル肝臓は貧血血清刺激により，赤血球系コロニー，栓球系コロニー，栓球-赤血球
混合コロニー，非赤血球-栓球系コロニーが形成された。細胞像は全て o-dianisidine 染色，T12
免疫染色を施している。▲：o-dianisidine 陽性細胞，△T12陽性細胞。Tanizaki et al. Scientific 
reports. 2015より改変。 
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図 4-10 xlTPO刺激による脾臓，肝臓細胞の細胞数の推移 

脾臓，肝臓の全細胞はトリパンブルーを用いて，2日毎に計数した。●：xlTPO含有培地。〇対
照培地，*P < 0.05 vs. 0日； ** P < 0.05 vs. 10日。Tanizaki et al. Sci Rep. 2015より改変。 
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小型の細胞（10 - 20 µm）における N/C比を大型の細胞（30 - 50 µm）と比較する

と，高い値を示す。よって，大きさの異なる TPO 応答性細胞は分化段階の異なる

栓球だと示唆された（図 4-12A）。脾臓に存在する T12陽性細胞は 10 - 20 µmの T12

陽性の小さい細胞が主で，大きい細胞は少数である。一方，肝臓中に存在する T12

 
図 4-11 肝臓，脾臓細胞の細胞増殖と分化 

（A）左図：脾臓細胞における xlTPO存在下液体培養による栓球系細胞数，右図：脾臓細胞にお
ける xlTPO存在下液体培養による栓球系細胞数，下段（左図）：培養 4日後の脾臓由来 T12陽
性細胞，下段（右図）：培養 8日後の肝臓由来 T12 陽性細胞，矢印：T12 陽性細胞，スケール
バー：20 µm，*P < 0.05 vs. 0日； **P < 0.05 vs. 0日， ***P < 0.05 vs. 20日（>20 µm T12陽
性細胞）（B）培養 0日から 10，20日までにおける細胞像（MGG染色）。スケールバー：20 µm。
Tanizaki et al. Sci Rep. 2015より改変。 
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陽性細胞は 20 - 30 µmの比較的多きい細胞が占めている（図 4-12B）。本知見は肝

臓，脾臓で異なる分化段階の栓球が局在することを示唆する。 

 

4-3-4. ツメガエルにおける巨核球の定義・同定 

xlTPO により誘導された肝臓，脾臓由来の巨核球様細胞は T12 だけではなく，

CD41も発現している（図 4-11A，B）。また，MGPY染色により，RNAを染色した

結果，ツメガエル巨核球様細胞は RNA合成を盛んに行う未熟な細胞であることが

明らかとなった（図 4-11C）。一方で，MPO 染色では染色されなかったことから，

好中球に形態が似ているものの異なる細胞であることを確認した（図 4-11C）。肝

臓細胞を xlTPO存在下で 8日間培養した後，T12抗体を用いたフローサイトメトリ

ー法により巨核球様細胞を濃縮し，透過型電子顕微鏡による撮像を行った。本細胞

は哺乳類巨核球が有する膜開放系に類似する空胞を有している他，血小板，巨核球

特有の濃染顆粒も観察された（図 4-11D）。RT-PCRにより，巨核球様細胞に発現す

る遺伝子を解析した結果，AChEの発現は認められなかったものの，巨核球マーカ

ーであるMpl，CD41，Fli-1を発現していた。また，非栓球系マーカーである EPOR

やMPOの発現は認められなかった（図 4-11E）。巨核球の特徴である核相は T12抗

体と Hoechst33342により解析すると末梢栓球と比較して，2-4倍量の DNA含量を

有することが明らかとなった（図 4-11F）。以上の結果から，T12陽性の大きな細胞

は巨核球に相当する細胞であると定義づけ，以後ツメガエル巨核球とした。 

 
図 4-12 肝臓，脾臓に含まれる T12陽性細胞の性質   

（A）脾臓，肝臓中の大きさにより区分した T12陽性細胞の分布。（B）大きさにより区分した脾
臓，肝臓における T12陽性細胞の N/C比。■：脾臓，□：肝臓。Tanizaki et al. Sci Rep. 2015よ
り改変。 
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図 4-13 巨核球様細胞の性質 

（A）ツメガエル肝臓細胞の xlTPO 培養前後における T12 陽性細胞の形態。スケールバー：20 
µm（B）ツメガエル肝臓細胞の xlTPO培養前後における CD41陽性細胞の形態。スケールバー：
20 µm（C）ツメガエル巨核球の MGPY染色像（左図）スケールバー：20 µm。ツメガエル巨核
球の MPO染色像（右図）スケールバー：20 µm。（D）透過型電子顕微鏡による巨核球様細胞の
微細構造。（E）ツメガエル赤血球，顆粒球，栓球，巨核球の Mpl，CD41，Fli-1，AChE，EPOR，
MPO遺伝子発現解析。（F）巨核球様細胞の DNA含量。Tanizaki et al. Sci Rep. 2015より改変。 
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4-3-5. 成熟栓球への分化 

ツメガエル末梢栓球の形態は 3-3-1に示したように，紡錘型である。よって，紡

錘型の形態を成熟栓球への分化指標として巨核球の分化誘導を行った後，形態を観

察した。xlTPO含有培地で培養した肝臓由来ツメガエル巨核球はパーコールを用い

た不連続密度勾配遠心分離法により濃縮し（図 4-14A），xlTPO存在下，非存在下で

培養した。2日後の，細胞形態を観察すると xlTPO存在下では球状の細胞が大半を

占めていたのに対し，xlTPO非存在下で培養した細胞群には紡錘型の細胞が多数認

められた（図 4-14B）。紡錘型の細胞は T12陽性を示しており（図 4-14C），末梢栓

球の特徴を有していることがわかる。末梢栓球も同様に TPO 存在下で 4 日間培養

し，培養液中での形態を観察したところ，バーベル型の形態を示し，末梢栓球を培

養して得られた細胞に類似する形態であることが分かった（図 4-14D）。続いて，

肝臓細胞由来の培養栓球様細胞の機能を解析するため，栓球の活性評価実験をおこ

なった。栓球活性化を誘導するトロンビンを添加して培養栓球様細胞の形態変化を

継時的に観察したところ，紡錘型の培養栓球様細胞は活性化して球状となった。さ

らに，培養液中に存在する紡錘型の細胞数を計数するとトロンビン刺激により減少

したことから，培養により得られた紡錘型の細胞は機能的な栓球であることが判明

した（図 4-14E）。 
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図 4-14 成熟栓急への分化 

（A）密度勾配遠心分離法により得られた巨核球濃縮画分（MGG 染色）（B）ツメガエル巨核球
の TPO存在下，非存在下における細胞培養による液相での細胞像，左図：xlTPO存在下培養，
右図：xlTPO非存在下培養，矢印：紡錘型栓球様細胞，（C）栓球様細胞の T12免疫染色像（D）
液相における末梢栓球像（E）トロンビン添加前後の紡錘型細胞数の変化，左図：トロンビン添
加後における紡錘型細胞の形態変化，右図：トロンビン添加後における紡錘型細胞数の変化。

Tanizaki et al. Sci Rep. 2015より改変。 
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4-3-6. 末梢栓球における TPO-Mplシグナル 

ツメガエル末梢栓球は Mpl を発現する。ツメガエル末梢栓球における TPO/Mpl

シグナルの機能を調べるために，末梢栓球を xlTPO存在下で培養した。xlTPO非存

在下で培養した栓球数は培養 10 日目までに約半数になったが，xlTPO 存在下で培

養したところ，細胞数の減少は見られなかった（図 4-15A）。細胞の形態を観察す

ると，xlTPO非存在下における栓球の形態は不均一であり，細胞死を起こしている

ことが分かる（図 4-15B）。アポトーシスの特徴である核の崩壊を PI染色により検

出した結果，xlTPO非存在下で培養された栓球は核の崩壊が進んでいた（図 4-15C）。

さらに，シグナルを調べると末梢栓球に xlTPO刺激を与えると STAT5のリン酸化

が活性化された（図 4-15D）。本結果より，xlTPOは末梢栓球にシグナルを伝えて，

アポトーシスの回避に機能していることが推察された。  

 
図 4-15 末梢栓球における TPO/Mpl系の機能 

（A）xlTPO液体培養における末梢栓球数の推移（B）培養 8日目における液相での栓球像（C）
培養 8 日目におけるアポトーシス細胞の検出。上図：全細胞数に対するアポトーシス細胞の割
合，下図：PIによるアポトーシス細胞の検出。矢印：アポトーシス細胞（D）末梢栓球における
リン酸化 STAT-5のウェスタンブロッティング解析。Tanizaki et al. Sci Rep. 2015より改変。 
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4-4. 考察 

哺乳類において，TPOは巨核球成熟から血小板産生，造血幹細胞の自己増殖にお

いて中心的な機能を担う造血サイトカインである。本章ではツメガエル TPO/Mpl

システムの栓球前駆細胞における機能を調べ，末梢栓球の起源を探索した。ヒト

TPOの N末端領域はヒト EPOと 23%相同領域が存在するため，TPOと EPOは同

一分子を起源とすることが考えられる。下等動物であるツメガエルにおいても

xlTPOと xlEPOの相同性は 30%を示すが，TPOは栓球造血を，EPOは赤血球造血

を制御しており，両生類ではすでに分子進化を遂げていることが推察された。実際，

xlTPO のシステイン部位は，哺乳類 TPO と一致しており，xlTPO はヒト Mpl を発

現する UT-7/TPOにシグナルを伝える。よって，Mpl結合領域を含む xlTPOの立体

構造はヒトとツメガエルにいて保存されていることが推察される。 

ヒト TPOの C末端領域にはタンパク質の分泌に関与する N結合型糖鎖が複数存

在する。一方，xlTPOの N末端領域には N結合型糖鎖付加部位が存在するが，xlTPO

は栓球前駆細胞の局在と同様に肝臓，脾臓で発現しており，xlTPOは傍分泌により

栓球造血を制御していることが推測できる。また，Mpl遺伝子の発現が認められな

い肺で xlTPO の mRNA が高発現しており（図 4-6），N 結合型糖鎖が付加された

xlTPOは血液中でも安定的に末梢を循環して，末梢栓球の抗アポトーシスに寄与す

ることが考えられる。ヒト TPO は，末梢血小板に対してせん断応力や活性化因子

による血小板凝集を刺激する他，循環 TPO 量を制御するが，本研究では，新たに

xlTPO は STAT5 のリン酸化を促し，抗アポトーシスに作用することが明らかとな

った（図 4-15D）。STAT5のリン酸化は抗アポトーシス因子である bcl-xL，pim-150

を活性化させるため（Nosaka et al., 1999），末梢を循環する xlTPOは末梢栓球に作

用して bcl-xL シグナルを活性化させることによりアポトーシスを回避し，末梢栓

球の運命制御に関与することが推察される。ツメガエル栓球には核があり，末梢栓

球に対する TPOの機能解析をする上で適したモデルだと考えられる。 

xlTPOと xlEPOを用いたコロニーアッセイではツメガエル栓球，赤血球の前駆細

胞は肝臓，脾臓に局在することが明らかとなった。末梢栓球と肝臓 T12陽性細胞は

末梢赤血球と比較すると 2-4倍量の DNA含量を有する一方で，脾臓 T12陽性細胞

の核相は末梢栓球と一致した。肝臓細胞は xlTPO 存在下で 2 週間以上培養出来る
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のに対し，脾臓細胞は肝臓細胞程長期間の培養が出来ない（図 4-10）。加えて，10-

20 μmの小型な T12陽性細胞は肝臓よりも多く脾臓に存在する。本結果より，肝臓

と脾臓には異なる分化段階の栓球前駆細胞が局在していることが考えられる。機能

的な栓球は巨核球から産生されるが，形態の大きい細胞は肝臓に多く見られ，脾臓

には形態学的に成熟に近い細胞が局在する。それ故，ツメガエル肝臓の造血微小環

境は巨核球の成熟を制御し，脾臓にある造血微小環境は後期の分化段階である栓球

前駆細胞において重要な機能を担っていると推察される。成体マウスにおいて，血

管内皮細胞，間葉系幹細胞などから構成される造血微小環境が造血幹細胞の自己増

殖や維持に関与している。マウス脾臓内では洞様血管周囲の間質細胞が造血ニッチ

細胞の一つとして同定されているが（Inra et al., 2015），造血発生に伴う造血微小環

境の移行に関する知見はない。本研究により，ツメガエルは肝臓と脾臓で微小環境

の機能が異なる動物であることが考えられるため，造血微小環境の機能を考察する

上で面白いモデルになり得る。 

マウス TPOは造血幹細胞の維持に関与しており（De Graaf and Metcalf, 2011），

Mpl欠失マウスは造血幹細胞が欠失することが報告されている（Kimura et al., 1998）。

Mpl の 60 残基のアミノ酸を欠失させたマウスを用いた実験からは膜貫通ドメイン

隣接領域が造血幹細胞の自己増殖に関与することが報告されているが（Tong et al., 

2007），xlMPLも同様に膜貫通ドメインに隣接した領域が保存されている。ヒト TPO

は in vitroにおいて 2週間以上造血幹前駆細胞の増殖を促すが，xlTPOも同様に肝

臓細胞中の未熟な細胞を 2週間以上細胞増殖させた（図 4-10）。本知見より，肝臓

には造血幹細胞或いは造血幹細胞に近い未熟な細胞が存在することが示唆される。 

本章では，ツメガエル栓球前駆細胞は血小板の前駆細胞と同様に巨核球であるこ

とが明らかになった。哺乳類とは異なり，ツメガエル網細血管は発達しておらず，

細胞形態を小さくする Proplatelet formationは必要がなかったのかもしれない。哺乳

類の巨核球の核相は 2 Nから 126 Nまで増加し，Proplatelet formationにより，1細

胞の巨核球から 4000 – 8000個の血小板が産生される（Tavassoli, 1980）。本研究で

は核が多倍体化して DNA含量が 8 Nから 32 Nへ増加したツメガエル巨核球を同

定した。本細胞は少なくとも 1回分裂し，2細胞から 4細胞の栓球を産生すること

が推察される。成体ツメガエル（30 g）には約 3×107細胞の末梢栓球が存在する。
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ツメガエル栓球寿命は明らかになっていないものの，赤血球の寿命がツメガエルと

近いギンブナでの栓球寿命は約 70日であるため（Maekawa et al., 2012; Fischer et al., 

1998），ツメガエル栓球寿命を 70日と仮定すると，1日に 4×105細胞の栓球が回転

していることになる。さらに，肝臓細胞が 5×108細胞であることから肝臓内では

5000 細胞に 1 個の巨核球が存在する計算となり，少数の細胞で有るが故，これま

で発見されてこなかった可能性が考えられる。 

アフリカツメガエルのゲノムデーターベースが現在進行形で構築されており，比

較造血学領域において，ツメガエルモデルは新規の知見を生み出す優良なモデル動

物になると期待されている[Horb M et al. Xenbase. 2014 Xenopus Community White 

Paper. Improvement of Xenopus antibody resources. 2014. Available at：  http：

//www.xenbase.org/community/xenopuswhitepaper.do. アクセス日，2015年6月10日]。

本研究結果において，xlTPOは肝臓，脾臓で起こる栓球造血において，栓球前駆細

胞から成熟栓球に至るまで，幅広く作用することを明らかとした。また，xlTPOは

巨核球を成熟させるだけではなく，末梢栓球においては抗アポトーシスに寄与する

ことが示唆された（図 4-16）。xlTPOは哺乳類 TPOとの相同性は低いが，巨核球の

形成と巨核球から止血細胞の最終分化抑制に関わる点で哺乳類と機能が一致する

ことから，xlTPOが哺乳類 TPOの機能的なオルソログだと明らかとなった。また，

末梢栓球への抗アポトーシス作用はツメガエルで新たに判明した TPO 機能であり，

今後他種での検証をして，TPOの多様性と普遍性を解明することが求められる。 
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図 4-16. ツメガエル栓球造血モデル 
xlTPOは肝臓，脾臓中の巨核球形成を促す。また，巨核球から栓球産生の過程において，xlTPO
は負に制御している。成熟栓球において，xlTPO/Mplシグナルは抗アポトーシスに寄与する。肝
臓，脾臓には異なる分化段階の栓球細胞がそれぞれ局在していることが考えられる。Tanizaki et 
al. Sci Rep. 2015より改変。 
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第 5章 
xlTPOの造血幹/前駆細胞に対する機能 

 
5-1. 背景   

成体マウスにおける骨髄造血幹細胞は CD34−/low, c-Kit+, Sca-1+, lineage−画分に濃

縮される（Osawa et al., 1996），また，ヒトでは Thy-1+, Lin-, CD34+画分に造血幹細

胞が濃縮されることが報告されている（Baum et al., 1992）。造血幹細胞が

Hoechst33342 染色により高度に濃縮されることが報告されると（Side population：

SP細胞）（Goodell et al., 1996），本手法を用いて，ギンブナやゼブラフィッシュの

腎臓から造血幹細胞が濃縮された（Kobayashi et al., 2007, 2008）。哺乳類において，

造血は卵黄嚢で始まり，AGM領域，胎仔肝臓に移行して最後は骨髄で造血が維持

される（Orkin and Zon, 2008）。哺乳類成体造血とは異なり，多くの非哺乳動物の骨

髄には造血前駆細胞が認められない。ツメガエルや海水魚クロダイの骨髄はヒト再

生不良性貧血患者の骨髄と同様に（Kaplan et al., 1987），脂肪で満たされている（Okui 

et al., 2013; Hughes et al., 1994）。マウスにおいて，骨髄中の脂肪は造血微小環境の

構築を阻害するため（Naveiras et al., 2009），非哺乳動物の骨髄造血は脂肪により阻

害されていることが考えられる。本論文 4章の結果を踏まえ，ツメガエル造血幹細

胞は肝臓に局在する可能性が高いと判断して，TPO/Mpl 系を用いた肝臓内の未熟

細胞の検出を行った。 

  

5-2. 材料および実験方法 

5-2-1. ツメガエル肝臓細胞の xlTPOにより誘導される長期培養細胞の性質 

ツメガエル肝臓細胞は 4-2-4に従い，10 ng/mL xlTPO存在下の半固形培地で細胞

培養した。2週間に一度，コロニーのない領域から半固形培地を 300 µl廃棄し，同

量の 10 ng/mL xlTPO含有半固形培地をコロニーが崩れないよう少しずつ添加する。

3カ月間，週に 1度複数コロニーを回収し，1つのコロニーを構成する細胞数をト

リパンブルー染色により計数した。 
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5-2-2. xlTPO誘導された培養細胞の再播種実験 

xlTPO 誘導された細胞は他の細胞がなくなる 21 日以降に回収し，ピペッティン

グにより単細胞分散した。xlTPO誘導細胞は 100 ng/mL xlEPO，10 ng/ml xlTPO含有

培地に再播種した。コロニーアッセイを 24 穴プレートで行い，8 日後にコロニー

を計数し，xlTPO 依存性を解析した。また，ツメガエル脾臓を単細胞分散した後，

20% FCS含有 0.8 × α-MEM中で，5.0 × 105 細胞/mLの細胞 10 mLを 10 cmディッ

シュで 4日間培養する。培養上清は 15 ml遠沈管に回収後，900 gで遠心分離し，

上清を馴化培地とした。xlTPO誘導された培養細胞 1.0 × 103 細胞を 100 µlの馴化

培地に再播種し，96穴プレート（コーニング）で培養する。3日後に細胞を回収し，

遠心塗抹標本を作製し，MGG染色した後，細胞の形態を観察した。 

 

5-2-3. xlTPO誘導された培養細胞の遺伝子発現解析 

コロニーから回収した細胞は 3-2-4で前述した手法により cDNAを作成する。作

製した cDNAと表 5-1のプライマーを用いて RT-PCRを行った。 

表 5-1 プライマーリスト 
遺伝子 Forwardプライマー Reverseプライマー 
rpl13a 5’-AAGAATGCCAGACAGGTTTTGA-3' 5’-CTCCGAAGTTTCCCAATGATC-3' 
esam 5’- CAGCACCAACCACACAGATA-3' 5’- GACCCCACCTCTTTCATTTG-3' 
globin 5’-CACCTGGGGCAAACTATGTG-3' 5’-GCCTCATTGTGGAAGACGG-3' 
albumin 5’-CCAAGCAAGATCCAGAGAGG-3' 5’-TGGCTGAGACAATTCAGCAG-3' 
c-kit 5’-GCCCTAATGTCAGAACTGAAG-3' 5’-ATGCTCTCAGGAGCCATCCACTTC-3' 
gata1 5’-CCTTAGGCCCTATAACTTCTC-3' 5’-ACTTGCCCTCTCTGTCTTCAG-3' 

 

5-2-4. ツメガエル肝臓部分切除モデルの構築 

30 g - 40 gのオスのツメガエルはMS222 w/V（シグマ）を溶かした水中にツメガ

エルを曝露する。15-30分後に，ツメガエルの脚を伸ばし，反応の有無により麻酔

の状態を判断する。さらに，氷上麻酔をかけ，氷を張った発泡スチロール上に仰向

けに保定する。左腹上部を 1 cm程切り込み肝臓の左葉を体外に出し，手術用メス

を火で炙り左葉を切断する。その後，100%エタノールに浸した外科用縫合絹糸（新

鋭工業）を用いて，内膜，表皮をそれぞれ縫合する。縫合したツメガエルは水を 1 

cm 張った容器に移して麻酔が解けるまで静置する。さらに，麻酔が解けたら 1 L

水槽に移し，0.5%になるように塩を加える。その後，ツメガエル水槽の水は 1週間



  73  
 

に 1度半分量を変え，ツメガエルに与える負荷を軽減させる（図 5-4A）。肝部分切

除してから 24 日後，採血し，血球数を計数した。また，キャピラリー管に末梢血

液を毛細管現象により採取した後，パテで蓋をし，1000 g，15分の遠心を行い，血

球成分と血漿成分の比率を算出し，ヘマトクリット値とした。プルシアンブルー染

色は，フェロシアン化カリウム 3水和物（和光）2 gと超純水 100 mlを混合した溶

液と，濃塩酸（和光）1 mlと超純水 100 mlを混合した溶液を等量ずつ混合し，染

色液とした。肝臓切片をプルシアンブルー染色液に浸し，30-60分の中で定期的に

発色状態を観察しながら反応を停止した。また，赤血球前駆細胞は o-ジアニシジ

ン，ギムザ重染色を行い，o-ジアニシジン弱陽性細胞を示す細胞を赤血球前駆細胞

として計数した。 

 

5-2-5. ツメガエル自家細胞移植系の構築 

肝部分切除個体を用いた自家細胞移植系の構築を試みた。ツメガエル肝臓部分切

除により，摘出した肝臓は 4-2-4 に従って半固形培地による培養を行う。24 日後，

コロニーを回収した後，PKH26（シグマ）を説明書に従い染色し，心臓から血流に

細胞を移植した。1カ月後，ツメガエルから肝臓の右葉，脾臓を摘出し，一部を単

細胞分散した。フローサイトメトリー法により肝臓，脾臓に局在する PKH26 陽性

細胞を分取し，MGG染色による形態観察を行った。また，肝臓，脾臓の組織片は

固定液（4% パラホルムアルデヒド / 0.8 × PBS）に 12時間 4℃で反応させ，7 µm

の厚さの凍結切片を作製した後，DAPI（同仁化学）を 10分間反応させた。自家細

胞移植系の概略は図 5-1に示した。 

 
 

図 5-1 ツメガエル自家細胞移植系 
xlTPO誘導コロニーのツメガエル自家細胞移植実験の模式図。（1）ツメガエル肝臓（左様）を摘
出し，縫合する。（2）肝臓を xlTPO含有半固形培地で培養する。（3）PKH26により細胞を蛍光
ラベルする。（4）心臓よりラベル化細胞を移植する。（5）臓器に生着した細胞を解析する。 

（1） 肝切除（左葉）

半固形培地

左葉

24 日
PKH26 ラベル

(4)移植 1X106 細胞

（5） 解析
X. laevis

xlTPO

(2)培養 (3)細胞ラベル
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5-2-6. ツメガエル同種細胞移植系の構築 

夕方（17-18 時），80 g のメス個体に 0.8 × DPBS に融解した性腺刺激ホルモン

（HCG）を左右の脚に 400 Uずつ投与し，200 Uの HCGを皮下注射したオス個体

と一緒に光の入らないケースに入れる。ケースには 10 cm程の飼育水を加えて，一

晩静置する。翌日の 8-9時に受精卵を回収する。受精卵は 2%システイン（シグマ）

-0.1 × Marc's Modified Ringers（MMR）溶液（pH7.6 - 8.0）で 10分間混和し，50 µg/ml 

ゲンタマイシン含有 0.1 × MMR溶液で 5回洗浄後，6% フィコール（シグマ）-0.1 

× MMR溶液下で受精卵をシャーレに移し，胞胚期になる受精卵を実態顕微鏡下で

選別する。xlTPO誘導された培養細胞はCarboxyfluorescein succinimidyl ester（CFSE），

または PKH26によるラベルを行い，1000細胞 / 9.2 nLになるように細胞数を調整

する。胞胚の胞胚腔にマイクロインジェクター（Nanoject-2，Drummond）を用いて

調整した細胞を 9.2 nl胞胚腔にインジェクションした。速やかに，6% フィコール

-0.1 × MMR溶液の中に 1細胞ずつ 24穴プレートに発生胚を移し，18℃の低温イン

キュベーター（三菱電機エンジニアリング）で発生させた。各穴の発生胚は 3日間，

実体蛍光顕微鏡で経時観察し，撮像した。さらに，3日後に胚を回収して凍結切片

を作成した。自家細胞移植系の概略は図 5-2に示した。 

 

 

  

 
図 5-2 ツメガエル同種細胞移植系 

xlTPO誘導コロニーのツメガエル発生胚への植実験の模式図。（1）ツメガエル肝臓を xlTPO含
有半固形培地で培養する。（2）CFSEにより細胞を蛍光ラベルする。（3）ラベル化細胞を発生胚
（胞胚期）の胞胚腔に移植する。（4）CFSE陽性細胞の動態を解析する。 

半固形培地

24 日

(3)移植
1X106 細胞

（4） 解析
X. laevis

xlTPO

(1)培養 （2） 細胞ラベル

発生胚
（胞胚期）
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5-3. 結果 

5-3-1. ツメガエル xlTPO刺激により誘導される長期培養細胞 

肝臓細胞は単細胞分散した後，xlTPO含有メチルセルロース半固形培地に播種し，

培養した。培養 21 日後にはコロニー以外の細胞は全て死んでおり，xlTPO 依存的

なコロニーのみを見分けることができた。よって，24 日目に解析する一つのコロ

ニーは他の細胞等のコンタミネーションの影響がない。本コロニーは最大約 3 mm

にもなり，その構成細胞はヘテロな細胞集団であった（図 5-3A-B）。コロニー構成

細胞は巨核球，紡錘型の栓球系細胞，顆粒球様細胞が含まれていた。さらに，本コ

ロニーは培地を 2週間に一度変えることにより，3か月以上培養出来ることが明ら

かとなった（図 5-3C）。コロニー構成細胞数は 3か月間増殖し続け，培養 3か月後

には 106細胞に達し，3か月の間に少なくとも 20回は分裂したことになる。 

 
図 5-3 xlTPOの長期培養細胞 

（A）肝臓細胞を培養し，24日目におけるコロニーの形状，（B）培養 24日目におけるコロニー
構成細胞（MGG染色）（C）コロニーあたりにおける細胞数の推移。週に 1度コロニーを回収し
て，1コロニーを構成する細胞をトリパンブルー染色により計数した。Tanizaki et al. 投稿準備
中 

200 μm

A

20 μm

C

コ
ロ
ニ
ー
あ
た
り
の
細
胞
数

週

0
20000
40000
60000
80000

100000
120000
140000

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

B



  76  
 

コロニーを回収し，xlTPOを添加した液体培養をおこない，タイムラプス撮影に

よる経時的な変化を解析した。4-3-5 で示したように，巨核球は培養するとバーベ

ル状に細胞の形態が変化していく。コロニーを回収し，再播種したところ同様にバ

ーベル状の細胞が出現した。更に，本細胞を 5分間隔で撮像した結果，バーベル状

の細胞は分裂し，紡錘型の栓球様細胞と球状の細胞を産生した（図 5-4A-B）。また，

長い間隔での細胞挙動を解析するため，10分間隔で 8時間タイムラプス撮影した。

結果，静的な細胞，動的な細胞が観察され，ヘテロな細胞集団であることが明らか

となった（図 5-4C）。 

 

 

 

 

 

 
 

図 5-4 xlTPOの長期培養細胞の挙動 
（A）長期培養細胞のタイムラプス像。コロニーを回収し，Hoechst33342で核を染色して xlTPO
含有液体培地に再播種した。5分間隔（ⅰ-ⅳ）での細胞像（B）バーベル状の細胞から産生され
た細胞。培養 20 分後に観察した。（C）長期培養細胞のタイムラプス像。コロニーを回収し， 
xlTPO含有液体培地に再播種した。20分間隔（ⅰ-ⅳ）での細胞像。○接着細胞。Tanizaki et al. 
投稿準備中 
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5-3-2. ツメガエルにおける xlTPO誘導細胞の多分化能の解析 

本コロニーの xlTPO依存性を解析するため，コロニーを回収後，xlTPO含有半固

形培地，xlEPO含有半固形培地，対照培地に再播種した。8日後に，xlTPO含有半

固形培地では播種細胞の約 10%の細胞が再度コロニーを形成したのに対し，xlEPO

によるコロニー形成はほとんど見られない（図 5-5A）。本結果より，本コロニーは

xlTPO依存的に増殖していることが示された。続いて，本コロニーは長期培養出来

るといった特徴とヘテロな細胞集団を構成するコロニーであるといった特徴から，

多分化能を有する細胞だと仮説を立てた。コロニー構成細胞の分化能を解析するた

め，脾臓細胞を培養して得られた馴化培地にコロニー構成細胞を再播種し，細胞の

分化誘導を行った（図 5-5B）。コロニー構成細胞を xlTPO存在下で再度培養すると，

MGG染色した際，細胞質が好塩基性を示す未熟な細胞であった（図 5-3C）。一方，

馴化培地で培養した細胞は細胞質が好塩基性を示すような未熟な細胞は減少し，代

わりに xlTPO存在下では観察が出来なかった好酸球が全細胞に対して約 5%，マク

ロファージが約 18%確認された（図 5-5C-D）。さらに，コロニーにおける栓球マー

カー，赤血球マーカー，顆粒球マーカー，造血幹細胞マーカーの遺伝子発現を調べ

た。その結果，一つのコロニーから得られた細胞群は栓球マーカーである mpl，fli-

1，cd41，赤血球マーカーである gata1，globin，顆粒球マーカーである mpo，g-csfr，

を発現していることが明らかとなった。また，哺乳類では造血幹細胞マーカーとし

て使われている c-kit，esam といった遺伝子の発現も認められた。一方で，肝臓細

胞のマーカーである albuminの発現は認められなかった（図 5-5E）。以上より，xlTPO

は栓球系の分化系譜に限らず，多分化能を有する細胞を in vitro により長期維持す

ることが示された。 
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図 5-5 xlTPOにより誘導された細胞の多分化能 

（A）xlTPO誘導コロニーの再播種実験。左図：培養 8日目におけるコロニー数，右図：培養 8
日目におけるコロニー像（B）xlTPO誘導コロニーの分化能解析実験系の模式図。（C）xlTPO誘
導コロニーにおける脾臓馴化培地刺激実験。培養 3日後の細胞形態（MGG染色）。（D）脾臓馴
化培地刺激により誘導された血球系細胞像。（E）コロニー構成細胞に発現する遺伝子。Tanizaki 
et al. 投稿準備中。 
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5-3-3. ツメガエル自己細胞移植に向けた肝臓摘出モデルの作出 

一般的に幹細胞性は放射線照射し，造血前駆細胞を除去したマウスモデルに同一

系統から得られる造血幹細胞を移植してその性質が解析される。一方，ツメガエル

における造血細胞の移植系がないため，自己細胞移植系の構築を試みた。ツメガエ

ルは肝造血のため，肝臓を一部切除した個体を作製し，切除した肝臓中から回収し

た造血細胞を移植する系を考案した。本実験を進めるにあたり，まずはツメガエル

肝臓を半分摘出した後に起こる造血変動を解析した。肝臓摘出後，xlTPO誘導細胞

が得られる 24日目に細胞移植することを想定し，肝切除後 24日目における末梢赤

血球，顆粒球，栓球の計数を行った。疑似手術個体では各血球における変動は見ら

れなかった一方，肝部分切除個体における血球数は赤血球で減少するほか，顆粒球

が増加した（図 5-6A）。ヘマトクリット値は肝切除個体で 1/3以下に減少し，貧血

を呈した。（図 5-6B）貧血の原因を探索するため，疑似手術個体と肝部分切除個体

の肝臓切片をそれぞれプルシアンブルー染色により，肝臓に含まれる貯蔵鉄を検出

した。さらに，Image J を用いた画像解析から組織に対するプルシアンブルー染色

陽性領域を計測したところ，肝部分切除個体モデルでは優位に貯蔵鉄が減少してお

り，肝部分切除個体は鉄欠乏性貧血が誘導されていることが示唆された（図 5-6B-

C）。続いて，臓器内における赤血球前駆細胞数を解析した結果，肝部分切除個体で

肝臓，脾臓，末梢血球，骨髄内における赤血球前駆細胞数が増加していることが明

らかとなった（図 5-6D）。さらに，増加した赤血球前駆細胞の多くは類洞内皮細胞

に結合していた（図 5-6E）。よって，肝部分切除個体では貧血を呈する一方，造血

機能は亢進していることが考えられた。しかしながら，肝臓中に含まれる多分化能

を有する細胞の数は xlTPO を用いたコロニーアッセイを用いて解析したところ，

肝切除前後で変動はなかった（図 5-6F）。本知見により，肝部分切除個体は鉄欠乏

性貧血を呈する一方，赤血球造血が特異的に亢進しているモデルであることが明ら

かとなった。 
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図 5-6 ツメガエル肝部分切除御隊における造血様式 

（A）肝臓部分切除前後における末梢血球数の変動。上段：疑似手術群における血算値。下段：
肝部分切除個体における血算値（B）疑似手術個体，肝切除個体における 24 日目のヘマトクリ
ット。（C）肝部分切除個体におけるプルシアンブルー染色。左図：プルシアンブルー染色像，右
図：視野における青色を呈する領域の割合（Image Jにより算出）。（Ｄ）肝切除後における各組
織における赤血球前駆細胞（o-dianisidine弱陽性細胞）の割合。左図：疑似手術個体，肝切除個
個体における赤血球前駆細胞の割合，右図：疑似手術個体，肝切除個個体における末梢血液像。

▲：成熟赤血球，△未熟赤血球（E）肝切除個体における肝臓，脾臓の組織構造（o-dianisidine染
色＋エオシン染色）。スケールバー：20 µm（F）肝臓切除前後における xlTPO誘導性多分化能を
有する細胞数の推移。Tanizaki et al. 投稿準備中。 
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5-3-4. TPO誘導長期培養未熟細胞の生着能および生着細胞の特徴 

ツメガエルには片桐千明，栃内新が樹立した Japan系統（J系統）が存在し（Tochinai 

and Katagiri, 1975; Nakamura et al., 1985），成体間の皮膚移植が可能である（Izutsu and 

Yoshizato, 1993）。ツメガエル造血前駆細胞の移植実験をする際には，移植系の確立，

実証に必要となる J 系統の個体数は少なく見積もり 30 匹を超える。J 系統ツメガ

エルの数は限りがあるため，本研究では，肝部分切除モデルを用いた自家細胞移植

系の構築を試みた。肝臓の左様を摘出した後，摘出した肝臓細胞は xlTPO含有半固

形培地で培養する。24日後にコロニーを回収し，細胞膜を染色する PKH26で細胞

染色をし，肝切除したツメガエルの心臓から血中に細胞移植を行った。細胞移植し

てから 14 日目の肝臓，脾臓細胞をフローサイトメトリーにより解析したところ，

両臓器において PKH26 陽性細胞が検出された（図 5-7A）。肝臓，脾臓に局在する

PKH26陽性細胞をフローサイトメトリーにより解析した結果，2つのピークが存在

しており，移植した細胞が肝臓と脾臓に生着して，少なくとも一度は分裂している

ことが確認できた。PKH26 陰性画分と比較して（図 5-7B），PKH26 陽性細胞を強

度により 2 分画し，細胞分裂が盛んでない PKH26 強陽性細胞（PKH26++細胞）と

細胞分裂が盛んな弱陽性細胞（PKH26+細胞）とした（図 5-7C）。続いて，細胞をそ

れぞれ分取して，形態を観察したところ，肝臓，脾臓に生着した PKH26++細胞は細

胞の形態が 10 µm程度と小さく，N/C比の高い，好塩基性を示す造血幹細胞様の特

徴を示した。また，肝臓，脾臓と共に臓器に生着した生着細胞は FSClow画分に濃縮

された。一方，分裂能が高い細胞については PKH26++細胞と比較すると細胞の形態

も大きく，N/C 比の低い細胞であることが示され，PKH26++細胞は PKH26+より未

分化な細胞であることが推察できる（図 5-7C）。続いて，PKH26陽性細胞の局在を

解析するために，凍結切片を作製し，臓器内局在を蛍光顕微鏡により観察した。そ

の結果，肝臓では類洞に PKH26 陽性細胞が類洞の内皮細胞に沿って局在すること

が示された。また，脾臓においては脾洞の内皮細胞に結合するようにして局在して

いた（図 5-7D）。本知見より，類洞内皮細胞はツメガエル造血において，造血微小

環境を構築する細胞であることが推察された。 
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以上の結果より，xlTPOにより誘導された細胞の一部は N/C比の高い幹細胞様の

細胞であり移植後，類洞内皮細胞に生着することが明らかとなった。しかしながら，

現行の細胞ラベル法では長期間細胞を追跡出来ないため，細胞の分化能の解析には

困難を伴う。 

 
 

図 5-7 ツメガエル肝部分切除モデルを用いた xlTPO誘導細胞の移植 
（A）細胞移植後 14 日後における肝臓，脾臓での PKH26 陽性細胞のフローサイトメトリー解
析。上段左：PKH26陽性細胞のヒストグラム，上段右：全細胞における SSC，FSC図，下段左：
PKH26+細胞における SSC，FSC図，下段右：PKH26++細胞における SSC，FSC図（B）肝臓，
脾臓における PKH26陰性細胞像。（C）移植後生着した PKH26++細胞，PKH26+細胞の形態（MGG
染色）。（D）移植後 14日目における肝臓，脾臓における PKH26陽性細胞の組織局在。赤：PKF26
陽性細胞，青：DAPI。Tanizaki et al. 投稿準備中。 
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5-3-5. TPO誘導長期培養未熟細胞の多分化能 

造血幹細胞は，血球系以外に骨格筋細胞，繊維芽細胞，脂肪細胞への分化能を有

する。PKH26 を用いたラベル法では長期間の細胞追跡が困難であるため，PKH26

もしくは CFSEで xlTPO誘導性細胞をラベルした後，発生胚に移植をした。本手法

は，胞胚期にある胞胚腔に細胞を移植することで，免疫拒絶の問題も回避が出来る

他，短期間で多様な細胞に分化する利点がある。移植して 2日後，発生胚を蛍光顕

微鏡で観察すると，一部の個体では CFSE陽性細胞が節状に観察された。観察され

た領域に存在する節状の構造は筋肉であり，CFSE陽性細胞は骨格筋に分化してい

ることが推察された（図 5-8A）。本個体を時系列に観察すると，移植直後には全体

的に散在していた細胞が発生に伴い集積し，2日目になると腹部，背部に移植細胞

群が観察された（図 5-8B）。胚の切片を観察したところ，CFSE 陽性細胞は体内部

から外部にかけ集積しており，移植細胞が組織構造を構築していることが伺えた

（図 5-8C）。さらに，PKH26でラベルした細胞についても非造血系への細胞分化を

確認した（図 5-8D）。よって，xlTPOにより誘導された細胞は多能性を有すること

が示唆された。 

 
図 5-8 ツメガエル発生胚への xlTPO誘導細胞の移植 

（A）細胞移植後 2日後における発生胚での CFSE陽性細胞。（B）CFSE陽性細胞の発生に伴う
局在。矢印：CFSE陽性領域。（C）胞移植後 2日後における発生胚の断面。矢印：CFSE陽性細
胞。（D）細胞移植後 2日後における発生胚での PKH26陽性細胞。Tanizaki et al. 投稿準備中。 
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5-4. 考察 

体外での造血幹細胞増殖は臨床応用に向けた様々な研究が展開されてきた。本論

文 2-1-3（2）で述べたように，体外での哺乳類幹細胞は TPO，SCF，FL等複数因子

の含有培地において維持，増殖されることが報告されている。一方，本研究では

xlTPO単独で肝臓由来の造血前駆細胞を長期間増殖，維持させた（図 5-1C）。哺乳

類造血幹細胞は単独因子で 3か月以上の培養は出来ておらず，本培養系は幹細胞性

の維持に関わる分子を探索する上で有用な実験系になり得る。また，長期培養した

コロニーを xlEPO含有培地で培養したところ，赤血球系への分化は観察されず，細

胞は死んだ（図 5-5A）。一方，長期培養した細胞の中の一部は栓球系細胞へと分化

することから（図 5-4A），MEPを介さない栓球産生経路がツメガエルに存在するこ

とが示唆された。 

1957年に造血幹細胞が初めてヒトに移植されて以来（Thomas et al., 1957），造血

幹細胞の移植は血液疾患に対する治療法として確立されてきた。1988 年には顆粒

球増殖因子として同定された G-CSF が造血幹細胞を末梢循環に動員することが示

された（Dührsen et al., 1988）。その後移植医療が一般化し，現在では造血幹細胞の

移植には自身の造血幹細胞を移植する自家造血幹細胞移植と他者の造血幹細胞を

移植する同種造血幹細胞移植が選択される。自家造血幹細胞移植では G-CSF の投

与により末梢血中に動員された末梢血液由来の造血幹細胞を移植する。同種造血幹

細胞移植は HLA適合者の末梢血液由来造血幹細胞，骨髄由来造血幹細胞，臍帯血

由来造血幹細胞が用いられている。また，造血幹細胞は造血幹細胞を含む細胞集団

を致死量の放射線を照射したマウスに移植することで，その性質が解析されてきた。

移植した幹細胞は造血微小環境に生着し，骨髄を再構築して造血能を回復させる。

本研究では，まず野生型ツメガエルの自家細胞移植系の構築を目指した。ツメガエ

ルは部分切除可能な肝臓が造血巣であるため，部分切除した肝臓由来多分化性造血

前駆細胞を切除した個体に移植したところ，肝臓，脾臓の内皮細胞に生着した（図

5-7D）。マウス脾造の赤脾髄の内皮細胞をニッチ細胞としており，造血幹細胞は洞

様血管周囲の間質細胞から分泌される SCF による制御を受けている（Inra et al., 

2015）。ツメガエル TPO応答性造血前駆細胞の局在は未同定ではあるが，内皮細胞

に生着していることはマウスと共通しており，今後ニッチ細胞の同定を進めていく
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必要がある。ツメガエルの造血ニッチモデルは哺乳類とは異なり軟組織で完結し，

骨髄を造血巣とするマウスモデルと比較して実験操作が簡便な点で有用なモデル

となる。 

自家細胞移植モデルでは長期間の追跡が困難であり，分化後の細胞を解析出来な

いため，分化能を解析するためにラベルした細胞を発生胚の胞胚腔に移植する同種

細胞移植系の構築を進めた。発生胚は短期間で様々な細胞に分化する他，胚の予定

運命も既知のため，移植細胞の分化能を短期間に解析出来る利点がある。結果，移

植細胞の一部は骨格筋の一部として検出された（図 5-8A）。哺乳類において，造血

幹細胞は現段階で純粋な幹細胞を単離する方法はなく，議論もあるが造血幹細胞画

分から繊維芽細胞，骨格筋細胞，脂肪細胞，肝実質細胞へと分化能を示した報告が

多数ある（Gussoni et al., 1999; Corbel et al., 2003; Camargo et al., 2003; Ogawa et al., 

2006; Ebihara et al., 2006; Sera et al., 2009; Lagasse et al., 2000）。よって，ツメガエル

自家細胞移植実験に用いた細胞を今後さらに絞る必要があるものの，xlTPOにより

誘導された細胞は in vivoにおいて体細胞への分化能をも有することが示唆された。 

本研究により同定された xlTPO応答性造血前駆細胞は，造血系，非造血系への分

化能を示し，単独因子で 3か月以上培養可能であった。よって，未分化性に関与す

るシグナル経路，造血幹細胞の分化系譜を探索する上でツメガエルモデルが最適な

モデルになることが期待される。 
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第 6章 
本研究の総括 

6-1. 結果の総括 

哺乳類において，TPO/c-Mpl系は巨核球産生，造血幹細胞の維持に関与する。哺

乳類以外の動物における TPO/c-Mpl 系はニワトリ，ゼブラフィッシュで報告され

ており，栓球造血が TPO により産生されることが明らかとなっている。しかしな

がら，前駆細胞は同定されておらず，その機序は分かっていない。よって，本研究

では両生類アフリカツメガエル TPO（xlTPO）を用いて末梢栓球，栓球前駆細胞，

造血前駆細胞の性質を解析し，xlTPO/c-Mpl系が巨核球産生，成熟栓球の抗アポト

ーシス，多分化性造血前駆細胞の維持に関与することを明らかとした。本研究の成

果によって，ゼブラフィッシュなどで展開されている造血研究と合わせ，脊椎動物

における造血制御，血球産生の仕組みにおける多様性や普遍性を議論するための端

緒を切り拓くことが期待できる。 

 

6-1-1. TPO/c-Mpl系における栓球造血 

ツメガエル末梢栓球の DNA含量は赤血球と比較して 2倍高い，倍数性の高い細

胞であった。本研究により栓球の前駆細胞は哺乳類同様に核が多倍体化した巨核球

であることが分かり，赤血球の DNA含量を 4Nとした場合，DNA含量は 8倍以上

となり最大で 32N程度の DNA含量を示す。本知見は哺乳類以外の動物には巨核球

がないといった従来の考えを覆すものである。また，in vitro実験において，有核栓

球を産生する際，TPO は阻害に働いた。本研究により，ツメガエル TPO/c-Mpl 系

は，哺乳類と同様に巨核球分化，成熟血球産生の阻害に寄与することが明らかにさ

れた。一方，巨核球から血小板は産生されない点は哺乳類巨核球との大きな違いで

あり，今後ツメガエル巨核球の性質解析は魅力的な課題となる。また，ツメガエル

栓球には核があり，細胞内シグナルを解析出来る利点を持つ。末梢栓球に対する

TPO の抗アポトーシス機能の存在が示唆され，哺乳類血小板を用いた研究では解

析が困難であった末梢血液中での TPO/c-Mpl 機能の一端が本研究に明らかとなっ

た。 
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6-1-2. TPO/c-Mpl系における多分化性前駆細胞 

TPO 単独培養することにより 3 カ月以上培養可能な多分化性前駆細胞が検出さ

れた。本細胞は培養後においても肝臓，脾臓に生着すること，多分化能を有するこ

とが分かっており，培養を経ても未分化状態を維持していることが考えられる。一

方哺乳類において，造血前駆細胞を長期維持する報告はない。xlTPO単独で培養し

ている点で非常にシンプルな系で未分化性が維持されていることが考えられ，未分

化性維持シグナルを研究する上でもツメガエルは有用なモデルとなり得る。また，

多分化性造血前駆細胞は肝臓の類洞，脾臓の脾洞に生着した。脾臓における多分化

性造血前駆細胞の局在は哺乳類の知見と一致する可能性があり，今後の解析が求め

られる。発生胚を用いた移植実験からは，多分化性造血前駆細胞は体細胞から造血

細胞まで幅広く分化する可能性が示された。本細胞の性質は哺乳類で議論されてい

る造血前駆細胞の多様性を考慮する上で重要な位置づけとなる。 

 

6-2. 今後の課題と展望 

6-2-1. TPO/c-Mpl系における栓球造血  

哺乳類においては造血幹細胞から MEPを介して巨核球を産生する経路と，直接

巨核球を産生する経路が存在する（Sanjuan-Pla et al., 2013; Yamamoto et al., 2013; 

Nishikii et al., 2015）（図 1-1）。一方，ツメガエルにおける巨核球はMEPに相当する

細胞が分化するのか，造血幹細胞から直接分化するか分からない。ツメガエルにお

ける血球系譜は哺乳類と比較すると単純であることが推察されるため，ツメガエル

血球系譜を明らかにすることは血球系譜を俯瞰的に見る上で重要だと考えられる。

また，現在までに哺乳類において，巨核球は胞体突起を形成し血小板を産生するが，

機序は明らかにされていない。ツメガエルでは巨核球においても同様に最終分化時

における巨核球から末梢栓球の産生方法は未解明な問題として残されている。巨核

球の成熟機構における謎の解決は血小板産生機構にも関わるものであり，今後の進

展が期待される。 
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6-2-2. 多分化性前駆細胞の性状 

造血幹細胞は血球細胞の他にも体細胞にも分化する能力を有する。今回，xlTPO

を使ったコロニーアッセイによる多分化性造血前駆細胞が造血幹細胞なのか，分化

が進んだ細胞なのか，また，間葉系の細胞なのか未解明な点は多く残されている。

造血幹細胞は通常は細胞周期が回っていない静止期状態であり，必要に応じて細胞

周期を回し，自己複製または分化が進んだ細胞を生み出す。現在，マウスでは様々

な細胞表現マーカーを用いて細胞が濃縮されており，マーカーにより分取される細

胞の種類も少しずつ異なっている。本研究で同定された Mpl 陽性細胞は細胞形態

が小さく，N/C比が高い特徴がある。しかしながら，本研究では培養後の多分化性

前駆細胞を解析しており，今後は肝臓内にある多分化性前駆細胞を直接調べること

が求められる。本細胞はMplを発現する小型の細胞であることから，Mpl抗体等を

用いることによりフローサイトメーターによる細胞濃縮が期待される。 

また，長期間培養した細胞に xlEPOを添加したところ，赤血球系細胞への分化は

見られない一方，培養細胞の中には栓球様細胞が出現することから MEPを介さな

い栓球分化経路の存在が示唆された。ツメガエルの血球分化系譜は哺乳類における

血球分化の起源となったものであると考えられ，今後詳細に分化段階を解析してい

く価値のある課題である。 

 

6-2-3. 多分化性前駆細胞の低温環境応答 

両生類モデルの特徴として環境応答に敏感であることが挙げられる。両性類は外

温動物であり，外部の温度に適応するために生体内での生理応答も顕著である。ツ

メガエルを 5℃環境に暴露すると，1 日以内に凡血球減少症になる。低温環境下に

おける肝臓内では代謝系の変化が起こることが報告されているが，血球減少機序，

または造血の低温応答に関しては明らかにされていない。よって，低温暴露時にお

ける造血応答を解析する上で，本研究で同定された多分化性造血前駆細胞や巨核球

は造血指標としても有用だと考えられる。 
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6-3. 結語 

本研究では，ツメガエルの TPO/Mpl 系のアフリカツメガエル成体造血における

機能を調べた。まず，末梢栓球のマーカーとなる遺伝子を同定し，活性評価をした

ところ，ツメガエル栓球は哺乳類血小板との類似点が多く見受けられた。さらに，

xlTPOを用いて，造血巣および，前駆細胞を調べたところ，造血巣は肝臓と脾臓を

使い分けており，肝臓には栓球の前駆細胞である巨核球，多分化性造血前駆細胞が

局在している。また，脾臓には分化段階が後期の栓球系細胞が局在していた。巨核

球は従来哺乳類のみに存在する細胞であるとの認識だったが，本成果により哺乳類

以外にも巨核球が存在することを明らかとした。ツメガエル多分化性造血前駆細胞

は TPO単独刺激により，3カ月以上維持させることが可能であり，幹細胞で未解明

な問題となっている未分化性維持機構の解明において，重要な糸口を得た。上記の

結果を通して，生物間における造血の多様性と普遍性の一端が明らかとなった。本

成果により得られた知見は図 6-1にまとめた。  

 
図 6-1 ツメガエルにおける血球系譜 

ツメガエル肝臓内には血球系，非血球系細胞に分化する幹細胞様の細胞が局在する。造血幹・前

駆細胞は TPO/Mpl 系により，3 カ月以上の維持が可能であり，各種血球，骨格筋細胞に分化す
ることを確認した。Tanizaki et al. 投稿準備中。 
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