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研究成果の概要（和文）：組織が損傷を受けた際、最初に起こる重要な生理反応が止血である。止血の際に形成
される血餅には多くの血球がトラップされる。哺乳類以外の生物では、赤血球や血小板の役割を果たす栓球が有
核であることから、これらの血球細胞が無核である哺乳類とは異なる生理反応を示す可能性がある。本研究で
は、血液凝固反応の過程で血餅にトラップされる有核血球細胞がダイナミックに遺伝子発現を変化させているこ
とを明らかにした。また、各種血球細胞を識別するためのマーカー探索および標識技術の検討を行った。

研究成果の概要（英文）：When tissue is damaged, the first important physiological response is 
hemostasis. Many blood cells are trapped in the blood clot formed during hemostasis. In organisms 
other than mammals, since erythrocytes and thrombocytes that play a role of platelets are nucleated,
 these blood cells may exhibit different physiological responses from that anucleated those of 
mammals. In this study, we clarified that nucleated blood cells trapped in blood clots dynamically 
change gene expression in the process of blood coagulation reaction and searched for markers and 
labeling techniques to identify each blood cell type.
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キーワード： 血球細胞　血液凝固　両生類　ツメガエル　イベリアトゲイモリ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳類と異なり、両生類では赤血球や血小板の働きを担う栓球が有核であることに着目し、創傷治癒のもっとも
初期におこる血液凝固反応において、有核血球細胞が担う役割について解析を進めた。両生類がもつ高い創傷治
癒・組織再生能力に関して、独創的な観点に基づいてメカニズムの解明に取り組む挑戦的な研究である。血液凝
固反応における有核血球細胞の動態と生理的役割が明らかになれば、これらの細胞が担っていた役割を別のかた
ちで付与することによって、新たな再生医療技術の開発につながると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様式Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

組織が創傷を負った際、最初に起こる重要な生理反応の一つが止血である。止血のメカニズムは

古くから研究がなされており、多くの因子が関与する精緻なシステムであることが知られてい

る。本研究では、止血の際に形成される血餅を構成する細胞に着目した。血餅には赤血球、白血

球、血小板など多くの血球がトラップされていることは容易に想像できる。哺乳類の赤血球は無

核であるのに対して、他の脊椎動物の赤血球は有核であることが知られている。また、哺乳類で

は無核の血小板が血液凝固に関与するのに対して、他の脊椎動物では、これに相当する栓球と呼

ばれる有核の細胞が関与している。哺乳類は、『赤血球から核を除く』あるいは『細胞質を分割

して血小板を作る』などの機構を獲得することで新たな血球を産生出来るようになった一方で、

これらの血球から核を失ったとも言える。これまで、哺乳類の赤血球や血小板が無核であること

の生理的意義についてはいくつか説が唱えられている。しかし、その他の脊椎動物において、赤

血球や栓球の核が果たす役割についてはほとんど研究されてこなかった。鳥類の末梢血を用い

た研究において、赤血球の機能を維持するために必要なグロビン遺伝子の転写が確認されてい

るにすぎない。しかし、この結果は末梢血であっても有核赤血球は新たに RNA を転写する能力を

有していることを示している。血液凝固は損傷部位において迅速に起こる生理反応であり、その

過程において血餅にトラップされる有核血球細胞がダイナミックに遺伝子発現を変化させるこ

とによって、これまで知られていない生理機能を発揮しているのではないか、さらに創傷治癒・

組織再生能力が高い両生類において重要な役割を担っているのではないか、という着想に至っ

た。 

 

２．研究の目的 

止血の際に形成される血餅には多くの血球がトラップされる。哺乳類以外の生物では、赤血球や

血小板の役割を果たす栓球が有核であることから、これらの血球細胞が無核である哺乳類とは

異なる生理反応を示す可能性が考えられる。しかし、このような視点から有核血球細胞の役割を

調べる研究はなされてこなかった。本研究は、各血球細胞を識別するためのマーカー探索、およ

び標識技術の検討を行うとともに、遺伝子発現解析から、両生類の止血反応時における有核血球

細胞の動態と生理的役割、それらの反応に関わるシグナル経路の解明を目指すものである。 

 

３．研究の方法 

(1) 血液凝固時の経時的遺伝子発現の網羅的解析 

両生類の中でも遺伝子情報が整備されているアフリカツメガエルを利用して、血液凝固後の継

時的な遺伝子発現変化を網羅的に解析する。採血直後の血液試料と血液凝固後時間経過した血

餅試料を用いて、経時的な遺伝子発現変化をマイクロアレイにより網羅的に調べることで、血液

凝固後に有核血球細胞がどのような変化を引き起こしているのか、遺伝子発現の側面から明ら

かにする。 

 

(2) 各種血球マーカーの同定 

止血反応における有核血球の生理的役割を明らかにするためには、血球細胞の動態を in vivo で

追跡する必要がある。ライブイメージングに必要な各血球マーカーの探索および血球細胞の標

識技術を検討する。新たなマーカー遺伝子の探索に加え、糖鎖構造特異的に結合するレクチンを

スライドガラス上にアレイ化したレクチンアレイを用いた解析から、各血球特異的に結合する

レクチンマーカーの選定を進める。血球細胞表面の糖鎖構造を認識して結合するレクチンを蛍



光色素で標識して、各血球細胞を染色する方法を検討する。また、長期にわたる追跡を可能とす

るため、蛍光タンパク質遺伝子導入方法を検討する。 

 

４．研究成果 

(1)鮮血（採血直後）、血餅（採血 1時間後）の試料から RNA を抽出し、マイクロアレイ解析を行

った結果、血餅形成後 1 時間で 200 を超える遺伝子が 2 倍以上発現上昇しており、血液凝固が

引き金となって新たな転写反応が起こることがわかった。更に、血液凝固開始から 3時間後およ

び 5時間後の血餅試料から RNA を抽出し、マイクロアレイ解析を行った。遺伝子発現の経時的変

化を調べた結果、早い段階では、脂質・ホルモン応答、プログラム細胞死、細胞表面のシグナル

伝達経路に関わる遺伝子群が発現上昇し、その後、器官形成・組織発生に関わる遺伝子群が発現

上昇することがわかった。これは赤血球・栓球・白血球などすべての血球成分を含んだ結果であ

るが、血餅内にトラップされた血球細胞から積極的な転写が行われている証拠として非常に興

味深い。今回、遺伝子発現変化を起こしている細胞種の同定には至っていない。血液凝固反応が

それぞれの細胞にどのような変化をもたらすのか、その結果として血餅全体におこる変化につ

いて、引き続き詳細な解析が必要である。  

 

(2)新たなマーカー遺伝子の解析を進めている。この遺伝子は、アフリカツメガエル幼生期にお

いて、胚内に散在する血球細胞に特徴的な発現を示すが、既知遺伝子のパターンとは異なってい

る。密度勾配遠心法により成体の循環血を解析すると、赤血球層と血漿との間に生じるバフィー

コート(白血球や栓球・血小板の層)に含まれる血球細胞で発現していることがわかってきた。今

後、この遺伝子を発現している血球種の詳細な分類を進めるだけでなく、同定した血球マーカー

遺伝子が生体内でどのような役割を果たしているのかについても解析を進めたい。 

両生類の中でも高い治癒能力をもつ有尾両生類を用いて解析を行うには、遺伝子配列情報を得

る必要があった。しかし、イモリはゲノムサイズが大きいなどの理由で、研究の基盤となる遺伝

子配列情報がほとんど整備されていなかった。有尾両生類であるイベリアトゲイモリは、日本の

研究者が中心となって、飼育システムの確立、近交系の確立、高効率のゲノム編集法の開発など

研究基盤の構築が進められており、実験室での飼育や繁殖が容易な新しいモデル生物として注

目されている。そこで、国内の複数の研究機関と共同して、様々な試料から抽出した RNA をもと

に網羅的な遺伝子配列情報を得た。その成果は誌上発表

するとともに、得られた遺伝子配列情報はポータルサイ

ト iNewt で公開しており、研究者が自由に利用するこ

とが可能となっている。 

 

(3)血球細胞表面の糖鎖構造は、血球を区別する重要な

要素となることから、各血球細胞の表面糖鎖構造を特異

的に認識して結合するレクチンの選定を進めた。蛍光色

素標識したレクチンによる染色性の差異によって血球

細胞を分類することを目指した。各血球細胞に対して異

なる結合性を示すレクチンを見出している（図 1）。 

この結合特異性が両生類生物種間を超えて保存される

のかどうか、無尾両生類・有尾両生類それぞれのモデル

生物を用いて検証するとともに、これらの結果をもと



に、生物種に応じた各血球細胞の選別技術・標

識技術の最適化を進めたい。 

 

(4)細胞質型ウイルスベクターであるセンダ

イウイルスベクター(SeV)が、多くの哺乳動物

細胞に感染・増幅できることから、遺伝子導入

のための新しい有望な手段として利用されて

いる。細胞の挙動をリアルタイム観察するた

めの方法として、SeV システムによる遺伝子導

入法の検討を行った。アフリカツメガエル初

期胚(図２)や培養細胞株(A6)(図３)を用いて

検討したところ、細胞の種類によって遺伝子

導入効率がかなり異なる可能性が示された。

細胞種によっては、ウイルスベクターによる

遺伝子導入が効率的に行えない可能性もある

ため、細胞を標識する手法については更に検

討を進める必要がある。 

ゲノム編集技術等を用いて、各血球マーカー

遺伝子の発現制御領域を結合したレポーター

遺伝子をノックインする、あるいは蛍光標識

したレクチンで生染色するなどの方法によ

り、特定の血球細胞を標識することで、血液凝

固反応およびその後の創傷治癒過程における

各血球細胞の役割を明らかにしたい。蛍光ラ

ベルしたレクチンマーカーを用いることで、

フローサイトメーターにより、各血球細胞を

分取することが容易になると期待される。 
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