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研究成果の概要（和文）：マウス生体流体解析から、血小板産生への乱流の関与を見出し、生体外血小板造血へ
応用した。３L規模までの乱流刺激型縦型可動式培養槽を用いた実証研究から、血小板造血に ‘せん断ずり応
力’と‘乱流エネルギー’が関与することを見出した。その結果を10L培養槽の稼働条件に反映させ、iPS細胞由
来巨核球細胞株から1000億個の高機能なiPS細胞血小板産生を実現させた。また、乱流依存的血小板産生機序に
は、巨核球から放出されるCCL5, NRDC, IGFBP-2, MIFなどのタンパクが関与することを見出した。その後、50L
培養槽において乱流パラメーターを用いた製造が可能かの実証実験を進めた。

研究成果の概要（英文）：Based on finding of a novel concept of turbulence in platelet biogenesis in 
vivo, we established a clinical scale ex vivo manufacturing system of bona fide type platelets from 
iPS cell-derived megakaryocyte cell lines, imMKCLs. Our in vivo observations within mouse BM 
clarified the crucial involvement of turbulent flow in platelet biogenesis. By identifying shear 
stress and turbulent energy as physical parameters for turbulence-dependent platelet generation, we 
dramatically improved the yield and quality of platelets, enabling to produce 100 billion intact 
platelets at 10L scale. As for potential mechanism in platelet biogenesis by turbulence, we proposed
 that CCL5, NRDC, IGFBP2, and MIF, released from mature imMKCLs following physical stimulation, 
might play crucial roles in remodeling of membrane in megakaryocyte maturation and platelet 
shedding. Subsequently, we also attempted to study the feasibility of large-scale manufacturing of 
platelets in 50L-scale turbulent-flow reactor.

研究分野：生体医工学、血液学、血栓止血学、幹細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血小板産生機構は、細胞質突起切断、巨核球細胞膜の不安定化断裂、細胞膜の連続的なbuddingなどの多様なシ
ステムの使い分けの可能性が報告されている。その中で研究代表者らは、生体外製造人工血小板製造システムの
開発とその臨床応用開発を進め、血小板産生のメカニズムに乱流物理条件が重要なことを発見し、血小板誕生機
構解明における新たな概念を提唱した。その結果、巨核球をモデルとした細胞質肥大化、細胞膜リモデリング、
膜切断の分子機構の詳細が今後明らかになると期待される。また、大規模な生体外での血小板製造開発を通じた
社会実装への貢献も期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
血小板は止血および血管内皮細胞の機能維持に関わる重要な役割を担っており、血小板減少状
態に因って引き起こされる致命的な脳出血、腸管出血などを予防・改善するには、血小板輸血
が必須である。加えて、抗生物質耐性細菌感染症の治療や骨折治療・創傷治癒に血小板が有効
であることも報告されている。一方で、医療の進歩と社会高齢化に伴い、献血血小板製剤の需
給アンバランスが顕在化することが危惧されている。そこで、研究代表者は１０年以上に渡
り、生体外での血小板製造システムの開発を推進してきた。従来から、骨髄血流環境における
“shear stress(ずり応力／剪断応力)”が唯一の血小板産生の流体物理因子とする考え方（Junt 
et al, Science, 2007）に基づいて設計したバイオリアクターが提案されてきたが、これらは生
体内の産生効率である１個の巨核球あたり 800-2000 個の血小板産生能と大きく乖離していた
（Nakagawa, Exp Hematol, 2013; Thon, Blood, 2014 は 10-20 個の血小板産生）。つまり過去
の血流シミュレーションや数学解析では、体積の大半を血球細胞が占めている生体環境を考慮
した物理現象の実態を捉えられていなかった。研究代表者は、シミュレーション精度、光学的
解析技術の改良を行い、生体マウスの骨髄内再検証を PIV 
(particle image velocimetry)を用いて解析し、巨核球から血小板
が産生される際に “turbulence/turbulent flow（乱流）”が関与
していることを新たに発見した（図１、右）。その後、様々な
“乱流”を構成する複数の物理パラメーターを正確にシミュレ
ーションし、計算値を算出可能な縦型撹拌翼可動式液体培養槽
を用いた検証の可能性を見出したことから、その乱流の本体を
解明することを目指して、本研究提案を開始した。   
 
図１説明：マウス骨髄血管での巨核球（Meg）からの血小板産生と血流

との関係を PIV 解析で検証した。 

 
２．研究の目的 
 
上記の培養槽を用いた予備データ解析から、以下の仮説を提唱した。 
【乱流刺激に伴い、巨核球自体が複数のタンパク質を放出し、パラクライン/オートクラインに
巨核球を刺激して、成熟化が進み、さらに巨核球細胞膜の構造変化が引き起こされて、血小板
産生が起きる】 
本研究提案では、この仮説の検証を実施し、ヒト生体内環境と同様の高効率で血小板を生体外
製造するための物理・化学因子制御による普遍的法則を確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）乱流負荷よる高効率血小板産生の分子機構解明 
 
(i) 乱流物理パラーメーターの同定：乱流負荷可能な縦型攪拌翼稼働培養槽 VerMES の

300mL, 3L および 10L培養槽を用いて、普遍的な乱流パラメーターを同定し、その至
適値を決定する。先ず、300mL および 3L培養槽を用いて、複数の稼働条件毎に血小板
産生数（産生効率）および、in vitro での血小板機能（各種の薬物刺激前後の P-selectin
値測定および PAC-1結合度測定による血小板活性化能力の定量）を評価し、産生効率
と機能の積を指標に物理パラーメーター値ごとに高機能血小板産生効率を数値化し、
２つの異なる培養槽で一致する物理パラメーターおよび至適値を決定する。 

 
(ii) 乱流パラメーターおよび至適値の 10L培養槽への適応：上記(i)で同定した物理刺激条

件を 10L培養槽に試みて、決定した乱流パラメーターの至適値の普遍性を確認し、分
子基盤として成立するか証明する。 

 
(iii) 乱流刺激依存的な巨核球成熟および細胞膜リモデリング機構の分子レベルメカニズム

解析：刺激依存的な遺伝子発現解析、タンパク質解析、細胞外タンパク質解析（サイト
カインアレー）を行い、関与する分子の同定を行う。 

 
(iv) 関与タンパクを用いた再構成実験を行い、成熟機構、細胞膜への作用機構を検証 
 
（２）ヒト骨髄環境と同様の効率で１回輸血量 2000億個の大量血小板を生体外製造させるため
の普遍的法則の解明 
 



 

 

(i) 巨核球成熟工程における多核化促進、細胞質肥大化、細胞質突起（proplatelet）促進さ
せるアミノ酸、培地栄養条件を決定。 
 

(ii) 上記の乱流負荷可能な縦型攪拌翼稼働培養槽では可動域制限もあり、血小板産性能が最
大限発揮できるかは不明であり、新たにドーナッツ型（救命浮き輪型）構造と shaking 
様式の多様な制御方法（生体内脈動パターンも制御）を採用した新型リアクターを開発
し、代用可能かを検証する。 

 
４．研究成果 
 
（１） 乱流負荷よる高効率血小板産生の分子機構解明 
 
(A) 乱流パラメーターの決定：  層流とは異なる瞬間的に流れの方向が変化する乱流における
重要な物理パラメーターを抽出し、VerMES 培養槽内部に蛍光ビーズを巨核球培養と同じ条件で
入れ、稼働条件ごとにビーズの動きを撮影測定し、数学的シミュレーションを実施した。同じ
稼働条件毎に方法に記載した血小板産生効率と血小板機能を測定した。その結果、例えば図２
に示した４つの物理パラメーターのうち、せん断ずり応力(shear stress)と乱流エネルギー
（turbulent energy）は 300mL 培養槽(0.3L 培養液量)と 3L 培養槽（2.4L 培養液量）において一
致する至適値を持っていた。一方、渦度（vorticity）歪み速度（shear strain rate）は２つの培
養槽で大きくずれていた（図２。下：縦軸は血小板産生量 x 血小板機能で最大値を 1.0 とし
た際の値をプロットした）。 
 

図２説明： ２つの培養槽での物理パラーメーター値と血小板産生能の関係 

 
 
(B)分子機構解析結果 
 
至適条件環境下においては６つのタンパク質が巨核球から
細胞外に放出されることが明らかになった（図３、右）。 
CCL5 (RANTES)は、血小板産生機構の一つである胞体突
起構造 proplatelet形成を促進することが複数報告されてい
ることから、本データは信頼性が高いと推察された。 
 
図３説明：培養皿条件と乱流負荷培養槽条件での細胞外培地内の

タンパク質を比較した。培養皿条件を 1.0 とした値を示す。 

 
 
 
その後、IGFBP-2(insulin like growth factor binding protein-2)と MIF (macrophage migration 

inhibitory factor)に関しては、オートクライン/
パラクラインに巨核球を刺激して、巨核球同士
のクラスタリングに寄与する細胞外基質（von 
Willebrand factor, fibrinogen, fibronectin, 
VCAM-1 など）を巨核球から産生放出する機能
を担っていることが明らかになった（図４、
左）。 
 

図４説明：２つの巨核球が細胞外基質を介してクラ

スタリング（会合）している仮想図を示す。 

 
 
 



 

 

 
一方、図 3に示したように、乱流刺激に伴い、NRDC（nardilysin）の放出は顕著であった。
NRDC は M10エンドペプチダーゼ活性を有し、血小板が巨核球から産生される際に必須な細
胞膜切断に関与することが示唆された。 
そこで、リコンビナント NRDC（野生型およびエンドペプチダーゼ活性を消失したミュータン

ト）を準備し、巨核球細胞膜のみを抽出したリ
ポゾームを調整後、NRDC を添加し、電子顕微
鏡観察によってリポゾーム観察を実施した（図
５）。その結果、NRDC には脂質膜をチューブ
状の構造に変形させて膜切断を促進する場を
形成する機能を持っていること、この機能がエ
ンドぺムチダーゼ依存的であることが強く示
唆された。 
 

図５説明：野生型 NRDC を添加した時のみ脂質膜（リポゾーム）は線状構造（tube formation）を形成し、脂

質膜が外的作用を受けやすい構造に変化した。 

 
 
（２） ヒト骨髄環境と同様の効率で１回輸血量 2000 億個の大量血小板を生体外製造させるた

めの普遍的法則の解明 
 
(A) 特定アミノ酸を培地に添加した条件は、高機能血小板産生を促進するための播種巨核球細胞

数を増加させることを可能にした。産生血小板数の増加を目指して巨核球細胞数を増加させ
ると、培地の栄養状態低下による細胞代謝異常が生じることが明らかになり、細胞数を増や
せない状況が継続していた。本発見によって上記の問題の一部が解決し、成熟開始前の段階
での播種巨核球数を２倍に増やすことが可能となった。 
 

(B) ドーナツ型回転式での血小板産生は小規模では作動条件が最適化可能であったが、20L以上
の規模に拡大したところ、細胞増殖には使用可能である一方、成熟、血小板産生のための最
適化条件を見出すことができなかった。そこで、VerMES を 10L から 50L に培養槽を拡大
し、さらに、培養翼の稼働性を改善したリアクターシステムを新たに開発し、臨床グレード
である cGMP 製造用 single use bag (プラスチック)と組み合わせて新規の培養槽を試作し
た。この 50L 培養槽での稼働最適化条件が 10L までの物理刺激作動条件で確認した shear 
stress および turbulent energy の至適値と一致するかの検証を実施した。その結果、50L培
養槽でも最も血小板産生能力が高くなる条件では、shear stress および turbulent energy の
至適値は一致していることが明らかになった（論文投稿準備中）。一方で、3L、10L のそれ
ぞれの培養槽に比し、産生効率はやや低下傾向を示していたことから、50L培養槽での稼働
条件にはまだ見いだせていない何らかの因子が別に存在していることが示唆された。そこで
今後はこの未知の因子および物理条件を探索同定し、さらなる高効率産生を 50L 培養槽で
実現化させていく方針とした。 
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