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研究成果の概要： 
WAVE2/Abi1複合体を介した巨核球成熟及び血小板産生の分子機構解明 
血小板産生に関わる様々な要因の内、巨核球への選択的分化、巨核球成熟、血小板放出などには
アクチン・ミオシン細胞骨格系の関与が示唆される。本研究では、アクチン制御分子Rhoファミ
リーの一つであるRacおよびそのエフェクターであるWAVEに焦点を当て、巨核球成熟、血小板放
出機構におけるWAVE1,WAVE2の働きを明らかにした。WAVE1は、血小板産生を含む生体内造血にお
いての関与は認められなかった。一方、WAVE2欠損マウスが胎生致死であることからWAVE2欠損胚
性幹（ES）細胞を作製し、in vitroでの造血を観察した結果、WAVE2がAbi1との複合体構造維持
により巨核球の多核化に伴う細胞質の拡大（成熟過程）および正常な血小板産生に必須であるこ
と、また血小板のインテグリン依存的細胞進展にもWAVE2/Abi1複合体が必須である事を明らかに
した。 
 
ヒトES細胞からの造血前駆細胞濃縮分子機構の解明と効率的血小板産生法への発展 
ヒトES細胞の分化培養系の開発を進め、内部に造血前駆細胞が濃縮される特異的な形態を
持つネット様構造物の作成に成功した。このネット様構造物は、造血を促進維持するニッ
チの役割も担っていると考えられる。造血前駆細胞からは、血小板前駆細胞体である巨核
球への分化成熟が促進されることが観察された。産生された巨核球からは血小板も放出さ
れ、電子顕微鏡観察、機能解析の結果よりヒト末梢血の血小板に相同する血小板がヒトES
細胞から産生可能なことを証明した。 
 
37°C培養条件で産生された血小板の機能維持 
血小板輸血製剤は、日赤から供給後20-24°Cという非常に狭い温度設定で保存し、4日以内の
使用に限定されている。ES細胞から作成した血小板は、血小板細胞膜上の止血機能に必至な
GPIbD受容体が 37°C条件下で容易に切断（shedding）されてしまうことを見出した。また、
コラーゲン受容体であるGPVIも同様にsheddingされることを明らかにした。ADAMファミリー
分子による修飾によるこれらのsheddingは、メタロプロテアーゼ阻害剤により、血小板機能の
保持に働くこと、培養時期の一定期間のみ阻害剤が必須であること、阻害剤処理血小板は in 
vivoでも機能を保持できることなどを発見した。 
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１．研究開始当初の背景 
様々な血液疾患、悪性腫瘍治療、骨髄移植後
患者において頻発する血小板減少に対して
は血小板輸血が唯一の治療である。しかしな
がら、本邦における近年の献血者減少に伴い
治療に必要な血小板輸血製剤の確保ができ
ない。 
 
２．研究の目的 
ヒト ES細胞から誘導できる血液は将来の輸
血医療に多大な貢献が予想されるため、研究
代表者らはヒト ES細胞３株を用いて機能性
血小板を分化誘導できる新規培養法を確立
しようと試みてきた。現在まで in vitroでの
血小板産生はそのソース（源）となる細胞の
種類（骨髄 CD34陽性細胞、臍帯血 CD34陽
性細胞など）に関わらず産生効率が低い。そ
の主たる原因は、生体内における成熟巨核球
からの血小板産生機序が明らかになってい
ない事にあると考えられた。本研究において
申請者は巨核球成熟および血小板放出の分
子機構を細胞骨格制御分子 WAVE2/Abi1複合
体に焦点を当てて解析した。更に、分子機構
を基にヒト ES細胞からより効率性の高い血
小板産生法を確立することを目的とした。血
小板輸血製剤は、日赤から供給後 20-24°C
という非常に狭い温度設定で保存し、4日以
内の使用に限定されている。ES細胞等の培養
は、37°Cの体温相当の至適定常状態で行わ
れており、産生された血小板は高い温度設定
環境の影響によりその機能が維持されるか
検証した。 
 
３．研究の方法 
① マウスES細胞からの巨核球を使用し
た細胞成熟過程の解析：巨核球成熟、血小
板放出は、アクチン重合阻害薬により完全
に遮断でき、アクチン重合反応は必須であ
ると考えられてきた。アクチン重合制御
Wiskott-Aldrich症候群タンパク(WASp)の関
与が示唆されてが、欠損マウスの解析から
巨核球成熟、血小板放出におけるWASpの
重要性は低い事が示唆されてきた（Sabriら, 
Blood 2004, Blood 2006）。一方、WASpフ
ァ ミ リ ー の 他 の 分 子 群 の 中 で small 
GTPase Rac下流の effector分子である
WAVE2は巨核球、血小板での発現•分布が
特異的かつ豊富だが、その欠損マウスは胎
生致死（E11.5）であり造血機能については
明らかでなかった。研究代表者はWAVE2

欠損マウスES細胞を作成し、既法(研究代表
者ら, PNAS 2002, Methods Enzym 2003)に基
いたin vitroでの巨核球分化、血小板産生を
試み、その分化成熟過程の解析を行った。 
② ES細胞由来血小板の機能保持法の開発： 
ヒト ES細胞からの効率の良い血小板産生法
の開発およびマウス ES細胞を用いた機能保
持法の開発を行い、新規の輸血ソースの可能
性を探索した。 
 
４．研究成果 

① WAVE2の蛋白発現後の構造安定に必
須 と 報 告 さ れ て い る Abl-interactor1 
(Abi1)は互いに複合体を形成している事が
知られている。本研究では、WAVE2/Abi1
複合体はRac非依存的に（PIP2/PIP3シグ
ナル依存的を強く示唆）巨核球後期分化、
成熟に必須であり、血小板産生を制御して
いることを明らかにした (Etoら、Blood, 
2007)。さらに、造血幹細胞でのWAVE2の
役割にも焦点を当てて解析を進めた結果、
WAVE2は造血幹細胞において細胞質およ
び核内に特異的な発現が観察された。
WAVE2ノックダウン造血幹細胞は、その
多分化能は阻害されなかった。一方、放射
線照射マウスへの移植及び骨髄への移植後
のコロニー形成能が完全に阻害され、
WAVE2複合体は骨髄nicheでの幹細胞増
殖に必須であることが明らかになった
(Ogaeriら、Stem Cells, 2009)。 
② ES 細胞から作成した血小板は、血小板
細 胞 膜 上 の 止 血 機 能 に 必 至 な von 
Willebrand 因子受容体 GPIbDおよびコラー
ゲン受容体であるGPVIが37°Cの培養条件
下で時間依存的に切断（shedding）されてし
まうことを見出した。ADAM（A disinteghrin 
and metalloprotease）ファミリー分子が制御
するメタロプロテアーゼ活性修飾によるこ
れら血小板の機能分子の shedding は、メタ
ロプロテアーゼ阻害剤を用いた培養により
改善した。その結果、ES 細胞から産生され
る血小板の機能保持に働くこと、培養時期の
一定期間のみ阻害剤が必須であること、阻害
剤処理血小板は in vivo でも循環、止血機能
が発揮できることなどを明らかにした
(Nishikiiら、J Exp Med, 2008)。同時に進行
中であったヒト ES細胞からの血小板産生法
にも成功し（Takayama ら、Blood, 2008）、
これらの技術は現在ヒト iPS細胞からの血小
板産生に転用されている。 
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