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研究成果の概要（和文）：巨核球から血小板が作られる過程では、proplateletより血小板前駆体に分配された
オルガネラは過剰であり、個々の血小板として成熟する過程でオルガネラ量が調整されてゆくことが示された。
この過程をautophagyがオルガネラの消化を通じて制御していることが示された。この現象を利用して、ヒトの
血小板減少症の鑑別診断に有用かを検討した。免疫性血小板減少症の患者の血小板ではAutophagyの亢進が起こ
っており、その測定は鑑別診断の一助となる事が示された。

研究成果の概要（英文）：In our studies of mice, autophagosome-rich platelets (ARPs), which possess 
autophagosomes detectable by the electron microscopic assay and the cationic fluorescent dye 
Cyto-ID, were increased in nascent platelets and proplatelet fragments . The dynamics of the 
proportion of ARPs (ARPs%) parallels that of RPs%, implying that ARPs are young platelets. To 
determine this property in human, we measured the proportion of ARPs% in patients with 
thrombocytopenia, including immune thrombocytopenia(ITP). We examined 34 patients with ITP and 52 
patients with other types of thrombocytopenic disorders.  Among thrombocytopenic patients, ARPs% was
 significantly elevated only in ITP patients (P<0.01). These data suggest that enhanced autophagy of
 platelets is a characteristic finding in patients with ITP and shows diagnostic potential in 
thrombocytopenia.

研究分野： 血液内科学

キーワード： 血小板産生　autophagy

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果は、一つの巨核球（血小板産生細胞）が、数千の血小板を短時間で産生する際に、一旦ばらばらの大
きさの血小板が放出されるが短時間のうちに、均一な血小板に変化している現象について、autophagy（細胞内
の自食装置）が大きく関わっている事を示した。ついでこの現象を臨床検体で把握することにより、ヒトの血小
板減少症において、臨床的に原因を調べる手掛かりとなりうることを示した。今後、血小板が関わる他の疾病
（血栓症、脳卒中、白血病など）における、創薬（血栓予防薬や血小板数抑制薬）、検査法（血小板産生状況、
血小板の未熟さや血栓傾向の程度）の理解が進む足場となる成果が得られた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 

血小板産生過程において、巨核球は細胞分裂を精密に遂行するには不利な場（流血中）で短

時間に数千の娘細胞（新生血小板）を細胞質分裂により産生している。その為、新生血小板は

サイズ/オルガネラ数において不均一な細胞集団である。この後、個々の新生血小板で細胞分裂

が行われサイズの調整が行われている。同時にオルガネラの数も適切に調整されているがその

メカニズムは明らかで無い。しかし最終的にはオルガネラの数や種類も整えられた成熟血小板

となる（図１A）。 

Autophagy は、細胞の分化成熟やオルガネラの健全性を維持する為に、オルガネラや蛋白質な

どを適切に分解する細胞機能である。ヒト、マウス血小板では Autophagy を駆動させる機構が備

わっていることが既に報告されている(Ouseph MM. et.al.Blood.2015)。成熟血小板では成熟巨

核球レベルの ATG7-KO マウス（血小板の Autophagy が減少）では血小板の活性化能が低下する

が、そのメカニズムは解明されていない(Ouseph MM. et.al.Blood.2015)。また起源的近縁で血

小板同様に無核の細胞である赤血球では、Autophagy によりミトコンドリアの分解が行われ成熟

赤血球への分化が行われている(Nishida Y,et.al.Nature. 2009)。これらは、Autophagy は血小

板産生過程で血小板活性化能の獲得に深く関与する可能性を示している。しかし具体的に何を

行っているかは明らかでない。  

 
２．研究の目的 

 

本研究は、新生血小板と成熟血小板の間に存在する、細胞構造と Autophagy Flux の違いに着

目する。Autophagy の巨核球・血小板系での働きを、血小板の細胞構造と機能の視点から解析す

る。①Autophagy により新生血小板内で分解処理されるオルガネラを明らかにする。また②

Autophagy flux を指標とした新たな臨床診断法を確立することを目的とする。 

 
３．研究の方法 

 

（１）マウス血小板産生過程における autophagosome の解析 

マウスの巨核球、proplatelet 形成巨核球、血小板前駆体（proplatelet 断片,新生血小板）、

成熟血小板を分離した。 

（A)電顕による細胞内構造の変化を評価。 

（B）オルガネラをラベルして time lapse imaging。  

(C)新生血小板の正常成熟過程における時間経過（Autophagy flux と処理オルガネラ量）

の確認。(d)生化学的解析（新生血小板と成熟血小板でウエスタンブロット法）。 

（２）ヒト末梢血での血小板内 autophagosome の定量 

  大型血小板を含む領域の細胞集団をゲーテイングした後、CytoID 試薬で autophagosome を

ラベルし、各類の血小板減少患者でその比率を求めた。疾患特異性と診断能を検討した。 

 
４．研究成果 
 

（１） マウス血小板産生過程における autophagosome の解析 

 Proplatelet 及び新生血小板中には、小胞体（ER）近傍の位置に autophagosome を認めた。 

骨髄巨核球自体には autophagosome は認められなかった。以上から autophagosome 形成は、



血小版産生時に始まり、成熟血小板には autophagosome が乏しいことが示された（図１B）。 

 

またミトコンドリアをラベルした巨核球を培養し proplatelet 形成過程を観察したところ、

巨核球細胞質より粒子状のミトコンドリアが分配される過程が観察された。そこで血小板前駆

体（新生血小板）をマウス体内でラベルして、その後経時的に autophagosome 陽性血小板比率を

追跡した所、24 時間で基底値に復した（図２上段）。同様にオルガネラ量（ミトコンドリアおよ

び小胞体）も同じ挙動を示した（図２下段）。これらの結果から、proplatelet より血小板前駆

体に分配されたオルガネラは過剰であり、個々の血小板として成熟する過程でオルガネラ量が

調整されてゆくことが示唆された。 

 

 

 

次に新生血小板と成熟血小板を、それぞれサイズごとに分離した後に培養し、autophagosome

形成率を測定した（図３）。また、Autophagosome 増加が、autophagy flux の増加によるものか

autolysophagy の阻害によるものかの鑑別の為に、培養下でクロロキンを加え autolysophagy を

阻害した。成熟血小板では autophagosome の増加は認めなかったが、新生血小板では

autophagosomeの増加を認めた。これらから新生血小板でのautophagosome増加はautolysophagy

の障害では無く、autophagy flux 増加によることが示された。 

図１：血小板産生過程における 

autophagosome の存在 

A:血小板産生過程 

B:電子顕微鏡 
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（２） ヒト末梢血での血小板内 autophagosome の定量 

（１）の結果から、血小板前駆体（新生血小板）は 24 時間以内であれば、autophagosome を形

成しているという時間特異性があることが明らかとなった。次にこれをヒトの血小板減少症患

者検体で調べ、疾患特異性の有無を検討した。 

岩手医科大学血液腫瘍内科を受診、入院中の血小板減少症（血小板数が 10万/μL 以下）患

者計 86名を対象とした。検体は受診時の検体（約 3ml）を用いた。本研究は岩手医科大学医学

部倫理委員会の承認を得て行った（H29-114）。染色処理は、チアゾールオレンジ（網状血小板

（RNA)同定の為の蛍光試薬）、CYTO-ID®(autophagosome同定の為の蛍光試薬）染色後、CD41-

PE および CD235a-APC-Cy7 で血小板および赤血球を標識した。3カラーフローサイトメトリーで

解析した（図４）。 

 
 

CYTO-ID®によって染色された Autophagosome が豊富な血小板を、Autophagosome 形成血小板

（Autophagosome rich platelets; ARPs）と定義した。チアゾールオレンジによって染色され

た RNA に富む血小板は、既報の通り網状血小板（Reticulated platelets; RPs）である。有意

差の検定は Tukey-Kramer 法を用い、 P値が 0.01 未満の場合を有意差ありとした。 

ITP（免疫性血小板減少症）の患者では、、他の原因による血小板減少症に比べて有意に

autophagosome が豊富な血小板が多かった（図５上）。しかし一部の MDS(骨髄異形成症候群)患

者では autophagosome の豊富な血小板が認められた。そこで ITP における診断の感度と特異度

を検討した所、高い感度と特異性が示された（図５下）、一部の MDS を除外できないことが示

された。 

図 ３ ： 各 血 小 板 分 画 の

autophagosome 形成率変化 
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図４：フローサイトメトリーによ

るヒト血小板の autophagosome 陽

性比率の方法 



 

 

 

 

これらの検討から、ITP 患者の血小板では Autophagy の亢進が起こっており、また、ARPｓの

測定は ITP 診断の一助となる可能性が示唆された。しかし一部の MDS の患者でも autophagosome

形成が亢進していた。このことは、一部の MDS では autophagy の障害が生じている可能性を示し

ていると考えられた。 

図５ ヒト検体による解析結果 
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下段：ITP における網状血小板と
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