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研究成果の概要（和文）：血小板造血において最も重要な役割を果たすトロンボポエチンシグナ

ル伝達経路において重要な役割を果たす分子を探索するため、セリン・スレオニンキナーゼ Akt

にタグを付加した分子を開発し、トロンボポイエチン刺激によって巨核球内で Akt と相互作用

を行う分子を質量分析の手法を用いて解析する系を樹立した。この系を用いて Akt と相互作用

する分子を単離することには成功したが、巨核球内でトロンボポエチン依存性に Akt と結合す

る未知の蛋白を見いだすには至らなかった。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Thrombopietin is the most important cytokine for thrombopoiesis. The importance of 

thrombopoietin signaling is immediately apparent; morbidity and mortality from bleeding 

due to moderate to severe thrombocytopenia is a major problem of a wide range of patients. 

The aim of this study is to find the molecules that interact with Akt, serine-threonine 

kinase which plays a crucial role for megakaryocytopoiesis, in human hematopoietic cells. 

To this end, we established the affinity purification and proteomic analysis to elucidate the role 

of Akt signaling in megakaryocytopoiesis. However, we could not detect Akt-binding protein 

under thrombopoietin-dependent manner. 
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１．研究開始当初の背景 

 血小板の前駆細胞である巨核球は多倍体
化（細胞分裂を伴わずに核が成熟し、8～128

倍体の細胞になる）の末にその細胞質を血小
板として放出するという特徴的な分化・成熟
過程をたどる。現在までに巨核球中の
Jak/STAT 経路、 MAP キナーゼ経路、

PI3K/Akt 経路などが血小板造血に重要な役
割を果たしていることが明らかにされてき
た。その中でもセリン/スレオニンキナーゼ
Akt とその下流に位置する分子群が巨核球の
増殖において極めて重要であり（J Biol 
Chem 2001;276:34473-9）、抗癌剤治療との
関わりにおいても、血小板の前駆細胞である
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巨核球の Akt を活性化することにより、抗癌
剤による巨核球のアポトーシス誘導を阻止
できることが示されている（Cancer Res 

2007;67:4767-4773）。我々も近年、ノックア
ウトマウスを用いた解析で、巨核球の増殖、
分化にはAktとその下流に位置する転写因子
FOXO3a が重要な役割を果たしていること
を見いだした（Cell Cycle 2008;15:257-266）。
このように血小板造血におけるAktの重要性
は次第に明らかとなってきたが、巨核球にお
いてAktと相互作用する分子群のネットワー
クは未だ完全に解明されているとは言えな
いのが現状で、これらシグナル伝達分子をタ
ーゲットとした治療薬の開発は未だ実現に
至っていない。 

 

２．研究の目的 

巨核球の細胞内シグナル伝達をより詳細
に解明するべく、そのキー分子である Akt に
結合する分子を網羅的に同定する系を樹立
する。最終的な目的は、樹立した系を用いて
トロンボポエチン刺激時のAktのインターラ
クトーム解析（包括的な相互作用解析）を行
い、Akt 活性化時に結合する分子群を包括的
に同定することで血小板造血に寄与する巨
核球内分子ネットワークを明らかにするこ
とにある。 

 

３．研究の方法 

（１）分子タグを付加した遺伝子組換え型
Akt の作製 

大腸菌を用いた遺伝子組み換技術によって
野生型 Akt および、酵素活性欠失型変異体
Akt を作製し、N 末端に Strep tag を付加し
た。 

（２）組換え型 Akt を安定発現した巨核球系
細胞株の樹立 

ヒト巨核球系細胞株 UT-7/TPO は急性巨核
球性白血病（AML M7）の患者検体より樹立
されたトロンボポエチン依存性細胞株で、巨
核球としての性質を強く持っており、巨核球
の研究に最もよく用いられる細胞株の一つ
である。このヒト巨核球系細胞株 UT-7/TPO

に（１）で作製した遺伝子組換え型 Akt をリ
ポフェクション法にて導入し、ネオマイシン
下にて培養することにより、遺伝子組換え型
Akt を 安 定 的 に 発 現 し て い る 細 胞 株
（UT-7/TPO/Akt-Strep）を樹立した。発現
していることの確認はウエスタンブロット
法で行った。 

 

（３）遺伝子組換え型 Akt と結合した分子群
の精製 

遺伝子組換え型Aktを安定的に発現した巨
核球系細胞株である UT-7/TPO/Akt-Strep を
100ng/ml の組換え型ヒトトロンボポエチン
（TPO）にて刺激した。刺激後および未刺激

の細胞よりタンパクを抽出し、Strep-tag に
対して特異的に結合する Strep-Tactin が充
填されたカラム (Gravity flow Strep-Tactin 

Superflow column 5 ml bed volumn)にてカ
ラム精製を行い、2.5 mM desthiobiotin を
用いることで Akt および、Akt に結合してい
る蛋白群を溶出した。得られた蛋白群は 2-

メルカプトエタノールを含有したサンプル
バッファーで処理することにより蛋白間の
結合を解消した。 

（４）精製された分子群の展開 

精製後、結合を解消された蛋白群を二次元
電気泳動ゲル（pH3-11）に展開し、Akt に結
合している蛋白群を個々の蛋白に分離し、こ
のゲルを銀染色することにより、蛋白を可視
化した。トロンボポエチン刺激により特異的
に出現した蛋白を確認する。 

（５）Akt 結合分子の質量分析計による同定 

銀染色を行ったゲルより、目標の蛋白のス
ポットを抜き出した後、脱色液（15 mM フ
ェリシアン化カリウム、50 mM チオ硫酸
ナトリウム）にて脱色した。ゲル片をアセ
トニトリルにて脱水した後、還元液（10 
mM DTT、25 mM 炭酸水素アンモニウム）
にて 56℃で 1 時間振とうすることで還元
した。さらに洗浄用バッファー（25 mM 炭
酸水素アンモニウム）にて洗浄した後、ア
ルキル化液（55 mM ヨードアセトアミド、
25 mM 炭酸水素アンモニウム）中で 45 分
間振とうしてアルキル化を行った。洗浄用
バッファーにて洗浄した後、50% アセトニ
トリルにて脱水を繰り返し、減圧濃縮遠心
エバポレーターにてゲルを乾燥させた。10 
g/ml トリプシン/25 mM 炭酸水素アンモ
ニウムを乾燥したゲルにしみ込ませた後、
37℃で 12 時間、ゲル内消化を行った。抽
出液 （50% アセトニトリル 5% トリフ
ルオロ酢酸）を加えて振とうを繰り返し、
消化ペプチド断片を溶出後、減圧濃縮遠心
エバポレーターにて濃縮した。濃縮したペ
プチド溶液を Zip Tip C18 (Millipore) に
て精製した後 0.1% トリフルオロ酢酸
/50% アセトニトリルにて溶出した。ター
ゲットは AnchorChipTM 600 (BRUKER 
DALTONICS) を、マトリックスは HCCA
（-cyano-4-hydroxycinnamic acid）を使
用し、ペプチドサンプル、HCCA の順に乗
せた後、風乾させた。さらにエタノール、
アセトン、0.1% トリフルオロ酢酸混合液
を添加して再結晶化を行った後、質量分析
計 Ultraflex TOF/TOF (BRUKER 
DALTONICS) にて解析した。キャリブレ
ー シ ョ ン ス タ ン ダ ー ド は peptide 
calibration standard  (BRUKER 
DALTONICS) を使用した。 

 

研究の大まかな流れを下図に示す。 



 

 
４．研究成果 
 上記（１）、（２）の方法を用いて、Strep
タグを付加した遺伝子組換え型 Aktを安定的
に 発 現 し た 巨 核 球 頚 細 胞 株
UT-7/TPO/Akt-Strep を樹立することに成功
した（Figure１）。この細胞株はトロンボポ
エチン依存性の性格を維持しており、トロン
ボポエチンシグナル伝達経路を解明する上
で重要なツールになると考えられる。この細
胞をトロンボポエチンで刺激すると予想通
り、Akt の活性化が見られた。また刺激を加
えた場合と、無刺激の状態では Akt に結合す
る分子群には明らかに差異が見られ（Figure 
2）、トロンボポエチン刺激により数多くの分
子が Akt に結合することが確認された。
SDS-PAGE にて展開、銀染色を行ったゲルよ
り、それぞれのスポットを切り出し、
MALDI-TOF 型 質 量 分 析 計 （ BRUKER 

DALTONICS 社）を使用して同定を試みたが、
良好な質量分析のピークを得られず、同定に
は至らなかった。 

 

しかし、巨核球内でトロンボポエチン刺激
により Aktと結合することが知られているい
くつかの分子を同定することには成功した
が、未知の分子の同定には至っていない。こ
れは、我々の系では単離される分子の量が希
尐に過ぎることが原因ではないかと考えて
いる。年度途中より安定同位体による標識と
nanoLC/MS/MS を使用した同定を新たに始
めたが、現段階では有効な結果は得られてい
ない。以上、刺激に依存した Akt 複合体の変
化を分子レベルで同定することについては
十分な結果を得ることができなかった。この
理由としてAktの基質に対する結合が一過性
であり、Akt 複合体の維持が十分でなかった
可能性が示唆される。それに対して、Akt キ
ナーゼ活性欠失型変異体の作製や架橋剤の
使用を検討したが解決には至らなかった。一
方で、恒常的に結合している分子の同定には
成功し、タンパク質相互作用から生理現象を
説明するという本法は bait 分子の選択によ
っては十分機能すると考察した。今後、高感
度型質量分析計の使用と同時に培養系をさ
らに拡大し、質量分析に供するサンプルの量
を増加させることで解決を図るべく、実験条
件の改良について検討中である。 
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