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研究成果の概要（和文）：巨核球は、造血幹細胞から巨核球系特異的サイトカインであるトロンボポエチン(TPO)の作
用を受け、分化・成熟し、分化の最終段階で胞体突起を形成し、血小板を産生するが、その分子メカニズムや産生され
た血小板活性化制御機構には不明な点が多く存在する。今回の研究では、巨核球胞体突起形成や CD62P など血小板機
能に野生型巨核球、血小板とCD226, calpastatin ノックアウトまたは p38a +/- で差が認められた。従って、CD226 
やcalpain-calpastatin, p38MAPK は巨核球胞体突起及び血小板活性化を制御する可能性である分子であることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Megakaryocytes (MKs) differentiate from hematopoietic stem cells under the control
 of a lineage-specific cytokine, thrombopoietin (TPO). Final stage of the maturation is characterized by p
latelet release from the ends of long thin cytoplasmic processes called proplatelet. However, the mechanis
m for regulating proplatelet formation and platelet activation produced from MKs have not been completely 
understood. In this study, proplatelet formation and platelet function including CD62P and PS exposure wer
e different between wild-type (WT) and CD226 knockout (KO) or calpastatin KO or p38a +/- MKs and platelets
. These results suggest that CD226, calpain-calpastatin and p38 MAPK are involved in proplatelet formation
 and platelet function.  
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
血小板の母細胞である巨核球は、GATA-1 

などの転写因子や巨核球系特異的サイトカ
インであるトロンボポエチン (TPO)の作用
により、造血幹細胞から核の多倍化と胞体の
成熟を伴いながら分化・成熟し、分化の最終
段階で胞体突起を形成する。この胞体突起形
成過程は TPO 非依存性に進行し、その胞体
の先端が断裂し、血小板が産生される。TPO 
の発見以降、TPO により惹起される情報伝達
系は詳細に解析されてきたが、造血幹細胞か
ら巨核球への分化、巨核球からの血小板産生
において、どのような細胞内情報伝達物質が
関与しているか、十分には解明されていない
（総説：小島ら, 日本血栓止血学会誌 
2006;17: 261-271）。その原因は、骨髄内巨
核球の絶対数が少ないこと、他血球と比較し
て脆弱であることなどから研究材料として
扱いにくく、巨核球内情報伝達系を系統的に
解析するための有効な実験系が確立されな
かったことにある。 
一方、巨核球より産生された血小板は、血

球のなかで最小の細胞であるが、巨核球より
細胞数が多く研究対象として扱いやすいた
め、血小板活性化分子やその活性化機構など
詳細な検討が行われてきたが、生体内で血小
板活性化を抑制する分子については nitric 
oxise (NO) や prostaglandin I2 (PGI2) な
ど小数しか見出されていないため、血栓性疾
患における有効な予防法・治療法は十分には
確立されていない。  
申請者はこれまでに、平成 20 年度 日本学

術振興会特別研究員 特別研究員奨励費、平
成 21・22 年度 科研費（若手研究（スタート
アップ））の支給のもと研究を行い、少ない
細胞数で巨核球動態、血小板活性化を正確に
測定する実験系も構築し、以下の知見を得た。 
 
(1) Bcl-xL の発現は巨核球生存に重要であ

ること、Bcl-xL タンパクは TPO を介し
た Akt の活性化を通して apoptosis を
抑制していることを証明した。(Kozuma Y 
et al. J Thromb Haemost. 2007; 5 : 
1274-1282)  

(2) caspase 活性化は初期巨核球造血、特に
造血幹細胞から巨核球への commitment 
に重要であること、さらに巨核球胞体突
起形成、巨核球からの血小板産生には 
caspase 活性化は関与しないことを明ら
かにした。( Kozuma Y et al. Leukemia 
2009; 23 : 1080-1086)  

(3) pro-apoptotic protein, Bim は造血幹細
胞の細胞周期や巨核球の apoptosis を
制御する重要な分子であることを見出し
た。Kozuma Y et al. J Thromb Haemost. 
2010; 8 : 1088-1097) 

(4) Immunoglobulin super family に属する 
CD226 が血小板機能を負に制御する接着
分子である可能性を見出した。 

(5) P38 MAPK や calpain などの分子が巨核

球成熟・胞体突起形成に重要な役割を担
う可能性が示唆された。 

 
２．研究の目的 
巨核球は、核の多倍化と胞体の成熟を伴い

ながら分化・成熟し、分化の最終段階で胞体
突起を形成し血小板を産生するが、巨核球造
血においてどのような細胞内情報伝達物質
がが関与しているか、産生された血小板の活
性化制御分子は何であるかは、今日なお十分
には解明されていない。申請者はこれまでに、
CD226, calpain-calpastatin 系, p38 MAPK, 
calpain が巨核球造血を、CD226 が血小板活
性化を制御する可能性を見出した。本研究で
は、巨核球造血、血小板機能、血栓形成にお
ける p38 MAPK, calpain, CD226 を介した細
胞内情報伝達系を探索することにより、血小
板増多・減少症、血栓症など様々な血小板関
連疾患の予防・治療法開発への可能性を検証
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)マウス 
本研究では、CD226, calpastatin, p38 a の

ノックアウト (KO) マウスを用いた。 
 
(2)血小板機能解析 
本研究の in vitro, in vivo 血小板機能

解析の手法は、Kojima H et al. J Thromb 
Haemost. 2006; 4 : 2433-2444 を参照した。 
①in vitro でのマウス血小板機能解析 
● 血小板粘着能 (collagen、fibrinogen な

どへの血小板接着・形態変化を蛍光顕微
鏡で観察) 

● 血小板凝集能 (血小板惹起物質： ADP, 
collagen, convulxin など) 

● 血小板内における細胞内情報伝達系の解
析 (免疫沈降法及び western blotting) 

● 血小板活性化マーカーの測定 (active 
GPIIb/IIIa などを flow cytometry で測
定) 

②in vivo でのマウス血小板機能解析 
● 血栓形成能解析（マウス腸間膜微小血管

を塩化鉄にて障害させ、生じる血栓を生
体蛍光顕微鏡下で観察） 

● 出血時間測定  
 
(3)巨核球造血解析 
本研究の in vitro, in vivo による実験

手技は、Kozuma Y et al. Leukemia 2009; 23 : 
1080-1086 と Kozuma Y et al. J Thromb 
Haemost. 2010; 8 : 1088-1097 を参照した。 
①巨核球造血能の in vitro 培養系解析 
● 成 熟 巨 核 球 の 胞 体 突 起 形 成 能 
(immunocytochemistry 後に蛍光顕微鏡で観
察) 
● 造血幹細胞から TPO で誘導した巨核球
の分化能 (核 ploidy を flow cytometry で
観察) 
●  造 血 幹 細 胞 frequency ( 造 血 幹 細



胞 :CD34-/c-kit+/Sca-1+/Lin- を  flow 
cytometry で測定) 
● 巨核球における細胞内情報伝達系の解析 
(免疫沈降法及び western blotting) 
②巨核球造血能の in vivo 解析 
● 定常状態における血小板数 
● マウスに抗血小板抗体、5-FU などの抗が

ん剤投与により血小板数を減少させた後
の血小板回復能 (血小板数を経時的に観
察)、骨髄中巨核球サイズ、核 ploidy 
(flow cytometry で観察) 

● 血小板回復期の巨核球の形態学的観察 
 
(4) がん転移の分子メカニズム解析 
● 血小板凝集能 (血小板惹起物質の代わり

にがん細胞株を添加) 
●細胞遊走能測定（ダブルチャンバーを用い
た migration assay、wound healing assay） 
●細胞浸潤能測定 
 
４．研究成果 
(1)血小板機能における CD226 の役割 
in vitro における血小板機能解析では、
CD112/CD36 ま た は  CD155/CD36 fusion 
protein を血小板と pre-incubate させた
後の血小板凝集能は、CD112/CD36 では 
collagen, convulxin などの agonist にお
いてコントロールと比較して有意に低下し
ていたが、CD155/CD36 においては有意な低
下は認められなかった。そこで、CD226 に対
する抗体またはコントロール抗体をあらか
じめ  pre-incubate した後、 CD112/CD36 
fusion protein と反応させ、凝集能を測定
すると convulxin において低下した血小板
凝集能が回復した。また CD112/CD36 fusion 
protein と collagen または fibrinogen 
を混合し、チャンバースライドにコートし、
血小板粘着能を測定したところ、コントロー
ル群と比較して低下した。次に、この 
CD226-CD112 を介した血小板機能抑制メカ
ニズムを明らかにするために、western 
blotting を用いて情報伝達系の解析を行っ
たところ、CD112/CD36 fusion protein 添加
により、Akt 及び p44/42 のリン酸化レベル
がコントロールと比較して低下しているこ
とが明らかとなった。CD226 の血小板機能へ
の関与をさらに検討するために、塩化鉄を用
いて CD226 KO マウスまたは野生型 (WT) マ
ウスにおける血栓形成能を評価したところ、
CD226 KO マウスでは血栓形成が速やかに行
われ、出血時間も短縮していた。以上のこと
から、CD226 は血小板活性化を負に制御する
重要な分子である可能性が示唆された。 
 
(2)巨核球造血における CD226 の役割 
造血前駆細胞 (c-kit+/Lineage- 細胞) 

を採取し、TPO 存在下で培養後、CD226 mRNA 
及びタンパクの発現を確認したところ、巨核
球に分化するに従いその強い発現が認めら
れた。そこで、巨核球における CD226 の役

割を明らかにするために、巨核球胞体突起形
成能及び巨核球 ploidy の測定を行ったが、 
WT と CD226 KO 巨核球に差は認められなか
った。しかしながら、WT または CD226 KO 巨
核球を stromal 細胞と共培養したところ、
WT 巨核球の胞体突起形成は抑制されたが、
CD226 KO では抑制されなかった。そこで、 in 
vivo における血小板産生能を評価するため
に 5-FU を投与したところ、CD226 KO マウ
スでは血小板の回復が早く、また骨髄内巨核
球が増加していた。次に、CD226 は巨核球か
らの血小板産生のみならず、造血幹細胞から
の分化・成熟にも関与する可能性を考え、造
血前駆細胞を採取し、TPO 存在下で培養した
ところ、CD226 KO では WT と比較して、成
熟 巨 核 球 が 増 加 し て い た 。 さ ら に 
CD112/CD36 fusion protein を用いて巨核球
における情報伝達系を解析したところ、幾つ
かの分子のリン酸化の亢進が認められた。 
以上のことから、CD226 は巨核球分化及び巨
核球からの血小板産生を制御する分子であ
る可能性が示唆された。 
 
(3) 血小板機能における calpastatin の役
割 
精製した血小板に calpain 阻害剤 , 

calpeptin を添加し、calpain の血小板機能
への影響を検討したところ、CD62P や MP な
ど各種血小板活性化マーカーや血小板凝集
能が calpeptin 添加により影響を受けるこ
とが明らかとなった。血小板には calpain1 
及び calpain2 の 2 分子が存在することが
知られているが、血小板を A23187 で刺激す
ると、calpain1 は経時的に活性化するもの
の、calpain2 は活性化しなかった。以上の
結果から、calpain は血小板活性化に必要な
分子であることが示唆された。一方、生体内
では calpain の内在性阻害タンパクである 
calpastatin により calpain の活性化が制
御されていることが知られているが、血小板
活 性 化 に お け る  calpastain に よ る 
calpain 制御の重要性は未だ明らかでない。
そこで、calpastatin KO マウスより血小板
を精製し、機能解析を行ったところ、
calpastatin KO 血 小 板 で は  CD62P や 
active-GP IIbIIIa の発現が WT 血小板と比
較して有意に高いことが明らかとなったが、
出血時間に差は認められなかった。また血小
板凝集能は WT 血小板と比較して同等または
若干低下する傾向が認められた。以上のこと
から、calpain および calpastatin は血小
板活性化、なかでも特に血小板からの分泌を
制御する役割を担う可能性が示唆されたの
で、今後は分泌を制御する calpain の基質は
何であるかを詳細に検討していくとともに、
calpastatin KO 血 小 板 で は  active GP 
IIbIIIa の発現が WT よりも高かったにも
関わらず、出血時間に差が認められなかった
ことの原因について現在検討中である。 
 



(4)巨核球造血における p38 MAPK の役割 
p38a mRNA 及びタンパクの発現を確認した

ところ、巨核球及び血小板で強い発現が認め
られた。そこで、巨核球における p38a の役
割を検討するために、WT マウスより精製し
た巨核球に p38 阻害剤である SB202190 を
添加し、胞体突起形成能を測定したところ、
阻害剤濃度依存性に胞体突起形成が抑制さ
れた。また造血前駆細胞を精製し、TPO 存在
下で培養した際に阻害剤を添加したが、巨核
球 ploidy に影響を与えなかった。これらの
結果から、p38a は巨核球からの血小板産生
を制御する分子である可能性が考えられた
ので、p38a KO マウスの解析を行った。P38a 
-/- マウスは貧血のため胎生致死となるた
め、まず p38a +/- マウスの解析を行った。
血小板数は WT と比較し p38a +/- マウスで
有意に低下していたものの、血小板サイズ及
び脾臓サイズに差は認められなかった。巨核
球胞体突起形成は WT と比較し、p38a +/- 
巨核球で有意に低下していたが、巨核球
ploidy に差は認められなかった。また、骨
髄内巨核球数は p38a +/- マウスで有意に増
加していた。さらに造血前駆細胞を TPO 存
在下で培養したところ、WT と比較して p38a 
+/- 巨核球の割合が増加していたが、巨核
球 ploidy に差は認められなかった。次に、
生体内における血小板産生能を評価するた
めに 5-FU の投与を行ったところ、5-FU 投
与後の血小板の回復は p38a +/- マウスで遅
延しており、overshoot 時の血小板数も p38a 
+/- マウスで低下していた。しかしながら、
骨髄内巨核球数は p38a +/- マウスで増加し
ていた。この原因を明らかにするために、造
血幹細胞の割合及び造血幹細胞の細胞周期
を測定したが、両者で差は認められなかった。
以上のことから、p38a は巨核球胞体突起形
成及び造血幹細胞から巨核球への分化に関
与する可能性が示唆されたが、今回の研究成
果は p38a +/- マウスの解析であるため、現
在 p38a -/- マウスより巨核球を精製し、解
析を継続中である。 
 
(5)血小板を介したがん転移分子メカニズム
の解析 
過去、がん患者に血栓症が頻発し、血小板

ががんの血行性転移に重要な役割を果たす
ことが報告されているが、そのメカニズムは
不明な点が多い。そこで、マウスメラノーマ
由来細胞株 B16/BL6 及びマウス直腸がん由
来細胞株 colon-26 を用いて血小板を介し
たがん転移分子メカニズムについて検討を
行った。まず、B16/BL6 細胞株を精製した血
小板に添加し、血小板凝集能を測定したとこ
ろ、agonist の添加がなくても血小板凝集が
惹起された。また、この血小板凝集が血小板
と腫瘍細胞の接着によるものか、それとも腫
瘍細胞から放出される液性因子によるもの
かをflow cytometry により検討したところ、
血小板と腫瘍細胞の接着により血小板凝集

が惹起されることが明らかとなった。次に、
がん転移の過程における腫瘍細胞の分子メ
カニズムについては様々な細胞内情報伝達
物質の報告がなされているが、なかでも
calpain の関与は支持される傾向にあるも
のの、その直接的な関与については殆ど報告
がない。そこで、腫瘍細胞における calpain1 
及び calpain2 の発現を確認したところ、両
者の発現を認めた。次に、腫瘍細胞に 
calpain 阻害剤である ALLN を添加し、浸
潤能及び遊走能を測定したところ、浸潤能及
び遊走能共に阻害剤濃度依存性に抑制され
た。このことから、腫瘍細胞における 
calpain が転移に重要な役割を担う可能性
が示唆された。しかしながら、calpain は生
体において広く分布する分子であり、血小板
にもその発現は認められる。従って、今後は、
calpain の下流で作動する分子は何である
のか、血小板と腫瘍細胞の接着に重要な分子
は何であるかを明らかにするべく、現在も解
析を行っている。 
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