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研究成果の概要（和文）：ヒトおよび犬・大型猫類の先天性巨大血小板症において同定されるTUBB1/Tubb1変異
は、１）異常凝集により微小管構造異常を示す、２）発現量に依存した微小管構造異常を示す、３）正常な微小
管構造を示す（機能性多型）、に分類された。１の変異では変異型β1チューブリン発現によりαチューブリン
発現の低下とβ1チューブリン凝集を呈し、G1 arrestにより細胞増殖を抑制した。

研究成果の概要（英文）：TUBB1/Tubb1 mutations identified in congenital macrothrombocytopenia of 
human, dog and big cats were functionally analyzed and classified in 1) abnormal oligomeric 
aggregation and the disruption of microtubule structure, 2) expression-level dependent abnormal 
microtubule structure and 3) normal microtubule structure (functional polymorphisms). The former 
type of mutation resulted in the decreased expression ofα tubulin and G1 arrest leading to the 
inhibition of cellular proliferation.
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１．研究開始当初の背景 
先天性巨大血小板症は、生来より血小板減少
と大型血小板を呈する遺伝的異質性の高い
疾患群である。近年、およそ半数の症例にお
いて確定診断が可能になったが、特発性血小
板減少性紫斑病と診断され不必要な治療を
受ける症例もまれでない。原因不明の先天性
巨大血小板症の病因と分子病態を明らかに
し、先天性巨大血小板症の系統的鑑別診断法
を確立することが求められている。 
 
２．研究の目的 
微小管は-チューブリンヘテロ二量体で構
成され、血小板産生に必要な巨核球の胞体突
起形成と正常な血小板形態の保持に働く。私
達は、先天性巨大血小板症において TUBB1 変
異を同定した。また、犬及び大型猫類の先天
性巨大血小板症においてもTubb1変異が同定
されている。本研究は異常1-チューブリン
が微小管構成異常をきたす機序と巨大血小
板を産生する機構を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 患者血小板における1-チューブリン発
現様式、微小管構成、超微形態を解析した。 
 
(2) CHO細胞に1-チューブリンを強制発現さ
せ、微小管構成に及ぼす影響を解析した。 
テトラサイクリン発現誘導応答性の安定発
現CHO細胞を樹立し、微小管構成、細胞増殖、
細胞周期、細胞形態の変化を解析した。 
 
(3) マウス胎児肝細胞由来巨核球に1-チュ
ーブリンを発現させ、血小板産生様式と微小
管構成を解析した。 
 
(4) 先天性巨大血小板症の系統的解析にお
いて1-チューブリン免疫染色解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 先天性巨大血小板症の解析において同
定したβ1チューブリン異常症の病因病態解
析を行った。正常血小板ではβ１／αチュ
ーブリンから構成される環状の微小管構造
が正常な円盤状形態を保つが、患者血小板で
はαチューブリン発現は極めて低下し、β
１チューブリンはオリゴマーとして解れた
縄状の構造を示した。電子顕微鏡解析におい
ても環状の微小管構造は観察されず、免疫染
色解析と同様の解れた縄状の繊維構造が観
察された。患者は TUBB1 p.F260S 変異のヘテ
ロ接合体であり、家系内で血小板減少を呈す
る患者は全て本変異のヘテロ接合体であっ
た。 
 
(2) CHO 細胞を用いた強制発現実験では、
p.F260Sβ1 チューブリンは内因性αチュー
ブリンと微小管を構成することなくオリゴ
マーとして凝集した。また、発現するβ1チ

ューブリンが多くなるにつれて内因性αチ
ューブリン発現が低下した。犬及び大型猫類
の先天性巨大血小板症において報告された
Tubb1 変異は、１）ヒト変異と同様の異常凝
集を示す、２）弱い発現量では微小管構造を
とるが強い発現量では凝集する、３）正常な
微小管構造を示す、に分類され、いくつかの
変異は機能的多型であることが示唆された。 
 
p.F260S 変異をテトラサイクリン発現誘導プ
ラスミド（Tet-on）に組み込み、テトラサイ
クリン発現誘導応答性の安定発現CHO細胞を
樹立した。Tet-on 誘導により、野生型β1チ
ューブリンの発現は微小管構成、細胞増殖、
細胞周期、細胞形態に影響を与えなかったが、
変異型β1チューブリン発現によりαチュ
ーブリン発現の低下とβ1チューブリン凝集
を呈し、G1 arrest により細胞増殖が抑制さ
れた。 
 
(3) 変異型β1チューブリンを発現させた培
養巨核球では、胞体突起形成を介した血小板
産生は観察されず、細胞質破裂による大型血
小板産生を示した。放出された血小板様粒子
では、患者血小板と同様にβ1チューブリン
の異常構造が観察された。 
 
(4) 研究期間内での先天性巨大血小板症の
系統的解析では新たな1-チューブリン異常
症は同定されなかった。 
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