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研究成果の概要（和文）：血球特異的にMyh9 R702C変異を組み込んだマウスを作製することにより、非筋性myosinIIA
が赤血球系に与える影響を検討した。その結果、野生型マウスと比較して、貧血傾向であることが認められ、エリスロ
ポエチンも高い傾向にあった。赤血球分化ついての検討や、赤血球の性質についてもいくつかの実験を行ったが、今回
行った検討では貧血傾向になる原因について特定には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：We generated hematopoietic stem cell(HSC)-specific Myh9 R702C mice, and estimated 
red blood cells (RBCs) and cells of the erythroid lineage. HSC-specific Myh9 R702C mice displayed mild 
anemia and high erythropoietin level compared with wild type mice. However, we could not find no 
difference in the character of RBC and differentiation of erythroid lineage compared with wild type mice 
in this research.

研究分野： 血液学

キーワード： MYH9　赤血球
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１．研究開始当初の背景 
メイ-へグリン異常に代表される MYH9 異常
症は常染色体優性遺伝の疾患であり、巨大血
小板、血小板減少、顆粒球封入体を臨床的特
徴とし、症例によっては巣状糸球体硬化症に
よる腎症や感音性難聴、さらには白内障とい
ったアルポート症状を合併する。申請者らの
グループは、この疾患の原因が非筋ミオシン
重鎖 IIA をコードする MYH9 遺伝子異常
で あ る こ と を 突 き 止 め 、 報 告 し た
(Kunishima et al. Blood 2001)。非筋ミオシ
ン重鎖 IIA は血液細胞全般に発現し、白血
球においては顆粒球の細胞質に異常ミオシ
ンの凝集塊からなる封入体を形成する。血小
板においては巨大血小板減少症を呈するこ
とが知られているが、今までに 赤血球系細
胞についての検討はなされてこなかった。 
しかし、蓄積した MYH9 異常症のデータを
解析したところ、MYH9 異常症は全体的に
貧血傾向を示し、特に R702C 変異による症
例においては、ほかの遺伝子異常に比較して、
ヘモグロビン(Hb)値とヘマトクリット(Ht)値
が低い傾向にあった(図１)。 
 

申請者らは最近の研究において R702C 変
異を持つノックインマウスを作製し、このマ
ウスがヒト MYH9 異常症の 表現型を忠実
に再現することを報告しており、MYH9 異常
症の病態解析を進めやすい環境にあった
(Suzuki et al. Plos one 2013)。ヒトでの解析
においては腎症から生じる腎性貧血の存在
が、赤血球系統の検討をする障害となるが、
マウスモデルにおいては腎機能障害が進行
する前に検討する。あるいは遺伝子操作を行
い、血液系細胞のみに Myh9 R702C を発現
させることが可能であるため、このマウスを
用いて Myh9 R702C が赤血球系細胞に与え
る影響について検討した。 
２．研究の目的 
本研究では、当グループで作製したマウスモ
デルを用いて赤血球系細胞の検討を行い、非
筋ミオシン重鎖 IIA の異常が赤血球造血に
与える影響を明らかにすることが目的であ
る。 
３．研究の方法 
 (1) R702C ノックインマウス( MYH9 異常症
モデルマウス)の供給。当初は全身性に R702C
変異を発現したマウスを使用する予定であ

ったが、合併する腎症からくる腎性貧血の影
響を避けるため、Vav1-Cre マウスとの交配を
行い、造血幹細胞に特異的に Myh9 R702C を
発現させ、検討を行うこととした。 
(2) 末梢血所見の検討  
EDTA 採血管に血液を採取し、計測を行う。
評価項目は RBC 数、Hb、Ht、MCV、MCHC、網
状赤血球数である。またメイ-ギムザ染色に
よるスメア作成を行い、肉眼的検鏡による評
価を行う。脱核に異常がある場合、有核赤血
球が見られることが知られており、スメアに
より有核赤血球の確認をする。   
(3) エリスロポエチンの測定 MYH9 異常症
モデルマウスは腎障害を来すマウスである
ため、腎性貧血ではないことをエリスロポ 
エチンの測定によって確認する。この測定に
は Mouse Erythropoietin Immunoassay キッ
ト(R＆D Systems)を使用し、Enzyme-linked 
immunosorbent(ELISA)法を行うことにより
測定する。 
(4)マウス胎児肝細胞を用いた赤血球分化の
評価 (図 2) 
マウス胎児の肝細胞は胎生 14 日目あたりで
はほとんどが赤芽球系細胞であるため、この
細胞をエリスロポエチン添加にて培養し、赤
血球に分化させ、その過程を評価する方法で
ある。この実験方法は赤血球分化を経時的に
観察できる実験モデルであり、マウスを用い
た赤血球分化の実験手法として広く行われ
ている。 

 
(5)骨髄細胞を用いた赤血球分化の評価  
マウスの骨髄細胞から磁気細胞分離法によ
り赤芽球系細胞 を分離し、その後、フロー
サイトメトリーにより、各成熟段階の細胞数
（比率）を計測するという手法である。 



４．研究成果 
Vav1-Cre との交配により、生まれたマウスに
ついて、皮膚組織と血液の両方で遺伝子確認
を行ったところ、血液にのみ R702C が発現し
ていることが確認された。また表現型解析と
して、尿たんぱくを測定したが、Vav1-Cre と
交配して生まれた R702C マウスは全身性に
R702C を発現するマウスで見られたタンパク
尿は見られなかった一方で、血小板の減少と
巨大化が確認され、血液については R702C 変
異による表現型が出ていることが確認され
たた。 
・末梢血所見 
血球測定の結果、Hb、Ht において、R702C マ
ウスは低下傾向となることが示された(図 3)。 
しかしながら、網状赤血球の上昇は認められ
ず、追加実験で行ったパーパート法による溶
血実験でも赤血球膜の脆弱性を示唆する所
見は得られなかった。 
一方、エリスロポエチンの値は全体的に高値
を示し、貧血に対する代償性の反応であると
考えられた。これらの末梢血を用いた解析に
より、R702C マウスは貧血傾向を示すものの、
その原因は赤芽球系細胞の最終産物である
赤血球ではないと考えられ、エリスロポエチ
ンが上昇している割に網状赤血球が増加し
ていない点から、骨髄での造血機構に原因が
あるのではないかと考えられた。 

・骨髄・脾細胞の検討 
まずは骨髄細胞をメイギムザ染色にて染色
し、県境を行った。しかしながら、明らかな
赤血球系細胞の異常を指摘することは出来
なかった(図 4)。 

 

そこでフローサイトメーターを用いて評価
したところ、変異型マウスでは若い赤芽球系
細胞の減少がみられた(図 5)。 

同時に脾臓細胞での解析では Ter119, CD71
の両方が陽性の細胞が多くみられ、これらは
赤芽球系の細胞であると考えられるため、髄
外造血の亢進が疑われた(図 6)。 
 

この二つの所見から貧血傾向となる原因は、
骨髄での赤芽球系細胞の文化異常の可能性
が示唆された。 
・胎児肝細胞を用いた赤芽球系細胞の分化機
能評価 
胎生 14 日目の胎児を取り出し、検討を行っ
た。高度な貧血がある場合は胎児の外観から、
肝臓を見ると正常な場合に比較して、白色に



見えるため、評価が可能である、しかしなが
ら、胎生 14 日目の R702C マウスは外観上野
生型マウスと比較して大きな違いを認めな
かった(図 7)。 
次に胎児の肝細胞を取り出し、エリスロポエ
チンの添加下に培養し、赤芽球系細胞の分化
能を評価したが、今回行った実験では野生型
マウスと変異型マウスとの間に赤芽球系細
胞の明らかな分化上の違いは見られなかっ
た。この結果から考えるに、おそらくはこの
アッセイ系で評価できる段階よりも、もっと
上流である分化段階での異常が考えられた。 
以上までの検討から、MYH9異常症を引き起こ
す異常ミオシンIIAは最終産物の赤血球や脱
核には大きな影響を与えないと考えられた。 
これまでの報告からは非筋性のミオシン IIA
は細胞質分離に大きな役割を果たすことが
知られている(図 8)。 

 
胎児の肝細胞を用いた実験の結果には、まだ
検討の余地があると考えられるが、今回の結
果が正しいとすると、赤芽球系細胞以降では
分化異常はないと考えられ、MYH9異常症にお
いて貧血傾向となる原因は骨髄球系共通前
駆細胞(CMP)や巨核球・赤芽球系共通前駆細
胞(MEP)といった分化段階での細胞質分離異
常により、もたらされる可能性が考えられた
(図 9)。 
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