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研究成果の概要（和文）：Mplを骨髄球細胞株に強制発現させ蛍光標識した。その結果、Mplはリガンドの有無にかかわ
らず単量体・二量体の平衡状態で存在することを明らかにした。Mpl二量体の寿命はリガンド存在下で延長し、Mplのリ
ン酸化はアダプタータンパク質Shcのノックダウンにより阻害された。一方、安定化されたMpl二量体はMplのリン酸化
を促進した。本研究により、サイトカイン受容体の単量体・二量体平衡による正のフィードバック制御という、新規の
リン酸化制御機構を明らかにした。これは、低いサイトカイン濃度で標的細胞を効率よく刺激するのに重要だと思われ
る。また、Mplの局在を観察するために超解像蛍光顕微鏡を開発した。

研究成果の概要（英文）：The thrombopoietin (TPO) receptor, Mpl, is a cytokine receptor regulating platelet
 production and early hematopoiesis. Although TPO signaling is initiated by phosphorylation of optimally o
riented Mpl dimers, dimerization of Mpl is poorly understood. Here, we describe the regulatory mechanism o
f dimerization of Mpl by single-molecule fluorescence imaging in live cells. Mpl molecules were associated
 and dissociated repeatedly on the plasma membrane. As a result, Mpl existed as a mixture of monomers, dim
ers, and oligomers. TPO increased Mpl dimers or oligomers by stabilizing Mpl dimers. The stabilization of 
Mpl dimers was dependent on their phosphorylation and an adaptor protein, Shc, suggesting that phosphoryla
ted Mpl dimers were crosslinked by Shc. In contrast, knockdown of Shc, an Mpl transmembrane mutant, influe
nced their phosphorylation. Thus, phosphorylation of Mpl was regulated by the stability of Mpl dimers in a
 positive feedback manner.
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１．研究開始当初の背景 
トロンボポエチン（thrombopoietin，TPO）

は血小板の前駆細胞である巨核球の増殖と

分化を促進するサイトカインであり、血小板

の産生を制御する主要な因子だと考えられ

ている。このような TPO の機能は I型サイト

カイン受容体ファミリーに属する受容体 Mpl

によって担われている。Mpl は細胞外に TPO

が存在すると細胞表面から細胞内へと内在

化し、逆に細胞外に TPO が存在しないと細胞

内から細胞表面へと輸送されることが報告

されている（Dahlen et al., Blood, 102: 102, 

2003）。このように Mpl が局在を変化させる

ことは、下流のシグナル伝達を制御する上で

重要だと考えられている。しかし、TPO の結

合と Mpl の多量体のメカニズム、さらにはシ

グナル伝達との関係については細胞生物学

的、生化学的な検討がなされているのみであ

る。また、TPO と Mpl の過渡的複合体がどの

ようにして安定な多量体を形成し、細胞内を

どのように輸送され、分解されるかも明らか

にされていない。このように TPO と Mpl の結

合、内在化、分解過程のダイナミクスを時空

間的に捉える研究はまだ行われていない。 

 
２．研究の目的 
光学顕微鏡による生体分子の１分子イメー

ジングは、申請者らのグループによって世界

に先駆けて開発された技術である。その後、

シャペロニンなどのタンパク質が一時的に

複合体を形成し機能を発揮する様子を１分

子イメージングすることに成功している。ま

た、生細胞の内部でも生体分子を１分子イメ

ージングできるようになり、mRNA の運動を１

分子解析することにも成功している。この手

法を発展させ、従来の光学顕微鏡の解像度の

限界を超えた数十ナノメートルの解像度を

有する超解像度１分子蛍光顕微鏡システム

を開発する。これを用いて、血球系の分化に

関係する情報伝達機構を明らかする。具体的

には、血小板の前駆細胞である巨核球の増殖

と分化を促進するサイトカインであるTPOと、

その受容体であるMplをそれぞれ蛍光標識し、

両方の分子の運動を同時に１分子イメージ

ングする。まず、TPO と Mpl を蛍光標識し、

TPO と Mpl の結合の様子と、Mpl の多量体化

の進行を定量し、TPO の結合に伴う Mpl の多

量体化のメカニズムを明らかにする。また、

クラスリンや脂質ラフトの阻害剤を加えた

り、クラスリンや脂質ラフトを構成する主要

なタンパク質の発現を RNAi で抑制すること

により、Mpl の内在化がどのように変化する

か蛍光顕微鏡観察する。これにより、Mpl が

クラスリンによって内在化するのか脂質ラ

フトによって内在化するのかを明らかにす

る。次に、Mpl の多量体化が Jak2、Src ファ

ミリーキナーゼのリン酸化に及ぼす影響と、

逆に、Jak2、Src ファミリーキナーゼのリン

酸化の抑制が、Mpl の多量体化に及ぼす影響

を明らかにする。 

 
 
３．研究の方法 
蛍光色素１分子をナノメートル計測できる

超安定ステージを備えた１分子蛍光顕微鏡

システムを改良し、高速波長切り替えと、そ

れに同期した画像取得を可能にする。また多

数の画像情報から超高解像度の画像を再構

築するためのプログラムを作成する。これに

より、超高解像度１分子蛍光顕微鏡システム

を完成させる。これを用いて TPO と Mpl の相

互作用のダイナミクスを観察するため、TPO

の C 末端に蛍光色素 IC5 を、Mpl の N 末端側

に緑色蛍光タンパク質を結合させる。TPO と

Mpl を１分子レベルで同時観察し、多量体の

形成過程を観察する。Mpl が何量体を形成し

ているか蛍光強度分布解析法で調べる。また、

多量体化したTPO/Mplがクラスリン被覆ピッ

トや脂質ラフトのマーカータンパク質と共

局在するか超高解像度１分子蛍光顕微鏡シ

ステムを用いて調べる。さらに、細胞表面に

おける TPOおよび Mplの運動を１分子レベル



で同時観察することによりTPO/Mplの内在化

機構を明らかにする。TPO/Mpl の内在化が

JAK2 により制御されている可能性がある。こ

れを明らかにするため、JAK2 やその恒常活性

型変異体 V617F を過剰に発現させ、TPO/Mpl

の内在化に変化があるか調べる。また、Mpl

の恒常活性型変異体W515L/Kの内在化を調べ

ることで、Mpl の活性化が TPO/Mpl の内在化

を制御しているか明らかにする。 

 
４．研究成果 

(1) Mpl シグナルの正のフィードバック制御 

サイトカインは血液中を循環する低分子

タンパク質であり、標的細胞内のシグナル伝

達を細胞外から刺激する。Mpl は血小板産生

と初期造血を制御するサイトカイン受容体

である。Mpl リガンドのトロンボポエチンは、

元々血小板前駆細胞の巨核球の増殖と分化

を促進するサイトカインとして同定された

が、多能性の造血幹細胞の制御に必須なサイ

トカインの一つとして注目されている。近年、

Mpl のリン酸化は Mpl 二量体の構造変化によ

り制御されることが分かりつつある。Mpl の

細胞質領域には非受容体型チロシンキナー

ゼの JAK2 が結合している。Mpl は二量体化し

ているが、細胞質領域同士が離れた構造を取

るので、細胞質領域に結合した JAK2 は二量

体化していない。しかし、リガンド依存的に

Mpl二量体が構造変化するとJAK2は二量体化

する。JAK2 は二量体内で自己リン酸化すると、

活性型へ構造を変化させてMplをリン酸化で

きるようになる。このように、Mpl のリン酸

化はMpl二量体の構造変化により制御される

ことが分かりつつある。 

一方、Mpl 二量体の安定性はよく分かって

いない。一分子イメージングにより Mpl 二量

体の安定性を明らかにすることにした。Mpl

は細胞膜上で結合・解離を繰り返しており、

その結果、単量体と二量体が混在するかたち

で存在していた。また、Mpl 二量体の寿命は

リガンド存在下で延長し、Mpl のリン酸化の

阻害やアダプタータンパク質Shcのノックダ

ウンにより阻害された。Shc はリン酸化チロ

シン結合ドメインを二つ持つため、リン酸化

された Mpl二量体が Shcにより架橋されたと

考えている。一方、安定化された Mpl 二量体

はMplのリン酸化を促進した。前述のとおり、

JAK2はMpl二量体の構造変化により二量体化

することで自己リン酸化し、Mpl をリン酸化

する。そのため、Mpl 二量体が安定化される

と JAK2 の自己リン酸化が促進され、Mpl のリ

ン酸化が促進されるという仮説を立てた。こ

の仮説は、Mpl 二量体の寿命が Mpl のリン酸

化に影響を与えることにより確かめられた。 

このように、Mpl 二量体は Mpl のリン酸化

により安定化され、安定化された Mpl 二量体

は逆にMplのリン酸化を促進することが明ら

かになった（図１）。

 

(2) Mpl シグナルの空間制御 

Mpl シグナルの空間制御を理解することは

Mpl シグナル機構を理解する上で重要である。

これまでに共焦点顕微鏡により、リガンド結

合型のMplが細胞膜上でコレステロール依存

的にクラスター化することを明らかにした。

コレステロールを除去すると、リガンド結合

型の Mpl はクラスター化しなくなり、Mpl の

リン酸化も阻害された。この結果は、リガン

ド結合型のMplがコレステロール依存的にク



ラスター化することによりMplのシグナルが

促進されることを示唆する。 

近年、造血幹細胞・造血前駆細胞では、脂

質ラフトのクラスター化によりシグナルが

制御されることが分かりつつある。脂質ラフ

トはコレステロールに富む膜ドメインとし

て知られるので、脂質ラフト上で Mpl の単量

体・二量体平衡がどのように制御されるかを

超解像イメージングにより調べた。従来の一

分子イメージングでは、光学顕微鏡の回折限

界内に複数の分子が存在すると、一分子解析

が困難だった。造血前駆細胞上の脂質ラフト

のクラスターは最大数μmなので、その中で

の Mpl の一分子解析は困難だった。従来の一

分子イメージングでは回折限界（200–300 nm）

により、多分子の結合解離の一分子解析する

ことが困難だからだ。そこで、圧縮センシン

グとà trous 変換による輝点抽出を組み合わ

せることで、空間分解能 約 100 nm、時間分解

能 約 60 ms の一分子超解像観察法を開発した

（図2）。

 

(3) 超高解像度１分子蛍光顕微鏡の開発 

Mpl の分布を光の回折限界を超えて観察す

るために、超解像光学顕微鏡（STORM）を開

発した。その結果、水平方向に約 20 nm、奥

行き方向に約 60 nm の解像度を得た。この顕

微鏡システムを評価するため、まず、ストレ

ス顆粒（SG）の観察を行った。細胞は外界か

らのストレス刺激に対して、損傷を防御し生

存を図るストレス適応機構を有している。そ

の機構の一つとしてSGの形成があげられる。

SG は、低酸素、熱ショック、ウイルス感染、

砒素などのストレス刺激に応答して形成さ

れる直径約 1 μm の細胞質内構造体であり、

mRNA、RNA 結合タンパク質、40S リボソーム

などから構成されている。SG が形成されると

一部の mRNA が SG 内に取り込まれ、翻訳が一

時的に停止する。そして、細胞がストレスか

ら回復すると SG は消失し、翻訳が再開され

る。SG の作用機構を明らかにするため、SG

の生成と消失のダイナミクスを計測した。そ

の結果、構成成分である RNA が外部とシャト

ルしていることを示した。細胞に砒素による

参加ストレスを加えて SG を生成させ、STORM

観察したところ、SG内でmRNAが直径約100 nm

程度の小さな区画に局在していた。また、ス

トレス顆粒構成因子の局在の様子の違いを

明らかにした。 
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