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研究成果の概要（和文）：　本研究は、研究代表者が発見した骨髄巨核球・血小板造血微小環境を構成する新規
間質細胞「podoplanin (PDPN) 陽性間葉系細胞」をin vitroにおける血小板培養システムに応用し、iPS細胞由
来血小板製剤の高効率作製方法を樹立することを目的とした。PDPN陽性間葉系細胞は明らかに巨核球前駆細胞の
自己増殖を促進することを確認した。しかし、成熟巨核球から産生される血小板がフィーダーであるPDPN陽性間
葉系細胞に接着してしまい、血小板の回収率が極端に低下することも明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to establish a high efficient in vitro culture 
system of megakaryocyte/platelet using a novel bone marrow podoplanin (PDPN) positive stromal cells 
which we previously identified. PDPN positive stromal cells obviously promoted an expansion of 
megakaryo-progenitor in vitro. However, in the co-culture system with PDPN positive stromal cells 
and megakaryocytes, we found that platelet collection rate was significantly reduced because of 
unexpected platelet adhesion onto stromal cells.

研究分野：血液学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 in vitorにおける巨核球・血小板培養効率を向上させるためには骨髄の造血環境の再構築が必須である。本研
究は我々が新たに発見したPDPN間葉系細胞をフィーダー細胞として用いたが、静置条件下での培養ではフィーダ
ー細胞への血小板の接着が問題になることを明らかにした。今後は、非静置条件での培養システムや、血小板産
生に関わる分子に着目したビーズなどの非フィーダー細胞系の血小板大量産生培養システムの開発が必要になる
ことが示された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

 2010 年に誘導型多能性幹細胞 (induced puluripotent stem cell: iPS 細胞)を用いた血小板の in vitro

産生技術が開発されて以来、献血に頼らない血小板製剤への応用が期待されている (Takayama N 

et al. J Exp Med. 2010)。iPS 細胞由来血小板製剤の開発は、各種ヒト白血球抗原 (HLA) およびヒ
ト血小板抗原 (HPA) に対応した適合血小板製剤の調製を可能とし、輸血医療の安全性向上が期
待されている。しかし、現状の in vitro における血小板産生効率は極めて低く、iPS 細胞由来血小
板製剤の作製効率は実臨床の需要を満たすレベルには至っていない。さらに、iPS 細胞からの巨
核球の分化誘導はマウスフィーダー細胞に依存するため、製剤として開発を進めるためには培
養システムのゼノフリー化達成が必須である。 

 研究代表者は 2016 年にマウス骨髄内に血小板・巨核球造血微小環境を構築する新規間葉系細
胞 『 PDPN 陽性細網細胞 』 を発見した (Tamura S et al. Blood. 2016.127(13):1701-10)。骨髄 PDPN

陽性細網細胞は骨髄間葉系幹細胞と類縁の細胞であり、さらに培養条件下でも巨核球･血小板造
血促進機能を維持し、巨核球の自己増殖と血小板産生を強く促進する。我々は骨髄間葉系間質細
胞による強力な血小板・巨核球造血促進作用に着目し、発見した新規間葉系細胞をフィーダー細
胞として応用することで、培養血小板産生効率を劇的に改善する新しい血小板・巨核球培養シス
テムの構築を考案した。 

 

２．研究の目的 

 

 本研究の最終目標は iPS 細胞由来血小板製剤の臨床応用推進であり、その基盤的培養システム
として「骨髄間葉系細胞の血小板・巨核球造血制御機能を応用した、高効率血小板産生法 『ゼ
ノフリー型セルフフィーダーシステム』 の構築」を目的とする。本研究課題では PDPN 陽性細
網細胞の巨核球培養フィーダーとしての可能性を検討するために、不死化 PDPN 陽性細網細胞
を樹立し、血小板・巨核球培養に対するフィーダーシステムの評価を行った。 

 

３．研究の方法 

 

(1) 不死化 PDPN 陽性細網細胞の樹立  

① ウイルスベクターの作製  

 骨髄 PDPN 陽性細網細胞の不死化はヒトテロメラーゼ逆転写酵素(hTERT)、もしくはヒトパピ
ローマウイルス(HPV) E6-E7 遺伝子を導入したレトロウイルスを用いて行う。hTERT 導入用の組
換えベクタープラスミドは pBABEpuro-hTERT Retroviral Vector (RTV-006, Cell Biolabs 社)を用い
る。HPV E6-E7 遺伝子は HPV 感染により癌化した HeLa 細胞からクローニングすることが可能
であり、PCR により HPV E6-E7 のインサートを作製後、pBABEpuro-hTERT Retroviral Vector の
hTERT 配列と置換して HPV E6-E7 導入用の組換えベクタープラスミドを作製する。次に、遺伝
子導入用組換えベクタープラスミドを組換えウイルス産生用細胞である Platinum-E Retrovial 

Packaging Cell line, ecotopic (RV-101, Cell Biolabs 社)に遺伝子導入する。遺伝子導入 48 時間後の培
養上清をウイルスベクター液として回収する。 

 

② PDPN 陽性細網細胞への不死化遺伝子導入  

 マウス骨髄から分離した骨髄間質細胞にウイルスベクター液を添加し、レトロウイルスを感
染させる。24-48 時間後に培養液を交換し、puromycin を添加することでレトロウイルスベクタ
ーが組み込まれた細胞を選択する。この段階では種々の骨髄間質細胞が含まれているため、そこ
から不死化した PDPN 陽性細網細胞を磁気ビーズやセルソーティングで特異的に選択する。さ
らに得られた不死化 PDPN 陽性細網細胞は限界希釈法などを用いてクローンの選別を行う。 

 

③ 不死化 PDPN 陽性細網細胞機能評価に向けた対照細胞の作製  

フィーダー細胞による分化培養系の評価を厳密に行うためには、フィーダー細胞のネガティブ
コントロール細胞が必要である。我々は PDPN 陽性細網細胞による巨核球･血小板造血促進作用
は PDPN 依存的であることを明らかにしている（Tamura S et al. Blood. 2016.127(13):1701-1710）。
そこで本研究ではネガティブコントロール細胞として CRISPER/Cas9 技術によるゲノム編集で
不死化 PDPN 陽性細網細胞の PDPN ノックアウト株を作製する。ガイド RNA および Cas9 発現
用ベクターは Pdpn sgRNA CRISPER/Cas9 All-in-One Lentivector (K3934108, Applied Biological 

materials 社)を用いる。PDPN ノックアウト不死化 PDPN 陽性細網細胞の選別は磁気ビーズやセ
ルソーティングで行い、最終的に免疫細胞化学染色 (immunocytochemistry: ICC)やフローサイト
メトリー法 (FCM)で PDPN のノックアウトを確認する。 

 

(2) 不死化 PDPN 陽性細網細胞の機能評価 

不死化 PDPN 陽性細網細胞の機能評価として、① 巨核球分化成熟促進能と、② 血小板産生促
進能の検討を行う。これらの解析に関わる手法はこれまでの研究の過程で確立済みである。 

 

① 巨核球分化成熟促進能の評価 



 巨核球･血小板造血は、自己増殖能を有する分化期と、巨核球の特徴的な形態である多核化が
起こる成熟期にわけられる。そこで本検討では不死化 PDPN 陽性細網細胞存在下における巨核
球の自己増殖と多核化の程度をそれぞれ解析する。 

不死化 PDPN 陽性細網細胞の monolayer を調製し、巨核球分化誘導因子トロンボポエチン存在下
でマウス胎児肝臓もしくはマウス骨髄由来巨核球前駆細胞と共培養する。培養 3 日目の巨核球
数を ICC と FCM で解析することで自己増殖促進能を評価する。同時に popidium iodide による核
染色と FCM を組み合わせた ploidy 解析を行い多核化（成熟度）の評価を行う。 

 

② 巨核球からの血小板産生効率の評価 

 成熟巨核球から血小板が産生される過程には血小板前駆体の形成が起こる  (proplatelet 

formation: PPF)。血小板産生効率はこの PPF を計測することで評価されることが最も多く、本研
究も不死化 PDPN 陽性細網細胞の血小板産生促進能の評価として PPF assay を実施する。前項と
同様に不死化 PDPN 陽性細網細胞とマウス巨核球前駆細胞をトロンボポエチン存在下で共培養
し、培養 4 日目の proplatelet 形成巨核球の比率を検討する。また、培養 5 日目以降に培養上清中
に放出された血小板の数を FCM で計測する。 

 

(3)  PDPN マイクロビーズの作製 

 Human PDPN cDNA はヒト皮膚リンパ管内皮細胞 (C-12217, タカラバイオ) の cDNA ライブ
ラリーから得る。PDPN の細胞外ドメイン配列を hFC2 融合ベクター  (pFUSE-hIgG1-Fc2, 

InvivoGen)に組み込み、HEK293 細胞に遺伝子導入する。本研究で用いる HEK293 細胞はゼノフ
リーを達成するために Pro293a 無血清培地 (12-764Q, Lonza)に馴化した細胞を用いる。 

 hPDPN-hFC2 遺伝子を導入した HEK293 細胞無血清培養液に Protein G 磁気マイクロビーズ 

(Dynabeads Protein G, ベリタス)を加え、hPDPN-hFC2 をマイクロビーズに固着させる。なお、血
小板は遠心処理などの物理的刺激に感受性が高く機能を喪失しやすい。磁気マイクロビーズは
ビーズと血小板の分離に遠心処理が不要となるため、止血機能を保持した機能性血小板の分離・
回収のために極めて有用な担体であると考える。 

 

４. 研究成果 

 

 PDPN 陽性間葉系細胞の巨核球培養フィーダーとしての可能性を検討するために、我々は不死
化 PDPN 陽性間葉系細胞を樹立した。マウス培養巨核球との共培養で PDPN 陽性間葉系細胞の
巨核球造血促進能を評価したところ、ゲノム編集により作製した PDPN KO 間葉系細胞に比し
て、PDPN 陽性間葉系細胞は明らかに巨核球前駆細胞の自己増殖を促進することを確認した (図
１)。これは培養下においても PDPN が巨核球の増殖を促進することを示す。しかし、成熟巨核
球から産生される血小板がフィーダーである PDPN 陽性間葉系細胞に接着してしまい、血小板
の回収率が極端に低下することも明らかになった（図２）。 

 

 

 

 PDPN 陽性間葉系細胞は巨核球造血を増強するフィーダー細胞として有用であったが、産生さ
れる血小板がフィーダーに接着するため、結果として血小板回収率が著減する。そこで我々は
PDPN の巨核球造血促進作用に着目し、リコンビナント PDPN を固着させたマイクロビーズを作
製し、巨核球前駆細胞の増殖を促進させる「巨核球造血支持担体」として応用することを考えた 

(図 3)。リコンビナント PDPN を human immunoglobulin FC2 domain との融合タンパクとして作
製し(以下、hPDPN-hFC2)、hPDPN-hFC2 を Protein G マイクロビーズに結合することで Human 



PDPN マイクロビーズを作製した(図 4)。現在、作製した PDPN マイクロビーズの巨核球・血小
板造血促進作用の評価を行っている。本研究で構築するマイクロビーズシステムは PDPN のみ
ならず他の巨核球造血促進タンパクとの相乗・相加作用を狙える拡張性の高いシステムである。
今後、巨核球造血微小環境を構成する因子がさらに発見された場合は容易にマイクロビーズを
改変していくことが可能であり、将来的により高機能なハイブリッドマイクロビーズの構築が
期待できる。 
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Kanematsu Takeshi、Matsushita Tadashi、Kojima Tetsuhito
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 ２．論文標題  ５．発行年
Apparent synonymous mutation F9 c.87A>G causes secretion failure by in-frame mutation with
aberrant splicing

Thrombosis Research 95～103

 １．著者名  ４．巻
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 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

Peri-arteriolar megakaryopoietic microenvironment via reciprocal CLEC-2/PDPN axis in mouse bone marrow

ト ロ ン ビ ン Na binding regionの ミ ス セ ン ス 変異は 多く が ア ン チ ト ロ ン ビ ン 抵抗性を 示す が 、 凝固活性も 低下
す る

第80回日本血液学会学術集会（招待講演）
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 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Optimisation of antithrombin resistance assay as a practical clinical laboratory test:
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International Journal of Laboratory Hematology 312～319
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Functional characterization of recombinant snake venom rhodocytin: rhodocytin mutant blocks
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Journal of Thrombosis and Haemostasis 960～972

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 １．発表者名
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 ４．発表年

 ４．発表年

脳梗塞の 増悪因子で あ る ア ク ロ レ イ ン の 抗血小板作用

脳梗塞を 発症し た フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 異常症の 分子病態機能解析

 １．発表者名

ス プ ラ イ シ ン グ 異常を 引き 起こ す 血液凝固第IX遺伝子サ イ レ ン ト 変異・ 血友病Bの 分子病態解析

F8 Inv22を 含む 複雑な 変異を 同定し た 重症血友病A症例の 遺伝学的変異ア レ ル 由来の 検索

第40回日本血栓止血学会学術集会
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 ３．学会等名

 ３．学会等名
第40回日本血栓止血学会学術集会

 ３．学会等名
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 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名
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木伸明、 松下 正、 山崎鶴夫、 小嶋哲人

 ３．学会等名

 ４．発表年

血友病Aに お い て 関節症の 進行抑制に は 出血抑制よ り も 高い FVIII活性が 必要で あ る

血小板・ 巨核球上の C型レ ク チ ン 様受容体（ CLEC-2） が 、 赤芽球の 分化・ 成熟に 及ぼ す 役割

血小板受容体GPVIア ゴ ニ ス ト 蛇毒コンバルキシンの 遺伝子組換え 体の 作製と そ の 機能解析

血液凝固第V因子欠乏症を 合併す る 血友病A症例： 第２ 報・ 凝血学的評価
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Tadashi Matsushita, Tetsuhito Kojima

Hattori Y, Takagi Y, Kakihara M, Suzuki S, Odaira K, Tokoro M, Tamura S, Suzuki N, Matushita T, Kojima T
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鈴木敦夫、 鈴木伸明、 兼松毅、 岸本磨由子、 田村彰吾、 高木明、 川上萌、 梶浦容子、 小嶋哲人、 松下正

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年
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凝固一段法と合成基質法による第VIII因子活性測定において乖離を示した血友病A症例

血漿検体測定を 目指し た ア ン チ ト ロ ン ビ ン 抵抗性凝固第X因子検出法の 構築

Haploid origin of unusual Inv22 X-chromosome carrying wild-type telomere region in severe hemophilia A patients

Functional analysis of a variant fibrinogen from dysfibrinogenemia patient with cerebral infarction
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