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研究成果の概要： 

GPIbプロモーター下に緑色蛍光蛋白質 GFP を発現させさらにその３‘非翻訳領域に細胞骨
格蛋白質フィラミン A の発現を特異的に抑制する micro RNA 配列を挿入する事で血小板特異
的にフィラミンをノックダウンした巨核球、血小板を ES 細胞から得る事ができた。GFP の発
現とフィラミンの発現は逆相関を認めたが、GFP の発現が弱くさらに高発現株をスクリーニン
グ中である。同様のコンストラクトを用いてトランスジェニックマウスを作成中である。 
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１． 研究開始当初の背景 

 

(1) 血小板は止血に重要な細胞であり、血小

板輸血はガン、造血器腫瘍などの治療や

外科手術において欠くことのできない補

助治療である。しかしながら冷蔵保存が

出来ないため常に供給不足が問題となっ

ている。 

 

(2) 現在ＥＳ細胞を用いた再生医療が注目を

集めているが腫瘍化する危険性があり、

臨床応用を考えると解決すべき問題が多

い。血小板は核のない細胞である為、腫

瘍化する事が無くES細胞を用いた再生医

療の最も有望なターゲットであり、将来

の血小板輸血に替わる可能性を秘めてい

る。 
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(3) 我々は先天性の巨大血小板性血小板減
尐 と 出 血 傾 向 を 呈 す る
Bernard-Soulier 症候群のモデルマウ
スを用いる事で細胞骨格蛋白質フィラ
ミンと血小板膜蛋白質 GPIbの相互作
用が血小板産生に重要な役割を演じて
いる事を明らかにしてきた。 

 
 

２． 研究の目的 

 

(1) 現在 ES 細胞から巨核球、血小板を作る
事が可能だが、in vitro では産生過程で
GPIbが切断され、血小板機能が低下し
ている。フィラミン-GPIbの血小板産生
における役割を明らかにする事ができれ
ば、ES 細胞から機能的な血小板を供給で
きると考えられる。 

 

(2) フィラミンを血小板特異的にノックダウ
ンさせたマウス及びES細胞株を樹立し、
in vivo 及び in vitro でのフィラミンの
血小板産生における役割を明らかにする
事である。 

 

３． 研究の方法 

 

(1) ヒト GPIbプロモーター3kb の下流に緑
色蛍光蛋白 GFP そのさらに下流にフィ
ラミン A をノックダウンする micro 

RNA 配列を挿入した vector を作成する。 

 

(2) このベクターを ES 細胞株(E14tg2A)に
トランスフェクトし抗生剤 zeocine で培
養することで stable clone を樹立する。 

 

(3) これらのクローンを胚葉体形成法で分化
させさらに Thrombopoetin (Tpo)で培養
することで GFP 陽性のフィラミンをノ
ックダウンさせた巨核球、血小板を in 

vitro で産生させる。 

 

(4) 同様のコンストラクトを受精卵に導入す
ることでトランスジェニックマウスを作
成する。 

 

(5) これらの in vitro及び in vivoでの血小板
産生過程を可視化(GFP)し、比較すると
共に産生された血小板の解析を行う。 

 

４．研究成果 
我々は細胞骨格蛋白質フィラミン A と血小
板膜蛋白質 GPIbの相互作用が血小板産生、
血小板活性化に重要な役割を演じている事
を明らかにしてきた。 

 

(1) 始めに CMV プロモーターの下に緑色蛍

光蛋白EGFPの cDNAをその下流にフィ
ラミンをノックダウンする micro RNA

配列を挿入した vector を作成し、これを
用いてフィラミン A の発現が１０％以下
の ES 細胞株の樹立に成功した。さらに
フィラミンの発現は造血細胞分化に必要
である事を明らかにした。 

 

(2) 次に CMV プロモーターをヒト GPIbプ
ロモーター3kb に置き換えたコンストラ
クトを作成し実験を行った。ES 細胞株
(E14tg2A)にこのコンストラクトをトラ
ンスフェクトし抗生剤 zeocine で培養す
ることで stable clone を樹立した。これ
らのクローンを胚葉体形成法で分化させ
さらに Thrombopoetin (Tpo)で培養する
ことで GFP 陽性の巨核球、血小板を得る
事ができた。現時点では GFP の発現が弱
いためさらに高発現株をスクリーニング
中である。またこの系で得られた GFP 陰
性血小板はすでにマウス末梢血血小板と
比べてもサイズが大きく、in vitro の系で
の血小板の大きさの評価は難しいと考え
られた。現在同じコンストラクトからベ
クターター由来の配列を取り除き直線化
し（4.7kb）このコンストラクトを用いて
トランスジェニックマウスを作成中であ
る。 

 

(3) 今後これら in vitro 及び in vivo で血小
板産生の過程を real time で観察する事
でフィラミンの血小板産生における役割
を明らかにする。２つの系で産生された
血小板の差異（膜タンパク質の発現、切
断、血小板の活性化の有無）を明らかに
することでin vitroで機能的な血小板産
生を行う為の必要条件の検討を行う。 

 

(4) ES細胞から機能的な血小板を十分量産生

することができれば、冷蔵保存が出来な

いため常に供給不足が問題となっている 

血小板輸血の安定した供給源となる事が
可能である。 
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