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研究成果の概要（和文）：私どもは血小板アポトーシス制御因子であるBak/Bcl-XL系の異常によって血小板数の異常を
きたす疾患があるのではないかと考え、骨髄異形成症候群患者を対象にBakおよびBcl-XL遺伝子の塩基配列解析を行っ
た。その結果、Bcl-XL遺伝子に5つの点突然変異を認めた。これらの各遺伝子変異をヒト細胞に導入したがアポトーシ
スは誘導されず、病態に関与している変異ではないと考えられた。また、本態性血小板血症の患者においても検討を行
ったが、変異を有する症例は見出されなかった。これらのことからBak/Bcl-XL系の異常によって血小板数の異常をきた
す造血器腫瘍疾患は極めてまれであると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We examined if the Bak and Bcl-XL genes that are regulators for platelet apoptosis
 have mutations in patients with thrombocytopenia or thrombocytosis. The direct sequencing of these genes 
in patients with myelodysplastic syndrome (MDS) found 5 point mutations in the Bcl-XL gene. Transfection o
f each mutant gene into human cell lines did not induce cell apoptosis, suggesting no involvement of these
 mutations in the pathogenesis of thrombocytopenia. We also determined the sequences of Bak and Bcl-XL gen
es in patients with essential thrombocythemia (ET). However, no patient had mutations in these genes. Thes
e results suggest that the Bak and Bcl-XL mutations are not responsible for thrombocytopenia or thrombocyt
osis in hematological malignancies including MDS and ET. 
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１．研究開始当初の背景 

アポトーシスは生体の恒常性を維持する

ために必須の機構であり、その異常は癌や自

己免疫疾患の発症を誘発する。ほとんどの体

細胞はアポトーシス機構の制御下にあるが、

無核である血小板はアポトーシスではなく、

活性化されると網内系で処理されてその寿

命を終えるとされてきた。しかし、最近、血

小板にもアポトーシス機構が備わっていて、

アポトーシスが血小板寿命を規定している

ことが明らかになった。血小板では、前アポ

トーシス調節因子のBakと抗アポトーシス因

子の Bcl-XL が主に関わっていて、両者のバ

ランスで血小板寿命が規定されている。すな

わち、Bak の欠失は血小板寿命を延長させ、

逆に Bcl-XL の機能不全は血小板寿命を短縮

させて血小板減少を招来する。これらの知見

から Bak および Bcl-XL 遺伝子の異常はアポ

トーシスの異常をきたして血小板減少症な

いし血小板増加症をきたすことが推測され

るがそのような報告はまだない。また、アポ

トーシスに陥った血小板と活性化血小板と 

の関連についてもまだ明らかでない。 

２．研究の目的 

私どもは血小板アポトーシス制御因子で

ある Bak/Bcl-XL 系の異常によって血小板数

の異常をきたす疾患があるのではないかと

考えた。私どもは緩慢な経過をとる骨髄異形

成症候群（MDS）と本態性血小板血症（ET）

を対象として血小板内Bak/Bcl-X系に異常が

あるかどうかを検討することを計画した。 

本研究では、MDS、特に血小板減少が先行

する型と JAK2 変異陰性 ET症例において Bak

および Bcl-XL 遺伝子の変異解析と血小板ア

ポトーシス機構に関わる各蛋白質の変化を

測定することによって Bak/Bcl-XL 系の異常

の有無と血小板異常についての関連を検討

し、不均一な疾患群である MDS および ET の

中で、新たな病態を有する一群を明らかにす

ることを試みた。また、アポトーシス血小板

と活性化血小板の相違点を見出そうとした。 

３．研究の方法 

(1)血小板アポトーシスの異常と血小板減

少・増多症との関連性 

①ET と MDS 患者血小板から mRNA を抽出し、

血小板アポトーシス関連遺伝子（Bak, 

Bcl-XL）の変異を検索した。 

②患者血小板のアポトーシスマーカーおよ

び蛋白機能解析を行う 

(2)血小板アポトーシス反応と活性化血小板

との関連性 

アポトーシス誘導血小板反応と血小板活

性化反応における相違点についてScott症候

群疑い患者血小板を用いて検討した。 

４．研究成果 

(1) ET 患者での既知遺伝子変異の検索 

 ET の発症に深い関連のあることが知られ

ている JAK2 V617F 等の既知の遺伝子変異に

ついてアレル特異的PCR法を用いて検討した。

37 例の ET 患者のうち、22 例(59%)が JAK2 

V617F 変異陽性であり、1 例が MPL W515L 変

異陽性であった(3%)。したがって14例(38％)

の症例では JAK2 変異陰性であり、これらの

患者では Bak/Bcl-XL 系の異常が発症に関与

している可能性があると考えられた。 

(2) 既知遺伝子異常のない ET 患者での

Bak/Bcl-XL 遺伝子変異の検索 

 既知遺伝子異常のない ET患者 14例を対象

として Bak および Bcl-XL の全エクソンにつ

いて遺伝子配列を決定したところ、Bak 遺伝

子 に は 既 知 の single nucleotide 

polymorphism(SNP)以外には異常を認めなか

ったが、Bcl-XL 遺伝子には 5例において T69P, 

S72T, S74T, G147C, E153D の各アミノ酸置換

変異を伴う点突然変異を認めた。 

(3) Bak/Bcl-XL遺伝子変異の発現実験による
機能解析 

私どもが見出した５つの Bcl-XL 遺伝子の異

常がアポトーシス異常に関連しているのか

どうかを明らかにするために各遺伝子変異

を導入した pcDNA3 発現ベクターを作成し、

ヒト細胞である T293 細胞で発現させて、



Annexin V などのアポトーシスマーカーの変

化と細胞増殖を観察した。その結果、これら

の遺伝子変異の導入によってアポトーシス

は誘導されず、病態に関与している遺伝子変

異ではないと考えられた。 

(4) MDS 患者での Bak/Bcl-XL 遺伝子変異の検

索 

 血小板減少を認め、芽球の増加がみられな

い MDS 患者 40 例において Bak および Bcl-XL

遺伝子の変異を検索したが変異を認める症

例は一例もなかった。 

(5) アポトーシス誘導血小板反応と血小板

活性化反応における相違点の検討 

 我々は Scott 症候群という極めてまれな疾

患が疑われる患者について精査を行った。本

患者血小板は血小板活性化反応の中でアポ

トーシス血小板に共通の血小板反応が欠如

しているとされている。したがって、血小板

活性化とアポトーシス誘導血小板の反応相

違点を探る貴重な材料となることが期待さ

れる。そこで、本患者血小板について血小板

表面におけるリン脂質依存性凝固反応につ

いて慎重に検討を重ねたが、Scott 症候群に

特徴的な異常所見は見られないことが判明

し、相違点を探ることができなかった。 
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