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研究成果の概要（和文）：本研究では、巨核球における転写因子NF-E2 p45の機能解析を軸として、血小板とその母細
胞である巨核球が、炎症の病態形成に果たす役割の解明を目的とした。巨核球におけるNF-E2 p45の標的遺伝子プロフ
ァイルを明らかにし、NF-E2 p45が血小板形成のみならず、血小板の活性化に重要な遺伝子を制御することを見いだし
た。炎症の際、NF-E2 p45の制御下でこれら遺伝子の発現が亢進することが予想される。

研究成果の概要（英文）：A goal of this research was to clarify a role of platelets and megakaryocytes 
during the pathogenesis of chronic inflammation through examining the function of NF-E2 p45 in 
proliferation and differentiation of megakaryocytes and platelet production. We clarified a profile of 
NF-E2 p45 target genes in megakaryocytes and found that NF-E2 p45 not only promotes platelet production 
but also confers sufficient reactivity on platelets. It is plausible that these NF-E2 target genes are 
upregulated during inflammation and contribute to the pathogenesis.

研究分野： 転写因子による遺伝子発現制御機構とその生体内機能の解明
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１．研究開始当初の背景 
血小板は止血機構に重要な細胞性血液成

分であるが、近年、創傷治癒、免疫応答、が
ん細胞の転移、切除肝の再生など、多様な生
命現象におけるその重要性が報告されてい
る。また、様々な病的条件下における血小板
の機能亢進が報告されており、血栓症の原因
や炎症の増悪因子の一つとされている。した
がって、血小板の数と活性を適切な範囲で調
節することは、生体にとって非常に重要であ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究では、巨核球における転写因子

NF-E2 の機能解析を軸として、血小板とその
母細胞である巨核球が、炎症の病態形成に果
たす役割を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）巨核球における NF-E2 p45 の標的遺伝
子の同定 
巨核球において NF-E2 p45 の下流の遺伝子

を明らかにするために、NF-E2 p45 欠損マウ
ス由来の巨核球と野生型マウス由来の巨核
球のトランスクリプトームを、マイクロアレ
イ解析により比較した。また、野生型マウス
の胎児肝臓からトロンボポエチン存在下で
培養して得られる巨核球を用いて、NF-E2 
p45 抗体による ChIP-sequence 解析を行った。 
さらに、NF-E2 p45 が生体内で血小板の反

応性獲得に関与していることを検証するた
めに、NF-E2 p45 の機能不全型変異体である
NF-E2 p45NTD を作成し、当該分子を発現
するトランスジェニックマウスを作成した。
このマウスと NF-E2 p45 欠損マウスとを交
配して、野性型 p45 の代わりに NF-E2 
p45NTD を発現する遺伝子改変マウス
(p45–/–:NTD Tg マウス)を作成し、その血
小板の活性化能を検討した。 
 
（２）担癌状態における血小板の活性化能の
検討 
研究開始当初、担癌状態のマウスでは、脾

臓に成熟巨核球が蓄積していることを見い
だしていた。この巨核球では、細胞内の活性
酸素種が上昇し、p45 の発現量、その下流で
制御されている P セレクチンやセロトニント
ランスポーターの発現量が著増していたこ
とから、巨核球における NF-E2 活性は、担癌
状態に応答して増大するとの仮説をたて、異
なるがん細胞の移植による検証を試みた。し
かし、がん細胞株の培養が不調であり、実験
系の構築が不調であった。 
そこで、担癌状態ではなく、慢性炎症にお

いてサイトカインなどの刺激に巨核球が応
答し、より反応性が高い血小板を産生する様
子を形態学的に捉えるための実験系の確立
を行うことにした。 
 
（３）炎症モデルマウスを用いた血小板活性

化状態の検討 
我々は以前に、皮膚ケラチノサイトに活性

化型ダイオキシン受容体を過剰発現するト
ランスジェニックマウス（K14-AhR-CA マウ
ス）を作成した。同マウスは、生後３週目前
後からアトピー性皮膚炎様の症状を自然発
症する。このマウスにおける巨核球分化と血
小板の活性化状態を検討した。 
また、異なる炎症モデルマウスとして、

Scurfy マウスを採用した。Scurfy マウスは、
Treg細胞の分化不全による重度の自己免疫
疾患を発症して生後３週目あたりに致死と
なる。このマウスの血小板について同様に
解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）巨核球における NF-E2 p45 の標的遺伝
子の同定 

NF-E2 p45 欠損マウス由来の巨核球と野生
型マウス由来の巨核球のマイクロアレイ解
析の結果、NF-E2 p45 欠損マウス由来の巨核
球では、トランスポーターや接着因子、細胞
間認識の受容体、シグナル伝達系因子、血小
板顆粒内の生理活性物質の合成に関わる酵
素群など、血小板の機能に直結する因子の発
現が低下していることがわかった。また、野
生型マウスの巨核球を用いた NF-E2 p45 抗体
による ChIP-sequence 解析の結果、トランス
クリプトーム解析で見いだされた遺伝子の
多くが、NF-E2 p45 による直接の制御を受け
ていることが明らかになった。これにより、
NF-E2 p45 が、血小板の反応性獲得にも重要
な貢献を果たしているものと考えられる。 

p45–/–:DNT Tg マウスの血小板活性化能
を検討した結果、p45NTD を発現するマウ
スの血小板では、トロンビンに対する反応
の顕著な低下が認められた。したがって、
巨核球における NF-E2 の活性の変化が、そこ
から産生される血小板を質的に変化させて
おり、血小板の反応性を規定すると結論され
た。 
 
（２）担癌状態における血小板の活性化能の
検討 
巨核球の成熟と血小板形成の様子を、形態

学的に観察するシステムを確立して、血小板
形成の超微細構造の観察を行った。具体的に
は、大気圧走査電子顕微鏡を用いて、培養液
中で、巨核球の初代培養細胞から、胞体胞体
突起が形成されて血小板が産生される様子
を観察した。その結果、チュブリンが形成途
上の血小板を取り囲み、またその内側で P セ
レクチンを含む α 顆粒の周辺を取り囲む様子
が観察された。金粒子でラベルした P セレク
チン抗体を用いることにより、形成途上の血
小板中の α 顆粒の大きさ、数の観察が容易に
なることがわかった。 
この成果は、巨核球が外界からの刺激を受

けた場合に、産生される血小板の性質がどの
ように変化するかを明らかにするために、有



力なアプローチになると考えられる。 
 
（３）炎症モデルマウスを用いた血小板活性
化状態の検討 

K14-AhR-CA マウスの骨髄を解析したと
ころ、造血幹細胞の活性化、前駆細胞の増
加、顆粒球系と単球系への分化の亢進が観
察された。血小板数はあまり変化していな
かった。活性化能を調べるために末梢血か
ら platelet rich plasma の調製を試みたが、活
性化が亢進しているためかあまり純度が高
いものが得られなかった。フローサイトメ
トリーによる血小板活性化状態の検討では、
通常状態において白血球と結合している
platelet-leukocyte aggregate が増加する傾向
が認められた。 

Scurfy マウスの骨髄を解析したところ、
やはり、造血幹細胞の活性化、前駆細胞の
増加、顆粒球系と単球系への分化の亢進が
観察され、さらに、T 細胞への分化亢進が
認められた。このマウスにおいても血小板
数の大きな変化はみとめらなかった。我々
は、転写因子 NRF2 の活性化は巨核球の分
化成熟過程において p45 機能を抑制し、血
小板の活性化に重要な遺伝子発現が低下す
ることを見いだしている。そこで、NRF2
の活性化により、産生される血小板の過剰
な活性化が抑制される可能性があると考え
た。手始めに、全身で NRF2 が活性化して
いるKeap1ノックダウンマウスを Scurfyマ
ウスと交配したところ、軽度ながら炎症の
改善と延命効果が得られた。この結果が巨
核球−血小板における NRF2 活性化の効果
によるかどうかは、巨核球特異的な Keap1
遺伝子ノックアウトの結果を待たなければ
ならない。 
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