
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６８９

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

両生類における血球産生調節の環境応答に関する研究

Amphibian hematopoietic regulation under environmental stress

８０３５０３８８研究者番号：

加藤　尚志（Kato, Takashi）

早稲田大学・教育・総合科学学術院・教授

研究期間：

２６４４０１７１

平成 年 月 日現在２９   ６ １５

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：脊椎動物のもつ生理調節系の多様性と普遍性の理解を進めるため，両生類アフリカツ
メガエル及びネッタイツメガエルの環境ストレス（酸素，温度）に応答する造血変動の機序を解析した。まず，
ツメガエルの低酸素環境曝露モデル，低温環境曝露モデルを確立した。低酸素曝露モデルでは，肺と肝臓の95%
以上の細胞が低酸素化し肺障害を認め，肺で高発現する赤血球造血因子の組織障害修復活性を調べる有用なモデ
ルが確立した。汎血球減少症を誘導する低温曝露モデルでは，栓球の血管壁への可逆的が栓球減少の一因である
ことが判明した。

研究成果の概要（英文）：To develop a better comprehension of diversity and universality in 
vertebrate physiological regulations, we focus on amphibian hematopoietic responses against 
environmental stress in African clawed frog (Xenopus laevis) and Western clawed frog (Xenopus 
(Silurana) tropicalis). We established an in vivo Xenopus hypoxic model that caused a pulmonary 
defect. This model should be vital to investigate non-hematopoietic functions of erythropoietin. In 
the latter model, low-temperature exposure induced pancytopenia. We revealed that one of the causes 
of thrombocytopenia was due to the reversible cellular adhesion between thrombocytes and the 
vascular wall cells.

研究分野： 実験血液学，分子生理学
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図 1 低温曝露ツメガエルの汎血球減少症 

 
低温曝露により末梢の全血球数が減少するが，復
温期に可逆的に回復する。この分子機序は不明で
ある。この時，造血を担う肝臓のプロテオームは
大きく変化する。 

１．研究開始当初の背景 
（1）動物血球の形態や機能に関する研究は
1800 年代から続けられてきた一方で，煩雑な
分子解析を要する現代の生物学の時代にな
って，広汎な動物を対象とする血球・造血の
研究は廃れてしまった。しかし白血病や移植
医療を扱う臨床医科学の分野では，ヒトやマ
ウスの造血研究は先鋭化し，新しい幹細胞科
学や再生医療の展開にまで発展した。 
（2）ヒトやマウスなど，哺乳類の血球は骨
髄で造られる（造血器または造血巣という）。
幹細胞に由来する赤血球や巨核球は，各々さ
らに腎臓が分泌する赤血球産生因子エリス
ロポエチン（EPO）や，肝臓が分泌する血小
板（栓球）産生因子トロンボポエチン（TPO）
の作用を受け，赤血球や血小板が産生される。
EPO や TPO は糖蛋白質である。 
（3）両生類は，様々に変動する生息環境に
応答する調節系をもつ。この点に着目すれば，
哺乳類モデルでは見出せない，新規な血球産
生調節系の発見を目指すことができる。アフ
リカツメガエル（Xenopus laevis）とネッタイ
ツメガエル（Xenopus (Silurana) tropicalis）の
血球鑑別・計数法，造血関連遺伝子同定など
の基礎実験系の立ち上げに，本研究者らは 10
年余を費やした。ツメガエルの有核赤血球，
栓球（哺乳類以外の動物は血小板を持たず，
血小板前駆細胞の巨核球に類似する有核の
「栓球」が止血血栓形成を担う），白血球，
それらの前駆細胞等の血球細胞の特徴や造
血系の概観を得るに至った（基盤研究（C）
番号 20570063 等）。ツメガエルではヒト胎児
と同様に，主に肝臓が造血を担い，その証拠
に血球前駆細胞が肝臓に局在することが判
明した。従ってツメガエルの EPO 或いは TPO
の組換え体を肝臓の細胞に添加して培養す
ると，赤血球や栓球が出現する。 
 
２．研究の目的 
南極のコオリウオとウナギの幼生を除き，全
ての脊椎動物は赤血球をもつ。動物のもつ調
節系の多様性と普遍性の理解を進める上で，
血球産生（造血）は格好の題材である。そこ
で，進化的な位置づけで重要な両生類に着目
し，アフリカツメガエル及びネッタイツメガ
エルの末梢赤血球数及び末梢栓球数の調節
の分子機構を解明する。本研究は主に次の 2
つの課題に注力した。 
（1）環境ストレスに応答して変動する血球
産生の調節を調べるための in vivo動物モデル
を確立し，血球系細胞の特異的検出のための
モノクローナル抗体作出など，造血解析のた
めの各種の実験手段の整備をおこなう。 
（2）EPO や TPO 等の造血因子やそれらの受
容体の造血変動に伴う発現変化を調べる。 
（3）環境ストレス（酸素，温度）に応答す
る造血変動の姿や機序を明らかにする。特に，
低温曝露により誘導される汎血球減少症（図
1）の機序の詳細を解析する。 
 

３．研究の方法 
（1）実験動物 
①アフリカツメガエルは，成体（体重 20～
50g）の野生型成体（♂，♀）を専門業者より
購入した。幼生（オタマジャクシ）は自家繁
殖ないし専門業者より入手した。尚，基準遺
伝子の取得（cDNA クローニング）や細胞移
植実験を検討する場合は，J 系統（新潟大学
理学部井筒ゆみ教授より分与された第 36 代
近交系個体とその子孫）を予定した。②2 倍
体染色体生物ネッタイツメガエルは，ナショ
ナル・バイオリソース・プロジェクト
（NBRP；広島大学 両生類研究所）より分与
して頂いた。 
③モノクローナル抗体作出における免疫動
物マウス（BALB/c）や，ポリクローナル抗体
作出における免疫動物ウサギ（Slc:NZW 系
統）は各々専門業者より入手した。 
④ツメガエルの諸解析結果を小型魚類と比
較するためのメダカの系統個体や BAC クロ
ーンは，NBRP（基礎生物学研究所）より分
与して頂いた。 
（3）末梢血採血・試料投与・血球鑑別 
①成体の経時採血や薬剤血管投与では採血
具を自作し，心採血・心投与を行った。 
②血算（顕微計数）：末梢血球数の計数は，
塗抹標本あるいは遠心塗抹標本を作成して
化学染色後に算定した。 
③血球前駆細胞などの細胞像による鑑別が
確立していない細胞は，フローサイトメトリ
ー（コールター社 FC-500，ベクトン・ディキ
ンソン社 FACS Aria）を用いて，前方散乱光
（FSC），側方散乱光（SSC），各種の自作抗
体による特異的染色，DNA/RNA のアクリジ
ンオレンジ染色などを併用し分析，分取した。 
（2）低酸素 in vivo ツメガエルモデル作出： 
ツメガエルは肺呼吸で約 80%，皮膚呼吸で
20％の酸素を取り入れる。ツメガエル全身の
低酸素化を再現性良く惹き起すために「潜水
モデル（図 2）」を考案した。飼育水を窒素で
曝気し，水没させた網カゴ内にツメガエルを
入れ，一時的に皮膚呼吸のみに制限するモデ
ルである。 



図 2： ツメガエル潜水モデル 

 

図 3 低温曝露ツメガエルの栓球 

 

低温下で栓球の循環数は減少（図 1）し，血管内
皮細胞へ接着（A）する。また紡錘型（B）から球
状（C）へ形態が変わる。（走査電顕像）。 

（3）低温曝露 in vivo ツメガエルモデル：既
に報告した方法（図 1；Maekawa ら，J Exp Biol. 
2012）で実施した。 
（4）抗体群の作出：ハイブリドーマを半固
形培地中で求める特性をもつ抗体を高速選
別して単クローン化した。細胞培養法で得た
抗体含有液よりアフィニティー精製した。 
（5）ショットガンプロテオミクス：基本的
な手順は既に報告した方法（Nagasawa ら，
Biol Open，2013）で実施した。即ち，低酸素
/低温暴露後の臓器や細胞から抽出した蛋白
質を LC-MS/MS 分析に付し，蛋白質リストを
in silico パスウエイ・GO 解析（エルゼビア社
PathwayStudio）に進めた。 
（6）そのほか，造血因子，造血因子受容体
の cDNA 取得，組換え体調製，細胞・組織の
mRNA 発現量の RT-PCR，qRT-PCR 測定，血
球前駆細胞コロニーアッセイなどの諸手法
は，既に報告した方法で実施した。 
 
４．研究成果 
（1）モノクローナル抗体，組換え造血因子
の作出 
EPO，TPO のモノクローナル抗体作出の着手
については，免疫抗原となる遺伝子組換え体
の調製方法から再検討した。また，異質 4 倍
体遺伝子をもつアフリカツメガエルの全ゲ
ノムが解読された結果（Session ら，Nature, 
2016），従来議論されてきた 2 種のサブゲノ
ム由来のホメオログ遺伝子（L 型, S 型）の存
在がより明瞭になった。実際に，EPO や TPO
のそれぞれには L 型，S 型が存在し，各々の
発現量は発生段階で一致することはない。こ
うした新たな科学的事実が判明したため，血
球造血因子定量のための ELISA 構築の展開
を延期した。この結果，血中定量系を基礎と
する課題は，本研究期間内では完成すること
ができなかった。この状況を補完するために，
EPO 定量系については培養上清等の試料で
あれば定量測定可能な ELISA を試験的に開
発した（血液試料については尚も検討を要す
る）。また，必要に応じて in vitro バイオアッ
セイで代替えした。一方，EPO 受容体，TPO
（Mpl）受容体を認識するモノクローナル抗
体産生ハイブリドーマの選別，作出，抗体性
状の確認は順調に進んだ。最終的にフローサ
イトメトリー解析で使用可能な抗体を含む
抗 EPO 受容体 3 種，抗 TPO 受容体抗体 2 種
の作出に成功した。既に作出した抗栓球モノ
クローナル抗体 T5，T12（Tanizaki ら，Exp. 
Hematol., 2015）と併せて，これらを大学連携
バイオバックアッププロジェクト（IBBP，基
礎生物学研究所）へ委託保管を行った。 
遺伝子組換え EPO と TPO，それぞれの細胞
外領域分子については，動物細胞発現系を用
いて発現させ，血球系細胞コロニー形成能を
もつ組換え体であることを確認した。また，
結晶構造解析等に資する組換え体調製のた
め，大腸菌発現系に大幅な改良を進めた。 
（2）低酸素 in vivo ツメガエルモデルの確立

と低酸素応答の解析 
アフリカツメガエル成体を低酸素環境に曝
露するために，窒素曝気によって飼育水の溶
存酸素濃度を 2.2 mg/L に下げ、ツメガエルを
虫かごに補足し 30 分浸水後，自由に 5 分間
肺呼吸させた。これを 6 サイクル繰り返す反
復潜水モデルを確立した（図 2）。潜水個体の
肺と肝臓の 95%以上の細胞は低酸素マーカ
ーのピモニダゾール陽性で低酸素化を認め，
肺水腫様の肺障害も認めた。またマロンジア
ルデヒドを測定する脂質過酸化測定法によ
る酸化ストレスを検出した。従って肺で高発
現する EPO の組織障害修復活性を調べる有
用なモデルが確立した。 

（3）低温曝露 in vivo ツメガエルモデル解析 
①低温曝露後の特に末梢栓球数減少に注目
した検討を深化させた。22℃で飼育したアフ
リカツメガエルを水温 5℃の環境へ移し，抗
栓球抗体（T12）陽性の末梢栓球数数変化を
フローサイトメトリーで計測し，また体外で
蛍光標識した栓球の再輸血後の臓器分布を
追跡した。その結果，低温曝露 2 時間後から
6 時間後に末梢栓球数は最低値に達し，その
後も低低値を維持した。栓球の一部は脾臓に
移行した。低体温に伴って心拍数と血流量は
低下し（Omega Flow による測定），80％程度
の栓球が末梢循環から消失し，6 時間後に最
小値となった。しかしその後 22℃に復温する
と再び末梢循環栓球数は回復した。次に，低
温曝露によって，栓球は血管壁に接着する可
能性を考え，正常個体，低温曝露個体，復温
個体から下大静脈を回収し、血管壁を走査型
電子顕微鏡で観察し付着栓球を計数したと
ころ，低温下では血管壁に栓球の有意な数の
接着を認め，復温期に栓球の接着は観察され
なかった（図 3）。従って，温度依存性の栓球
の血管壁接着が低温ストレスによる栓球減
少症の一因であることが判明し，温度依存的



な栓球の血管壁接着の分子機序の解析を進
めた。 
②in vivo の環境応答解析では，着目する細胞
動態の追跡は重要になる。このため自治医科
大学・分子病態研究部・西村智教授らの支援
を得て，二光子顕微鏡により世界で初めて血
流中の有核栓球，有核赤血球，白血球のイメ
ージングに成功した。その結果，低温下のア
フリカツメガエル汎血球減少症の発症機序
と末梢血球動態を in vivoイメージングによっ
て解析する実験系構築の目途が立った。 
④将来，ゲノム編集を適用した in vivo 解析・
検証系の構築を前提にして，ネッタイツメガ
エルの血球数調節の低温応答についても検
討を進めた。低温耐性が弱いネッタイツメガ
エルでも温度設定を調整することで低温曝
露モデルの構築が可能であった。 
 
（4）プロテオミクス解析 
上記，低温曝露時の栓球の血管壁への接着に
関与する分子群の特定を進めた。in vivo モデ
ルにおける分子解析には困難が伴うため，ま
ず，in vitro で低温処理した栓球の含有蛋白質
変動について，LC-MS/MS によるショットガ
ンプロテオミクス解析へ進めた。GO／パスウ
エイ解析で有意な変動を示す特徴的な分子
群は，現在までに特定できていない。そこで
血管内皮細胞側の低温応答を調べることに
した。北里大学伊藤道彦研究室で樹立された
アフリカツメガエル幼生から樹立された血
管内皮系 XLgoo 細胞（Mawaribuchi ら，
Endocorinol., 2008）を分与して頂き，XLgoo
細胞と栓球との接着を in vitro 低温培養系で，
低温依存性の両細胞の接着が確認できたの
で，分子解析を進め解析中である。 
（5）そのほかの重要な成果と今後の展望 
第１年度，第２年度の取り組みは，組換え体
作出や，それに伴う抗体群の作出で試行錯誤
を要したが，総合的にみて「造血と環境」と
いう視点の研究として充実して進行してき
た。本研究着手時に明確に想定していなかっ
た展開項目が 2 点ある。一つは，本研究の展
開で作出したモノクローナル抗体を利用し
て，哺乳動物各種，ゼブラフィッシュなどに
続いて，両生類で初めて造血幹細胞（候補）
となる細胞画分を同定したことと，二つ目は，
低温曝露モデルにおいて主要造血器である
肝臓以外の臓器で造血スイッチが入る現象
を発見したことである。これらの 2 点とも，
基礎と応用を結ぶ実験血液学あるいは動物
生理学の新たな重要な知見である。今後，
様々な領域の研究者達からアドバイスを頂
きつつ，ツメガエルモデルで見出した「造血
と環境」の研究成果の検証を拡大し，造血研
究一般に波及するような普遍的知見の獲得
を進めていきたいと考えている。 
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