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研究成果の概要（和文）：血小板産生の親細胞である巨核球が生体骨髄の血管外から血管内に細胞質を出し、血
流刺激下に血小板を産生する画像を特殊なベクトル解析によってさらに詳細に再検証した。その結果、血小板産
生イベントが持続的に観察される骨髄巨核球の細胞壁に対しては血流中に乱流が起きていることを見出した。こ
の観察結果を実証する新規モデルの培養槽を準備し、乱流概念中のどの物理パラメーターによって、巨核球のリ
モデリングが制御され、血小板産生が促進されるかのメカニズムの一端を明らかにした。この成果は、乱流刺激
が制御する血小板産生機構解明という新規の研究領域を創出した。

研究成果の概要（英文）：We aimed to establish a novel "megakaryocyte maturation / platelet release 
system" that enables to generate bona fide platelets with the same function as in vivo with high 
efficiency. Based on the live bone marrow observation of mouse megakaryocytes protruding their 
cytoplasm into sinusoid blood vessels and producing platelets under blood flow stimulation, we 
analyzed flow vectors in those images. The results indicated that turbulence in the blood flow are 
present adjacent to the cell wall of megakaryocytes from which platelet production event is 
continuously observed. We then prepared a new model culture tank that demonstrated new mechanisms of
 how turbulence regulates remodeling of megakaryocytes and promotes platelet production. Using this 
model, we found conditions that enabled to produce 100 billion platelets by 8L-scale tank. These 
findings led to creating a new research area of a turbulent flow-controlled thrombopoiesis 
mechanism.

研究分野：幹細胞、再生医療
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１．研究開始当初の背景 
我が国では近年若年層の献血ドナーが急激
に減少し、厚生労働省の統計的予測では 2027
年には輸血必要量の実に１／５が不足し、こ
のままでは患者の救命が困難であるとの報
告がされた。血小板は室温保存が必須で採血
後７２時間しか有効期間が無く、海外からの
輸入も不能であるため早期の対応策が急務
である。血小板の産生・製造は、すべての血
液を生み出す‘多能性造血前駆細胞’から血
小板産生前駆細胞 ‘巨核球’を経て巨核球
の細胞質が断片化することで産生される。予
想される生体内の血液産生を模倣した培養
システムでは、(i)産生巨核球数、(ii)１個
当たりの巨核球からの血小板産生数が極度
に低効率であった(J Exp Med, 2010)。そこ
で、申請者は先ず ‘巨核球’を生体外で大
量に増幅させた上で成熟させる全く新しい
方法を確立した（Cell Stem Cell, 2014）。
本法は元細胞（臍帯血 CD34 細胞、あるいは
iPS 細胞）に遺伝子操作を加えることで‘自
己複製’によって数ヶ月に渡り一定した品
質で巨核球を増やす事が可能な技術である
（imMKCL、不死化タイプの巨核球細胞）。し
かし、生体内骨髄環境での産生効率が１個の
巨核球で 1000~2000 個と推測される一方で、
生体外培養下の最大産生数は依然として
10~30 個と低効率であり、生体内環境の欠落
がその原因と推測された。 
 
２．研究の目的 
生体内に存在する組織幹細胞ニッチの維持•
増殖機構の解明を通じた、生体外での人工ニ
ッチ再構成の成功が希求されている。しかし、
多くの細胞や組織を生体内と同じ構造・機能
を持つ状態で維持・分化成熟させることが実
現できずにいる。申請者の生体外製造の標的
細胞は、止血機能および DDS（ドラッグデリ
バリー）として働く血小板である。本研究は、
①生体内（骨髄内）血小板産生の場の画像解
析から得られる血流・shear 速度、②生体内
血小板産生環境場における細胞外基質特性
解析、③生体外再構築に資するための材料選
定、を通じて、医療機器開発を出口とした“血
小板産生を生体外製造する為の機器”の製造
に繋がる基盤技術を開発する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) マウス骨髄内部での血小板産生の‘場’
をマーキングし、検体分解後の特定細胞外基
質の種類と混合比率を蛋白アレーと代謝産
物測定に基づく新規の手法によって解明す
る。 
(2) 静止時、shear 依存的状態での巨核球由
来miRNAリストとそれぞれの血小板放出を指
標とした標的分子及びその機能メカニズム
を明らかにする。 
(3) 2013 年に発表した PDMS を基盤とするデ
バイスを基に、１）２）で明らかにする情報

から細胞外基質材料とその比率を決定し、
shear 速度を随時変換させながら miRNA 効果
を厳密に制御し、血小板放出を最大限に引き
出す条件を加味した新規血小板放出製造装
置を製造する。また、産生された血小板の機
能・安全性試験も実施する。 
 
４．研究成果 
 
(1) 血小板産生“場”の分子機構解明を達成 
GFP 発現巨核球遺伝子改変マウスの骨髄内部
を２光子顕微鏡で観察した結果をH27年５月
に Journal of Cell Biology に発表した
（IL-1α induces thrombopoiesis through 
megakaryocyte rupture in response to acute 
platelet needs）。この発表論文で使用した
解析技術の改良および解析ソフトの開発を
通じて定常状態における生体内血小板放出
を解析した。その結果、“ずり応力”も関与
するものの、“ずり応力”以外の物理法則が
血小板放出、血小板産生に寄与していること
を示唆するデータを取得した。本データを元
に生体外での大型血小板製造用バイオリア
クターの開発を進めた（Cell, 2018年７月）。 
 
(2) in vitro 培養下血小板産生に寄与するフ
ィーダー細胞由来の因子（群）データベース
の構築 
巨核球成熟に関与する beta1 tubulin 遺伝子
座にvenusレポーターをノックインした巨核
球細胞株を作製し、巨核球成熟促進化合物・
血小板放出促進化合物のドラッグスクリー
ニングを実施して新規の薬物、物質のリスト
化を達成した（論文投稿中）。 
 
(3) 巨核球の成熟過程における不均一性の
解析およびその解除に向けた方法の開発 
上記(2)で作成した beta1 tubulin venus レ
ポーター巨核球細胞株は、ドキシサイクリン
（DOX）非存在培養液条件下におくと、その
遺伝子に組み込まれているDOX依存性誘導因
子(c-MYC, BMI1, BCL-XL)が発現オフとなっ
て増殖が止まり成熟が促進される。一方、そ
の成熟過程においては特異マーカーTUBB1 の
発現が上昇し、蛍光タンパク質 VENUS の発現
強度が経時的に強くなって行くことが観察
される。巨核球細胞株が自己複製により細胞
増殖する過程でも、一部の細胞において



VENUS が発現することを見出した。そこでこ
のVENUS発現を指標に細胞増殖期における巨
核球細胞株のクローニングを試みた。その結
果、先ず細胞増殖期において既に VENUS の発
現が見られる細胞をクローニング培養し、
VENUS 発現比率が非常に高い複数のクローン
細胞集団を得ることに成功した。次にこの
VENUS 発現比率が高い集団を、さらに VENUS
の発現強度の高い集団と弱い集団に分けて
解析を行ったところ、VENUS 発現が高いサブ
クローン集団では、巨核球マーカー比率が
98％以上であることを確認した。また、血小
板産生能力も選別以前の不均一な細胞集団
に比し、平均で3倍以上に改善した。そこで、
計画していた Single-cell RNA sequencing 
(RNA-seq)に関する既存の方法による上記
VENUS high と lowでの遺伝子発現の差を検証
し、下記の別の方法によるクローニング方法
によって見出した遺伝子２つを含む原因遺
伝子候補を同定した。加えて、細胞内部の挙
動分子に着目し、京都大学 iPS 細胞研究所の
斎藤博英教授が開発したmiRNAスイッチ法を
導入し、巨核球細胞株はある特定の miRNA に
対する反応性において血小板産生能（放出
能）が高い集団と低い集団に分離可能なこと、
遺伝子発現プロファイルの検証によって、特
異的な遺伝子の発現が血小板産生における
不均一性の指標になることを見出した。つま
り巨核球細胞株のバリデーションに使用可
能な指標を見出した。結果をまとめると、[1] 
巨核球細胞株の不均一性を呈する原因の一
端となる制御機構の発見、[2] miRNA スイッ
チ法を応用することにより、フローサイトメ
ーターを用いない生物由来原料基準に適合
する細胞集団単離技術の開発に繋がる知見
を得た。 
 
(4)3 年間の総括 
本研究課題の目的は、生体内に存在する特定
の細胞の特異的ニッチ機構の解明を通じ、生
体内と同じ機能をもつ血小板を高効率で放
出産生させる“巨核球成熟・血小板放出シス
テム”の構築である。前年まで、物理刺激、
特に従来から想定されている shear stress
刺激によって放出されるエクソゾーム由来
の miRNA が巨核球に働きかけて、巨核球のリ
モデリングを通じて成熟を促進するとの仮
説に基づく検証研究を実施した。しかしなが
ら、miRNA は細胞増殖期の単核巨核球の機能
には関与する証拠が得られたが、成熟期の多
核巨核球への関与を明らかにできかった。 
 そこで最終年度は前年度までの観察結果
である、血小板産生の親細胞である巨核球が
生体骨髄の血管外から血管内に細胞質を出
し、血流刺激下に血小板を産生する画像を、
特殊なベクトル解析によってさらに詳細に
再検証した。その結果、血小板産生イベント
が持続的に観察される骨髄巨核球の細胞壁
に対しては血流中に“乱流”が起きているこ
とを見出した。この新たな知見を実証するた

め新規モデルの培養槽を準備し、乱流概念中
のどの物理パラメーターによって、巨核球の
リモデリングが制御され、血小板産生が促進
されるかのメカニズムの一端を明らかにし
た（Cell, 2018 年７月）。この結果、８L ス
ケールの培養槽を用いることで 1000 億個の
血小板を産生可能な条件を見出すことに成
功した。これらの研究成果は、乱流刺激が制
御する血小板産生機構解明という新規の研
究領域を創出し、次期基盤研究推進のための
新規の提案を行うことに繋がった。 
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