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研究成果の概要（和文）：　各種の血小板減少モデルマウスからの新生血小板では数種類の特定のmiRNA種が高
発現している事が示唆された。新生血小板中では 活性酸素種が開始シグナルとなりautophagosome形成により、
細胞内小器官の数の制御を通じて個々の血小板の質の保証と細胞集団としての均一性を担保し、同時にmiRNA制
御が行われている可能性が示された。
　臨床検体での測定系を考案し血小板減少を来す患者末梢血サンプルで測定した所、血小板減少の原因疾患 を
感度と特異性高く鑑別出来ることが明らかになった。特に免疫性血小板減少症、再生不良性貧血、骨髄異形性症
候群の間では、感度特異度が優れていた。 

研究成果の概要（英文）：Murine thrombocytopenia model showed that nascent platelets contained 
specific microRNAs. ROS triggered autophagy flux at megakaryocytic and nascent platelets, and 
autophagy regulated adequate distribution of cellular organelle and microRNAs in individual 
platelets.  In human specimens,  the ratio of autophagosome and RNA positive platelets were 
significant higher in immune thrombocytopenia. However, the ratio of autophagosome and microRNA 
positive platelets were significant lower in patients with myelodysplastic syndrome and aplastic 
anemia. Autophagy in nascent platelets may guarantee a quality of individual platelets via  
regulation of  adequate distribution of cellular organelle and microRNAs in individual platelets.

研究分野：血小板産生
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  
 血小板は、骨髄巨核球より産生される無核
の細胞である。ほ乳類の骨髄では１つの巨核
球より数千の血小板が産生される。トロンボ
ポエチンは、造血幹細胞より巨核球産生を促
す主要なサイトカインであるが、巨核球から
の血小板産生は抑制する。血小板産生を促す
主要な因子は未だ不明なままである。 
 また血小板産生過程は、新生血小板の放出
から始まるが、流血中で瞬時に行われており、
細胞内オルガネラがどのように適切に分配
され最終的に均一な細胞集団になることを
担保されているのか、そのメカニズムは不明
である。 
 一方、血小板中には microRNA が豊富に含
まれており、血小板以外の細胞、例えば血管
内皮細胞へ作用し機能的な影響を与えてい
る。正常あるいは疾病での血小板内 microRNA
種が変動し、血小板産生機構に影響を与えて
いる可能性がある。そこで我々は、「成熟あ
るいは新生血小板では異なる microRNA プロ
ファイルを持ち、それが母細胞である骨髄巨
核球に feed back シグナルを伝え、骨髄巨核
球での血小板産生開始や未熟血小板の成熟
を制御している」との仮説のもとに研究を計
画した。 
 
２．研究の目的 
 
 血小板産生の制御システムにおける
microRNA の関与およびその意義を明らか
にする。具体的にはマウスの血小板減少モデ
ルを用いて、新生血小板、成熟血小板、老化
血小板での microRNA プロファイルを網羅
的に検索し、さらに細胞生物学的にオルガネ
ラの均一性制御との関連を解明する事を目
的とする。 
 
３．研究の方法 
 
⑴種々の血小板減少モデルマウスの作成と
新生〜老化血小板分画の抽出。 
 抗マウス血小板抗体、プロテアゾーム阻害
剤、5FU, BCLX 特異的阻害剤等を投与し、そ
の血小板回復期に、骨随から近位〜遠位（下
大静脈、右心室、左心室、末梢静脈）より採
血した。採血した全血検体は新生〜老化の各
段階ごとの血小板のみを分離（比重遠心分離
またはセルソーター）後、以下の検討を行っ
た。 
 
(2)microRNA プロファイルの変化。 
 （１）により採取した新生〜老化血小板の
それぞれを、microRNA マイクロアレイ法にて
網羅的に解析し、新生〜老化における特徴的
プロファイルの検出。 
 
(3)オルガネラ均一性担保機構の解明。 
 （１）により採取した新生〜老化血小板の

それぞれを、電子顕微鏡による細胞内微細構
造およびオルガネラの形態や分布の検討、フ
ローサイトメトリーによる総 RNA 半定量、
Autophagosome および Autophagy flux の定量、
細胞内小器官（小胞体、ミトコンドリア）の
定量。さらにマウス新生血小板を培養し、各
種シグナル伝達およびautophagy関連薬剤の
添加による経時的変化の評価。 
(4)agonist 刺激した新生血小板と骨髄巨核
球を共培養し time lapse imaging で血小板
産生刺激または抑制効果の有無を評価。 
(5)血小板減少症患者の末梢血にて上記項目
を評価。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 抗マウス血小板抗体、プロテアゾーム
阻害剤、5FU, BCLX特異的阻害剤等を投与し、
その血小板回復期に採血を行うと、網状血小
板比率およびFSCの増加を認め最大で網状血
小板比率８０％を越える条件を把握した。採
血場所によるその変化は有意なものでは無
かった。この結果は、新生血小板は特定の解
剖学的位置や場所（肺動脈や末梢静脈）で成
熟するのでは無く、循環血液中で成熟してい
る事を示した。 
 
(2) 網状血小板比率および血小板数から、
新生血小板量が最大の時期に全血採血し、新
生血小板 rich なサンプルを、BSA グラデイエ
ント法、Optiprep 試薬、またセルソーター（On 
chip sort）にて RBC および WBC を除去した。
Purity はフローサイトメトリーで計測し、最
終的に混入する RBC,WBC を 0.1％以下でバイ
アビリテイ９８％以上で回収にする方法を
確立した。microRNA アレイへ用いたサンプル
は上記の高純度のサンプルを選んで行った。
一方精製過程や培養血小板の結果より採血
後には血小板の microRNA 量が極端に低下す
る時期があることが判明した。これは
microRNA を含む細胞質が、分泌や RNAase 等
による酵素分解以外にも何らかの機序で急
速に失われている事を示した。下記の実験結
果から生体内で条件を再調整し microRNA マ
イクロアレイによる網羅的検討を再度進め
ている。 
 
 
(3) 新生血小板が成熟老化する過程を電子
顕微鏡により超微細構造を詳細に追った。そ
の結果 autophagy により細胞内オルガネラ、
特にミトコンドリア、リボゾーム、小胞体が
処理されている像を認めた。中には血小板断
面の８０％を越える autolysosome が観察出
来た検体もあった。そこで新生血小板の
autophagy fluxを各種血小板減少モデルマウ
スで測定した所、新生血小板の autophagy 亢
進は生体内では２４時間以内に basal lebel
に復した。 



 次に新生血小板を in vitro で培養し、
Autophagy flux を亢進させた場合、それに
引き続き RNA が減少することが観察された。
この現象は microRNA 種も autophagy により
分解されうる事を示唆した。そこで実際に新
生血小板を in vivo および in vitro で追跡
していくと粗面小胞体やリボゾームが
autophagosome により消化されているのが観
察できた。また新生血小板の autophagosome
中にミトコンドリアを認め、mitophagy も同
様に生じていることを見いだした。一方、血
小板産生を行えるレベルまで成熟した巨核
球の細胞質では活性酸素種（ROS）が上昇し
ている。 
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図１ 巨核球の血小板産生像 
AB：成熟巨核球（赤：ミトコンドリア、青：
核、緑：細胞質）。C：血小板産生期の明視野
像（赤：ミトコンドリア、青：核）。D：C の
拡大図。既にミトコンドリアの分離が始まっ
ている。 
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図２：巨核球の血小板産生期のミトコンドリ
アの輸送 A:太い突起形成(赤：ミトコンドリ
ア)。B：Aの 30 分後。先端からの proplatelet

形成 
 
そこで ROS はレベルを血小板産生過程(図１
－３)でそれぞれ測定した所、巨核球、巨核
球より分離直後、成熟血小板では徐々に低下
していた。これらから、血小板分離時(図２)
に新生血小板(図３)では mitocondriaが継続
して盛んに ATP と ROS を産生しているが、時
間とともにmitophagyによりミトコンドリア
を減少させていく、または過剰に分配された
ミトコンドリアを消去していくことが想定
された。 
 
 
 
 
 
 

 
図 3：巨核球より分離した proplatelet 形の
新生血小板（緑：細胞質。赤：ミトコンドリ
ア） 
 
（４）実際に刺激新生血小板と巨核球の共培
養をtime-lapse imagingで評価を行ったが
巨核球の血小板産生亢進または低下を証明
出来なかった。この頃、他の研究者らにより
血小板は生体内で他の細胞由来の microRNA
を取り込み保持していることが示され
（Lyndsay. Semin Thromb Hemost.2016）、先
に判明した特定の microRNA 種が、母細胞の
巨核球由来であるか、新生血小板として分離
した後に取り込まれた他細胞由来物かを区
別する必要とが生じたが解析は困難であっ
た。また Dicer-1 欠損マウスの解析により、
血小板中の microRNA 種は血小板機能に関わ
る 事 が 示 さ れ た (Jesse 
W .Blood.2016;127:1743)。以上から我々の
特定した microRNA 種は、骨髄巨核球に feed 
back シグナルを伝える機能を持つよりも、血
小板の機能を制御している可能性が強いと
考えられた。 
 これらの理由により、新生血小板中の
microRNA 種が巨核球に影響を与えている仮
説を証明する為に、microRNA 種を生体内巨核
球でラベルした後に回収する方法を進めて
いる。また新生血小板中が成熟血小板になる
過程では、Autophagy がオルガネラレベルの
変化と血小板の形態的機能的成熟を制御し
ている可能性が明らかとなった。 
  
 
(５)ヒト末梢血を用いた血小板減少症の新
たな鑑別 
   岩手医科大学倫理委員会の承認のもと、
血小板減少や血小板低下を来したヒト末梢
血検体を用いて上記指標を測定した。疾患に
より Autophagosome 形成率、ミトコンドリア
量と膜電位を指標にした場合、血小板減少を
来した原因の鑑別と診断に有用な可能性が



示された。 
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