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研究成果の概要（和文）：圧力、ずり応力、温度などの物理的刺激は、生体内で時間空間的に変化し、様々な恒
常性維持に関わっていることが推測される。我々は乱流刺激によりiPS細胞由来巨核球（imMKCL）からナルディ
ライジン（NRDC）分泌が誘導され、NRDCがペプチダーゼ活性依存性に血小板産生を誘導することを明らかにした
（Cell 2018）。本研究は、乱流によって誘導される「NRDC分泌」と「血小板産生」の因果関係、ペプチダーゼ
活性が寄与する機序を明らかにするため、NRDC欠損imMKCL、巨核球特異的NRDC欠損マウス、ペプチダーゼ不活性
型Nrdcノックインマウスの作製を試み、血小板産生などを検討した。

研究成果の概要（英文）：Physical stimuli such as pressure, shear stress, and temperature are 
spatiotemporally regulated in vivo and are presumably involved in various homeostasis. We have shown
 that turbulent induces nardilysin (NRDC) secretion from iPS cell-derived megakaryocytes (imMKCL) 
and that NRDCs induce platelet production in a peptidase activity-dependent manner (Cell 2018). To 
clarify the causal relationship between turbulent-induced NRDC secretion and platelet production and
 the mechanism by which the peptidase activity contributes, we have generated NRDC-deficient imMKCL,
 megakaryocyte-specific NRDC-deficient mice and peptidase-inactive Nrdc knock-in mice, and examined 
the process of platelet production. 

研究分野： 病態医化学　薬理学　内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
体内の細胞は、常に温度や圧力などの物理的刺激を受けています。これらの刺激を感知する受容体の発見に対し
て、2021年にノーベル医学生理学賞が授与されましたが、物理的刺激の生理病理学的役割はまだよくわかってい
ません。私たちは、物理的刺激のひとつである乱流が、NRDCというタンパク質の分泌を増やし、その結果血小板
の産生が増えることを見出しました。本研究は、そのくわしいしくみを明らかにし、ひいては血小板減少症の治
療につなげることを目的にして行いました。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
生体内において、あらゆる細胞は隣接する細胞、細胞外基質、血液を含む細胞外液などから物理
的刺激を受けている。物理的刺激には圧力、張力、せん断（ずり）応力、浸透圧や温度などが含
まれ、これらが時間空間的に変化することが生体の恒常性維持、逆に疾患発症にも関わっている
ことは容易に想像できる。物理的刺激が細胞内に伝達され遺伝子発現調節につながる経路（メカ
ノトランスダクション）はある程度解明されているが、同刺激によって特定のタンパク質分泌が
誘導される現象やその分子機構についてはよくわかっていない。最近我々は、乱流（動きが不規
則に絶えず変動している乱れた状態の流体）が iPS 細胞由来巨核球（imMKCL）からの血小板産生
を促進することを明らかにした。また乱流刺激によりナルディライジン（nardilysin, NRDC）、
IGFBP2、MIF などの分泌が誘導されるが mRNA レベルの変化は伴わないこと、NRDC 分泌は乱流強
度に比例して増加し、分泌した NRDC が血小板産生を正に制御していることが明らかになった。
NRDC はペプチダーゼ活性を有するが、酵素活性欠損変異体 NRDC（NRDC-E>A）には血小板産生誘
導作用を認めなかったことから、NRDC が酵素活性依存性に血小板産生に寄与していることが示
唆された（Cell 2018）。NRDC は典型的シグナルペプチドを有さないリーダーレスタンパク質で
あり、いわゆる unconventional 経路を介して分泌される。応募者は増殖因子 HB-EGF の共役受容
体として NRDC を同定（EMBO J, 2001）して以来、本分子が細胞内外で異なる活性を持つ多機能
分子であることとともに、細胞種依存性にいくつかの刺激（ホルボールエステル、β１刺激など）
が NRDC 分泌を誘導することを示してきたが（JBC2006, Nat Commun 2014 など）、巨核球におけ
る乱流ほど強く NRDC 分泌が誘導された例はなかった。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究においては、1) 乱流によって誘導される「NRDC 分泌」と「血小板産生」という２つの
事象の因果関係、2）ペプチダーゼ活性がいかに血小板産生に寄与するのか、を明らかにするこ
とを目的として遂行した。 
 
３．研究の方法 
 
1) NRDC 欠損 imMKCL の作製および解析：CRISPR-Cas9 システムを用いて NRDC 欠損 imMKCL を作
製し、1. 乱流（VerMES bioreactor を用いて発生させる）による血小板産生を対照巨核球と比
較。2. NRDC 欠損 imMKCL の培地に NRDC リコンビナントタンパク質を加えて血小板産生を検討。
NRDC 添加で血小板産生が誘導されれば、細胞外 NRDC のみで血小板産生が誘導されることの証明
となる。血小板産生が誘導できない場合は、細胞内 NRDC あるいは NRDC の細胞内から外への移動
（分泌）が必要だと解釈できる。 
 
2）imMKCL 由来リポソームによる検討：1)-2 で細胞外 NRDC による血小板産生が確認できた場合、
imMKCL 由来リポソームに NRDC タンパク質（対照：NRDC-E>A）を添加し、脂質２重膜の切断活性
を検討。 
 
3) プロテオミクスによる imMKCL 細胞表面基質タンパク質同定：野生型 imMKCL あるいは NRDC 欠
損 imMKCL を、A.NRDC タンパク質、B.NRDC-E>A タンパク質で処理後に、膜タンパク質分画を回
収。Terminal amine isotopic labeling of substrates (TAILS)法、C-TAILS 法を用いて、A、B
サンプルのタンパク質 N 末、C 末を質量分析で網羅的に解析する（研究協力者 Oded kleifeld: 
Nat Biotechnol. 2010;28:281-8.）。血小板産生が NRDC 酵素活性に依存したことから、Aサンプ
ルのみで切断されているペプチド末端の情報から、細胞表面における NRDC の基質膜タンパク質
を同定する。さらに NRDC-E>A タンパク質に付けたタグで免疫沈降して共沈する膜タンパク質を
質量分析で同定し、基質候補と重複するものを最優先候補基質とする。 
 
4）生体での血小板産生における巨核球 NRDC の役割：Pf4-Cre マウスと Nrdc flox/flox マウス
を交配し、巨核球特異的 Nrdc 欠損マウス (Pf4-Nrdc-CKO) を作製し、血小板数などを検討する。 
 
5）生体での血小板産生における NRDC 酵素活性の役割：酵素活性欠失型 NRDC ノックインマウス 
(Nrdc E>A KI)を作製し、血小板数などを検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
1) NRDC 欠損 imMKCL の作製および解析： 



2）imMKCL 由来リポソームによる検討： 
3) プロテオミクスによる imMKCL 細胞表面基質タンパク質同定： 
については、多施設との共同研究を含むため、現段階で未発表データについて言及することはで
きない。 
 
4）生体での血小板産生における巨核球 NRDC の役割：巨核球特異的 Nrdc 欠損マウス (Pf4-Nrdc-
CKO) を作製し、解析を行った。予想に反して、Pf4-Nrdc-CKO の血小板数は正常であったため、
マウス骨髄から巨核球を単離し、NRDC の発現量を mRNA レベルで検討したところ、野生型巨核球
と比較して 4割程度の発現低下に留まっていた。そこで全身性 Nrdc 欠損マウスのヘテロマウス
と交配し Pf4-Nrdc-CKO：Nrdc +/- を得て、巨核球における NRDC の発現量を野生型マウスと比較
したところ、NRDC 発現量は 1割程度まで減少していた。抗 NRDC 抗体を用いた組織染色において
も、巨核球における NRDC の明らかな発現低下を確認できた。しかしながら、Pf4-Nrdc-CKO：Nrdc 
+/- においても末梢血中の血小板数に有意な減少を認めなかった。以上から、巨核球特異的に
NRDC をノックアウトしても、static な状況下では、他の細胞から分泌される NRDC による代償
機構が働くことで血小板数には問題ないと考察した。現在、血小板産生が亢進する状況（抗 CD41
抗体による血小板除去後の回復過程）での検討を進めている。 
 
5）生体での血小板産生における NRDC 酵素活性の役割：ジーンターゲティング法にて酵素活性欠
失型 NRDC ノックインマウス (Nrdc E>A KI)のホモ接合体を得ることに成功したが、遺伝背景が
C57B6 では生後 2日以内に全て死亡することが明らかとなった。成体血球系の解析を可能にする
ため、全身性 NRDC 欠損マウス（Nrdc -/-）での経験を生かし、ICR マウスと戻し交配を 6世代行
ったところ、一定数の成体 Nrdc E>A KI/KI を得ることに成功した。予備的検討において、明ら
かな末梢血血小板数の減少は認めていないが、今後さらなる検討を続ける。 
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