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研究成果の概要（和文）：脾摘マウスに窒素含有ビスプォスプォネート（NBP）とプェニルヒドラジン（PHZ）投与によ
り、肝臓での髄外造血、末梢血への有核赤血球の出現、さらは腹腔内大網部位でのHemal Node様構造の出現という現象
を得た。ヘモグロビンの遺伝子解析の結果、NMPとPHZの投与により、骨髄、肝臓、Hemal Node様構造内で成人型の赤血
球造血に加え、胎児型の赤血球造血が誘導されていることが明らかとなった。これまで、遺伝子異常での一次造血の報
告はなされているが、本研究のような遺伝子異常のないモデルでの一次造血誘導はこれまで報告されておらず、造血機
構への新しい知見を示すものである。

研究成果の概要（英文）：The treatment with nitrogen-containing bisphosphonate (NBP) and phenylhydrazine 
(PHZ) into mice enhanced the extramedullary hematopoiesis in the liver and induced the appearance of 
nuclear erythrocytes in the peripheral blood and hemal node like structure in the abdominal cavity. The 
gene analysis of hemoglobin showed the appearance of primary hematopoiesis in the bone marrow, liver and 
hemal node like structure inaddition to the secondary hematopoiesis. Our results first indicated the 
switch from the secondary to primary hematopoiesis in normal genomic animal model.

研究分野： 解剖学、組織学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

個体発生における血液細胞の産生は一次

造血により開始される。一次造血において最

初に形成される血液細胞は赤血球が主体で

あるが、成体型の二次造血で作られる赤血球

とは異なり、大型で成熟しても有核である。

また、グロビン遺伝子も成体型と異なり、H1, 

, を発現している。 

我々はこれまでの研究において、強力な骨

吸収抑制剤であるビスフォスフォネートの

中で側鎖に窒素を有する窒素含有ビスフォ

スフォネート(NBP)のマウスへの投与で、⑴

骨髄での赤血球造血の消失（赤血球造血のス

トローマ細胞である骨髄常在性マクロファ

ージの消失）、⑵脾臓における赤血球造血の

亢進を見いだした（Nakamura et al. 1999）。

この所見を基に、脾臓摘出マウスを用いて同

様に NBP 投与したところ、正常マウスと同様

に骨髄からの赤血球造血が消失し、肝臓にお

いて髄外造血が誘導される所見を得た

(Otsuka et al. 2011)。また、その赤血球造

血は主として類洞内で営まれており、クッパ

ー細胞が赤血球造血の支持細胞として機能

していることも見いだした。また、産生され

る赤血球は末梢血において無核であること

から、成体型の赤血球造血が肝臓で営まれて

いることも明らかとなった。 

２．研究の目的 

以上の所見をもとに、予備実験として脾臓

摘出マウスにPhenylhydrazineを投与し溶血

性貧血を誘導後、NBP を投与したところ、マ

ウス腹膜に高頻度に Hemal Node 様構造が誘

導されることを見いだした。更に、末梢血中

に有核の赤血球が認められることも明らか

となった。これまでに我々が得た結果、すな

わち、⑴肝臓における髄外造血（主に赤血球

造血）の誘導、⑵末梢血内での有核赤血球の

出現、⑶Hemal Node 様構造の出現という３点

について詳細に解析を進める。 

３．研究の方法 

 脾摘マウスに Phenylhydrazine (40mg/kg)

投与後、NBP の Alendronate (40g/kg)を投

与し、１週後の肝臓、ならびに Hemal Node

様構造における造血動態について解析を行

う。実験スケジュールを下に示す。 

 

⑴末梢血の解析 

 ヘマトクリット値の解析：溶血性貧血誘導

と髄外造血誘導にともなうヘマトクリット

値の変動について解析を行う。 

 末梢血の解析：末梢血中の血球分画につい

て、主に Flow Cytometry を用いて解析を行

う。 

⑵肝臓における髄外造血巣の解析 

 免疫組織学的解析：各種単クローン抗体

（ TER-119, Gr-1, B220, 2C11, F4/80, 

ER-TR20 等）を用いて染色を行い、髄外造血

巣での造血動態を解析する。 

 グロビン遺伝子プロファイルの解析：一次

造血で使用されるグロビン遺伝子であるH1, 

, の発現の有無について RT-PCR を用いて

解析を行う。 

 造血関連転写因子の解析：GATA1、GATA2 や

一 次 造 血 に 深 く 関 与 す る Erythroid 

Krüppel-like factor 等の造血関連発現を

RT-PCR を用いて解析を行う。 

⑶ Hemal Node 様構造の組織学的解析。 

⑷ Hemal Node 様構造様構造における造血因  

  子、グロビン遺伝子プロファイル、造血関 

  連転写因の解析 

４．研究成果 

末梢血の解析 

NBP 投与群に PHZ を投与すると、ヘマトクリ

ット値の有意が減少ならびに時期が一致し

たエリスロポエチンの有意な上昇が認めら

れた。 



 

また、末梢血中に有意に TER119(+)CD71(+)

の幼弱な赤血球が出現し、ギムザ染色の結果、

有核赤血球であることが示された。 

 

骨髄解析 

 骨髄ではこれまでの報告通り、NBP 単独投

与で成熟赤血球 TER119(+)CD71(-)の減少が

みられ。PHZ 併用でも同様であったが、

TER119(+)CD71(+)幼弱赤血球はPHZ併用で有

意な増加結果を得た。 

 

肝臓解析 

 肝臓では、PHZ 併用で有意な成熟赤血球

TER119(+)CD71(-)の減少がみられた。また、

著しい TER119(+)CD71(+)幼弱赤血球の増加

を得た。組織学的、免疫組織学的解析の結果、

これらの細胞は sinusoid 中でクラスター形

成していることが確認された。 

 

 

ヘモグロビン解析 

 上記の解析結果で示されているように、

NBP と PHZ の併用により、幼弱型の赤血球が

多数誘導された。それらの赤血球が成人型の

ヘモグロビンあるいは胎児型ヘモグロビン

のどちらを発現しているかの解析を行った、

その結果、NBP と PHZ の投与により、HBa-x, 

Hbb-bh1 ならびに Hbb-y の胎児型ヘモグロビ

ンの発現が成熟型（Hba,Hbb1）に加えて認め

られた。また、In situ hydridization の結

果から、それら幼弱型赤血球はクラスター形

成をしていることが示された。 

 

 胎児型ヘモグロビン発現に GATA1、

GATA2 や 一 次 造 血 に 深 く 関 与 す る

Erythroid Krüppel-like factor（KLF）等の

造血関連発現が関与していることからその

解析を行った。その結果、胎児型ヘモグロビ

ン発現に関与する KFL-1, GATA-1 の発現増

強が認められた。 

 

Hemal node 様構造解析 

 NBP と PHZ の投与で腹腔内に赤褐色の Hemal 

node 様構造が誘導された。組織学的解析で、

巨核球の出現があることから、脾臓同様に活

発な赤血球を含む造血が営まれていること



が示された。RT-PCR の結果から、本構造内で

も胎児型赤血球造血が起こっておりことが

示された。 

 

 遺伝子異常のない正常動物で二次造血か

ら一次造血へのスウィッチを示す報告はこ

れまでになされていない。本研究結果がその

転換を示す最初のものである。 
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