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学 位 論 文 内 容 の 要 旨 

 

  博士の専攻分野の名称  博士（医 学）    氏 名  木村 弘幸 

 

 

学 位 論 文 題 名 

ヒト家族性血小板増多をきたす THPO 変異の解析および 

マウスにおける血小板高値に関する遺伝的考察 

 

 

(Genetic analysis of the human hereditary thrombocythemia and 

thrombocythemia in mice) 

 

【背景と目的】家族性血小板増多症(hereditary thrombocythemia, HT)は常

染色体優性遺伝を呈し、その臨床像は本態性血小板血症に類似する。その原因

として、THPO, MPL, JAK2 の胚細胞変異が報告されている。我々は家族性血

小板増多症家系に新たな THPO 遺伝子変異を同定し、その生理的機能を解析

することで発症機構を明らかにすることを目標とした。また、これまでに HT

の原因としていくつかの THPO の胚細胞変異が報告されているものの、それ

ぞれの mRNA の発現、翻訳効率については直接比較されておらず、既報にお

いて報告されている全ての THPO 変異をクローニングし、それぞれのトラン

スクリプト発現量、スプライシングパターン、蛋白発現量を比較した。マウス

モデルはヒトの疾患を研究する際に広く用いられており、マウスの血小板数が

ヒトよりも多いことはよく知られているが、その機序に関しては明らかではな

い。我々はヒトの HT について研究していく過程で、いくつかの遺伝子が家系

の血小板数を規定していることを見出した。マウスは種そのものがヒトに対し

て相対的血小板増多を来す遺伝的背景をもっているという仮説を立て検証し

た。 

【材料と方法】患者とその弟、母親の末梢血よりゲノム DNA を抽出した。抽

出したゲノム DNA を用いて、THPO, JAK2, MPL, CALR をサンガー法でシー

クエンスした。患者より得られた変異型と野生型の THPO を PCR 法で増幅し

てクローニングし、発現ベクターである pcDNA3 ベクターに組み込んで、変異

を含むベクターと野生型のベクターを作成した。作成したベクターをヒト胎児

腎細胞由来の細胞株 HEK293T にトランスフェクションした。トランスフェク
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ションから 72 時間後に培養上清と細胞を回収した。回収した細胞より抽出し

た RNA から cDNA を作成した。培養上清中の THPO タンパク濃度 ELISA 法

で測定し、cDNA を用いた RT-PCR で野生型および変異型 THPO 転写産物の

性状を解析し、RQ-PCR で THPO mRNA の発現量を解析した。また、細胞上

清とライセートでの THPO タンパクの発現をウエスタンブロット法で解析し

た。野生型 THPO 遺伝子と、既報において報告されている変異型 THPO 遺伝

子を部位特異的変異導入で作成し、クローニングした。変異型と野生型の

THPO を含んだベクターをヒト胎児腎細胞由来細胞株である HEK293T にトラ

ンスフェクションし、72 時間後に培養上清と細胞を回収した。培養上清中の

THPO タンパク発現をウエスタンブロット法で、THPO 転写産物の性状および

発現量を RT-PCR 法で比較した。マウスのヒトに対する相対的血小板増多につ

いては、ヒトの HT の責任遺伝子として報告されている THPO, MPL, JAK2

変異を公開データベース上のマウスリファレンスゲノムと比較した。 

【結果】サンガー法でシークエンスを行って THPO の塩基配列を解析したと

ころ、発端者と弟で THPO c.13+1 で G>A の一塩基置換を同定したが、その母

親にはみられなかった。変異型 THPO をトランスフェクションした細胞で

は、エクソン 3 を欠く THPO の転写産物がみられた。RQ-PCR では、野生型

THPO と変異型 THPO で THPO mRNA の発現量に有意差を認めなかった。

培養上清、細胞中のいずれにおいても変異型 THPO で有意に THPO タンパク

が高発現していた。THPO c.-31G>T では、変異がスプライシングサイトに位

置していないにも関わらず THPO のエクソン 3を欠く転写産物がみられた。

それぞれの変異型 THPO と野生型の THPO では mRNA の発現量に統計学的

有意差はなく、変異型 THPO をトランスフェクションした培養上清ではいず

れも野生型 THPO より THPO タンパクの発現が有意に亢進していた一方で、

それぞれの変異の間では THPO タンパクの発現量に有意差がみられなかっ

た。ヒト HT で報告されている MPL K39N がマウスにおいては Mpl N39 とし

て種全体で保有していることを見出した。Mpl N39 の動物種は、Mpl K39 の

動物種よりも血小板数が高い傾向があり、ヒトにおいても MPL K39N をヘテ

ロに持つ者より、ホモで持つ者の方が血小板数が高い傾向にある。 

【考察】当該家系において、THPO c.13+1G>A という胚細胞変異が、スプラ

イシング異常によって THPO タンパクの翻訳を妨げている uORF7 を欠失する

ことで翻訳亢進を介して HT の原因となる可能性が示唆された。既報における

どの変異においても、一様に THPO タンパクの翻訳が亢進する。THPO c.-

31G>T がスプライシングサイトに位置していないにも関わらずスプライシング

異常を引き起こすメカニズムとしては premature termination codons (PTCs)

による影響が考えられている。PTCs を含むエクソンは、スプライシングの際
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に取り除かれてしまうことが報告されており、これは nonsense-associated 

altered splicing (NAS) と呼ばれている 。THPO c.-31G>T では NAS によっ

て PTC を含んだエクソン 3 がスプライシングによって取り除かれ、エクソン 3

スキッピングが生じたと考えられた。MPL K39N はヒト HT 家系で同定され

た MPL Baltimore と呼ばれるものであり、THPO のクリアランス低下により

血中 THPO 濃度が上昇して HT を引き起こすことが知られている。マウスで

は Mpl39 番目のアミノ酸が N(アスパラギン)であることにより、同様の機序

で種として血小板数がヒトよりも相対的に高くなっている可能性が示唆され

た。 

【結論】新たな家族性血小板増多症家系において、原因遺伝子として THPO 

c.13+1G>A の胚細胞変異を同定した。当該変異が THPO 遺伝子のスプライシ

ングドナーサイト に位置するため、エクソン 3 スキッピングを生じ、THPO

の翻訳を抑制している uORF の構造を破壊することで THPO タンパクの過剰

生産を引き起こし、家族性血小板増多症の発症に寄与することを示した。それ

ぞれの THPO 変異において、統計学上有意差なく THPO タンパクが過剰発現

していた。既存の THPO 変異でみられる転写産物は uORF7 のフレームシフト

またはエクソン 3 スキッピングのいずれかである。我々はエクソンの途中に終

止コドンを生じる変異において、そのエクソンがスプライシングの過程で取り

除かれることを示した。哺乳類の血小板数を規定している因子の一つとして、

MPL の 39 番目のアミノ酸多型がある可能性を示した。 
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【略語表】 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

BSA  bovine serum albumin 

CML  chronic myeloid leukemia 

ELISA  enzyme-linked immuno sorbent assay 

ET  essential thrombocythemia 

FISH  fluorescence in situ hybridization 

HE  hematoxylin and eosin 

HT  hereditary thrombocythemia 

mRNA  messenger RNA 

NAS  nonsense-associated altered splicing 

ORF  open reading frame 

PTC  premature termination codon 

RQ-PCR relative quantification polymerase chain reaction 

RT-PCR reverse transcription polymerase chain reaction 

SNP  single nucleotide polymorphism 

uORF  upstream open reading frame 

WB  western blotting 

5’-UTR  5’-untranslated region 
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【緒言】 

ヒトおよびマウスの血小板数は、いくつかの遺伝子および、それによってコ

ードされるタンパク質によって規定されている。トロンボポエチン(THPO)は

主に肝臓で産生されるタンパク質で、巨核球の分化・増殖と血小板産生に重要

な役割を持つ成長因子である(Gurney, 1995)。THPO はその受容体である

MPL を刺激し、MPL はその下流の JAK2 を活性化することにより JAK-STAT

系に増殖シグナルを伝える(Kaushansky, 1998; Kaushansky, 2006)。 

ヒトの血小板増多をきたす疾患として本態性血小板血症(ET) が知られてい

る。ET の原因として、MPL, JAK2, CALR の体細胞変異が知られている。ET

は血栓や出血、骨髄線維化、白血病への進展といった合併症を起こす。 

孤発性の ET と異なり、家系内の遺伝的素因が原因で血小板増多をきたす疾患

として家族性血小板増多症(HT)が知られている。HT の病態は ET と類似して

いる。HT の原因として、THPO, MPL, JAK2 の胚細胞変異が報告されてい

る。新規の家族性血小板増多症家系の解析、既報の THPO 変異間でのスプラ

イシングパターン、THPO 発現量直接比較を行った。ヒトの疾患モデルとして

マウスモデルが広く用いられているが、ヒトに対してマウスの血小板数は高値

であることが知られている。ヒトの HT 家系における THPO 変異の解析か

ら、マウスの血小板増多が遺伝的に規定されたものであるという仮説に思い至

り、比較ゲノム解析によりヒト HT に関わる遺伝子変異をマウスのリファレン

スゲノムの中に見出した。 
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第一章 

 

新規の家族性血小板増多症家系における遺伝子変異の解析 
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【緒言】 

我々は血小板増多を来たし、本態性血小板血症様の病態をとる新たな家系を

見出した。血小板増多の家族歴が明らかとなり、原因遺伝子検索を開始した。 

本態性血小板血症(ET)は巨核球増加によって血小板数が増加し、血栓あるい

は出血の合併症を引き起こし、白血病に至る場合がある骨髄増殖性疾患であ

る。ET の原因として、JAK2, MPL, CALR の体細胞変異が知られている。一

方、家族性血小板増多症(HT)は常染色体優性遺伝の形式をとり、その原因とし

て THPO、MPL、JAK2 の胚細胞変異が報告されている。トロンボポエチン

(THPO)は主に肝臓で産生され、巨核球の分化・増殖と血小板産生に重要な役

割を持つ成長因子である。THPO 遺伝子は 7 番染色体の長腕に位置しており

(Gurney, 1995)、7 つのエクソンを持ち、肝臓における主な転写産物はエクソ

ン 2 から 7 のものである(Ghilardi, 1998) (図 1)。MPL は THPO をリガンドと

する受容体であり、巨核球と血小板の表面に分布する。THPO によって刺激を

受けた MPL は JAK2 を活性化することにより JAK-STAT 系に増殖シグナルを

伝える(Kaushansky, 1998; Kaushansky, 2006)。 

 

 

図 1. THPO 遺伝子の構造 

青い四角はエクソンを表す。幅の広い四角の部分は THPO タンパクとして翻

訳される部分である。青線はイントロンを表す。 

 

HT の原因としては THPO (Harrison et al, 1998; Jorgensen et al, 1998; 

Kondo et al, 1998; Wiestner et al, 1998; Ghilardi et al, 1999; Ghilardi et al, 

1999; Liu et al, 2008; Graziano et al, 2009; Zhang et al, 2011; Stockklausner 

et al, 2012; Jung et al, 2020; Prouzet et al, 2020)、MPL (Moliterno AR et al, 

2004; Ding J et al 2009; Liu K et al, 2009; El-Harith el HA et al, 2009; Teofili 

et al, 2010)、JAK2 (Mead et al, 2014) の胚細胞変異が知られている。我々は

新たな HT の家系を見出し、THPO 遺伝子のスプライシングドナーサイトに位

置する一塩基置換(THPO c.13+1G>A)を同定した。 

THPO c.13+1G>A という変異による転写産物、細胞内での THPO タンパク

の発現とプロセッシング、分泌量の変化については明らかにされていない。以
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上のような背景をふまえ、THPO c.13+1G>A が家族性血小板増多症の発生に

寄与する機序を明らかにすることを目的に実験を行った。 
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【方法】 

1. 倫理・コンプライアンス 

ヒト末梢血、ヒト骨髄検体を用いた検討においては、ヘルシンキ宣言に則り、

臨床研究「新規家族性血小板増多家系の原因遺伝子検索に関する臨床研究 

」としてプロトコールを作成し、北海道大学病院の自主臨床研究審査委員会の

承認を得た（医 17-037）。本研究は患者および家族より書面同意を得て、検体

を採取した。 

 

2. 細胞培養 

Human embryonic kidney 293 T (HEK293T) 細胞、ヒト肝細胞癌由来細胞

株 HepG2 は 10%ウシ胎児血清と 1%ペニシリン・ストレプトマイシンを添加

したダルベッコ変法イーグル培地（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）を用い、

37℃、5% CO2下で培養した。 

 

3. 家系 

 当該家系を図で示す(図 2)。患者は 20 代女性とその弟であった。両者とも血

液検査で血小板数の増多がみられた。父親と、父方の祖母も血小板数増多を指

摘されていた。一方で母親の血小板数は正常であった。父は慢性骨髄性白血病

(CML)の既往を持つ。 

 

 

 

図 2. 新規の家族性血小板増多症家系 

丸は女性、四角形は男性を表す。黒塗りは血小板増多がある者を表す。 

白抜きは血小板数正常の者を表す。矢印は発端者、斜線は死亡を表す。 

 

4. 患者検体 

 発端者の末梢血と骨髄、その弟と母親の末梢血の検体を解析対象とした。末

梢血よりゲノム DNA を抽出した。 
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5. 病理検査 

 発端者より得た骨髄検体を Hematoxylin and eosin (HE) 染色と、巨核球系

のマーカーである CD61 の免疫染色で評価した。 

 

6. 遺伝子解析 

 G-banding で発端者の染色体を解析した。BCR::ABL1 融合遺伝子を検出す

るため fluorescence in situ hybridization (FISH) 法を行った。患者のゲノム

を用いて JAK2、MPL、CALR、THPO の各遺伝子をターゲットにサンガー法

を用いて遺伝子の塩基配列を解析した。 

 

7. クローニング 

 変異を含んだ THPO と野生型の THPO を発現ベクターに組み込むことにし

た。ベクターのサイズを小さくして遺伝子導入を容易にするため、ヒト肝臓に

おける THPO の転写開始点であるエクソン 2 からイントロン 3 までをゲノム

DNA から取り出し、エクソン 4 からエクソン 7 までは cDNA を用いることに

した。患者の末梢血より QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hulsterweg, 

Netherlands)を用いてゲノム DNA を作成した。このゲノム DNA をテンプレ

ートとして、プライマー(フォワード 5’- CGTATGACCTGCTGCTGTGG-3’、

リバース 5’- GAGAAGCATGACCACGAGGAG-3’)を用いて以下の条件で PCR

を行った。98℃で変性、60℃でアニーリング、68℃で伸長反応のサイクルを

35 サイクル行い増幅させた。Thermus aquaticus DNA ポリメラーゼとして

PrimeSTAR GXL DNA Polymerase (TAKARA BIO INC. Shiga, Japan)を使用

した。ヒト肝細胞癌由来細胞株 HepG2 から TRI Reagent (COSMO BIO CO. 

LTD. Tokyo, Japan)を用いて RNA を抽出し、SuperScript III First Strand 

Synthesis System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)で cDNA を作成

した。この cDNA をテンプレートとして、プライマー(フォワード 5’-

CTCCTCGTGGTCATGCTTCTC-3’、リバース 5’-

TTACCCTTCCTGAGACAGATTC-3’)を用いて以下の条件で THPO を増幅する

PCR を行った。98℃で変性、60℃でアニーリング、68℃で伸長反応のサイク

ルを 35 サイクル行い増幅させた。Thermus aquaticus DNA ポリメラーゼとし

て PrimeSTAR GXL DNA Polymerase (TAKARA BIO INC. Shiga, Japan)を

使用した。増幅された PCR 産物を、1.5%のアガロースゲルに泳動し目的のバ

ンドをゲルカットし、QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hulsterweg, 

Netherlands) を用いて精製した。発現ベクターとして pcDNA3 (Invitrogen, 

Carlsbad, CA) を用いた。pcDNA3 を制限酵素である Hind III (TAKARA, 

Kusatsu, Japan)、Xho I (TAKARA, Kusatsu, Japan) で 37℃、12 時間かけて
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処理を行い開環した。このようにして得た THPO エクソン 2-4、THPO エク

ソン 4-7 の cDNA、pcDNA3 を In-Fusion HD Cloning Kit (TAKARA, 

Kusatsu, Japan)を用いてライゲーションし、発現ベクターを作成した。野生

型 THPO を組み込んだベクターを pcDNA3/THPO wt、変異型 THPO を組み

込んだベクターを pcDNA3/THPO c.13+1G>A とした (図 3)。 

 

 
図 3. ベクターの構造 

左下の円環はプラスミドベクターを表す。青線はイントロンを、青四角はエク

ソンを表す。細い青四角は 5’-非翻訳領域 (5’-UTR) を、太い青四角は THPO

蛋白として翻訳される遺伝子配列を表す。イントロン 3 のスプライシングドナ

ーサイトに当該家系の遺伝子変異がある。野生型と変異型の両方を作成した。 

 

8. トランスフェクション 

 作成した pcDNA3/THPO wt と pcDNA3/THPO c.13+1G>A に加えて、コン

トロールベクターとして GFP 発現プラスミドである pmaxGFP (Lonza, Basel, 

Switzerland) を用いた。これらのベクターをヒト腎芽腫由来細胞株である

HEK293T に一過性トランスフェクションした。トランスフェクション試薬と

して TransIT-293 Reagent (TAKARA, Kusatsu, Japan) を使用した。

HEK293T を用いたトランスフェクションの概要を以下に示す。トランスフェ

クション前日に 1.0×106個の HEK293T を 6 well プレートに撒いた。

pcDNA3/THPO wt 用のチューブには OPTI-MEM250μL、pcDNA3/THPO wt 

2.5μg、TransIT-293 7.5μL を混合した。pcDNA3/THPO c.13+1G>A 用のチ

ューブには OPTI-MEM 250μL、pcDNA3/THPO c.13+1G>A 2.5μg、
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TransIT-293 7.5μL を混合した。pmaxGFP 用のチューブには OPTI-MEM 

250μL、pmaxGFP 2.5μg、TransIT-293 7.5μL を混合した。それぞれのチ

ューブの反応液を室温で 30 分間インキュベートした。3 つのチューブの反応液

を各 well に加え、18 時間後に DMEM+1%FCS 2ml に培地交換した。37℃で

インキュベートを継続し、トランスフェクションから 72 時間後に培養上清を

回収し、HEK293T を剥離して回収し、遠心分離によってペレットとした。 

 

9. 培養上清中の THPO 濃度の測定 

 回収した培養上清を外注で検査会社 (SRL, Inc. Tokyo, Japan) に提出し、

Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay 法 (ELISA 法) で THPO タンパクの

濃度を測定した。 

 

10.  転写産物の解析 

回収した細胞でペレットを作成し、TRI Reagent (COSMO BIO CO. LTD. 

Tokyo, Japan) を用いて RNA を抽出し、その RNA から SuperScript III First 

Strand Synthesis System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)を用いて

cDNA を作成した。THPO のエクソン 2-6 をターゲットとした Reverse 

transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)を行い、得られた PCR 産

物をアガロースゲル電気泳動を行うことで転写産物の長さを解析した。アガロ

ースゲル上のバンドをカットし Gel extension kit (Quiagen, Hilden, 

Germany)を用いてゲル精製した。得られた産物に対しサンガー法でシークエ

ンスを行って塩基配列を確認した。プライマーは(フォワード 5’- 

CGTATGACCTGCTGCTGTGG-3’, リバース 5’- CAGAATGTCCT-

GTGCCTTGG-3’)を用いた。変異型と野生型の THPO で共通して発現している

配列であるエクソン 4-6 をターゲットとして relative quantification 

polymerase chain reaction (RQ-PCR)で THPO mRNA の発現を解析した。内

部コントロールとしてβ-actin を用いた。プライマーは THPO (フォワード 5’-

GTGGTCATGCTTCTCCTAACTG-3’, リバース 5’-

GGACCTGTCCAGAAAGCTGC-3’)、β-actin (フォワード 5’-

AGGCCGGCTTCGCGGGCGAC-3’, リバース 5’-

CTCGGGAGCCACACGCAGCTC-3’)を用いた。 

 

11. 細胞内の THPO 発現の測定 

トランスフェクションを行った細胞内および培養上清中での THPO タンパ

クの発現とプロセッシングを評価するため、ウエスタンブロット (WB) を行っ

た。回収した細胞のペレットを RIPA buffer (Nakalai tesque, Kyoto, Japan) 
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で処理し、ライセートのサンプルを作成した。内部コントロールとしてライセ

ートではβ-actin を、培養上清ではウシ血清アルブミン (BSA) を用いた。一

時抗体として anti-thrombopoietin (THPO) antibody (#ab196026, Abcam, 

Cambridge, UK), anti-β-actin antibody (AC-15, Sigma-Aldrich, MO), anti-

BSA antibody (66201-1-Ig, Proteintech, IL, USA) を用いた。二次抗体で染色

したあと、enhanced chemiluminescence detection system (Image Quant 

LAS 4000,GE Healthcare Chicago, IL) を用いてバンドを解析した。 

 

11. 統計解析 

2 群間の平均値の比較には t 検定を用いた。P 値<0.05 を有意とした。これら

の統計学的解析は EZR version 1.55 (Kanda, 2013) を用いて行った。 
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【結果】 

1. 身体所見と血液検査 

 患者(iii1)の腹部エコー検査では軽度の脾腫がみられた(109.4 mm×36.6 

mm)。筋骨格系の異常はみられなかった。当該家系の血液検査結果を表に示す

(表 1)。患者である(iii1)及び弟である(iii2)では血小板数の増多と血中 THPO 濃

度の上昇がみられた一方で白血球数、赤血球数は正常値であった (表 1)。父に

あたる(ii1)も同様に血小板数の増多がみられたものの白血球数と赤血球数は正

常であり、血中 THPO 濃度は測定されていない。患者の母親にあたる(ii2)は血

球数、血中 THPO 濃度ともに正常値であった。 

 

表 1. 当該家系における血球数と血中 THPO 濃度 

(ii1)は CML が寛解状態のときに得られた検査結果である。 

 

 

患者の末梢血液像では巨大血小板を伴った血小板増多がみられた。一方で、

白血球、赤血球には異型がみられなかった。末梢血塗抹標本を以下に示す (図

4) 。 

 

 

図 4. 患者 (iii1) の末梢血塗抹標本 

血小板増多がみられる。黒矢印は巨大血小板を指し示している。 
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2. 骨髄所見 

 骨髄生検で得られた検体では、血小板凝固を伴った巨核球の過形成がみられ

た。CD61 による免疫染色では異形成を伴った巨核球増加がみられ、本態性血

小板血症を含めた骨髄増殖性疾患との鑑別は困難であった。骨髄線維化を示す

指数である MF スコアは MF=0 であり、骨髄線維化は見られなかった (図 5, 

図 6)。 

 

 

図 5. 患者 (iii1) の骨髄生検標本 (HE 染色) 

巨核球の過形成がみられる。 

 

 

 

図 6. 骨髄生検標本 (CD61 染色) 

褐色に染色された細胞が巨核球である。異型を伴って増殖しており、骨髄増殖

性疾患、本態性血小板血症を示唆する所見であった。 
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3. 遺伝子解析 

 G-banding で患者の核型は 46, XX の女性正常核型であった。FISH 法で

BCR::ABL1 融合遺伝子は検出されなかった。JAK2V617F、JAK2 exon 12、

MPL、CALR の遺伝子変異はみられなかった。THPO のシークエンスでは発

端者とその弟ではイントロン 3 の 5’側に G>A の一塩基置換がみられた 

(THPO c.13+1G>A)。シグナルピークが野生型とほぼ等しかったため、片アレ

ルの胚細胞変異と考えられた。また、発端者とその弟で c.13+1G>A のおよそ

150 bp 上流に一塩基置換多型 (SNP) である rs956732 がみられた。THPO 

c.13+1G>A と SNP rs956732 は同一アレル上にみられた。一方で、血小板数

正常であった母親には SNP も THPO c.13+1G>A いずれもみられなかった (図

7, 8)。 

 

 
図 7. 当該家系における THPO 遺伝子のシークエンスデータ 

上段から母親(健常者)、患者、患者の弟の THPO 遺伝子の塩基配列を示してい

る。左側はエクソン 3 の 5’側にある SNP、右側はエクソン 3 とイントロン 3

の境界付近の配列である。 
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図 8. 当該家系における THPO 遺伝子変異と SNP の位置関係 

SNP rs956732 はエクソン 3 の 5’側に、c.13+1G>A はエクソン 3 とイントロ

ン 3 の境界付近に存在する。青矢印はシークエンス用のプライマー設定部位を

表す。  
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4. 転写産物の解析 

 回収した HEK293T のペレットより精製した cDNA を用いて RQ-PCR を行

い、その PCR 産物をアガロースゲル電気泳動した。THPO c.13+1G>A の

PCR 産物をアプライした RT+のレーンでは 350 bp 付近に明瞭なバンドがみら

れ、THPO wt の RT+の PCR 産物をアプライしたレーンでは 500 bp 付近に明

瞭なバンドがみられ、これらが主な転写産物とみられた。RT-のレーンではバ

ンドがみられず、RT+のレーンのみにバンドがみられたことから、バンドが転

写産物由来であり、DNase 処理が正常に行われたことが示唆された。その結果

を図 9 に示す。 

 

図 9. RT-PCR 産物のアガロースゲル電気泳動結果 

左端のレーンはマーカーである。左側が THPO c.13+1G>A の転写産物、右側

が THPO wt の転写産物である。RT の+/-は cDNA 作成時の逆転写酵素の有無

を示す。 
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それぞれのバンドを切り取り、ゲル精製しサンガー法でシークエンスしたと

ころ、THPO c.13+1G>A でみられたバンドはエクソン 2 の終端に続きエクソ

ン 4 の配列がみられ、エクソン 3 を欠く転写産物であった (図 10)。THPO wt

でみられたバンドはエクソン 2 とエクソン 3 が連続しており、野生型の転写産

物であった (図 11)。 

 

 

図 10. THPO c.13+1G>A の転写産物 

エクソン 2 終端の後、エクソン 3 の配列を欠き、エクソン 4 の 5’末端の配列が

続く。 

 

 

図 11. 野生型 THPO の転写産物 

エクソン 3 終端の配列に続き、エクソン 4 の 5’側の配列がみられた。  
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5. RQ-PCR 

 THPO wt と THPO c.13+1G>A の mRNA の共通部分であるエクソン 4-6 を

ターゲットに RQ-PCR を行い、THPO の mRNA 発現量を比較した。コントロ

ールとして pmaxGFP をトランスフェクションして GFP を発現させた

HEK293T から回収した cDNA を用いた結果を 1 としている。THPO wt と

THPO c.13+1G>A いずれも、GFP を発現させた細胞より THPO の mRNA の

発現量は高く、THPO wt と THPO c.13+1G>A の THPO mRNA の発現量は統

計学的に有意差がみられなかった (図 12)。 

 

 

 

 

図 12. THPO のエクソン 4 からエクソン 6 をターゲットにした RQ-PCR 

一番左はコントロールとして用いた GFP である。pmaxGFP をトランスフェ

クションした細胞における THPO mRNA の発現量を 1 とした。 
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6. 培養上清の THPO タンパク濃度測定 

回収した培養上清の THPO タンパク濃度測定結果を以下に示す。pmaxGFP

のみをトランスフェクションさせた HEK293T の培養上清における THPO タ

ンパク濃度より THPO c.13+1G>A および THPO wt をトランスフェクション

させた HEK293T の培養上清の THPO タンパク濃度が高値であった。THPO 

wt をトランスフェクションさせた細胞の培養上清より、THPO c.13+1G>A を

トランスフェクションさせた細胞の上清の THPO タンパク濃度が 5 倍ほど高

く、統計学的有意に高い濃度であった (図 13)。 

 

 

図 13. 培養上清の THPO タンパク濃度測定結果 

THPO c.13+1G>A で THPO タンパクの高発現がみられた。 

  



23 

 

7. ウエスタンブロット 

回収した細胞のライセートを用いたウエスタンブロットの結果を以下に示す

(図 14 左)。36 kDa および 55 kDa 付近に THPO のバンドがみられた。どちら

のバンドも THPO wt と比較して THPO c.13+1G>A で濃いバンドがみられ

た。内部コントロールとして用いたβアクチンのバンドは、いずれも同等の濃

さであった。 

次に、培養上清を用いたウエスタンブロットの結果を示す(図 14 右)。およそ

90 kDa 付近に THPO のバンドがみられた。THPO wt と比較して THPO 

c.13+1G>A で濃いバンドがみられた。コントロールとして用いた BSA は、い

ずれの検体でも同等の濃さであった。 

 

 

 

図 14. ライセートおよび培養上清のウエスタンブロット 

左がライセートのウエスタンブロットである。左上段が THPO、左下段が内部

コントロールのβアクチンである。右が培養上清のウエスタンブロットであ

る。右上段が THPO、右下段がコントロールの BSA である。 

 

培養上清においても THPO c.13+1G>A により THPO タンパクが過剰産生さ

れることが確認された。一方でコントロールである GFP をトランスフェクシ

ョンさせた well から回収した上清では THPO タンパクのバンドがみられなか

った。内部コントロールである BSA のバンドは 3 つのレーンで同等であっ

た。 

以上に示したデータから、THPO c.13+1G>A の変異により、THPO の

mRNA の発現レベルを変えることなく、翻訳レベルで THPO タンパクの過剰

発現が生じることが示された。
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【考察】 

これまでに HT の原因として報告されている THPO 遺伝子の変異は 5’-UTR 

(Kondo et al, 1998; Ghilardi et al, 1999; Graziano et al, 2009) とエクソン 3

及びイントロン 3 の境界付近に位置するスプライシングドナーサイトの胚細胞

変異である (Wiestner et al, 1998; Jorgensen et al, 1998; Zhang et al, 2010; 

Jung et al, 2020; Prouzet et al, 2020)。既報において報告されている THPO 変

異の位置を図に示す (図 15)。 

 

 

 
図 15. 既報における HT で見られる THPO 変異 

THPO 遺伝子のエクソン 3 とイントロン 3 の境界付近の塩基配列を示してい

る。左端の数字は読み枠を表す。0 が THPO 本体の読み枠である。 

 

THPO エクソン 3 終端とイントロン 3 の 5’側に位置するスプライシングド

ナーサイト の変異によって pre mRNA の正常なスプライシングが行われなく

なり、エクソン 3 を欠く THPO の mRNA を生じる (エクソン 3 スキッピン

グ)。開始コドンと終止コドンに挟まれた遺伝子配列を open reading frame 

(ORF)といい、タンパク質本体をコードしている配列より上流の ORF を

upstream open reading frame (uORF) という。THPO の野生型 mRNA は 5’-

UTR にいくつかの uORF を持ち、それらの配列が THPO タンパクの翻訳を抑

制している(Ghilardi et al, 1998)。 

エクソン 3 スキッピングにより uORF7 と THPO の開始コドン付近、uORF6

の末端が欠損した mRNA が生じ、uORF6 が THPO 本体をコードする ORF9

とインフレームで接続することで、翻訳抑制の配列を失った THPO タンパク

の翻訳が亢進する (図 16)。 
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図 16. 野生型 THPO とエクソン 3 スキッピングを起こした THPO mRNA の

比較 

THPO mRNA のエクソン 2-4 を示している。上段は野生型の、下段はエクソ

ン 3 スキッピングを起こした mRNA である。frame1, 2, 3 はそれぞれの

mRNA 上の読み枠を表している。長方形の中の数字は THPO 内の最上流から

数えた open reading frame の順番を表している。ORF5, 6, 7 は本来の THPO

をコードしている読み枠と異なる読み枠であり、THPO の翻訳に対して抑制的

に働く。 

 

血中 THPO タンパク濃度の上昇が HT 患者で確認されているが、THPO タ

ンパクは血小板や巨核球の表面に存在する MPL によって吸着され、細胞内に

取り込まれてしまうため、血小板や巨核球が増加した場合は取り込まれる

THPO タンパクの量もまた増大することになる (Kuter et al, 1994; Fielder et 

al, 1997)。そのため、HT 患者と健常者における血中 THPO タンパク濃度の差

は、必ずしもその生産量を直接反映するものとはいえないと考えられる。我々

の研究は血小板・巨核球が THPO タンパクと相互作用しない環境で変異型遺

伝子由来の THPO の翻訳が亢進することを示した。細胞のライセートを用い

たウエスタンブロットでは 36 kDa と 55 kDa のところに THPO タンパクのバ

ンドがみられ、培養上清を用いたウエスタンブロットでは 90 kDa 付近に

THPO のバンドがみられた。THPO は 36 kDa の前駆タンパクとして生成さ

れ、N 末側のシグナルぺプチドが取り除かれ、段階的な糖鎖修飾を受けると報

告されている (Kuter 2013)。 

Zhang らは、細胞 lysate 中にみられる 55 kDa の THPO タンパクと、細胞

外に分泌された 94 kDa の THPO タンパクが糖鎖修飾を受けたものだと報告し

ている (Zhang et al, 2022)。このことから、我々の実験結果も THPO タンパ

クの段階的な糖鎖修飾の過程をとらえており、ウエスタンブロットの結果か



26 

 

ら、変異型の THPO タンパク量はいずれの段階でも野生型より多く、野生型

と同様に段階的な糖鎖修飾を受けていることを示している。 

HT において既報及び当該家系で見られた遺伝子変異が反映されるのは

THPO タンパクの N 末端にみられるシグナルぺプチドの部分のアミノ酸配列

であるものの、シグナルペプチドとして重要な配列である疎水性アミノ酸に富

む部分は保たれる。THPO タンパクが成熟する過程でシグナルペプチドの部分

は取り除かれてしまうため、既報及び当該家系で見られた変異型 THPO 由来

タンパクのアミノ酸配列は野生型 THPO タンパクと同様となる (Wiestner et 

al, 1998)。我々は、それぞれの成熟段階において、野生型より変異型由来の

THPO タンパクが増加していることを示した。 

HT は巨核球系のみが影響を受けるポリクローナルな血小板増多症であると

されている (Teofili et al, 2011)。THPO 遺伝子の変異による HT の患者のうち

大部分は良性の血小板増多を呈すが、多発性骨髄腫 (Stockklausner et al, 

2012)、急性骨髄性白血病 (Posthuma et al, 2010)、B 細胞性悪性リンパ腫 

(Kikuchi et al, 1995)、骨髄線維症 (Posthuma et al, 2010) といった、造血器

悪性腫瘍を発症した症例が報告されており、当該家系においては 1 名が CML

を発症している。HT そのものが希少疾患であるため、HT と造血器悪性腫瘍

の因果関係及び機序は必ずしも明らかではない。ET の経過中に CML クロー

ンが出現する症例が繰り返し報告されている (Mizutani et al, 2010; Piccin et 

al, 2014; Xia et al, 2019)。また、JAK2 の活性化が遺伝子を不安定化させるこ

とが報告されており(Plo et al, 2008)、出生時からの恒常的な JAK-STAT 系に

対する刺激が HT における CML 発症に寄与している可能性が考えられる。し

たがって、HT 患者の長期フォローアップの際には血液悪性腫瘍を発症する可

能性を念頭に置くのが望ましい。 

HT の患者においては、合併症として血栓・出血を起こす例が報告されてい

る (Schlemper et al, 1994; Liu et al, 2008; Teofili et al, 2010)。Schlemper ら

は、11 人の患者を持つ HT の家系において、6 人が血栓による合併症を発症

し、2 人が出血による合併症が生じたと報告している (Schlemper, 1994)。後

年、この家系において THPO 遺伝子の変異 (c.13+1G>C)が世界で初めて同定

された (Wiestner et al, 1998)。Schlemper らが報告した家系では、血小板数

と血栓あるいは出血による合併症の頻度に直接の関係がみられなかったとされ

ている一方で、血栓による合併症を生じた 6 人のうち 5 人は 40 歳以上であっ

たという。このことから、血栓による合併症のリスクには年齢が関連している

可能性がある。家族性血小板増多症の血栓予防に関しては、低用量アスピリン

が用いられている (Liu et al, 2008; Teofili et al, 2010; Jung et al, 2020)。

MPL の変異による HT では、血栓と出血の合併症は稀であると報告されては
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いるものの (Moliterno et al, 2004; El Harith et al, 2009)、MPL の膜貫通ドメ

イン変異 (S505N、L502G) は血栓と骨髄線維症のリスクが高いと報告されて

いる (Teofili et al, 2010; Rendo et al, 2022)。JAK2 変異による HT に関して

は 6 人の患者のうち 3 人に血栓の合併症がみられ、3 人全員が 40 歳以上であ

った (Mead et al, 2012)。これらのことから、40 歳以上または MPL の膜貫通

領域の変異による HT 患者には血栓の一次予防としての低用量アスピリンまた

は抗血小板薬の投与が考慮される。当該家系においては、介入は行っていない

ものの今のところ血栓・出血の合併症を生じていない。HT に対する最適なマ

ネジメントに関しては、未だ確立されていない。 

我々は THPO c.13+1G>A という胚細胞変異による新たな HT の家系を同定

した。我々は、この変異がスプライシングドナーサイトに影響することで、エ

クソン 3 を欠く変異型の転写産物ができることを示した。変異型 THPO の

mRNA の発現量は野生型 THPO の mRNA と同等であるにも関わらず、変異

型の mRNA からは効率的に THPO タンパクが翻訳され血中の THPO タンパ

ク濃度が高値になることにより、HT が発症する。注意深い家族歴聴取と、血

清 THPO の濃度測定が HT と ET の鑑別に有用である。HT 患者に関しては、

血液悪性腫瘍、骨髄の線維化、血栓と出血の合併症の可能性があるため、注意

深いフォローアップが望まれる。 
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【総括と結論】 

新知見 

・THPO c.13+1G>A は THPO のエクソン 3 スキッピングを生じ、THPO の翻

訳が亢進することによって家族性血小板増多症の責任遺伝子変異となりえる。 

・THPO c.13+1G>A の変異は THPO mRNA の発現量に有意な影響を与えな

い。 

 

意義 

・家族歴を有する血小板増多症において、THPO 遺伝子変異を同定した。本変

異は THPO タンパクの機能変化を伴わず、翻訳効率上昇による THPO タンパ

クの高発現により血小板増多をきたす。 

 

今後の課題 

・HT の至適な治療に関しては統一された見解が得られていない。 

・これまで良性疾患と考えられてきた HT であるが、血液腫瘍の報告が散見さ

れるものの、詳しい関連はわかっていない。トロンボポエチン受容体作動薬の

長期投与により染色体異常が誘発されるか否かについては、はっきりとした見

解が得られていない。 

 

今後の研究展開 

・JAK2 阻害薬など、HT の至適な治療を検索する。 

・持続する血中の内因性 THPO 高値と血液腫瘍の関連について基礎・臨床そ

れぞれの面から検討する必要がある。 
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第ニ章 

 

家族性血小板増多症に関連する THPO 遺伝子変異の比較 
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【緒言】 

前章において、THPO c.13+1G>A という胚細胞変異が翻訳亢進を介して

THPO タンパクの過剰産生を起こし、HT の原因となることを示した。これま

でに HT の原因として報告されている THPO 遺伝子の胚細胞変異は 5’-UTR お

よびエクソン 3 のスプライシングドナーサイトに集中し 6 箇所が報告されてい

る(図 1) (Kondo et al, 1998; Kikuchi et al, 1995; Prouzet et al, 2020; Wiestner 

et al, 1998; Kimura et al, 2024; Zang et al, 2011; Jorgensen et al, 1998) 。そ

れぞれの変異は個別に報告されており、各変異における mRNA の発現の程

度、翻訳効率の差は直接比較されていない。そこで我々は既報において報告さ

れているそれぞれの THPO 変異をクローニングし、それぞれのトランスクリ

プト発現量、スプライシングパターン、蛋白発現量を比較することにした。 

 

 

図 1. HT の家系で報告されている THPO 遺伝子変異 

左端の数字は読み枠を表す。メインのタンパク質をコードしている読み枠を中

央に示し、１塩基ずれた読み枠を上下に示している。 

 

これらの THPO 遺伝子変異は成熟した THPO タンパクのアミノ酸残基を変

えることはないものの、野生型 THPO タンパクの過剰生産を引き起こす 

(Wiestner et al, 1998; Ghilardi et al, 1998)。このため、HT の診断にあたって

は血清 THPO タンパク濃度の測定が重要な要素となる (Nelson et al, 2016)。

THPO は巨核球と血小板産生に重要な役割を持つ成長因子である 

(Kaushanski 1998; Kaushanski et al, 2006)。THPO 遺伝子変異による HT は

常染色体優性遺伝を示し、血小板数は 437-1600×106/L の血小板増多となるこ

とが報告されている (表 1)。 
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表 1. 既報における家族性血小板増多症の原因遺伝子と血小板数及び機序 

NA=not available, uORF=upstream open reading frame. 

 

 

THPO タンパクの過剰生産に関するメカニズムについては、いくつかの変異

で同定されている一方で (Kondo et al, 1998; Prouzet et al, 2020; Wiestner et 

al, 1998; Kimura et al, 2024; Zang et al, 2011)、推測されているのみ、あるい

は明らかにされていない変異がある (Jorgensen et al, 1998; Ghilardi et al, 

1999)。これらの THPO 変異のうち、我々は既報において HT の原因として報

告されている変異をクローニングし、そのメカニズムと効果を明らかにするこ

ととした。 

  

THPO  mutation Estimated Function
Platelet count (×10

9
/L)

mean (range), N

THPO  c.-47delG
uORF 7 shifted to in frame with

THPO  coding sequence
1305.0 (847.9-1600.0), N=5

THPO  c.-31G>T

Early stop codon was created

shortening uORF 7 and

translational reinitiation

1189.0 (1095.0-1380.0), N=4

THPO  c.13G>A exon 3 skipping 750.0 (600.0-850.0) N=3

THPO  c.13+1G>C

THPO  c.13+1G>A
exon 3 skipping

763.0 (533.0-1516.0), N=11

995.5 (437.0-1558.0), N=6

THPO  c.13+2T>C exon 3 skipping 759.0 (555.0-1015.0), N=3

THPO  c.13+5G>A unknown NA (700.0-1000.0), N=4
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【方法】 

1. 細胞培養 

Human embryonic kidney 293 T (293T) 細胞を 10%ウシ胎児血清と 1%ペ

ニシリン・ストレプトマイシンを添加したダルベッコ変法イーグル培地

（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）を用い、37℃、5% CO2下で培養した。 

 

2. クローニング 

前章で作成した野生型 THPO を含んだベクターと THPO c.13+1G>A を含ん

だベクターに加え、既報で報告されている変異を含んだ 5 種類のベクター 

(THPO c.-47delG, THPO c.-31G>T, THPO c.13G>A, THPO c.13+2T>C, 

THPO c.13+5G>A)を PCR 法を用いた部位特異的変異導入法で作成することに

した。前章で作成した野生型 THPO を含んだベクターをテンプレートとし

て、プライマーは THPO c.-47delG (フォワード 5’-

GGAAGGATTCAGGGAGAGGC-3’、リバース 5’-

GCCTCTCCCTGAATCCTTCC-3’)、THPO c.-31G>T (フォワード 5’-

CCCCAAACAGTGAGCCACGC-3’、リバース 5’-

GCGTGGCTCACTGTTTGGGG-3’)、 THPO c.13G>A (フォワード 5’-

GAGCTGACTAGTGAGAACACACC-3’、リバース 5’- 

GGTGTGTTCTCACTAGTCAGCTC -3’) 、THPO c.13+2T>C (フォワード 5’- 

GAGCTGACTGGCGAGAACACACC -3’、リバース 5’- 

GGTGTGTTCTCGCCAGTCAGCTC -3’)、 THPO c.13+5G>A (フォワード 5’-

GAGCTGACTGGTGAAAACACACC-3’、リバース 5’- 

GGTGTGTTTTCACCAGTCAGCTC-3’)を用いて以下の条件で inverse PCR を

行った。98℃で変性、60℃でアニーリング、68℃で伸長反応のサイクルを 29

サイクル行い開環させて増幅させた。Thermus aquaticus DNA ポリメラーゼ

として PrimeSTAR GXL DNA Polymerase (TAKARA BIO INC. Shiga, 

Japan)を使用した。増幅された PCR 産物を、1.5%のアガロースゲルに泳動し

目的のバンドをゲルカットし、QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, 

Hulsterweg, Netherlands) を用いて精製した。得られた PCR 産物を In-

Fusion HD Cloning Kit (TAKARA, Kusatsu, Japan)を用いてライゲーション

し、ベクターを作成した。第一章で作成した野生型 THPO を組み込んだベク

ターを pcDNA3/THPO wt、THPO c.13+1G>A を組み込んだベクターを

pcDNA3/THPO c.13+1G>A とした。それに加え、新たに作成した THPO c.-

47delG、THPO c.-31G>T、THPO c.13G>A、THPO c.13+2T>C、THPO 

c.13+5G>A を含むベクターをそれぞれ pcDNA3/THPO c.-47delG、

pcDNA3/THPO c.-31G>T、pcDNA3/THPO c.13G>A 、pcDNA3/THPO 
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c.13+2C>T、pcDNA3/THPO c.13+5G>A とした。ベクターの構造を以下に示

す (図 2)。 

 

 

図 2. ベクターの構造 

黒矢印はスプライシングパターンを確認するための RT-PCR のプライマーを、

白矢印は mRNA 発現量を確認するための RQ-PCR のプライマーを表す。赤矢

印は変異の位置を表す。 
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3. トランスフェクション 

第一章において作成した pcDNA3/THPO wt と pcDNA3/THPO c.13+1G>A

に加えて、このたび作成した pcDNA3/THPO c.-47delG、pcDNA3/THPO c.-

31G>T、pcDNA3/THPO c.13G>A 、pcDNA3/THPO c.13+2C>T、

pcDNA3/THPO c.13+5G>A、そしてコントロールベクターとして GFP 発現プ

ラスミドである pmaxGFP (Lonza, Basel, Switzerland) を用いた。これらのベ

クターをヒト腎芽腫由来細胞株である HEK293T に一過性トランスフェクショ

ンした。トランスフェクション試薬として TransIT-293 Reagent (TAKARA, 

Kusatsu, Japan) を使用した。HEK293T を用いたトランスフェクションの概

要を以下に示す。トランスフェクション前日に 1.0×106個の HEK293T を 6 

well プレートのそれぞれの well に撒いた。トランスフェクションに用いる

DNA と試薬の混合物はそれぞれ別個の 1.5ml チューブで作成した。それぞれ

のチューブで OPTI-MEM 250μL、TransIT-293 7.5μL、そしてそれぞれのベ

クター2.5μg を混合した DNA 混合物を作成した。それぞれのチューブの反応

液を室温で 30 分間インキュベートした。3 つのチューブの反応液を各 well に

加え、18 時間後に DMEM+1%FCS 2ml に培地交換した。37℃でインキュベー

トを継続し、トランスフェクションから 72 時間後に培養上清を回収し、

HEK293T を剥離して回収し、ペレットとした。 

 

4. 転写産物の解析 

回収した細胞でペレットを作成し、TRI Reagent (COSMO BIO CO. LTD. 

Tokyo, Japan)を用いて RNA を抽出し、その RNA から SuperScript III First 

Strand Synthesis System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)を用いて

cDNA を作成した。THPO のエクソン 2-6 をターゲットとした Reverse 

transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)を行い、得られた PCR 産

物をアガロースゲル電気泳動を行うことで転写産物の長さを解析した。アガロ

ースゲル上のバンドをカットし Gel extension kit (Quiagen, Hilden, 

Germany)を用いてゲル精製した。得られた産物に対しサンガー法でシークエ

ンスを行って塩基配列を確認した。プライマーは(フォワード 5’- 

CGTATGACCTGCTGCTGTGG-3’, リバース 5’- CAGAATGTCCT-

GTGCCTTGG-3’)を用いた。変異型と野生型の THPO で共通して発現している

配列であるエクソン 4-6 をターゲットとして relative quantification 

polymerase chain reaction (RQ-PCR)で THPO mRNA の発現を解析した。内

部コントロールとしてβ-actin を用い、pcDNA3/THPO Wt をトランスフェク

ションした細胞における THPO mRNA の発現量を 1 とした。プライマーは

THPO (フォワード 5’-GTGGTCATGCTTCTCCTAACTG-3’, リバース 5’-
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GGACCTGTCCAGAAAGCTGC-3’)、β-actin (フォワード 5’-

AGGCCGGCTTCGCGGGCGAC-3’, リバース 5’-

CTCGGGAGCCACACGCAGCTC-3’)を用いた。 

 

5. タンパク発現の解析 

培養上清中での THPO タンパクの発現とプロセッシングを評価するため、

ウエスタンブロット (WB) を行った。内部コントロールとしてウシ血清アルブ

ミン (BSA) を用いた。一時抗体として anti-thrombopoietin (THPO) 

antibody (#ab196026, Abcam, Cambridge, UK), anti-BSA antibody (66201-1-

Ig, Proteintech, IL, USA) を用いた。二次抗体を反応させた後、バンドを解析

した。バンドの定量には ImageJ software version 1.53 (National Institutes of 

Health, Bethesda, MD)を用いた。 

 

5. 統計解析 

THPO mRNA および THPO タンパクの発現量は analysis of variance 

(ANOVA)によって計算した。P 値が 0.05 未満の場合を統計学的有意差ありと

した。統計解析には Easy R version 1.55 (Kanda, 2013)を用いた。 
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【結果】 

1. 転写産物の解析 

RT-PCR を行った産物のアガロースゲル電気泳動では、THPO c.-47delG で

は Wt と同等の長さのバンドがみられ、全てのスプライシングドナーサイト変

異と THPO c.-31G>T でエクソン 3 スキッピングの短いバンドがみられた (図

3)。 

 

図 3. THPO の転写産物 

黒矢印は野生型 THPO の転写産物を示す。灰色の矢印はエクソン 3 スキッピ

ングを起こした THPO の転写産物を示す。 
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次に RQ-PCR の結果を示す。THPO mRNA の発現量は、それぞれの変異と

Wt で統計学的有意差がみられなかった (図 4)。 

 

図 4. THPO mRNA 発現量の比較 

それぞれの THPO mRNA の発現量を示している。Wt の THPO mRNA 発現量

を 1 としている。 

 

2. タンパク発現の解析 

培養上清中への THPO タンパク分泌量をウエスタンブロットで解析した (図

5)。成熟した THPO タンパクのサイズは変異を持った THPO を Wt で同等で

あった。 

 

図 5. 培養上清における THPO タンパク発現 

Wt と比較して THPO タンパクの内部コントロールとして BSA を用いた。 
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培養上清における THPO タンパクの発現量は、それぞれの変異で差がみら

れなかった一方で、変異を持った THPO タンパクの発現量は Wt と比較して高

発現していた (図 6)。 

THPO c.-47delG の THPO タンパク発現量はわずかに少なく見えるものの、

他の変異と比較して統計学的有意差はみられなかった (図 6)。 

 

 

図 6. 培養上清中の THPO タンパク発現量の比較 

内部コントロールである BSA を基準とした発現量を示している。Wt の THPO

発現量を 1 としている。 
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【考察】 

我々は全ての THPO 変異において THPO の過剰発現が転写の段階ではな

く、翻訳の段階で起こることを示した。Wt の THPO の mRNA は、THPO タ

ンパク質本体とは異なる読み枠で開始コドンより上流にある upstream open 

reading frame (uORF) 5, 6, 7 を持つ (図 7)。 

 

 

図 7. THPO 変異による mRNA の構造変化 

成熟した THPO mRNA を示す。数字は全長の転写産物における開始コドン

(AUG)の順番を表す。Wt の転写産物は uORF5, 6, 7 をメインの ORF と異なる

読み枠に持つ。THPO c.-47delG は uORF7 が短縮され、メインの ORF にイン

フレームで接続される。エクソン 3 スキッピングは uORF7 が取り除かれ、

uORF5, 6 がメインの ORF にインフレームで接続される。AUG9 より上流の

部分がシグナルペプチドとして切断されるため、いずれの変異でも成熟した

THPO タンパクは同一のアミノ酸配列となる。 
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THPO の mRNA 上にある uORF7 は、開始コドンより上流でリボソーム複

合体を捕捉し、開始コドンより下流でリボソーム複合体を解離させる。このこ

とにより、THPO タンパク本体をコードしている ORF を翻訳するリボソーム

が少なくなるため、THPO タンパクの発現量が抑制されている (図 8)。 

 

 

図 8. uORF7 による THPO の翻訳抑制 

THPO の mRNA から THPO タンパクが翻訳される模式図を示す。読み枠が異

なる uORF7 があることで、メイン ORF と競合する形でリボソーム複合体が

uORF7 に捕捉され、解離する。メインの ORF を翻訳するリボソーム複合体が

減少することにより野生型では THPO タンパクの翻訳が抑制される。 

 

THPO c.-47delG は uORF7 がインフレームで main ORF に結合することで

翻訳抑制効果を失うため、THPO の翻訳が亢進する (Cazzola et al, 2000) (図

7)。一方で、THPO のエクソン 3 スキッピングが起こった場合は翻訳抑制の機

能を持つ uORF7 がスプライシングの過程で取り除かれてしまい、uORF5, 6

がインフレームで THPO をコードしている ORF に接続され、5 番目の AUG

から翻訳が開始される (図 7)。 

THPO c.-31G>T は uORF7 の途中で新たに終止コドンが形成され、uORF7

が短縮することによって翻訳抑制機能が弱まり、THPO の翻訳が亢進すると報

告されている (Ghilardi et al, 1999a; Teofili et al, 2011)。しかし、我々のデー

タでは THPO c.-31G>T もまた他のスプライシングドナーサイトの変異と同様

にエクソン 3 スキッピングを起こすことが示された。THPO c.-31G>T がスプ

ライシングサイトから離れた部分に位置しているにも関わらずスプライシング

異常を引き起こすメカニズムとしては premature termination codons (PTCs)

による影響が考えられている (Cartegni et al, 2002)。PTCs を含むエクソン

は、スプライシングの際に取り除かれてしまうことが報告されており、これは

nonsense-associated altered splicing (NAS) と呼ばれている (Hentze et al, 

1999)。THPO c.-31G>T では NAS によって PTC を含んだエクソン 3 がスプ
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ライシングによって取り除かれ、エクソン 3 スキッピングが生じたと考えられ

た。我々は THPO において PTC によって NAS が起きることを初めて示し

た。さらに、これまで THPO c.13+5G>A については、どのような分子学的機

序によって HT の発症に寄与するかは明らかでなかった (Jorgensen et al, 

1998)。スプライシングドナーサイトの 2 塩基がスプライシングによって重要

であることが示されていたが、我々はイントロンの 5 塩基目の本変異によって

もまたエクソン 3 スキッピングが生じることを示した。全ての THPO 変異は

等しく培養上清中の THPO タンパク濃度を高めた。 

HT における遺伝子変異については、MPL と JAK2 の変異は機能獲得型のミ

スセンス変異であるのに対し、THPO の変異はタンパク質そのものの変化を生

じないという点で異なる。 

開始コドンより上流にある uORF による翻訳の抑制が解除されることによ

り、mRNA の発現量は変わらないにも関わらず、野生型の THPO タンパクが

過剰生産される。THPO 遺伝子の変異により THPO タンパクが過剰生産され

る機序として、エクソン 3 スキッピングと、フレームシフトにより uORF7 が

THPO の開始コドンとインフレームで結合することで機能が失われる場合の 2

パターンがあることを明らかにした。本研究によって得られたスプライシング

パターンと THPO 発現量の変化の一覧を以下に示す (表 2)。 

HT の診断にあたって、血清 THPO 濃度の測定は最初のステップである。も

し血清 THPO 濃度が上昇していた場合、THPO 遺伝子の 5’-UTR、エクソン 3

とイントロン 3 の境界付近に位置しているスプライシングサイトの変異を検索

することが考慮される。 

 

表 2. 既報の THPO 変異におけるスプライシングパターンと THPO 発現量 

 

 

  

THPO  mutation Our finding
THPO

transcript

THPO

protein

THPO  c.-47delG
uORF 7 shifted to in frame with

THPO  coding sequence
→ ↑

THPO  c.-31G>T exon 3 skipping → ↑

THPO  c.13G>A exon 3 skipping → ↑

THPO  c.13+1G>C

THPO  c.13+1G>A
exon 3 skipping → ↑

THPO  c.13+2T>C exon 3 skipping → ↑

THPO  c.13+5G>A exon 3 skipping → ↑
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【総括と結論】 

新知見 

・これまでに報告されている THPO 変異それぞれで THPO タンパクが過剰発

現する。 

・THPO の過剰発現は転写レベルではなく翻訳レベルで生じる。 

・これまでに報告されている THPO 変異の転写産物は 5’-UTR のフレームシフ

トまたはエクソン 3 スキッピングの 2 通りに分けられる。 

・THPO c.-31G>T では uORF7 における premature termination codon がエ

クソンスキッピングを引き起こす。 

 

意義 

・エクソンとイントロンの境界領域に位置するスプライシングサイト以外の変

異でもスプライシング異常を介して HT を発症することが示された。このこと

から、HT の診断にあたっては THPO 遺伝子の塩基配列に加えて、THPO 

mRNA のスプライシングパターンを解析することもまた重要である。 

 

今後の課題 

・NAS を生じる機序について、これまでにいくつかの仮説が提唱されてはいる

ものの、詳しい機序は明らかにされていないため、これを明らかにする必要が

ある。 

 

今後の研究展開 

・NAS を生じる詳しい機序を明らかにし、阻害や誘発を通じてスプライシング

異常に伴う疾患の治療法を探る。 
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第三章 

 

マウスの血小板数と遺伝的背景 
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【緒言】 

前章までの解析で、ヒトにおける血小板数は、読み枠のずれた上流の ORF

によって負に制御された結果の値であり、ヒト HT はこの ORF が取り除かれ

る、あるいは、メイン ORF に対してインフレームとなることで機能を喪失し

た結果、THPO 産生が増加し、血小板増多を来していることを明らかにした。 

マウスモデルはヒトの疾患を研究に広く用いられている。マウスの結果をヒ

トに外挿できるかどうかは種差を考慮する必要がある。マウスの血小板数がヒ

トより多いことはよく知られてはいるものの、その機序に関しては明らかでは

ない。我々はこれまでヒトの HT について研究していく過程で、マウスは種そ

のものがヒトに対して相対的血小板増多を来す遺伝的背景をもっているという

仮説を立てた。我々は、マウスの血小板数がヒトと比べて高値である原因とし

て、ヒトの HT の責任遺伝子となりえる THPO、MPL、JAK2 変異のいずれか

が、マウスリファレンスゲノムに存在するのではないかと考えた。 

常染色体優性遺伝となる家族性血小板増多症 (HT) の臨床的特徴は、孤発性

の血小板増多症と類似する。ヒトにおける HT の原因としてはトロンボポエチ

ン (THPO) の胚細胞変異 (Kondo et al, 1998; Kikuchi et al, 1995; Prouzet et 

al, 2020; Wiestner et al, 1998; Kimura et al, 2024; Zang et al, 2011; 

Jorgensen et al, 1998; Harrison et al, 1998)、THPO の受容体である MPL 遺

伝子の胚細胞変異 (Moliterno et al, 2004; Ballanne et al 2017; El-Harith et 

al, 2009; Al-Harbi et al, 2021; Vasseur et al, 2023; Rendo et al, 2022; Ding et 

al, 2004)、または JAK2 遺伝子の胚細胞変異 (Han et al, 2021) が報告されて

いる。THPO と MPL は造血幹細胞の増殖と血小板の産生に重要な役割を持つ 

(Kaushansky et al, 1998)。これまでに HT の原因として同定されている

THPO の変異は全て THPO の翻訳が亢進することで正常な THPO タンパクが

過剰発現し、血小板が過剰産生されるものである。MPL の膜貫通領域の変異 

(MPL S505N) は、THPO の結合なしに MPL の恒常的な活性化をもたらす 

(Teofili et al, 2011)。MPL の細胞外サイトカイン受容体モチーフの変異 (MPL 

K39N, MPL P106L) は THPO に対する親和性が低下し、その結果として血清

中の THPO 濃度が高まる (Teofili et al, 2011)。JAK2 の変異は機能獲得型変異

であり、JAK2 の恒常的な活性化によって JAK-STAT 系のシグナルが常に送ら

れる状態となり、巨核球増殖と過剰な血小板産生が生じる (Han et al, 2021)。 
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【方法】 

ヒトの THPO、MPL、JAK2 と、マウスの Thpo、Mpl、Jak2 を BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi)で比較した。哺乳類の各動物種の平

均血球数を比較した。平均血球数のデータは (Shiraishi et al, 2007)より引用

した。各動物種の平均血球数比較には Mann-Whiney の U 検定を用いた。P 値

が 0.05 未満の場合を統計学的有意差ありとした。統計解析には Easy R 

version 1.55 (Kanda, 2013)を用いた。  
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【結果】 

ヒトの家族性血小板増多症で報告されている THPO c.-47delG (Kondo et al, 

1998)、THPO c.-31G>T (Kikuchi et al, 1995)、THPO c.13G>A (Prouzet et 

al, 2020)、THPO c.13+1G>C (Wiestner et al, 1998)、THPO c.13+1G>A 

(Kimura et al, 2024)、THPO 13+2T>C (Zang et al, 2011)、THPO c.13+5G>A 

(Jorgensen et al, 1998)といった THPO 遺伝子変異を検索したが、マウス

Thpo では検出されなかった。また、マウス Thpo の転写産物を確認したとこ

ろ、ヒトの HT の原因とされるエクソン 3 スキッピング (Wiestner et al, 1998; 

Liu et al, 2008; Zhang et al, 2011)を起こしている転写産物はみられなかっ

た。マウスゲノムにおいてはヒトゲノムで観察される THPO 上流のフレーム

のずれた ORF も種を超えて保存されており、THPO の発現において、ヒトと

マウスで異なる点は見いだせなかった。 

我々は次に人の骨髄増殖性疾患でみられる MPL W515L/K (Pikman et al, 

2006)、JAK2V617F、そしてヒトの HT でみられる MPL のバリアント 

(K39N、R102P、P106N、R120W、R170H、T487A、L505G、S505N) 

(Moliterno et al, 2004; Ballanne et al 2017; El-Harith et al, 2009; Al-Harbi et 

al, 2021; Vasseur et al, 2023; Rendo et al, 2022; Ding et al, 2004)、JAK2 の

バリアント(I223T、R564Q、H608N、V617I、S755R、R867Q、T875N、

R938Q) (Han et al, 2021; Muller et al, 2021) について確認した。 

ヒトの HT で報告されている JAK2 のバリアントはみられなかった。一方

で、MPL タンパクでは、HT や MPN で報告されている 9 か所の変異部位のう

ち K39N、R120W、T487A の 3 か所で、ヒトとマウスのアミノ酸に違いがみ

られた (図 1)。これら 3 つの部位のアミノ酸のうち、39 番目のアミノ酸につい

てはヒトの場合はリシン(K)であるのに対して、マウスはアスパラギン(N)であ

り、ヒトの HT で報告されている変異と同一の変異を、マウスは正常配列とし

て有していることを見出した (図 1)。残る R120W、T487A についてはヒトと

マウスでアミノ酸が異なるものの、ヒト HT 家系で報告されている変異パター

ンとは異なっていた。 

一般的に実験に用いられているマウス種である C57BL/6、BALB/c、

DBA/2、C3H についてシークエンスを行い確認したところ、いずれも MPL 

N39 であることを確認した。ヒトの MPL (635 アミノ酸残基)と、マウスの

Mpl (633 アミノ酸残基)を BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi)で

比較したところ、81%相同であった (図 1)。 
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図 1. ヒトおよびマウスの MPL のアミノ酸配列比較 

赤枠はヒトの家族性血小板血症増多症または骨髄増殖性疾患で同定された遺伝

子変異を示している。 



48 

 

【考察】 

MPL K39N は MPL Baltimore として知られており、39 番目のアミノ酸が

リシンからアスパラギンに変わる変異である。この変異は、アフリカ系アメ

リカ人の 3 人の家系で初めて同定された。およそ 7%のアフリカ系アメリカ人

が、この変異をヘテロで持つと報告されている (Moliterno et al, 2004)。この

遺伝子多型は常染色体優性遺伝であるものの、ヘテロ接合体では正常範囲内

の血小板数を示す者もいれば、血小板増多を示す者もいることを考えると、

浸透率は 100%ではないと考えられる。一方で、この変異をホモで持つ者は著

名な血小板増多を呈す (Teofili et al, 2011)。近年、血小板の殺マラリア原虫

効果が注目されており、血小板数が高いほど血中のマラリア原虫の数が少な

く、重症化しにくいと報告されている(Kho et al, 2018; Attaher et al, 2024)。

このことから、マラリアの流行地であるアフリカでは MPL Baltimore の保有

が生存に有利であった可能性もある。Mpl K39N は細胞外のサイトカイン受

容体ドメインに位置しているため、この部分に変異があるとトロンボポエチ

ンに対する親和性が低下する。さらに、糖鎖修飾が十分に行われないため、

MPL の発現が低下することでトロンボポエチンのクリアランスが低下し、家

族性血小板増多症を発症する (Teofili et al, 2011)。マウスと、いくつかの動

物種は MPL N39 を持つ (図 2)。これらの動物種では MPL N39 をホモで持つ

と考えられる。 
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図 2. 哺乳類間での K/N39 の比較 

UCSC genome browser (http://genome.Ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) を用い

て哺乳類の各動物種間で MPL の 39 番目のアミノ酸を比較した。 

 

哺乳類同士での血球数を比較すると (Shiraishi et al, 2007)、Mpl N39 を持

つ動物種では、ヒトと比較して相対的に血小板数が多い (図 3)。Mpl N39 を

持つ動物種は、Mpl K39 を持つ動物種よりも有意に血小板数が多い 

(P=0.024)。さらに、ヒトで MPL K39N をホモで持つ者は、ヘテロで持つ者

より平均血小板数が多い (858000/μL vs 424000/μL)。Mpl N39 を持つ動物

種の中でも血小板数にはばらつきがみられる。 

 

http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway
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図 3. 哺乳類の各動物種間における血球数の比較 

上段は白血球数、中段はヘモグロビン値、下段は血小板数である。平均の血小

板数が多い順に左から並べている。白血球数、ヘモグロビン値はそれぞれの動

物種で差が乏しいが、血小板数は種によって差がある。エラーバーは標準偏差

を、黒丸は MPL K39N をホモで持つ患者の平均血小板数を、白丸は MPL 

K39N をヘテロで持つ患者の平均血小板数を表す。哺乳類の血球数およびヘモ

グロビン値のデータは (Shiraishi et al, 2007)より、MPL K39N を持つ患者の

平均血小板数は (Moliterno et al, 2004)より引用している。 

 

種を超えたゲノム多型の影響の比較は困難であるが、Mpl N39 を持つ動物種

の方が、Mpl K39 を持つ動物種より有意に血小板数が多い (P=0.024)。注目す

べきは、これがヒトにおける家族性血小板増多症の原因となる変異という点で

ある。血小板高値は止血に優位である反面、血栓リスクが高まる可能性があ

る。高い血小板数によって止血しやすいことがいくつかの動物種の生存に有利

に働いた可能性が考えられるが、それぞれの種の創始個体による遺伝的なボト
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ルネック効果を見ているだけの可能性もある。この結果はあくまでも比較ゲノ

ム学による推論であり、実際に検証するには、マウスにおいて Mpl N39→K39

に改変したトランスジェニックマウスの血小板数を検討する必要がある。 

一方、Mpl K39 が血小板数を増加させるということを間接的に支持する報告

として、近傍の Mpl C40R の遺伝子変異を持つマウスは血小板数が少ないと報

告されている(Chen et al, 2009)。MPL の V28 から D34 までのアミノ酸を欠

くスプライシングバリアントを持つトランスジェニックマウスでも、野生型の

マウスと比較して血小板数が低いと報告されている (Spivak et al, 2020)。こ

れらのデータは、マウスにおいて、Mpl のこの領域が血小板数の維持に重要な

役割を持つことを示している。マウスとラットはヒトの疾患の研究にしばしば

用いられるが、その結果の解釈にあたり注意が必要である。マウスで THPO

を強制発現させると、血小板増多に加えて骨髄線維化を起こす (Frey et al, 

1998; Kakumitsu et al, 2005)。一方で、ヒトにおいて THPO 遺伝子変異によ

る HT で骨髄線維症をおこすのは比較的稀であるとされている。 

CRISPR/Cas9 によって Mpl S505N の胚細胞変異を導入したマウスモデルは

血小板増多と骨髄線維化を生じる (Adriaanse et al, 2022)。一方で、ヒトにお

ける MPL S505N が最初に同定された家系では、血小板増多があるものの、骨

髄線維化は認められていない (Ding et al, 2004)。これらの違いは、動物種に

よって遺伝的な背景が異なるためであるかもしれない。マウスは Mpl N39 を

ホモで持つために遺伝的に Thpo-Mpl 系のシグナルが活性化しやすく、ヒトよ

りも骨髄線維化を起こしやすい可能性がある。血小板についての研究でマウ

ス・ラットを用いる際は、このような種特有の違いに留意する必要がある。 

 これらの研究を通して、ヒト HT を来す THPO 変異はすべて転写効率には

影響せず、翻訳効率上昇を介して THPO 産生増多を来すことを明らかにし

た。また哺乳類における血小板数は大きく異なり、ヒト HT で報告のある Mpl 

N39 を遺伝的にもつ哺乳類では血小板数が高い傾向があることを見出した。 
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【総括と結論】 

新知見 

・哺乳類では Mpl N39 を持つ動物種が、Mpl K39 を持つ動物種より血小板数

が高い傾向にあった。 

・マウスでは Mpl N39 およびその近傍のアミノ酸配列が血小板数を規定する

際に重要な役割を持つ。 

 

意義 

・マウスモデルやラットにおける血小板数の解釈については種特有の違いに留

意する必要がある。 

 

今後の課題 

・マウスが骨髄線維化を起こしやすい機序について、JAK-STAT 系や RAS 経

路、TGF-βなど他の分子も関連している可能性があり、必ずしも明らかにな

っていない部分がある。 

 

今後の研究展開 

・マウスが骨髄線維化を起こしやすい機序について、JAK-STAT 系や RAS 経

路、TGF-βなど他の分子も含めてマウスが種として持っている分子学的特徴

が影響していないかしていく。 
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