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骨髄静脈洞で産生された血小板前駆体は，大

静脈から心臓・肺を経て大循環へ至る これま

で，この循環過程の血液中で血小板前駆体の存

在を示唆した報告はわずか2例のみである 5,•1. 

通常我々臨床の現場で行われる採血の手法で

は，proplatelet様の血小板前駆体は認められず，

大型で円盤形の血小板が新生血小板であると考

えられてきた一方，培養巨核球から分離され

るproplateletの断片解析によって，血小板前

駆体の存在が強く示唆されてきている η これ

ら生体内で産生された血小板前駆体がどのよう

に成熟血小板へと分裂していくのかは，検討さ

れた報告がない

今回我々はマウス全血中に存在するはずの血

小板前駆体を同定・分離し，その前駆体の分裂

能・変形能について検討した．そして，①血液

中には血小板前駆体が存在し，②それらはマウ

スの循環血液中で成熟血小板へと分裂・変形す

る能力をもつことを確認した．

II. 研究材料・方法

材料： 8週齢の C57BLマウス（オス，日本

クレア，東京），及び同系でEGFP遺伝子をH
アクチンプロモーターを用いて全身に発現さ

せたマウス（C57BL/6-TgN[beta-act-EGFP] 

OlObs）めを用いた．このマウスは成熟赤血球

以外の血球がEGFPを発現しており，巨核球・

血小板系も EGFPを発現する 4).

1.全血から血小板前駆体の分離

吸入麻酔下でマウスの心臓あるいは眼商か

ら全血採血を行った．抗凝固薬には EDTAを

終濃度 1.2%，またはクエン酸ナトリウムを終

濃度0.3%となる様に添加した採血直後，室

温30分後と 1時間後に遠心（× 150g,10分）

を行い，血小板宮血竣（plateletrich plasma : 

PRP）上層，下層，単核球層（bu的 coat:

BC）に分注採取をしたそれぞれの分画を速

やかに塗抹， Wright-Giemsa染色し，形態を評

価した採血時から 37℃加温を行い，同様の

評価を行った

2.血小板前駆体の培養

1）で分離した EGFP発現マウス由来の血小

板宮血祭分画 1μlを0.3%のクエン酸ナトリウ

ムを含むIscove’sModified Dulbecco’s Media 

(IMDM) 3mlに添加して，ガラスボトム dish

に入れた一体型蛍光顕微鏡（BZ-X700，キー

エンス，東京）のステージ上に培養装置を取り

付け（INUG2,TOKAIHIT，静岡），培養下（37℃，

20%C02）でガラスボトム dish内の血小板前駆

体を経時的に撮影した励起光は最小に設定し，

対物レンズは20倍，蛍光フィルターはGFPを

用いた．

3. EGFP発現血小板／血小板前駆体輸血と

経時的血小板数変化の測定

lの方法で分離した EGFP発現マウス由来の

PRP上層と BCを同系の C57/BL6マウス（8

週齢オス）の尾静脈注射により輸血を行った

その後経時的に麻酔下で採血を行った．輸血し

たサンプル，輸血後の採血した全血は，自動

血球計算機（pocH-10αVDiff, Sysmex，神戸）

で血球数をカウントした また Phycoery仕irio

(PE）ラベルCD61(BD，東京）で染色を行っ

た後，フローサイトメトリー（FACScantoII. 

BD，東京）を用いて， CD61陽性（血小板／

血小板前駆体分画）を分離した．その後血小板

／血小板前駆体中のEGFP陽性細胞の割合を解

析したそれから経時的な EGFP陽性血小板／

血小板前駆体の実数を計算し，輸血直後の血小

板数を 100%として減少率を TurkeyKram巴r

法で求めた

III.結果

1.マウス全血中にも骨髄で産生された血小

板前駆体は存在する

はじめに，現在世界的な標準採血方法である

EDTAを抗凝固剤として用いた採血での塗抹

標本では，これまで広く知られているように，

全ての静止期血小板は円盤状形態を示してい
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図l.マウス金血の盆抹郷本｛W:iaht-0湿田a染色〉．
4瞬々な形，.を示す血小智前駆体スクール＇／~－ tiu且

た．過去の報告ではクエン陰Na採血続安で程

上の大きな血小板前駆体が認められており‘竺

実際クエンaNa採血を行い．塗抹原本作成す

ると．血イ曜の半分は円盤塑であるが．残り半

分ほ紐状を含めて，事院ーな形餓古啄された｛図

1）.これは骨髄組緑内や培養匡桜君主でilめられ

るw叫由民t岨d噂瑚継子古場滅状に速なっ

て見える形態）と同織の形態を示した（困1).

また採血後の標本作成時の検討として．温度

と時聞が関連している事がわかョた．タエン

II Naでの採血であっても．室温に5分以上修

置すると速やか民会ての血小板は円量生の形怨へ

安化してしまい.'.II℃加湿した状態では，即J、
4震のー鶴市堀上の形態を鍍持できる司院がbかっ

た．そのため，以後は金て採血後に速やかに

U℃で縫持された検体を用いた．

この結果から．形態的に骨恨の巨核現象から放

出された紐状の血イ、板前駆体は全血肉に存在す

る可能性が示唆されたまた．通常の血液倹釜

法では認められない理由はq蹴凝固剣，＠瀬本

作成までの時開・温度が関与している事が明ら

かとなョた．

Z血小按前駆体は分裂鎗をもっ

全血中に霞められた血小板前駆体とおもわれ

る細胞は．実際に分雪量し血小板となる自魅力があ

るのか.in vil的での実験を行った．

EGFPマウス（血議細胞中白血君主と血小板が

EGFPを発現｝の金血を遠心して．経状の血小

板前a巨体を採取， 2量泥顕微鏡下培養チェンパー

内で培獲して経時的に撮影した（図.2-A,B). 

最初被畿の粒状の逮なりを包It!>るpropla凶et

織の形態をした血小筏は（困2-B，他）その後

次F’Bこパーペル型の形.へと変化し（他弱国〉．

しばらくは粧子聞にど〈細い細胞質でつながっ

ていたが（4-ei)，最終的には分自Eし(8-9h占．

血小板の形”となった．

この観聖書から.lで置Eめられた経状の血小極

前駆体には分裂憶があるとと古掃された．

＆血小板前駆体は？ウス生体内で分裂し血

d嘱車止を精加させる

血小板前駆体と思われるド噛凶et様刷、

板は，マウス生体内でも分裂する飽カがあるの

かを調ペた．

EGFPマウスの会血を泌心し， PRP上層と

下層，配の3周に如すた.P即上層・下層は

ともに通常の円形の小型血小板が多いが（図

3-AふBClこは図1に示す経状の戸岨a凶鋭機

の形態をした大型血小板が多〈存在している事
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図z.A.EGJ司Pマウスの禽単機球層内の血，J、復前腸体．
右面 白矢印：円盤形の血小板．自失顕：pr岨星組瓜線形態． ス7ールバ－51.皿

左因縁矢印：白血.. スクールパ－2Dum.

図臼．回開マウス全血から分憶した血小板前際体の経時的劃I:.
11専問後．像策決の償制畠凶et様費陸軍Eが包められる.a時開後遺給僚のa創立次第に銅（~~.
4時開後にはパ』ベル4止の形：.I!となる.6時町後には逮車官僚がー且•＜ ~tJ. 8時閥後1：：中央で分
隠する．そして9時問後最終的に2？の大豆の刷、績となーた．白矢印は爾渇のk幽で，＊
矢印は切断書事者示す．

がわかった．次にPRP上層とBCの血小4震を

それぞれ同系の白旭凶マウスに愉血を行い，

経時的に田町雪量現血4曜の量生を解析し，そ

の血小板の虫歯:at調べた（困Z同〉，通常サイ

ズの血小板を多く含むP即よ居分酒（図3-A,

最』ニの細胞集団）を，．血すると，マウス血小板

訟は輸血直後にピークとなり，その後緩やかに

減少を包めた（図3-B，鍛錬｝．大型の血小板

前駆体を多〈含むBC分画｛困3-A，最下の細

胞集団）を輸血すると，輸血直S良から血小板殺

の増加が包められ＇ 6時間後に最も血小板数が

増加しその状態が12時岡持続し，その後緩や

かに減少がII?められた（図3-B，赤線）．この

’古来， BCの大型血4唱は6時関以内に個Aの

血小板分裂を開始するととで．血小板散を増加

させた事が示唆される．
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板へと分裂するためには，毛細血管や静脈で機

械的ストレスのかからない一時的定着をする場

と時間を得る必要があり，その時に紐状の分裂

可能な状態に再び変化することが予想される．

これらから，血小板前駆体は血管内のどこかで

分裂するが，その分裂を生じる場所や条件に関

しては今後さらに検討する必要がある

これまで，大型の新生血小板は血栓形成能力

が高いと考えられてきた 12l_近年、冠動脈症候

群発症前や脳梗塞発症前には新生血小板増加が

認められており，発症予知のマーカーとしての

報告が増えてきている 13,14），我々の検討にお

いて，細胞構造が異なる複数の種類の血小板前

駆体が存在しているものの 4），血小板前駆体の

種類と疾患との関連性やメカニズムに関しては

未だに不明のままである，今後，血小板前駆体

ごとの血栓形成能力と血栓性疾病態との関連の

有無について，解明する必要がある．

稿を終えるにあたり，本研究の御指導，御校閲を賜
りました諸先生方に心から深謝するとともに，本研究
に際し御指導と御協力を賜りました岩手医科大学解剖
学講座：人体発生学分野，磯貝純夫准教授，並びに岩
手医科大学内科学講座・血液腫蕩内科分野，石田陽治
教授，千葉浩子様，平山静香様に心から深謝致します．
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