
1巨核球造血とアポトーシス

1．はじめに

　血小板の母細胞である巨核球は，造血幹細胞から
巨 核 球 系 特 異 的 サ イ ト カ イ ン で あ る
thrombopoietin(TPO)やGATA-1， nuclear factor
-erythroid2 (NF-E2)p45 などの転写因子の制御を
受け，核の多倍化と胞体の成熟を伴いながら分化・
成熟し，分化の最終段階で胞体突起を形成する。こ
の胞体突起の先端が断裂することにより血小板が産
生される1,2)。TPO のクローニングにより巨核球研
究は飛躍的に進歩し，巨核球胞体突起形成という独
特な形態変化の分子メカニズムについて多くの研究
がなされた。特に，培養巨核球から血小板が産生さ
れる様子が，アポトーシスにより細胞質が崩壊し，
apoptotic body が産生されるときの形態学的特徴に
類似することなどから血小板産生へのアポトーシス
の関与が提唱され，巨核球造血におけるアポトーシ
スの調節機構に関して詳細な検討が行われてきた。
　アポトーシスとは「遺伝子にプログラムされた細

胞死」であり，炎症の誘導や組織の破壊が起こらな
い。アポトーシスには内因性と外因性の経路がある
が，アポトーシスにおいて最も重要な役割を担うタ
ンパク質は caspase と呼ばれる。特に caspase-3は
effector タンパク質として中心的な役割を担い，
Fas や TNF レセプターからのシグナルにより活性
化された caspase-8，またはミトコンドリアから放
出 さ れ た cytochrome c に よ り 活 性 化 さ れ た
caspase-9を介して活性化される（図1）。一方，ア
ポトーシスシグナルを制御するタンパク質として 
BCL-2ファミリータンパク質が知られており，機能
と構造から，①アポトーシスを抑制するBCL-2サブ
ファミリー（BCL-XL，BCL-2など），②アポトーシ
スを促進する BAX サブファミリー（BAK や BAX 
など），③アポトーシスを促進する BH3-only タン
パク質（BIM や BID など）の3つのグループに分
け ら れ る。 こ れ ら antiapoptotic protein と
proapoptotic protein のバランスが造血という複雑
なシステムを制御するために重要である。本総論で
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は，巨核球造血におけるアポトーシス関連タンパク
質の役割，さらには近年注目されている血小板老化
メカニズムについて過去の知見と筆者らが見出した
データに基づき概説する。
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図1　アポトーシス経路

細胞において生存シグナルが枯渇するとミトコンド
リ ア か ら 放 出 さ れ た cytochrome c に よ っ て
caspase-9が活性化され，あるいは Fas や TNF レ
セプターなどデスレセプターへの Fas Ligand や
TNF-αの結合により，その下流で caspase-8が活性
化され，caspase-3の活性化が起こり，アポトーシ
スをきたす。

α

２．巨核球における BCL-XL 発現調節機構

　造血細胞が正常に分化・成熟するためには，アポ
トーシスから恒常的に保護される必要がある。巨核
球造血においては，antiapoptotic protein である
BCL-XL に関する研究が多くなされてきた。赤芽球
系細胞株 K562を巨核球へ分化誘導すると BCL-XL 
発現が亢進すること，TPO は BCL-XL 遺伝子のプ
ロモーター部分への Stat5の結合により BCL-XL 発
現を誘導する役割を有することなどが報告されてい
る3,4)。筆者らは，TPO 存在下でマウス造血前駆細
胞(c-kit+/Lin-)を培養すると，BCL-XL mRNA
およびタンパク発現は巨核球へと分化するに従い増
加し，胞体突起形成巨核球において将来血小板とな
る部分(platelet bud)や血小板においても BCL-
XL タンパクの発現が認められること(図2A)，
また抗血小板抗体投与による血小板減少モデルマウ
スにおいても，血小板回復期に至るまで BCL-XL 

の発現が維持されることを報告した(図2B)5)。
この結果は，BCL-XL 発現が巨核球に分化・成熟す
るに従い増加し，巨核球が成熟すると BCL-XL 発
現が急激に低下することを見出した Sanz らの報告
とは異なる6)。しかし，Mason らは，Bcl-xPlt20/Plt20マ
ウスを用いた実験により，BCL-XL は血小板のアポ
トーシスを抑制し，血小板寿命に関与することを報
告していることから7)，胞体突起の platelet bud 及
び血小板で観察された BCL-XL 発現は，胞体突起
から断裂した後の血小板寿命を制御する上で極めて
重要であると考えられる。
　このように BCL-XL が巨核球の生存に重要な役
割を果たすことが想定されていたが，BCL-XL の発
現調節機構については不明であった。そこで，筆者
らは，巨核球造血における BCL-XL タンパクの恒
常的な発現メカニズムを解析するために，TPO 依
存性細胞株 UT-7/TPO における BCL-XL mRNA
及びタンパクの発現を検討したところ，培養上清か
らの TPO 枯渇により BCL-XL mRNA の発現量は図2
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　図２　巨核球造血における BCL-XL mRNA 及び
　　　　タンパク発現の変化

A)c-kit+/Lin- 細胞を TPO 存在下で培養したとこ
ろ，BCL-XL mRNA 発現は巨核球へと分化するに
従い増加した。また，c-kit+/Lin- 細胞を TPO 存在
下で培養し，抗 CD41抗体(緑)，抗 BCL-XL 抗体 

(赤)，DAPI(青)で免疫染色を行った。BCL-XL 
タンパクの発現は巨核球へと分化するに従い増加し，
胞体突起形成巨核球の platelet bud においても発現
が認められた。B)抗血小板抗体をマウス腹腔内に
投与後，血小板回復期の骨髄を採取し，抗 CD41抗
体(緑)，抗 BCL-XL 抗体(赤)，DAPI(青)で免
疫染色を行った。抗血小板抗体投与後72時間(血小
板回復期)に至るまで BCL-XL タンパクの発現が
認められた。(文献5より引用改変)
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変化しないものの，完全長 BCL-XL タンパク発現
の低下が認められた(図3A,B)。また，BCL-XL
タンパクの発現レベルの低下する時期に一致して
caspase-3活性化が認められた(図3A)。さらに完
全長 BCL-XL タンパクの発現低下が，TPO 枯渇に
よる BCL-XL タンパクの切断によるものか明らか
にするために抗 BCL-XL 抗体を用いて免疫沈降を
行ったところ，図3Ｃに示すように完全長の BCL-
XL タンパクは約30kDa であるが，TPO 枯渇によ
り約12kDaのBCL-XLタンパクの断片が検出された。
また，caspase-3特異的阻害剤(z-DQMD-fmk)添
加により BCL-XL タンパクの断片が消失したこと
から(data not shown)，TPO枯渇に伴い活性化し
た caspase-3により BCL-XL が切断される可能性が

示唆された5)。過去 Fujita らは，BCL-XL の切断部
位が HLAD61↓Sと SSLD76↓Aの2箇所存在し，
BCL-XL の切断されたＣ末端の断片自身によってア
ポトーシスが誘導されることも証明していることか
ら8)，筆者らの検出した切断された BCL-XL タンパ
クが，巨核球造血において proapoptotic protein と
して作用する可能性もあるのかもしれない。一方，
TPO シ グ ナ ル の 下 流 で 活 性 化 さ れ る
phosphatidylinositol 3-kinase(PI3 K)阻害
剤，LY294002を添加したところ，TPO 存在下にお
いても BCL-XL タンパクの発現低下(切断された
BCL-XL の増加)が認められたことから(図3Ｄ)，
TPO シグナルがオンの状態では，TPO シグナル下
流で活性化 PI3 K が caspase-3の活性化を阻害し，
さらには BCL-XL タンパク切断を阻害している可
能性が考えられた。そこで，constitutively active 
Akt-1導入 UT-7/TPO 細胞株から TPO を枯渇させ
たところ，BCL-XL タンパクの切断は認められず

(data not shown)，活性化 caspase-3陽性細胞の割
合は少なかったことから(図4A)，巨核球造血に
おける BCL-XL タンパク発現を制御する主なメカ
ニズムとして，Akt を中心とした転写後調節が存在
する可能性が示唆された。巨核球における細胞周期
制御のための Akt 活性化の重要性は，Geddis らに
より論証されているが，筆者らの結果や Geddis ら
の報告のように Akt 単独での活性化は細胞増殖に
十分ではない5,6,９)。一方，active-Akt-1導入 UT-7/
TPO細胞株に BCL-XL siRNAを導入すると，TPO 
存在下であっても活性化 caspase-3陽性細胞の割合
は増加したことから(図4B)，PI3 K-Akt axis の
下流でBCL-XLタンパクの発現が維持されることが，
巨核球の生存に重要であると考えられる。

３．初期巨核球造血における caspase-3活性化
　　の関与
　巨核球造血へのアポトーシスの関与を示した研究
として，Zauli らは，巨核球の分化・成熟及び老化
の過程においてその培養上清に血小板状粒子が増加
し，その数は巨核球がアポトーシスに陥るに従って
増加することを見出した10)。また，de Botton らは，
cytochrome c の放出や caspase-3活性化後に胞体突
起形成が認められること，caspase 阻害剤添加によ
り胞体突起形成巨核球の割合が低下することを報告
した11)。一方，Houwerzijl らは，myelodysplastic 
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図３　TPO 枯渇時における BCL-XL 発現レベルの
　　　変化と PI3 K の役割

A︐B)UT-7/TPO 細胞株の培養上清から TPO を
枯渇すると，BCL-XL mRNA の発現量は変化しな
かったが，BCL-XL タンパク発現の低下及び
caspase-3活性化が認められた。さらに，TPO 枯渇
後48時間後に TPO(100ng/mL)を再添加したと
ころ，完全長の BCL-XL タンパク発現が回復し，
caspase-3活性化は認められなかった。Ｃ)UT-7/
TPO 細胞株を TPO(100ng/mL)存在・非存在下
で培養し，抗 BCL-XL 抗体にて免疫沈降を行った
ところ，完全長の BCL-XL は30kDa であるが，
TPO の枯渇により約12kDa の BCL-XL の断片が検
出 さ れ た。Ｄ)UT-7/TPO 細 胞 株 を PI3 K 
inhibitor，LY294002(50uM)存在下で培養したと
ころ，TPO 存在下においても BCL-XL タンパク切
断及び caspase-3活性化及びが認められた。(文献5
より引用改変)



4 上 妻 行 則 他

syndrome(MDS) 患 者 の 一 部 巨 核 球 で は 
caspase-8活性化が認められるものの，caspase-3活
性化は MDS 患者及び健常人巨核球で認められない
ことを示した12)。この研究成果は，MDS 患者の巨
核球造血障害に caspase-3非依存性アポトーシスが
関与することを報告したものであるが，MDS 患者
及び健常人巨核球で caspase-3活性化が起こらない
という点が過去の報告と異なる。このように
caspase-3活性化が巨核球からの血小板産生に関与
するのではないかという点において検討されてきた
が，結論は見出されていなかった。
　そこで筆者らは，巨核球造血，特に血小板産生へ

の caspase 活性化の関与を明らかにすることを目的
として，アポトーシスに強い抵抗性を示す vav-

bcl-2 transgenic(Tg)マウスの解析を行った。in 

vivo における巨核球造血能を評価するために，マ
ウス腹腔内に5-FUを投与したところ，野生型(wild 
type:WT)では投与後8日目以降に血小板数の回
復及び overshoot が認められたが，Tg マウスでは
みられず（図5A），血小板回復期における骨髄内
巨核球数も Tg で低下していた（図5B）。一方，
造 血 幹 細 胞(CD34－/ckit+/Sca-1+/Lineage-
;CD34-/KSL)から巨核球への分化は Tg で有意に
低下したものの，巨核球・赤血球前駆細胞

(megakaryo-erythroid progenitor;MEP)細胞から
の分化においては差を認めなかった（図6A）。こ
れらの結果から，Tg マウスでは，造血幹細胞から
巨核球への初期分化段階，特に MEP 細胞に分化す
る前までの段階が障害されている可能性が示唆され
た。また，caspase 阻害剤添加により c-kit+/Lin- 
細胞からの分化も阻害されること(data not 
shown)，さらに c-kit+/Lin- 細胞を培養すると，
TPO 添加後6時間に一過性の caspase-3活性化が認
められた（図6B）。近年，caspase 活性化が赤血
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図４　Akt による BCL-XL タンパク発現レベルの
　　　制御及び巨核球生存における BCL-XL の役割

A)constitutively active Akt-1(T308D/S473D)
または Mock を遺伝子導入した UT-7/TPO 細胞株
の 培 養 上 清 か ら TPO を 枯 渇 し た と こ ろ，
constitutively active Akt-1導入 UT-7/TPO 細胞株
では caspase-3活性化が UT-7/TPO 細胞株及び
Mock 導入 UT-7/TPO 細胞株と比較して有意に低
下していた。B)BCL-XL siRNAまたはコントロー
ル siRNAを constitutively active Akt-1またはMock
導入 UT-7/TPO 細胞株に遺伝子導入後，TPO 存在
下で培養し，抗 active-caspase-3抗体による免疫染
色を行ったところ，いずれの細胞株においてアポ
トーシスに陥る細胞が有意に増加した。(文献5よ
り引用改変)

図５　5-FU 投与後 vav-bcl-2 Tg マウスの血小板数
　　　と巨核球数の推移

A)WT 及び Tg マウス腹腔内に5-FU(150mg/
kg)を投与すると血小板数は，WT では投与後8
日目以降に回復し，overshoot が認められたが，Tg
マウスではみられなかった。B）5-FU 投与後血小
板回復期の骨髄を採取し，抗 vWF 抗体で染色した
ところ，骨髄内巨核球数は Tg で有意に低下してい
た。(文献14より引用改変)

Time (days)  0    2    4    6    8   10   12  14   16  18  20

Pl
at

el
et

 C
ou

nt
s 

(x
10

4 /µ
l) 200

0

400

600

5-FU i.p.

WT
Tg

図5
A

B

day0

day8

WT                    bcl-2 Tg

0

20

40

N
um

be
rs

 o
f 

M
K

s/
H

PF

day0

p<0.01

WT          bcl-2 Tg

0

20

40

N
um

be
rs

 o
f 

M
K

s/
H

PF

day8

WT           bcl-2 Tg



5巨核球造血とアポトーシス

球造血に必要であることなども報告されており13)，
caspase-3活性化は，造血幹細胞から巨核球への初
期分化，特に巨核球と赤芽球の共通の前駆細胞であ
る MEP 細胞までの分化に重要であると考えられる。
一方，WT と Tg で巨核球胞体突起形成能に差は認
められず，caspase 阻害剤も胞体突起形成に影響を
与えなかった(data not shown)。筆者らの研究結
果は，初期巨核球造血における caspase 活性化の関
与を初めて明らかにしたものであるが14)，caspase
の下流のシグナル経路がどのようになっているかな
ど不明な点も多くあり，今後更なる検討が必要であ
ると思われる。
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　図６　vav-bcl-2 Tg マウスにおける巨核球への
　　　　分化能と caspase-3活性化の関与

A)WT 及び Tg マウス CD34-/KSL 細胞または
MEP 細胞を IL-3，IL-6，TPO 存在下で培養した
後,acetylcholine esterase(AcE)染色を行い，
AcE 陽性細胞（巨核球）数を測定した。CD34-/
KSL 細胞から巨核球への分化は Tg で有意に低下
したが，MEP 細胞からの分化では差を認めなかっ
た。B)WT 及 び Tg マ ウ ス c-kit+/Lin- 細 胞 を
TPO 存在下で培養した後，経時的に細胞を回収し，
抗 cleaved-caspase-3抗体で染色した。WT では，
TPO 添加後6時間で caspase-3活性化が認められた。

(文献14より引用改変)

4.巨核球造血における BIM の役割

　巨核球造血におけるBCL-XLなどのantiapoptotic 
protein の重要性は筆者らの報告も含めいくつかの
研究成果により示されているが，proapoptotic 
protein の役割については明らかでなかった。なか

でも BH3-only タンパク質に属する BIM はサイト
カイン除去などの刺激により誘導されるアポトーシ
スの中心制御因子であることが知られている。さら
に，BIM は血液細胞に強く発現することが知られ
ているが，巨核球・血小板における発現やその役割
についてはこれまでに報告はない。そこで筆者らは，
巨核球造血における BIM の役割を検証することを
目的として bim knockout(KO)マウスの解析を
行った。5-FU を投与し，生体内における巨核球造
血を評価したところ，WT マウスと比較して KO
マウスでは血小板回復が遅延した15)。また血小板回
復期の骨髄内巨核球数はKOで有意に低下していた
にもかかわらず，巨核球 ploidy 及び巨核球胞体突
起形成能は両者で差は認めなかった（図7A）15)。
過去，後期巨核球造血は TPO 非依存性であること
が報告されていることからも16)，BIMは巨核球から
の血小板産生に関与していないと考えられた。一方，
TPO 存在下における c-kit+/Lin- 細胞の増殖能が，
WTよりKOで有意に低下しており（図7B），KO
マウスの骨髄中では造血幹細胞の増殖または造血幹
細胞からの巨核球分化が正常でないことが類推され
た。この原因を明らかにするために，KSL 細胞ま
たは CFU-MK 細胞の細胞周期を解析した結果，
WT と比較して KO の KSL 細胞の BrdU 取り込み
率は有意に低下していたが，CFU-MK 細胞におい
ては両者で差はみられなかった（図8）。また，
TPO 存在下での c-kit+/Lin- 細胞の BrdU 取り込
み率も KO で有意に低下していた15)。さらに，KO
マウス骨髄内 CD34-/KSL 細胞及び CFU-MK 細胞
の割合が有意に増加していたにもかかわらず，巨核
球の割合に差はみられなかった（data not shown）。
このようにKOマウスでは造血幹細胞の細胞周期の
G1期からS期への移行が遅延していることから，
BIM は巨核球造血において造血前駆細胞レベルで
の細胞周期エントリーを制御する分子であると考え
ら れ た15)。 過 去 に は， B 細 胞 に お い て B cell 
antigen receptor(BCR)により誘導された p27kip1

の degradation が WT と比較して bim KO で減少
していたことから，BIM が p27kip1の degradation を
通して細胞周期エントリーを制御する分子であると
いう報告もある17)。一方，Nakao らは，PI3 K 阻害
剤添加 UT-7/TPO 細胞株及びマウス巨核球で
p27kip1の発現が増加することなどを明らかにし，PI3 
K/Akt/Foxo3a 経路とその下流の標的分子である
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p27kip1が TPO 依存性の巨核球増殖において重要な
役割を担っていることを報告している18)。しかしな
がら，巨核球造血における PI3 K/Akt/Foxo3a 経
路と BIM の発現および p27kip1の degradation の分
子間相互作用や制御メカニズムについてまだ十分に
は解明されておらず，大変興味が引かれるところで
ある。
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ス腹腔内に投与後，巨核球 ploidy を測定したところ，
WT及びKOマウスで差はみられなかった。
B)WT及び bim KO c-kit+/Lin- 細胞のTPO存在
下での増殖能は，KO で有意に低下していた。(文
献15より引用改変)
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図８　bim KO 造血細胞における細胞周期

WT 及び bim KO マウス腹腔内に BrdU 1mg を投
与後，KSL 細胞または CFU-MK 細胞の細胞周期を
測定したところ，KO の KSL 細胞の BrdU 取り込
み率は，WT と比較して有意に低下していたが，
CFU-MK 細胞においては両者で差は認められな
かった。(文献15より引用改変)

5.血小板の老化とアポトーシス

　血小板は，何らかの原因により血管内皮細胞が障
害されると，露出したコラーゲンへの接着，

thromboxane A2などの放出，fibrinogen 受容体
である glycoprotein(GP)Ⅱb/Ⅲa の活性化，
microparticle(MP)の放出などに関与する。さら
に MP 放出と同時に，scramblase の活性化により
細胞膜脂質二重層の非対称性が消失し，内層に局在
する phosphatidylserine(PS)が細胞膜表面に暴露

(PS exposure)される19)。この PS 暴露は，血小板
による凝固促進活性において重要な役割を担ってい
る。また，アポトーシスに陥った細胞においてもア
ポトーシスの進行に伴いアポトーシス小体という
MP に類似した膜小胞体が放出されること，細胞表
面に PS が暴露されていることも知られており19)，
血小板活性化または血小板寿命とアポトーシスとの
関係に関して多くの研究がなされてきた。一方，血
小板の細胞質には BCL-XL,BCL-2などの他に
BAK,BAX などの proapoptotic protein があり20)，
BAK,BAX 欠損では血小板寿命が延長する7)。ま
た 最 近，BCL-XL 阻 害 薬,ABT-737，BCL-2や
Bcl-x 阻害薬,ABT-263などが開発され，ある種の
造血器腫瘍に対する効果が報告されているものの，
血小板減少・血小板寿命の短縮も示されている7,21)。
このように血小板寿命には BCL-XL はじめ BCL-2
ファミリータンパクの存在，さらにはアポトーシス
関連タンパクの関与が示されている。
　以前より，老化血小板は脾臓で処理され，血小
板産生は血中 TPO 濃度の増減により制御されてい
ると考えられてきた。しかし，2015年 Grozovsky
らは，TPO 産生臓器である肝臓がシアル酸を喪失
した老化血小板のクリアランス機能を有すること，
さらには膜貫通型糖蛋白質複合体,Ashwell-Morell
受容体(AMR)を介した新たな TPO 発現制御機
構 を 報 告 し た22)。 肝 臓 表 面 に は ASGPR1と
ASGPR2サブユニットからなる AMR が存在し，脱
シアル酸化された糖蛋白質を認識・結合し，その
糖蛋白質を除去する役割を担う（図9）23)。血小板
においては膜表面の GPIb/IX/V 複合体に N-acetyl-
D-glucosamine(GlcNAc)，galactose，シアル酸が
この順序で結合した状態で存在する23)。また血小板
はシアル酸分解酵素 Neu1,Neu3を含有し，循環血
液中の血小板が老化した際に血小板表面のシアル酸
の分解を行う。その結果，galactose が露出した血
小板（老化血小板）は肝臓の AMR と結合し，処理
される23)。さらに老化血小板が AMR に結合すると，
肝 細 胞 の JAK2-STAT3が リ ン 酸 化 さ れ，TPO 
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mRNA の発現が促進される22)。これらの知見は，
新たな血小板クリアランスと血小板産生メカニズム
を提唱するものであり，大変意義深いものである。
一方，筑波大学消化器外科大河内教授らのグループ
と筆者は，以前より肝再生における血小板の役割に
ついて検討してきた。その結果，血小板と Kupffer
細胞の相互作用が肝再生に重要である可能性を見出
した24)。さらに Maruyama らは血小板輸血製剤を
用いた肝不全患者における臨床研究において肝機能
改善効果を報告したが25)，TPO 受容体作動薬投与
による臨床研究では肝機能改善効果は確認できな
かった。この結果は，血小板輸血製剤と TPO 受容
体作動薬により増加した血小板には構造または機能
に何らかの違いがあることを意味する。また筆者ら
は保管血小板製剤が脱シアル化されていることも見
出している（図10）。AMR を介した老化血小板の
クリアランス機構は血小板造血のみならず，肝再生
に関与する可能性もあり大変興味深い。

6.おわりに

　本総説では，巨核球造血へのアポトーシス関連タ
ンパクの役割について概説した。最近の研究により，
caspase がアポトーシスの effector タンパク質であ
るのみならず，細胞増殖や複製，細胞周期など 
non-apoptotic function を有していることが明らか
に な っ て き た が26)， 活 性 化 caspase の 基 質 や
caspase 下流のシグナル経路，BCL-XL や BIM 以
外のアポトーシス関連タンパクと巨核球造血の関係
については未だ十分には解明されていない。また，
血小板クリアランスにおける AMR と BCL-2ファミ
リータンパクの相互作用など不明な点も多く，今後
の研究に期待したい。
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The role of apoptosis-related proteins during megakaryopoiesis.

Yukinori KOZUMA, Ippei NOBORUO

Abstract

　Megakaryocytes differentiate from hematopoietic stem cells under the control of a lineage-
specific cytokine, thrombopoietin(TPO).  Final stage of the differentiation is characterized by 
platelet release from the ends of long thin cytoplasmic processes called proplatelets.  Previous 
reports have suggested that cellular apoptosis is involved in the process of platelet production 
because cultured mature megakaryocytes in comparison with immature cells are prone to 
apoptosis even in the presence of TPO.  Here, we overview how an apoptotic process is involved 
in megakaryopoiesis.


