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　臨床工学技士は臓器不全に対する生体機能代行

治療を職務とする。骨髄に作用する造血ホルモン

のうちで、腎からエリスロポエチン（EPO）、肝か

らトロンボポエチン（TPO）が成人では分泌され

ており、慢性腎不全では EPO 補充療法が行われて

いる。一方、TPO は血小板の産生を促す造血ホル

　成体ラット（F344）を用いて腎、肝、心、肺、脾、

血液において、EPO および TPO が mRNA レベ

　用いたラットの体重は 235 ～ 255 g、週齢は 11

週齢だった。EPO mRNA は腎と比べて肺で 0.29

倍、心で 0.14 倍、脾で 0.06 倍、肝で 0.02 倍の発

現がみられ、腎と脾の間で腎が有意に高値だった

（P<0.05）。また、腎と肝の間で腎が有意に高値だっ

た（P<0.01）。TPO mRNA は肝と比べて腎で 0.65

倍、肺、心、脾は 0.02 倍以下であった。肝と肺の

　ラットにアルファクロラロース・ウレタンを腹

腔内投与し、麻酔が効いたのを確認して正中切開

を行った。ペニスよりヘパリンを投与し全身ヘパ

リン化した後、血液、腎、肝、脾、心、肺の順で

摘出した。各臓器の 3 箇所から 5 mm × 5 mm

の組織を採取し、トリゾールの入ったエッペンド

ルフチューブの中でホモジェナイズした。固体の

混入を防ぐため、遠心分離した後、上清を取出し、

さらにトリゾールを加えた。酸性グアニジン‐フェ

モンであるが、透析患者と血小板に関連する問題

として、ヘパリンの使用や血液回路内の吸着、凝集、

尿毒症による血小板減少が挙げられる。これらの

造血ホルモンの産生臓器を理解しておくことは非

常に重要である。

ルでどの程度発現しているか、精度の高い逆転写

‐定量 PCR を用いて評価した。

間で肝が有意に高値だった（P<0.05）。また、肝と

心の間で肝が有意に高値だった（P<0.001）。さら

に、肝と脾の間で肝が有意に高値だった（P<0.01）。

同様に、腎と肺、心、脾の間ですべて腎が有意に

高値であった（すべて P<0.01）。血液では EPO 

mRNA、TPO mRNA ともに検出できなかった。

ノールクロロホルム法により全 RNA を抽出した

後、逆転写ならびに TaqMan® プローブを用いて

定量 PCR を行った。各サンプルから測定遺伝子

用の FAM と、内在性コントロール GAPDH 用の

VIC の蛍光強度を同時測定する 2 カラー相対定量

とし、腎あるいは肝に対する mRNA 相対レベル

の差である－ΔΔ CT、ならびに mRNA 相対量 2

－ΔΔ CT を算出した。統計解析には Welch の t

検定を用いた。
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　F344 の成体ラットでは、逆転写‐定量 PCR を

用いた mRNA レベルでの EPO および TPO の

主な産生臓器はそれぞれ腎、肝であった。また、

EPO および TPO の主な産生臓器以外でも EPO や

TPO の遺伝子発現がみられた。その中でも、TPO 

mRNA は腎でも肝と比べて 0.65 倍と比較的高発

　エリスロポエチン（EPO）、トロンボポエチン

（TPO）、メッセンジャー RNA（mRNA）、逆転写

現であり、透析患者の血小板減少は腎での TPO

産生低下も関与している可能性がある。EPO や

TPO の主要な産生臓器以外の発現を促進させるこ

とができれば、腎不全や肝不全に対する新たな治

療法が確立できる可能性がある。

‐定量 PCR（RT‐qPCR）、血小板減少

５．結　論

キーワード

　臨床工学技士は血液透析やアフェレシスといっ

た血液浄化療法による腎や肝の代行を主要業務の

一つとする。骨髄に作用するホルモンのうちで、

腎からエリスロポエチン（以下 EPO と略す）、肝

からトロンボポエチン（以下 TPO と略す）が成人

では分泌されている。慢性腎不全では血液透析に

よって老廃物の排泄、水分の調節、電解質の調節、

pH の調節を代行できるが、EPO 産生の代行はで

きないため、リコンビナント EPO の静脈内投与に

よる補充療法が行われる 1)。EPO は成体では腎尿

細管周囲の間質細胞が産生し 2-3)、骨髄の赤芽球に

作用し赤血球への分化を促すが、胎生期では肝が

主なEPOの産生臓器であることが知られている4)。

また、腎や肝以外でも EPO mRNA の発現がみら

れることが報告されている 5-11)。一方、TPO は成

体では肝で主に産生されるが、腎からも一定量の

TPO mRNA の発現があるという報告がある 12)。

TPO は骨髄の巨核球前駆細胞に作用し、巨核球へ

の分化を促進させ、血小板の増加に寄与している。

透析患者と血小板に関連する問題として、ヘパ

リンの使用による血小板減少（heparin induced 

thrombocytopenia 以下 HIT と略す）13) や、血

液回路およびダイアライザでの吸着、凝集による

血小板減少が挙げられる 14-15)。また、慢性腎不全

による尿毒症自体が血小板減少に関与していると

いう報告もある 16)。しかし、EPO とは異なり、リコ

ンビナント TPO は実用化されるに至っていない 17)。

　臓器不全を治療の対象とする臨床工学技士

に と っ て、 臓 器 に よ っ て EPO お よ び TPO の

mRNA 発現量にどの程度差があるかを知ってお

くことは非常に重要である。本研究では成体ラッ

ト（F344）を用いて腎、肝、心、肺、脾、血液

において、EPO および TPO が mRNA レベルで

どの程度発現しているか、精度の高い逆転写‐定

量 PCR（reverse transcription‐quantitative 

polymerase chain reaction 以下 RT‐qPCR と略

す）を用いて評価した。

緒　言

実験動物および臓器の採取

　広島国際大学動物実験委員会の承認（承認番号：

AE14‐013）を受け、実験動物として 3 匹のラッ

ト（F344、雄、日本チャールス・リバー株式会社）

を用いた実験を行った。アルファクロラロース・

ウレタン（30 mg/kg・0.75 g/kg、和光純薬工業

株式会社）を腹腔内投与して麻酔をかけた。1 時

間後、ラットを手術台に固定し陰茎静脈からヘパ

リン（5000 単位 /5 mL、持田製薬株式会社）を 0.2 

mL 投与し、全身ヘパリン化を行った。腹部臓器

を摘出するために、腹部正中切開し開腹した。開

腹後、腹部大静脈を切断し、脱血させて採血した。

その後、各臓器を腎、肝、脾の順で摘出し、さら

に、胸骨縦切開して開胸し、心、肺の順で摘出し

た。血液はエッペンドルフチューブ（1.5 mL）に

1 mL のトリゾール（ライフテクノロジーズジャ

パン株式会社）が入ったものを 3 つずつ用意し、0.2 

mL ずつ分注し、よく混和して迅速に－ 80℃の冷

凍庫に凍結保存した。他の臓器は空のエッペンド

ルフチューブに採取して血液と同様に－ 80℃の冷

凍庫に凍結保存した。

臓器からの RNA 抽出

　臓器サンプルを解凍し、各々の臓器から 5 mm

× 5 mm の切片を 3 箇所ずつメスで切り出し、エッ

ペンドルフチューブに0.3 mLのトリゾールが入っ

たものに切片を入れ、ホモジェナイザー（有限会

方　法
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　2 つの実験群間の差の検定には Welch の t 検

定を用いた。統計解析ソフトは EZR を使用した
19)。危険率 5% での有意差が認められる場合に

P<0.05、危険率 1% での有意差が認められる場合

に P<0.01、危険率 0.1% での有意差が認められる

場合に P<0.001 と表記した。

統計学的解析

用いたラットとサンプルから抽出した

RNA 収量と純度

　用いたラットと各臓器や血液から抽出した RNA

収量と純度を表 1 に示した。用いたラットの週齢

は全て 11 週齢であった。1 匹目のラット（体重

250 g） で は 腎 で 200.6 ± 66.0、 肝 で 131.8 ±

85.7、脾で 149.8 ± 61.3、心で 82.5 ± 62.1、肺

で 100.0 ± 55.8、血液で 270.5 ± 79.2、2 匹目の

ラット（体重 235 g）では腎で 100.0 ± 24.0、肝

で 70.8 ± 12.2、脾で 73.4 ± 19.6、心で 43.7 ±

1.1、肺で 29.1 ± 3.7、3 匹目のラット（体重 255 

g）では腎で 85.9 ± 7.4、肝で 125.3 ± 64.4、脾

結　果

社アイ．エス．オー）を用いて可及的に粉砕した。

次いで、ツベルクリン用の 1 mL のシリンジ（テ

ルモ）と 21 G の針（テルモ）を用いて粉砕した

サンプルの入ったトリゾール溶液を 10 回出し入

れし、ゲノム DNA をせん断した。さらに、微量

高速遠心機 MX‐150（TOMY）を用いて 13,000 

rpm、1 分間遠心して、残存する固形物を沈殿させ、

上清のみを別のエッペンドルフチューブに移して

トリゾールを 0.7 mL 追加し、全量約 1 mL とした。

酸性グアニジン‐フェノールクロロホルム法によ

り全 RNA を抽出し、超微量分光光度計（NanoDrop 

2000、LMS）で濃度と純度を計測した。

RT‐qPCR

　PrimeScript RT reagent Kit（TAKARA） を

用いて逆転写反応を行い相補的 DNA に変換し

た。プライマーと TaqMan® プローブのセットと

して、蛍光色素 FAM 標識 EPO 用 Rn01481376_

m1、FAM 標 識 TPO 用 Rn00437040_m1、

VIC 標 識 GAPDH 用 4352338E‐0908012

（Applied Biosystems） を 用 い た。FAM 標 識

セットいずれか一つと、VIC 標識 GAPDH セッ

トおよび Premix ExTaq（TAKARA）を用い、

MiniOpticon Real‐Time PCR System （Bio‐

Rad）により定量リアルタイム PCR を 2 ステップ

法、50 サイクルで施行した 18)。使用したプロー

ブはエクソンをスパンしておりゲノム DNA の情

報は検出されない。各サンプルから測定遺伝子用

の FAM と、内在性コントロール GAPDH 用の

VIC の蛍光強度を同時測定することとする 2 カ

ラー相対発現定量とし comparative CT 法で解析

して－Δ CT を算出した。さらに、EPO では腎、

TPO では肝を基準として mRNA 相対レベル－Δ

Δ CT として算出した（相対量は 2 －ΔΔ CT と

なる）。

表１　用いたラットと RNA の収量と濃度
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　成体での EPO の主な産生細胞は腎の尿細管周囲

の間質細胞であることが知られている 2-3)。しかし、

胎生期では肝が主な EPO 産生の役割を担っている
4)。通常臓器において腎や肝以外でも、肺、脾、脳、

精巣、骨髄、胎盤で EPO mRNA の発現がみられ

ることが報告されている 5-11)。本研究においても

腎で主な EPO mRNA の発現が認められ、また、

腎以外にも肺と心で発現が認められた。しかしな

がら、肝や脾ではほとんど発現は認められなかっ

た。その理由として、本研究ではアッセイ法とし

て定量性に優れた RT‐qPCR を用いていることや、

用いたラットの種類の違いが挙げられる。先行研

究による報告では逆転写‐PCR とアガロースゲル

電気泳動、in situ hybridization やノーザンブロッ

トを用いた定性実験の結果であり、定量性に欠け

ている。一方、TPO は肝で主に産生され、腎でも

一定量の TPO mRNA の発現があるとの報告があ

る 12)。本研究においても肝と腎で TPO mRNA の

考　察

で 84.5 ± 34.6、心で 147.7 ± 56.0、肺で 264.4

± 103.3 であった（単位は ng/ μ L）。純度は 1.67

～ 2.26 であり、おおむね、純粋な RNA の純度で

ある 2.0 に近かった。2 匹目のラットおよび 3 匹

目のラットは、ヘパリンの投与に失敗したため採

血できなかった。

EPO mRNA 発現の臓器特性

　統計学的解析を行うため、EPO mRNA 相対レ

ベルを図 1 に示した。腎と脾の間で腎が有意に高

値だった（P<0.05）。また、腎と肝の間で腎が有意

に高値だった（P<0.01）。

　EPO mRNA 相対量を図 2 に示した。腎と比べ

て肺で 0.29 倍、心で 0.14 倍、脾で 0.06 倍、肝で

0.02 倍の発現がみられた。血液では 50 サイクル

で測定限界以下であった。

TPO mRNA 発現の臓器特性

　EPO mRNA と同様に統計学的解析を行うた

め、TPO mRNA 相対レベルを図 3 に示した。肝

と肺の間で肝が有意に高値だった（P<0.01）。ま

た、肝と心の間で肝が有意に高値だった（P<0.05）。

さらに、肝と脾の間で肝が有意に高値だった

（P<0.001）。同様に腎と肺、心、脾との間ですべて

腎が有意に高値だった（すべて P<0.01）。

　TPO mRNA 相対量を図 4 に示した。肝と比べ

て腎で 0.65 倍、肺、心、脾ではすべて 0.02 倍以

下であった。血液では 50 サイクルで測定限界以下

であった。

図１　EPO mRNA 相対レベルの臓器特性

図３　TPO mRNA 相対レベルの臓器特性

図 2　EPO mRNA 相対量の臓器特性

図４　TPO mRNA 相対量の臓器特性



11

【
特 

集

】
第
5
回
中
四
国
臨
床
工
学
会
論
文
集

　F344 の成体ラットでは、逆転写‐定量 PCR を

用いた mRNA レベルでの EPO および TPO の

主な産生臓器はそれぞれ腎、肝であった。また、

EPO および TPO の主な産生臓器以外でも EPO や

TPO の遺伝子発現がみられた。その中でも、TPO 

mRNA は腎でも肝と比べて 0.65 倍と比較的高発

　逆転写‐定量 PCR を指導して下さった広島大学

大学院、大学院生の沓野祥子さんにこの場を借り

現であり、透析患者の血小板減少は腎での TPO

産生低下も関与している可能性がある。EPO や

TPO の主要な産生臓器以外の発現を促進させるこ

とができれば、腎不全や肝不全に対する新たな治

療法が確立できる可能性がある。

て感謝致します。
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