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研究成果の概要（和文）：赤血球造血因子エリスロポエチン（EPO）の造血以外の機能が示唆されている。本研
究では、神経系や心血管系における細胞保護および脂肪組織と骨格筋における糖代謝制御に関して、遺伝子改変
マウスを用いた国際共同研究を行い、EPOの意外な作用を明らかにした。また、胎児神経系組織におけるEPO遺伝
子発現を見出し、EPO遺伝子の転写開始点近傍に神経系でのEPO産生を誘導する制御領域を同定した。胎児期の神
経系EPO産生細胞については、細胞株の樹立と解析を行い、胎児神経系EPO産生細胞は様々な種類の細胞で構成さ
れることを明らかにした。さらに、EPOは鉄利用を促進させることを見出し、その分子機序の一端を解明した。

研究成果の概要（英文）：Recent studies suggested that the erythroid growth factor erythropoietin 
(EPO) has roles beyond its canonical erythropoietic function. This study aimed to elucidate in vivo 
function of EPO in non-erythropoietic cells, and demonstrated roles of EPO in cardiovascular 
protection and metabolic regulation in mice. Additionally, the mechanism that EPO promotes iron use 
synchronized with erythropoiesis was unveiled. Our previous studies discovered that embryonic neural
 cells express the EPO gene, which is known to be mainly produced by adult kidneys. This study added
 information that the proximal upstream region of the EPO gene directs EPO production in embryonic 
neural cells. Furthermore, immortalized cell lines derived from the EPO-producing neural cells were 
established, and analyses of the cell lines demonstrated that the EPO-producing neural cells consist
 of various types of neural cells. These results imply additional roles of EPO beyond erythropoiesis
 and propose their molecular bases.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 低酸素応答　遺伝子改変マウス
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
EPOは30年間臨床現場で貧血治療に利用されているが、本研究では、EPOの赤血球造血以外の作用に迫ることがで
きた。この成果は、臓器保護や鉄代謝改善に対して、EPO製剤が有効である可能性を示唆している。また、EPOは
神経系細胞においても細胞保護に作用することが示唆されているが、本研究では、EPOを産生する神経系細胞を
同定し、それらの性状を明らかにした。さらに、神経系細胞におけるEPO遺伝子発現制御機構の解明を進めた。
以上の研究を発展させることにより、EPO製剤の神経保護作用と作用機序が明らかになると期待できる。



１．研究開始当初の背景 
 エリスロポエチン（Epo）は主に腎臓でつくられるサイトカインであり、赤血球前駆細胞で発現する特異
的な受容体（EpoR）に結合し、細胞内に分化・増殖・アポトーシス抑制のシグナルを伝える。また、Epo
は製剤化されており、臨床現場で非常に優れた貧血治療効果が実証されている。Epo 製剤の効果は赤血球に
極めて特異的であり、Epo および EpoR の遺伝子欠損マウスは重度の貧血により胎生期に致死となるが、他
の臓器形成不全を呈さないことから、Epo-EpoR 系は赤血球造血に特化した役割を果たしていると考えられ
ていた。しかし、1994 年に血管内皮細胞における機能的な EpoR の発現が報告され、その後も心血管系、神
経系、生殖器、骨格筋などにおける広範な組織での EpoR の発現検出と機能解析が発見されている。これら
の造血外組織においても、Epo は赤血球系細胞と同様に、アポトーシス抑制のシグナルを伝えていることが
示唆されている。とくに、組織傷害時の細胞死を抑制する効果が注目されており、虚血などに対する心筋や
神経細胞の保護を目指した Epo の適用外使用への応用が期待されている。しかし、EpoR 遺伝子欠損マウス
は胎生致死であるため、Epo-EpoR 系の造血外機能の実体解明は進んでいなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 Epo の造血以外の機能を探索し、その作用機序を解明することを目的とした。とくに、低酸素環境に対す
る細胞保護機能に着目して解析を進めた。これまでに、脳において低酸素誘導的に Epo を発現する細胞を同
定していたので（Suzuki et al, Nat Commun 2013）、神経系での Epo の産生制御機構と役割を中心に研究を行
った。 
 
 
３．研究の方法 
 Epo 遺伝子制御領域下で蛍光タンパク質（tdTomato または GFP）を発現するマウス（Obara et al, Blood 2008; 
Suzuki et al, Nat Commun 2013）を利用し、非造血組織に Epo を供給する細胞の単離同定と性状解析を行った。
また、神経系細胞での Epo 遺伝子発現制御機構を明らかにするために、トランスジーン上で Epo 遺伝子の
制御領域に変異や欠失を導入した構築のレポーター発現解析を行い、神経系細胞における Epo 産生において
重要な役割を担う遺伝子制御系の解析を行った。 
 EpoR を造血細胞以外で発現しないマウス（Suzuki et al, Blood 2002）を用いて、造血以外の Epo の役割に
ついて、個体レベルで検証した。また、腎臓における Epo 産生が完全に欠損し、肝臓からの Epo 産生で生
存する慢性貧血マウス（Yamazaki et al, Nat Commun 2013）を用いて、Epo 投与による個体レベルでの反応を
解析した。さらに、肝臓特異的に Epo 遺伝子を欠損したマウス（Suzuki et al, Mol Cell Biol 2011）を用いて、
肝臓から分泌される Epo の生体における役割を検討した。 
 
 
４．研究成果 
 赤血球系細胞以外でも様々な組織で EpoR の発現が確認されていたことから、Epo の造血外機能が示唆さ
れていた。しかし、EpoR を全身で欠損したマウスは胎仔期に貧血で死亡してしまうため、EpoR 欠損マウス
を用いて Epo シグナルの造血以外の役割を検証することは困難であった。そこで、赤血球系細胞で発現する
転写因子 GATA1 の遺伝子発現制御領域を用いて EpoR を発現するトランスジーンを EpoR 欠損マウスに導
入したところ、造血細胞に限局して EpoR を発現するマウスを作出することに成功した（Suzuki et al, Blood 
2002）。このマウスは、正常に出生し、繁殖も可能であるが、本研究期間中に国内の複数の研究グループ加
え、米国およびオーストリアの研究グループにマウスを譲渡し、共同研究を進めた。その結果、神経系や心
血管系における細胞保護および脂肪組織と骨格筋における糖代謝制御などに関して、Epo の役割が明らかに
なりつつある（論文投稿準備中）。 
 
 これまでに、マウスの胎仔神経系組織において、Epo遺伝子を発現する細胞が存在することを発見し、「NEP
（neural Epo producing）細胞」と命名した（Suzuki et al, Nat Commun 2013）。本研究では、成体マウスの脳に
おいても、低酸素誘導的にエリスロポエチンを発現する細胞を同定した（論文投稿中）。胎仔期の NEP 細胞
が産生する Epo が赤血球造血に必要であることはわかっていたが（Suzuki et al, Nat Commun 2013）、造血以
外の作用の有無については今後の解析が必要である。また、成体脳での Epo 産生の意義については、神経保
護作用が示唆されているが、本研究では解明に至っていない。 
 腎臓および肝臓における Epo 遺伝子の転写制御機構については、制御領域を同定し、低酸素誘導性因子
HIF2 が重要な転写活性化因子として機能することを示してきた（Suzuki et al, Mol Cell Biol 2011; Tojo et al, 
Mol Cell Biol 2015; Suzuki et al, Tohoku J Exp Med 2015; Souma et al, J Am Soc Nephrol 2016; Hirano et al, Mol 
Cell Biol 2017）。本研究において、神経系組織における Epo 遺伝子の転写制御領域を同定するために、トラ



ンスジェニックマウスを用いたレポーター解析を行ったところ、転写開始点上流側近傍に胎仔期神経系組織
における Epo 遺伝子発現に必要かつ十分な制御領域が存在することを明らかにした（Hirano et al, Mol Cell 
Biol 2017）。これらの結果から、Epo 遺伝子発現は、腎臓、肝臓、神経系の３つの組織において、それぞれ
異なる制御システムによって調節されていることが理解された。 
 NEP 細胞の性状や NEP 細胞における Epo 遺伝子制御
機構の詳細な解析を進めるために、NEP 細胞由来の細
胞株を作出した（図１）。得られた NEP 細胞株（NEP-cell 
lineage cells immortalized and cultivable [Neplic]細胞と命
名）の遺伝子発現様式を解析したところ、NEP 細胞は
神経堤細胞や神経上皮細胞に含まれる様々な種類の細
胞で構成されることがわかった（論文投稿中）。 
 
 腎 Epo 産生能が低下した慢性貧血マウスを用いて、個体レベルの Epo の役割を検討した。この Epo 欠乏
性慢性貧血マウスでは、全身性に低酸素状態に陥っており、代償性に心臓が拡張していた。これらの症状は、
Epo 製剤の投与によって貧血から回復すると観察されなくなった。この結果は、Epo が直接的または造血を
介して生体の様々な組織の恒常性維持に関与することを示している（Suzuki et al, Haematologica 2016）。また、
慢性貧血の状態では、虚血再灌流による腎障害が重篤化することを見出した（未発表）。この表現型も Epo
製剤の投与によって回復した。本マウスにおける腎障害重篤化は、Epo 欠乏による直接的影響および貧血に
よる低酸素状態のいずれかが原因であると考えられた。 
 Epo 欠乏性慢性貧血マウスでは、赤血球での鉄
利用が滞るため、血清鉄および貯蔵鉄の量が増大
していた。また、Epo は EpoR を介して赤芽球や
赤血球前駆細胞に作用し、エリスロフェロンの産
生・分泌を促すことを確認した。エリスロフェロ
ンは鉄利用抑制因子であるヘプシジンの肝臓に
おける産生を抑制することがわかっていたが、
Epo 欠乏性慢性貧血マウスへの Epo 製剤投与は、
血液中のヘプシジン濃度および肝臓におけるヘ
プシジン遺伝子発現を著しく低下させた（Suzuki 
et al, Haematologica 2016）。この結果は、Epo が赤
血球系細胞の分化増殖を誘導すると同時に、エリ
スロフェロンを介して貯蔵鉄の利用を促進し、赤
血球のヘモグロビン合成をサポートする役割が
あることを示している（図２）。 
 一方、鉄は細胞障害性が高いため、Epo 欠乏性
慢性貧血マウスにおける鉄利用停滞や鉄過剰状
態は、様々な臓器で組織障害の原因となることが考えられ、前述の Epo 欠乏性慢性貧血マウスにおける腎障
害の重篤化に鉄が関与している可能性が想定された。実際、鉄は酸化ストレスを介して臓器障害に関与する
が、酸化ストレスが腎臓病を進展させることをマウスの実験により証明した（Nezu et al, Kidney Int 2017）。
また、Epo 欠乏性貧血による血清鉄過剰状態は、腎臓尿細管間質の Epo 産生細胞（renal erythropoietin producing
［REP］細胞）への鉄沈着を引き起こすことを発見した。さらに、鉄は HIF2 の活性を抑制し、腎臓の Epo
産生能を低下させることを明らかにした（Suzuki et al, Kidney Int 2018）。 
 

  



 ヒトやマウスにおいて、成体では腎臓が主要な Epo 産生臓器であるが、肝臓においても低酸素誘導性に
Epo 遺伝子が発現することが知られている。肝臓で産生される Epo の役割を明らかにするために、肝臓特異
的に Epo 遺伝子発現を欠損した遺伝子改変マウスを作出した。Epo 欠損マウスは、EpoR 欠損マウスと同様
に、胎仔期に貧血で死亡するため、成体肝臓から分泌される Epo の役割を個体レベルで検証することは困難
であった。マウス Epo 遺伝子の転写開始点の上流 60 kb から下流 120 kb の領域には、Epo 遺伝子発現に必要
な制御領域が完全に含まれることを明らかにしていたので（Obara et al, Blood 2008; Hirano et al, Mol Cell Biol 
2017）、この制御領域下で Epo を発現するトランスジーンを Epo 欠損マウスに導入し、Epo 欠損による胎生
致死を回避させた（図３）。このとき、トランスジーン内の Epo をコードする配列を Cre リコンビナーゼに
よって切断できるように、予め loxP 配列をトランスジーンに挿入した。得られたマウスに肝臓特異的に Cre
を発現するトランスジーン（Albumin-Cre）を導入したところ、期待通り、肝臓で Epo を産生することがで
きないマウスを得ることができた。このマウスは、成体では腎臓が十分量の Epo をつくるため、目立った表
現型を示さなかった。また、貧血から回復することも可能であった。しかし、肝臓が主要な Epo 産生臓器で
あり、造血臓器でもある胎仔期においては、肝 Epo 産生欠損マウスの赤血球造血が不十分であり、マウスは
一過性の貧血を示した（図４）。したがって、肝臓でつくられる Epo は肝臓における赤血球造血に必要であ
るが、成体での骨髄造血への貢献は腎臓で産生される Epo に比べて小さいことが明らかとなった（論文投稿
準備中）。この結果は、慢性腎臓病患者では、肝機能が保たれていても腎 Epo 産生能が障害されるため、腎
性貧血を併発することと矛盾しない。また、本マウスは出生前後における貧血低酸素状態が成長後の成体に
及ぼす影響を検討するうえで有用な動物モデルとなると考えられた。 
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