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研究成果の概要（和文）：哺乳類エリスロポエチン（EPO）とその受容体（EPOR）の相同分子が両生類

アフリカツメガエル成体肝臓に発現する。ツメガエルEPOと哺乳類EPOとの配列相同性は 38％と低い。

そこで両生類で初めて in vitro 赤芽球コロニー形成アッセイを確立し， EPO-EPOR 系がツメガエルの

肝臓で赤血球造血を傍分泌刺激する機能をもち，また，両生類造血組織における赤血球前駆細胞の

存在を初めて証明した。貧血血清中には EPO 活性が存在した。低温環境下では新生赤血球の血液

循環移行が抑制されて貧血が誘導された。ツメガエルは造血制御・生理を解析するためのすぐれたモ

デルとなる。

研究成果の概要（英文）： In African clawed frog, Xenopus laevis, mammalian homologues of
erythropoietin (EPO) and its receptor (EPO) express in the adult liver. Xenopus EPO had only 38%
identity with mammalian EPO protein. By establishing a colony assay for the first time in amphibian,
we were able not only to demonstrate the presence of erythroid progenitors in the liver capable of
forming erythroid colonies but also the specific function of Xenopus EPO and the presence of EPO in
anemic serum. Under conditions of hypothermic anemia, new erythrocytes were retained in the liver.
This is the first study to describe the direct evidences in a physiological animal model to investigate the
erythroid progenitor in amphibian hematopoietic tissues.
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１．研究開始当初の背景
動物の赤血球，白血球，血小板（栓球）は，そ

れぞれ特異的な機能や形態をもつ細胞である
が，いずれも自己複製能と多分化能をもつ造血
幹細胞（血液幹細胞）から派生し，増殖，分化を
経て成熟する。成熟途上の血球前駆細胞は，１）
血球産生臓器である造血巣の微小組織環境で
細胞間相互作用を受け （ Suda ら ， Trends
Immunol. 26(8):426. 2005），また，２）特定の分

化段階で各血球系統（造血系譜，血球系譜）に
特異的に作用する造血因子（サイトカイン），す
なわち赤血球産生因子エリスロポエチン（EPO）,
顆粒球コロニー刺激因子 G-CSF，栓球産生因
子トロンボポエチン（TPO）などと結合する膜受
容体を発現し，内分泌性ないし傍分泌性の作用
を 受 け る （ Kaushansky, N Engl J Med.
354(19):2034, 2006）。血球前駆細胞はこのよう
な過程を経て成熟したのちに，血液循環に移行
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する。１）と２）は，造血因子や移植医療
床応用が背景となり，主にヒトやマウスを
して研究が発展した。その結果
な知見がもたらされている。しかし
性質や，血球の最終分化に必要
環境の特性など，多くの未解明
ている。造血組織（造血器，造血巣
進むにつれて移動する。たとえばヒトやマウスの
造血巣は，卵黄嚢から肝臓，脾臓
出生後に骨髄造血に移行する。
小環境や造血幹細胞，血球前駆細胞
れの特性は質的にダイナミックに
られるが詳細は不明である。分化段階
血球前駆細胞の局在分布が造血巣
されるのかについても不明である
我々は，ヒトやマウスだけではなく

物の血球を観察し，造血を比較
よって，基礎生物学や，ヒト臨床応用
知制御系の発見の機会があると
研究対象を無尾両生類アフリカツメガエル
（Xenopus laevis；ツメガエル）の
血球造血に設定した。本研究の
去５年間，ツメガエルの造血因子
容体，血球特異的マーカー等の
や単離，構造決定を進め，現代生物学的手法
を展開する準備を進めた。まずツメガエル
受容体（xlEPOR）遺伝子を単離
学的機能を調べた（Aizawa et al.
2005）。次いでツメガエル EPO
子クローニングを進めた。元来
現量が極めて少ないため困難
laevis の近縁種ネッタイツメガエル
のゲノム情報を利用し，EPO候補分
に漸く達した。哺乳類ヒト EPO には
発揮に不可欠の N 結合型糖鎖
かし驚くべきことに，ツメガエル EPO
型糖鎖が欠失していること（図 1
とのアミノ酸配列一致率は 30％
から，果たして xlEPO は，ツメガエルにおいても
赤血球造血を担う造血因子のオルソログである
のか，結論が得られていなかった
体では，EPO，EPO 受容体とも
こと，EPO には糖鎖付加がない

図 1. xlEPO と他生物種 EPO の構造の
数字は構成アミノ酸残基数，Cys 残基（
o- 結 合 型 糖 鎖 を そ れ ぞ れ の

[Kosaka-Nogawa et al. Exp. Hematol., 2010]

移植医療のヒト臨
にヒトやマウスを対象に

結果，世界的に膨大
しかし造血幹細胞の
必要な臓器・組織

未解明の課題が残され
造血巣）は，発生が

たとえばヒトやマウスの
脾臓へ，さらには
。従って，造血微

血球前駆細胞のそれぞ
ダイナミックに変化すると考え
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比較解析することに
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まずツメガエル EPO
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et al. J. Biochem.,

EPO（xlEPO）の遺伝
元来，造血因子の発
困難を極めたが，X.

ネッタイツメガエル X. tropicalis
候補分として xlEPO
には in vivo 活性

結合型糖鎖が付加される。し
EPO には N 結合
1），哺乳類 EPO
％以下であること

ツメガエルにおいても
オルソログである

られていなかった。ツメガエル成
とも肝臓で発現する

がないため血中半減期

が極めて短いと考えられたこと
赤血球系細胞は肝臓に分布すること
せ，「ツメガエル成体の赤血球産生
のEPOの傍分泌刺激による」という
至った。その場合，肝臓組織環境
赤血球造血環境を与えるのか
の追求のモデルとして興味を
本研究では，これらの課題に
赤芽球形成能を解析するための
活性測定法を確立し，造血組織
胞の検出を経て，EPO-EPOR
赤血球産生制御系の分子特性
を調べる必要があった。

２．研究の目的
本研究の最終的な目標は

の血球産生（造血）の姿を比較
器官（造血器，造血巣ともいう
能，形態，特性や，血球産生
かにすること，さらに末梢血球数
関わる未知の制御機構を探索
ける血球産生の総合的な理解
概念を獲得することである。
本研究期間では，ツメガエル

（主に肝臓）において，赤血球前駆細胞
し血液循環に移行過程における
の関与と，その特性を明らかにする

３．研究の方法
全ての動物実験は，予め早稲田大学実験動

物委員会の審査，認可を受けた
遺伝子組換え実験は，早稲田大学組換
実験委員会の審査，認可を受
（１）動物
ツメガエル（X. laevis）は，野生型
物教材より，純系 J 系統は栃内新博士
大大学理学部）より供与，あるいは
殖より購入，ネッタイツメガエル
ナショナルバイオリソーズプロジェクト
島大学大学院理学研究科附属両生類研究施
設）より分与を受けた。抗体作製
と，マウスは日本クレアより購入
物は必要に応じて適切な環境
22℃）で飼育，実験した。
（２）血球関連分子の取得
主要造血因子とその受容体，
分化マーカーなどの鍵分子群
ローニングの多くの場合は，既知配列
ータベースから取得するか
tropicalis のゲノムデータベースの
を経て， RACE 法（Rapid
cDNA Ends: RACE）により対象
片から未知領域の伸長反応を
を全て，あるいは目的によっては
cDNA をクローニングした。
遺伝子組換え体は，常法に

いは COS-1 細胞，HEK293 細胞

の比較
（C），N 結合型糖鎖，

を そ れ ぞ れ の 配 列 上 に 示 す 。

Exp. Hematol., 2010]

こと，組織検索では
すること，を考え併

赤血球産生は，肝臓内
という仮説を得るに

肝臓組織環境がどのように
えるのか，造血微小環境

を掻き立てられた。
に取り組むためには，

するための in vitro/ in vivo
造血組織における前駆細
EPOR 系の存在様式と，
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理解と，新たな科学的
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における EPO-EPOR 系
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早稲田大学実験動
けた。また，全ての
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受けて実施した。

野生型は大内一夫生
栃内新博士（北海道
あるいはワタナベ増

ネッタイツメガエル X. tropicalis は，
ナショナルバイオリソーズプロジェクト（NBRP，広
島大学大学院理学研究科附属両生類研究施

抗体作製のためのウサギ
購入した。入手した動
環境（基本：12L:12D，

，細胞増殖・分化・
鍵分子群の同定と遺伝子ク

既知配列を公開デ
するか，あるいは X.

のゲノムデータベースの in silico 解析
apid Amplification of
対象とする遺伝子断
を行い，翻訳領域

によっては部分配列の

により，大腸菌ある
細胞を発現宿主とし



て遺伝子導入を行い，組換え体の粗精製あるい
は純化標品を得た。
（２）遺伝子発現解析
ツメがエルの成体臓器（脳，肺，筋肉，心臓，血
液，肝臓，脾臓，腎臓，胃，腸，卵巣，精巣，変
態直後の肝臓など）より，フェノール―グアニジ
ンイソチオシアネート試薬を用いて全 RNA を抽
出した。Dnase I 処理後の RNA はオリゴ dT プラ
イマーにより逆転写し cDNA とした。各組織にお
ける xlEPO mRNA の発現量は，適当な遺伝子
を内部標準に選択し RT-PCR とリアルタイム
RT-PCR 法で測定した。PCR 増幅反応産物の
DNA は，3％アガロースゲル電気泳動後，核酸
染色した。定量的リアルタイム RT-PCR の内部標
準遺伝子には組織間で発現量に差の少ない
ribosomal protein L13A（RPL13A）を用いた。リ
アルタイム PCR のプライマーは，ゲノムを鋳型と
した増幅を防ぐために，イントロン間で設計した。
プライマー設計では，プライマーダイマーを形成
しないこと，フォワードプライマーとリバースプライ
マーの Tm 値に差がないこと，プライマー自体が
ヘアピン構造を取らないこと等を確認し，ゲル電
気泳動で単一の PCR 増幅産物のバンドが得ら
れる反応条件を採用した。
その他，組織切片上の遺伝子の検出（in situ
hybridization）及び組織免疫染色は，常法に従
って実施した。
（３）in vitro 赤芽球コロニーアッセイ
哺乳類以外の in vitroコロニーアッセイ法は確立
されておらず，ツメガエル血球系細胞の培養系
の確立を試みた。半固形培地の選択と浸透圧
の検討，血清，刺激因子，播種細胞の種類と播
種細胞数，培養容器の大きさと種類，培養の体
積，温度，日数，細胞を採取する動物の齢と状
態など，多岐にわたって検討した。最終的に，成
体肝臓あるいは脾臓より細胞を採取し，図 4 の
方法が確立した。
（４）サイトカイン依存性細胞増殖試験
遺伝子組換え EPO や，ツメガエル成体より採取
した血液試料，あるいはこれらの存在下，抗
xlEPO 抗体の検定試験などでは，マウス白血病
細胞株（FDCP 細胞）にサイトカイン受容体遺伝
子を発現させ，細胞増殖を MTS 法などの常法
で測定した。
（５）そのほか
遠心細胞標本の作製，May-Grünwald Giemsa
染色等，化学染色標本による細胞形態観察，自
動血球計数装置による末梢血諸パラメータの測
定，フローサイトメトリーによる細胞解析，共焦点
レーザー顕微鏡による蛍光免疫染色像などは，
基本的に常法に従った。得られた解析結果は，
それぞれ適切な統計処理によって有意差検定
した。以上の方法の詳細は，Aizawa et al. J.
Biochem., 2005; Kosaka-Nogawa et al. Exp.
Hematol., 2010, Kosaka-Nogawa et al. J. Exp.
Biol., 2011 に記載してある。

４．研究成果
（１）xlEPO の発現

xlEPOR をマウス顆粒球系前駆細胞株
FDCP-2 で恒常的に強制発現させ，COS-1 細胞
発現組換え xlEPO を添加したところ，xlEPO 濃
度依存的な細胞増殖が確認され，xlEPO が
xlEPOR のリガンドとして作用することが示された。
また，xlEPOR 発現 FDCP-2 細胞は，ヒト EPO 添
加によって増殖した。従って，xlEPO は EPOR と
結合して赤血球前駆細胞の増殖を刺激しうるこ
と，哺乳類と両生類の EPO 分子はアミノ酸配列
相同性が低いにも関わらず，生物活性は交差
すること示した（Kosaka-Nogawa et al. Exp.
Hematol., 2010）。xlEPO は肺，肝臓，脾臓で発
現する。フェニルヒドラジン投与により溶血性貧
血を誘導した個体における EPO の発現変化を
調べ図 2 の結果を得た。

以上より，ツメガエルにおいても，哺乳類と同
様にEPO―EPOR系による赤血球造血と末梢赤
血球数調節を担うシステムの存在を証明した。
次に主要赤血球造血器である肝臓において，
構成細胞を分画し，xlEPO と xlEPOR の発現局
在に関する解析結果を得た（図 3）。
これらの結果，EPO は肝臓内で傍分泌性に

EPOR を発現する赤血球前駆細胞に作用して
赤血球造血を刺激するという仮説が裏付けられ
た。そこで肝臓のEPOR発現赤血球前駆細胞の

図 2. PHZ 誘導貧血における xlEPO mRNA 発現の変化

xlEPO を高発現する肺では，EPO mRNA の有意な発現変化
が見られない。この解釈は今後の課題となる。貧血期には
EPO の発現は肝臓で 5 倍，脾臓で 25 倍に亢進したが，いず

れも統計的に有意な変化ではない。ツメガエルには，哺乳類
のように数百倍から数千倍に mRNA の発現が亢進するような
発 現 制 御 系 が 存 在 し ない 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
[Kosaka-Nogawa et al. Exp. Hematol., 2010]

図 3. 肝臓における
EPO と EPOR の発現

EPO は肝実質細胞に発
現する一方，その受容体
EPOR は肝実質茶房以

外の細胞で発現する。
[Kosaka-Nogawa et al.
Exp. Hematol., 2010]



存在を in vitro 赤芽球コロニーアッセイ
て検証した。試行錯誤の後，図
を確立し，肝臓に由来し，組換え
を受けて細胞増殖と赤芽球分化
球前駆細胞が存在すること，貧血
血清中に同様の活性があり，抗
抗体の添加で中和されることを示

EPO 刺激で赤芽球を形成する
血球前駆細胞は，脾臓にも存在
現したコロニーを構成する血球系譜
従って，肝臓や脾臓では，EPOR
化段階は異なり，造血巣の組織環境
とが示唆された。そこで，肝臓における
細胞の組織局在を肝組織の電子顕微鏡像
察し，肝微小環境を確認した（図

図 4. in vitro 赤芽球コロニーアッセイ

ツメガエル肝臓細胞懸濁液を調製し，抗生物質
ロース，FCS，刺激因子と共に細胞培養皿
で２日間培養し，形成された 16 細胞以上

胞塊（コロニー）の形態観察と，コロニー
た。大腸菌発現組換え xlEPO の場合，
赤芽球コロニーが出現した。 [Kosaka-Nogawa

Biol., 2011]

図 5 貧血血清中の EPO 活性

in vitro 赤芽球コロニーアッセイにより
添加で赤芽球コロニーが出現し，PHZ

で最大値となった。添加量に依存したコロニー
数関数的であることから，コロニー形成
存していないことが示唆された。 [Kosaka

Exp. Biol., 2011]

図 6.

像
肝臓の
発現赤血球前駆細胞

が接着
（H）
や，細胞接着系

血環境
井ら，
2010；

コロニーアッセイを確立し
図 4に示すアッセイ
え xlEPO の作用

赤芽球分化を起こす赤血
貧血ツメガエルの
抗 xlEPO ペプチド
示した。

する能力をもつ赤
存在した。しかし出

血球系譜が混在した。
EPOR 発現細胞の分
組織環境が異なるこ
における血球前駆
電子顕微鏡像で観
図 6）。

以上の一連の結果より，ツメガエル
臓における赤血球造血様式について
とめることができた。

ヒトやマウスに代表される霊長類
他に，鳥類（特にニワトリ），魚類
ッシュ），尾索動物（カタユウレイボヤ
生物で，血球産生の解析例が
しかし進化上重要な位置にある
産生（造血）に関する実験的報告
れていた。本研究は，現代の
法を導入し，両生類における赤血球造血
て解析した研究である。ツメガエル
は，一個体内で血球系譜別に
けられている。基礎生物学上の
らず，哺乳類造血研究を通じて
ている個体発生に伴う造血巣
や，血球最終分化の場の特性
を追求するための研究対象として
将来展開が期待できる。
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