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研究成果の概要（和文）： 
 
 本研究課題においては、マウス赤血球前駆細胞株（ＭＥＤＥＰ）を用いて脱核赤血球産生の
効率的培養方法を開発し、赤血球膜タンパク質（ＧＰＣ）、Ｒａｃ−ＷＡＶＥ２シグナルが赤血
球前駆細胞の脱核に関与していることが示唆された。またＲＯＣＫ阻害剤を用いることにより、
ヒトＥＳ、ｉＰＳ細胞から効率的な血液細胞誘導系を開発した。しかしながら長期培養による
ヒト赤血球前駆細胞株の樹立には至らなかった。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
 In this study, we developed a method that enables to produce enucleated erythrocyte 
efficiently from mouse erythroid progenitor cell lines (MEDEP). And it was indicated that 
erythroid membrane protein, GPC and Rac-WAVE2 signaling pathway have important rolls 
in enucleation process. In addition, a culture method using a ROCK inhibitor, by which 
hematopoietic cells can be induced from human ES or iPS cells, was developed. However, 
human erythroid progenitor cell line has not been established. 
 
 
交付決定額  
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2008 年度 1,800,000 540,000 2,340,000 

2009 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

 

 

  

総 計 3,200,000 960,000 4,160,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・医化学一般 
キーワード：１）ＥＳ ２）ｉＰＳ ３）赤血球 ４）細胞株 ５）ＭＥＤＥＰ ６）ＷＡＶ

Ｅ２ ７）Ｒａｃ ８）ＲＯＣＫ  
 
 
１．研究開始当初の背景 胚性幹（ＥＳ）細胞は全身のあらゆる組織の細胞

に分化することができる能力を持った細胞であり、 



ヒトＥＳ細胞を用いて移植可能な細胞・臓器
を作成するという再生医療が期待されてい
る。近年、ヒトＥＳ細胞から誘導した神経細
胞を動物へ移植し生体内で機能し得ること
や、誘導した血液幹・前駆細胞を用いた骨髄
再構築医療の可能性が示唆された。しかしな
がら、ＥＳ細胞から誘導した細胞・臓器を用
いた再生医療への応用には克服すべき大き
な問題として、１）ＥＳ細胞が持つ造腫瘍性
の問題、２）組織適合性の問題、が挙げられ
る。一方で、血液細胞の中で赤血球は核を持
たない細胞であり、腫瘍形成の可能性はほぼ
考えられない。組織適合性に関しても、赤血
球においては組織適合抗原の発現は認めら
れず、Ｒｈ（−）、Ｏ型の赤血球を大量生産す
ることができれば、ほぼ全ての輸血需要をカ
バーできることになる。このような観点から
ヒトＥＳ細胞を用いて赤血球を大量生産す
る技術が確立できれば、臨床応用への可能性
が非常に高く、慢性的な輸血用血液の不足の
解消、輸血による重大な感染症の防止につな
がると考えられる。これまでにＥＳ細胞から
血液細胞を誘導する研究は多数行われてお
り、ヒトＥＳ細胞から赤血球を分化誘導する
方法なども複数報告されている。しかし、殆
どの場合、赤血球以外の細胞も同時に誘導さ
れてしまうため、他の細胞を取り除く必要性
がでてくる。またＥＳ細胞から成熟赤血球を
産生させるには、２週間程度かかる上、臨床
的に必要な赤血球量を確保するためには膨
大なＥＳ細胞と莫大な費用がかかる。したが
って、これらの問題を克服しなければ、実際
に臨床への応用は極めて難しいと考えられ
る。研究代表者においては、これまでにＥＳ
細胞から誘導した赤血球系前駆細胞を含む
血液前駆細胞を長期間（約半年）維持できる
培養系を開発し(Exp. Hematol.34: 760-769 
[2006])、さらにはマウスＥＳ細胞を用いて
血液細胞を誘導し、長期培養することにより
マウス赤血球前駆細胞株（ＭＥＤＥＰ）の樹
立に成功した。ＭＥＤＥＰは脱核赤血球にま
で分化することが可能であり、貧血誘導した
マウスに移植することにより、赤血球数の回
復が早くなることを明らかにした。また、試
験管内においてヒト臍帯血中の造血前駆細
胞から効率よく脱核した成熟赤血球を生産
できる培養系の開発にも成功している(Nat. 
Biotechnol.24:1255-1256[2006])。これらの
ことから、研究代表者らが開発した技術を融
合し、ヒトＥＳ細胞からＭＥＤＥＰ同様の赤
血球前駆細胞株を樹立し、試験管内において、
成熟脱核赤血球を高効率に生産することが
可能となれば、赤血球大量生産のための時間
の大幅な短縮、およびコスト削減に繋がり、
輸血医療に貢献することができると考えら
れる。 
 
２．研究の目的 

 
 本研究では、胚性幹細胞から樹立した赤血球系
前駆細胞株から脱核赤血球を生産することを目的
としている。マウスＥＳ細胞から樹立したＭＥＤ
ＥＰは試験管内において分化誘導すると一部は脱
核するものの、その脱核効率はあまり高くない。
しかし、生体内においては脱核赤血球に効率よく
分化し得る細胞であることが示唆されていること
から試験管内において効率良く脱核赤血球を生産
することは可能であると考えられる。そこで、ま
ず生体内または、臍帯血を用いた成熟赤血球生産
培養系での赤血球分化における遺伝子発現変化を
解析し、 ＭＥＤＥＰを分化誘導した場合の遺伝子
発現変化との相違点を明らかにすることにより、
成熟赤血球への分化に重要な遺伝子群を探索する。
その結果から、候補遺伝子についてＭＥＤＥＰに
遺伝子過剰発現または発現抑制などの方法により
試験管内において効率良く脱核赤血球を生産する
培養系を開発する。また、臨床応用の可能性を拓
くため、ヒトＥＳ、ｉＰＳ細胞を用いて血液細胞
を誘導する培養系を確立し、長期培養することに
よってヒト赤血球系前駆細胞株を樹立することも
目的とする。 
 
１．研究の方法 
 
 赤血球前駆細胞から赤血球への分化は、ＣＤ７
１＋,ＴＥＲ１１９−細胞からＣＤ７１＋,ＴＥＲ１
１９＋細胞へと進むことが知られている。ＭＥＤ
ＥＰは増殖している状態ではＣＤ７１＋,ＴＥＲ
１１９−であるが、分化を誘導することによりＣＤ
７１＋,ＴＥＲ１１９＋になることが明らかとなっ
ている。そこでまず、貧血誘導したマウスの脾臓
からＣＤ７１＋,ＴＥＲ１１９−細胞およびＣＤ７
１＋,ＴＥＲ１１９＋細胞をセルソーター（ＦＡＣ
Ｓ）により回収し、定量的ＰＣＲにより赤血球分
化に関与する遺伝子の発現を解析した。ＭＥＤＥ
Ｐを用いて同様に解析を行い、両者において発現
量に差のある遺伝子を候補遺伝子とし、過剰発現
またはＲＮＡ干渉により発現抑制するウィルスベ
クターを構築し、ＭＥＤＥＰに導入して分化誘導
への影響を解析した。 
 研究代表者はこれまでにサルＥＳ細胞を用いて、
血液分化誘導系の確立および誘導した赤血球系前
駆細胞を含む血液前駆細胞を長期にわたって維持
できる培養系を開発している(Exp. Hematol. 34: 
760-769 [2006])。また、この方法を応用して、マ
ウスＥＳ細胞から赤血球系前駆細胞株を樹立した。
さらにこれをヒトＥＳ、ｉＰＳ細胞に適用して、
高効率なヒト血液細胞分化誘導系の確立ならびに
ヒト赤血球系前駆細胞株の樹立を試みた。 
 
４．研究成果 
 
 貧血誘導したマウスの脾臓からＣＤ７１＋,Ｔ
ＥＲ１１９−細胞およびＣＤ７１＋,ＴＥＲ１１９＋

細胞をセルソーター（ＦＡＣＳ）により回収し、
定量的ＲＴ−ＰＣＲ法を用いて赤血球分化関連遺



伝子の発現変化を解析した。また、ＭＥＤＥ
Ｐを用い、赤血球への分化を誘導し、継時的
にＲＮＡを抽出して同様の解析を行った。そ
の結果、ＣＤ７１＋,ＴＥＲ１１９−細胞からＣ
Ｄ７１＋,ＴＥＲ１１９＋細胞へ分化する過程
で発現が上昇する遺伝子の中で、ＭＥＤＥＰ
の赤血球分化過程では発現の上昇が見られ
ない遺伝子があることを見いだした。この遺
伝子はＧｌｙｃｏｐｈｏｒｉｎ Ｃ（ＧＰ
Ｃ）という赤血球細胞膜上に発現するタンパ
ク質をコードしており、脱核の際に赤血球細
胞膜の動態に関与している可能性があるこ
とが考えられた。またこれまでに赤血球分化
への関与が知られていない、細胞骨格を制御
する分子であるＷＡＶＥ２という遺伝子が
分化にともなって発現が上昇することも見
出した。一方、ＭＥＤＥＰを用いた脱核赤血
球大量産生の確立に関しては、１）培地中血
清濃度を３０％に上げる、２）ＭＥＤＥＰを
分化させる前にサイトカイン無添加で１日
培養する、など、培養条件の工夫により脱核
赤血球の産生を３０％前後まで上げること
が可能となった。さらに赤血球の分化過程に
おいて発現が上昇する遺伝子、ＷＡＶＥ２を
過剰発現させることによりさらに効率を上
げることができた。これに対し、１）ＷＡＶ
Ｅ２の上流で働くシグナル伝達分子である
ＧＴＰａｓｅ（Ｒａｃ１）の活性を阻害剤に
より抑制する、２）ＷＡＶＥ２と複合体を形
成することが知られるＩＲＳｐ５３，Ａｂｉ
１などの発現を抑制することにより脱核赤
血球の産生が抑制されることが示唆された。
また、ＷＡＶＥ２ノックアウトＥＳ細胞を用
いて血液分化誘導を行ったところ脱核赤血
球の産生が正常ＥＳ細胞に比べ極端に減る
ことが判明した。これらのことからＷＡＶＥ
２を中心とした分子群が脱核を制御してい
る可能性が示唆された。 
 ヒトＥＳ細胞に関しては京都大学で樹立
された３株、ウィスコンシン大学で樹立され
た２株、研究室で独自に樹立したｉＰＳ細胞
２株を用いて血液分化誘導を行ったところ、
７株すべてにおいて赤血球系細胞を含む血
液細胞の産生を確認することができた。この
分化誘導過程において、ヒトＥＳ細胞のクロ
ーニングに有効であるＲＯＣＫ阻害剤を加
えて培養を行ったところ、血液前駆細胞の分
化誘導効率が良くなることが判明した。さら
に、ＲＯＣＫ阻害剤はヒトのみならず、マウ
ス、カニクイザルＥＳ細胞においても有効で
あり、ＥＳ細胞から血液細胞誘導する場合に
は動物種を問わず普遍的に効果があること
が明らかとなった。しかし、赤血球を特異的
に誘導する効果やマウス骨髄再構築能への
効果は見られなかった。また、ＲＯＣＫ阻害
剤を用いて長期培養を行ったが、現在使用可
能なヒトＥＳ，ｉＰＳ細胞から赤血球前駆細
胞株を樹立するまでには至らなかった。 
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