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研究成果の概要（和文）： 

エリスロポエチン産生細胞の不死化を目的とし、はじめに種々の細胞の不死化を行った。エリ
スロポエチン産生細胞を安価で高効率に検出する方法として、エリスロポエチンレポーターラ
インを作製し、GFP を発現させることでセルソーターによるエリスロポエチン産生細胞の検出
と選別を容易にした。エリスロポエチンを強制発現させるベクターを作製し、長期間にわたり
大量のエリスロポエチンを産生することを確認した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We developed immortalized cells derived from several cell lines to establish immortalize 
erythropoietin-producing cells.  Erythropoietin production was easily detected using 
the reporter line system.  Erythropoietin-producing cells which expressed GFP were 
selected by cell sorter.  In addition, we developed an erythropoietin-overexpress vector, 
and confirmed the long-term production of erythropoietin in vector-tranfected cells.   
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１．研究開始当初の背景 
腎臓代替療法として血液透析および腹膜透
析は確立された医療であり、我が国において
は、およそ 30 万人がこれにより腎臓機能を
代替されている。しかしながら、これらの治
療は腎臓の機能を全て補完することは出来
ない。その代表的な病態として、エリスロポ
エチンの欠乏に伴う腎性貧血がある。近年、
腎性貧血に対しては、遺伝子組み換え技術で

合成されたエリスロポエチン製剤が広く用
いられている。これにより輸血療法を主体と
する従来の治療と比較し、腎性貧血のコント
ロールは容易になり、ウイルス感染や鉄過剰
の問題が改善された。しかし間歇的なエリス
ロポエチン投与は非生理的とも考えられる。
また、必要量のエリスロポエチンが投与され
ていない症例も少なくない。腎性貧血は心血
管イベントの発症と密接に関与しているこ



とが知られ、十分なエリスロポエチン投与に
より、これらが抑制される可能性が示唆され
ている。一方で、エリスロポエチンの過剰投
与により、脳や心血管疾患のリスクがむしろ
増大することも報告されており、エリスロポ
エチンの適正投与量については未だ議論が
多い。そのためエリスロポエチンの投与にお
いて、より生理的な調節が必要とされている
が、現在の治療では満たされていない。また
慢性腎不全患者数は増加の一途を辿ってい
る。腎臓代替療法を必要とする患者数の増加
に伴い、エリスロポエチン製剤を投与される
患者数も増加している。遺伝子組み換えエリ
スロポエチン製剤の需要は、世界的にも増加
しており、薬剤販売額の統計においても常に
上位に位置している。そのため我が国のみな
らず、多くの国の医療経済に対する負担は大
きく、安価なエリスロポエチン補充を含む腎
性貧血の治療が渇望されている。 
エリスロポエチンは腎臓と肝臓で産生され、
骨髄における赤血球系の産生に関与してい
ることが知られていたが、発現調節機構と産
生する細胞について、明らかとなっていなか
った。近年、エリスロポエチン産生細胞が腎
臓で同定され、その発現機序も徐々に解明さ
れてきた。申請者はこの点に着目し、エリス
ロポエチン産生細胞を生体材料として用い
ることで、より生理的で安価な腎性貧血治療
の可能性を模索してきた。これまで申請者は
細胞培養技術の臨床応用を目的として研究
を行っており、その一つとして細胞の不死化
に興味を持ち予備的な実験を重ねてきた。細
胞はテロメアにより一定の回数の細胞分裂
を行うと、増殖を停止するという一種の細胞
寿命を有している。そのため生体から細胞を
採取し、それを増殖し生体に移植し、生体適
合性の高い代替臓器としての臨床応用を考
える場合、増殖が十分に行われない制限があ
る。そこでテロメアの制御に関与している
SV40T やテロメア逆転写酵素を導入すること
により、永続的な細胞増殖、いわゆる細胞の
不死化という技術が開発されてきた。しかし
ながらエリスロポエチン産生細胞を不死化
し、生体材料として用いる試みはなされてい
なかった。 
 
２．研究の目的 
本研究課題は不死化細胞の技術を利用し、エ
リスロポエチン産生細胞をクローン化し、大
量に培養した後に、生体に自家移植し、生理
的な腎性貧血の改善を可能にすることを目
的とする。そのため実験は、不死化細胞技術
を確立した後、エリスロポエチン産生細胞を
同定し、不死化遺伝子を導入する。また実験
動物にエリスロポエチン産生細胞を導入す
るために、モジュールの開発を行う。 
 

３．研究の方法 
(1)エリスロポエチン産生細胞の検出 
エリスロポエチンの産生を、PCR と Western 
blot 法を用いて確認する。安価にエリスロポ
エチンの産生を検出する目的で、エリスロポ
エチンレポーターラインを作製し、GFP を発
現させることでセルソーターによるエリス
ロポエチン産生細胞の検出を行う。 
(2)不死化遺伝子の導入 
エリスロポエチン産生細胞を不死化する。癌
遺伝子である SV40Tをコードするレトロウイ
ルスベクター（SSR#69）を、産生細胞に感染
させることで不死化を行う。このレトロウイ
ルスベクターはハイグロマイシン耐性遺伝
子もコードしているため、不死化された細胞
のみをハイグロマイシンによって選択する
ことが出来る。細胞の不死化が困難な場合は、
テロメア逆転写酵素をコードするレトロウ
イルスベクター（SSR＃197）を感染させる。
このベクターは GFP もコードしているため、
感染された細胞をセルソーターにて選択す
る。 
(3) エリスロポエチン遺伝子導入 
エリスロポエチンの産生が困難な場合、細胞
にエリスロポエチン遺伝子を導入する。導入
する細胞として、内分泌能があり生検と培養
が容易な線維芽細胞を用いる。 
 
４．研究成果 
(1)エリスロポエチン産生細胞の検出 
エリスロポエチン産生細胞の検出に関して、
簡便に産生細胞をスクリーニングすること
を目的に、RT-PCR 法や ELISA を用いたシステ
ムを構築した。このシステムを用いることに
より、実験動物から採取したサンプルや、培
養細胞より得られたサンプルから、エリスロ
ポエチンを産生する細胞を同定することが
可能となった。腎臓由来の組織や細胞でエリ
スロポエチンの産生を mRNA や蛋白レベルで
確認した。低酸素刺激にて蛋白発現が増強す
ることを明らかにした。またエリスロポエチ
ン産生細胞を安価で高効率に検出する方法
として、エリスロポエチンレポーターライン
を作製し、GFP を発現させることでセルソー
ターによるエリスロポエチン産生細胞の検
出と選別を容易にした。 
(2)不死化遺伝子の導入 
種々の細胞の不死化を行い、エリスロポエチ
ン産生細胞の不死化に応用可能かを検討し
た。血管平滑筋細胞やヒト腎臓由来細胞の不
死化を行い、GFP 発現ベクターを導入した。
RT-PCR 法や蛍光顕微鏡を用いた検討により、
細胞に不死化遺伝子が導入されたことを確
認した。また長期間の培養によって細胞の表
現系が変化しないことも確認している。セル
ソーターを用いることにより、従来の方法に
比較し、高速かつ効率的にダメージの少ない



細胞を回収し、大量培養に必要な技術を確立
した。 
(3) エリスロポエチン遺伝子導入 
エリスロポエチンの強制発現ベクターを作
製した。長期間にわたり大量のエリスロポエ
チンが産生されることを確認した。 

（図）エリスロポエチン強制発現ベクターを
導入した細胞 
免疫蛍光染色で赤く染色されるエリスロポ
エチンの産生が確認される。 
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