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研究成果の概要（和文）：　腎臓特異的なエリスロポエチン（EPO）発現誘導薬のスクリーニング系を樹立する
ために、Epo遺伝子の腎臓特異的な転写調節領域の詳細な解析を行った。その結果、腎臓におけるEpo遺伝子の発
現制御に必須な領域として上流 17.4 kbpから上流 3.6 kbpの領域（CURE領域）を同定した。CURE領域を介した
Epo遺伝子転写制御機構を欠損したマウスを樹立したところ、同マウスは腎性貧血と同様にEPO欠乏性の慢性貧血
となることを示した。また、Epo遺伝子上流領域及びEpo遺伝子周辺領域の系統発生学的に保存された領域が腎臓
におけるEpo遺伝子転写制御に重要であることをマウス個体レベルで示した。

研究成果の概要（英文）：We performed transgenic reporter mouse analyses to analyze a mechanism of 
renal Epo gene regulation. We have found that a 13.8-kbp region (CURE region), spanning the region 
from 17.4 kb to 3.6 kb upstream of the Epo gene, is necessary for renal Epo gene regulation. we have
 also found that mice lacking the CURE region suffer from severe anemia caused by the 
EPO-deficiency. We named the anemic mice “AnRED (anemic model with renal EPO deficiency) mice”.
CURE region harbors several phylogenetically conserved elements between humans and mice (among 
mammals). Our results obtained by transgenic reporter mouse analyses show that these elements 
redundantly and cooperatively work for the regulation of Epo gene in renal EPO-producing cells.

研究分野：分子生物学

キーワード： エリスロポエチン　低酸素ストレス　転写調節機構
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１．研究開始当初の背景 
	 エリスロポエチン（EPO）は赤血球造血に
必須のホルモンである。EPOの成体における
主な産生臓器は腎臓であるため、慢性腎臓病
などの腎臓皮質領域の線維化を伴う腎障害時
には腎からの EPO 産生が障害され、EPO 欠
乏性の貧血である腎性貧血となることが問題
となっている。現在、腎性貧血にはリコンビ
ナント EPO製剤の投与がなされているが、経
口投与が困難であることや抗 EPO 抗体の出
現などが問題となるため、内在性 EPO遺伝子
の発現を誘導可能な低分子化合物薬の開発が
期待されている。また、近年、EPOの造血外
効果として、組織保護作用が報告され注目を
浴びている。そのため、腎障害時に腎臓特異
的な EPO産生誘導を行うことは、腎性貧血の
改善のみならず腎機能保護にも有益なものと
なることが期待される。 
	 EPO 遺伝子の転写制御機構は、EPO 遺伝
子下流領域の低酸素応答性配列（3’ hypoxia 
responsible element, 3’HRE）を介した、転写
因子 Hypoxia inducible factor（HIF）による
制御が知られている。しかし、遺伝子改変マ
ウスを用いた解析から、3’HREを介した転写
制御機構は成体肝臓における Epo遺伝子転写
制御機構には必須であるものの、腎臓におけ
る Epo遺伝子発現制御機構には必須ではない
ことが示された。そのため、腎臓 EPO産生細
胞（REP細胞）における Epo遺伝子の転写制
御機構を解明する試みが多数行われてきたが、
未だ解明には至っていない。 
 
２．研究の目的 
	 本研究は、腎臓特異的な EPO産生誘導薬の
開発を目標に、REP細胞における Epo遺伝子
転写制御機構の解明を試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）トランスジェニックマウスの樹立 
	 個体レベルでの Epo遺伝子の転写制御に十
分な制御領域として、Epo 遺伝子転写開始点
上流 60 kbpから下流 120 kbpがクローニン
グされた大腸菌人工染色体（BAC）クローン
を用意した（60K-BAC）。また、60K-BACの
Epo 遺伝子領域に GFP 遺伝子が挿入された
BACクローン（60K-GFP）を用意した。 
	 60K-BAC、及び 60K-GFPを元にし、異な
る長さの制御領域を持つコンストラクトを多
数作成し、それぞれをトランスジーンとして
用いトランスジェニックマウスを樹立した。 
	 Epo遺伝子上流 17 kbpの範囲には、系統発
生学的に高い保存性を示す領域が複数存在す
る。これらの領域のみを結合した配列を制御
領域として用い、tdTomatoレポーターコンス
トラクトを作成し、トランスジェニックマウ
スを樹立した。 
	 ゲノム上の Epo 遺伝子領域に GFP 遺伝子
が挿入されたアリルをヘテロで持つマウス
（Epowt/GFP）を用意した。同アリルをホモで
もつ個体は Epo遺伝子のノックアウトとなり

胎生 12.5 日ごろに致死となる（Epo KO）。
60K-BAC より作成されたコンストラクトを
トランスジーンとして用い樹立されたトラン
スジェニックマウスを Epowt/GFP と交配し、
Epo KOの胎生致死性の回避を試みた。 
 
（２）トランスジェニックマウス解析 
	 貧血誘導は、頬静脈からの採血を 4 日間で
4〜6回行うことでヘマトクリット値（Hct%）
を 20%以下にまで下げることで行った。 
	 免疫組織染色法（IHC）は、凍結組織切片を
作成し、抗GFP抗体、抗CD73抗体、抗 dsRed
血清を一次抗体として、Alexa488, Alexa555
などの蛍光色素が接合した抗体を二次抗体と
して使用し、共焦点蛍光顕微鏡を用い観察し
た。 
	 血算値は、抗凝固剤として EDTAを使用し
採取した末梢血を使用し、自動血球計測器に
より測定した。 
	 末梢血の形態学的解析は、末梢血よりスメ
ア標本を作成し、メイグリュンワルド・ギム
ザ染色、及びニューメチレンブルー染色によ
り染色し、白血球、網赤血球をそれぞれ解析
した。 
	 赤血球の寿命の解析は、ビオチンをマウス
に尾静脈投与により単回投与することで、赤
血球を標識し、フローサイトメトリー解析に
より末梢赤血球中の標識赤血球割合を経時的
に計測することで計測した。 
	 末梢血中の EPO 濃度は、EDTA 血より調
整した血漿を、抗 EPO 抗体を用いた ELISA
アッセイにより解析することで計測した。 
	 遺伝子発現解析は、各組織より調整した
RNA サンプルより cDNA を作成し、定量的
RT-PCR法により解析した。 
 
４．研究成果 
（１）REP細胞における Epo遺伝子転写制御
に十分な制御領域の同定 
	 Epo 遺伝子の転写開始点上流 60 kbp から
下流 120 kbp の制御領域下で GFP 遺伝子を
発現するトランスジーンを持つトランスジェ
ニックマウス（60K-GFP）（引用文献 1）、及
び、上流 17 kbpから下流 15 kbpの領域下で
GFP 遺伝子を発現するトランスジーンを持
つトランスジェニックマウス（17K-GFP）、上
流 17 kbpのみを GFP遺伝子の制御領域とし
て持つトランスジーンを持つトランスジェニ
ックマウス（17KXM-GFP）をそれぞれ用意し、
貧血誘導的な GFP発現を IHCにより解析を
行った。その結果、60K-GFP、17K-GFPでは
貧血誘導的な腎臓、肝臓における GFP発現が
認められた。このことは、Epo 遺伝子の転写
調節領域が、上流 17 kbpから下流 15 kbpの
範囲に存在している事を示す。 
	 17KXM-GFP は 3’HRE を制御領域として
持たないため、肝臓における貧血誘導的な
GFP発現は認められなかったが、その一方で、
腎臓における GFP の発現は維持されていた。
この結果は、REP細胞における Epo遺伝子の



転写制御領域が Epo遺伝子の上流 17 kbp の
範囲に存在することを示している（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 17k-GFP, 17kXM-GFP の貧血ストレス
下における GFP発現（発表論文 1より引用） 
 
（２）Epo 遺伝子上流領域中の系統発生学的
に保存された領域の重要性の検討 
	 Epo 遺伝子周辺領域から上流 17 kbp の範
囲には系統発生的に保存された領域が複数存
在している（F1, F2, F3, F4および 3’HREを
ふくむ HE領域）。それらの領域を PCR法に
よりそれぞれ増幅し繋ぎ合わせた配列を
tdTomato 遺伝子の制御領域として持つトラ
ンスジェニックマウス（miniEpoHE-tdT）を
樹立し貧血誘導的なトランスジーンの発現を
解析した。その結果、樹立した 9系統中、2系
統において貧血誘導的な腎臓における
tdTomatoタンパク質の発現を確認した。この
結果は、REP細胞における Epo遺伝子の制御
機構が、これらの系統学的に保存された領域
内に存在していることを示唆している。 
	 miniEpoHE-tdT コンストラクトに使用し
た領域の内、F1領域には RNAの成熟に関わ
るタンパク質をコードする Pop7 遺伝子が位
置しており非常に高い保存性を示す領域であ
る。また、F2領域には、3’HREと同様の HIF
結合配列が存在しており、この配列はヒト−マ
ウス間で保存されている（-8kHRE）。F4領域
は Epo遺伝子のプロモーター周辺領域であり、
Epo 遺伝子の転写制御には必須である。一方
で、F3領域には目立った特徴も認められない。
そこで miniEpoHE-tdT コンストラクトより
F3 領域を欠失させたコンストラクトを作成
し、トランスジェニックマウスを樹立した。
その結果、樹立した 5 ライン中、1 ラインに
おいて貧血誘導的な腎臓における tdTomato
タンパク質の発現が確認された。 
 
（３）-8kHREの機能性、及び REP細胞にお
ける Epo遺伝子転写制御機構における必要性
の検討 
	 -8kHREは、その配列が 3’HREに似ている
だけでなく、EPO産生能を持つ肝癌由来細胞
株 Hep3B を用いたレポーターアッセイの結
果から HRE としての機能性が-8kHRE にあ

ることが示されており、REP 細胞における
Epo 遺伝子のエンハンサーなのではないかと
期待されていた（引用文献 2）。我々の解析に
おいても-8kHRE は低酸素ストレス誘導的な
転写活性化能を示すことが確認されていた
（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 Hep3B 細胞株を用いたルシフェラーゼ
レポーターアッセイ（発表論文 1より引用） 
 
	 そこで、Hep3B細胞株を用いたレポーター
アッセイで低酸素ストレス誘導的な転写活性
化能が確認できた制御領域下で GFP 遺伝子
を発現するコンストラクトを作成し、トラン
スジェニックマウス解析を行った。しかし、
樹立した全てのライン（4ライン）において、
貧血誘導的なレポータータンパク質の発現は
認められなかった。また、-8kHRE の必要性
を個体レベルで示すことを目的に、-8kHRE
を含む領域を 60K-GFP より欠失させたコン
ストラクトを作成し、トランスジェニックマ
ウスを樹立したが、予想に反し、樹立した 2ラ
イン中 1 ラインにおいて貧血誘導的な腎臓に
おける GFP発現が認められた。これらの結果
は、-8kHRE は低酸素ストレス誘導的な転写
活性化能を持った機能的な HRE であるが、
腎臓における Epo遺伝子転写制御機構として
-8kHRE 領域単独では十分でなく、また、必
須でもないことを示している。 
 
（４）REP細胞における Epo遺伝子制御に必
須な領域の同定 
	 Epo遺伝子上流 17 kbpの範囲に REP細胞
における Epo遺伝子の制御領域が存在するこ
とや、同領域中の系統進化的に保存された領
域にその制御に重要な因子が隠されているこ
とは示せたが、実際にこれらの領域が REP細
胞における Epo遺伝子の転写制御に必須であ
るかは不明であった。そこで、60K-GFPより
F1 から F3 領域を含む領域、 conserved 
upstream element for renal Epo regulation
（CURE）領域を欠失させたコンストラクト
を作成し、トランスジェニックマウスライン
を樹立した（dCURE-GFP）。樹立した 7系統
のうち、390 系統は貧血ストレス誘導的な肝
臓及び脳における GFP発現を認めた。その一
方で、腎臓においては貧血ストレス下であっ



ても GFP 発現は認められなかった（図 3）。
390 系統以外の系統は、貧血ストレス下であ
ろうと腎臓肝臓における GFP 遺伝子の発現、
及び GFP タンパク質の発現が認められなか
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 dCURE-GFPにおける貧血ストレス誘導
的な GFP発現（発表論文 1より引用） 
 
	 390系統の結果は、REP細胞が、他の EPO
産生細胞とは全く異なる転写制御機構により
Epo 遺伝子を制御していることを示唆してお
り、また、その制御に CURE領域が必須であ
ることを示唆している。 
 
（５）CURE 領域欠損による胎仔期 EPO 産
生細胞における Epo遺伝子転写制御機構への
影響の検討 
	 我々は過去に、EPOは成体における赤血球
造血だけでなく、発生期における正常な一次
造血及び二次造血においても必須であること
を示している（引用文献 3）。 
	 この胎仔期の Epo遺伝子の転写制御機構も
3’HREによらない制御機構を持っていること
から、REP細胞と同様の Epo遺伝子の転写制
御機構を利用している可能性があった。そこ
で dCURE-GFP Line 390の胎仔期 EPO産生
細胞に対し IHCによる GFP発現解析を行っ
た。その結果、予想とは異なり、胎仔期 EPO
産生細胞における GFP タンパク質の発現が
認められた。 
	 この結果は、胎仔期 EPO産生細胞における
Epo 遺伝子転写制御機構も REP 細胞におけ
る Epo遺伝子転写制御機構とは異なることを
示し、また、dCURE-GFPに用いた制御領域
内に胎仔期の Epo遺伝子転写制御機構が含ま
れていることを示す。 
 
（６）腎性貧血モデルマウスの樹立 
	 dCURE-GFP を用いた解析結果より、
CURE 領域を欠失させることで REP 細胞に
おける Epo遺伝子の転写制御のみを障害する
ことが可能だと考えられた。そこで、60K-Epo
より CURE 領域を欠失させたコンストラク
トを作成し、トランスジェニックマウスを樹
立した（dCURE-Epo）。過去に報告した、
3’HRE 領域を含む Epo 遺伝子の周辺領域の
みをトランスジーンとして用いたトランスジ

ェニックマウスでは、樹立したほぼ全てのラ
インで多血症を示した。そのため、dCURE-
Epo も多血症となることが予想されたが、樹
立した全てのラインで正常な血算値を示した。
Epo 遺伝子には正の制御だけでなく、過剰に
発現しないように負に制御する機構が存在し
ており、dCURE-Epo コンストラトには、こ
の負の制御機構が残っていることが予想され
た。 
	 dCURE-EpoとEpowt/GFPの交配を重ねるこ
とにより Epo遺伝子破壊による胎生致死生の
回避を試みたところ、4 ラインにおいてレス
キュー個体（dCURE-Epo:: EpoGFP/GFP）が得
られた。興味深いことに得られたレスキュー
個体は、どのラインにおいても成体で重度の
貧血を示すことがわかった（図 4）。重度の貧
血にも関わらず、レスキュー個体の末梢血中
の EPOタンパク質量は低値を示し、網赤血球
割合も低値を示した。その一方で、赤血球寿
命やMCV値、MCHC値は正常値を示し、形
態学的にも異常は認められなかった。これら
の結果は、レスキュー個体が発症する貧血は、
赤血球分化の異常などが原因ではなく、EPO
欠乏が原因となった貧血であることを示す。
qRT-PCRによる解析の結果、これらのレスキ
ュー個体では貧血ストレスによって誘導され
るべき腎臓における Epo遺伝子の転写誘導が
消失していることが示された。そのため我々
は、このマウスを腎性貧血のマウスモデルと
し て 、 Anemic model with renal EPO 
deficiency（AnRED）マウスと名付けた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 AnREDマウスは EPO欠乏により、慢性
的な重度貧血を示す。（発表論文 1 より引用） 
 
（７）結果の総括と今後の展望 
	 これまで-8kHRE 周辺の領域が REP 細胞
における Epo遺伝子の制御領域ではないかと
期待されていたが、これまで個体レベルでは
検証されていなかった。本研究においても細
胞株を用いた解析で-8kHRE に低酸素ストレ
ス誘導的な転写活性化能を認めたが、個体レ
ベルでは Epo遺伝子の転写制御に必須でも十
分でもないことが示唆された。おそらくは、
REP 細胞における Epo 遺伝子の転写制御機
構は互いに代償可能な複数のエレメントによ
り複合的に制御されており、単一のエンハン
サーを同定するのは困難であることが予想さ



れる。 
 
	 一方で、REP 細胞は他の EPO 産生細胞と
は異なる Epo遺伝子転写制御機構を持ってお
り、CURE領域がその制御機構に必須である
ことを示した（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 REP細胞と肝実質細胞は異なる制御領域
を用いて Epo遺伝子を制御している。 
 
	 本研究で樹立した AnRED マウスは慢性的
な重度の貧血を示し、個体内の EPO産生細胞
は EPOの代わりに GFPを発現しているため、
容易に同定が可能である。近年、リコンビナ
ント EPO 製剤に変わる erythropoiesis 
stimulating agent （ESA）の開発が進められ
ているが、AnREDマウスは新規 ESAの探索
及び効果の検討、薬効機序の解明に用いるの
に適したモデルマウスである。 
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