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研究成果の概要（和文）：エリスロポエチン（EPO）は赤血球造血を亢進させるサイトカインであり、低酸素刺激に応
答してその発現量は増強される。しかし、近年、上皮系細胞の一部では、EPO遺伝子の発現がGATA転写因子群によって
抑制されていることが示された。本研究では、遺伝学的および薬理学的手法によるGATA因子の機能抑制が、EPO発現の
抑制を解除し、酸素濃度に依存せずに、異所性にEPO発現を誘導することを明らかにした。本研究成果は、EPO産生量低
下に起因する腎性貧血治療の新しい創薬標的を切り開くものである。

研究成果の概要（英文）：Erythropoietin (EPO) is a humoral factor potentiating erythropoiesis. EPO 
expression was strictly regulated by oxygen level in vivo. Recent studies revealed that Epo expression is 
repressed by GATA transcription factors in a part of epithelial tissues in vivo. In this study, I 
utilized genetic and pharmacological approach to inhibit the function of GATA factors and elucidated that 
disturbance of GATA factors resulted in the release of Epo expression from non-canonical EPO producing 
cells. These evidences clearly demonstrated the validity of GATA factors as novel therapeutic target of 
renal anemia.

研究分野： 分子生物学、分子血液学
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い 8株 8（高発現株）と、野生型と同等の Epo
発現量をもつ 3株（低発現株）を得た。これ
らのうち、高発現株4株と低発現株3株の Epo
遺伝子プロモーター領域のシーケンスを実
施したところ、4株中 3株で、GATA 因子結合
部位の欠失変異が検出された。残り 1株から
は、CRISPR/Cas9 構築のアンピシリン耐性遺
伝子のプロモーター上流領域の配列の挿入
変異が認められた。よって、この変異体にお
けるEpo発現上昇は外来性プロモーターの挿
入による Epo 過剰発現、もしくは、挿入変異
によるEpo遺伝子発現抑制機構の破綻が予想
される。一方、低発現株では、変異無しもし
くは GATA 因子結合部位を含まない欠失変異
が検出された。以上のシーケンスの結果から、
作出した変異株における Epo遺伝子の高発現
は、GATA 因子結合部位の欠失によって生じた
可能性が非常に高い、と結論づけた。次に、
培養上清中のEpo量を定量するため、野生型、
高発現株、そして低発現株の培養上清中に含
まれる Epoを ELISA 法で定量した。その結果、
高発現株の培養上清中には、多量の Epo タン
パク質が含まれていた。以上より、mIMCD 細
胞で Epo 遺伝子プロモーター内の GATA 因子
結合部位を欠失させることで、低酸素刺激に
依存せず異所性にEpoが発現することが確認
された。 

(2) 上皮系細胞由来のEpoの赤血球造血促進
能の解析 

(1)の結果より、上皮系細胞から異所性に
発現されたEpoに赤血球造血の促進能がある
か検討するため、マウス骨髄細胞を用いた
BFU-e アッセイを行った。野生型株、高発現
株、そして低発現株の培養上清を回収し、そ
れらと骨髄細胞を懸濁したのち、メチルセル
ロース培地上に播種し、48時間の培養を行っ
た。48 時間後に、赤血球前駆細胞を染色する
ベンジジン染色を行い、染色されたコロニー
数を計測した。高発現株の培養上清を用いた
サンプルでは、野生型の培養上清にヒト遺伝
子組換えEpoタンパク質を添加したサンプル

と同等数のコロニーが観察されたが、低発現
株及び野生型の培養上清サンプルでは、ベン
ジジン陽性となる細胞はほぼ観察されなか
った。ベンジジン染色は赤血球前駆細胞中の
ヘモグロビンを検出して発色することから、
高発現株の培養上清中に含まれたEpoが骨髄
細胞集団に含まれる赤血球前駆細胞に作用
して増殖を促進した結果、多数のベンジジン
陽性コロニーが観察されたと考えられた。以
上より、REPs 由来の Epo と同様に、上皮系細
胞由来のEpoにも赤血球造血刺激因子として
の作用があることが確認された。 

 (3) 異所性 Epo 発現を誘導する低分子化合
物のスクリーニング 

既知の GATA 阻害剤である K-7174（Umetani 
et al., BBRC., 2000）は、炎症性サイトカ
インに暴露された血管内皮細胞において、
VCAM-1 遺伝子の発現を抑制する化合物とし
て同定され、その後の研究から、K-7174 の
GATA 阻害作用が明らかとなった（Imagawa et 
al., The FASEB J., 2003）。そこで、mIMCD
細胞や A549 細胞といった上皮系細胞を
K-7174 で処理することで、異所性に Epo 発現
が誘導されるか解析した。結果、両細胞株を
10 µM K-7174 で 24 時間処理した際に、EPO
発現の変化は認められなかった。これより、
K-7174 は細胞特異性をもつ GATA 阻害剤であ
ると予想された。 
そこで、上皮系細胞において Epo 誘導剤と

して機能しうるGATA阻害剤を開発するため、
新規の GATA 阻害剤探索を可能とするハイス
ループットスクリーニング系を構築した。具
体的には、K–562 細胞（慢性白血病由来細胞）
にβ-グロビン（GATA 因子の標的遺伝子）の
遺伝子発現制御下でレポーター遺伝子を発
現する構築を遺伝子導入し、安定発現株を樹
立した。樹立した株を用いて化合物ライブラ
リー（1,165 化合物）を解析し、レポーター
活性を低下させた 17 化合物を（InH% > 65%）
を選別した。さらに、これら化合物の Epo 誘
導能を解析するため、mIMCD 細胞及び A549 細
胞に 12 時間または 24 時間暴露させたのち、
Epo発現量を定量的RT-PCRで解析した。結果、
通常酸素濃度下で、Epo 発現を有意に上昇さ
せる化合物群を同定した。興味深いことに、
これらヒット化合物を、低酸素依存的に Epo
を産生するHep3B細胞に暴露した際には、Epo
発現の上昇は認められなかった。 
次に、上皮系細胞における異所性発現誘導

と低酸素応答経路の関連を解析するため、
mIMCD細胞やA549細胞を1%O2の低酸素環境下
で培養し、Epo 発現量を解析した。結果、低
酸素刺激によって、mIMCD 細胞や A549 細胞で
Epo 発現は上昇しなかったが、その他 HIF 転
写因子の標的遺伝子である Hk-1 や Glut1 の
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