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研究成果の概要（和文）：赤血球が骨髄で作られる過程で細胞核を捨て去ることを脱核という。赤血球を工業的
に生産する上で障害となっている脱核効率の低さを克服するためには、脱核の分子機構の理解が不可欠である。
赤血球の分化と脱核に異常を有する flaky skin (fsn) マウスの原因遺伝子 Ttc7 の機能解析を通して、脱核の
謎に迫る研究を行った。fsn マウスの骨髄において赤血球分化が異常であることを明らかにした。fsn マウスの
胎児から長期間培養可能な赤血球の幹細胞を単離し、培養条件で脱核することを確認した。Ttc7 に結合するタ
ンパク質を同定した。

研究成果の概要（英文）：Developing erythrocytes undergo a process of enucleation, which expells the 
nucleus out of the cell. To overcome a problem of inefficient enucleation of erythroblasts under the
 culture conditon, which is a major hurdle against establishing an industry-scale erythrocyte 
production, elucidation of molecular mechanism of enucleation may be required. We performed 
experiments to analyze function of Ttc7 gene, which is the causative gene of flaky skin (fsn) mice, 
a mutant strain with abnormal erythrocyte differentiation and enucleation. We found that erythroid 
differentiation is abnormal in the bone marrow of fsn mice. We could isolate and maintain 
extensively self-renewing erythroblasts (ESRE) from the fetal liver of fsn mice, which could 
enucleate under culture as efficiently as the wild-type ESRE. We identified proteins that bind with 
Ttc7 protein.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
輸血用赤血球は社会の高齢化に伴い需要が
増加し、輸血後の感染症を回避することへの
要求も高まりつつある。献血に依存しない赤
血球の供給体制を確立することは世界的な
要請といえる。現在 ES 細胞や iPS 細胞か
ら有核の赤芽球細胞を誘導することは可能
になったが、さらに脱核を経て赤血球へと効
率よく分化させることは実現できていない。
この問題を解決するには脱核機構の解明が
必要と思われる。赤血球の脱核は脊椎動物の
中でも哺乳類に限られるので、数少ない進化
的変更により生じたと考られる。申請者は脱
核に障害のあるマウス系統を文献的に調査
し、flaky skin (fsn) マウスに着目した [1]。
fsn マウスの原因遺伝子は Ttc7 遺伝子で
あることが 2005 年に報告されたが[2]、その
遺伝子産物の機能は未解明のままである。
Ttc7 には tetratricopeptide repeat (TPR) 
ドメインのみが存在する。TPR ドメインは
タンパク間の相互作用に関わるドメインで
あり、その存在から機能を類推することがで
きない。Ttc7 を起点とした脱核制御機構の
解明は、将来、赤血球を培養条件で生産する
技術の確立に役立つと考えられる。またヒト
TTC7A は消化管閉鎖を伴う免疫不全の原因
遺伝子であり [3, 4]、上皮や免疫細胞での機
能もあると考えられる。 
 
２．研究の目的 
赤血球の分化における脱核の分子機構が分
かっていないことが赤血球を培養条件で作
り出すことを困難にしている。脱核と対照的
に細胞質を捨て去る現象が精子形成過程に
存在するが、核と細胞質が分離する点では脱
核と同じである。申請者は赤血球の脱核と精
子形成の両方に異常がある変異マウス flaky 
skin (fsn) に着目し、その原因遺伝子 Ttc7 
の機能を明らかにすることで、赤血球脱核の
機構を解明する。献血によらない輸血用赤血
球供給体制に貢献する。 
 
３．研究の方法 
(1) fsn マウスは貧血を呈し、有核赤血球が
末梢血に存在する以外に大小不同、多染性、
変形などの赤血球の異常形態が報告されて
いる。この赤血球の異常が骨髄における造血
の異常に由来するか調べるために、骨髄の細
胞をフローサイトメトリーで解析する。 
 
(2) fsn マウスの骨髄から赤血球の幹細胞 
extensively self-renewing erythroblasts 
(ESRE) を樹立し、培養条件化で脱核を誘導
し、脱核の異常が認められるかフローサイト
メトリーで解析する。 
 
(3) Ttc7 に結合するタンパクを免疫沈降に
より同定する。 
 
 

４．研究成果 
(1) fsn マウスの赤血球の分化にどのような
異常があるか骨髄細胞をフローサイトメー
ター（Ter119 抗体＋CD71 抗体＋SYTO59 三重
染色）により調べた。その結果、通常網状赤
血球の段階で認められる CD71 の急速な発
現低下が認められず、中等度の発現を示す細
胞集団が増加していることが認められた（図
１）。このパターンは正常マウスの胎児肝臓
における造血細胞と類似しているので、fsn 
マウスでは成体型造血に欠陥があり、胎児型
造血が再動員されている可能性が考えられ
た。 
 

図１ fsn マウスの骨髄のフローサイトメ
トリー解析 +/+: 野生型, fsn/+: ヘテロ接
合体、 fsn/fsn: ホモ接合体。横軸： Ter119、
縦軸： CD71。fsn/fsn では Ter119 陽性の分
画に CD71 弱陽性が増加し、CD71 の発現低
下に障害があることがわかる。 
 
(2) マウス胎生 12.5 日の胎児肝臓より長
期間培養可能な赤血球幹細胞 extensively 
self-renewing erythroblasts (ESRE) [5] を
樹立した（図２）。 
 

 
図２ ESRE (May Giemsa 染色) 
 



１年以上継代培養可能で、表面抗原の解析か
ら CFU-E に近い前赤芽球であることがわか
った。脱核誘導培地で培養すると３日間で２
０％の細胞が脱核することを確認した。ESRE 
は凍結保存に耐え、１年間継代培養しても最
終分化を経て脱核する能力を維持していた。
ESRE は遺伝子導入とクローニングが可能で
あり、赤芽球最終分化を研究する上で有用な
細胞であると言える。 
 
ESRE は生存に SCF と Epo を必要とする
が、我々はこれらの遺伝子を導入することで、
培地中へのサイトカイン添加が不要となる
ことを示した。また任意の遺伝子を安定導入
する際に、同時に SCF または Epo 遺伝子を
連結しておけば、SCF または Epo を含まな
い培地で培養することで、遺伝子導入細胞だ
けを選択することが可能であった。この手法
は細胞のサイトカイン依存性を応用した遺
伝子導入法と言える。 
 
Ttc7 を欠損する fsn マウスの胎生 12.5 
日の胎児肝臓より ESRE を樹立した。fsn/fsn 
ESRE は野生型同様の増殖速度で分裂した。
昨年度作成した抗 Ttc7 モノクローナル抗
体でウェスタンブロットを行った結果、
fsn/fsn ESRE には Ttc7 タンパク質は存在
しないか、あっても正常に比べて極めて少量
しか存在しないことが確認できた。脱核誘導
条件で培養すると野生型同様の効率で脱核
したことから、脱核は Ttc7 タンパク質がな
くても起こることが判明した。Ttc7 とパラ
ログをなす Ttc7B に対するポリクローナル
抗体を作成し、ESRE における発現を検討し
たところ、fsn/fsn ESRE では野生型と同レ
ベルの Ttc7B タンパクが存在することがわ
かった。fsn/fsn ESRE が脱核できるのは 
Ttc7B によって Ttc7 欠損が補償されてい
る可能性がある。今後、ESRE で Ttc7 と 
Ttc7B の両方を発現抑制した上で脱核を誘
導してみる予定である。 
 
(3) Ttc7 の機能を明らかにするため、Ttc7 
に結合するタンパク質を同定する実験を行
った。HeLa 細胞に Ttc7 タンパクを強制発
現させ、抗体を用いて Ttc7 と相互作用する
タンパク質を精製し、ポリアクリルアミドゲ
ル電気泳動法により分離したバンドを質量
分析器で解析した結果、Ttc7 に結合する新
規のタンパクを同定できた。このタンパクを 
RNAi または CRISPR/Cas9 による遺伝子破
壊により発現抑制し、脱核に対する影響を調
べていきたい。 
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