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研究成果の概要（和文）：上皮系細胞においてEpo遺伝子発現を恒常的に抑制しているGATA転写因子に着目し、
GATA因子が結合するシス制御領域を欠失したマウス２系統を樹立した。同変異をヘテロにもつマウスはメンデル
則に合致して出生し成長した。この変異によりGATA因子によるEpo遺伝子発現抑制が行われず、恒常的にEPOが産
生されることを予想していたが、ヘテロマウスの血算は同腹野生型マウスと比較して優位な変化はなかった。ま
た、上皮系細胞でのEpo遺伝子発現の変化を定量的PCR法で検討したが、同腹野生型マウスと比較して優位な変化
は無かった。今後は、ホモマウスを樹立して血算やEpo遺伝子の発現を検討する予定である。

研究成果の概要（英文）：We focused on a GATA-binding motif within the Epo gene promoter-proximal 
region, which is involved in constitutive suppression of Epo gene expression in epithelial cells in 
mice. We have established two lines of mice carrying an allele that was deleted for the GATA-binding
 motif by means of Crispr/Cas9 system. The heterozygous mice could be born alive with the expected 
Mendelian frequency and seemed to grow up normally. We have expected that Epo gene expression is 
constitutively activated in the heterozygous mice, however, the mice showed no remarkable changes in
 the hematopoietic indices. In addition, the expression of Epo gene in the lung epithelial cells was
 not activated in the heterozygous mice. We are planning to examine the hematopoietic indices and 
Epo gene expression in the epithelial cells of mice carrying homozygous deletion of the GATA-binding
 motif.

研究分野：分子生物学分野

キーワード： エリスロポエチン　腎性貧血　創薬
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、低酸素誘導因子（HIF）の安定化を目的としたプロリン水酸化酵素阻害剤が開発され、検証的臨床試験の
結果からある程度の貧血改善が得られることが明らかにされた。しかし、既に低酸素に晒されているにもかかわ
らずEPO産生能が低下している腎性貧血患者のEPO産生細胞に、さらに疑似低酸素状態（HIFの安定化）を増強さ
せることで、どの程度の治療効果が得られるかが疑問視されている。また、全身性のHIF安定化による危険性を
懸念する研究者も多い。以上のことから、腎性貧血患者において障害を受けていない上皮系細胞に焦点を当てた
本研究は臨床的応用可能な治療薬創出につながると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
エリスロポエチン（EPO）は赤血球造血を促進す

る必須の造血因子である。胎生期では、造血が行わ

れる胎児肝臓で EPO を産生することにより、効率
的なパラクライン制御で発生成長期の赤血球造血

を促進している。一方、出生後は、低酸素（貧血）

を感知しやすい腎臓間質細胞で EPO を産生するこ
とで、多種多様の血球を均衡よく産生する骨髄造血

の調節に寄与している。申請者らは、胎児肝臓と成

体腎臓での EPO 遺伝子発現はいずれも低酸素応答
性制御を受けるが、胎児肝臓では EPO 遺伝子下流
の領域が、腎臓では EPO 遺伝子上流の領域が、そ
れぞれの組織特異的な遺伝子発現に重要であるこ

とを明らかにしてきた（図１の上段と中段）1）。す

なわち、発生時および出生後の赤血球造血の恒常性

は、適所適時に適量の EPO を産生する厳密な制御
により維持されている。 
腎性貧血は腎 EPO 産生細胞が器質的に障害され

て低酸素に応答できない病態と定義される。従って、腎性貧血の治療にはリコンビナント EPO
製剤の補充投与が第一選択とされている。しかし、リコンビナント製剤は高価であること、また、

抗体産生等による治療困難症例もあることから、低分子腎性貧血治療薬の開発が期待されてい

る。近年、低酸素誘導因子（HIF）の安定化を目的としたプロリン水酸化酵素阻害剤が開発され、
検証的臨床試験の結果から腎機能障害を持つ患者においてある程度の貧血改善が得られること

が明らかにされた。しかし、既に低酸素に晒されているにもかかわらず EPO 産生能が低下して
いる腎性貧血患者の EPO 産生細胞に、さらに疑似低酸素状態（HIF の安定化）を増強させるこ
とで、どの程度の治療効果が得られるかが疑問視されている。また、全身性の HIF安定化による
危険性を懸念する研究者も多い。以上のことから、低酸素応答因子を標的にした EPO 産生誘導
剤には限界がある。 
申請者らは、子宮筋腫や種々の悪性腫瘍において異所性 EPO 産生を随伴する症例が散見され

ること、および、上皮系細胞においては、GATA 転写因子が、EPO 遺伝子転写開始点直上流の
GATA 因子結合配列を介して EPO 遺伝子の活性化を抑制している可能性を示唆する報告（図１
の下段）2)に着目し、GATA転写因子の機能を抑制することによる異所性 EPO誘導剤の創出を試
みた。その過程で、ミトキサントロンが GATA2 の発現を抑制し、上皮系細胞由来の細胞株や、
マウス肺上皮および腎尿細管上皮細胞において EPO 遺伝子の発現を誘導できることを見いだし
た 3,4）。この成果は、上皮系細胞からの異所性 EPO 産生誘導が、障害腎からの EPO 産生を期待
できない腎性貧血患者に対して、リコンビナント EPO 製剤補充療法に換わる治療ストラテジー
となり得ることを示している。異所性 EPO 産生に着目した創薬研究は、申請者オリジナルの着
想であり、国内外を含めて全く例がない。「EPOは低酸素に応答して腎臓から産生される」とい
う固定概念を覆す、EPO研究においてのパラダイムシフトとなる可能性を持つと考えている 
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２．研究の目的 

本申請課題では、EPO 産生能を持つが休止している上皮系細胞から異所性に産生される EPO
がエンドクライン制御による骨髄造血機能を保持することを明らかする。また、EPO の造血外
効果として知られている組織保護作用の有無についても検討する。EPO は、転写翻訳されたあ
とにジスルフィド結合や糖鎖付加などの翻訳後修飾を受けて、安定で機能的、また、ホルモンと
して生体内移動が可能になることが分かっている。従って、異所性に産生される EPO タンパク

図１ 組織特異的 EPO遺伝子制御 
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質と腎臓で産生される EPOタンパク質の機能的異同を明らかにする。 

 
３．研究の方法 

CRISPR-Cas9 法を用いてマウスゲノムの GATA 結合配列を削除したマウスを作成し、マウス
個体内で低酸素非応答的に赤血球造血に寄与する EPO産生が得られるかを検討する。 
	
４．研究成果	
	
	
	
	
	
	
	
	

(1)	Epo遺伝子上流の GATA結合配列を含む 34bp、および、40bpの配列を除去した 2系統のマ
ウスを樹立した（図２）。 
(2)	ヘテロマウスは雌雄ともメンデル則に合致して出生し、成熟した。 
(3)	ヘテロマウスの血算を測定したが、同腹子と比べて異常は示さなかった。 
(4)	 ヘテロマウスの肺上皮細胞を用いて Epo 遺伝子の発現を検討したが、同腹子と比較して異
常を示さなかった。 
(5)	今後はホモマウスの作出や、ストレス付加（低酸素や組織障害）などの刺激を行い、上皮系

からの Epo遺伝子発現の有無を確認する予定である。 
	

....ccacccccacccgcgcacgcacacatgctGATAacatccccgacccccggccggagccac....

ccacccca ggccggagcca

ccacccccacccgcg gccggagcca

-231
del	40	bp

del	34	bp

図２ 樹立したマウス系等が保持する Epo遺伝子プロモーター領域の変異 
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