
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｆ－１９－２

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

国際共同研究加速基金（国際共同研究強化(A)）

2023～2020

異所性EPO遺伝子発現を誘導する新規貧血改善薬の候補化合物の作用機序の解明

The effects of a candidate compound for hematopoiesis of that induces ectopic 
EPO gene expression via GATA inhibition.

００７０８１１７研究者番号：

平野　育生（HIRANO, IKUO）

東北大学・医学系研究科・講師

研究期間：

１９ＫＫ０３９８

年 月 日現在  ６   ９ １６

円    11,700,000

研究成果の概要（和文）：エリスロポエチン（Epo）は腎臓で産生され赤血球造血を誘導するサイトカインであ
る。近年、Epo遺伝子を肺などで異所性に発現誘導可能な薬剤としてGATA転写因子の阻害薬が報告された。本研
究では、全身性のGATA阻害による造血系への影響、およびGATA因子によるEpo遺伝子制御機構について、それぞ
れ遺伝子改変マウスを樹立し、個体レベルで解析を行った。その結果、全身性のGATA因子阻害は重度の造血障害
を引き起こすこと、腎臓Epo産生においてGATA因子はむしろ正に制御に関わる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Erythropoietin (EPO) is a cytokine produced in the kidney and induces 
erythropoiesis. Recently, inhibitors of GATA transcription factors have been reported as agents 
capable of inducing ectopic expression of the Epo gene in the lungs and other organs. In this study,
 we analyzed the effects of systemic GATA inhibition on the hematopoietic system and the mechanism 
of Epo gene regulation by GATA factors in vivo by using genetically engineered mice. The results 
showed that systemic GATA factor inhibition causes severe hematopoietic defects and that GATA 
factors may be rather positively involved in the regulation of renal Epo gene expression.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果は、成体の造血系における転写因子GATA1、GATA2の機能を明らかにするうえで重要な知見となるも
のである。GATA阻害剤によるEpo遺伝子発現誘導効果は、新規貧血改善薬の開発につながると期待されるが、今
回の解析結果はGATA阻害による造血系への抑制性作用、および主要なEPO産生細胞でのEPO産生制御へのGATA因子
の正の関与を示すものであり、GATA阻害によるEPO産生誘導効果を得るには組織特異性を高める必要があること
を示せたと考える。また、本研究の結果はドーピングなどでのGATA阻害剤の安易な使用を抑制する意味でも社会
的意義があったと考えている。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 

血球産生は、種々のサイトカインシグナルや細胞種特異的な転写因子による転写制御機構に
より調整されている。赤血球分化は、腎臓で産生されるエリスロポエチン(EPO)により強力に誘
導されるが、EPO 遺伝子は低酸素応答性転写因子 HIF による低酸素刺激特異的な正の制御と、
GATA 転写因子による負の制御を受けていることが報告されている（文献 1）。我々はこれまでに、
GATA 因子の活性阻害による EPO 遺伝子の発現誘導が可能な化合物の探索を行い、候補化合物を
複数同定した（文献２）。一方で、GATA 転写因子群のうち GATA1,2,3 は血球分化を制御する転写
因子であることから、GATA 因子阻害薬の血球分化への影響も考慮する必要があった。 
 
２．研究の目的 

本国際共同研究では、造血促進薬として GATA 阻害薬が利用可能か否か検証するため、GATA 因
子による血球分化制御機構の同定、および GATA 阻害による Epo 遺伝子発現への影響の解明を目
的として解析を行った。 
 
３．研究の方法 
（１） 転写因子 GATA1 は、主に赤血球分化を誘導する転写因子である。細胞株や遺伝子改変マ
ウスを用いた解析から、GATA1 がグロビン遺伝子やヘム合成関連遺伝子などを制御するなどの機
能を有していることが知られている。しかし、Gata1 遺伝子破壊による胎生致死性が原因となり、
個体レベルでの成体型造血における機能には不明な点が多い。そこで X 染色体のランダムな不
活性化により、Gata1 遺伝子発現が低下した細胞（Gata1-KD 細胞）と Gata1 を正常に発現する細
胞（Gata1-WT 細胞）がランダムに生じるマウス（Gata1.05/X）と、各細胞における X 染色体の
不活性化をモニター可能なマウス（Hprt-EGFP）の交配により、Gata1-KD 細胞と Gata1-WT 細胞
を、見かけ上正常な 1 個体内において比較できるマウスを樹立した（G1.05,H-GFP/X）。同マウス
の、骨髄の未分化細胞（cKit陽性細胞）を用いた Flow解析および single cell RNA sequencing 
解析(scRNAseq)を実施し、Gata1 発現低下による血球分化への影響を解析した。 
 
（２） 転写因子 GATA2 は、造血幹細胞や前駆細胞段階の未分化な血球の分化を制御しているこ
とが知られている。ヒトの GATA2 遺伝子への変異が原因で発症する GATA2欠損症では、末梢血中
の樹状細胞や単球などの細胞が消失することが知られており、GATA 阻害剤による GATA2 の発現
低下は、血球分化に影響することが予想された。当研究室で樹立したヒト GATA2欠損症モデルマ
ウス（G2R398W）および野生型コントロールを用いて、cKit陽性細胞の scRNAseq解析を実施し、
GATA2 機能低下による血球分化への影響を解析した。 
 
（３） 造血機構はマウス-ヒト間で保存されており多くの点で相同性を示すが、一部の血球分
化において異なる部分も存在している。今回の解析で明らかとなった GATA1 機能がヒトの赤血
球分化過程においても保存されているものなのか確認するために、CD34 陽性細胞を用いた赤血
球分化誘導系および GATA1 遺伝子の発現低下実験をおこなった。 
 
（４） Epo 遺伝子の GATA 因子による抑制性の制御は、EPO 遺伝子プロモーター領域のヒト-マ
ウス間で保存された GATAモチーフを介しており、本来 EPO 発現を行わない上皮系の細胞におけ
る異所性の EPO 発現を抑制していると言われている。GATA 阻害剤を介した EPO 発現誘導は、同
モチーフを介したものであることが予想されていることから、同モチーフを破壊したマウス
（TTTA）を樹立し、Epo 遺伝子発現への影響を解析した。 
 
 
４．研究成果 
（１）G1.05,H-GFP/X マウス
の cKit 陽性細胞を用いた
scRNAseq 解析を実施し、GFP
発現を元に Gata1-WT 細胞と
Gata1-KD 細胞でどのような差
異が生じるか比較した。その
結果、Gata1-WT 細胞では最も
未分化な細胞集団からの、顆
粒球系や赤血球系への分化の
流れが可視化されたのに対
し、Gata1-KD では赤血球分化
過程の巨核球赤血球共通前駆細胞（MEP）以降の分化段階の細胞がほとんど消失していることが
示された（図 1）。MEP 段階の細胞の遺伝子発現を Gata1-WT 細胞と Gata1-KD 細胞で比較したと
ころ、Gata1-KD MEP 細胞では Car1 や Lmo2 といった赤血球分化に関わる遺伝子の発現の低下に
加え、Gata2 や Egr1 などの他の血球系統の分化に関わる遺伝子発現が増加していた。これらの
結果は、GATA1 が MEP段階の前駆細胞からの赤血球分化に必須であり、赤血球関連の遺伝子発現
を誘導するとともに、他の血球系統に関連する遺伝子群の発現を抑制することで分化の方向性



を安定化していることを示している。 
 
（２）ヒト末梢血 CD34 陽性細胞からの赤血球分化誘導実験系において shRNA による GATA1 遺伝
子発現のノックダウン実験を行った結果、GATA1-KD CD34 陽性細胞では赤血球前駆細胞分画が顕
著に減少していた。また、単離した赤血球前駆細胞分画を用いた qRT-PCRによる遺伝子発現解析
の結果、G1.05,H-GFP/X マウスの scRNAseq解析結果と同様に、GATA1-KD 細胞で EGR1 遺伝子の発
現増加などが認められた。これらの結果は、GATA1 による MEP からの赤血球分化制御機構がヒト
-マウス間で保存されていることを示しており、GATA1 の機能阻害はヒトにおいても赤血球分化
を強力に抑制することが予想される。 
   
（３）Gata2-R398W 変異はヒトの GATA2 遺伝子疾患で最も良く見つかる変異の１つであり、同変
異を導入した G2R398W マウスでは、機能低下型の GATA2 変異体が発現することによりヒトの症
例と同様に末梢血中の複数種の免疫細胞の減少が認められる（文献 3）。本課題において、GATA2
機能の低下による成体型造血への影響を解析することを目的に、G2R398W マウス成獣の骨髄 cKit
陽性細胞を用いた scRNAseq解析を実施した。その結果、末梢血中で減少が見られた単球の前駆
細胞である GMP クラスターやリンパ球の前駆細胞である CLP クラスターに大きな変化は認めら
れなかったが、その一方で、最も未分化な細胞である造血幹細胞（HSC）が含まれるクラスター
が G2R398W マウスで顕著に増加していた。また、その遺伝子発現パターンを解析した結果、加齢
に伴い HSCで発現が増加することが知られている遺伝子群の発現が、G2R398W の HSC クラスター
で高いことがわかった。ヒトの GATA2 遺伝子疾患においても、末梢血中の免疫細胞の低下や白血
病の発症は加齢に伴い生じることが知られている。おそらく G2R398W マウスでは GATA2 機能の
低下により HSCの加齢様変化が促進しており、その結果、血球の分化の方向性に偏りが生じるも
のと考える。 
 
（４）EPO は腎臓尿細管間質領域
の線維芽細胞様の細胞（Renal 
Epo-producing cell,REP 細胞）が
産生している。我々が過去に報告
したマウスへの GATA 阻害剤
（Mitoxantrone, MTX）の投与実験
では、肺や腎臓において Epo 遺伝
子の発現誘導が見られていた。ま
た、Epo 遺伝子周辺領域を用い、
Epo 遺伝子プロモーター領域の
GATAモチーフを破壊したGFPレポ
ーターマウスでは、腎臓や肺の上
皮細胞における異所性な GFP 発現が報告されている。これらの結果は、GATA 因子が Epo 遺伝子
プロモーター領域の GATAモチーフを介して、異所性の Epo 遺伝子発現を抑制していることを示
唆する。そこで、ゲノム編集技術を用い、同 GATAモチーフを TTTA へと変化させたマウスを樹立
し、解析した。当初、同変異を加えたことで異所性の EPO 産生が誘導され、多血症を示すことを
予想していたが、予想に反して成獣 TTTA マウスは、正常な血算値を示した。むしろ、同腹仔野
生型コントロール（WT）と比較し、若干の赤血球量、HCT%値の低下を示した（図 2）。Epo 遺伝子
は、定常状態では腎臓においても非常に低い発現しか示さず、貧血などの低酸素刺激により強力
に発現が誘導される。そこで TTTA マウスに瀉血による貧血誘導をおこない、Epo 遺伝子発現を
腎臓、肺、肝臓で解析した。その結果、同腹仔 WT、TTTA マウスどちらにおいても腎臓における
貧血誘導的な Epo 遺伝子の発現が確認されたが、肺、肝臓では Epo 遺伝子発現は検出できなかっ
た。また、同程度の貧血刺激を加えていたにもかかわらず、貧血 TTTA マウス腎臓での Epo 発現



は、貧血 WT 腎臓よりも低値を示した。検出された腎臓における Epo 遺伝子発現が、腎組織中の
どの細胞由来のものなのかを明らかにするために、Epo mRNA に対する in situ hybridization
を実施したが、その結果、WT 腎臓でも TTTA マウス腎臓でも、REP 細胞のみで Epo mRNA由来のシ
グナルが検出された（図 3）。これらの結果は、少なくとも in situ hybridization法や qRT-PCR
法で検出可能な量の異所性 Epo 遺伝子発現は TTTA マウスで生じていないことを意味している。
さらに、腎臓における貧血誘導的な Epo 遺伝子発現が低下したことから、REP 細胞における Epo
遺伝子転写制御機構において、GATA 因子はむしろ転写を正に制御していることを示唆している。 

また、これらの結果から、先行研究で認められた MTX による肺や腎臓における Epo 遺伝子の発
現誘導は、Epo 遺伝子プロモーター領域の GATA モチーフを介したものではないと考えられる。
また、Epo 遺伝子プロモーター領域の GATA モチーフを介して抑制されている異所性の Epo 遺伝
子発現量は、REP 細胞における内在性 Epo 遺伝子発現と比較して、おそらくは非常に低いと予想
される。 
 

これら一連の研究の結果より、GATA1、GATA2 による造血制御機構、GATAモチーフを介した Epo
遺伝子制御機構の一端が明らかとなった。近年、新規貧血治療薬として Epo 遺伝子を強力に発現
誘導する転写因子 HIF の活性化薬が開発されたが、 低酸素応答のマスター因子である HIF を全
身で活性化することによる副作用やドーピング使用などが危惧されている。GATA 因子による Epo
遺伝子の抑制性制御や GATA 因子阻害剤による Epo 遺伝子の発現誘導が報告されてから、GATA 阻
害による赤血球造血誘導薬の開発も期待されているが、我々の結果は、全身性の GATA 因子阻害
はむしろ Epo 遺伝子発現を低下させ、血球分化、特に赤血球分化を障害することに繋がることを
示唆している。今後、GATA 因子阻害による造血誘導を得るためには、ドラッグデリバリー技術
などを利用して GATA 阻害薬の効果の組織特異性を高める必要があると考えている。 
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