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研究成果の概要（和文）： 
１．Epo-EGFP ES細胞の樹立 

Epo遺伝子座に相同組み換えによりEGFPを組み込むためにtargeting vectorを作製した。Epo遺

伝子のシグナル・ペプチドと開始コドンを削除する形で、EGFP-IRES-puroR遺伝子を組み込む。

このベクターをC57BL/6マウス由来のES細胞にエレクトロポレーションすることにより、相同組

み換えを行い、Epo遺伝子座にGFPを組み込んだES細胞を樹立した（Epo-EGFP ES細胞）。このＥ

Ｓ細胞を外胚葉条件、中胚葉条件、内胚葉条件などの様々な培養条件で分化させ、様々な段階

でFACSでGFPの解析を行っている。 

２．EPO-EGFPマウスの樹立 

また、GFPを導入したES細胞をblastcystに注入し、Epo+/-のヘテロ・マウスを作成した。現在、

腎臓内でGFPの発現部位を検討することで、in vivoにおいてもEpo産生細胞がどういった局在を

示すかについても検討している。 

 
研究成果の概要（英文）： 
1. Targeting vector was designed to integrate EGFP in erythropoietin (EPO) gene. 

EGFP-IRES-puroR gene was knocked-in into the start codon of EPO gene. This vector 
was electroprated into C57BL/6 derived ES cells and then EPO-EGFP ES cells were 
established. These ES cells were cultured in various condition such as ectoderm, 
mesoderm and endoderm and EGFP was evaluated by FACS. 

2. EPO-EGFP ES cells were injected into mouse blastcyst and then EPO-EGFP +/- mouse 
was established.  Section of kidney from EPO-EGFP+/- was analyzed by fluorescent 
microscopy. Isolated cells from EPO-EGFP+/- mouse were analyzed by FACS. 
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１．研究開始当初の背景 
本邦における透析患者数は増加の一途をた
どり、27 万人以上となっている。末期腎不
全患者において腎性貧血は、その大きな合
併症の一つであり、Epo の組み換えタンパ
ク質の投与による治療が行われている。
Epo は腎臓で産生され、腎不全による腎機
能低下でその産生が低下し、腎性貧血を誘
導する。2004 年に発表された Dialysis 
Outcome and Practice Pattern Study 
(DOPPS)では、透析患者において Hb を
11g/dL 以上にすることで、死亡率を改善す
るということが示され、積極的に Epo を投
与することが推奨されている (Am J 
Kidney Dis 2004;44:94-111)。さらに最近
では、Epo が腎ポドサイトの apoptosis を
抑制し、蛋白尿の減少などの腎保護作用も
併せ持つ  (Kidney Int 2007;72:455-463, 
Kidney Int 2007;72:489-498)、糖尿病性網
膜症の血管新生の抑制 (J Clin Invest 
2008;118:526-533)、心筋梗塞の病態改善す
る(FASEB J. 2008)など新たな作用も報告
されている。これらの結果により、Epo が
単に貧血を改善するのみでなく、腎保護作
用を有する分泌因子という面からも新た
な脚光を浴びている。 
 腎性貧血に至る機序としては、腎不全に
よる尿毒性物質が腎臓での Epo 産生を抑
制すると推測されている。しかしながら、
腎機能が比較的温存された状態で高度な腎
性貧血をおこすこともあることや、逆に透
析導入されても比較的腎性貧血が軽い場合、
透析療法を行っているにも関わらず、突然
多血症を呈する症例などを経験することな
どもある。Epo は、古くからよく知られた
代表的なホルモンでありながら、こういっ
た腎性貧血についての詳細な科学的根拠は
未だ解明されていない。その理由の一つと
して、Epo が腎臓で産生されているという
ことは明らかなものの、腎臓内での産生細
胞が明確でないことにあるのではないか
考えられる。In situ hybridization による
検討では、腎皮質の尿細管周囲でその
mRNA の発現が指摘されているが(Kidney 
Int 1993; 43:815-823)、その細胞の同定ま
でには至っていない。また、単純に Epo の
免疫染色をするだけでは、持続的な分泌で
あるために細胞内に蓄積されず、その分泌
細胞の同定、単離は困難である。 
  
２．研究の目的 
これまでに多くの発生工学的な研究では、
GFP をトレーサーとして用いることで、遺
伝子発現細胞の同定がなされている。ES
細胞を用いて、目的遺伝子座に GFP を相 

同組み換えで組み込むことで、GFP の発現
を蛍光顕微鏡で観察することにより、その
発現細胞の同定が、in vivo ならびに in 
vitro で行われている。これまでに我々も、
中胚葉細胞を単離する目的で、中胚葉で発
現する遺伝子である Brachyury に着目し、
Brachyury 遺伝子座に EGFP を導入した
ES 細胞を作成し、FACS により EGFP を
ソートすることにより中胚葉細胞を単離す
ることに成功し ている (Development 
2003;130:4217-4227)。これらの細胞を用
いることにより、中内胚葉の同定(Kubo A 
et al. Development 2004;131,1651-1662), 
中胚葉からの内皮細胞の分離(Kubo A et al. 
Blood 2005;105: 4590-4597)など様々な成
果が得られている。さらにこの ES 細胞を
用いて、ヘテロ・マウスを作成し、GFP を
蛍光顕微鏡で観察することにより、in vivo
での Brachyury 発現細胞を明らかにする
こ と に も 成 功 し て い る (Nature 
2004;432:625-30)。さらに、マウス胎児か
らEGFP細胞をFACSでソートすることに
より Brachyury 発現細胞を単離し、 in 
vitro で培養することにも成功している。こ
れらと同様の手法を用いて、Epo 産生細胞
を EGFP を蛍光顕微鏡で観察することに
よりその産生細胞を同定し、GFP をソート
することで Epo 産生細胞の単離を行う。 
  
３．研究の方法 
今回我々は Epo 遺伝子座に EGFP を組み
込んだ ES 細胞を作製し,in vitro, in vivo
において EGFP の発現から Epo 産生細胞
を単離・同定したい。Epo 遺伝子座に
EGFP-IRES-puroRを相同組み換えにより
ES 細胞に導入する。この ES 細胞を用いれ
ば、EGFP を FACS でソートすることによ
りEPO産生細胞を単離することができる。
さらに、ピューロマイシン耐性遺伝子も同
時に導入されているので、ピューロマイシ
ンによる薬剤選択も可能である。さらに
我々は、Epo 遺伝子座 EGFP-IRES-puroR
を組み込んだ ES 細胞を blast cyst 
injection を行い、ヘテロ・マウスを作製し、
同様の手法でマウスでの Epo 産生細胞の
単離・同定を行いたい。Epo 遺伝子ヘテロ・
マウスの腎臓を蛍光顕微鏡で観察すること
により in vivo で EGFP の発現を観察する
ことができる。 
 
 
４．研究成果 
A．Epo-EGFP ES 細胞の樹立 

Epo 遺伝子座に相同組み換えにより
EGFP を組み込むために targeting vector
を作製した。Epo 遺伝子のシグナル・ペプ



チドと開始コドンを削除する形で、
EGFP-IRES-puroR 遺伝子を組み込む。こ
のベクターをC57BL/6マウス由来のES細
胞にエレクトロポレーションすることによ
り、相同組み換えを行い、Epo 遺伝子座に
GFP を組み込んだ ES 細胞を樹立した
（Epo-EGFP ES 細胞）。このＥＳ細胞を外
胚葉条件、中胚葉条件、内胚葉条件などの
様々な培養条件で分化させ、様々な段階で
FACS で GFP の解析を行っている。これ
らの条件の中では、培養６日目では、外胚
葉分化でより多くのＧＦＰ陽性細胞の出現
を認めたが、依然その割合は低くかった。
次に、無血清培地でさらなる長期培養を行
ったところ、FACS での解析で、培養２７
日目に EGFP 陽性細胞が 35%まで上昇し
た。 
また、これらの細胞を低酸素条件で培養し
たところ、EPO mRNA での解析では、約
２倍に mRNA レベルは上昇したが、FACS
解析での EGFP 陽性数、明らかな蛍光強度
の上昇を認めなかった。 
 
B．EPO-EGFP マウスの樹立 
また、GFP を導入した ES 細胞を

blastcyst に注入し、Epo+/-のヘテロ・マウ
スを作成した。現在、腎臓内で GFP の発
現部位を検討することで、in vivo において
も Epo 産生細胞がどういった局在を示す
かについても検討している。まず、最初に
ヘテロマウスの腎臓の凍結切片を作成し、
蛍光顕微鏡で観察した。これまでの報告の
ように腎皮質の間質にＧＦＰ陽性細胞を認
めた。 
 
C. EPO-EGFP 陽性細胞の単離 

次ぎに、これらの腎皮質部分を切り取り、
コラーゲン処理やトリプシン処理により、
単細胞への分離を試み、FACS でＧＦＰ陽
性細胞を単離しえるかについて検討を行っ
た。腎皮質、髄質をそれぞれ分けて単離し、
コラーゲン処理したのちに、トリプシント
リプシン処理を数分行うことで、単一細胞
への分離に成功した。細胞分離フィルター
を通すことで、FACS 解析可能な細胞を取
り出し、FACS の解析で約 10%の GFP 陽
性細胞を認めた。皮質、髄質で大きな差を
認めなった。FACS sorter により GFP 陽
性細胞の単離を行い、RNA 抽出を試みた
が、十分な細胞数の単離は困難であり、さ
らなる細胞分離の方法の検討が必要である。
今後は、単離方法の改善を含めて、検討を
行い、より多くの細胞数を FACS で単離で
きるようなシステム構築が必要である。 
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