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研究成果の概要（和文）： 
 
 本研究ではマウス赤血球前駆細胞株を用いて網羅的遺伝子、タンパク質発現解析を行い、赤
血球最終分化に関与すると思われる複数の遺伝子を同定した。またヒトＥＳ，ｉＰＳ細胞から
効率良く血液細胞を誘導し、特に赤血球系細胞を選択的に培養できる培養系を確立した。さら
には、ウィルス由来癌遺伝子を誘導発現系により導入することでヒトｉＰＳおよびヒト臍帯血
幹細胞から脱核赤血球を産生し得る赤血球前駆細胞株を樹立した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
In this study, some genes that seem to be regulators for erythroid terminal differentiation 
were identified. Culture method that can produce hematopoietic cells, especially erythroid 
cells, was also developed. In addition to those, human erythroid progenitor cell lines were 
established by introducing virus oncogenes by inducible expression vector. These cell lines 
can produce enucleated erythrocyte. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 ヒトＥＳ，ｉＰＳ細胞を用いた再生医療が
期待されている。しかしながら、ＥＳ，ｉＰ
Ｓ細胞から誘導した細胞・臓器を用いた再生
医療への応用には解決しなければならない
様々な問題点がある。中でもＥＳ，ｉＰＳ細
胞による腫瘍形成の問題は回避することが
難しい問題の１つである。しかし、赤血球は

核を持たない細胞であるため腫瘍形成の心
配がないと考えられる。一方、ｉＰＳ細胞が
作製可能になったことでＥＳ細胞を移植す
るにあたり大きな障壁であった組織適合性
の問題はクリアされた。しかしながらヒトＥ
Ｓ細胞に関する報告（Osafune et.al. Nature 
Biotechnol. 2008）によれば、ヒトＥＳ細胞株
間で分化傾向にかなりの差が見られるとい
う。したがって、患者個人のｉＰＳ細胞から
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目的の細胞・臓器を誘導・作製するためには
患者個人ごとにｉＰＳ細胞株を複数株作製
し、その中から目的に見合うｉＰＳ細胞株を
選び出さなくてはならなくなる可能性が高
い。一方、赤血球輸血においては臨床的に大
きな問題となるのはＡＢＯ，Ｒｈ式血液型で
あり、ＲＨ（—）Ｏ型の赤血球を作製するこ
とによりほぼ全ての人に対して輸血可能で
ある。したがってヒトＥＳ、ｉＰＳ細胞を用
いて赤血球を大量生産する技術が確立でき
れば、臨床応用への可能性が非常に高まり、
慢性的な輸血用血液の不足の解消、輸血によ
る重大な感染症の防止につながることが期
待される。 
 世界的にＥＳ、ｉＰＳ細胞から血液細胞を
誘導する研究は多数行われており、ヒトＥＳ
細胞から赤血球を分化誘導する方法なども
多数報告されている。しかしながら、成熟（脱
核）赤血球を短期間で効率よく大量に産生す
る方法は未だ確立されていない。これまでに
我々はマウスＥＳ細胞から血液細胞を誘導
し、長期に培養を行うことで、脱核赤血球を
産生しうる赤血球前駆細胞株（ＭＥＤＥＰ）
樹立に成功している。（Hiroyama et.al. PLoS 
ONE 2008）。ＭＥＤＥＰはサイトカイン依存
的に増殖し、エリスロポエチンを加えること
により３日間程度で脱核赤血球にまで分化
し得る細胞であることが判明している。また、
これまでに６株のＭＥＤＥＰを樹立してい
るが、それぞれの株で分化能に差があること
も明らかとなっている。そこで１）ＭＥＤＥ
Ｐ株間の分化能の差に着目して、赤血球分
化・脱核の分子機構解明する、２）ＭＥＤＥ
Ｐの赤血球前駆細胞株化の仕組みを明らか
にする、３）脱核赤血球産生可能なヒト赤血
球前駆細胞株を樹立することでＥＳ、ｉＰＳ
細胞から直接赤血球を誘導するよりも短期
間に効率良く、生産コストを抑えた赤血球大
量生産系の開発につながるのではないかと
考え、本研究課題に取り組んだ。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究はマウスＥＳ細胞から樹立した分化
能の異なる複数のマウス赤血球前駆細胞株
（機能的脱核赤血球を産生する株を含む）を
用いて、赤血球分化・脱核に重要な遺伝子を
探索・機能解析し、赤血球分化の分子機構の
詳細を明らかにするとともに、赤血球前駆細
胞の株化に関係する遺伝子の探索を行う。ま
たヒトＥＳ，ｉＰＳ細胞から効率良く血液細
胞を分化誘導できる培養系を確立し、ヒト赤
血球前駆細胞を樹立の樹立を試みる。これに
より輸血可能なヒト赤血球の大量生産培養
系の開発を目指すことが目的である。 
 

 
３．研究の方法 
 
（１） ＭＥＤＥＰ株間の赤血球分化におけ

る遺伝子、タンパク発現変化の解析 
 

 ＭＥＤＥＰは増殖している状態ではＣＤ
７１＋ＴＥＲ１１９−であるが、分化誘導する
ことにより生体赤血球前駆細胞の分化同様
にＣＤ７１＋ＴＥＲ１１９+に分化する。しか
し、ＭＥＤＥＰ株間で分化能に差があること
が明らかとなっている。そこでこれらを利用
して、分化前、分化後の遺伝子発現の変化を
２色法により解析する。またヒト臍帯血幹細
胞から赤血球分化培養を行い、６，１０，１
６日目における遺伝子の発現変化を解析し、
各ＭＥＤＥＰ株で得られた結果と比較する。
株間およびヒト臍帯血の解析結果から発現
量の変化に差のある遺伝子を候補遺伝子と
して抽出する。分化前・後という単純な 2 点
比較だけでは絞り込みがうまくできない可
能性もあるので、分化後１〜3 日など経時的
な発現変化も解析するなどの工夫をする。そ
れでも候補遺伝子が多数である場合は特定
の機能遺伝子群（細胞表面抗原、転写因子、
シグナル伝達分子等）に注目し、候補遺伝子
を絞り込む。また同様に網羅的タンパク質発
現解析についても行う。 
 
（２） ＭＥＤＥＰおよびと生体赤血球前駆

細胞における遺伝子発現の比較 
 
 セルソーターで選別回収したＣＤ７１＋Ｔ
ＥＲ１１９−マウス赤血球前駆細胞や血液系
細胞株などを用いて分化前の各ＭＥＤＥＰ
株との遺伝子発現の差を解析する。これらを
相互に比較し、細胞株で特異的に発現してい
る遺伝子やＭＥＤＥＰで特異的に発現して
いる遺伝子などを候補遺伝子として絞り込
む。この場合も候補遺伝子が多数である場合、
特定の機能遺伝子群（転写因子、シグナル伝
達分子等）に注目し候補遺伝子を絞り込みを
行う。 
 
（３）赤血球分化関連候補遺伝子の機能 
   解析 
 
 遺伝子発現解析のから得られた候補遺伝
子をウィルスベクターに組み込み、ＭＥＤＥ
Ｐに導入して分化誘導への影響を解析する。
発現抑制が必要であると考えられる場合に
はｓｉＲＮＡを導入し同様に解析する。赤血
球分化の解析は、ＣＤ７１、ＴＥＲ１１９の
発現、生体核染色による脱核の有無、ヘモグ
ロビン合成などを解析し評価する。 
 
（４）ヒトＥＳ，ｉＰＳ細胞を用いた効率的 



 

 

   な赤血球分化誘導法の開発 
 
 ＥＳ細胞は株によって分化の指向性が異
なることが報告されているため、ＥＳ，ｉＰ
Ｓ細胞の血液分化指向性を向上させるよう
な維持培養法やヒト赤血球前駆細胞株樹立
に向けた高効率な赤血球分化誘導法の開発
を様々なサイトカインや低分子化合物（阻害
剤など）を組み合わせて行う。ＥＳ，ｉＰＳ
細胞の維持培養法は血液細胞分化により評
価する。血液細胞分化の評価は産生細胞数、
コロニーアッセイ、ＦＡＣＳ解析などにより
行う。 
 
（５）ヒトＥＳ細胞株を用いたヒト赤血 
   球系前駆細胞株の樹立 

 
 ヒトＥＳ，ｉＰＳ細胞株を用い、赤血球前
駆細胞を誘導し、細胞株樹立に関連すると考
えられる遺伝子を導入し、長期培養すること
でヒト赤血球前駆細胞株の樹立を試みる。ま
た臍帯血幹細胞からも赤血球前駆細胞を誘
導し、同様に赤血球前駆細胞株の樹立を試み
る。細胞株が得られない場合には、細胞不死
化に関連する遺伝子（癌遺伝子など）を合わ
せて導入するなどの工夫をする。状況により
テトラサイクリンなどによる遺伝子発現制
御系の利用も視野にいれて実施する。 
 
 
４．研究成果 
 
（１） 赤血球分化に関与する遺伝子の探索 
 
 赤血球分化における遺伝子発現の変化を
ＭＥＤＥＰおよびヒト臍帯血幹細胞からの
赤血球分化培養系を用いて解析した。ＭＥＤ
ＥＰの中でＭＥＤＥＰ−ＢＲＣ５は脱核の効
率が高く、ＭＥＤＥＰ−ＢＲＣ４−１はその効
率が低いことから、この二つの細胞株を用い、
分化前、分化誘導後１，２日目の遺伝子発現
変化を解析した。その結果、ＭＥＤＥＰ−Ｂ
ＲＣ５で高い発現上昇が見られ、ＭＥＤＥＰ
−ＢＲＣ４−１での発現上昇が比較的弱い遺
伝子群を見いだした。また、ヒト臍帯血幹細
胞から赤血球分化培養を行い、６，１０，１
６日目における遺伝子の発現変化を解析し
たところＭＥＤＥＰ−ＢＲＣ５において高い
発現が見られた遺伝子群の多くがヒト臍帯
血幹細胞を用いた赤血球分化誘導において
も同様に上昇していることも見いだした。    
 これに加え、ＭＥＤＥＰ−ＢＲＣ５を用い
て網羅的タンパク質発現解析も行った。分化
前と分化誘導後３日目におけるタンパク質
発現を比較し、分化後、有意に発現の上昇が
確認できたタンパク質のうち、これまでに赤
血球分化においての機能があまり報告され

ていない分子を１３種類同定した。さらにそ
の中の５種類に関しては遺伝子発現解析で
得られた結果と一致していた。この５種類の
遺伝子に関し、ＭＥＤＥＰ−ＢＲＣ５とＭＥ
ＤＥＰ−ＢＲＣ４−１での遺伝子発現変化を
定量的ＰＣＲにより解析したところ、３種類
においてＭＥＤＥＰ−ＢＲＣ４−１での発現
上昇が弱いことが判明した。 
 この３種類の遺伝子の中でＡＢＣＧ２（Ｂ
ＣＲＰ１）遺伝子の発現をＭＥＤＥＰ−ＢＲ
Ｃ５を用いてｓｉＲＮＡにより発現抑制を
したところ、脱核効率がコントロールの２
０％程度まで阻害されることが明らかとな
った。このことからＡＢＣＧ２（ＢＣＲＰ１）
遺伝子は赤血球分化、特に最終分化の過程に
おいて重要な役割を果たしていることが示
唆された。ＡＢＣＧ２をＭＥＤＥＰ−ＢＲＣ
４−１に過剰発現させ、赤血球分化、特に脱
核の効率が向上するかについては今後行う
予定であり、他の２種類の遺伝子についても
同様の解析を進めている。 
 
（２） 赤血球前駆細胞の株化に関与する遺

伝子の探索 
 
 生体内赤血球前駆細胞、血液系細胞株とＭ
ＥＤＥＰ−ＢＲＣ５における遺伝子発現解析
を行ったところ、生体内赤血球前駆細胞での
発現が弱く、血液系細胞株とＭＥＤＥＰ−Ｂ
ＲＣ５において高い発現がみられる遺伝子
群を見いだした。しかし発現に差の見られる
遺伝子数が多すぎることから候補遺伝子選
定のための絞り込みが必要であると判断し
た。このため細胞周期関連遺伝子に注目し、
候補遺伝子を決定した。しかしながら、これ
らを生体内赤血球前駆細胞またはヒトＥＳ，
ｉＰＳ由来赤血球前駆細胞に過剰発現させ
ても赤血球前駆細胞株の樹立までには至ら
なかった。 
 
（３） ヒトＥＳ，ｉＰＳ細胞を用いた効率

的な赤血球分化誘導法の開発 
 
 これまでにヒトＥＳ，ｉＰＳ細胞からの血
液分化誘導に使用していたサイトカイン類
に加えてデルタライク１（ＤＬＫ１）、アン
ジオポエチン様５（Ａｎｇｐｔｌ５）を加え
ることで血液細胞をより多く誘導できるこ
とが判明した。さらにＴＧＦβ受容体阻害剤
を分化段階の初期の特定の期間に作用させ
ることで、最大で２５倍程度まで誘導効率を
上げることが可能となった。また、誘導され
た血液細胞にＲｏｃｋ阻害剤を加えて培養
を続けることにより、赤血球系細胞を選択的
に増殖させることにも成功した。これらの方
法により６ヶ月以上、赤血球系細胞の培養を
維持することが可能となった。しかしながら、



 

 

現在までのところ、この培養法を用いてもヒ
ト赤血球前駆細胞株の樹立までには至って
いない。 
 
（４） ヒト赤血球前駆細胞株の樹立 
 
 遺伝子発現解析の結果による遺伝子過剰
発現や効率的な分化誘導法を用いた長期培
養でもヒト赤血球前駆細胞株を樹立すると
こはできなかったが、これまでの文献を参照
して、ヒトｉＰＳ細胞およびヒト臍帯血幹細
胞にヒトパピローマウィルス由来の癌遺伝
子であるＥ６／７を誘導発現系により導入
した。これによりヒトｉＰＳ細胞およびヒト
臍帯血幹細胞からサイトカインに依存性の
ある赤血球前駆細胞株を樹立することに成
功した。これらの細胞はステムセルファクタ
ー（ＳＣＦ）またはエリスロポエチン（ＥＰ
Ｏ）存在下で、Ｅ６／７を発現している状態
では増殖するが、Ｅ６／７の発現を抑制する
ことによりＭＥＤＥＰと同様に脱核赤血球
に分化可能であることが判明した。しかし現
在までのところ、樹立したヒトｉＰＳ細胞由
来赤血球前駆細胞（ＨＩＤＥＰ）およびヒト
臍帯血幹細胞由来赤血球前駆細胞（ＨＵＤＥ
Ｐ）は全ての株において分化誘導により細胞
の生存率が著しく下がってしまい、ＭＥＤＥ
Ｐ−ＢＲＣ５ほどの脱核効率を示す株ではな
かった。したがって今後、さらに多くの株を
樹立するとともに分化誘導法の改良が必要
であることが示唆された。 
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