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研究成果の概要（和文）：エリスロポエチン（Epo）は、赤血球産生の刺激因子であり、成体では腎臓から産生される
。本課題では、出生後に重度のEpo欠乏を呈するマウス(ISAM, Inherited Super Anemic Mice)を報告し、Epo欠乏によ
る骨髄前赤芽球及び塩基性赤芽球の減少とEpo制御下の遺伝子群を特定した。また、腎臓及び胎仔期神経系のEpo産生細
胞を同定した。さらに、片側尿管結紮実験により、腎臓のEpo産生細胞の筋繊維芽細胞への変化が、Epo産生低下と腎繊
維化が引き起こすことを示した。この変化は回復可能であり、腎繊維化と腎性貧血の新規治療法として、炎症因子の抑
制が有効である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Erythropoietin, secreted from adult kidney, is essential for erythropoiesis. We 
made ISAM (Inherited Super Anemic Mice), which exhibited Epo-deficient-anemia in their adulthood. We 
found the significantly decreased number of proerythroblasts and basophilic erythroblasts in their bone 
marrow, and several downstream-genes of Epo signals in bone marrow cells. Epo producing cells of ISAM 
were demonstrated as the cells expressing green fluorescence, among cortical fibroblasts in adult 
kidneys, and also in the portion of embryonic neural cells and neural crest cells. In the experimental 
fibrotic kidneys, Epo-producing cells transformed into myofibroblasts and halted Epo production. These 
changes were reversible. We have an impression that the inhibition of inflammatory signals might be a 
novel therapeutic strategy for renal fibrosis and renal anemia.

研究分野： 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
 エリスロポエチン（Epo)は赤血球産生を刺
激するホルモンであり、この経路にかかわる
遺伝子異常は真性多血症の原因の一つであ
る。成人では、低酸素環境や貧血によるスト
レスを受けると腎臓におけるEpoの産生亢進
により血液中の Epo 濃度が上昇し、赤血球産
生が亢進する（ストレス造血）。しかし、血
中のEpo濃度は平常時には非常に低く、また、
Epo 遺伝子欠損マウスは胎生致死となるため、
成体の平常時の血液産生（定常状態造血）に
おいてEpoが果たす役割には未解明の点が多
い。 
 赤血球造血を制御する転写因子として、
GATA1 と GATA2 が知られている。GATA2
は造血幹細胞や造血前駆細胞に発現するの
に対し、GATA1 はより赤血球に分化した段階
で発現するが、両者は同じ GATA配列に結合
可能であり、一部の遺伝子の制御配列では赤
血球分化段階の進行に伴い、GATA2 の結合か
ら GATA1 の結合に入れ替わり、遺伝子発現
のオンオフが変わる現象（GATA スイッチ）
が認められる。 
 Epo 受容体や、Epo シグナルの下流遺伝子
の発現にも、GATA1 や GATA2 による制御が
想定される。しかし、Epo による赤血球産生
の制御とこれら転写因子の関係は未だ明ら
かにされておらず、成体の定常造血において
Epo が働く細胞分画を同定し、Epo 受容体や
Epo シグナル下流の遺伝子発現制御を明らか
にすることができれば、細胞外因子から遺伝
子の転写まで、赤血球造血の定常性の維持に
働く制御機構の全体像を把握し、血液疾患の
病態解明につながる可能性が考えられた。一
方、遺伝子組換型 Epo は腎性貧血治療に必須
の薬剤であるものの、成人における Epo 産生
臓器である腎臓の中で、Epo 産生細胞の同定
や、その制御機構は不明であった。 
 そこで、遺伝子改変技術により、Epo 産生
細胞を蛍光標識するマウスを作成し、Epo 産
生細胞の性質を検討し、Epo 産生細胞が腎皮
質と髄質の境界部にある、繊維芽細胞様の細
胞であることを明らかにした。また、この細
胞をフローサイトメトリーにより単離し、そ
の遺伝子発現プロファイルを報告した。 
 一方、低酸素時には、転写因子 HIF
（Hypoxia-Inducible Factor）が、Epo 遺伝子の
3'側にあるエンハンサー内の配列を認識して
結合し、Epo 遺伝子の転写活性を高めるとさ
れていたことから、この領域を欠失させたマ
ウスを作成したところ、この領域が、マウス
胎仔期の重要な造血器官である胎仔肝臓に
おける Epo 産生には必須であるが、成体腎臓
からのEpo産生への影響は認められないこと
を報告した。 
 これらの結果より、腎臓の Epo 産生細胞に
ついて、Epo 遺伝子の発現を正負に調節する
分子機構の解明が、腎性貧血の病態解明と治
療法解明につながると考えた。 
 

２．研究の目的 
 本研究では、マウス個体の遺伝子改変技術
とマウス腎不全モデルを用い、成体の定常状
態の造血におけるEpoの作用とその標的遺伝
子を明らかにし、Epo と GATA1/GATA2 によ
る制御の接点を探索することとした。 
 また、Epo 産生細胞の同定、腎繊維化と Epo
産生細胞の関係、その細胞において Epo 遺伝
子発現を正負に制御する分子機構の解明を
目指した。 
 
３．研究の方法 
 (1) Epo 遺伝子改変マウス 
 発表論文の 12-14 及びその引用論文に記載
のマウスを作成して使用した。腎不全のモデ
ル実験として、ISAM::Epo-Cre::R26T の左の
尿管を腎臓直下にて結紮し、切断した(UUO)。
また、可逆的 UUO として、尿管をクリップ
で挟み、48 時間後に解放する実験を行った。 
（2）免疫染色、定量 PCR、フローサイトメ
トリー、マウス尿管結紮、その他の方法は発
表論文の 12-14,3 等に記載された方法で実施
した。 
 
４．研究成果 
（１）ISAM（Inheritied Super Anemic Mice)の
作成 
 Epo 遺伝子のエクソン部分に GFP(緑色蛍
光タンパク質）遺伝子を挿入したマウス
（Epo-GFP-KI)では、Epo を発現する細胞を
緑色に蛍光標識することができる。しかし、
この遺伝子をホモに持つマウスでは、Epo を
産生することができず、胎児期に貧血により
死亡する。 
 このホモマウスに、Epo 遺伝子領域を含む
BAC(大腸菌人工染色体）を導入すると、正常
マウスと同様のEpo産生が回復した。そこで、
この BAC 中の領域の一部を導入し、Epo 遺伝
子発現を制御する領域を同定する実験を行
った。この実験の一部として、7.8kbp の遺伝
子領域を導入して Epo-GFP-KI ホモマウスの
レスキュー実験を実施したところ、成体にお
いて著しい貧血を呈するマウスライン
（ISAM)が得られた。ISAM は、重度な貧血
のまま 12 ヶ月を超えて生存し、雌雄ともに
生殖能を有していた。同様の形質は、同じ領
域を使って作成した 11 ライン中 ISAM の１
ラインのみに見られ、導入遺伝子周囲の染色
質の影響によって偶然に得られたものと推
定された（発表論文の 13、以下同様）。 
 このマウスにおける Epo mRNA 発現は、腎
臓においては検出されず、わずかに肝臓にお
いて認められた。ISAM では、脳においても
Epo mRNA 発現が認められたが、正常マウス
脳での発現は微量であり、導入遺伝子の挿入
部位の影響である可能性が否定できなかっ
た。 
 
（２）定常状態造血における Epo の役割 
 ISAM では、胎仔肝臓からの Epo 産生は保



たれており、Epo-GFP-KI ホモの胎性致死性は
回避され、出産後２週までは貧血は認められ
なかった。しかし、出生後に肝臓の Epo 産生
が低下すると、血液中の Epo 濃度は検出限界
付近に低下し、赤血球数が正常の 1/ 3 程度。
ヘマトクリット 10-20%という重度の貧血を
呈した。MCV、MCHC は正常と変わらなか
った。 
 ISAM の骨髄では、組織像に大きな変化は
ないものの、細胞数が減少していた。脾臓の
大きさは野生型と変わらないが、瀉血により
同程度の貧血を誘導した野生型マウスの脾
臓と比べると、かなり小さかった。脾臓の組
織形態に明らかな変化は認められないもの
の、細胞数は野生型に比べて有意に減少して
いた。フローサイトメトリーを用いて、赤血
球分化段階に分けて解析すると、特に、骨髄
において、赤血球系分化の早期の前赤芽球
（ CD71highTer119low, ）及び塩基性赤芽球
Cd71highTer119high)の減少が有意であった。脾
臓においても同様の傾向が認められたが、有
意差は得られなかった。骨髄、脾臓ともに、
赤 血 球 系 前 駆 細 胞 を 含 む と さ れ る
CD71highTer119-c-Kit+分画の細胞数は保たれ
ていた。 
 ISAM にヒト Epo 製剤を投与すると、１２
日間で貧血は完全に回復し、ISAM の貧血は
Epo 依存性であることが示された。そこで、
ISAM への Epo 投与６時間後の骨髄を用いた
マイクロアレイ及び定量 RT-PCR 解析を行っ
たところ、赤血球造血に関わるとされる遺伝
子の発現増加が認められ、逆に、細胞接着や
細胞外マトリクスの改変に関わる遺伝子の
発現は低下していた。脾臓におけるこれらの
遺伝子発現の変化は軽微であり、Epo は骨髄
造血優位に作用することが示された。 
 そこで、骨髄細胞を分画して定量 RT-PCR
解析を行ったところ、Epo 受容体 mRNA の発
現は前赤芽球及び塩基性赤芽球において高
く、Epo 投与後の Cish, Pklr, Hk1mRNAの発現
上昇もこれらの細胞分画において認められ
た。これらは Epo シグナルの直接の制御を受
ける遺伝子であると推定された。 
 骨髄の解析では、骨芽細胞において発現す
る Igfbp2, Mmp13 mRNA の発現上昇も検出
され、Epo シグナルが間接的に骨髄の微小環
境にも影響を与えている可能性が示唆され
た。 
 以上の結果から、成体における定常状態造
血においても、Epo の主要な働きは、Epo 受
容体を発現する骨髄中の前赤芽球及び塩基
性赤芽球に作用し、その数を保つことである
ことが示された。 
 
（3）腎臓における Epo 産生細胞の性状 
 ISAM では、重篤な貧血のために、腎臓内
に、Epo-GFP-KI 遺伝子座からの GFP 発現が
亢進している細胞（すなわち、本来、Epo 遺
伝子発現が亢進するはずの細胞、REP: Renal 
Epo Prodicing Cells）の数が増加しており、腎

性貧血の病態解明や治療法の研究に有用な
マウスであると考えられた。 
 そこで、Epo-GFP-KI マウスのレスキュー実
験に用いた BAC を利用して、Epo の代わりに
Cre 酵素を発現させるトランスジェニックマ
ウス（Epo-Cre)を作成した。次に、Cre 発現
によって停止コドン部分が切り取られて
tdTomato遺伝子を発現するトランスジェニッ
クマウス（R26T)と、Epo-Cre マウスを掛け合
わせて、過去に Epo を産生した細胞が赤色蛍
光を発するマウス（Epo-Cre::R26T)を作成し
た。さらに、これを ISAM と掛け合わせるこ
とにより、過去に Epo 遺伝子の転写が活性化
された細胞（赤蛍光のみ、OFF-REP）と、現
在 Epo 遺伝子の転写が活性化している細胞
（緑蛍光陽性, ON-REP）が標識されたマウス
が得られた（ISAM::Epo-Cre::R26T)。 
 ON-REP は OFF-REP の 10%程度であった。
ON-REP では、OFF-REP に比べて、低酸素に
よって誘導される遺伝子の一部（Adm, Glut3, 
Eno2)が発現しており、腎臓内の低酸素環境が
Epo 遺伝子の発現が上昇させることが示唆さ
れた(13) 。 
 
（４）Epo による赤血球造血制御と転写因子
の接点の探索 
   Epo のシグナルと GATA1 及び GATA2 の
関係について検討を進めた。塩基性赤芽球の
段階では GATA2 発現が低下し GATA1 による
制御が主であること、遺伝子発現に重要なシ
ス配列も前駆細胞と赤芽球では異なること
が明らかになった（5）。また、CDK による、
GATA2 のリン酸化が GATA2 のユビキチン化
と分解を制御しているが（7）、このリン酸化
部位は GATA2 に固有の部位にあり、GATA1
は同様の制御を受けないと思われた。 
 これらの結果は、GATA1 と GATA2 相互の
発現量のバランスが、Epo 受容体遺伝子発現
の制御などを介して赤血球産生の制御に関
わる可能性を期待させるものであった。また、
Epo シグナルの下流として GATA1 が関わる
可能性も考えられた。しかし、積極的にそれ
らの可能性を示す証拠は現段階では得られ
ておらず、今後の研究課題として残されてい
る。 
 
（５）腎性貧血モデルマウスにおける Epo 産
生細胞の動態 
 UUO 後の腎臓では、Smad や NFB などの
関与を介して腎臓の線維化を引き起こすが、
この時、ON-REP, OFF-REP 共に、繊維化組織
内の筋線維芽細胞となっており、Epo 産生は
低下していた。この変化には可逆性があり、
4８時間後の尿管結紮解除や、炎症反応の抑
制などにより、Epo 産生は回復した。しかし、
UUO の期間が長期間続く場合には、繊維化と
Epo 産生低下は不可逆的であった（14）。 
 これらの結果より、腎機能低下時の REP 細
胞の Epo 遺伝子の発現抑制の機序解明が、腎
性貧血及び腎繊維化に対する新たな治療法



の開発につながる可能性が示唆された。 
 
（６）神経細胞における Epo 産生の同定 
 ISAM など Epo 遺伝子発現を GFP 蛍光によ
って検出できるマウスを用いて、胎児期の解
析を行い、発生期の神経上皮、胎生９日の神
経管細胞及び神経堤細胞の一部がEpoを産生
していることを示した。これらの細胞による
Epo 産生は、胎仔期の一次造血を支持するこ
とが示唆された（12）。 
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