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研究成果の概要（和文）：マウス不死化赤芽球系前駆細胞の作製にあたって予備実験としてマウス赤芽球系前駆細胞に
ヒトBclxLを発現させる条件を検討した。当初の予定通り、ヒトBclxL発現プラスミドをマウス赤芽球系前駆細胞に電気
穿孔法にて導入したところ、ヒトBclxLタンパク質の発現量が低いことが分かった。発現プラスミドのプロモーターをC
MVプロモーターからEF-1alphaプロモーターに変更したところヒトBclxLタンパク質の発現量は有意に上昇した。マウス
赤芽球系前駆細胞での遺伝子発現にはEF-1alphaプロモーターが有効であることが分かった

研究成果の概要（英文）：I examined a condition to produce human BclxL to mouse erythroid progenitor cells 
as a preliminary experiment about the production of the mouse immortalized erythroid progenitor cells. Whe
n the human BclxL expression plasmid was introduced into mouse erythroid progenitor cells by electroporati
on, it was revealed that expression of the human BclxL protein was very low. Then, when the promoter of th
e expression plasmid was changed into the EF-1alpha promoter instead of the CMV promoter, the expression l
evel of human BclxL protein increased significantly.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 

 赤血球の分化過程は、細胞や核のサイズの

減少、ヘモグロビンの蓄積、クロマチンの凝

縮、脱核といったダイナミックな形態的・生

化学的変化によって特徴づけられている。こ

れらの分子メカニズムについては良い実験

系がなかったことから長らく不明なままで

あったが、近年、マウス胎児肝臓由来初代培

養赤芽球を用いた実験系が開発され、転写因

子やヒストン脱アセチル化酵素、miRNA、long 

non-coding RNAが関与していることが報告さ

れている。また、「脱核」に関しては、アク

チンリングが脱核途中の赤芽球において観

察され、低分子量 Gタンパク質 Rac シグナル

系がそれを制御していることや脱核には

PI3-kinase による赤芽球の分極化が必要で

あることが報告されている。最近、申請者は、

マウス赤芽球の in vitro 脱核系を用いて、

血漿タンパク質 Transferrin（Tf）とその受

容体 Transferrin Receptor 1（TfR1）が脱核

誘導シグナルとして機能すること、その下流

でチロシンキナーゼが機能していることを

世界に先駆けて見出した(未発表データ）。Tf

はこれまで知られてきた鉄イオンの運搬体

としてだけでなく、赤芽球に脱核を誘導する

シグナル分子として機能する可能性が示唆

された。これまでに、赤芽球の脱核における

Tf-TfR1 シグナルの関与を研究した例は申請

者の知りうる限り無く、この発見はその先駆

けとなる。 

 赤血球分化に関してはこれまで初代培養

細胞を出発材料として用いる事による量的

な制限のため微量タンパク質を同定するよ

うな研究はなされていない。本研究において、

未分化な状態から脱核までの過程を完遂す

ることのできる赤芽球系前駆細胞株が樹立

されることにより初代培養細胞の量的制限

が克服され、分化に影響を与える低分子化合

物と相互作用するタンパク質や分化に伴い

リン酸化などの修飾が変化するタンパク質

の同定が可能となる。このことは赤血球分化

メカニズムのさらなる解明につながるもの

と予想される。 

 

２．研究の目的 

 申請者はTf-TfR1シグナルの下流で働くチ

ロシンキナーゼの同定を可能とするために

マウス不死化赤芽球系前駆細胞を作製する

ことを考えた。本申請では温度感受性 SV40

ラージ T抗原トランスジェニックマウス胚の

肝臓より単離した赤芽球系前駆細胞より不

死化赤芽球系前駆細胞株を樹立する。得られ

た不死化赤芽球系前駆細胞株を大量培養し

たものを出発材料とすることによって、これ

まで不可能であった微量タンパク質の同定

やプロテオーム解析などが可能となる。 

 

３．研究の方法 

（１）温度感受性 SV40 ラージ T 抗原トラン

スジェニックマウス（tsA58 TG マウス）胚か

らの赤芽球系前駆細胞の単離 

 胎生 14.5 日目のマウス胎児肝からの未分

化赤芽球系前駆細胞（BFU-E）と分化赤芽球

系前駆細胞（CFU-E）の単離は Flygare らの

方法に準ずる。 

①tsA58 TG マウスと C57BL6/J マウスを交配

した妊娠マウスを購入する。 

②各胎児から肝臓及び尾の一部を摘出し、氷

上においた 2% fetal calf serum（FCS）/PBS

中で保存する。肝臓からは赤芽球系前駆細胞



を単離し、尾は PCR によるジェノタイピング

に用いる。 

③摘出した胎児肝を個別にナイロンメッシ

ュ上ですりつぶし、それぞれ細胞懸濁液を作

製する。 

④lineage 抗原パネル (CD5, CD45R (B220), 

CD11b, Gr-1 (Ly-6G/C), 7-4, Ter-119) に

対するビオチン標識抗体のカクテルと

Anti-Biotin MicroBeadsで細胞を磁気標識し、

lineage ポジティブ細胞を除去する。その結

果、lineage ネガティブ細胞である赤芽球系

前駆細胞（BFU-E 及び CFU-E）を精製するこ

とができる。PCR によるジェノタイピングが

終了するまで、コンプリート培地（2U/ml 

recombinant human erythropoietin (rhEPO), 

100ng/ml recombinant murine stem cell 

factor (rmSCF), 40 ng/ml recombinant human 

insulin-like growth factor-1 (rhIGF-1), 

1M dexamethasone (DEX), 100M 

monothioglycerol (MTG)を含む無血清培地

（StemPro-34, invitrogen）に懸濁し、氷上

で静置する。 

⑤ジェノタイピングの結果、tsA58 TG マウス

胎児肝由来と分かった細胞懸濁液を一つに

まとめ、tsA58 TG 赤芽球系前駆細胞懸濁液と

する。 

 

（２）単離した赤芽球系前駆細胞への BclxL

発現ベクターの導入 

 BclxL 発現ベクターの導入には電気穿孔法

を用いる。電気穿孔後、細胞を回収し、コン

プリート培地中で 16 時間培養する（33oC, 5% 

CO2）。 

 

（３）コロニーの形成及び単離 

 BclxL 発現ベクターの導入から 16 時間後、

100ng/ml rmSCF, 40 ng/ml rhIGF-1, 1M DEX, 

100M MTG を含む無血清培地（StemPro-34）

へと培地交換する（33oC, 5% CO2）。2 週間か

ら 3週間後、形成されたコロニーを位相差顕

微鏡下で単離し、増殖させた後、一部を液体

窒素中で保存する。 

 

（４）得られた細胞株の選別 

①フローサイトメーター（FCM）を用いて赤

芽球系前駆細胞マーカー（CD117, CD71）の

発現を評価する。CD117+且つ CD71 low 細胞

を未分化赤芽球系前駆細胞（BFU-E）株とし、

CD117+且つ CD71 high 細胞を分化赤芽球系前

駆細胞（CFU-E）株と判断する。 

②成熟赤芽球マーカー（Ter-119）、ミエロイ

ド前駆細胞マーカー（Mac-1, GR-1）、リンパ

球マーカー（B220）、幹細胞マーカー（CD34, 

Sca-1）が発現していないことを確認する。 

③doubling time やサイトカイン要求性など

の基本的な性質について調べる。 

 

（５）単離した赤芽球系前駆細胞株の最終分

化能の検討 

 得られた細胞株を 20% FCS, 10U/ml rhEPO, 

100M MTG を含む IMDM中で 48時間から 72時

間培養する（39oC, 5% CO2）。 

①24 時間ごとに細胞を回収し、total RNA を

抽出する。赤芽球分化マーカー（GATA1, FoxO3, 

Klf1,  and -globin ） の 発 現 を

quantitative RT-PCR 法により評価する。 

② 24 時間ごとに成熟赤芽球マーカー

（Ter-119）の発現を FCM により解析し、赤

芽球の成熟度を評価する。同時に膜透過性

DNA結合蛍光色素SYTO16染色を行うことによ



り成熟赤芽球（SYTO16 medium）、脱核した核

（SYTO16 high）、 網赤血球（SYTO16 low）

の割合を評価する 

 

４．研究成果 

 マウス不死化赤芽球系前駆細胞の作製に

あたって予備実験としてマウス赤芽球系前

駆細胞にヒトBclxLを発現させる条件を検討

した。当初の予定通り、ヒト BclxL 発現プラ

スミドをマウス赤芽球系前駆細胞に電気穿

孔法にて導入したところ、ヒト BclxL タンパ

ク質の発現量が低いことが分かった。発現プ

ラスミドのプロモーターをCMVプロモーター

から EF-1プロモーターに変更したところヒ

トBclxLタンパク質の発現量は有意に上昇し

た。マウス赤芽球系前駆細胞での遺伝子発現

には EF-1プロモーターが有効であることが

分かった。 
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