
 

 

 

博士論文 

ヒト多能性幹細胞を用いた赤血球分化モデルの構築 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

越智 清純 

 



1 
 

目次 

 

1. はじめに                                                          

2. ヒト多能性幹細胞におけるグロビン蛋白発現機序の解析                

2-1. 要旨                                                     

2-2. 序文                                                     

2-3. 方法                                                     

2-4. 結果                                                     

2-5. 考察                                                     

3. ヒト多能性幹細胞由来不死化赤芽球株を用いた 

赤芽球分化モデルの構築     

3-1. 要旨                                                     

3-2. 序文                                                     

3-3. 方法                                                     

3-4. 結果                                                     

3-5. 考察                                                     

4. 参考文献                                                         

5. 謝辞                                                             

6. 図表                                                             

P2 

 

P2 

 

P2 

 

P3 

 

P7 

 

P13 

 

P21 

 

 

P26 

 

P26 

 

P26 

 

P28 

 

P31 

 

P37 

 

P42 

 

P46 

 

P46 

 

 

 



2 
 

1. はじめに 

ヒト胚性幹 (Embryonic stem, ES)細胞ならびにヒト人工多能性幹 (induced 

pluripotent stem, iPS)細胞は適切な培養条件下で様々な細胞へと分化させること

ができる多能性、遺伝子操作の容易さ、再現性やリソースとしての豊富さから

ヒト造血発生研究においても有用なツールと考えられる。さらに、これらを移

植ソースとして用いた細胞移植療法への活用も期待されている。私は、これら

の多能性幹細胞から誘導された赤芽球を用いて、ヘモグロビン発現解析に有用

な解析法を確立し、さらには大量に赤血球を供給できる赤芽球の細胞株化を成

功させ、赤血球の分化モデルの構築を行った。 

 

2. ヒト多能性幹細胞におけるグロビン蛋白発現機序の解析 

2-1. 要旨 

ヒトヘモグロビンの構成蛋白である β 様グロビン蛋白の発現は、発生学的に

胚型から胎児型、さらに成人型へとその発現が切り替わっていくことが知られ、

“グロビンスイッチング”と呼ばれる。しかしながら、ヒト胚性幹細胞及び人工多

能性幹細胞由来赤芽球においては、このスイッチングが未熟な段階で止まって

いることが多数報告されている。 

 そこで、私はフローサイトメーターを用いて単一細胞における各グロビン発
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現を同時に観察できる系を新たに開発、応用することで、グロビンスイッチン

グが未熟な原因を明らかにした。 

 

2-2. 序文 

輸血は現代医療において非常に重要な治療法の一つと考えられる。しかしなが

ら、現在の輸血システムでは、その血液製剤のほとんどが健常者ドナーからの

献血に依存している。近年、日本を始めとする先進諸国においても少子高齢化

の進展や若年者の献血への関心の低下により、その供給において不安を抱えて

いるのも事実である。そのため、将来における輸血製剤の安全性の保証と安定

供給は国際的な関心事となっている。 

この問題を克服するために、ドナーに依存せずに血液製剤が供給できるような

システムとしてヒト臍帯血由来造血幹細胞[1]やヒトES細胞及びヒトiPS細胞[2]

のような細胞ソースから培養赤血球を産生し、赤血球製剤としての利用が試み

られている。とくに、近年、山中らにより作製されたヒトiPS細胞[3]はヒトES

細胞と比べて大きな利点を持つ。ヒトiPS細胞はその樹立されたドナー細胞の遺

伝情報を保持しているため、O型Rh(D)陰性血液型ドナーからヒトiPS細胞を樹立

することで、これらから産生された赤血球は理論上、ほぼ全てのすべての患者

へ供給することが可能となる。さらにD--, Fy(a-b-), Di(b-), Jr(a-)といった稀少な血
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液型、いわゆるまれ血(稀血)[4]に関しても、これらの血液型の登録ドナーは、年々

高齢化しドナープールは減少しつつあることが危惧されているが、同様にヒト

iPS細胞を樹立することが可能である。しかし、実用化に向けての問題点として、

ヒトiPS細胞はその樹立元の細胞や樹立方法、さらに、分化方法等によって得ら

れる赤芽球／赤血球の性質が異なることが知られている。とくに赤血球の酸素

運搬能を担うヘモグロビンの構成蛋白であるグロビン蛋白発現様式は、クロー

ン間や分化方法により大きく異なる。そのため、将来、ヒトiPS細胞由来赤血球

を輸血製剤として用いるためには、分化能の高いクローンを選別する方法、な

らびにこれらの赤芽球におけるグロビン蛋白の発現を詳細に評価できる方法を

開発することが重要である。 

ヘモグロビンとは赤血球中に存在し、酸素と結合し酸素運搬体として機能す

ることで、肺から末梢組織への酸素運搬を担っている。ヘモグロビンは、ヘム

とグロビン蛋白が結合して構成されており、そのグロビン蛋白は 141 個のアミ

ノ酸より構成される 2 本の α 様グロビン(α 鎖グロビン)と、146 個のアミノ酸よ

り構成される2本のβ様グロビン(β鎖グロビン)からなる四量体を形成している。

とくに β 様グロビンをコードする遺伝子座は、ヒト 11 番染色体上に存在し、β

グロビン遺伝子座(β-like globin gene cluster)と呼ばれている。この遺伝子座には

70kb という広範囲に広がり、そこには β 様グロビン遺伝子(ε, Gγ, Aγ, δ, β)とそれ
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らの発現調節に関係する遺伝子が集積している。これらの β 様グロビン遺伝子

は 5’側から 3’側へ順番に配列されている。このうち ε グロビン(HBE1 遺伝子)は 

妊娠初期胚の卵黄嚢由来造血由来赤芽球において、Gγ 及び Aγ(γ グロビン, HBG1

遺伝子及び HBG2 遺伝子)は妊娠中期・後期の胎児肝・脾造血由来赤芽球／赤血

球において、そして β グロビン(HBB 遺伝子)は出生後の骨髄造血幹細胞由来赤

芽球／赤血球において転写・発現している。また、これらの遺伝子の 5’上流領

域には遺伝子制御領域(Locus control region, LCR)と呼ばれる配列が存在し、これ

ら β 様グロビン遺伝子の発現を調節・制御していることが知られている。これ

らのグロビンは、それぞれ酸素との親和性が異なることが知られており、とく

に未熟な段階のグロビン蛋白において酸素との結合力が強い(酸素との親和性：ε

＞Aγ,Gγ＞β, δ)。このことは、各発生段階に応じた遺伝子が発現することで、成

長過程の個体が置かれた酸素要求度に対応していると考えられている。このよ

うにグロビンの発現が変化していく現象は、グロビンスイッチング(globin 

switching)と呼ばれている。 

これらのグロビン遺伝子の発現様式は赤血球における発生段階また分化段階

を知る重要な指標と考えられる。従来の報告では、ヒト ES 細胞及びヒト iPS 細

胞由来赤芽球では、ε グロビン及び γ グロビンの発現が主体であり、β グロビン

の発現はほとんど認められないことから、これらの細胞は発生学的にも未熟な
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段階の赤芽球と考えられている[5]。しかしながら、このグロビンスイッチング

がなぜヒト ES/iPS 細胞由来赤芽球において完全に起こらず、未熟なままで留ま

っているのかについてはまだ不明な点が多い[6,7,8,9,10,11,12,13,14]。この不明な

点が多い理由として、従来までのバルク解析による遺伝子発現解析では、個々

の細胞におけるグロビン発現を解析することが出来ず、詳細な検討が出来なか

ったことにあると考えた。  

そこで、私はヒト ES/iPS 細胞由来赤芽球におけるグロビン発現を正確に解析

するために、ヒト ES/iPS 細胞由来 CD34 陽性細胞と臍帯血 CD34 陽性細胞(コン

トロール)を用い、これらを同様の分化方法で赤芽球へ分化させ両者のグロビン

発現の比較を行った。さらに解析手法として、従来のバルク解析による遺伝子

発現解析に加え、これらの細胞の固定・浸透方法を最適化した上で、それぞれ

のグロビン蛋白を異なる蛍光標識抗体を用いて多重染色を用い、フローサイト

メーターを用いて解析することでこれまで観察が困難であった単一細胞レベル

でのグロビン発現解析を可能とした。この方法を用いて、ヒト ES/iPS 細胞由来

赤芽球におけるグロビン発現様式を明らかにし、さらに、分子生物学的な介入

を行うことで、ヒト臍帯血由来赤芽球及びヒト成人末梢血赤血球と同様のグロ

ビン発現を持つ赤血球を産生することを目標とし研究を行った。 
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2-3. 方法 

2-3-1. 細胞株と試薬 

試薬は、別記したものを除きSigma-Aldrich社より購入した。ヒトES細胞KhES-3

株は文部科学省の審査・承諾を得た上で、京都大学再生医科学研究所 末盛博文

先生よりご提供頂いた。またヒトES細胞H1株については、WiCell社(Madison, WI)

より提供されたものを京都大学 iPS細胞研究所 中畑龍俊先生よりご提供頂いた。

ヒト検体を用いた実験を含むこれら全ての実験はヘルシンキ宣言における研究

倫理規範を順守した上で施行した。 

ヒトiPS細胞は４つの転写因子(OCT3/4, SOX2, KLF4, c-MYC)を組み込んだセ

ンダイウイルス[15]を用いて樹立された。ヒトiPS細胞#1株及び#2株はヒト新生

児真皮線維芽細胞(Lonzaより購入)より、ヒトiPS細胞#3株-#6株はヒト臍帯血

CD34陽性細胞(Lonzaより購入)より、ヒトiPS細胞#7株及び#8株はヒト成人末梢

血有核細胞より樹立された。これらの多能性幹細胞株の培養維持は過去の報告

に従った[16,17,18]。マウス間葉系細胞株C3H10T1/2細胞(C3H10T1/2 cell line)の培

養方法は過去の報告に従った[16,17,18]。 

 

2-3-2. ヒトES/iPS細胞からのサック形成を用いた赤芽球分化 

ヒトES細胞からの血液前駆細胞への分化誘導方法は、過去の報告に従った
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[16,17,18]。フィーダー細胞として用いたマウス間葉系細胞株C3H10T1/2細胞は、

事前にマイトマイシンC(mitomycin C)処理を行ったものを用いた。トリプシン溶

液(0.25 % トリプシン, 1 mM 塩化カルシウム, 20 % knock-out serum 

replacementを含むPBS溶液)にて処理されたヒトES細胞(約100個程度の細胞塊)は

C3H10T1/2細胞上(細胞：8.0 x 105個/100mm dish)へ播種され、20 ng/mL VEGF (血

管内皮細胞増殖因子 vascular endothelial growth factor)を含む分化培地にて14日

間培養を行った(分化第-14日目～分化第0日目)。培地は原則3日ごとに交換を行

った。第0日目に、形成されたヒトES-sacはピペットにて軽く懸濁を行いながら

50 mLチューブに回収したのち、40 μmセルストレーナーを通し、血液前駆細胞

(hematopoietic progenitor cells, HPCs)を含む細胞懸濁液を得た。 

これらの細胞は、phycoerythrin (PE)-Cy7 conjugated anti-human CD34 antibody 

(343516, BioLegend, San Diego, CA)にて氷上で30分染色操作を行った上で、洗浄

処理を行いフローサイトメーター(FACS AriaII, Becton Dickinson, Franklin Lakes, 

NJ)を用いてCD34陽性細胞をソーティングし回収した。回収されたCD34陽性細

胞は5.0 x 104個ずつ新しいC3H10T1/2細胞(細胞：2.0 x 104 個/well, 6-well plate)上

に播種され、50 ng/ml ヒトステムセルファクター (human stem cell factor, SCF; 

R&D systems, Minneapolis, MN), 50 ng/mL ヒトトロンボポエチン (human 

thrombopoietin, TPO; R&D systems), 及び 5 IU/mL ヒトエリスロポエチン 
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(human erythropoietin, EPO; Kyowa-Kirin, Tokyo, Japan)を含む分化培地にて6日間

培養を行った(分化第0日目～分化第6日目)。さらに、分化第6日目に細胞を回収

し、新しいC3H10T1/2細胞(細胞：8.0 x 105 個/100 mm dish)上に播種し、5 IU/mL 

EPOを含む分化培地にてさらに12日間(分化第6日目～分化第18日目)培養を行っ

た。これらの分化期間は、原則として3日毎に培地交換を行い、非接着細胞のみ

を回収し解析を行った(分化第3, 6, 12, 18日目)。 

 

2-3-3. ヒト臍帯血CD34陽性細胞からの赤芽球分化 

ヒト臍帯血CD34陽性細胞から赤芽球分化を行うにあたり、CD34陽性細胞は

C3H10T1/2細胞フィーダー(細胞：8.0 x 105 個/100 mm dish)上に播種され、50 

ng/ml SCF, 50 ng/mL TPO, 及び 5 IU/mL EPOを含む分化培地にて分化第0日目か

ら6日間培養を行った(分化第0日目～分化第6日目)。さらに、分化第6日目に細胞

を回収し、新しいC3H10T1/2細胞(細胞：8.0 x 105 個/100 mm dish)上に播種し、5 

IU/mL EPOを含む分化培地にてさらに12日間(分化第6日目～分化第18日目)培養

を行った。これらの分化期間の間は、原則として3日毎に培地交換を行い、非接

着細胞のみを回収し解析を行った(分化第3, 6, 12, 18日目)。 

 

2-3-4. フローサイトメーターによる細胞表面抗原解析 
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回収された非接着細胞は 3% ウシ胎児血清(FBS, fetal bovine serum)を含む PBS

溶液にて懸濁され以下の蛍光標識抗体を用いて氷上にて 30 分染色操作を行った。

用いた細胞表面抗原用蛍光標識抗体：Pacific Blue conjugated anti-human CD235a 

(306612, BioLegend), PE conjugated anti-human CD71 (334106, BioLegend), and APC 

conjugated anti-human CD43 (343206, BioLegend)。染色操作の後、PBS で洗浄しフ

ローサイトメーターにて解析を行った。 

ヒト ES/iPS 細胞における SSEA-4 発現を確認するために、トリプシン処理さ

れた細胞は回収し、PE conjugated anti-SSEA-4 antibody (FAB1435P, R&D systems)

にて染色操作を行った上で同様に解析を行った。 

 

2-3-5. フローサイトメーターを用いたグロビン蛋白解析法 

フローサイトメーターを用いてヒトグロビン蛋白の発現を解析するために、

1.0 x 106個/mLの細胞を4% パラホルムアルデヒド(paraformaldehyde, PFA) (Wako 

Pure Chemical Industries, Ltd., Tokyo, Japan)にて60分間処理(室温)を行った。その

後、氷冷した100% メタノール (methanol, MtOH)にて5分間処理(室温)を行った。

これらの固定処理を行ったサンプルは0.5% サポニン (saponin)にて浸透処理(室

温)を行った。固定・浸透処理されたサンプルは2.0 x 105 個ずつ分注し、 それぞ

れに対し蛍光標識された抗ヒトグロビン抗体にて氷上にて30分間染色操作を行
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った(細胞内染色)。用いた抗ヒトグロビン抗体：1 μg (20 μL) PE conjugated 

anti-human hemoglobin β (mouse monoclonal IgG1, sc-21757 PE, Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Clara, CA), 5 μL TRI-COLOR conjugated (tandem 

R-PE-Cy5-conjugated) anti-human fetal hemoglobin (HbF) (mouse monoclonal IgG1, 

HFH-06; Invitrogen, Carlsbad, CA), 1 μg (0.1 μL) fluorescein isothionate (FITC) 

conjugated anti-human hemoglobin ε (mouse monoclonal IgG1 kappa, 

61C-CR8008M1F; Fitzgerald, MA)。 

上記の抗ヒトグロビン抗体で染色を行った上で、Pacific Blue conjugated 

anti-human CD235a (349108, BioLegend, mouse IgG2a, κ)を用いて氷上にて30分間

染色操作を行った(細胞表面抗原染色)。フローサイトメーターにて解析するにあ

たり、サンプルはCD235陽性分画のみ解析を行った。なお、下記のマウスIgG抗

体をアイソタイプコントロールとして用いた。用いたマウスIgG抗体：20 μL 

normal mouse IgG1-PE-Cy5 (sc-2877; Santa Cruz Biotechnology), normal mouse 

IgG1-PE (sc-2866; Santa Cruz Biotechnology),normal mouse IgG1-FITC (sc-2855; 

Santa Cruz Biotechnology)。 

以上の全ての操作は3% FBSを含むPBS溶液にて洗浄操作を行った後に行った  

また、固定・浸透処理を行った細胞のGFP蛋白(Green Fluorescent Protein)の発

現を確認するために、anti-GFP Alexa Fluor 488 (sc-9996 AF488; Santa Cruz 
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Biotechnology)を用いた。 

 

2-3-6. リアルタイムPCR 

RNA は RNeasy Micro kit (Quiagen, Tokyo, Japan)にて抽出を行った上で、

oligo-dT primer(Invitrogen, Oregon, USA)を用いて RT-PCR システム(Thermo Fisher 

Scientific K.K, Kanagawa, Japan)にて相補的 DNA(complementary DNA, cDNA)合成

を行った。リアルタイム PCR は取扱説明書に従い SYBR Premix Dimer Eraser 

(Takara Bio, Shiga, Japan)を用いて行った。解析には ABI7900HT Real-Time PCR 

System (Life Technologies Corporation, CA, USA)を用いた。GAPDH を内部標準と

して用いた。解析には ΔΔCt 法を用いて行い、分化第 18 日目のヒト臍帯血 CD34

陽性細胞由来赤芽球をキャリブレーターとして用い fold-change を算出した。表

1 に記載のプライマーセットを用いた。 

 

2-3-7. ドキシサイクリン(DOX)制御BCL11A-L発現レンチウイルスベクターシ

ステムとその感染方法 

ヒトBCL11A-L発現ドキシサイクリン誘導レンチウイルスベクターシステム

はAll-in-one inducible lentiviral vector (Ai-LV) (東京大学医科学研究所 山口智之先

生より提供)[19]を基に、mOKSカセット配列とBCL11A-Lとを置換したものを用
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いた。導入した遺伝子はドキシサイクリン(DOX)により発現制御が可能である。

ウイルス粒子作成は過去の報告に従った[20]。 

BCL11A-L遺伝子はヒト臍帯血CD34陽性細胞由来赤芽球よりクローニングを

行った。なお、ウイルス感染後のヒトES/iPS細胞のクローニング及び維持は過去

の報告に従った[16,17,18]。 

 

2-3-8. 画像解析 

位相差顕微鏡像観察及び蛍光画像撮影はBZ-9000 microscope (Keyence, Osaka, 

Japan)を用いた。また画像解析及び測定はBZ-Analyzer software (Keyence)を用い

た。  

 

 2-3-9. 統計解析 

すべての試行はトリプリケイト(n=3)で行い、少なくとも 3 回以上の施行を行

った。図には代表的な結果を示す。全てのデータは平均(mean)±標準偏差(standard 

deviation, SD)で示し、P 値<0.05 を有意差有りと判断した。 

 

2-4. 結果 

2-4-1. ヒト ES/iPS 細胞及びヒト臍帯血 CD34 陽性細胞由来赤芽球におけるグロ
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ビン蛋白発現解析のための細胞の固定・浸透方法の最適化 

我々の研究室では、ヒト ES/iPS 細胞とマウス C3H10T1/2 細胞との共培養によ

り、巨核球、赤芽球、リンパ球へ分化が可能な血液前駆細胞の分化誘導方法を

確立している[16,17,18,21]。この分化誘導方法を用いて、ヒト ES 細胞 H１株及

び KhES-3 株(図 1-A)、及びヒト臍帯血 CD34 陽性細胞(図 1-B)から赤芽球への誘

導を行った。 

これらの分化プロトコルを用いて得られた細胞の細胞表面抗原(CD235a, 

CD43, CD71)解析は、フローサイトメーターを用いて経時的に観察した(分化第

3, 6, 18 日目)。今回、解析に用いた細胞表面抗原について、CD235a 抗原はヒト

赤芽球系統細胞の膜に発現するシアロ糖タンパク質であり、ヒト赤芽球から成

熟赤血球に発現が認められる。CD43 抗原は O-結合型糖鎖に富むシアリル化単

糖膜糖タンパク質であり、ヒト造血前駆細胞ならびに幼若な赤芽球において発

現が認められる[22]。CD71 抗原はトランスフェリン受容体として知られており、

増殖期の細胞ならびに赤芽球系統細胞においては赤芽球及び網状赤血球に発現

が認められるが、成熟赤血球では発現は認められないことが知られている。解

析の結果、ほとんどの細胞が CD235a 陽性 CD71 陽性分画及びさらに一部は成熟

のすすんだCD235a陽性CD71陰性分画にいることが確認できた(図 1-C, ヒトES

細胞 H1 株及びヒト臍帯血 CD34 陽性細胞)。 このことから、これらのプロトコ
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ルを用いて効率的に赤芽球への分化が行えることが確認できた。 

ヒト ES/iPS 細胞由来赤芽球及びヒト臍帯血 CD34 陽性細胞由来赤芽球におけ

るグロビン発現を解析する上で、ヒト iPS 細胞株においてクローン間の差が考慮

される。とくに、エピジェネティックメモリー(epigenetic memory)と呼ばれるメ

チル化の残存による分化指向性への影響が懸念される[23,24]。そのため、センダ

イウイルス(Sendai virus)を用いて異なる細胞ソースから8つのヒト iPS細胞株(ヒ

ト iPS 細胞 #1 株-#8 株)を樹立した。これらのヒト iPS 細胞においては外来性遺

伝子の発現を無いことを確認した。これらのヒト iPS 細胞株は以下に示すヒト細

胞ソースより樹立した。hiPS 細胞 #1 株及び#2 株：ヒト新生児真皮線維芽細胞

(human neonatal dermal fibroblasts), #3 株-#6 株 :ヒト臍帯血 CD34 陽性細胞(human 

CB CD34+ cells), #7 株及び#8 株:ヒト末梢血有核細胞(human adult peripheral blood 

cells) (図 2-A). 図 2-B に示すように、分化第 18 日目の赤芽球におけるグロビン

遺伝子の発現を解析すると、ヒト血液(ヒト臍帯血 CD34 陽性細胞及び末梢血有

核細胞)由来 iPS 細胞(hiPS 細胞 #5 株, #6 株, #7 株, #8 株)において、ヒト新生児

線維芽細胞由来 iPS 細胞(hiPS 細胞 #1 株, #2 株)より HBB 遺伝子発現が高いこと

がわかった。 

以上の結果から、これ以降の解析は HBB 遺伝子発現が高い hES 細胞 H1 株

(hESC H1)と hiPS 細胞 #8 株(hiPSC #8)を用いることとした。次に、これらの 2
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クローンから得られた CD34 陽性細胞を赤芽球へ分化させ、それらのグロビン遺

伝子発現を経時的に解析し、ヒト臍帯血 CD34 陽性細胞由来赤芽球と比較して図

2-C に示す。その結果、これらのクローンは HBE1 遺伝子発現において、分化第

6 日目をピークにその後発現が低下していることがわかる。ヒト臍帯血由来

CD34 陽性細胞由来赤芽球においてはほとんど発現が認められなかった。また、

HBG1/HBG2遺伝子においてはヒト臍帯血CD34陽性細胞由来赤芽球と比べて高

い発現が認められたが、HBE1 遺伝子にみられるような分化後期における発現低

下は認められなかった。さらに HBB 遺伝子においてはヒト臍帯血 CD34 陽性細

胞由来赤芽球では初期より高い発現が維持されているのに対し、これらのクロ

ーンでは分化第 6 日目から徐々に発現上昇が認められ、分化第 18 日目ではヒト

臍帯血CD34陽性細胞由来赤芽球と比べて40%～50%程度の発現量を示すことが

わかった。このことから、従来ヒト ES/iPS 細胞では成人型βグロビン遺伝子

(HBB 遺伝子)の発現は認められないか、発現しても非常に低いとされていたが、

このようにクローンを選別することで比較的高い発現を示すクローンが存在す

ることがわかった。 

次に、これらヒト ES/iPS 細胞並びにヒト臍帯血 CD34 陽性細胞由来赤芽球に

おいて、単一細胞における β 様グロビン蛋白(ε, γ, β グロビン)の発現を、フロー

サイトメーターと蛍光標識された抗ヒトグロビン蛋白抗体を用いて解析するた



17 
 

めに、細胞の固定・浸透方法の最適化を行った。図 3-A に示すように、はじめ

に 4% パラホルムアルデヒドで処理した後、100% メタノールで処理し、最後に

0.5% サポニンで浸透処理を行ったところ、フローサイトメーターにおける解析

において最も良い検出感度が得られた。なお、ヒト赤芽球細胞におけるグロビ

ン蛋白発現を解析するために、赤芽球細胞表面抗原 CD235a と組み合わせて解析

を行った。これらの β 様グロビン蛋白の発現を区別するために、ε-, γ-, β グロビ

ンはそれぞれ FITC-, TRI-COLOR-, PE-conjugated anti-human globin subtype 

antibodies を用いた(図 3-B)。なお、フローサイトメーターにおける解析において

は、ヒトES細胞H1株分化第 18日目の検体を用いてゲーティングの一例を示す。

図 3-C に示すように、forward scatter(SSC)及び side scatter(SSC)にて主要な細胞集

団をゲートし(P1)、これらの細胞のうち CD235a 陽性細胞 (P3)のグロビン発現を

解析することとした。なお、グロビン発現は抗ヒトグロビン抗体の免疫蛍光強

度として示す。この方法を用いることで、異なる蛍光標識で標識された抗ヒト

グロビン抗体を用いることで、それぞれの蛍光抗体が持つ特有の蛍光波長を区

別して解析することが可能となった。また、発現強度は平均蛍光強度(mean 

fluorescence intensity, MFI)として表現した。なお、これらの抗体の非特異的な発

現を除外するために、Jurkat 細胞(Jurkat cells), hES 細胞 H1 株由来赤芽球(分化第

6 日目), ヒト臍帯血 CD34 陽性細胞由来赤芽球(分化第 6 日目), 及びヒト末梢血
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赤血球における単染色結果を示す(補足図 A,B)。これらは過去の報告と合致する

結果を得た[5] [25]。 

ヒト ES 細胞 H1 株及びヒト iPS 細胞#8 株由来赤芽球において、分化第 3 日目

には ε グロビン及び γ グロビンの発現が確認された。分化第 6 日目及び第 18 日

目においては、これらに加え β グロビンの発現が確認できた。このとき、分化

第 6日目に εグロビン陽性を示していた集団のうちの一部において εグロビンの

発現強度がやや減弱し弱陽性集団への移動が確認された。一方でヒト臍帯血

CD34 陽性細胞由来赤芽球においては初期より γ グロビン及び β グロビンの発現

がみられ、ε グロビンの発現は確認出来なかった。さらに分化第 6 日目及び第 18

日目において γグロビン及び βグロビン陽性集団の一部から γグロビンの陰転化

が確認できた(図 3-D)。ヒト ES 細胞 H1 株及びヒト iPS 細胞#8 株由来赤芽球に

おいて分化第 18日目にはmRNAレベルではHBE1発現が低下していたのにも関

わらず、蛋白レベルではεグロビンが完全に陰転化しない理由として、タンパ

ク質の半減期が長いことや抗体の感度が高いことが考えられる。これらのグロ

ビン陽性細胞の割合をまとめた結果を図 3-E に示す。 

これらの結果から、ヒト ES/iPS 細胞由来赤芽球ではクローンを選別すること

で β グロビンを発現するクローンを存在することを示した。またこれらのクロ

ーンにおける β グロビン発現は遺伝子発現レベル及び蛋白レベルで確認するこ
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とができた。しかしながらこれらのクローンにおいてもヒト臍帯血 CD34 陽性細

胞由来赤芽球においてみられるような γ グロビンから β グロビンへのスイッチ

ング(γ グロビン抑制)が起きていないことが示された。このことから、ヒト ES/iPS

細胞由来赤芽球では γ グロビン抑制に関するなんらかの遺伝子制御が十分に働

いていないためと考えた。 

 

2-4-2. BCL11A 遺伝子の発現低下がヒト ES/iPS 細胞由来赤芽球における γグロ

ビンの抑制できない原因として関連性を持つ 

ヒト ES/iPS 細胞においてはこれらのグロビンスイッチングが不完全であり、

とくにγグロビンの抑制が弱いことがわかった。そこで、これらヒトグロビン

遺伝子、とくにγグロビンとβグロビンの発現調節に関与している遺伝子[26]

を探索した (図 4)。 

今回、BCL11A、KLF1、GATA1、c-MYB、SOX6 について解析を試みたところ、

BCL11A の variant form の一つである BCL11A-L がヒト臍帯血 CD34 陽性細胞由

来赤芽球と比べて、ヒト ES/iPS 細胞由来赤芽球では優位に低いことがわかった。

BCL11A は複数の variant form を持ち、Shorter variant である BCL11A-S では、卵

黄嚢由来赤芽球のような一次造血由来赤芽球に、Longer variant である BCL11A-L

は、ヒト骨髄及び臍帯血由来赤芽球に代表される二次造血由来赤芽球に発現し
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ていることが知られている。とくに、BCL11A-L はヒトにおけるγグロビンの発

現抑制に関与することが報告されている[27,28]。 

また、cMYB 及び KLF1 は BCL11A の上流にて、GATA1 や SOX6 については

BCL11A と複合体を形成してグロビンスイッチングを制御していると考えられ

ている[26]。KLF1 や GATA1 については、ヒト臍帯血 CD34 陽性細胞由来赤芽球

より比較的高い発現を、cMYB と SOX6 については同程度の発現を示した。こ

れらの結果から、ヒト ES/iPS 細胞由来赤芽球において γ グロビンの抑制が認め

られない原因はBCL11A-Lの発現が低いことが原因ではないかと仮説を立てた。 

この仮説を証明するために、ドキシサイクリン制御レンチウイルスベクター

(図 5-A)を用いて BCL11A-L 遺伝子を発現するヒト ES／iPS 細胞株(hESC 

H1-BCL11A-L-GFP 株及び hiPSC #8-BCL11A-L-GFP 株)を樹立した。これらの細

胞株は常時 GFP を発現しているが、ドキシサイクリン(DOX)を添加した時のみ

BCL11A-L 遺伝子を発現するように制御されている。これらの細胞株の未分化性

及びベクターの導入を確認するために図 5-B 及び 5-C に示すように、SSEA-4 及

び GFP の発現を確認した。 

今回、BCL11A-L の発現の違いをみるとヒト臍帯血由来赤芽球では分化初期か

ら高い発現を示していることからヒト赤芽球分化におけるγグロビンの抑制に

は BCL11A-L 遺伝子を発現させるタイミングが重要だと考え、図 6-A に示すよ
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うに BCL11A-L 遺伝子の発現するタイミングを変えた 3 つのプロトコルを試す

こととした。図 6-B に示すように、分化第 0 日目から DOX-OFF の状態(Protocol-i)

では BCL11A-L 遺伝子の発現は低く、HBG1/HBG2 遺伝子の抑制は認められなか

ったのに対し、分化第 0 日目から DOX-ON の状態(Protocol-iii)では他のグロビン

遺伝子の発現に影響を与えることなく HBG1/HBG2 遺伝子の抑制が確認できた。

しかしながら、分化第 6 日目から DOX-ON の状態(Protocol-ii)ではこれらの変化

はほとんど認められなかった。γ グロビンの抑制はフローサイトメーターを用い

たグロビン蛋白発現解析にても同様の結果が得られた(図 6-C 及び 6-D)。これら

の BCL11A 遺伝子のアイソフォームが γ グロビンの発現制御に関連していると

いう過去の報告とも一致する[29] [27]。これらの結果は、ヒト ES/iPS 細胞由来赤

芽球において BCL11A-L 遺伝子及びこれらと複合体を形成する遺伝子群の発現

が低いことが、γ グロビン抑制が起こらない原因の一つとして強く示唆される結

果を得た。 

 

2-5. 考察 

ヒトにおいてβ様グロビン遺伝子は5つの遺伝子(ε-Gγ-Aγ-δ-β)で構成されるが、

これらの遺伝子は発生段階に応じてその発現遺伝子が切り替わっていくことが

知られており、この現象はグロビンスイッチングと呼ばれている[5]。そのため、
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赤芽球におけるグロビン発現様式は発生段階の重要の指標となる [5,26]。しかし

ながら、このグロビンスイッチングという現象は種により大きく異なり、同じ

哺乳類であるヒトとマウスにおいてもその発現様式が大きく異なることが知ら

れている。ヒトにおいては発生段階において2回のグロビンスイッチングを認め

る。一回目はεグロビン(HBE1遺伝子)からγグロビン(HBG1/HBG2遺伝子)へ、二

回目はγグロビン(HBG1/HBG2遺伝子)からβグロビン(HBB遺伝子)もしくはδグロ

ビン(HBD遺伝子)への変化である。しかしながら、マウスにおいてはβグロビン

遺伝子座には4つのβ様グロビン遺伝子(εy-βH1-β1-β2)を持つ。βH1はヒトにおけ

るγグロビン(HBG1/HBG2遺伝子)と共通の祖先遺伝子(ancestral gene)に由来する

と考えられているが、ヒトにおいてγグロビン(HBG1/HBG2遺伝子)が妊娠中期・

後期の胎児肝・脾造血由来赤芽球/赤血球(二次造血)において発現しているのに

対し、マウスでは胚生7.5日齢における卵黄嚢由来造血由来赤芽球(一次造血)にお

いてすでにεy遺伝子とともに発現していることが知られている。そのため、ヒト

において観察されるγグロビン(HBG1/HBG2遺伝子)からβグロビン(HBB遺伝子)

の段階に相当するグロビンスイッチングは認められない[30] [31]。このように、

ヒトとマウスではグロビン遺伝子の発現様式が異なるため、これらのグロビン

遺伝子の制御を研究する上ではヒト細胞を用いた研究する必要がある。そこで

私は、in vitroの赤芽球分化系における細胞モデルとしてヒトES/iPS細胞に注目し、
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これらにおけるβ様グロビンの発現様式を解析した。 

そのために、従来のバルクでの遺伝子発現解析に加え、赤芽球における固定・

浸透方法を最適化した上で、グロビン蛋白に対する多重染色方法を用いて標識

し、フローサイトメーターを用いて解析することで単一細胞レベルでのグロビ

ン発現解析を可能とした(図 1-3)。これらの実験手法を用いてヒト ES/iPS 細胞由

来赤芽球におけるグロビン遺伝子発現を解析すると、多くが主に ε グロビン遺伝

子(HBE1 遺伝子)及び γ グロビン遺伝子(HBG1/HBG2 遺伝子)を発現し、β グロビ

ン遺伝子(HBB 遺伝子)の発現を認めるクローンはほとんど認められなかった。

このことからこれらの赤芽球は一次造血を反映していると考えられる。しかし

ながら、ヒト血液(ヒト臍帯血 CD34 陽性細胞及び末梢血有核細胞)由来 iPS 細胞

(hiPS 細胞 #5 株-#8 株)において、β グロビン遺伝子(HBB)の発現が他のクローン

と比べ高いことが明らかになった(図 3-D 及び 3-E)。このことは、ヒト ES/iPS 細

胞の樹立元となる細胞のエピジェネティックメモリーがグロビン遺伝子発現に

影響していることを示唆する[23]。  

しかしながら、これらのβグロビンを発現するクローンにおいても、ヒト臍帯

血CD34陽性細胞由来赤芽球に観察されるようなγグロビン抑制が観察されなか

ったことから、γグロビンの抑制に関与していると考えられるBCL11A遺伝子の

発現に注目し、これらの細胞における発現を解析することとした。BCL11A遺伝
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子はジンクフィンガー型の転写因子(zinc-finger transcription factor)であり、ヒト

における胎児型ヘモグロビン(HbF)の発現量を制御していることが知られてい

る[29]。さらにBCL11A遺伝子のisoform variantの一つであるBCL11A-L遺伝子は、

ヒト発生段階における初期赤芽球には発現しておらず、これらの赤芽球におい

てはγグロビン遺伝子の高い発現が認められる[5,25,27]。逆に、BCL11A-L遺伝子

は成人赤芽球(とくに骨髄由来赤芽球)に高い発現を示し、同時にこれらの細胞に

おけるγグロビン遺伝子の抑制に働いていることが知られている[27]。今回の実

験においてもヒト臍帯血CD34陽性細胞由来赤芽球においてはγグロビンの発現

は、遺伝子レベル及び蛋白レベルにおいて発現が抑制されているのが確認でき

たが、ヒトES/iPS細胞由来赤芽球においてはそれらが認められなかった(図3-E)。

そこで、BCL11A-L遺伝子をヒトES/iPS細胞由来赤芽球へ分化の初期より強制発

現したところ遺伝子レベル(図6-B)及び蛋白レベル(図6-C及び6-D)において、βグ

ロビン遺伝子の発現に影響を与えることなくγグロビンの発現抑制が確認でき

た(図6-D, 左)。 

今回の検証で、ヒトES/iPS細胞由来CD34陽性血液前駆細胞から赤芽球への分

化の初期段階でBCL11A-L遺伝子を強制発現した条件下(図6-A, Protocol-iii)にお

いてのみγグロビン抑制が確認できた。また、ヒト臍帯血CD34陽性細胞由来赤芽

球においては分化第3日目からすでにBCL11A-L遺伝子の発現が高くなっている
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ことがわかる(図6-B)。つまり、γグロビンの抑制には赤芽球分化の初期段階から

発現されることが重要であると考えられる。同時に、従来まで報告されてきた

BCL11A遺伝子の作用を、ヒトES/iPS細胞においてもin vitroの実験系で再現する

ことができた。 

これらの結果から、ヒトES/iPS細胞においても、その多くのクローンの中から

βグロビンを発現するクローンを選別し、さらにBCL11A-L遺伝子を強制発現す

ることでγグロビンの発現を抑制することが可能となった。このことはヒト

ES/iPS細胞由来赤芽球をヒト臍帯血由来赤芽球と近いグロビン発現をもつ赤芽

球を産生できる可能性を示した、このことは、将来的にヒト成人末梢血赤血球

と同様の機能をもつ赤血球を体外で産生するための重要なステップとして考え

られる。 今後の課題として、赤血球の脱核率を向上させる培養系の確立、また

グロビン発現の制御についてもヒト臍帯血CD34陽性細胞由来赤芽球では、γグ

ロビンとともにεグロビンも初期から抑制されていることがわかる。このこと

から、ヒトES/iPS細胞由来赤芽球では残存するεグロビンの影響が無視できない

ため、これらを低く制御する方法の開発が望まれる。 

最後に、これらのフローサイトメーターを用いたグロビン蛋白の発現解析法

はヒトES/iPS細胞由来赤芽球におけるγグロビンの抑制が起こっていないという

現象に対する新しい知見と解決方法を与えた。また、これらの成果はヒトES/iPS
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細胞由来赤血球が将来のドナーに依存しない輸血供給システムにおける新しい

赤血球のソースとして利用できる可能性を広げるとともに、赤血球産生に適し

たヒトiPS細胞クローンの選別に役立つものと考えられる。 

 

3. ヒト多能性幹細胞由来不死化赤芽球株を用いた赤芽球分化モデルの構築 

3-1. 要旨 

c-MYC と BCL-XL の 2 つの遺伝子をドキシサイクリン制御レンチウイルスベ

クターシステムを用いてヒト胚性幹細胞由来血液前駆細胞へ導入することで、

不死化赤芽球株の樹立に成功した。これらの株はドキシサイクリン依存的に外

来性遺伝子の発現調節をすることで、増殖と分化の制御が可能である。また、

樹立したクローンは、外来性遺伝子の発現量に依存してそれぞれ形態的に異な

る分化段階を示し、成熟段階に応じた遺伝子発現やヘモグロビン合成能を示し

た。 

従来の株には認められない成人型グロビンの発現や脱核する能力を持つこと

から、これらの細胞株は赤芽球分化のモデル細胞としてだけではなく、赤血球

製剤の新たな細胞ソースとしても応用が期待できる。 

 

3-2. 序文 
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ヒト赤芽球分化モデル細胞として従来からヒト白血病由来細胞株である

K562[32,33]や UT-7/EPO[34]等の細胞株が用いられてきた。しかし、それらの細

胞株はその分化の未熟性から赤芽球分化の初期段階を再現するに過ぎず、赤血

球の分化中期から後期にみられるヘモグロビン合成、成人型 β グロビン発現解

析、脱核のような赤血球特異的な表現型を解析するための適切なモデル細胞が

存在しなかった。 

私は、c-MYC と BCL-XL という 2 つの遺伝子をヒト ES 細胞由来血液前駆細

胞へドキシサイクリン(DOX)制御レンチウイルスベクターシステムを用いて導

入し、DOX 依存的に外来性遺伝子の発現を調整することで自己複製と分化・成

熟という相異なる段階を制御することに成功した[35]。これらの細胞株は赤芽球

マーカーである CD235a（Glycophorin A）を発現しながら、6 ヶ月以上に渡り安

定した増殖を示した。さらに DOX 非存在下において細胞は一定の分化・成熟を

示した。 

 今回、私はこの手法を用いてヒト ES 細胞 KhES-3 株及び H1 株から複数のク

ローンを樹立したところ、これらのクローンは形態的に異なる分化段階で維持

されていることがわかった。今回、これらのクローン間における表現型の違い

を検証するとともに、これらの株を用いた今後の応用についても考察を行った。 
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3-3. 方法 

3-3-1. 細胞株と試薬 

試薬は、別記したものを除きSigma-Aldrich社より購入した。ヒトES細胞KhES-3

株は文部科学省の審査・承諾を得た上で、京都大学再生医科学研究所 末盛博文

先生よりご提供いただいた。またヒトES細胞H1株については、WiCell社(Madison, 

WI)より提供されたものを京都大学 iPS細胞研究所 中畑龍俊先生よりご提供い

ただいた。ヒト検体を用いた実験を含むこれら全ての実験はヘルシンキ宣言に

おける研究倫理規範を順守した上で施行した。 

 

3-3-2. c-MYC 及び BCL-XL 発現ドキシサイクリン誘導レンチウイルスベクター

システム 

ドキシサイクリン誘導レンチウイルスベクターシステムは上記と同様のもの

を用いた(方法 2-3-7.参照)。ヒト c-MYC 及び BCL-XL は基となるベクターにお

ける mOKS カセット配列とそれぞれ置換したものを用いた。 

 

3-3-3. ウイルス感染方法とコロニーアッセイによるクローニング 

ヒト ES 細胞からの血液前駆細胞への分化誘導方法は、前述の方法と同様に行

った(方法 2-3-2.参照)。回収された血液前駆細胞は、5.0 x 104 個ずつ、C3H10T1/2
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細胞(6-well plate, 1well あたり細胞 1.5 × 105 個)上へ移し、そこへ c-MYC 及び

BCL-XL 発現ドキシサイクリン誘導レンチウイルスベクターウイルス粒子を感

染させた。感染は、過去の報告と同様にスピンインフェクション法[6]を用いた

(感染効率 multiplicity of infection, MOI =20)。樹立第 0 日目から樹立第 12 日目ま

で、50 ng/mL SCF, 5 IU/mL EPO, 及び 1.0 μg/mL DOX を含む分化培地にて培養を

行った。樹立第 12 日目には増殖性の高いクローンを選択するためにウイルス感

染を行った細胞は、1.0 μg/mL DOX を含む半固形培地(MethoCult 4434, Veritas, 

Tokyo, Japan)へ播種し、引き続き 12 日間培養を行った(樹立第 12 日目～樹立第

24 日目)。樹立第 24 日目にクローン性の増殖を認めるコロニーをピックアップ

し、50 ng/mL SCF, 5 IU/mL EPO、1 μg/mL DOX を含む分化培地にて引き続き維

持・増殖を行った。 

なお、樹立第 12 日目～樹立第 24 日目の半固形培地での培養、また樹立第 24

日目以降の培養はフィーダーフリー条件下にて培養を行った。樹立第 24 日目以

降の培地交換時は、非接着細胞のみを回収し継代を行った。 

 

3-3-4. フローサイトメーターを用いた細胞表現マーカー解析 

前述の方法と同様(方法 2-3-4.参照)。細胞表面抗原用蛍光標識抗体として下記

の抗体を用いた：Pacific Blue conjugated anti-human CD235a (306612, BioLegend), 
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PE conjugated anti-human CD71 (334106, BioLegend), and APC conjugated 

anti-human CD43 (343206, BioLegend)。染色操作の後、PBS で洗浄しフローサイ

トメーターにて解析を行った。 

 

3-3-5. リアルタイム PCR による遺伝子発現解析 

前述の方法と同様(方法 2-3-6.参照)。解析には表 2 に記載のプライマーセット

を用いた。 

 

3-3-6. ギムザ染色方法及び細胞形態観察 

細胞形態観察のために、回収された細胞は Shandon Cytospin 4 Cytocentrifuge 

(ThermoFisher Scientific)を用いてスライドガラス上へ塗抹させ、Hemacolor 

(Merck, Whitehouse Station, NJ)を用いて染色を行った。観察にはオールインワン

蛍光顕微鏡(BZ-9000 microscope, Keyence, Osaka, Japan)を用いた。画像解析には

BZ-Analyzer software (Keyence)を用いて細胞(直径)、核(直径)、及び N/C 比測定を

行った。測定値は mean±SD で示した。 

 

3-3-7. 統計解析 

前述の方法と同様(方法 2-3-9.参照)。 
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3-4. 結果 

3-3-1. ヒト ES 細胞由来不死化赤芽球樹立及びその分化能の比較 

ヒト ES 細胞から血液前駆細胞を誘導するにあたり、前述のヒト ES 細胞とマ

ウス間葉系細胞株 C3H10T1/2 細胞との共培養法を用いた。今回、ヒト ES 細胞

KhES-3 株及び H1 株から血液前駆細胞を誘導した(樹立第-14 日目～樹立第 0 日

目)。樹立第 0 日目にこれらの血液前駆細胞へ c-MYC と BCL-XL の 2 つの遺伝

子を、ドキシサイクリン誘導レンチウイルスベクターシステム(図 7-A)を用いて

遺伝子導入し SCF, EPO, DOXを含む分化培地にて 12日間培養を行った(樹立第 0

日目～樹立第 12 日目)。樹立第 12 日目に、ウイルス感染細胞を回収し半固形培

地へ播種し、引き続き 12 日間培養を行った(樹立第 12 日目～樹立第 24 日目)。

樹立第 24 日目には、半固形培地上に白～赤色を呈す複数のコロニーの出現を認

めた。これらのコロニーをピックアップし、SCF, EPO, DOX を含む分化培地を

用いてフィーダーフリー条件下にて引き続き培養を行った(樹立第 24 日目～)(図

7-B)。今回、これらの樹立方法を用いて得られたクローンのうち、CD235a 陽性

を示し、6 ヶ月以上に渡り安定して増殖を認めたものを不死化赤芽球株と定義し

た。 

今回、ヒト ES 細胞 KhES-3 株よりクローン A 及び B、H1 株よりクローン C
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の樹立に成功した(図 8-A)。これらのクローンの DOX-ON 状態における GFP 発

現及び細胞表面抗原マーカーをフローサイトメーターにて解析したところ、共

通して GFP 陽性並びに CD235a 陽性 CD71 陽性を示し、これらは赤芽球前駆細

胞としての性質を持つことがわかった(図 8-B)。しかしながらこれらのクローン

は、それぞれ FSC/SSC 展開において異なった分布を示す細胞集団として認めら

れた。また、GFP 発現強度については、クローン A が他のクローンより高い傾

向を示した。 

また、これらのクローンは DOX 存在下の培養条件(DOX-ON 状態)において、

図 8-C に示すように、長期間に渡り安定した増殖を示すものの、各クローンに

おける倍加時間(クローン A：57.6±2.1 時間, クローン B：46.9±1.8 時間, クロー

ン C：99.1±4.5 時間)は異なっており、クローン B において最も早い倍加時間を

示した。 

次に、各クローンの細胞形態をギムザ染色で評価した(図 9-A)。DOX を添加し

た状態(DOX-ON 状態)において各クローンは異なる形態的特徴を有しているこ

とがわかった(図 9-A, 上段)。クローン A では、好塩基性の細胞質と大きな核を

持ち核/細胞質比(N/C 比)が高く、前赤芽球様の形態を示した。また、クローン B

はクローン A と同様に好塩基性の細胞質を持つものの核はクローン A と比較し

てやや小型であることから、やや成熟が進んだ好塩基性赤芽球様の形態を示し
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た。クローン C ではさらに細胞質と核の成熟が観察され、多染性赤芽球様の形

態を示した。さらに、これらのクローンは DOX 非存在下において 72 時間培養

する(DOX-OFF 状態)ことで、それぞれさらに細胞質の成熟及び核の濃縮を認め

られた(図 9-A, 下段)。とくに、クローン C の DOX-OFF 状態においては強い核

の濃縮が起こり、N/C 比は小さく、また核の局在化(図 9-A：挿入図 i)、脱核後の

核(図 9-A：挿入図 ii)、脱核赤血球(図 9-A：挿入図 iii)を認めた。これらの細胞サ

イズ(直径, μm)、核サイズ(直径, μm), N/C 比を表 2 に示す。 

図 9-B に、DOX-ON/-OFF 状態における細胞増殖能を示す。分化第 0 日目にお

いて細胞 1.0 x 106 個(CD235a 陽性細胞)を播種し、DOX-ON 状態もしくは

DOX-OFF 状態において培養を行い、それぞれ分化第 1, 3, 5, 7 日目における細胞

数(CD235a 陽性細胞)を示した。その結果、クローン A,B においては DOX-OFF

状態において分化第 3 日目まではわずかに増加するものの、その後は減少に転

じた。またクローン C においては初期より細胞数は減少に転じた。このことか

ら、DOX-OFF 状態においてクローン A,B は初期にわずかに増殖能を持ち、細胞

分裂をしながら形態的な成熟を認めるのに対し、クローン C はほとんど細胞分

裂をせず、成熟に転じていることが示唆される。 

また、DOX-ON 並びに DOX-OFF 状態における KLF1, GATA1, GCN5 遺伝子発

現を解析した(図 9-C)。今回、赤血球分化に重要な転写因子 KLF1, GATA1 遺伝子、
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遺伝子転写促進するヒストンアセチル化トランスフェラーゼ遺伝子 GCN5 遺伝

子を解析した。KLF1,GATA1 遺伝子において DOX-ON 状態から DOX-OFF 状態

において発現上昇が確認された。また DOX-OFF 状態における発現量はクローン

ごとに発現量が異なりクローン A<B<C の順に高いことがわかった。また、GCN5

遺伝子は核の濃縮にも関連が報告されており[36]、全てのクローンにおける

DOX-OFF 状態で発現低下が認められた。   

これらの結果は、DOX-ON 状態では細胞は増殖・自己複製の状態にあり、こ

のときには赤血球分化に重要な転写因子 KLF1, GATA1 は低く抑制されているこ

とがわかる。しかしながら、DOX-OFF 状態のときにこれらの遺伝子はそれらの

形態的な成熟段階に対応したレベルまで発現が上昇することがわかった。なお、

これらのクローンはDOX-OFF状態における形態的な核の濃縮に関連してGCN5

遺伝子の低下を認めた。 

 

3-3-2. ヒト不死化赤芽球株はヘモグロビン合成能を持ち成人型 β-グロビンを発

現する 

遠心操作を行ったときの各クローンの細胞ペレット色調を示す(図 10-A)。こ

れらのペレットにおける赤い色調はヘモグロビンの存在及びその発現量と関連

していると想定される。クローン A は DOX-ON 状態において白色～わずかに赤



35 
 

色を呈し、DOX-OFF 状態では、赤色を呈した。またクローン B 及び C において

も同様の傾向を認めたが、B, C クローンでは DOX-ON 状態においてすでに赤色

を呈しており、DOX-OFF 状態ではその傾向がさらに強くなることがわかった。 

このことから、各クローンはヘモグロビン合成能を有しているものの、その

能力がそれぞれ異なることが示唆される。次に図 10-B に ALAS2, TFRC, HBE1, 

HBG1/HBG2, HBB 遺伝の発現を解析した。ALAS2 遺伝子は、赤芽球におけるヘ

ム生合成系の律速酵素である赤芽球型アミノレブリン酸合成酵素（erythroid 

specific 5-aminolevulinate synthase, ALAS2）をコードする遺伝子である。また、

TFRC 遺伝子はトランスフェリン受容体をコードする遺伝子である。これらの遺

伝子は DOX-ON 状態で発現が低く抑えられているが、各クローンにおいて

DOX-OFF 状態では発現が上昇することがわかった。KLF1, GATA1 と同様にその

発現量は異なりクローン A<B<C の順に高いことがわかった。このことは、図

10-A でそれぞれのクローンのペレット色調が異なることと同様の傾向を得た。 

つぎにグロビン遺伝子(HBE1, HBG1/HBG2, HBB)の発現を解析した。これらの

グロビン遺伝子の発現は、ヒトの発生段階において、発生段階ごとに異なるこ

とが知られており、ε グロビン(HBE1 遺伝子)は 、妊娠初期胚の卵黄嚢由来造血

由来赤芽球において、γ グロビン(HBG1/HBG2 遺伝子)は妊娠中期・後期の胎児

肝・脾造血由来赤芽球/赤血球において、そして β グロビン(HBB 遺伝子)は出生
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後の骨髄由来造血由来赤芽球/赤血球において転写・発現している。クローン A

では主に HBE 遺伝子 1 及び HBG1/HBG2 遺伝子を低いレベルで発現しているの

に対し、クローン C では HBB 遺伝子を強く発現していることがわかる。成人型

グロビンである HBB遺伝子の発現は従来広くグロビン遺伝子発現研究に用いら

れてきたヒト赤白血病由来細胞株 K562 やヒト EPO 受容体発現白血病由来細胞

株 UT-7/EPO には認められない特徴である。 

 

3-3-3. c-MYC 及び BCL-XL の発現量とクローン間の表現型との関連 

これらの株はヒトES細胞由来造血前駆細胞から c-MYC及びBCL-XL遺伝子導

入により樹立された。しかしながら、これらのクローンは異なる表現型を示し

つつも共通して赤芽球前駆細胞としての性質を持ちながら、長期間安定して増

殖するという特徴を持っている。そのクローン間の違いを説明する原因として、

樹立に用いた外来性遺伝子の発現量がこのクローン毎の表現型を規定している

のではないかと考えた。そこで、Total c-MYC, Total BCL-XL, Endogenous BCL-XL

の発現量を比較した(図 11-A)。その結果、DOX-ON 状態において Total c-MYC

の発現量はクローン毎に異なることがわかった。特にクローン A において高い

発現が認められた。また Total BCL-XL ではクローン A においてやや高い発現を

認めるものの他のクローンでは発現が比較的低いことがわかった。しかしなが
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ら、DOX-OFF 状態において Total c-MYC の発現はすべてのクローンにおいて発

現が低下したのに対し、Total BCL-XL ではクローン B 及び C において発現上昇

が認められた。このとき、外来性 BCL-XL(Exogenous BCL-XL)の発現は低下して

いることが確認できたことから、内因性 BCL-XL(Endogenous BCL-XL)の発現が

上昇していたと考えられる。BCL-XL は抗アポトーシス作用を有するとともに赤

芽球分化、とくにヘム合成や成熟に関連することが知られている[37,38]。

DOX-OFF状態でBCL-XLの上昇が確認されたのはこの影響であると考えられる。 

以上より、DOX-ON 状態では c-MYC の発現は赤血球分化関連遺伝子(GATA1, 

KLF1, 内因性 BCL-XL)やヘモグロビン合成関連遺伝子(ALAS2 及び TFRC)の発

現を抑制していると考えられる。しかしながら、DOX-OFF 状態においては

c-MYC による抑制が解かれることで、これらの遺伝子の上昇を認めるとともに、

形態的な成熟が導かれたと考えられる(図 11-B)。 

 

3-5. 考察 

ヒト ES 細胞 KhES-3 株及び H1 株由来血液前駆細胞へ c-MYC 及び BCL-XL の

2 つの遺伝子をドキシサイクリン誘導レンチウイルスベクターシステムを用い

て導入し、形態的に分化段階が異なる 3 つのクローンの樹立に成功した(図 7-AB, 

図 8-ABC)。 
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これらの方法で樹立されたクローンは、異なる遺伝子発現及びヘモグロビン

合成能を持ち(図 9-ABC, 図 10-AB)、とくに最も分化段階の高いと考えられるク

ローン C においては DOX-OFF 状態にて細胞質の成熟と核の濃縮を認め、脱核

する能力を有していることが示された(図 9-A：挿入図 iii)。さらに、従来の細胞

株にはみられない成人型 β グロビンの高い発現を認めた。このことから遺伝子

操作により樹立された赤芽球株においても、ドキシサイクリン誘導レンチウイ

ルスベクターシステムを用いて外来性遺伝子発現を制御することで、赤血球分

化の最終分化段階までを再現することが可能となった。 

次に、これらのクローンにおける表現系を規定する要因として、樹立に用い

た外来性遺伝子 c-MYC 並びに BCL-XL の発現量に注目し、これらの遺伝子発現

を解析したところクローン間に発現量の差を認め、分化度の低いクローンにお

いて高く、分化度の高いクローンにおいて低いという傾向を認めた。これらの

ことから、樹立に用いた遺伝子である c-MYC と BCL-XL の発現量の違いがクロ

ーンにおける表現型の違いに強く影響していることが示唆される。とくに

c-MYC については、多くの血液細胞の分化においてその分化・成熟に非常に重

要であり、その発現量は分化段階に応じて緊密に調整されていることが知られ

ている[18,21,39]。とくに赤芽球成熟において脱核との関連[39]も指摘されている。

このことから、c-MYC 自体の発現量の違いがこれらのクローン間の表現形の違
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いに強く影響していると考えられる。しかしながら、c-MYC 単独もしくは

BCL-XL 単独での樹立は出来ないことから[35]、c-MYC は単独ではなく、BCL-XL

とも強調しながら、これらの株の特徴である自己複製と、分化段階の維持に関

与しているものと推察される。そもそも BCL-XL 自体は抗アポトーシス作用が

よく知られているが、c-MYC と同様に赤芽球分化において成熟、とくヘム合成

に重要であるとの報告があり [37]、DOX-OFF 状態における BCL-XL(Total 

BCL-XL)の上昇は、内因性の BCL-XL(Endogenous BCL-XL)の発現上昇と考えら

れる。今後、これらの DOX-ON 状態及び DOX-OFF 状態におけるこれらの導入

遺伝子並びにその下流遺伝子の挙動を詳細に検証することで、赤芽球における

自己複製と分化・成熟の関係が明らかになると期待される。 

また、これまで赤芽球の分化モデルとして用いられてきた K562 や UT-7/EPO

と比べ、これらの株は、成人型βグロビンの発現や高いヘモグロビン合成能、

さらには赤芽球分化に関与する KLF1 や GATA1 等の遺伝子発現を高く発現して

いることから、より生理的な赤芽球に近い特徴を反映しており、赤芽球分化モ

デル細胞としても優れた性質を持つことがわかる。さらに、株化されたことで

凍結・解凍にも対応でき[35]、培養にフィーダー細胞が必要ないことから、安定

した表現型を長期間に渡り維持することが可能である。これらの特徴から従来

のプライマリー細胞では困難であった、大規模スクリーニングへの応用も可能
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であると考えられる。 

また、これらの細胞株はモデル細胞としての利用だけでなく、赤血球製剤に

おける新たな細胞ソースとしての応用が期待される。従来の健常人ドナー由来

赤血球に代わる細胞ソースとして、ヒト臍帯血 CD34 陽性細胞[1,40]、ヒト末梢

血 CD34 陽性細胞、ヒト末梢血 CD34 陽性細胞[41]及びヒト ES/iPS 細胞[42]など

が試みられてきた。とくにヒト末梢血 CD34 陽性細胞においては体外培養にて得

られた培養赤血球を免疫不全マウスへ輸血しマウス末梢血中における循環を確

認したとの報告がある[41]。しかしながら、これらの細胞ソースは有限であり、

現在用いられている赤血球製剤 1 パックあたりに含まれる赤血球数 1.0～2.0 x 

1012 個を大量培養により確保することは容易ではない。さらにソースとしてのロ

ット差による分化の不均一性から赤血球としてのクオリティーの確保などの課

題を抱え現実的な運用はまだなされていない。しかしながら、私の樹立した不

死化赤芽球株は 6 ヶ月以上に渡り赤芽球としての性質を維持しながら指数関数

的な増殖能を示し、さらに外来性の遺伝子の発現調整により同調した分化・成

熟が可能である。また臍帯血 CD34 陽性細胞由来赤芽球と同等の酸素運搬能を持

つことが示された[35]。また、樹立に際し c-MYC と BCL-XL というがん化との

関連性が指摘される遺伝子[43,44]を用いているものの、赤血球分化最終段階にお

いて脱核させることが出来れば、これらのがん原性リスクを極力低くすること
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が可能である。万が一、少量の残存した有核細胞が混入した際にも、従来の輸

血製剤と同様に放射線照射(ガンマ線照射)を行うことで、核を不活化することで

最終的な安全性の担保を図ることが可能である。しかしながら、これらの細胞

株における脱核率は現在のところ低く(約 1～3%程度)、今後の実用化における大

きな課題である。そこで、脱核率の向上を図るべく培養方法の工夫や遺伝子・

化合物によるインターベンションが必要であると考えられる。脱核を促進する

化合物や遺伝子の同定にあたり、これらの株を用いたスクリーニング系を現在

検討中である。 

 また、赤血球の輸血においては、その血液型を考慮する必要がある。しかし

ながら、ヒト iPS 細胞からこれらの細胞株が樹立出来れば、これらの課題も解決

出来る。ヒト iPS 細胞は、樹立元となる細胞の遺伝情報を保持するという特徴を

有する。そのため、特定の血液型ドナー、例えば O 型 Rh(D)陰性血液型ドナー

からヒト iPS 細胞を樹立し[45]、さらに今回と同様の方法を用いてヒト iPS 細胞

由来不死化赤芽球株を樹立することで、これらから産生された赤血球は理論上、

ほぼ全てのすべての患者へ供給することが可能となる。しかしながら、ヒト ES

細胞と同様に、ヒト iPS 細胞を用いた株の樹立効率は非常に低いことから、今後

これらの効率を高めるための工夫が必要である。 

以上のような取り組みから、これらの赤芽球株を用いて効率よく O 型 Rh(D)
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陰性脱核赤血球を産生することが出来るようになれば、ドナーに依存しない次

世代の血液供給システムの実現が近づくこととなり、今後の医療・医学の発展

にも大いに貢献できると考えられる。 
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6. 図表 

以下に図表を添付する。 



図1-A 図1-B 

図1-C 

図1. ヒト多能性幹細胞からの赤芽球分化 
(A) ヒトES/iPS細胞からのサック形成を用いた赤芽球分化プロトコル：ヒトES/iPS細胞はVEGFを含
む分化培地を用いてマウス間葉系細胞株C3H10T1/2細胞と共培養することで嚢胞状の構造物
(hES/iPS-sac)を形成し、CD34陽性血液前駆細胞を誘導できる。 (B) ヒト臍帯血CD34陽性細胞か
らの赤芽球分化プロトコル (C) フローサイトメーターにおける細胞表面抗原(CD235a, CD43, 
CD71)発現解析：ヒトES細胞H1株及びヒト臍帯血CD34陽性細胞から分化された赤芽球。図中の日
付はそれぞれCD34陽性細胞から赤芽球分化を行ったときの経過(day)を示す。 
 
differentiation medium : 分化培地, VEGF : vascular endothelial growth factor 血管内皮細胞増殖
因子, EPO : erythropoietin エリスロポイエチン, SCF : stem cell factor ステムセルファクター, TPO 
: thrombopoietin トロンボポエチン, C3H10T1/2 feeder : マウス間葉系細胞株C3H10T1/2, sac 
formation : sac形成, erythroid differentiation : 赤芽球分化, CB：ヒト臍帯血由来CD34陽性細胞 
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図2 ヒトES/iPS細胞及びヒト臍帯血CD34陽性細胞由来赤芽球におけるグロビン発現 
(A) ヒトiPS細胞樹立に用いた由来細： ヒトiPS細胞樹立はセンダイウイルスを用いた遺伝子導入に
より樹立を行った。左には由来細胞、右にヒトiPS細胞のクローン名を示す。 (B) ヒトES細胞(KhES-
3株, H1株)、ヒトiPS細胞株(#1-#8)、ヒト臍帯血CD34陽性細胞由来赤芽球(各分化第18日目)にお
けるグロビン遺伝子(HBE1, HBG1/HBG2, HBB)の発現：ヒトES細胞H1株、ヒトiPS細胞#5-#8株に
おいてHBB遺伝子の発現を認める。(n=3, mean±SD) (C) ヒトES細胞H1株及びヒトiPS細胞#8株の
赤芽球分化における経時的グロビン遺伝子発現：ヒトES/iPS細胞由来赤芽球においてHBE1遺伝
子、HBG1/HBG2遺伝子及びHBB遺伝子の発現を認める。HBE1遺伝子について分化第6日目以
降の発現抑制を認める。(n=3, mean±SD) 

図2-A 

図2-B 

図2-C 

48 



図3 グロビン蛋白に対する細胞内染色法とフローサイトメーターを用いた解析方法 
(A) 細胞内染色法プロトコル (B) 各ヒトグロビン蛋白(ε-, γ-, βグロビン)に対する蛍光標識抗体
の組み合わせ (C) フローサイトメーターによる赤芽球グロビン発現解析手順 正常細胞と死細胞
を区別するためにSSC/FSCの展開においてにP1ゲートで示すような細胞集団を選択した。さらに
Pacific Blue conjugated anti-CD235a陽性細胞もしくはCD235a陰性細胞はそれぞれP3及びP2に
てゲートした。なお、Pacific Blue conjugated anti-CD235a抗体については、350 nmレーザーにて
解析を行った。 さらに、それらの集団のうち、FITC陽性(εグロビン抗体陽性)細胞は488 nmレー
ザーにて、TRI-COLOR陽性(γグロビン抗体陽性)細胞は633 nmレーザーにて、PE陽性(βグロビ
ン抗体陽性)細胞は561 nmレーザーにて解析を行った。アイソタイプコントロールとして、下記のマ
ウスIgG抗体を用いた。normal mouse IgG1-FITC, normal mouse IgG1-PE-Cy5 and normal mouse 
IgG1-PE. 図にはそれぞれの集団で展開した時の各グロビン抗体の発現を二次元展開で示す(上
図 ： x軸 抗ヒトεグロビン抗体, y軸 抗ヒトγグロビン抗体、下図：x軸 抗ヒトβグロビン抗体, y軸 
抗ヒトγグロビン抗体)。検体としてヒトES細胞H1株 分化第18日目を用いた。 

図3-A 

図3-B 

図3-C 
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(D) ヒトES細胞H1株、ヒトiPS細胞#8株、ヒト臍帯血CD34陽性細胞由来赤芽球におけるフローサイト
メーターを用いた経時的グロビン蛋白発現解析：ヒトES/iPS細胞由来赤芽球では、γグロビン陽性
βグロビン陽性を認める。εグロビンについては一部陰転化を認める。ヒト臍帯血CD34陽性細胞
由来赤芽球においては、εグロビンの発現は認められず、γグロビン陽性βグロビン陽性を示す
。さらに、γグロビンの陰転化を認める。図中の日付はそれぞれCD34陽性細胞から赤芽球分化を
行ったときの経過(day)を示す。   

図3-D 
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(E) ヒトES/iPS細胞及びヒト臍帯血CD34陽性細胞由来赤芽球における抗ヒトグロビン抗体陽性細
胞の模式図 数字は各抗ヒトグロビン抗体陽性細胞の割合を示す。(数字は各グロビン発現細胞
の割合を%で示す。(n=3, mean) 

図3-E 
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図4 ヒトES/iPS細胞(hESC H1株及びhiPS細胞 #8株)及びヒト臍帯血CD34陽性細胞由来赤芽球
におけるグロビンスイッチングに関連する遺伝子の経時的発現解析 
ヒトES/iPS細胞(hESC H1株及びhiPS細胞 #8株)及びヒト臍帯血CD34陽性細胞由来赤芽球の分化
第3, 6, 12, 18日目におけるBCL11A-L, GATA1, KLF1, cMYB, SOX6遺伝子の発現解析。ヒト臍
帯血CD34陽性細胞由来赤芽球と比較してヒトES/iPS細胞(hESC H1株及びhiPS細胞 #8株)では、
BCL11A-L遺伝子の発現が低いことがわかる。(n=3, mean±SD) 

図4 
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図5 BCL11A-L遺伝子のヒトES/iPS細胞への導入 
(A) BCL11A-L発現ドキシサイクリン誘導レンチウイルスベクター (B) ベクターが導入された
BCL11A-L発現ヒトES細胞H1株(hESC H1-BCL11A-L-GFP)及びBCL11A-L発現ヒトiPS細胞#8株
(hiPSC #8-BCL11A-L-GFP)の写真。フィーダーとしてマウス胚性線維芽細胞(mouse embryonic 
feeder cells)を用いている。左：位相差顕微鏡像, 中央：GFP像, 右：マージ画像。 Bar：100 μm 
(C) BCL11A-L遺伝子発現ヒトES/iPS細胞株におけるGFP及びSSEA-4発現 

 
DOX : doxycycline ドキシサイクリン, LTR : long terminal repeat, TRE : tetracycline response 
elementテトラサイクリン応答配列, UbC : ユビキチンCプロモーター, rtTA : テトラサイクリン制御性
トランス活性化因子, IRES : internal ribosome entry site 内部リボソーム導入部位, GFP : 緑色蛍
光タンパク質 green fluorescent protein 

図5-A 

図5-B 図5-C 
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図6 ヒトES/iPS細胞由来赤芽球おけるBCL11A-L強制発現 
(A) BCL11A-L遺伝子発現ヒトES/iPS細胞株からの赤芽球分化とDOX制御による遺伝子強制発
現プロトコル：培養中のDOXの添加は以下のプロトコルに従い行った。Protocol-i : DOXを加えず
に培養、 Protocol-ii : 分化第6日目から第18日目までDOXを加えて培養、Protocol-iii : 分化第0
日目から第18日目までDOXを加えて培養。 (B) BCL11A-L遺伝子発現ヒトES/iPS細胞株由来赤
芽球におけるBCL11A-L, HBE1, HBG1/HBG2, HBB遺伝子の発現解析：Protocol-iiiにおいて
HBG1/HBG2の抑制を認めた。(n=3, mean±SD) 

図6-A 

図6-B 
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(C) BCL11A-L遺伝子発現ヒトES/iPS細胞株由来赤芽球におけるフローサイトメーターを用いたグ
ロビン蛋白発現解析：CD235陽性かつGFP陽性細胞をゲートし解析を行った(分化第18日目)。
Protocol-iiiにおいてγグロビンの抑制を認める。 (D) 上記の結果を平均発現強度(mean 
fluorescence intensity, MFI)にて示す。 (n=3, mean±SD) 

図6-C 

図6-D 

55 



補足図 抗ヒトグロビン抗体の特異性の確認 
(A) 各抗ヒトグロビン抗体の特異性を確認するために、Jurkat細胞(Jurkat cells)、ヒトES細胞H1株(
分化第6日目), ヒト臍帯血CD34陽性細胞由来赤芽球(分化第6日目)及びヒト末梢血赤血球を用い
て、同様の固定・浸透処理を行った上で、それぞれを各ヒトグロビン抗体(ε-, γ-, βグロビン)に
て単染色で評価した。なお、ヒトES細胞H1株(分化第6日目), ヒト臍帯血CD34陽性細胞由来赤芽
球(分化第6日目)及びヒト末梢血赤血球については、Pacific Blue conjugated anti-human CD235a
にて染色し、陽性細胞を解析した。Jurkat細胞については主要な集団を解析した。 (B) 各抗体の
蛍光発現強度を平均発現強度(MFI)にて示す。 (n=3, mean±SD). 

補足図-A 

補足図-B 
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表1 リアルタイムPCRに用いたプライマーセット (5’側から3’側への配列を示す。) 
 

表1 
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図7-A 

図7-B 
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図7. ヒト胚性幹細胞由来不死化赤芽球株樹立方法 
 (A) 遺伝子導入に用いたドキシサイクリン制御性遺伝子発現ベクター構造 
ヒトc-MYCもしくはBCL-XP発現ドキシサイクリン誘導レンチウイルスベクターはGFPを発現し、ドキ
シサイクリン(DOX)によりc-MYCもしくはBCL-XL遺伝子の発現制御が可能である。 
(B) 不死化赤芽球株樹立プロトコル 
ヒトES細胞は細胞塊の状態でマウス間葉系幹細胞株C3H10T1/2細胞と共培養を行う(樹立第-14
日目～樹立第0日目)。樹立第0日目にヒトES-Sacより造血液前駆細胞(HPCs)を回収し、ウイルス感
染を行う。その後、12日間培養を行い、樹立第12日目にウイルス感染を行った細胞を半固形培地
へ播種し、さらに12日間培養を行う。樹立第24日目に半固形培地上のコロニーをクローニングし、
引き続き新しいディッシュにて維持・増殖を行う。各分化段階においては以下の培養条件を用いた。 
培養条件A: 20 ng/mL VEGFを含む分化培地, 培養条件B: 50 nm/mL SCF, 5 IU/mL EPO, 1.0 
μg/mLDOXを含む分化培地, 培養条件B: 1.0 μg/mLを含む半固形培地(MethoCult H4434)。 
 



図8. ヒト不死化赤芽球株は表面抗原CD235aを発現しながら指数関数的細胞増殖を示す 
(A) ヒト不死化赤芽球株の由来 
ヒト不死化赤芽球株クローンA及びBはヒトES細胞KhES-3株、クローンCはヒトES細胞H1株より樹立
された。 
(B)フローサイトメーターによる細胞表面抗原解析 
クローンA,B,CにおけるFSC/SSC, 細胞表面抗原CD235a, CD71, GFP発現についてフローサイト
メーターによる解析データを示す。各クローンにおいて、FSC/SSCに示すゲートで囲まれた細胞集
団について解析を行った。全てのクローンにおいてCD235a, CD71, GFPを発現している。 
(C) 累積細胞増殖曲線 
クローンA,B,CにおけるDOX-ON状態におけるCD235a陽性細胞の累積細胞増殖曲線を示す。各
クローンは異なる細胞増殖速度を示し、クローンB>A>Cの順に高い増殖速度を示した。(n=3, 
mean±SD) 

図8-A 

図8-B 図8-C 
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図9. 不死化赤芽球株はクローン毎に形態的に異なる分化段階を示し、DOX-OFF状態にて形態
的な分化成熟を認める 
(A)クローンA,B,CおけるDOX-ON/-OFF状態のギムザ染色による細胞形態観察 
左からクローンA、B、Cを示す。上段はDOX-ON状態(ON)、下段はDOX-OFFにおいて72時間培
養した状態(OFF)の細胞のギムザ染色である。各クローンはON状態において異なる細胞形態を示
した。クローンAでは、好塩基性の細胞質と大きな核を持ち核/細胞質比(N/C比)が高く、前赤芽球
様の形態を示した。また、クローンBはクローンAと同様に好塩基性の細胞質を持つものの核はクロ
ーンAと比較してやや小型であることから、やや成熟が進んだ好塩基性赤芽球様の形態を示した
。クローンCではさらに細胞質と核の成熟が観察され、多染性赤芽球様の形態を示した。これらの
クローンはOFFにおいて一定の形態的な成熟を認める。とくに、クローンCのOFFでは強い核の濃
縮が起こり、N/C比は小さく、また核の局在化(挿入図i)、脱核後の核(挿入図ii)、脱核赤血球(挿入
図iii)を認めた。(Scale Bar : 30μm) 

図9-A 
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(B) 各クローンにおけるDOX-ON/-OFF状態による増殖曲線 
各クローンにおいてCD235a陽性細胞を各1.0 x 106個ずつDOX-ONもしくはDOX-OFF状態で培
養を行い、分化第1, 3, 5, 7日目におけるCD235a陽性細胞数をカウントした。(n=3, mean±SD) 
 
(C) DOX-ON/-OFF状態におけるKLF1, GATA1, GCN5遺伝子発現解析 
リアルタイムPCRによるKLF1, GATA1, GCN5遺伝子の発現解析結果を示す。赤血球分化に重要
な転写因子KLF1, GATA1においてON状態からOFF状態において発現上昇が確認された。また
OFF状態における発現量はクローンA<B<Cの順に高いことがわかった。また、核の濃縮に関連し、
遺伝子転写促進するヒストンアセチル化トランスフェラーゼ遺伝子GCN5はOFF状態において発現
抑制が認められた。 (n=3, mean±SD) 

図9-B 

図9-C 
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図10. 不死化赤芽球株はクローン毎に異なるヘモグロビン合成能を示し、成人型βグロビンの発
現を認める 
(A) 細胞ペレット色調 
遠心操作を行ったときの細胞ペレットの色調を観察した。左からクローンA,B,Cを示し、各図にお
いて左 DOX-ON (ON), 右 DOX-OFFにおいて72時間培養した状態(OFF)を示す。ONからOFF
状態においてペレット色調が赤く変化していることがわかる。これらの細胞株がヘモグロビン合成
能を有していることがわかる。特にクローンB,Cにおいて強く赤変が認められた。 
(B) DOX-ON/-OFF状態におけるALAS2, TFRC遺伝子及びグロビン関連遺伝子発現解析 
リアルタイムPCRによるALAS2, TFRC遺伝子及びグロビン遺伝子(HBE1, HBG1/HBG2, HBB)の
発現解析結果を示す。ヘム合成に関連する遺伝子ALAS2及びトランスフェリン受容体遺伝子
TFRCは各クローンにおいてON状態からOFF状態において発現上昇が確認された。また、各クロ
ーンにおいてグロビン関連遺伝子の発現がみられ、特にクローンCにおいて成人型βグロビン
(HBB)の高い発現が確認された。 (n=3, mean±SD) 

図10-A 

図10-B 
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図11. クローン間におけるc-MYC及びBCL-XL発現量の違い 
(A) リアルタイムPCRによるTotal c-MYC, Total BCL-XL, Exogenous BCL-XL遺伝子の発現解
析結果を示す。Total c-MYCにおいてON状態では各クローンにおいて高い発現が確認され、発
現量はA>B>Cの傾向を示した。これらの発現はOFF状態において発現の低下が認められた。
Total BCL-XLではクローンAにおいてON状態からOFF状態において発現低下が認められるの
に対し、クローンB及びCではOFF状態において発現上昇が確認される。Exogenous BCL-XLに
おいては各クローンにおいて、OFF状態において発現が低下してることが確認された。(n=3, 
mean±SD) 
(B) 各クローンにおけるON及びOFF状態における外来性遺伝子発現量とそれに関連した遺伝子
群の挙動 
各クローンにおいてc-MYC及びBCL-XL遺伝子の発現量及びKLF1, GATA1, ヘモグロビン合
成能の変化を示す。ON状態において、c-MYC及びBCL-XLの発現量はクローンA>B>Cの傾向
を示し、このことが各クローンのON状態における分化段階の違い(自己複製を行う状態)を規定す
る因子として示唆される。また外来性遺伝子の発現下においては、KLF1,GATA1,ヘモグロビン
合成能は異なるレベルで抑制されていると考えられる。しかしながら、OFF状態においては、外来
性遺伝子の低下とともに抑制が解かれ、内因性BCL-XL, KLF1, GATA1, ヘモグロビン合成能は
上昇に転じることが示される。さらに発現量はA>B>Cの傾向を示した。 

図11-A 

図11-B 
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表2. 不死化赤芽球株におけるDOX-ON/-OFF時の細胞サイズ(直径)、核サイズ(直径)及びN/C
比 
クローンA,B,CのDOX-ON/-OFF状態における細胞サイズ(直径, μm)、核サイズ(直径, μm)及
びN/C比を示す。それぞれのクローンにおいてDOX-ONから-OFFになると細胞サイズ及び核サイ
ズ、N/C比が低くなる。さらにクローン間においてもDOX-ON/-OFF状態で、これらの数値はクロ
ーンA>B>Cの関係を示す。(各条件下において、500細胞を計測し、その結果をmean±SDで示す
。） 
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表3. リアルタイムPCRに用いたプライマーセット  (5’側から3’側への配列を示す。) 
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