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研究成果の概要： 

 ２年間の研究により以下のことを明らかにした。 

 

1. マウスGata1遺伝子を含む196 kbの大腸菌人工染色体（BAC）にGFPを挿入した構築

を用いて作成したトランスジェニックマウス（GATA1-BAC-GFPマウス）では、GFP

レポーター遺伝子の発現パターンが内在性GATA1の発現パターンを忠実に再現す

ることが明らかになった。 

2. GATA1-BAC-GFPマウスでのGFP蛍光と血液細胞表面マーカーの組み合わせにより、

赤血球系前駆細胞を分化段階ごとに分離する方法を確立した。 

3. GATA-1ノックダウンマウス白血病細胞に由来する細胞株を用いて、Chip on ChIP

解析により多くのGATA-1標的遺伝子を見いだした。 

4. GATA1-BAC-GFPマウスを用いた解析から、GATA-1遺伝子の制御領域であるG1HEおよ

びdouble GATA領域の機能を明らかにした。 

5. ヒトGATA-1BAC トランスジェニックマウスを作成し、GATA-1変異マウスの胎児致

死性をレスキューすることに成功した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 2,100,000 0 2,100,000 

2008 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,400,000 390,000 3,790,000 

 
 
 
 
 
 
研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・分子生物学 
キーワード：GATA1、トランスジェニックマウス、BAC, 赤血球、白血病 

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2007～2008   

課題番号：19770187 

研究課題名（和文） 大腸菌人工染色体を用いた赤血球分化鍵因子 GATA-1 遺伝子の制御機構  

          の解明 

研究課題名（英文） Analysis of Gata1 gene transcriptional regulation  

 

研究代表者  

  森口 尚（MORIGUCHI TAKASHI） 

  東北大学・大学院医学系研究科・講師 

  研究者番号：10447253 

 
 



 

 

 
１．研究開始当初の背景 
 GATA1 は，GATA 配列を認識して DNA に結合する

転写調節因子 GATA ファミリーのひとつであり、

赤血球分化に重要な遺伝子発現を統合的に制御

していることが知られている。また、GATA-1 の

タンパク質の変異および、発現量の低下は、そ

れぞれ急性巨核芽球性白血病および特発性骨髄

繊維症の原因となることが知られている。 

我々は GATA1 の発現量が減弱した変異マウスに

おいても、白血病が再現されることをこれまで

に明らかにした。 GATA1 は造血前駆細胞から赤

血球への分化過程において、ダイナミックな発

現レベルの変化を示し、この生理的な発現レベ

ルの変化は正常な造血細胞分化に必須の現象で

ある。従って、赤血球前駆細胞での GATA1 タン

パク質の機能を解明し、Gata1 遺伝子の発現制

御機構を明らかにすることが、赤血球造血シス

テムを理解し、Gata1 遺伝子変異によるヒト血

液疾患の発症機序を理解するための重要課題で

ある。 

  

２．研究の目的 
  本申請研究では、以下の各項目を目的とした。 
   
  (1)正常な赤血球造血に必要な、転写因子
Gata1 遺伝子の赤血球前駆細胞での発現制御

機構を明らかにする。 

 
  (2)赤血球前駆細胞での GATA1 の機能を解明

するために、分化進行に必要な GATA1 の標的

遺伝子を同定する. 

 
  (3) ヒト白血病症例にみられた変異型 GATA1

分子の機能欠失を明らかにする. 

 

３．研究の方法 
 
(1) Gata1 遺伝子の赤血球前駆細胞での発現

制御機構を解明するために、マウス Gata1

遺伝子を含む 196 kb の大腸菌人工染色体

（BAC）に GFP を挿入した構築を用いて、

ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス

（GATA1-BAC-GFP マウス）を作製し，本マ

ウスを用いて GFP レポーター遺伝子の発

現解析を行った （図１）。 

 

 
 

(2)更に、Gata1遺伝子の制御領域（G1HE 領域、

dbGATA 領域）の生理的な機能を明らかにす

るために、それぞれの制御領域に変異を導

入した GATA1-BAC-GFP トランスジェニック

マウスを作成した。 そして、GFP レポー

ター遺伝子の発現パターンの変化を解析

することにより、各制御領域の欠失による、

赤血球分化段階ごとの GFP 蛍光発現の変化

を詳細に解析した (図１)。 

 

(3)染色体の Gata1遺伝子座上で制御領域

（G1HE 領域、dbGATA 領域）に変異を加え

たマウス(dbGATA 欠損マウス、G1HE 欠損マ

ウス)を用い、造血前駆細胞から赤血球の

各分化段階の細胞画分における、内在性

Gata1遺伝子の発現レベルの変化を解析し

た （図２）。

 
 

  (4) 赤血球前駆細胞での GATA-1 の機能を解
明するために、新規に樹立した培養細胞株を

用いて、 GATA1 の標的遺伝子を ChIP on Chip 

法により網羅的に探索した (図３)。

 

   
  (5) GATA1 欠失細胞株に対して、変異型ヒト
GATA1 分子を導入して、その機能的欠失を明

らかにする（図４）。



 

 

 

 
  (6)ヒト Gata1遺伝子座を有するBAC DNA に対
して、白血病細胞においてみられた変異を導

入し、トランスジェニックマウスを作成した

後に、Gata1ノックアウトマウスに交配する。

そして、ヒト変異型 GATA-1 にて生存するマウ

スの表現型を解析することにより、その変異

ヒト GATA-1 の機能を明らかにする（図５）。 

 
 
４．研究成果 
(1) GATA1-BAC-GFP マウスでの GFP 蛍光の発現

パターンは、内在性 GATA1 の発現パターンを忠

実に再現することが明らかになった。また、

GATA1-BAC-GFP マウスでの GFP 蛍光と血液細胞

表面マーカーの組み合わせにより、赤血球系前

駆細胞を分化段階ごとに分離する方法を確立

した（図６）。

 
(2) BAC トランスジェニックマウスを用いた解

析から、Gata1遺伝子の２つの制御領域（G1HE

と dbGATA）は、いずれも未分化な前駆細胞に

おいて Gata1 遺伝子発現に必須であることが

明らかになった。 

 

(3)Gata1 遺伝子を含む X 染色体上において、

G1HE もしくは dbGATA の制御領域を欠失させた

マウスでは、赤血球系造血前駆細胞における

GATA1 の発現量が低下することを明らかにした。 

 

(4) そのためこれらの制御領域変異マウスで

は、未分化な造血前駆細胞の分化が障害され、

異常に蓄積する現象が認められた。また、それ

に伴って末梢血での貧血を生じることが分か

った（図７）。 

 
 

(5) さらに、Gata1遺伝子座では、通常は不活

性化されている潜在的な転写開始点や制御領

域が、G1HE もしくは dbGATA 領域を欠失させる

ことにより代償的に活性化される現象が観察

された。 

 

(6) 潜在的転写開始点の活性化により、白血病

症例にみられるアミノ末端が欠失した変異型

GATA-1 が生じるような転写産物の発現が観察

された。この現象は Gata1遺伝子制御領域の変

異による変異タンパク質の発現が、血液疾患の

発症を惹起する可能性を示唆する。 
   
  (7) ChIP on Chip 解析により約 2700 の GATA
因子標的遺伝子が明らかになった。それらの

結合配列は３つのパターンに分類されること

が明らかとなった。第１のパターンは、GATA-2

のみが結合するサイト。第２のパターンでは

GATA-2 および GATA-1 の両方が結合するサイ

ト。第３のパターンは、GATA1 のみが結合す

るサイトである。これら 3 パターンの GATA

因子結合サイト周囲の DNA 配列の解析から、

それぞれのパターンに特徴的な他の転写因子

の結合サイトの存在が明らかとなった。 

   

    
   
  (3) 変異型ヒトGATA1は野生型GATA-1とほぼ
同程度に、GATA1 欠失細胞株の分化を進行さ

せた。一方、野生型ヒト Gata1 遺伝子を有す

るBACDNAは Gata1欠失マウスの致死性を完全

にレスキューできることが明らかとなった。

現在、変異型ヒト GATA-1 を有する BACDNA に

よる Gata1 欠失マウスのレスキュー実験が進

行中であり、この解析により変異型 GATA1 に

よる白血病発症のメカニズムの一端が明らか

になると考えている。 
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