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研究成果の概要（和文）：造血幹細胞は長期間の休止期を持つ独特の増殖形態や、強力な酸化ス

トレス防御機構により、細胞の老化や癌化を防いでいる。本研究において、われわれは、造血

幹細胞の維持に必須の転写因子である GATA2 が、細胞増殖制御因と酸化ストレス関連遺伝子

の両者を直接の標的とすることを明らかにした。また、酸化ストレス防御に重要な転写因子で

ある Nrf2 を欠損するマウスにおいて、造血幹・前駆細胞動態に変化が見られることを示した。

これらは、幹細胞の増殖と酸化ストレス防御の制御が共通の要素によって制御されることを示

す結果である。 

 

 

研究成果の概要（英文）：Long-term dormancy in proliferation and strong defense response 

against oxidative stresses, prevent the senescence and tumorigenesis of hematopoietic 

stem cells. Here, we show that GATA2, a transcription factor essential for the life-long 

maintenance of hematopoietic stem cells, directly activates the transcription of several 

genes regulating cell proliferation, as well as genes regulating oxidative status. 

Furthermore, mice deficient in transcription factor Nrf2, which inclusively regulates 

oxidative stress response genes, show the different kinetics of hematopoietic 

stem/progenitor cells from wild type mice. These results indicate that cell proliferation and 

defense against oxidative stresses have shared regulatory components in hematopoietic 

stem cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 造血幹細胞（hematopoietic stem cell, HSC）
は、ヒトの一生の間の正常造血を維持する細
胞であり、その異常は、白血病や骨随異形成
症候群、再生不良性貧血などの致死的な病態
を引き起こす。一般に、増殖期の細胞では、
DNA の複製や染色体の分配の時期に遺伝子
の変異が蓄積しやすいことが知られており、
HSC は長期間の休止期（G0）期を持つ独特の
増殖形態や、強力な酸化ストレス防御機構に
よって、遺伝子の変異の蓄積による細胞の老
化や癌化を防いでいるとされる。しかし、そ
の分子機序については不明の点が多かった。 

 転写因子 Nrf2 は、化学物質や活性酸素活性
酸素（Reactive oxygen species, ROS）などが惹
起する酸化ストレスの処理に関わる解毒系
酵素群の発現を誘導する転写因子である。当
研究グループでは、Nrf2 遺伝子改変マウス、
および、Nrf2 と同時に酸化ストレス処理に重
要な含セレン蛋白質を欠損するマウス（Nrf2/

セレノシステイン tRNA（Trsp）遺伝子欠損マ
ウス）を作成し、これらの因子が癌の発生や
進行に重要であることを報告した（研究成果
の③、④、⑤、以下同様）。 また、Nrf2 の
発現は HSC において高いことが示され（⑪）、
本因子が HSC 内において ROS の処理などの
酸化ストレス制御に関わっている可能性が
予想された。 

 一方で、当グループでは、転写因子 GATA2

についても遺伝子改変マウス等を作成して
研究を行っており、本因子が HSC において発
現が高いことを報告し (Minegishi et al. JBC 

1998, Blood 1999)、また、本因子が HSC の発
生と分化、成体における HSC 機能の維持に必
須 の 因 子で あ るこ とを 明 らか に した 

(Minegishi et al. Blood 2003, Suzuki N et al. 

PNAS 2006) 。さらに、GATA2 の発現は細胞
周期の進行に伴い大きく変動し、その分解の
制御にはサイクリン／Cdk によるリン酸化が
関わることを示した（Koga et al. Blood 2007）。
これらの結果より、GATA2 が直接に細胞周期
進行の制御に関わる可能性が示唆された。ま
た、GATA2 は BCL-XL 遺伝子の制御領域にも
結合することから、BCL-XL などを介してミ
トコンドリアを制御し、酸化ストレスの産生
を抑制している可能性も示唆された（Koga et 

al. Blood 2007）。 

 

２．研究の目的 

 これまでの研究により、Nrf2 と GATA2 は
HSC において高く発現していることが示さ

れ、これら因子が HSC の増殖と酸化スト
レス制御の制御を介して、一生涯 HSC の
幹細胞性を維持するために働くことが予
想された。そこで、HSC の増殖と酸化スト
レスの制御についてその分子機構を解析
し、両者の接点を明らかにするともに、
HSC の幹細胞性の制御に関して包括的に
理解することを目的とした。本研究期間内
には、次の３点を重点に研究を行った。 

(1). Nrf2 欠損マウス、および、Nrf2 と Trsp

遺伝子の二重欠損マウスの造血能を解析
し、酸化ストレスの増強とその処理が HSC

機能の維持にどのように働くかを明らか
にする。 

(2). HSC などの造血細胞における GATA2

の標的遺伝子を明らかにし、GATA2 が細胞
増殖制御と酸化ストレス制御の両者に関
わることを明らかにする。 

(3). GATA2 と Nrf2 の解析から、細胞増殖制
御と酸化ストレスの抑制が HSC 内におい
て連動的に制御されることを示し、それら
と幹細胞性の維持機構との関連を明らか
にする。 

 

３．研究の方法 

(1). Nrf2 遺伝子, セレノシステイン tRNA

遺伝子、GATA2 遺伝子のノックアウトマウ
スを用いて、HSC の機能、特に増殖制御に
与える影響について、骨髄移植実験、5-FU

投与実験などの個体レベルの解析を行う。 

(2). 白血病細胞株、個体由来の造血幹細胞
分画などを用い、染色質免疫沈降法 

(Chromatinn immunoprecipitation, ChIP 法)に
より、GATA2 の標的遺伝子を同定する。
GATA2 結合が標的遺伝子発現与える影響
について、siRNA 法や遺伝子ノックアウト
マウスの解析により明らかにする。 

(3).  GATA2 の発現は G1/S 移行期に低く、
S/G2 期に高い。そこで、細胞周期や酸化ス
トレスの制御に関わる標的遺伝子につい
て、その発現と GATA2 結合の細胞周期変
動について解析する。細胞周期の同調のた
めに、サイトカイン依存性増殖をする白血
病細胞株 Ba/F3 を用いたサイトカイン除去
／再添加実験や、白血病細胞株 P815 をコ
ンフルエント状態まで培養後の希釈培養
実験を行う。 

 

４．研究成果 

(1). HSC 機能に対する Nrf2、含セレン蛋白
質による酸化ストレス制御の貢献 



 Mx1-誘導性 Cre-組み換え酵素を用いて
Trsp 遺伝子単独欠損状態を誘導したところ、
中等度の貧血（ヘモグロビン 8.5 g/dL 前後）
がみられた。同様の方法で Nrf2 遺伝子と Trsp

遺伝子の両者の欠損を誘導すると、貧血は高
度になり（ヘモグロビン 4.7 g/L 程度）となり、
赤血球への ROS の蓄積と間接ビリルビン値
の上昇が認められた。これらの結果は、Trsp

遺伝子の欠損が細胞内の ROS の蓄積を促し、
溶血性貧血を引き起こしていることを示し、
さらに、Nrf2 が ROS の除去に重要であるこ
とを示している。このマウスでは T リンパ球
の分化異常による胸腺の委縮とB細胞の減尐
も認められたが、骨髄球系、単球系の細胞に
ついては、著しい変化は認められず、これら
の表現型が HSC の段階の変化によるもので
はないと判断された⑪。 

 HSCの解析はNrf2単独欠損マウスを用いて
行った。2 重欠損マウスでは、溶血性貧血の
ために HSC への増殖刺激が強く、これが HSC
機能の検討に影響を与えると予想されたた
めである。Nrf2単独欠損マウスでは、無刺激
時の全骨髄細胞中の ROS量の増加は明らかで
はなく、HSC 数をはじめ、造血組織の通常の
解析では目立った変化は認められなかった。 
 Nrf2の発現を調べたところ、分化した細胞
よりも未分化な HSC分画において有意に高か
った⑪。この HSC 特異的な Nrf2 の発現が HSC
の予備力の変動を引き起こしている可能性
を検討するために、代謝拮抗薬である 
5-luorouracil(5-FU)投与実験を行った。そ
の結果、穏やかな条件の実験において、野生
型のマウスは全例生存したのに対して、Nrf2
欠損マウスでは 2週間以内にほぼ全例が死亡
した。この結果より、Nrf2が短期的な作用を
持つ HSCや造血前駆細胞の増殖動態に影響を
与えている可能性が間得られた。しかし、
Nrf2 が 5-FU の薬物代謝を促進している可能
性を否定できないと思われた。そこで、現在、
競合的骨髄移植や連続異色実験などを開始
し、より詳細な検討を行っているところであ
る。 
  

(2). GATA2 の標的遺伝子の同定 

GATA2 の標的遺伝子については、HSC の未
分化性マーカーである CD34 や、SCF 受容体
である c-kit などが報告されている。また、赤
血球系の分化を誘導する転写因子である
GATA1 と共通の標的遺伝子に競合的に結合
し、赤血球分化を制御することが知られてい
るなど、分化制御に関わる遺伝子似ついては
解析が進んでいる。しかし、細胞増殖や酸化
ストレス制御に関連した標的遺伝子につい
ては報告がなかった。そこで、既知の細胞周
期制御因子（サイクリンやサイクリンインヒ
ビターなど）について、web 上の配列情報を
用いて、その遺伝子制御領域の検討を行った。 

 GATA2 は、他の GATA 因子と同様に、
WGATAR 配列を認識して結合する。この
認識配列は確率的には 500~600 塩基に１個
の割合で存在すると予想されるが、実際に
GATA2 が結合する配列はそのごく一部で
ある。これまでに GATA2 標的遺伝子の網
羅的解析が複数報告されているが、それら
の結果からは、WGATAR 配列がタンデム
に繰り返す領域、２つの配列がパリンドロ
ーム構造をとっている領域、また、他の転
写因子の結合配列と近接している領域な
どが、GATA2 が実際に結合している可能性
が高い領域とされている。また、必ずしも
遺伝子制御領域が種保存性の高い領域で
あるとは限らないものの、数百 bp の大き
さの種間の保存性の高い領域の中で、転写
因子の結合配列の保存性が特に高い場合
には遺伝子制御領域として働く可能性が
高いことが予想された。 

 そこで、種間の保存性の高い領域につい
て、GATA 因子結合配列の保存性と周囲の
配列の状況を検討したところ、CyclinE1, 

CyclinD2 遺伝子にはそれぞれ２カ所の候
補領域があることが明らかになった。これ
ら G1 サイクリンは、細胞周期の G1 期後
期から G1/S 移行期に一過性に発現する。
また、GATA2 の発現も細胞周期変動が大き
いことから、細胞周期を部分的に同調した
上で ChIP 法による解析を行った。GATA2

を発現する白血病細胞株 P815 と Ba/F3 を
用いて、再希釈培養、サイトカイン除去／
再添加実験を行い、ChIP 解析をしたところ、
G1／S移行期の細胞を多く含むサンプルに
おいて、候補領域への一過性の GATA2 結
合が示された 12。この一過性の GATA2 結
合の時期と一致して、同じ領域への CBP

の動員やヒストンのアセチル化が認めら
れ、GATA2 の結合が遺伝子の染色質構造の
変化を誘導し、転写活性化に働いている可
能性が示された。 

 CyclinE1, CyclinD2 遺伝子に対する
GATA2 結合は、胎児期の造血組織である胎
児肝臓や胎盤においても認められた。 

 一方、本研究期間中に報告された複数の
GATA2 の標的遺伝子に関する網羅的な解
析では、CyclinE1, CyclinD2 遺伝子に対する
有意の結合は認められないか、非常に弱か
った。この結果に一致して、今回の実験に
おいて、対数増殖期の細胞を用いた検討で
は、これら遺伝子への GATA2 結合は弱か
った。この結果より、GATA2 の結合が細胞
周期特異的に一過性に起きるために、網羅
的解析では検出できないものと思われた。 

 次に、GATA2 発現の低下がこれら遺伝子
の発現に与える影響について検討した。３
種類の細胞株を用い、 siRNA 法により
GATA2 の発現を低下させるとこれら標的



遺伝子の mRNA 発現も低下した。さらに、
GATA2 遺伝子ノックイン／ノックアウトマ
ウス（Minegishi Blood 2003）の胎仔期造血組
織である大動脈周囲領域と胎盤における遺
伝子発現を検討したところ、 CyclinE1, 

CyclinD2 遺伝子発現の有意な低下が認めら
れ、これらの結果より、GATA2 は CyclinE1, 

CyclinD2 遺伝子の発現を直接に誘導してい
ることが示された。 

 一方で、 CyclinE1, CyclinD2 の発現は
Cyclin/Cdk 複合体の形成を通じて Cdk のリン
酸化活性を増強する。また、われわれは、
GATA2 は Cdk によりリン酸化され、分解を
受けやすくなることを既に報告している
（Koga 2007）。これらの結果と今回の結果を
総合すると、「GATA2 は CyclinE1, CyclinD2

遺伝子の発現を誘導するが、その結果として
増強されたCdk活性によって自身がリン酸化
されて分解される」ということになり、この
様な過程によって、GATA2が両遺伝子のG1/S

移行期一過性の発現に寄与している可能性
が予想された。 

 GATA2 は幹細胞や組織の未分化細胞など
に限定して発現する因子である。GATA2 発現
がそれら細胞の細胞周期特性を制御し、未分
化性や幹細胞性の維持に働いている可能性
について、今後も検討を行う予定である。 

(3). 酸化ストレス制御と細胞周期制御の接点 

 BCL-XL遺伝子がGATA2の標的遺伝子であ
ることは既に報告したが（Koga  et al. 2007）、
今回の実験系において、BCL-XL 遺伝子の他
に, BCL-2 遺伝子、および、ミトコンドリア
制御に関わる他の遺伝子においても GATA2

の結合が認められ、これら遺伝子への GATA2

結合も、サイクリン遺伝子と同様に細胞周期
進行により大きく変動していた。 

 GATA2 結合が増強する G1/S 移行期、およ
び、S/G2 期は細胞周期のチェックポイントで
あり、また、遺伝子の複製においても重要な
時期である。BCL-XL 遺伝子などのミトコン
ドリア関連遺伝子が、GATA2 の標的遺伝子と
して細胞周期特異的な発現特性を持つとす
ると、これら遺伝子がアポトーシスの制御と
ともに、複製中の遺伝子の保護に関わる可能
性も予想された。この点については今後のさ
らなる解析が必要である。 

 また、HSC において Nrf2 発現が強いこと
が示された。HSC など長寿命の細胞において
は、酸化ストレスによる遺伝子変異を防止す
ることが重要であると予想される。Nrf2 欠損
による HSC 制御については未だ解析中であ
るが、増殖特性の変化だけでなく、白血病発
症や遺伝子変異の増加等の観点からの解析
も行っていく予定である。 
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