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研究成果の概要（和文）：マスト細胞は血球系細胞の一種であり、末梢組織に存在し、アレルギーや病原微生物
に対する生体防御反応などの機能を有する。マスト細胞に特異的な遺伝子の多くが、転写因子GATA2によって制
御されている。マスト細胞においてGata2遺伝子は高レベルで発現しているが、その分子メカニズムはわかって
いなかった。本研究では、マウスGata2遺伝子の+53kbpに存在する領域がマスト細胞において活性化しているこ
とを発見し、この領域をゲノム編集法で欠失させたマウスではマスト細胞の分化が一部障害されることを見出し
た。

研究成果の概要（英文）：Mast cells are hematopoietic cells that reside in peripheral tissue and play
 critical roles in allergic inflammation as well as host defense against pathogenic microorganisms. 
Most of mast cell-specific genes are regulated by a transcription factor GATA2. It is expressed at a
 high level in mast cells, but molecular basis underlying the high level of expression is not 
defined. In this study, we found that 53kbp downstream of transcription start site of murine Gata2 
　is highly activated in mast cells. Deletion of this region in mice by genome editing resulted in 
partial defect in mast cell development. 

研究分野：分子生物学

キーワード： マスト細胞　好塩基球　エンハンサー　転写因子　遺伝子発現制御　トランスクリプトーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、マスト細胞と好塩基球でのGata2遺伝子の発現を制御し、ヒトとマウスで保存された新規エンハン
サー領域を同定した。Gata2遺伝子には複数のエンハンサーが同定されており、血球の分化段階や細胞系列によ
って時空間的にその機能が調整されている。本研究はマスト細胞・好塩基球ではたらく新しいGATA2の発現制御
メカニズムを明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

GATA2 は、造血幹細胞・前駆細胞（HSPCs）の増殖や生存に必須の転写因子である。研究代表者

らは、生体防御やアレルギー性炎症等に多彩な機能を有するマスト細胞において、GATA2 がその

分化形質の維持に必須であることを誘導的ノックアウトマウスなどの解析により明らかにして

きた。近年、Single cell RNA-seq 等の技術を用いた公開トランスクリプトームデータベースが

充実し、遺伝子の発現量を異なる細胞系列間で比較できるようになった。それらによって、GATA2

の発現量が HSPCs よりもマスト細胞で顕著に高いことが明らかになってきた。また、ヒトのマス

ト細胞を用いたクロマチン活性化状態の網羅的解析により、高度に活性化されたクロマチンの

指標である広範囲の H3K4me3 修飾が最も顕著にみられる遺伝子が GATA2 であることが報告され

た（Cildir, 2019）。 

一方で、GATA2 遺伝子がどのような分子メカニズムによってマスト細胞で高い発現量を維持し

ているのか、GATA2 は HSPCs とマスト細胞で共に重要な役割をしているのに、なぜマスト細胞で

より多く発現しているのかについては不明であった。GATA2 遺伝子の発現を制御するエンハンサ

ー領域は複数知られており（図１）、それらの領域を欠失させたマウスは、領域によって若干の

相違はあるものの、いずれも胎生期の赤血球造血に異常を来たすことが報告されている。しかし

ながら、マスト細胞における GATA2 の発現に関与しているエンハンサーは分かっていなかった。

マスト細胞ではまだ解析されていない未知のエンハンサーが活性化している可能性も考えられ

た。また、マスト細胞で GATA2 が制御している遺伝子のいくつかは、やはり高レベルで発現して

いることが知られている。例えば、チロシンキナーゼ型受容体 Kit の mRNA レベルは、GATA2 と

同様に HSPCs とマスト細胞でともに発現しているが、その発現レベルは HSPCs に比べてマスト

細胞で明らかに高い。さらに、マスト細胞特異的なタンパク分解酵素をコードする Tpsb2 や Cpa3

の mRNA 発現量は、マスト細胞のみならず、すべての細胞系列において、発現している遺伝子の

中で上位に位置している。これらの

ことから、GATA2 遺伝子は HSPCs で

は機能していない何らかのメカニ

ズムによって高度に活性化され、標

的遺伝子の発現量を高いレベルで

維持していることが推察された。 

 

２．研究の目的 

これらの背景を踏まえて、本研究では、マスト細胞における GATA2 遺伝子の高度活性化はどの

ような機序でおこり、マスト細胞のどのような機能に必要なのかを解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 研究開始前の予備的検討として、公開 ChIP-SEQ データベースを用いて各種細胞の活性化クロ

マチン H3K27Ac を可視化した（図 2）。その結果、マウス骨髄由来マスト細胞（BMMCs）で広範囲

にアセチル化されており、他の細胞系列ではアセチル化の程度が弱い領域を Gata2 の転写開始

点から+53kbp に見出した。当初はこの領域を Gata2 downstream regulatory element (DRE)と

命名したが、のちの解析でこの領域は BMMCs のみならず、骨髄由来の好塩基球でも活性化してい

ることが分かったため、Gata2 distal mast cell- basophil- enhancer (G2DMBE)と命名した。 



この予備的結果を踏まえて、本研究では、１）G2DMBE の機能解析、２）マスト細胞と好塩基球

に共通の前駆細胞（Basophil Mast cell progenitor）の生存・増殖に必要な IL-3 シグナリング

関連遺伝子に対する GATA2 の役割、

３）マスト細胞で高発現している

GATA2 の標的遺伝子群（スーパート

ランスクリプトームと命名）の同

定、の 3つの課題に沿って研究を進

めることとした。 

１）G2DMBE の機能解析 

G2DMBE は約 400bp であり、2 か所の GATA 結合配列が存在している。近傍にある Eefsec と

Dnajb8 の発現はユビキタスであり、GATA2 が発現していない細胞でも発現している。よって、

BMMCs で強くアセチル化しているこの領域は Gata2 の発現を制御していると考えられた。さらに

この領域は、ヒト K562 細胞を用いた CRISPRi スクリーニング法で報告された GATA2 エンハンサ

ー（Gasperini, 2019）と相同的な位置に存在し、2か所の GATA 結合配列を含む領域はヒトとマ

ウスでよく保存されていた。 

最初にこの領域がマウスマスト細胞株である MEDMC-BRC6 細胞株で GATA2 の発現にどの程度寄

与しているのかを調べるために、ゲノム編集法でこの領域を欠失させた細胞を作製し、GATA2 や

その標的遺伝子の発現量を解析した。また、当初予定にはなかったが、マウス個体レベルで

G2DMBE の機能を調べるため、ゲノム編集法でこの領域を欠失したマウスを作製した。欠失マウ

スの皮下組織や腹腔マスト細胞の数や分布を解析し、BMMCs の形成に異常がないかどうか調べた。

また、G2DMBE -/-マウスと野生型マウスから作製したBMMCsを用いて、RNA-seq解析を実施した。

また、骨髄細胞を用いたフローサイトメトリー（FACS）解析によって、未分化なマスト細胞での

G2DMBE の役割や、G2DMBE 欠失による他の細胞系列への影響について解析した。 

２）IL-3 シグナリング関連遺伝子に対する GATA2 の役割 

３）マスト細胞で高発現している GATA2 の標的遺伝子群（スーパートランスクリプトームと命

名）の同定 

 これらの課題は、おもに１）で作製した G2DMBE -/-マウス由来骨髄細胞を用いて行った。 

２）IL-3 はマスト細胞の生存に必須であり、STAT3 や STAT5 をリン酸化する。予備的検討で

は、MEDMC-BRC6 マスト細胞株（BRC6）や BMMCs の培養時に IL3 をリフレッシュすると、一過性

に GATA2ｍRNA の発現が増加することを観察している。そこで、G2DMBE -/-マウスでは IL-3 受容

体からのシグナリング経路が正常に機能しているのかどうか、BMMCs の RNA-seq で解析した。ま

た野生型 BMMCs を用いた定量的 ChIP 解析や公開 ChIP-seq データベースの解析により、IL-3 シ

グナリングに関わる分子のマスト細胞での発現に GATA2 が関与しているかどうかを解析した。 

３）背景で述べたとおり、Kit, Tpsb2, Cpa3 は GATA2 の標的遺伝子であり、マスト細胞で高

発現している。G2DMBE 欠失によって発現が変化する遺伝子群に、これらの遺伝子のようにマス

ト細胞で高発現している遺伝子が多く含まれているかどうかについて、G2DMBE -/-マウス BMMCs

の RNA-seq 解析で解析した。具体的には、野生型 BMMCs での mRNA 量と G2DMBE -/-での発現変化

をプロットして解析した。 

 

４．研究成果 

１）G2DMBE の機能解析 



MEDMC-BRC6 マスト細胞株（BRC6 細胞）を用いて定量的 ChIP 解析を行い、クロマチン活性化状

態と GATA2、GATA1 の結合を調べた。その結果、ChIP-seq でアセチル化が観察された領域は、既

知の Gata2+9.5kbp エンハンサーと同程度にアセチル化され、GATA2 の結合も観察された。ChIP-

seq 上のアセチル化領域は+53-56kbp と広く観察され、+53kb 以外にの領域にも GATA 結合配列が

存在していたが、BRC6 細胞ではアセチル化・GATA2 の結合ともに+53kb が最も顕著であった。ま

た、活性化エンハンサーの指標である H3K4me1 修飾が観察された。 

そこで、+53kb の 2 か所の GATA 配列を含む約 400bp の領域を G2DMBE と命名し、ゲノム編集法

によって、この領域を欠失させた MEDMC-BRC6 細胞を作製した（図 3A）。crRNA をエレクトロポレ

ーションで導入後、1細胞/well に分取し、細胞が増えたところで genotyping を行った。得られ

た野生型、ヘテロ欠失体、ホモ欠失体のクローン（7-12 クローン/遺伝子型）をプールして、定

量 PCR を行った。Gata2 の発現量は、野生型、ヘテロ欠失体、ホモ欠失体の順に低下しており、

ホモ欠失体は野生型の 2分の 1以下に低下していた（図 3B）。これらの結果から、G2DMBE はマス

ト細胞での GATA2 の発現に貢献している領域であることが確認された。 

そこで次に、G2DMBE を欠失するマウスをゲノム編集法によって作製した。Genotyping の結果、

4ラインのホモ欠失体マウスが得られた。欠失領域の塩基配列を確認したところ、ライン間で若

干の相違はあるが、2 か所の GATA 結合配列は全てのラインで欠失していた。解析は主に 1 ライ

ンで行い、主要な結果を第二のラインを使って確認した。G2DMBE-/-マウスは、メンデル則に従

って出生し、生殖可能であり、成長障害や貧血・出血傾向等の顕著な表現型は観察されなかった。 

 G2DMBE-/-マウスのマスト細胞の形成を調べるため、耳介皮膚の切片をトルイジンブルー染色

し、末梢組織マスト細胞を観察した。マスト細胞の数は、野生型と G2DMBE-/-マウスで差がなか

った。次に腹腔細胞を採取し、FACS 解析でマスト細胞（c-Kit+FcRI+細胞）の割合を調べたと

ころ、G2DMBE-/-マウス腹腔細胞でのマスト細

胞の割合は野生型の約 3 分の 2 に低下してい

た。これらの結果から、G2DMBE の欠失によっ

て、末梢組織マスト細胞の形成が部分的に障

害されていることがわかった（図 3C）。 

 次に、野生型と G2DMBE-/-マウスの骨髄か

ら、BMMCs を作製した。BMMCs は、全骨髄細胞

を IL-3（5ng/mL）で 14 日間培養し、その後 IL-

3 と SCF（5ng/mL）でさらに 14 日間培養して

作成する。培養開始から 28 日目前後には、約

95％の細胞が c-Kit+FcRI+のマスト細胞に分

化する。培養開始から経時的にマスト細胞の

割合を FACS で解析したところ、G2DMBE-/-で

は、14 日目までの IL-3 への反応性が顕著に低

下していた。これに対して、培養 14 日目から 20 日目までは野生型と同様に SCF に反応し、c-

Kit+FcRI+となる細胞が増加した。しかしながら、27 日目の c-Kit+FcRI+の割合は約 35%であ

った（図 3D）。FACS 像をみると、マスト細胞に分化しなかった細胞のほとんどは c-Kit が陰性で

あったが、FcRIの発現量にはばらつきがあり、野生型と同等の細胞もみられた（図 3D）。また、

G2DMBE-/-で c-Kit+FcRI+となった細胞は、形態的には野生型の BMMCs と同様であったが、FACS

上、細胞内の構造の複雑さの指標となる SSC が低下していた。このことから、c-Kit+FcRI+細

胞にも何らかの分化障害があることが推測された。 



 

２）IL-3 シグナリング関連遺伝子に対する GATA2 の役割 

３）マスト細胞で高発現している GATA2 の標的遺伝子群（スーパートランスクリプトームと命

名）の同定 

 これらの課題は、G2DMBE-/-の骨髄細胞を用いて、BMMCs(c-Kit+FcRI+)に分化した細胞の RNA-

seq 解析によって進めた。ちなみに c-Kit 陰性細胞の形態は、核が分葉しマスト細胞の形態とは

大きく異なっていた。どのようなメカニズムで FACS 上 BMMCs に分化する細胞と c-Kit 陰性のま

ま分化できない細胞とに分かれるのかは明らかでないが、マスト細胞特異的な遺伝子の発現が

G2DMBE-/-細胞でどのような影響を受けているのか解析するためには形態が大きく変化していな

い c-Kit+FcRI+細胞の方が適していると考えた。 

 QCの結果、同定した遺伝子数は12355遺伝子であり、発現量が2倍以上低下した遺伝子が278、

増加した遺伝子は 451 であった。発現量の変化が大きかった遺伝子は、発現増加した遺伝子の方

が多かった。野生型細胞での発現量を X軸、発現量の変化を Y軸にプロットした解析では、発現

増加した遺伝子は、野生型での発現量が低い遺伝子が多かった。一方、野生型細胞での発現量が

高い遺伝子の発現量は G2DMBE 欠失によってほとんど変わっていなかった（図 4A）。当初予想し

ていたスーパートランスクリプトーム、すなわち、野生型で発現量が高い一群の遺伝子が G2DMBE

欠失によって一斉に発現低下するという結果は、この解析ではみられなかった。 

 次に、G2DMBE-/-BMMCs で発現低下していた遺伝子について、以前行った BMMCs で GATA2 を誘

導的に欠失させた細胞での発現変化と比較解析した。発現変化が大きい順に GATA2-/-細胞での

発現変化を調べたところ、ほとんどの遺伝子

（上位 20 遺伝子のうち 18 遺伝子）は、GATA2-

/-細胞でも発現低下していた。実験系が異な

るため、発現量の変化は単純には比較できな

いが、G2DMBE-/-の BMMCs で発現変化する遺伝

子は GATA2 の標的遺伝子の一部であることが

示された。これらの結果を踏まえて、IL-3 シ

グナリングへの影響を調べた。発現低下して

いる遺伝子について分子機能を示す Gene 

Ontology 解析を行ったところ、Signaling 

receptor activity、Cytokine activity、

Receptor ligand activity 、 Signaling 

receptor binding など、サイトカインシグナリングに関連する Pathway が上位に抽出された（図

4C）。IL-3 シグナリングに直接関わっている主な遺伝子の発現変化を調べたところ、発現変化は

いずれも小さかったが、IL3RA や STAT5A の発現が低下していた（図 4D）。 

 総括すると、本研究では、マスト細胞での GATA2 の発現制御に関わる新規エンハンサーである

G2DMBE を同定し、その欠失マウスを作製・解析した。その結果、このエンハンサーは確かにマ

スト細胞における GATA２の標的遺伝子の発現に寄与していることが示された。しかしながら、

G2DMBE はマウス個体におけるマスト細胞の形成には必須ではなく、、マスト細胞で高発現してい

る GATA2 の標的遺伝子が、G2DMBE 欠失によって一斉に発現低下することはなく、個々の遺伝子

によって影響が異なっていた。これらのことから、個体におけるマスト細胞の形成には G2DMBE

単独では十分ではなく複数のエンハンサーが関与していると考えられた。 
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