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研究成果の概要（和文）：マスト細胞におけるGATA2の役割を明らかにするために、骨髄由来マスト細胞（BMMCs）を用
いてCre-LoxPシステムによりGata2遺伝子を欠失し、性状解析を行った。その結果、GATA2の機能欠失によりマスト細胞
の分化形質が失われ、次いで骨髄球のマーカーであるCD11bとLy-6G/Cおよび骨髄球の分化決定に重要なC/EBPαの発現
上昇を伴い脱分化が引き起こされることを明らかにした。本解析によりGATA2によるCebpaの発現抑制が、マスト細胞分
化形質の維持にきわめて重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To clarify roles GATA2 plays in the BMMCs, the DNA binding C-finger domain of 
GATA2 was genetically disrupted by Cre-LoxP system in BMMCs (G2ΔCF-BMMCs). We found that deletion of 
GATA2 CF results in a loss of mast cell identity of BMMCs, whereas the expression of Mac1- and/or 
Ly-6C/G-positive cells was significantly increased in G2ΔCF-BMMCs. Furthermore, GATA2 ablation led to a 
significant upregulation of C/EBPα, a key player of myeloid cell differentiation, and forced expression 
of C/EBPα in wild-type BMMCs phenocopied the GATA2ΔCF cells. Our findings suggest that the repression 
of Cebpa by GATA2 is essential for maintaining mast cell identity in BMMCs.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 血球系細胞において、転写因子 GATA1 は、
赤血球、巨核球、好酸球、マスト細胞で発現
し、GATA2 は造血幹細胞、赤血球前駆細胞、
巨核球、好酸球、マスト細胞で発現している。
両 GATA 因子は各分化系列においてその分化
進行や機能に重要な役割を担っており、特に
マスト細胞では分化決定に必要であること
が報告されている。 
 これまでに、血球細胞における GATA1 と
GATA2 の関係は赤血球分化過程をモデルにし
た発現・機能解析で比較的詳しく調べられて
おり、正常な赤血球分化過程には‘GATA 
switch’と呼ばれる分化進行に伴う GATA2 か
ら GATA1へ発現の入れ替わりが必須である事
が赤血球系細胞株やマウス個体を用いた解
析で示されている。この‘GATA switch’は
細胞分化過程における転写因子ネットワー
クを理解する上で有用なモデルとなってお
り、非血球系の栄養芽細胞の分化過程におい
ても GATA2 と GATA3 間で類似の機序が報告さ
れている。しかしながら、マスト細胞の分化
過程における両 GATA 因子の発現制御機構は
不明であった。 
 そこで研究代表者らは、マウスの全骨髄細
胞を IL-3 と SCF を用いて１ヶ月間培養し得
られるマスト細胞（BMMCs）の成熟過程にお
ける、両因子の発現様式の解析を行った。そ
の結果、①マスト細胞では両 GATA 因子の発
現は互いに非依存的であること、②マスト細
胞では赤血球よりも GATA1 の発現量が低く、
一部のエンハンサーがクロマチン修飾レベ
ルで不活性化されていること、③GATA2 の発
現は、骨髄細胞がマスト細胞に成熟する過程
で増加し、分化決定後も高い発現量を維持し
ていることを見いだした(Ohmori et al, 
2012)。これらの結果は、GATA1 と GATA2 の遺
伝子発現制御の分子機序は、マスト細胞と赤
血球とで異なっていることを示すものであ
る。 
 これまでに GATA1 は、マスト細胞特異的な
遺伝子発現を制御することが報告されてい
たが、前述した①〜③の知見から究研究代表
者らは Gata1コンディショナルノックアウト
マウスから樹立した BMMCs を用いて GATA1 の
全翻訳領域を欠失させ、分化したマスト細胞
におけるGATA1の必要性を知るために解析を
実施した。その結果、BMMCs で GATA1 を欠失
させても形態や細胞表面マーカーの発現、細
胞増殖能などに顕著な変化は認められなか
った(Ohneda et al, 2013)。このことから、
これまで主にGATA1に制御されていると報告
されていた MCCPA、c-Kit、FcRIなどのマス
ト細胞特異的な遺伝子は、実際には GATA2 に
よって制御されているのではないかと推察
した。そこで研究代表者らは先行研究として
Gata2 コンディショナルノックアウトマウス
（G2CKO マウス）から樹立した BMMCs で薬剤
誘導的に GATA2 の機能を欠失させ、性状解析

を行った。その結果、マスト細胞マーカーで
あるc-Kit とFcRIの発現は大きく減少し、
細胞内顆粒が失われ骨髄球様の形態を呈し
ていた。さらに驚いたことに、骨髄球マーカ
ー で あ る 11c と Ly6G/C 、 お よ び
G-/M-/GM-CSFR、IL-5R、IL-6R の発現上昇が
認められた。この結果から GATA2 欠失により
BMMCs が脱分化したと考えられた。
 
２．研究の目的 
 
本研究課題では先行研究結果に続き、より詳
細な解析を行うことで、分化決定後のマスト
細胞におけるGATA2の役割を明らかにするこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
１）GATA2CF-BMMCs の性状解析 
G2CKO マウスの骨髄から BMMCs を樹立し、
4-Hydroxytamoxifen (4-OHT)によりCre-LoxP
シ ス テ ム で Gata2 を 欠 失 さ せ る
(GATA2CF-BMMCs)。具体的には以下の解析を
実施する。①細胞表面マーカーの発現変化を
フローサイトメトリー（FCM）で解析する。
また、サイトスピン標本の作製と顆粒染色に
より形態的解析を行う。②サイトカイン添加
により GATA2CF-BMMCs が好中球やマクロフ
ァージ、好酸球等への分化能を有しているか
どうか検討する。他細胞系列に分化した場合、
それらの細胞が機能的であるかどうか検討
する。③トランスクリプトーム解析（RNA-Seq）
によりGATA2機能欠失に伴う遺伝子発現変化
を網羅的に調べる。 
 
２）①野生型 BMMCs に対する Cebpa の過剰発
現と Gata2・Cebpa の二重欠失 BMMCs を作製
し解析することにより、細胞系列転換に
Cebpa の発現上昇が必要か否か検討する。さ
らに、②GATA2 が直接 Cebpa 遺伝子を直接抑
制しているのか否かについて、クロマチン免
疫沈降法を中心に解析を行う。 
 
４．研究成果 
 
１）GATA2ΔCF-BMMCs の性状解析 
①GATA2CF-BMMCs を FCM によって解析した
結果、c-Kit と FcRIの発現が減少すると同
時に CD11b と Ly6G/C の発現上昇が認められ
た（図１A）。形態学的観察を行った結果、マ
スト細胞に特徴的な顆粒が失われ、核が大き
く骨髄球様の形態を呈していた（図１B）。 
 
②さらに、GATA2CF-BMMCs は、顆粒球に発現
する G-/GM-/M-CSFR や IL-5R の発現が上昇し
(図 1C)、サイトカインカクテルによって機能
的な好中球様またはマクロファージ様の細
胞に形質転換した(図 1D)。以上の結果は、
BMMCs で GATA2 の機能を欠失させることによ
り脱分化が引き起こされること示している。 



 
③ BMMCsにおけるGATA2欠失の影響をRNAレ
ベルで網羅的に調べる為 G2CF-BMMCs で
RNA-Seq 解析を行った。その結果、マスト細
胞関連遺伝子の発現が広範に減少し、さらに
骨髄球において分化決定に重要であること
が知られている Cebpaの発現が脱抑制されて
いた（図２）。 

 
２）Cebpa の脱抑制による BMMCs の脱分化。 
 
①これまでに、Cebpa の過剰発現によって B
細胞や赤血球前駆細胞がマクロファージに
分化転換することが報告されているため、野
生型 BMMCs に対しレトロウイルスによって
Cebpa の過剰発現を行った。その結果、
G2CF-BMMCsと同様にc-KitとFcRIの発現
が減少し、CD11b と Ly6G/C の発現上昇が認め
られた（図３A）。さらに Gata2・Cebpa 二重
欠失 BMMCs(DKO)を作製し、細胞系列転換に
Cebpa の発現上昇が必要か否か検討した。そ
の結果、DKO では CD11b や Ly6G/C の発現上
昇は認められず、骨髄球マーカーである
Myeloperoxidase の発現上昇も起こらなかっ
た（図３B,C）。以上のことから GATA2 が Cebpa

を発現抑制することがマスト細胞の分化形
質を維持為に必要であることが示唆された。 

② 過去の報告で Cebpa 遺伝子座には 32Dcl3
細胞（骨髄球系細胞株）におけるエンハンサ
ー領域として、‘+37K 領域’が同定されてい
る。この領域には RUNX1 と PU1 が結合する事
が報告されていたが GATA 因子の結合につい
ては明らかとなっていなかった。研究代表者
らが配列を調べた結果、RUNX1 と PU.1 の結合
配列の間に挟まれるように GATA 結合配列
（TTATC）を見出した。GATA2 が直接 Cebpa遺
伝子を抑制しているのか否かについて調べ
る為に、クロマチン免疫沈降法を行った結果、
この領域に GATA2 が結合すること（図４A）、
また GATA2 欠失により広く Cebpa遺伝子座が
アセチル化されることを見出した（図４B）。
この結果は BMMCs において GATA2 はクロマチ
ン修飾レベルで直接 Cebpaを抑制しているこ
とを示唆している。 
 本研究課題により GATA2 が Cebpaを発現抑
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図１  BM M CsにおけるGATA2欠失 
 

A) マスト 細胞マーカ ーと 骨髄球マーカ ー発現。 B) GATA2 ∆CF-BM M Csのラ イ ト ギ
ムザ染色による形態学的観察。 C) 4 -OHT処理後のタ イ ムコ ースqPCR。 D)サイ ト カ
イ ンカ ク テルで培養し たGATA2 ∆CF-BM M Csの5日目と 10日目の形態。  
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図2  G2 ∆CF-BM M CsのRNA-Seq解析 
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BM M Cs)の解析 
 

A)野生型BM M Csに対するCebpa過剰発現後のFCM 解析。 B) 
DKO-BM M Csの４ -OHT処理後５ 日目と 1 0 日目におけるFCM 解
析。 C) DKO-BM M CsのqPCR解析 
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制することがマスト細胞の分化形質を維持
為に必要であることが示唆された。 
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