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研究成果の概要（和文）：マスト細胞特異的遺伝子の発現制御におけるGATA転写因子とPU.1の役割について、高
親和性IgE受容体β鎖をコードするMs4a2遺伝子をモデルとして解析した。マウス骨髄マスト細胞（BMMCs）にお
けるMs4a2の発現量は、GATA2とPU.1を欠失させると同程度に低下した。クロマチン免疫沈降法では、Ms4a2遺伝
子へのGATA2とPU.1の結合様式は異なっており、ゲノム編集法で両者が共に結合する+10.4 kbp を欠失させる
と、Ms4a2遺伝子の発現が著しく低下した。これらの結果から、Ms4a2遺伝子の発現制御において、GATA2とPU.1
は異なる役割を有し協調的に働くことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：GATA1/GATA2 and PU.1 are known to function antagonistically during 
hematopoietic development. However, these factors are co-expressed in mast cells, and activate the 
expression of the Ms4a2 gene encoding the β chain of the high-affinity IgE receptor (FcεRI). The 
present study investigated the roles of GATA2 and PU.1 on Ms4a2 gene transcription. Gene ablation 
experiments revealed that GATA2 and PU.1 almost equally contributed to the Ms4a2 gene expression. A 
chromatin immunoprecipitation analysis showed that they shared DNA binding to the +10.4 kb region 
downstream of the Ms4a2 gene, whereas the proximal -0.06 kb region was exclusively bound by GATA2. 
Furthermore, we showed that the ablation of the +10.4 kb region by genome editing abolished the 
Ms4a2 gene expression. Collectively, these results suggest that PU.1 plays central roles in the 
formation of active chromatin structure, whereas GATA2 directly activates the Ms4a2 promoter.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 転写因子　遺伝子発現制御　マスト細胞　高親和性IgE受容体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
GATA転写因子とPU.1がお互いの発現を抑制し拮抗的に作用することは、血球細胞の分化過程で重要な分子基盤と
して知られてきた。本研究では、Ms4a2遺伝子の発現制御機構をモデルとしてGATA2とPU.1の協調的作用を示し、
マスト細胞には従来知られていた両者の拮抗的作用とは異なる転写因子ネットワークが存在することを示した。
ヒトMs4a2遺伝子のコード領域のバリアントは気管支喘息等のリスクと関連する。今回明らかにした遺伝子発現
制御の仕組みがヒトでも保存されていれば、同遺伝子の非コード領域においても、病的バリアントや構造多型が
ヒト疾患リスクに関与している可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

PU.1 と GATA1/GATA2 は、それぞれ単球・顆粒球と赤血球・巨核球への分化に必要なマスタ

ー因子である。両者が相互に遺伝子発現を抑制し、拮抗的に作用することは、20 年来、造血幹

細胞から血球細胞系列決定を制御する分子基盤として教科書的なモデルとされていた。しかし

ながら、近年シングルセル解析など精度の高い技術が開発され、幹細胞から血球細胞系列決定ま

での過程において、マスター因子間の相互抑制が実際に機能しているかどうか再検証が必要で

あるというデータが示されるようになった。また、このような転写因子相互作用を適用し得るの

は血球分化段階の特定の時期や細胞系列であり、“narrow window”が存在することも示唆される

ようになった。研究代表者は、マスト細胞には、PU.1 と GATA1/GATA2 を始め、造血発生の初

期で重要な役割を果たす SCL、RUNX１などの転写因子が共発現していることに興味を持った。

マスト細胞には高親和性 IgE 受容体を介したアレルゲンに対する脱顆粒反応や多彩な生理活性

物質の合成など、特異な機能を発現するために細胞系列特異的な遺伝子発現制御機構が存在す

ると考えられる。しかしながら、マスト細胞における転写因子相互作用や細胞系列特異的な遺伝

子発現制御機構についてはこれまでほとんど研究されていなかった。 

 

２．研究の目的 

 マスト細胞特異的な遺伝子発現制御において、PU.1 と GATA1/GATA2 がどのように機能して

いるのかを解析し、マスト細胞に共発現している血球系転写因子のネットワーク機構を明らか

にすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）BMMCs における PU.1 の機能欠失解析 

研究開始当初は、BMMCs において PU.1 の発現を完全に欠失させた解析は報告されていなか

った。そこで本研究では、エストロゲン誘導性に PU.1 を欠失する Spi1fl/fl::Rosa26-CreERT2 マウ

ス（以下、PU.1 CKO マウス）から BMMCs を作製し、4-hydroxytamoxifen (4-OHT)添加後、経時

的に細胞を採取し、FACS、サイトスピン標本による形態観察、主なマスト細胞関連遺伝子の発

現解析（定量 RT-PCR）を行った。また、PU.1 の欠失に伴う GATA1/GATA2 の発現量の変化に注

目し、PU.1 欠失により GATA1/GATA2 の発現が増加していた場合には、PU.1 と GATA1 または

GATA2 とのダブルノックアウト（DKO）マウスを作製して、表現型がレスキューされるか否か

解析した。 

 

（２）GATA1/GATA2 と PU.1 相互の発現制御機構の解析 

予備的検討として行った CHIP 解析では、GATA1 と GATA2 が PU.1 をコードする SPI1 遺伝子

のプロモーター領域に結合していた。また、MEDMC-BRC6 マスト細胞株（BRC6）に siRNA を

導入したノックダウン（KD）細胞を用いて解析したところ、PU.1mRNA 量は GATA1 または

GATA2 のどちらかを抑制してもほとんど変化しないが、両者を同時に KD すると有意に増加し

ていた。これらの結果から、GATA1 と GATA2 は SPI1 遺伝子の発現に対して抑制的にはたらく

ことが示唆された。しかしながら、GATA2 が高発現している BMMCs や BRC6 で PU.1 が発現し

ていることから、GATA 因子による抑制は不完全であり、PU.1 の発現量を調整する役割を持っ



ているのではないかと考えられた。そこで本研究では、マスト細胞における GATA1/GATA2 と

PU.1 相互の発現制御機構について、CHIP 解析や GATA1/GATA2 の標的遺伝子の発現変化に注目

して解析を進めた。 

 

（３）GATA1/GATA2 と PU.1 の相互作用によるマスト細胞特異的遺伝子 Ms4a2 の遺伝子発現制

御機構の解析 

当初の計画では、以前行った GATA2 欠失 BMMCs を用いた RNA シークエンス法によるトラン

スクリプトームの結果と併せて PU.1 欠失 BMMCs を用いた RNA シークエンス法を実施し、網

羅的に解析することで、GATA1/GATA2 と PU.1 のマスト細胞における標的因子の全体像を明ら

かにする予定であった。しかし予備的に行った PU.1 欠失 BMMCs の RT-PCR 解析では発現変化

が明らかな遺伝子はわずかであった。一方、高親和性 IgE 受容体β鎖（FcRI）をコードする

Ms4a2 遺伝子は、GATA2 と PU.1 を欠失させると同程度に mRNA 量が低下し、両者の DNA 結合

部位が異なっていることが解析を進めるうちに明らかになった。高親和性 IgE 受容体はマスト

細胞特異的な機能発現に必須の因子であることから、Ms4a2 遺伝子の発現制御機構の分子機序

をマスト細胞特異的遺伝子のモデルとして解析することとした。具体的には、GATA1/GATA2 と

PU.1 それぞれを欠失させた時の FcRI の発現変化と相互の発現量の変化を解析し、Ms4a2 遺伝

子のシス領域を ChIP 解析で同定した。CRISPR-Cas9 法により、重要なシス領域を欠失させ、

Ms4a2 遺伝子発現への影響を解析した。 

 

４．研究成果 

 （１）BMMCs における PU.1 の機能欠失解析 

エストロゲン誘導性に Cre-loxP システムが作動する「条件付き PU.1 ノックアウトマウス」か

ら作製した PU.1 欠失骨髄由来マスト細胞（BMMCs）を用いて主な表現型を解析した。その際、

既に報告されている siRNA による PU.1 ノックダウン（KD）マスト細胞の表現型と比較しなが

ら、PU.1欠失時のGATA因子の発現変動に注目した。その結果、PU.1を完全に欠失させたBMMCs

は、細胞の生存率、細胞の形態、顆粒の染色性、抗原非依存性の脱顆粒能は、野生型 BMMCs と

同様であったが、高親和性 IgE 受容体（FcRI）の発現強度の減少、FcRI mRNA の発現量低下、

シグナル分子 Syk の発現低下が認められ、抗原刺激によるマスト細胞の脱顆粒反応が低下して

いた。これらの表現型は、PU.1KDBMMCs の解析で報告されていた表現型と一致していた。興

味深いことに、フローサイトメトリー（FACS）で FcRIに対する抗体を用いて測定した細胞表

面の FcRI の発現強度は減少していたが、BMMCs での FceRIa の発現量は PU.1 の欠失により逆

に増加した。このことは、FcRIタンパク質の細胞表面への輸送に FcRIとの結合が必要であ

るという過去の報告を裏付けるものであり、細胞表面の FcRI の発現は、FcRIの発現量に依存

することを示唆していると考えられた。 

 

（２）GATA1/GATA2 と PU.1 相互の発現制御機構の解析 

PU.1 欠失 BMMC では、GATA1 と GATA2 の mRNA 量が増加していた。一方、GATA 因子を

KD した BMMCs や MEDMC-BRC6 マスト細胞株（BRC6 細胞）での PU.1mRNA は、単一の GATA

因子を KD しても変化はなく、GATA1 と GATA2 の双方を KD すると増加した。 

（１）で述べたように、PU.1 欠失 BMMCs では FceRIa の発現量が増加したが、この細胞では

GATA1 と GATA2 の mRNA 量が増加していた。また、GATA1 と GATA2 を欠失させた BMMCs

では FceRIa の mRNA 量が低下していた。これらの結果から、FceRIa の発現は GATA1 と GATA2



に依存すると考えられた。同じように、BRC6 細胞において、GATA1 と GATA2 の直接の標的遺

伝子である Tpsb2 と Tpsg１（ともにマスト細胞トリプターゼをコードする）の mRNA 量は、

GATA1 と GATA2 を KD すると減少し、PU.1 を KD すると増加した。 

このように、PU.1 と GATA1/GATA2 は、相互の発現を抑制するが、この機構は造血幹細胞・

前駆細胞で知られているようなお互いの発現を完全に抑えるほど強いものではなかった。しか

しながら、PU.1 による GATA 因子の発現抑制は、GATA1/GATA2 の標的遺伝子の発現量の調整

に働いている可能性が示唆された。 

 

（３）GATA1/GATA2 と PU.1 の相互作用によるマスト細胞特異的遺伝子 Ms4a2 の遺伝子発現制

御機構の解析 

（１）と（２）の解析から、GATA2 と PU.1 によってともに正に制御されている Ms4a2 遺伝子

の遺伝子発現制御機構について、Ms4a2 遺伝子をモデルとして解析を進めることとした。公開さ

れている BMMCs での GATA2 と PU.1 の ChIP-seq データベースを手がかりに、ChIP 解析を行っ

たところ、GATA2 は Ms4a2 遺伝子の転写開始点（TSS）近くの-60bp と＋10.4kb 領域に、PU.1 は

＋10.4kb 領域と-12kb 領域に結合していた。種々の血球系細胞株で同様の解析を行ったところ、

GATA2 の-60bp への結合はマスト細胞特異的であったが、それ以外の結合はマスト細胞以外の細

胞でも観察された。＋10.4kb 領域には、クロマチンループ構造の形成に関わることが知られてい

る Ldb1 も結合しており、Ldb1 を KD すると Ms4a2 の発現量が低下することが確認された。こ

れらのことから、Ldb1 も GATA2、PU.1 と共に Ms4a2 の発現制御に関わっていること、＋10.4kb

領域は GATA2、PU.1、Ldb1 の協調的な作用において主要な役割を果たしていることが示唆され

た。次に、PU.1 の役割を明らかにするため、PU.1 欠失 BMMCs を用いて GATA2 と Ldb1 の DNA

結合を解析した。その結果、GATA2 の-60bp と＋10.4kb 領域への結合と、Ldb1 の＋10.4kb 領域

への結合が PU.1 欠失により低下することがわかった。最後に CRISPR-Cas9 法を用いて BRC6 細

胞で＋10.4kb 領域を欠失させたところ、ホモ欠失クローンでは Ms4a2 の発現がほぼ消失した。

これらの結果から、Ms4a2 の発現制御において GATA2 と PU.1 は異なる役割を持ち、GATA2 は

マスト細胞特異的な Ms4a2 プロモーターの活性化に、PU.1 は Ldb1 と共に活性化クロマチン構

造の維持に重要であることが示唆された。 

 

（４）結論と考察 

本研究によって、Ms4a2 遺伝子が、GATA 因子と PU.1 によって同じ方向（発現促進）に制御さ

れ、両者の作用メカニズムが異なることを示唆する知見を得た。これらの研究成果は論文発表し

（Ohmori et al., Mol Cell Biol. 39 doi: 10.1128/MCB.00314-19.）、同誌の Spotlight と表紙に掲載され

た。本研究で PU.1 はクロマチン構造の活性化維持に重要な役割を果たしていることが示唆され

た。論文発表後、マスト細胞特異的な遺伝子発現制御における GATA2 と PU.1 の役割について

さらに理解を深めるため、BMMCs において GATA2 と PU.1 の DNA 結合を ChIP-seq 解析を行っ

た（東北医科薬科大学 森口尚先生、高井淳先生との共同研究）。Gene Ontology 解析を行ったと

ころ、GATA2 と PU.1 がともに結合する遺伝子には、炎症応答などマスト細胞の動的な機能発現

にはたらく遺伝子が多く見られることがわかってきた。 

本研究で見いだされた Ms4a2＋10.4kb 領域と相同性を示すヒト Ms4a2 遺伝子の領域は同定さ

れていない。しかしながら、ヒトにおいても、PU.1 や Ldb１が形成する活性化クロマチン構造が

足場となり、GATA2 が転写活性化する機構が保たれている可能性がある。最近、ヒトマスト細

胞を対象としたクロマチン活性化（Cildir et al., Immunity 51, 2019）とプロテオーム解析（Plum et 



al., Immunity 52, 2019）の網羅的解析が相次いで報告され、豊富な解析データが公開された。こ

れらのリソースも利用しながら、GATA2 と PU.1 を中心に、ヒトのマスト細胞特異的な遺伝子発

現制御における転写因子の機能や疾患との関連について理解を深めていきたい。 
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