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研究成果の概要：血液細胞の分化は不可逆的であり、細胞系列の運命付けにより、他の細胞系

列への分化能力を恒久的に失う。この運命付けの分子基盤の研究を進めた結果、従来、転写活

性化を担うとされてきた転写因子が、DNA メチル化などのエピジェネティック修飾を制御す
ることにより不可逆的な遺伝子発現変化を誘導していることが明らかとなった。このことから、

細胞分化の不可逆性の分子基盤には、転写因子によるエピジェネティック修飾の制御が関与し

ているものと考えられた。
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１．研究開始当初の背景

細胞分化の不可逆性は普遍的な現象で

あり、クロマチン構造の大幅な変化な

どが関与していると考えられているが、

その分子基盤については、多くが未解

明なまま残されていた。

 我々の研究室では、OP9 ストロマ細

胞によるマウス胚性幹細胞（ES 細胞）

から血液細胞への分化誘導法（OP9 シ

ステム）を開発し（Nakano T et al.

Science 265:1098-101,1994）、血液細胞

の発生・分化の研究を一貫して行って

いる。この方法では、ES 細胞から分

化多能性を有する造血前駆細胞を得る

ことができる。

　George Daley らのグループは、OP9

システム、およびテトラサイクリンに
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よる遺伝子発現誘導システムを用いて、

HoxB4 の強制発現により長期骨髄再建

能を有する未分化血液細胞への分化誘

導に成功している（Kyba M et al. Cell

109:29-37,2002）。

　我々は、OP9 システムと、テトラサ

イクリン遺伝子発現誘導システム

（TET-OFF システム）を組み合わせる

ことにより、ES 細胞から血液細胞へ

の分化において、コンディショナルに

遺伝子発現を誘導するシステムを構築

している。この OP9 システムと TET-

OFFシステムを用いた研究により、

① 転写因子 GATA-2 のコンディショ

ナルな発現が、未分化血液細胞の

増幅、および、マクロファージか

ら巨核球への運命転換を誘導する

こと、

② 従来の研究で用いられていた

GATA-2 とエストロゲン受容体のリ

ガンド結合部位の融合遺伝子

GATA-2/ER は、GATA-2 とは異な

る 生 物 学 的 作 用 を 示 す こ と

（Kitajima K et al. EMBO J 21:3060-

69,2002）、

③ 転写因子 GATA-1・2 と結合する

転写補助因子 FOG-1 の細胞増殖制

御機能は血液細胞の分化段階、お

よび分化系列依存的であること

（Tanaka M et al. Genes Cells 9:1213-

26,2004）、

④ GATA-1 遺伝子欠損 ES 細胞と

TET-OFF システムによるコンディ

ショナルなレスキューを用いて、

赤血球系細胞の細胞増殖・細胞分

化・アポトーシスに対する GATA-1

の作用機序が異なること（Zheng J et

al. Blood 107:520-27,2006）、

を、明らかにしてきた。また、GATA-

2 による巨核球からマクロファージへ

の運命転換は、マクロファージ分化に

必須な転写因子 PU.1 の発現量に依存

し、PU.1 存在下では、GATA-2 は、赤

血球へ運命転換を誘導すること

（ Kitajima K et al. Blood 107:1857-

63,2006）、GATA-1 遺伝子の欠損によ

り赤血球系細胞が分化多能性を獲得す

ること（Kitajima K et al. Genes Dev

20:654-659,2006）、も見出している。

本研究申請は、これらの研究成果を基

盤として、生物学上の命題である細胞

分化の不可逆性の分子メカニズムの解

明に挑むものである。

２．研究の目的

本研究の目的は、転写因子 GATA-1 およ

び GATA-2 の細胞分化における機能解析

を通して、血液細胞分化の不可逆性の分

子基盤を明らかにすることである。

　我々の研究室では、GATA-1 の欠損

により、最終分化直前の前赤芽球様の

細胞が、試験管内において自己複製能、

および分化多能性を獲得することを見

出している。このことは、GATA-1 が

赤血球系において細胞分化の不可逆性

に必須であることを意味する。また、

この成果は生体内に比較的多量に存在

する分化段階の進んだ血液細胞を用い

て、一つの遺伝子の改変により、機能

的に異なる細胞への“脱分化”が可能

であることを示しており、再生医療で

必要とされる細胞の供給法としても利

用できる可能性が高い。

　また、我々は、GATA-2 の一過性過

剰発現により、細胞分化の運命転換が

誘導されることを見出している。これ

らの研究結果は、GATA 因子により、

細胞分化の不可逆性を制御できる可能

性を示している。本研究では、転写因

子 GATA-1 および GATA-2 の細胞分化

における機能解析を通して、血液細胞

分化の不可逆性の分子基盤を明らかに

する。あわせて、臨床応用が可能な細

胞分化制御技術の確立、細胞における

脱分化誘導技術の開発を目指す。



３．研究の方法

本研究の遂行にあたり、我々の研究室で

開発した独創的なマウス胚性幹細胞の試

験管内血液細胞分化誘導システム（OP9

システム）を利用した。

　OP9 システムは、血液細胞発生・分

化研究のツールとして国内外において

広く用いられている。我々の研究室は、

常にその分野のトップとして研究を行

っている。

　マウス ES 細胞は、生体内の血液細

胞と比べて遺伝子操作が容易であり、

gain of function、loss of functionのため

の研究ツールとして最適である。

　我々は、既に GATA-1遺伝子欠損 ES

細胞株を樹立している。さらに、TET-

OFF システムの導入により、ES 細胞

から血液細胞への分化において、コン

ディショナルに遺伝子発現を誘導する

システムを構築している。TET-OFF シ

ステムは、血液細胞の各分化段階にお

ける転写因子の一過性強制発現に有効

である。

　OP9 システムの特徴は、①赤血球、

巨核球、マクロファージなどへの選択

的分化誘導、②終末分化した機能的な

血液細胞への分化誘導、③ES 細胞か

ら血液細胞の同調的な分化進行、であ

り、生体内の造血細胞の利用と比べて、

各血液細胞系列の同定、単離が容易で

ある、という利点がある。

４．研究成果

転写因子 GATA-1 および GATA-2 による、

エピジェネティック修飾の制御が、不可

逆的な遺伝子発現変化を引き起こすこと、

そして細胞分化の不可逆性にも関与して

いることを明らかにすることが出来た。

（１） GATA-2 による不可逆的な巨核球への

運命転換

　GATA-2 は、造血幹・前駆細胞の増

殖に関与している転写因子である。

　マウス胚性幹細胞から試験管内で

分化誘導した造血前駆細胞へ、GATA-

2 の強制発現を行い、マクロファージ

方向への分化誘導を行うと、マクロ

ファージへの分化が阻害され、巨核

球へと運命転換する。この運命転換

は、不可逆的なものであり、GATA-2

の一過的発現で十分であることを見

出した。

　さらに、GATA-2 の一過的発現によ

って、赤血球・巨核球の分化に必須

な転写因子 GATA-1 の持続的な発現が

誘導されることが判明した。

　この運命転換における GATA-1 の役

割を調べるために、GATA-1 欠損造血

前駆細胞へ GATA-2 の強制発現を行っ

た。その結果、巨核球への分化転換

の減少が認められたことから、GATA-

2 は GATA-1 の発現亢進を持続的に誘

導することによって、巨核球への運

命転換を行っているものと考えられ

た（図１）。



（２） GATA-1 欠損による赤血球系細胞の運

命転換

　我々は GATA-1 を欠損した赤血球系

細胞が、GM-CSF、IL-3により好中球・

マクロファージ、マスト細胞へ分化

転換することを見出している。

　そこで、GATA-1 欠損赤血球系細胞

を用いて、好中球・マクロファージ

に特異的に発現している遺伝子の発

現解析・エピジェネティック解析を

行った。

　その結果、GATA-1 欠損赤血球系細

胞では、本来、好中球・マクロファ

ージ系列に限局して発現している好

中球・マクロファージコロニー刺激

因子（GM-CSF）受容体 gm-csfrαが発

現しており、野生型赤血球系では、

発現が認められないことを見出した。

　さらに、gm-csfrαの転写開始点付近

のヒストンは、GATA-1 欠損赤血球系

細胞では、高アセチル化状態である

が、野生型赤血球系細胞では、低ア

セチル化状態であることが明らかと

なった。

　野生型赤血球系細胞へヒストン脱

アセチル化酵素阻害剤トリコスタチ

ン A 処理を行うと、gm-csfrαの発現が

認められた。従って、赤血球系にお

ける gm-csfrαの転写抑制は、ヒストン

脱アセチル化によるものであること

が判明した。以上から、GATA-1 欠損

赤血球系細胞における好中球・マク

ロファージ特異的遺伝子の異所性発

現は、ヒストンアセチル化などのエ

ピジェネティックパターンの成立が

行われないことが原因であると考え

られた（図２）。
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