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研究成果の概要（和文）：ダウン症患児に好発する一過性骨髄増殖性疾患（TMD）や、その自然寛解後に発症す
る急性巨核芽球性白血病（AMKL）には、GATA1のアミノ末端側転写活性化領域欠失変異（GATA1s）が関与してい
る。本研究では、GATA1s変異をもつマウスを用いて、TMD様病態の形成には、GATA1のNTドメイン欠失による巨核
芽球の増殖やアポトーシスの抑制が関与している可能性を明らかにした。また、TMDからAMKLの発症には、
GATA1sの発現量により規定される巨核球の分化障害が関与していること、その分化制御にはGATA1によるRasシグ
ナルの制御が関与していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Somatic GATA1 gene mutations leading to the production of GATA1s that lacks 
the amino-terminal transactivation domain is both requisite and sufficient for the development of 
the preleukemic condition referred to as transient myeloproliferative disorder (TMD) for acute 
megakaryoblastic leukemia (AMKL) in Down-syndrome newborns. We have established mice exclusively 
expressing GATA1s which phenocopy the human TMD. In this research, we found that reduced apoptosis 
and increased proliferation capacities in GATA1s megakaryocyte progenitors are involved in the 
pathogenesis of TMD. We also found that megakaryocyte progenitors with relatively lower level of 
GATA1s reduced in differentiation potency, consequently the progenitors persistently stay in mice 
and the mice are prone to develop leukemia. Higher amount of GATA1s expression partially compensates
 the defect in megakaryocyte maturation mediated through the Ras signaling cascade and enable 
progenitors to pass quickly without transformation.

研究分野： 血液学

キーワード： 白血病　転写因子

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子変異の蓄積が白血病をはじめとするがんの発症機構に関わっていると考えられている。本研究では、
GATA1転写因子の質的異常と量的異常の両方がそれぞれ異なった分子メカニズム（増殖・分化・細胞死調節）の
破綻を引き起こし、それらの異常の複合として白血病発症に至ることを明らかにした。本解析により、多段階発
がん機構においてさらなる理解が進むものと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

特異的な機能を持つ成熟血球が過不足なく産生されるためには、造血幹細胞が自己複製を
しながら多系列の血液細胞に分化する過程において、時空間的に精密に制御された遺伝子発
現が必須である。転写因子 GATA1 は、このような遺伝子の発現を包括的に制御して、赤血
球・巨核球への系列決定や、細胞の増殖分化に寄与するマスター因子として注目されている。
一方、GATA1 自身もまた、血球の分化過程でその発現が精密に制御されている。GATA1
の発現は、造血幹細胞や造血前駆細胞に多く発現している転写因子 GATA2、および、GATA1
自身により正に調節されるのに対し、GATA2 は、GATA2 自身により正に制御され、GATA1
によりその発現が抑制される。従って、哺乳動物の複雑な造血機構を深く理解し、転写因子
の機能異常がもたらす白血病病態を解明するためには、マウス発生工学を基盤とした個体内
解析が必須である。 
ダウン症の約 10％の新生児は、白血病様の病態を示す一過性骨髄増殖性疾患（TMD）を

伴って出生する。その病態は出生後約数ヶ月で自然寛解するが、TMD 既往をもつ児童の約
20％が数年間の無症候期を経て急性巨核芽球性白血病（AMKL）を発症する。TMD/AMKL
は多段階白血病発症の典型的なモデルと考えられている。近年、TMD や AMKL の芽球のほ
ぼすべてで GATA1 遺伝子変異が見いだされ、その結果として発現する変異 GATA1
（GATA1s；アミノ末端転写活性化領域（N-TAD）を欠失している）が原因であることがわ
かってきた。さらに、GATA1 遺伝子のトランスクリプトにはスプライス亜型が存在し、健
常でもごく少量の GATA1s が翻訳されること、GATA1 遺伝子に挿入される変異の種類によ
り通常の GATA1 とほぼ同程度の GATA1s 発現量を持つ症例と、ごく少量の GATA1s のみ
を発現する症例が存在すること、通常の GATA1 遺伝子と同程度の GATA1s 発現量を持つ
TMD 症例では AMKL 転化は少ない一方で、少量のみ発現する症例では高率に AMKL を発
症することが報告された。 
私たちは、トランスジェニック遺伝子相補レスキュー法を用いて、GATA1s の発現量が異

なる複数の GATA1s マウス系統を樹立し、GATA1s 変異のみ（トリソミーがない）でマウス
新生児に TMD 様病態を引き起こすことができること、この TMD 様病態は離乳前には消失
すること（TMD モデルマウス）を報告した。さらに、GATA1s 変異による病態形成には、
GATA1 と Rb タンパク質との結合破綻が関与していること可能性を明らかにし、GATA1 の
カルボキシ末端に第二の転写活性化領域（C-TAD）が存在し、GATA1s 変異による GATA1
の機能異常は単なる転写活性能低下ではなく残存した C-TAD による転写制御の不均衡によ
り引き起こされること、を提唱してきた。そこで、本モデルマウス系統を用いて、GATA1
の機能破綻による白血病発症メカニズムを解析する本研究を想起した。 

２．研究の目的 

本研究では、ダウン症患児に好発する急性巨核芽球性白血病の病態形成機構をマウス個体
レベル解析し、発症指標および治療標的となる分子を見いだすことを目的とする。ヒト症例
と同様に、GATA1s 発現量が少ないマウス系統では白血病を発症するが（AMKL モデルマ
ウス）、GATA1 発現量が多いマウス系統では白血病を発症せずに野生型マウスと同様に生
存すること（TMD 完治マウス）、その根幹に巨核芽球の増殖・分化・細胞死の制御バラン
ス不均衡による分化できないまま蓄積する異常巨核芽球が関与している可能性が考えられ
る。一方、通常と同程度の GATA1s を発現するマウスでは、ダウン症モデル（ヒト 21 染色
体上遺伝子が 3 コピーある）マウスとの複合個体を樹立しても白血病発症には至らないこと
も報告された。以上の知見から、申請者は、TMD/AMKL の病態形成には GATA1 の質的異
常（GATA1s 変異）と量的異常（GATA1s の発現量低下）の複合的な作用が第一義的に寄与
していると考えている。 
本研究では、「転写因子機能異常＝機能獲得型または機能低下型」というステレオタイプ

の理念を打ち破り、複数の標的遺伝子を包括的に調節する転写因子の部分的欠陥が惹起する
転写調節不均衡が多彩な病態を引き起こすという新しい概念を創出する。多段階発がんのプ
ロセス、とくに GATA1 を中心とした転写ネットワークの撹乱とその帰結の解明、そこから
導きだされる発症指標や分子標的をターゲットとした診断・治療戦略の開発にむけての基礎
研究を行うことを目的とする。 

３．研究の方法 
(1) トランスジェニック遺伝子相補レスキュー法を用いて、GATA1s の発現量が異なる複数
の GATA1s マウス系統（GATA1s-H; 大量の GATA1s を発現したマウス系統, GATA1s-L; 
GATA1s の発現量が少ないマウス系統）を用いて解析を行う。いずれのマウス系統も、胎
児肝臓造血期には cKit 陽性 CD41 陽性の未熟巨核球が増加しているが、成獣骨髄での巨核
球は野生型同様である。また、GATA1s-H 系統の成獣マウスは白血病を発症しないが、
GATA1s-L系統のマウスは cKit陽性CD71 陽性CD41 弱陽性の白血病を高率に発症しやすい
ことが分かっている。そこで、本系統のマウスの造血組織における巨核球の性状解析、お
よび、遺伝子発現解析を行う。 
① 野生型マウスと GATA1s-H、GATA1s-L 系統の胎児肝臓、骨髄よりアルブミン沈降法を
用いて成熟巨核球を単離し、preplatelet 形成を検討する。 



② 野生型マウスと GATA1s-H、GATA1s-L 系統の胎児肝臓よりマグネットビーズを用いて
CD41 陽性細胞を単離し、マイクロアレイ解析を行う。 

(2) マウスを用いた解析からみいだした Rasal1 遺伝子の発現制御と GATA1 の関連を、細胞
株を用いて解析する。 
① ビオチン化 GATA1 を安定導入した MEL 細胞を用いて ChIP 解析を行う。 
② Rasal1 遺伝子のプロモーター領域を導入したレポーター構築を用いてルシフェラーゼア
ッセイを行う。 

③ ヒト巨核球系細胞株 MEG-01 に GATA1 遺伝子のノックダウンおよび過剰発現実験を行
い、RASAL1 遺伝子の発現動態を検討する 

④ ヒト巨核球系細胞株 MEG-01 を用いて巨核球分化の時系列で、GATA1 遺伝子の発現と
RASAK1 遺伝子の発現を検討する。 

４．研究成果 

(1) GATA1s 発現量に依存した巨核球分化の解析 
GATA1 はアミノ末端とカルボキシ末端にそれぞれ転写活性化領域（N-TAD と C-TAD）

を持ち、二つの転写活性化領域が独立または協調して標的遺伝子の発現を調節している。完
全長 GATA1 を欠失し、大量の GATA1s のみを発現したマウス系統（GATA1s-H）では、胎
生期から新生児期において分化障害を伴わない未熟な巨核球前駆細胞の一過性異常蓄積を
認めるが白血病に至らないことから、C-TAD のみによる転写調節不均衡が TMD 病態形成に
関与していると推察される。一方、GATA1s の発現量が少ないマウス系統（GATA1s-L）で
は、TMD 様病態が自然寛解した後に、成獣時に AMKL を発症する。この結果は、TMD か
ら AMKL への形質転換率が GATA1s 発現量に逆相関するというヒト症例の結果と一致して
おり、白血病発症には GATA1s 発現量低下により惹起される新たなバランス障害が関与し
ていると予想される。そこで、GATA1s 発現量の異なる２系統の胎児肝臓、成獣骨髄を用い
て巨核球 preplatelet 形成能を検討したところ、胎児肝臓の GATA1s-H 巨核球と GATA1s-L
巨核球において、野生型よりも有意に低下していた。一方、成獣骨髄の GATA1s-H 巨核球
の preplatelet 形成能は保たれていたが、成獣骨髄の GATA1s-L 巨核球は preplatelet 形成をほ
とんどできなかった。このことは、成獣骨髄では、GATA1s 変異による巨核球分化能低下は
GATA1s 変異の発現量により代償できることを示している。 

(2)TMD および白血病発症に関わる遺伝子発現異常の解析 
GATA1s-L 系統と GATA1s-H 系統マウスの胎児肝臓 CD41 陽性細胞（TMD 様芽球）、お

よび、野生型マウスの胎児肝臓 CD41 陽性細胞（正常巨核球）の遺伝子発現変動を解析し、
GATA1s-L 系統と GATA1s-H 系統マウスで共通して発現が上昇している遺伝子 361 個と、共
通して発現が低下している遺伝子 1435 個を、TMD 関連遺伝子候補として抽出した。これら
の中には、特に、アポトーシスを抑制する遺伝子が濃縮され、増殖に関与する遺伝子の発現
が有意に増大していた。このことより、TMD様病態の形成には、GATA1の NTドメイン
欠失による巨核芽球の増殖やアポトーシスの抑制が関与している可能性が考えられる。 
また、GATA1s-L 系統（将来白血病を発症する）と GATA1s-H 系統（白血病を発症しない）

マウスの CD41 陽性細胞（TMD 様芽球）を比較し、GATA1s-L 系統で発現が高い遺伝子 636
個、発現が低い遺伝子 1943 個を、白血病関連遺伝子候補として抽出した。これらの中には、
血液凝固反応を制御する複数の血小板関連因子の発現が GATA1s-L 系統で発現が低いこと、
細胞周期や白血病化に寄与する Hox遺伝子群がΔNTR-Hで高いことが分かった。特に、
Rasal1（GTPase活性化因子）の発現が GATA1s-L 系統で著増している事を見いだした。 

(3)TMD および白血病発症に関わる遺伝子発現異常の解析 
血小板分化には Ras シグナルが関わることが報告されている。そこで、GATA1 による

Rasal1 遺伝子の発現制御に着目して解析を進める事とした。Rasal1 遺伝子のプロモーター領
域には、3 つの GATA 結合配列が近接して存在する。ビオチン化 GATA1 を安定導入した
MEL 細胞を用いて ChIP 解析を行い、同領域に GATA1 が結合することを確認した。また、
非血液細胞 HEK293T を用いてルシフェラーゼアッセイを行い、Rasal1 遺伝子の発現制御に
GATA1 が関与していること、その制御には T-TAD が必要であることを確認した。興味深い
ことに、非血液細胞を用いた解析では、GATA1 が Rasal1 遺伝子を正に制御するのに対し、
ヒト巨核球系細胞株 MEG-01 を用いた GATA1 のノックダウン実験では、GATA1 が RASAL1
遺伝子発現を負に制御することが分かった。さらに、GATA1 および GATA1s の過剰発現実
験から、GATA1 による Rasal1 遺伝子の発現抑制に N-TAD が重要である事を見いだした。
また、ホルボールエステルにより MEG-01 の巨核球分化を誘導する過程で、GATA1 の発現
上昇に伴って RASAL1 遺伝子の発現が低下することが分かった。とこのことから GATA1 に
よる RASAL1 遺伝子の発現抑制が巨核球分化に関与している可能性が考えられる。 
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