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研究成果の概要（和文）：血液細胞の増殖を制御する転写因子GATA2と細胞周期制御との関係を解析した。GATA2
は、S期に発現が高く、M期にCyclin B1- Cyclin-dependent kinases (CDK) 1によりリン酸化され、F-box/WD 
repeat -containing protein 7 (Fbw7)と相互作用しユビキチン化分解を受ける。一方、Cyclin-CDK2によるリン
酸化とS-phase kinase-associated protein 2 (Skp2)との相互作用も認められ、GATA2の標的配列への結合が
G1/S期に上昇しその後低下することとの関連が示唆された。

研究成果の概要（英文）：GATA2 is an essential transcription factor for hematopoiesis. We analyzed 
the cell-cycle dependent post-translational regulation of this factor. The expression level of GATA2
 and its binding to target sequences, were low in early G1 phase, then increased in G1-S transition 
phase. In the late S phase, GATA2 expression increased but GATA2 binding to its target sequences 
decreased. In M-phase, Cyclin B1-Cyclin-dependent kinase (CDK)1 phosphorylated T176 residue of 
GATA2, and induced the interaction with F-box/WD repeat -containing protein 7 (Fbw7) and the 
ubiquitin-mediated degradation of GATA2. GATA2 was also phosphorylated by Cyclin A/E-CDK2 and 
interacted with S-phase kinase-associated protein 2 (Skp2), which is known as a 
ubiquitin-conjugating enzyme of phosphorylated cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27) in G1-S 
phase. Thus, GATA2 is under the regulation of cell-cycle specific serine/threonine phosphorylation 
and ubiquitin-mediated degradation.

研究分野： 血液学、分子生物学

キーワード： 血液腫瘍学　転写因子　GATA因子　細胞周期制御　翻訳後調節

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
GATA2は多くの造血器腫瘍に発現するほか、GATA２欠損症では前白血病から白血病の発症や、血液・免疫系の細
胞の減少による免疫不全状態が報告されている。一方、ユビキチン・プロテアソーム系は造血器腫瘍治療の重要
な標的経路であり、本課題の成果を発端として、今後、この経路とGATA２による細胞増殖のより詳細な関係が明
らかにされ、これら疾患の病態解明や治療法の開発につながることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
転写因子 GATA2 は造血幹細胞/前駆細胞に発現し、血液細胞の増殖制御の鍵を握る因子である
ものの、その分子機構については不明の点が多い。また、ユビキチン・プロテアソームを介し
たタンパク質分解系は、造血器腫瘍の重要な治療標的となっているが、それらと GATA2 との
関係についても限られた知見しか得られていない。 
 申請者は、GATA2 の発現量および標的遺伝子への結合が、細胞周期の G1/S 移行期から S
期にかけて増加し、M 期に減少することを報告した①。蛍光蛋白質との融合分子を使った解析
により、この発現変動には、GATA2 のジンクフィンガーより N 末側と C 末側に存在する、種
を超えて保存された Cyclin-dependent kinase (CDK) リン酸化のコンセンサス配列（S227, 
T457）が関わることを示した。GATA2 は、CyclinA2、CDK2, CDK4 と複合体を形成し、GATA2
のセリン/スレオニン残基は、Cyclin A2-CDK2 により試験管内でリン酸化された。このリン酸
化は roscovitine （CDK1, CDK2, CDK5, CDK7 を阻害し、CDK4, CDK6 の阻害は弱い）に
より阻害され、SB203580（p38 MAP kinase を阻害）による影響を受けなかった。 
これらの結果から、GATA2 は、細胞周期の進行に応じて、その複合体の構成を変化させ、

リン酸化やユビキチン化などの翻訳後調節を介して、自身の発現量を変化させるとともに、細
胞周期制御にも関わっている可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
本申請研究では、環境要因による細胞周期の開始と停止の機構解明を目指して、GATA2 によ

る細胞増殖の制御機構と、セリン/スレオニン残基リン酸化およびユビキチン・プロテアソーム
分解系との関係について検討した。 
 

３．研究の方法 
(1) 方法の多くは引用論文①②記載の方法で行なった。 
(2) 細胞周期同調培養は、サイミジンブロック法①のほか、 Ba/F3 細胞株を用い、培地からの
サイトカイン除去と再添加により行った。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト GATA2 スレオニン残基のリン酸化とユビキチン化依存性分解② 
浜松医科大学との共同研究により、M 期に発現する Cyclin B1-1Cdk がヒト GATA2 の 176 番目

のスレオニン残基（T176）をリン酸化すると、GATA２は F-box/WD repeat -containing protein 
7 (Fbw7)と相互作用し、SCF-type E3 ligase によるユビキチン化とプロテアソーム依存性分解
を受け、発現が消失することを報告した。GATA2 の T176 とその周囲のアミノ酸配列は、Glycogen 
synthase kinase 3 beta (GSK3β)が認識するコンセンサス配列にも一致するが、遺伝子組換え
GSK3βは T176 をリン酸化しなかった。 
  
(2) 細胞株同調培養における GATA2 発現の検討 
 共同研究者②が実施した試験管内リン酸化実験においても、Cyclin A-CDK2、Cyclin E-CDK2
による T176 のリン酸化も弱いながら認められ、我々の結果①と一致したことから、G1-S 期に
発現する Cyclin-CDK と GATA2 の関係について、さらに検討を進めた。 
サイミジンブロック法により細胞周期を同調させたP815細胞株および臍帯血CD34＋細胞に

おいて、GATA2 の発現が S 期開始前には低く、S 期に上昇した。内在性 GATA2 の標的遺伝子
への結合も、S 期の進行に伴った上昇していた①。 
そこで、サイトカイン依存性増殖をする proB 細胞株 Ba/F3 細胞を用いた細胞周期同調培養

系を構築し、前述のサイミジンブロック法とともに検討を行った。また、G1-S 期の変化を詳
細に捉えるために、同時に Retinoblastoma protein (RB)のリン酸化（pRB 795, pRB807/811）
をフローサイトメーターによって解析し、Cyclin と GATA2 の発現を解析した。 
 その結果、免疫ブロット法よる GATA2 の発現は、細胞周期進行の停止を解除した直後には
非常に低く、RB のリン酸化に伴って増加し、細胞 DNA 量の増加に合わせて増加した。一方
で、標的遺伝子領域に対する GATA2 の結合は、RB リン酸化が起き始めた時期に多く、S 期が
進行すると低下した。また、GATA2 は G1-S 期に発現する Cyclin 遺伝子の調節領域に結合し、
その結合は標的遺伝子の mRNA 発現上昇に先駆けて上昇した。 
 (3) GATA2 と Skp2 との相互作用 

GATA2 と同様に、Cyclin A1-CDK2, Cyclin E-CDK2 によってリン酸化を受ける分子として
は Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (P27KIP1)が有名である。P27KIP1は G1 期から S 期へ
の進行を抑制する重要な因子であり、S-phase kinase-associated protein 2 (Skp2) との相互作
用を介してユビキチン・プロテオソーム依存性分解を受ける。GATA2 と Skp2 との相互作用に
ついて免疫沈降・免疫ブロット法により検討したところ、野生型の GATA2 では SKP2 との相
互作用とユビキチン化が認められた。一方、CDK によるリン酸化のコンセンサス配列３カ所
を含む５カ所のセリン／スレオニン残基に変異を導入した GATA2 では、Skp2 との相互作用や
ユビキチン化は認められなかった。 
 この結果から、GATA2 は G1、S 期にかけても、Cyclin-CDKs によるリン酸化を受け、SKP2
との結合を介してユビキチン・プロテオソーム依存性分解を受けることが示された。 



 
(4) ヒト B 細胞、T 細胞における GATA2, GATA3 発現と機能 
  GATA2 欠損症（GATA2 遺伝子のハプロタイプ変異を持つ症例）においては、好中球減少症、
再生不良性貧血、骨髄異形成症候群や白血病などの造血幹細胞/前駆細胞、骨髄球系/赤血球系
細胞の異常にとどまらず、樹状細胞、単球、B リンパ球、NK 細胞の細胞数減少による免疫不
全症 (Immunodeficiency21) を発症する。中でも B リンパ球の減少は頻度の高い症状であり、
B リンパ球も GATA2 による直接的な増殖制御を受ける可能性が予想された。 
 本課題において用いた Ba/F3 細胞は GATA2 を発現するマウス proB 細胞株であり、GATA2
の発現は、対数増殖期にある細胞では検出限界ぎりぎりであるが、S 期特異的に上昇した。ま
た、標的遺伝子への GATA2 結合は増殖刺激添加後、GATA2 発現量が上昇する時期に高かった。
また、予備的な検討ではあるが、Epstein-Barr ウィルス感染によるヒト lymphoblastoid cell 
line においても GATA2 mRNA の発現は検出された。今後は、B 細胞における GATA2 による
細胞増殖制御の可能性についても検討する予定である。 
 
(5)本課題では、GATA２による細胞増殖制御とユビキチン・プロテアソーム系との関係を明ら
かにした。この系は造血器腫瘍の重要な治療標的であり、本研究の研究をさらに発展させるこ
とにより、造血器腫瘍や GATA２欠損症などの病態の理解や予後の改善に役立つことが期待さ
れる。 
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