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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では、赤血球と巨核球の分化に必須であることが知られている転写因子 GATA1 につ
いて、その成熟マスト細胞での役割を検証した。成熟マスト細胞のモデルとして RBL-2H3 細
胞を用いた実験では、GATA1は GATA2とともにホスホリパーゼ C-γ1（PLC-γ1）遺伝子の
発現を制御することによって細胞内カルシウム濃度を調整し、抗原刺激による脱顆粒反応を促

進していると考えられた。一方マウス骨髄マスト細胞では GATA1 ではなく主に GATA2 が
PLC-γ1の発現を制御していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The aim of this study is to clarify the roles of GATA1 in mature mast cells. We show that GATA1 and 
GATA2 are involved in mast cell degranulation through the control of phospholipase C-γ1 (PLC-γ1) 
expression. Knockdown of GATA1 and/or GATA2 by specific siRNA significantly reduced 
antigen-induced degranulation and Ca2+ mobilization in the rat basophilic leukemia cell line RBL-2H3. 
RT-PCR analyses showed that PLC-γ1 expression was significantly decreased by this GATA factor 
repression. Chromatin immunoprecipitation and luciferase reporter assays demonstrated that GATA 
factors directly activate PLC-γ1 gene transcription through a conserved GATA-binding motif that 
resides in the 5’-upstream sequence. Furthermore, we show that GATA2, but not GATA1 plays a major 
role in regulating PLC-γ1 expression in mast cells derived from mouse bone marrow.  
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１．研究開始当初の背景 

 転写因子 GATA1は赤血球と巨核球の分
化に必須であり、Gata1ノックアウト

（KO）マウスは赤血球分化障害のため胎
生致死となる。研究代表者らは、以前条件

付き Gata1ノックアウト（KO）マウスを
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用いた解析により、成体マウスにおいても

GATA1が赤血球造血に必須であることを
報告した。一方、GATA1はマスト細胞に
も発現しているが、その役割は十分に解明

されていない。 
 赤血球分化の過程では、未分化な前駆細

胞でGATA2がGata1遺伝子の発現を促進
し、分化が進行すると GATA1が Gata2遺
伝子の発現を抑制することが知られてい

る。その結果、細胞分化段階に応じて、主

に働く GATA因子が GATA2から GATA1
に交替する、いわゆる「GATAスイッチ」
と呼ばれている現象がおこる。一方、マス

ト細胞では、分化・成熟した皮下の末梢マ

スト細胞でも GATA2の発現が免疫組織染
色で確認されている。また、赤血球で

GATA1と協調的に作用して Gata2遺伝子
の発現を抑制することが知られている共

役因子 FOG-1がマスト細胞には発現して
いない。これらの知見より、GATA1と
GATA2の相互作用は、赤血球とマスト細
胞とで異なっていることが予想される。 
 
２．研究の目的 

以上のような背景を踏まえて、本研究は、

成熟マスト細胞における GATA1 の役割を明
らかにすることを目的として行った。研究期

間の前半では、赤血球において観察されてい

る「GATAスイッチ」がマスト細胞にも存在
するのかどうかに注目し、GATA1と GATA2
相互の発現制御機構を明らかにすることを

目的とした。研究期間の後半では、マスト細

胞に特徴的な生理機能として、抗原刺激によ

る脱顆粒反応に注目し、GATA因子の役割と、
標的としているマスト細胞特異的遺伝子の

同定を試みた。 

 

３．研究の方法 

（１）マスト細胞分化に伴う GATA1の発現
解析   
 野生型マウスの骨髄細胞をIL-3とSCF
存在下で培養して、マウス骨髄マスト細胞

（BMMC）を作製した。培養開始から7・
14・21・28日後に細胞を一部回収して
RNAを抽出し、定量PCR法によって
GATA1・GATA2のほか、マスト細胞に
発現する血球系転写因子、マスト細胞特

異的な機能に関わるいくつかの遺伝子に

ついて、mRNA量を定量した。 

 

（２）誘導的Gata1ノックアウトマウス由
来骨髄マスト細胞の作製と解析   
 マウスGata1遺伝子のエクソン II-VIを挟
んで loxP配列が挿入された Gata1 floxedマ
ウスは、オランダ・エラスムス大学の

Philipsen博士より分与していただいた。こ
のマウスと ROSA26-CreERT2マウスを交配

し、得られた Gata1fl/y::Creマウスから骨髄
を採取した。全骨髄細胞を（１）と同じよう

に培養して BMMCを作製した。培養液に
4-ヒドロキシタモキシフェン（4-OHT）を添
加し、経時的に細胞を回収して Gata1遺伝子
の組み換えを確認した。また、Gata1欠失細
胞の性状解析として、フローサイトメトリー

による c-kitと FcεRIαの発現解析と、サイト
スピン標本による形態観察を行った。 
 
（３）マスト細胞における GATA1と
GATA2の制御機構の解析 
Gata1と Gata2遺伝子には、種間でよく保
存されている GATA結合配列が複数知ら
れており、赤血球ではそれらが GATA1と
GATA2の発現において重要な役割をしてい
る。本研究では、野生型マウスの BMMCを
用いて、それらのGATA結合部位にGATA1
あるいは GATA2が結合しているのかどう
か、クロマチン免疫沈降法（ChIP）により
解析した。また、それらの領域のヒストン

修飾状態についても ChIPにより検討した。 
 
（４）マスト細胞における GATA1標的因子
の同定 
 マスト細胞株（RBL-2H3）において、人為
的に GATA1の発現を変化させ、マスト細胞
特異的な遺伝子の発現量を定量 PCR法によ
って解析した。同時に、GATA1の発現を変
化させたときのマスト細胞の脱顆粒能と細

胞内カルシウム濃度を測定し、対照細胞と比

較した。RBL-2H3細胞で発現が変化してい
た遺伝子については、（２）で作製した

GATA1欠失骨髄 BMMCでも同様の変化を
しているか否かを解析した。 
 
４．研究成果 

（１）マスト細胞分化に伴う GATA1 の発
現解析   

 野生型BMMCにおけるGATA1の発現制
御様式について、赤血球と比較しながら解



析した。GATA1mRNAの発現量は、BMMC
培養過程で変動が少なく、赤血球と比較し

て も 低 い レ ベ ル に あ っ た 。 一 方

GATA2mRNA量はBMMCの培養において
経時的に増加し、他のマスト細胞特異的に

発現する遺伝子の mRNA 量の変化と同調
していた。これらの結果から、細胞分化段

階に依存するGATA1とGATA2の発現制御
機構が赤血球とマスト細胞で異なっている

と考えられた。 

 

（２）誘導的 Gata1ノックアウトマウス由
来骨髄マスト細胞の作製と解析  
 Gata1fl/y::Cre マウスの骨髄より調製し
た BMMC(floxCre)の培養液に 4-OHTを添
加したところ、５日後には Gata1遺伝子の
組み換えが PCR で確認され、10 日後には
GATA1mRNAの発現はほぼ消失した。とこ
ろがFACSによる c-kitとFcεRIαの発現や、
細胞形態（サイトスピンで確認）は GATA1
を欠失させても変化しなかった。また、こ

れらの細胞をマスト細胞欠損マウスの腹腔

に投与したところ、GATA１欠失 BMMCを
移植した場合も野生型細胞と同様に最終分

化したマスト細胞が観察された。これらの

結果から、GATA1は成熟マスト細胞の分化
形質の維持ならびに末梢組織での最終分化

に必須ではないと考えられた。 
 

（３）マスト細胞における GATA1と
GATA2の制御機構の解析 
 ChIP 解析では、種間で保存されている
GATA 結合部位の大部分に GATA1 あるい
はGATA2の結合が確認された。ところが、
赤血球・巨核球での GATA1 の発現に重要
な血球特異的エンハンサー（G1HE）に関
しては、内部に存在する GATA ボックスへ
のGATA1及びGATA2の結合は観察されな
かった。さらに、この領域のクロマチン修

飾状態を調べたところ、ヒストン H3、H4
とも低アセチル化状態であった。 
これらの結果を総括すると、マスト細胞に

は赤血球のような GATAスイッチ機構は存
在しないと考えられた。 

 

（４）マスト細胞における GATA1標的因子
の同定 

 マスト細胞株（RBL-2H3）においてGATA
因子をノックダウンすると、抗原刺激によ

る脱顆粒能が低下する。この細胞で脱顆粒

を制御しているいくつかの候補因子の発現

を調べたところ、 Phospholipase C-γ1 
(PLC-γ1)の発現が有意に低下していた。
PLC-γ1 遺伝子の制御領域には種間で保
存されている２つの GATA結合部位が存在
し、GATA1と GATA2は、この領域に結合
していた。また、この領域を含むレポータ

ー解析では、GATA1あるいは GATA2を導
入するとレポーター活性が上昇した。これ

らの結果から、GATA1とGATA2はPLC-γ1
遺伝子の発現を直接制御することによって、

RBL-2H3 細胞の IgE 受容体刺激を介した
脱顆粒に関与していると考えられた。 
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