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研究成果の概要（和文）：マスト細胞の分化と機能におけるGATA因子の役割を解明するために、成体マウスでGata1を
誘導的に欠失させた。その結果、骨髄由来マスト細胞（BMMC）は正常に分化し、末梢組織マスト細胞もほぼ正常であっ
た。BMMCのマイクロアレイ解析では、トリプターゼ遺伝子群の発現が減少していたが、多くのマスト細胞関連遺伝子の
発現はGATA1発現低下の影響を受けなかった。一方、BMMCでGATA2を誘導的に機能欠失すると、フローサイトメトリーで
マスト細胞の分画が著明に減少した。これらの結果は、マスト細胞分化形質の維持にはGATA2がより重要であり、GATA1
の欠失はGATA2によって代償されたことを示している。

研究成果の概要（英文）： The present study demonstrates that targeted deletion of Gata1 has a minimal 
effect on the number and distribution of peripheral tissue mast cells in adult mice. Bone marrow derived 
mast cells (BMMCs) prepared from Gata1-null mice differentiated normally without affecting their 
degranulation activity. Microarray analyses showed that GATA1 knockdown BMMCs have a small impact on the 
mast cell-specific gene expression in most cases. However, the expression levels of mast cell tryptases 
in the mouse chromosome 17A3.3 were uniformly reduced in the GATA1 knockdown cells. In contrast to the 
observations in the Gata1-null BMMCs, GATA2 deficiency in BMMCs resulted in a significant loss of the 
mast cell fraction and a reduced expression of several mast cell-specific genes. Collectively, GATA2 
plays a more important role than GATA1 in the regulation of most mast cell-specific genes, while GATA1 
might play specific roles in mast cell functions.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 マスト細胞は造血幹細胞を起源とし、末梢
組織で分化成熟する。造血組織を離れたマス
ト細胞は、皮膚、腹腔、消化管粘膜などに生
着し、末梢組織の微小環境の影響を受けて異
なる遺伝子群を発現し、局所での免疫応答に
必要な機能を獲得する。個体の免疫応答にお
けるマスト細胞の役割を包括的に理解する
ためには、その成熟過程における遺伝子発現
プログラミングの分子機序を解明する必要
がある。 
 マスト細胞には４つの造血系転写因子
（GATA1、GATA2、Scl、PU.1）が発現してい
る。これらの因子はマスト細胞以外の異なる
細胞系列、分化段階で発現しており、ときに
拮抗的に作用することが知られている。特に、
GATA1 と PU.1 は、造血発生において骨髄球系
の共通前駆細胞であるCMPから顆粒球系前駆
細胞 GMP と赤血球・巨核球の前駆細胞 MEP と
に分かれる過程で、お互いの発現を抑制し、
標的遺伝子に対しても拮抗的に作用するこ
とが知られている。赤血球系列においては、
GATA1 と GATA2 が分化段階特異的に発現制御
され、未分化な段階で機能する GATA2 は遅れ
て発現する GATA1 の機能を代償できない。マ
スト細胞にはこれらの因子が同時に発現し
ていることから、他の細胞系列でこれまでに
報告されていたものとは異なる転写因子相
互の発現制御や役割分担が存在しているこ
とを示唆している。 
 本研究は、平成 21-23 年度に行った基盤研
究 C「成熟マスト細胞における GATA1 の機能
解析」（課題番号 21590318）の研究成果を基
にして行った。この研究において、研究代表
者らは、GATA1 と GATA2 の発現様式が赤血球
とマスト細胞とでは異なっており、相互の遺
伝子発現を制御する機構がみられないこと、
マウス骨髄由来のマスト細胞（BMMC）で GATA1
を完全に欠失させても、際立った表現型の変
化は観察されないことを見い出した（論文リ
スト＃11）。しかしながら、この時点ではマ
ウス個体の末梢組織マスト細胞でのGATA1の
機能欠失解析が十分に行われておらず、マス
ト細胞分化における GATA1 と GATA2 の役割の
相違についても、分子レベルでの解析が十分
に行われていなかった。 
  
２．研究の目的 
本研究は、造血系転写因子によるマスト細

胞分化の遺伝子発現調節機構を解明するこ
とを目的として行った。本研究では特に
GATA1 と GATA2 に注目し、マスト細胞分化に
おける両者の機能分担を明らかにすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 誘導的GATA1欠失マウスにおける組織マ
スト細胞の解析 
背景の項で述べたように、以前の研究では、

誘導的GATA1欠失マウスの骨髄から作成した

BMMC に 4-ヒドロキシタモキシフェン（４－
OHT）を加えて細胞レベルで GATA1 の発現を
完全に欠失させた。その結果、サイトスピン
による細胞形態、フローサイトメトリー
（FACS）でのマスト細胞マーカーである
c-KitとFcRIの発現は野生型と変わらなか
った。本研究では、条件付き GATA1 ノックア
ウトマウスにタモキシフェンを投与して、マ
ウス個体で GATA1 を欠失させ、骨髄から BMMC
を作成して解析した。また、皮下や消化管に
存在する末梢組織マスト細胞の数や分布に
変化がみられるかどうか、観察した。 
(2) マイクロアレイによる BMMC における
GATA1 標的遺伝子の探索 
siRNAでGATA1をノックダウンしたBMMCと

control siRNA を導入した BMMC から RNAを採
取し、マイクロアレイによる網羅的 RT-PCR
解析を行った。 
(3) マスト細胞関連遺伝子の制御における
GATA1 と GATA2 の役割 
siRNA で GATA1 と GATA2 のいずれか、また

は両方をノックダウンした BMMC を用いて、
マスト細胞関連遺伝子の定量的 RT-PCR 解析
を行った。また、野生型 BMMC を用いて、マ
スト細胞関連遺伝子への GATA1 と GATA2 の結
合を、クロマチン免疫沈降法（ChIP assay)
により解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 誘導的GATA1欠失マウスにおける組織マ
スト細胞の解析 
条件付きGATA1ノックアウトマウスにタモ

キシフェン（Tx)を投与すると、赤血球造血
障害のためマウスは進行性の貧血を呈した。
ヘマトクリットと体重でモニターしながら
経過観察し、Tx 投与 28 日後のマウス骨髄か
ら BMMC を作成し、耳の皮下、胃、腹腔の末
梢組織マスト細胞を組織染色（トルイジンブ
ルー・アルシアンブルー/サフラニン染色）
にて観察した。その結果、GATA1 欠失マウス
の骨髄からは、BMMC が大きな異常なく分化し
(図 C左)、抗原刺激による脱顆粒反応も野生
型と同様であった。皮下・消化管・腹腔に存
在する末梢組織マスト細胞の数および分布
も、野生型マウスと同様であった。一方、
GATA1 欠失マウスの骨髄細胞をメチルセルロ
ース・コロニーアッセイで解析すると、野生
型細胞にはみられない低密度で増殖能の高
いコロニーが観察され、この細胞は FACS で
c-Kit と FcRIが陽性であった（CFU-Mast と
命名）。GATA1 欠失状態におけるこのような異
常コロニーの形成は、方法は若干異なるが、
以前に報告されている結果とよく一致して
いた（Metcalf et al., PNAS., 2007）。 
 
(2) マイクロアレイによる BMMC における
GATA1 標的遺伝子の探索 
GATA1ノックダウンBMMCのマイクロアレイ解
析では、GEO 解析で、炎症関連遺伝子群の発
現低下が認められた。大部分のマスト細胞関



連遺伝子の発現は変化していなかったが、17
番染色体に存在するトリプターゼ遺伝子群
の発現は有意に低下していた。この遺伝子座
には、7か所に保存された GATA 結合配列が存
在する約 500bp の領域（RegionA と命名）が
存在し、この領域に GATA1 が結合しているこ
とが ChIP assay で確認された。 
 
(3) マスト細胞関連遺伝子の制御における
GATA1 と GATA2 の役割 
siRNAを用いたノックダウンBMMCにおいて、

Q-PCR を行ったところ、GATA1 と GATA2 の両
方を同時にノックダウンしたときに、どちら
か一方をノックダウンしたときよりも顕著
なマスト細胞特異的遺伝子発現の低下が観
察された(図 A)。野生型 BMMC を用いた ChIP
解析では、マスト細胞関連遺伝子である Kit
と Ms4a2遺伝子の制御領域に、GATA1 と GATA2
がともに結合していた(図 B)。これらの結果
から、BMMC のマスト細胞関連遺伝子発現にお
いて、GATA1 と GATA2 が共に機能しているこ
とが示唆された。そこで、GATA2 の機能的貢
献を評価するために、GATA2 の DNA 結合ドメ
イン（CF）を誘導的に欠失するマウス
（GATA2deltaCF)の骨髄から作製したBMMCに
おいて、4-OHT 処理して GATA2 の機能を消失
させた。その結果、FACS で c-kit の顕著な発
現低下が観察され(図 C 右)、Q-PCR で複数の
マスト細胞関連遺伝子の発現が低下した。 
 
(4) まとめと考察 
これらの結果は、BMMC において GATA1 と

GATA2 はともにマスト細胞特異的遺伝子の一
部を正に制御しており、機能的相補性を有し
ているが、GATA2 がより主要な役割を担って
いることを示唆している。このことから、
GATA1 の欠失は GATA2 によって代償されたと
考えられる。研究代表者らは、以前、BMMC 形
成過程では、GATA2 の発現が顕著に増加する
のに対して、GATA1 の発現は赤血球と比較し
て低いレベルでほとんど変化しないことを
見い出している（論文#11）。このことから、
マスト細胞特異的な遺伝子の発現制御に関
して、GATA1 の機能的貢献が GATA2 よりも小
さいのは、主に GATA1 と GATA2 の発現量の相
違によるものと考えられる。しかしながら、
17 番染色体に存在するトリプターゼ遺伝子
群の発現に関しては、GATA1 の貢献が明らか
であり、複数のトリプターゼ遺伝子が同程度
に低下していた。この結果は、今回見出した
RegionA 領域がβグロビン遺伝子の LCR のよ
うな機能を有し、複数の遺伝子を統括的に制
御している可能性を示唆している。マスト細
胞トリプターゼは、炎症性腸疾患などにおい
て、サイトカインを部分分解し、炎症の強さ
を制御しているという報告がある。マイクロ
アレイ解析でも複数の炎症関連遺伝子が変
化していたことから、GATA1 は炎症時などの
病態下で特殊な機能を有している可能性が
示唆された。 
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