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研究成果の概要（和文）：GATA1は赤血球・巨核球分化に重要な遺伝子の発現を制御する転写因子である。ダウン症患
児では、アミノ末端の欠失した短型GATA1が発現し、急性巨核芽球性白血病の前癌病態（一過性骨髄増殖性疾患:TMD）
を構築する。私たちは、GATA1欠失マウス胎児肝の巨核球前駆細胞や急性巨核芽球性白血病由来白血病細胞株の過増殖
傾向が完全長GATA1を導入することにより抑制することができるが、このRbとの結合能が減弱しているGATA1変異体では
抑制できないことを見いだした。この結果はRbとの結合に依存したGATA1機能が障害されることがTAM発症に寄与してい
ることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：GATA1 is a transcription factor essential for erythroid/megakaryocytic cell differ
entiation. Acquired mutations deleting the N-terminal region of GATA1 protein are frequently found in acut
e megakaryoblastic leukemia (AMKL) and transient myeloproliferative disorder (TMD) in children with Down s
yndrome. We found that full length of GATA1 could restrict proliferation of megakaryocyte progenitors deri
ved from livers of GATA1-null fetus and cell line originally established from AMKL patients, whereas mutan
t GATA1s lacking consensus motif essential for the interaction sites with Rb protein could not support the
 GATA1 function on the growth regulation of immature megakaryocytes. This finding indicates that the GATA1
 function supported by interaction with Rb protein is involved in the onset of TMD.
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１．研究開始当初の背景 

悪性腫瘍の発症には、その疾患に特徴的な
遺伝子変異に起因する恒常性の破綻が根底
にあると考えられている。特に、受容体-シグ
ナル伝達系の破綻に起因する悪性腫瘍に対
しては、そのメカニズムに特異的な分子標的
治療薬の開発が積極的に行われている。一方、
転写因子の機能異常を原因とする白血病は
数多く存在し、また、注目を浴びているにも
かかわらず、発症に関わる分子メカニズムの
詳細は明らかでない。 
転写因子 GATA1 は赤血球系列および巨核

球系列細胞の増殖、分化、細胞死に関わる複
数の遺伝子を包括的に制御するマスター転
写因子として解析が進んでいる。ダウン症患
児に高率に発症する一過性骨髄増殖症
（TMD）と急性巨核芽球性白血病（AMKL）
では、ほぼ全例で GATA1 の変異が存在し、
結果的に、酸性アミノ酸に富み、転写活性化
能に重要な N-末端領域の 83 アミノ酸が欠失
した短い GATA1（GATA1s）が発現している。
細胞内一過性発現実験で、GATA1s の転写活
性化能が野生型 GATA1 の約 30%にまで低下
していることから、疾患発症には GATA1 の
転写活性の減弱が関与していると考えられ
てきた。先行研究から、私たちは、遺伝子相
補レスキュー手法を用いて GATA1s のみを
発現するマウス系統の樹立に成功し、このマ
ウスでは、胎生期から新生児期において未熟
な巨核芽球が異常増殖をしていること、しか
し、この病態は生後間もなく消失することを
見いだし、GATA1s 変異が第一義的に TMD
様の病態形成に寄与していること明らかに
した。さらに、内在性 GATA1 と同程度の
GATA1s を発現しているマウスでは、一時的
な寛解期を経た後に高率に AMKL を発症す
るが、過剰量の GATA1s を発現させることに
より白血病発症を阻止できるが、興味深いこ
とに、GATA1 遺伝子発現低下マウスでは、
GATA1 機能が減弱しているのにもかかわら
ず TMD/AMKL 様病態を呈さないことを見
いだしてきた。このことは、TMD/AMKL の
発症には、GATA1 の単なる転写活性化能低
下ではなく、GATA1s の発現による積極的な
転写調節不均衡が関わっていることを示し
ている。 
 
２．研究の目的 

本申請研究では、ダウン症患児に高率に発
症する巨核芽球性白血病の多段階白血病発
症メカニズムを、GATA1 と Rb の協調不全に
よる転写調節不均衡に着目して、マウス個体
内でダイナミックに解析する。研究期間中に、
(1) 変異により影響を受ける GATA1 と
Rb/E2F の標的遺伝子を、特に増殖、分化、
細胞死調節機構の破綻に着目して分類し、(2) 
巨核芽球性白血病の前白血病状態形成に至
る分子機構を明らかにする。さらには、(3) 造
血系組織の恒常性維持に関わる転写調節因
子の機能破綻による多段階白血病発症メカ

ニズムを個体内で解き明かすことを目的と
する。 
 
３．研究の方法 

(1) 細胞を用いた GATA1 機能の解析 
巨核球特異的 GATA1 欠失胎児肝の巨核球は、
GATA1 の機能欠失により増殖制御を欠失し、
未分化な状態で増殖が亢進している。そこで 
同胎児の肝臓から cKit 陽性の多能性前駆細
胞を分取し、幹細胞増殖因子（SCF）存在下
で２日間培養する。レトロウイルスベクター
を用いて野生型 GATA1、N 末端欠失変異体
（GATA1s）、Rb 結合配列（LxCxE）に変異
を挿入して Rb との結合能を減弱させた
GATA1 変 異 体 ２ 種 （ GATA1-GK 、
GATA1-AA）を発現導入させ、トロンボポエ
チン（TPO）存在下で培養し巨核球系細胞増
殖を検討する。 

(2) マウス個体を用いた GATA1 機能の解析 
① トランスジェニックマウスの樹立：トラ
ンスジェニックレスキュー法を用いて
GATA1 変異による白血病発症メカニズムを
解析する目的で、GATA1 発現調節領域を含
む約 200kb の大腸菌人工染色体（BAC）を
用 い て 、 野 生 型 GATA1 、 GATA1s 、
GATA1-GK、GATA1-AA を発現するトラン
スジェニックマウスを複数系統樹立する。 
② それぞれのマウス系統を GATA1 遺伝子
ノックダウンマウスと交配し、レスキュー個
体を得る。それぞれマウス系統のレスキュー
個体において、胎児期と出生後の造血組織
（胎児肝）の巨核球を用いて FACS 解析によ
る表面マーカー解析を行い、変異によって引
き起こされる造血障害を考察する。 

(3) GATA1 変異体と Rb の結合性に関する検
討 
Rb が、種々の転写因子やクロマチン再構成
因子と複合体を形成し、転写制御を行ってい
ることが報告されている。従って、Rb との
結合力の有無が巨核球分化に重要であるこ
とが予想される。そこで、野生型 GATA1、
GATA1s、GATA1-GK に GST タグを連結し、
大腸菌で組換えタンパク質を合成した。同様
に Rb タンパク質を合成した。試験管内で
種々の GATA1 タンパク質と Rb タンパク質
を混合し、GST プルダウンアッセイを行う。 
 
４．研究成果 

(1) 細胞を用いた GATA1 機能の解析 
巨核球特異的 GATA1 欠失胎児肝由来の cKit
陽性の多能性前駆細胞は、TPO 存在下で培養
することにより、CD41 巨核球マーカー陽性
の細胞が著増した。同細胞にベクターのみを
導入しても、その増殖曲線に変化はなかった
が、野生型 GATA1 導入することで、CD41
陽性細胞の増殖を抑制することができた。同
様な条件で GATA1s を導入すると、ベクター
単独導入よりもむしろCD41陽性細胞は増殖
した。一方、GATA1-GK、GATA1-AA を導



入すると、ベクター単独に比較してわずかに
増殖が抑制されたが、野生型 GATA1 ほどの
抑制効果は得られなかった。 

(2) マウス個体を用いた GATA1 機能の解析 
野生型 GATA1、GATA1s、GATA1-GK、
GATA1-AA を発現するトランスジェニック
マウスをそれぞれ２から３系統樹立した。
mRNA の発現量をリアルタイム PCR 方で検
討したところ、内在性の GATA1 とほぼ同程
度の発現量をもつ系統は得られたが、内在性
GATA1 よりも大量の発現量を有する系統は
得られなかった。そこで、内在性とほぼ同程
度の発現量をもつトランスジェニック系統
と GATA1 遺伝子ノックダウンマウスと交配
し、レスキュー個体の解析を行った。まず、 
野生型 GATA1 を発現するレスキュー胎児で
は、赤血球系および巨核球系のいずれも同腹
の野生型個体と同様に正常に分化していた
が、GATA1sを発現するレスキュー胎児では、
赤血球系分化の障害と巨核球前駆細胞の蓄
積 が あ っ た 。 と こ ろ が GATA1-GK 、
GATA1-AA を発現するレスキュー胎児では、
異常は見られなかった。 

(3) GATA1 変異体と Rb の結合性に関する検
討 
野生型 GATA1 を用いた沈降物中に Rb タン
パク質が検出できるが、GATA1s を用いた場
合 は 全く検 出 できな か った。 一 方 、
GATA1-GKを用いた沈降物中にはRbタンパ
ク質がわずかに検出できるが、野生型
GATA1 の場合と比較すると有意にその量が
減少していた。 
(4)結果の考察 
GATA1s で見られる巨核球系表現型は
GATA1-GK、GATA1-AA では軽減されてい
た。GATA1 は単一の Rb 結合配列を持つ分子
として知られているが、従来のコンセンサス
配列を欠失してもわずかに Rb との結合性が
残存するが GATA1s では完全に欠失するこ
とから、TMD/AMKL の発症には GATA1 は
Rb と結合の有無が大きく関与していること
が考えられる。 
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