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研究成果の概要（和文）：　転写因子GATA2は造血幹細胞に発現し、その維持と増殖に必須の転写因子である。このGAT
A2は間葉系幹細胞にも発現していることが報告されており、造血幹細胞だけでなく間葉系幹細胞においてもその維持や
分化に機能し、骨髄微小環境の機能に影響しうる可能性が考えられる。
本研究を通じて、GATA-2の発現低下が間葉系幹細胞の脂肪細胞への分化を誘導しうること、また造血幹細胞の支持能を
低下させうることをin vitroの検討により見出した。

研究成果の概要（英文）：The bone marrow microenvironment comprises multiple cell niches derived from bone 
marrow mesenchymal stem cells (BM-MSCs). However, the molecular mechanism of BM-MSC differentiation is 
poorly understood. The transcription factor GATA2 is indispensable for hematopoietic stem cells (HSCs) 
function as well as other hematopoietic lineages, suggesting that it may maintain BM-MSCs in immature 
state and also contribute to their differentiation. To explore this possibility, we established BM-MSCs 
from human bone marrow. GATA2 loss- and gain-of-function analyses based on human BM-MSCs confirmed that 
decreased and increased GATA2 expression accelerated and suppressed BM-MSCs differentiation to 
adipocytes, respectively. When GATA2 knockdowned BM-MSCs were cocultured with CD34+ cells, HSC frequency 
and colony formation decreased, indicating that decreased GATA2 expression induced BM-MSC 
differentiation, particularly into adipocytes, leading to the decreased hematopoietic supporting 
capacity.

研究分野： 血液内科

キーワード： GATA-2　間葉系幹細胞

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 再生不良性貧血は汎血球減少を呈する骨

髄不全症の代表疾患であり、造血細胞の減少

と脂肪髄という特徴的な骨髄所見を呈する。

これまで再生不良性貧血の発症機序として、

造血幹細胞の減少が考えられてきたが、正常

造血には造血細胞を支持する造血微小環境

が必須であり、再生不良性貧血における脂肪

髄化もその発症において重要な造血環境の

変化と考えられる。 

 転写因子 GATA-2 は、主に造血幹細胞に発

現し、その機能に必須の転写因子と考えられ

ている。興味深いことに、申請者らを含めた

複数のグループから再生不良性貧血症例の

造血幹細胞において、GATA-2 の発現量が低

下していることが報告されており、病態への

関与が示唆されている(Fujimaki et al. Br J 

Haematol. 2001;113:52-57, Zeng et al. Blood. 

2004;103:325-332)。 

 一方、造血微小環境は、骨芽細胞や血管内

皮細胞、脂肪細胞などのストローマ細胞で構

成されるが、それらは共通の前駆細胞である

間葉系幹細胞が分化して形成される。申請者

を含むグループは GATA-2 の発現低下が間葉

系幹細胞の脂肪細胞への分化を誘導しうる

ことを in vitro の検討により見出した(Okitsu 

et al. BBRC. 2007;364:383-387)。さらに、Xu

らは再生不良性貧血の間葉系幹細胞におい

ても GATA-2 の発現が低下していることを報

告した(Xu et al. Exp Hematol. 

2009;37:1393-1399)。しかしながら、GATA-2

がいかに脂肪分化に寄与しうるかについて

の分子学的機序については不明な点が残さ

れている。 
 
２．研究の目的 
 
 間葉系幹細胞・造血幹細胞の機能に重要な

転写因子GATA-2の標的遺伝子およびその制

御因子を明らかにすることを目的とする。 
 

３．研究の方法 
 

（１）ヒト骨髄間葉系幹細胞(BM-MSC)の作

成 

 インフォームドコンセントが得られた成

人健常ドナーの骨髄から Ficoll-Paque Plus 

Premiam（GE Healthcare, Uppsala, Sweden）を

用いた密度勾配遠心法にて単核球を分離し、

5×106/ml の細胞を 6 ウェルマルチウェルセル

カルチャープレート上で 20％間葉系幹細胞

用ウシ胎児血清（fetal bovine serum; FBS）

（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）、10mM 

2-[4-(2-ヒドロキシエチル)-1-ピペラジニル]

エタンスルホン酸（HEPES）（Invitrogen）、

10ng/ml 塩基性線維芽細胞増殖因子（basic 

fibroblast growth factor; bFGF）（PeproTech, 

Rocky Hill, NJ, USA）、100 U/ml ペニシリンお

よび 100 μg/ml ストレプトマイシンを加えた

ダルベッコ変法イーグル培地（Dulbecco’s 

modified Eagles; DMEM）培地（Invitrogen）で

培養し、樹立した。 

 脂肪分化誘導には、インスリン、イソブチ

ルメチルキサンチン、デキサメタゾン、イン

ドメタシン、L-グルタミン、Mesenchymal Cell 

Growth Supplement を含む hMSC 

Differentiation BulletKit -Adipogenic (Lonza, 

Walkersville, MD, USA)を用いた。 

 

（２）GATA-2 ノックダウン 

 GATA2 siRNA を用いて GATA2 の発現を抑

制し、それぞれ形態変化・機能解析を行った。

GATA2 siRNA の配列は、

GUGCUGAUGUAGUGACCAATT、

UUGGUCACUACAUCAGCACTT である 

（B-Bridge International, Inc. Cupertino, CA, 

USA）。対照 siRNA として、AllStars Negative 

Control siRNA（QIAGEN, Valencia, CA, USA）

を用いた。BM-MSC への siRNA 導入は

Lipofectamine® RNAiMAX Reagent 

（Invitrogen）を用いてリポフェクション法で

行った。また得られたサンプルを用いて、



Human Genome U133 Plus 2.0 Array

（Affymetrix, Santa Clara, CA, USA）にて

cDNA マイクロアレイ解析を行った。 

 

（３）ヒト CD34 陽性細胞と BM-MSC の共

培養 

 BM-MSCを6ウェルマルチウェルセルカル

チャープレート上において 2×104/ml の細胞

数で 1 日培養後、siRNA による RNA 干渉法

で GATA2 の発現を抑制した。さらに 48 時間

後、培養液を除去し、PBS で 1 回洗浄した

BM-MSC上にヒトCD34陽性臍帯血単核球を

2.5×104/ml になるように加え、7 日間培養し、

回収した。さらに回収した CD34 陽性細胞を

用いて Methocult™ H4435 Enriched 

(STEMCELL)を用いた半固形培地にて 14 日

間培養を行い、コロニー数を計測した。 
 
４．研究成果 
 

（１）GATA2 の発現低下は BM-MSC を脂肪

細胞分化へ誘導する 

 BM-MSC において GATA2 の発現を人為的

に抑制し分化への影響を検討した。同細胞に

GATA2 特異的 siRNA を導入し、48 時間後に

細胞を回収し、GATA2 の発現低下を定量

RT-PCR で確認した。次に、この方法にて

GATA2の発現を低下させたBM-MSC を脂肪

細胞へと分化誘導した。定量 RT-PCR で脂肪

細胞分化関連遺伝子 (CEBPβ、CEBPα、PPARγ、

aP2、Adpisin) の発現量を確認したところ、

CEBPα、PPARγ、aP2 の有意な上昇が見られ

た。また、12 日目の分化細胞の脂肪的形成能

を Oil red O 染色にて検討したところ、GATA2

発現抑制細胞では対照細胞と比較して脂肪

細胞の増加が認められた(図 1)。 

 

（図１）GATA2 抑制 BM-MSC の脂肪染色 

 

（２）BM-MSC での GATA2 制御遺伝子発現

プロファイル解析 

 BM-MSC において GATA2 に制御される遺

伝子群を明らかにするために、siRNA 干渉に

よって GATA2 発現を抑制した BM-MSC 検体

を用いて cDNA マイクロアレイ解析を行い、

発現遺伝子プロファイルを検討した。2 検体

の平均値で GATA2 発現抑制細胞において 2

倍発現上昇または低下した遺伝子を抽出し

たところ、発現が上昇した遺伝子は 90 遺伝

子、発現が低下した遺伝子は 189 遺伝子であ

った。この cDNA マイクロアレイで発現が変

動した脂肪細胞分化に関連する遺伝子は認

められなかった。発現低下した遺伝子の中に

は LAMB1 や CD44 などの細胞接着因子や、

骨芽細胞分化調節の報告のある ENPP1 が含

まれていた。GATA2 制御遺伝子群の遺伝子オ

ントロジー解析では GATA2 制御遺伝子群は

細胞周期（Cell cycle）、発生過程

（Developmental process）、細胞増殖および分

化（Cell proliferation and differentiation）など

に関与することが明らかとなった。 

 

（３）GATA2 は細胞周期を調節する 

 GATA2 抑制遺伝子の発現プロファイル解

析にて細胞周期制御関連遺伝子、特にサイク

リン依存性キナーゼ（cyclin cependent cinase; 

CDK）/サイクリン系関連遺伝子の発現が対照

細胞と比較して低下していたことから、

GATA2 発現抑制 BM-MSC 細胞周期を解析す

ることとした。 

 その結果、対照細胞と比較して GATA2 発

現抑制 BM-MSC では G0/G1 期の細胞数が増

加し、S 期の細胞数が低下していた(図 2)。こ

の結果から、GATA2 は CDK/サイクリン系遺

伝子を介して細胞周期調節にかかわってい

る可能性が示唆された。 



 
（図 2）GATA2 抑制 BM-MSC の細胞周期解

析 

 

（４）GATA2 発現低下 BM-MSC は骨髄支持

能が低下する 

 BM-MSC は骨髄微小環境における骨芽細

胞、脂肪細胞など間葉系細胞の前駆細胞であ

り、近年では BM-MSC 自身の造血細胞への

関与が報告されている。このため BM-MSC

における GATA2 発現変化が BM-MSC の造血

支持能に影響を及ぼす可能性について検討

を行った。 

 GATA2 発現抑制 BM-MSC を支持細胞とし、

ヒト CD34 陽性臍帯血単核球を 7 日間共培養

し、回収したヒト CD34 陽性臍帯血単核球を

フローサイトメトリーで解析した。 対照細

胞と比較し、GATA2 発現抑制 BM-MSC と共

培養したCD34陽性臍帯血単核球でHSCの数

が低下していた。また、回収した CD34 陽性

臍帯血単核球を用いてコロニーアッセイを

行ったところ、対照細胞と比較して GATA2

発現抑制 BM-MSC と共培養した細胞でコロ

ニー形成の低下がみられた（図 3）。  

 この結果より、BM-MSC の GATA2 発現低

下は骨髄支持能の低下に帰結する可能性が

示唆された。 

 
（図 3）GATA2 抑制 BM-MSC との共培養後

のコロニーアッセイ 
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