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原著

ヒト組織と神経芽腫におけるG A T A - 2の

発現に関する研究
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要 旨

Globintranscriptionfactor2(GATA-2)は造血細胞,神経細胞,泌尿生殖器細胞,血管内皮

細胞などに発現する転写調節因子GATAfamilyの一 員である.本研究では新たに作成された抗

ヒトGATA-2抗体を用いて免疫組織学的染色を行い,ヒト成人において骨髄の前赤芽球,骨髄

芽球,末梢血 の肥満細胞,血管内皮,腎遠位尿細管上皮にGATA-2の発現を認めた.ヒト胎児では

血管内皮,副腎,腎臓,肝内造血細胞,中枢神経細胞にGATA-2の発現を認めた.神経芽腫ではロ

ゼット構造をなす円形細胞の核にGATA-2の発現が高く,分化が進んだ細線維型細胞では

GATA-2の発現は低下する傾向が強いことから,GATA-2の発現は予後をMfJ想する園子とな

る可能性が示唆された.また,銅郎)神経芽腫細胞株 (SH-SY5Y,GOTOタIMR-32,NB-i)

の蛍光染色では桟にGATA-2の発現を認めたが,GAprA-2発現のもっとも強いSH-SY5Yは

オ-ル トランスレチノイン酸を用いた分化誘導によって,G都濃-2の蛋白とmRNAの発現は

変化せず,神経芽腫における分化度とGATA-2の発現の関係を再現することはできなかった.

本抗体を用いた免疫染色は神経芽腫の診断及び神経細胞や血球の分化の解析に有用と思われる.
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緒 邑

転写因子 GATA (globintranscriptionfactor)

は2個の亜鉛フィンガーDNA結合領域を共通し

て持ち,ノンコ-ディング領域の ｢GATA｣配列を

認識してDNAに結合する転写調節因子である1).

GATAプアミリ-は転写 因子 GATA-1から

GATA-6の6種からなり,GATA-i-3は造血

系細胞の発生に重要な役割を果たしている2ト 4)

一方,GATE-4-鋸孟心臓 目指化管発生に関係

する5).GATA-2は造血のみならず泌尿生殖器6),

神経系の分化にも必須である.特にカテコールア

ミン系交感神経の分化に重要な分子である7)8)

GATA-2のノックアウ トマウスでは神経分化が

高度に障害される9).さらに神経分佃 こかかわる

Phox2,dHANDなどの遺伝子とGATA-2との関

係も解明されつつある10)ll).また,未分化の神経

細胞から発生する神経芽腫とGATA-2の関係も

報告されている12)13).しかし,これまでパラフィ

ン切片に使用可能な抗体がほとんどないことから

GATA-2の組織発現を形態的に確認することが

困難であった.

本研究では新たに作成 された抗ヒトGATA-2

抗体を用いて免疫組織学的染色を行い,ヒト成人,

ヒト胎児の臓器におけるGATA-2の発現を観察

した.また,神経芽腫の免疫染色を行い,GATA-

2の発現を評価した.さらに4種の神経芽腫細胞

株を用いてGATA-2の蛋白とmRNAの発現の差

を評価するとともに,オール トランスレチノイン

酸を用いた分化誘導実験による神経分化段階での

Gala-2の発現の変化と細胞形態変化について

検討した.

材料と方法

1.ヒト組織

死後5時間以内にヒト成人剖検例から採取した

冒,小腸,大腸,肝臓,大脳,心臓,大動脈,肺,輝

臓,腎臓,副腎,精巣,卵巣,子宮,骨髄と健康ヒ

ト成人より採取した末梢血,ヒト胎児6例 (胎齢

8週×2例,9週x2例,lo遇,12週),1988年か
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ら2003年に新潟大学医歯学総合病院で手術を受

汁,新潟大学細胞病理学教室で神経芽腫 (男7例,

女9例)と診断された16例,および 19鋸牛から

2008年に神経節細胞種と診断された10例を検討

した.なお,ヒト組織の本研究への使用について

は新潟大学倫理委員会の承認を得ている.検体

は,ホルマリン固定,パラフィン包埋 した後,薄

切 してhematoxylineosin染色と下記の免疫染色

を行った.

2.細胞株

神経芽腫由来のSH-SY5Yは新潟大学脳研究所

付属生命科学リソ-ス研究センタ-から供与して頂

いた.SH-SY5Yの培養には60mm/tissueculture

dish(Gre豆nerBiO-OneGmbh,Friekenhausen,

Germany)に7.5×105個ずつ播種 し,50/aCO芝,

37℃で10%非動化胎仔ウシ血清 (JRHBioscienee

Imc,LJeXinexa,KS),ペニシリン (100U/ml),ス

トレプトマイシン (100mg/ml)含有DMEM,high

g王ucose(GibcobyInvitrogen,California,USA)

培養液 を使用 した.GOTO,IMR-32は Health

ScieriCeResearchResourcesBank(大阪,日本)

から購入した.同様にIMR-32の培養には10%

非動化胎仔ウシ血清 (JRHBiosc豆encelne),ペニ

シリン (100U/ml),ストレプトマイシン(100mg/

ml),NEAA含有MEME(Sigma-Aldrich,Irvine,

UK),GOTOの培養には且0%非動化胎仔ウシ血

清 (JRHBioscience夏ne),ペニシリン (100U/

ml),ストレプトマイシン (100mg/ml)含有RPMI

(Sigma-Alかich)とMEME(Sigma-Aldrich)

を1:1で混合した培養液を使用した.NB-1は

新潟大学病理学教室所有の細胞株を使用 した.

NB-1の培養 には 10%非動化胎仔 ウシ血清

(澗HBiosc主encelnc)ペニシリン(100U/ml),スト

レプトマイシン (100mg/ml)含有RPMI(Sigma-

Aldrich)を使用した 培養液は1-2日おきに交

換した.

3.1次抗体

マウス抗 ヒ トGATA-2モノクロナール抗体

(以下 GATA-2抗体Hclone.B9922A,Perseus
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Proteomics,東京,日本)は 10mg調号を 1000倍

希釈 して使用 した.本抗体は GATA-2拍80aa)

の中の192-245aaをepitopeとして傍威 された

曳航ヒトMAP2ポリタロ-ナル抗体 (以下 MAP2

抗体HcloneC3D-1,MILIPORE,Denmark)は

50倍希釈 して使用した,

･1.免疫組織化学染色

ホルマリン固定,パラフィン包埋 した組織を薄

切し,オ- トタレ-プ処理 を121℃,15分)によ

って抗原を賦活化 して免疫染色を行った.0.3%

過酸化水素加メタj-ルで30分間,内因性ベルオ

キシダ-ゼを阻害 した.100/o羊血清 (Jackson

王mmunoresearchbboratories,WestGrove,PA)

でブロッキングしたのち一次抗体として GATA-

2抗体を60分間反応させた.二次抗体としてヒス

トファインシンプルステインMAX-PO(MULTI)

(ニチレイ,東武 日本)を使用して酵素標識ポリ

マ-汰 (間接法)にて染色 し,発色には 3.3㌧

diaminobenzidine･4HCi)(ニチレイ)を用いた

5.ウェスタンブロット法

培養細胞に1%TritonX,150mMNaCl,50mM

Tris-HClPHS.0,5mMEDTA,10iug/mlAprotinin,

且ell蛋/ml逢eupeptin,lmMPMSFの混合液を加え,

氷上に30分間静置後に 1女000rpm15分間遠心 し

て蛋白を抽出した.蛋白は80/OSDS-PAGEで分

離 し,PⅥ)Fメンブレン (Asherman,Aylesbury,

UK)に転写 した.メンブレンは50/oスキム ミル

クで一晩ブロッキングした後に一次抗体 1時間,

二次抗体 antトmicelg-horseradishperoxidase-

likedF(ab)2h･agment(Asherman)を30分間反

応 させ,ECLdetectionsystem (Asherman)で可

視化 した.陽性対照として GATA-2を強制発現

させたCOS-1細胞株から抽出した蛋白を使用 し

た.

6.蛍光染色

4wellチャンバースライ ドに4種の神経芽腫細

胞株を2日間培養し,40/aParaformaidehyde押BS

で固定 した 蛍光染色の-----次抗体としてGATA-

2抗体を用いた.二次抗体としてはAlexaFluor488

antトmouse短G,F(ab')2日nvitro酢n,California,

USA)を用いた.Hoechst33342(Inv如ogen)管

稜染 色 を行 い,ProLongGoldantifadereagent

律nvitTOgen)で封入 した.観察には共焦点レーザ

-顕 微鏡 LSM510META (CarlZeissC0.,Ltd"

He孟短enhaus,Germany)を朴 1た.

培養細胞からacidguanid量nium-phenol-chlo-

roform法 を用いてtot盈lRNAを抽 出 した.1/1g

の totalRNAをRTBufferHnvitrogen),0.01M

の dithiothreitolHnvitro酢n),20Uの RNase

invivitor(Promega,Southampton,UK),500/{lM

の deoxynucleotide triphosphates (dNTPs;

Phrmacia,Uppsala,Sweden),lltlgの randam

画mer(Promega),100Uのreversetransc軸tase

Hn洩r咽en)と混和 し,蒸留水で総量20lllとし

た.反応液 を42℃で 60分間インキュべ- 卜筏,

95℃,3分加熱 してcDNAを作成 した,今回用い

たプライマー GATA-2:upstream,5'{CCTAA

GCAECGCAGCA久GAG-3'downstream,5'-

GAT GAGTGGTCG GrrrCTG Gce-3'は

GreinerJapanCorporation(東京,日本)より購

入 した.PCR反応 液 は lUの Taqpolymerase,

1ⅩPCRreactionbuffer,lmMの MgC12(それぞ

れPromega),0.2mMの dNTPmixture(Takara,

大津,日本)にそれぞれ0.5pmolのプライマ-と

滅菌蒸留水で 19声 とし,cDNAを且Fjl加えて20

i31とした.PCRは95℃ 10分,(95℃ 1分 61℃

1分)25サイクル,72℃ 10分の条件で行った,

サ-マルサイクラ-は PC-700および PC-816

の2台 (ASTEC,福岡,日本)を使用 した.陰性

コン トロ-ルはtemplateDNAの代わりに滅菌蒸

留水を加えたものを使用 した.PCR産物 5,tjiを

15%ポリアクリルアミドゲルで 100V,50分泳動

後に紫外線イル ミネ-夕-で検出した.

さ.Sll-Sl'51'細胞株のオールレチノイン酸を

用いた分化誘導

SH-SY5Yを60mm/tissuecu旺uredish(Greiner
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図I

A GATA-2強制発現細胞のウェスタンブロット

negativecontrol(293T)には反応せずに,GATA2transfectionce1日COS-1)で55KDaに

バンドが検出される.T:GATA2transfectioncell(COS-1)N:negativecontyol(293T)

B ヒト磨帯静脈内皮細胞 (HUVEC)のGATA-2の蛍光染色

抗ヒトGATA-2抗体はヒト磨滞静脈内皮細胞 (HUVEC)の蛍光染色で核を主体とした染

色性を認める.

BiO-OneGmbh)に7.5×105個ずつ播種 し,5%

CO2,37℃で DMEM,h短hglucose(GIBCO)で

培 養 した.培養開始 48時間後に培養液を交換 し,

オールレチノイン酸 (S短ma一創drich)を加えて

10JiM に調整 した,培養液は舶 時間毎に交換 し,

オールレチノイン酸 も10/iMに調整 した.オ-
ルレチノイン酸添加軌 添加後 1日,2日,4日の

形態変化を観察 し,同時にRNAと蛋白を抽出 し
RT-PCR,ウェスタンブロットで評価 した.形態

変化解析には倒立顕微鏡 (NikonEclipseTi-S,

東京,日本)を使周した.

9.統計解析

同山実験を3回繰り返し検討 して,平均値と標

準偏差を算出 した.統計比 較はMann-Whitney

U-testを行い,有意差はP<0.05とした,

結 果

1.抗 ヒ ト(i,:lT_Lト 2抗体のヒ ト組織に対する

反応の特異性

GATA-2強制発現 COS一旦細胞から得 られた

蛋白をGATA-2抗体を用いてウェスタンブロッ

ト解析すると,GATA-2の予想 される分子量の

55kDaに明瞭 なバ ン ドが検 出 された (図 1A).

GATA-2の内因性コン トロ- ルとして使用 され

るヒ ト槽滞静脈内皮細胞 (HUVEC)の蛍光染色

では核を主体とした染色性を認めた (図 1B).以

上の成績から,このGATA-2抗体はGATA-2蛋

白を特異的に検出していると争j断された.

2.ヒト組織における(;A′rA-2の発現

ヒ ト成人では骨髄の前赤芽球,骨髄 芽球,末梢

血の肥満細胞,血管内皮,腎遠位尿細管上皮のい

ずれ も榛にGATA-2の発現を認 め た.ヒ ト胎児

では血管内皮,副腎,腎尿細管,肝内造血細胞,中

枢神経細胞の榛にGATA-2の発現を認めた.ヒ

ト胎児の中枢神経ではGATA-2の発現 は間脳,

中脳,橋,髄脳の腹側部位の神経細胞の桜内に観

察 された (図2).

3.神経芽腫 ･神経節細胞種におけるGiLITA-2

の免疫染色

神経芽腫の免疫染色ではロゼット構造をなす円
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GATA2:ルーペ

図2 ヒト胎児中枢神経のGATA-2の免疫染色,

ヒト胎児組織の間脳,中脳,檎,髄脳の腹側部位の神経細胞の桟にGATA-2

の発現を認める.

形細胞に枝を主体としたGATA-2の発現を認め

た (図3).ロゼットを形成 しない部位でも円形細

胞はGATA-2陽性を示 した.分化が進んだ細線

維型細胞ではGATA-2陽性細胞は減少 した.ま

た,神経節細胞種ではGAprA-2陽性細胞は見ら

れなかった.

Ll.神経芽腫細胞株における(l,:ヽT:ヽ12の蛍光染

色

蛍光染色で神経芽 腫細胞株 4穫 (SH-SY5Y,

(;OTO.IMR-32.NB-1)全てに GATA-2J)発

現 を認めた.しか し,細胞株によって GATA-2

発現の強度 に差があり,SH-SY5Y>GOTO-
IMR-32>>NB-1の順であった (図4A).SH-

SY5Y,GOTOは桜内にび まん性の発現 を望 し,

IMR-32,NB弓 は核小体パ タ-ンの発現 を示 し

た.

5.神経芽腫細胞株における蛋白とmRNAの発

現

ウェスタンブロットでは神経芽腫細胞株 4種

(SH-SY5Y,GOTO,IMR-32,NB-1)全ての細

胞株で GATA-2蛋白の発現を認めた.細胞株に

よって GATA-2の発現強度 に差があり,SH-

SY5Y>GOTO==王MR-32>>NB-1の順 であっ

た (図 5A).RTIPCRでも神経芽腫細胞株 4穫

(SH-SY5Y,GOTO,王MR-32,NB-1)すべてに

GATA-2の mRNA発現が見 られた.しか し,細

胞株ごとにGATA-2のmRNA発現の強度に差が

あり,SH-SYLE=)Y>(l,OTO-IMR-32>>N13-1

の順であった (図5B).

6.SI -I ISY51Yのオール トランスレチノイン酸

による分化誘導による変化

神経突起が細胞の1倍以 即わびた細胞を分化し
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図3 神経芽腫のGATA-2の免疫染色,

ロゼット構造をなす円形細胞にGATA-2の発現を認める.ロゼットを形成 しない

部位でも円形細胞でGATA-2陽性を示 した.細胞分化が進んだ細線椎型細胞では

GATA-2陽性細胞は少ない

た細胞として扱い,250個以 巨細胞をカウントし

て分化した細胞の割合を計算したところ,オ- ル

トランスレチノイン酸非投与に比較 してオ-ル ト

ランスレチノイン酸投与群の方が分化した細胞の

割合が有意に高かった (図6A).ウェスタンブロ

ットでは神経分化誘導マーカ-のMAP2がオ-

ル トランスレチノイン酸投与群で時間経過ととも

に増加 した (図6B).しかし,RT-PCR,ウェス

タンブロットと亀にGATA-2のmRNAと蛋白の

発現に分化誘導による明らかな差を認めなかった

(図6し､上

考 察

新規に作成された抗マウスGATA-2抗体を用

いたウェスタンブロットではCOS-1細胞に強制
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発現させ た GATA-2蛋 白が認識 された,GATA-

2の 発 現 が知られているヒ ト膳滞 静脈 内皮細 胞

偏UVEC)の蛍光染色で榛を主体と した染色性を

認め,ホルマリン固定パラフィン包埋切片の免疫

組織化学染色でも血管内皮細胞の染色性を認め

た.以上U)結果から本抗体は蛋白レベルで内因性

のヒ トGATA-2を検出できる抗体であることが

示きれた.

I.ヒト成人とヒト胎児組織での(il;u､.･112の発現

GATA-2欠損マウスは胎生 11.5姿ヨまでに全て

致死となり,この時期に見られる全系統の血液細

胞が著明に減少すると報告されている13).また,

造血幹細胞の維持と肥満細胞の形成にGATA-2

が必要であるとされている14),本研究でも免疫

染色で,ヒト成人骨髄の前赤 芽球,骨髄芽球,莱
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図4 神経芽腫細胞株4種のGATA-2の蛍光染色

GATA-2発現の強度に差があり,SH-SY5Y>GOTO-IMR-32>>NB-1の順であった.

梢血の肥満細胞,ヒト胎児の肝臓内造血細胞の枝

にGATA-2の発現を認め,GAでA-2が血球分化

に重要な因子であることが裏付けられた.血管内

皮にもGATA-2が発現することが報告されてい

る15).本研究でもヒト成人 ヒト胎児の血管内皮

の榛にGATA-2の発現を認め,GATA-2が血管

内皮の分化や機能に重要であることが示唆され

た.GATA-2ノックダウンマウスでは様々な水

腎症などの泌尿生殖器発生異常が発生する6).塞

研究でヒト成人の腎遠位尿細管上皮,ヒト胎児腎

尿細管にGATA-2の発現を認めたことからも

GATA-2は泌尿生殖器発生に必須であると考え

られる.

2.マウスとヒト胎児中枢神経におけるGA′1､A-2

の発現

Tsarovinaらは トリ,マウスにおいてGATA-2

が自律神経発達において不可欠な役割を果たすこ

とを報告 した9).Nardel旦iらは胎生9ljのマウス

後脳の腹側r2,r4領域にGATA12が発現 し,胎

生9.5日ではT2領域は消え,r4領域は発現を維持

し,中脳腹側にも発現していることを報告して い

る7).本研究では,GATA-2の免疫染色で胎生9

週ヒト胎児の中脳,檎,髄脳の腹側にGATA-2
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図5 Transfectioncellと神経芽腫細胞株 4種のGATA-2のウェスタンブロット (図

5A)と打r -PCR(図5B).蛋白とmRNAの発現強度はともに SH-SY5Y>
GOTO-IMR-32>>NB-1であった.

の発現を認め,胎生期マウスの発現部位とほぼ-

致し,神経の分化発達に必要な転写因子であるこ

とがうかがわれた.

3.神経芽腫.神経節細胞種におけるGATA-2

の発現の差

次に未分化な神経細胞から発生する神経芽腫,

神経節細胞種におけるGATA-2の発現を免疫組

織学的に検討したところ,ロゼット構造をなす円

形細胞からなる部分で,核を中心としたGATA-

2の発現を認め,ロゼットを形成しない部位でも

円形細胞がGATA-2陽性を示 した.しかし,分

化が進んだ細線推型細胞ではGATA-2陽性細胞

は減少した.一方,神経節細胞種ではGATA-2

陽性 細 胞 を認 め な か った.Bourdeautらは

GATA-2のmRNA発現レベルと分化との関連を

評価し,pre-adrenergicphenotypeからadrener一

gicphenobrpe,dualphenotypeへの分化が進む段

階まではGATA-2の発現が上昇するが,chliner一

gicphenotypeにまで分化が進むとGATA12の発

現が低下することを報告している 16).本研究の

免疫染色における検討ではGATA-2の発現の変

化は細胞の分化度を反映している可能性が考えら

れた.また,VHoeneらはGATA-2の発現は予

図6A SH-SY5Yにおけるオ-ル トラン

スレチノイン酸 (ATRA)授与に

よる細胞分化

オール トランスレチノイン酸非投与群に

比較 してオール トランスレチノイン酸 10

llM投与群の方が酎 ヒした細胞の割合が

有意 (P〈O.05)に高い.
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後良好の因子である可能性を示唆 している 12)

予後良好の神経芽腫では神経芽腫膿癌細胞の

GATA12の発現の低いpre-adrenergicpheno-
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図6Ⅰ葺 SH-SY5Yにおけるオールトランスレチノイン酸 (ATRA)による分化誘導

オ-ル トランスレチノイン酸非投与群ではMAP2は変化を認めなかったが,オ

ールトランスレチノイン酸捜l封洋ではMAPA2の蛋自発現の増加を認める.

ウエスやノブnット
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図6C SH-SY5Yにおけるオ-ルトランスレチノイン酸 (ATRA)による分化誘導

GATA-2蛋白,mRNAの発現はオ-ル トランスレチノイン酸による分化誘導に

より明らかな変化を認めない,

typeからadrenergicphenotypeや dua首pheno翫)e

への分化が進んでいることに関連 している可能性

が考えられた.神経芽腫におけるGATA-2の発

現を知ることは予後推定に有用と思われる.

-I.神経芽腫細胞株の (;:lT:ト2の発現 とオー

ル トランスレチノイン酸による分化誘導

神経 芽 腫 細 胞 株 4種 (SH-SY5Y,GOTO,

IMR-32,NB-1)は蛍光染色,ウェスタンブロ

ッ トのいずれにおいてもGATA-2蛋白を発現 し

ていた.GATA-2発現の強度に差があり,SH-

SY5Yが巌 も強 く発現 していた,また,mRNAレ
ベルでも同様の結果が得 られた.SH-SY5Yは神

経 芽腫細胞株のSK-N-SHから株分けされたも

ので,比較的 neuroblas巨1豆keな細胞に均一化 さ

れた細胞株であり,SH-SY5YはGATA-2の発
現が高いことが報告 されている17).sH-SY5Yは

オ-ル トランスレチノイン酸によって分化誘導 され

ることも細られている18)19).オール トランスレチ

ノイン酸 はSH-SY5Yに桜内受容体の RARと

RXRを介 して作用する 20).またオ-ル トランス

レチ ノイン酸は neutrophin受容体遺伝子の転写
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制御 21)や Wntシグナル経路22),Ⅱ型蛋白キナー

ゼAを含んだ経路 23)を介 して分化を誘導する.

一方GATA-2は神経分化過程でMashl,Phox2b,

Hand2,Phox2aの後 に発現 し,NoradyeneTgic

makerの′Ⅲ とDbhの発現の前に発現すること

が報告されている7).本研究ではオ-ル トランス

レチノイン酸を用いて,SH00SY5Yの分化を誘導

したが.GATA-2の 111RNAと蛮白の発現はRT-

PCR,ウェスタンブロットでは分化誘導による明

らかな差を認めなかった オ-ル トランスレチ}

イン酸による分化誘導ではGATA-2の発現に影

響を与えないことから,腺癌における形態分化は

細胞株とは異なった機序で誘導されるものと考え

られる.

結

免疫染色でヒト成人の骨髄車 の前赤芽球,骨髄

芽球,末梢血の肥満細胞,血管内皮,腎遠位尿細

管上皮にGATA-2の発現を認め,ヒト胎児の血

管内皮,副腎,腎臓,肝内造血細胞,中 枢 神 経 細胞
にもGATA12の発現を認めた.ヒト胎児 中 枢 神

経では間脳,中脳,檎,髄脳の腹側部位の神経細

胞にGATA-2が発現することを示 した.また神

経芽腫のロゼットを形成する円形細胞にGATA-

2が高発現 し,分化が進んだ細線推型になった細

胞ではGATA-2の発現は低下する傾向が強いこ

とからGATA-2の発現状況はYJ後を予想する因

子となる可能性が示唆 された.GATA-2発現の

もっとも強い神経芽腫細胞株SH-SY5Yはオール

トランスレチノイン酸によって形態的な分化は誘

導 されたが,GAでA-2の蛋白とmRNAの発現は

変化せず,神経芽腫の分化度とGATA-2の発現

軍関係を再現することはできなかった.しかし,

本研究で用いた抗ヒトGATA-2抗体はウェスタ

ンブロットおよびパラフィン切片の免疫染色,細

胞株の蛍光染色に使用可能であり,神経芽腫の診

断や細胞の分化と機能解析に役立つものと考えら

れる.
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