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概要  

K562 への TET2-FLAG 過剰発現により、 EWSR1、 PAPBC1、 PFPR36、 ILF3 などが

TET2 相互作用因子として同定された。クロマチン免疫沈降による結合領域の検

討で、MTSS1 近傍における EWSR1 のエンリッチメントが認められた。一方、MCCC1

領域における EWSR1 結合は認められなかった。またその他の候補因子は、MTSS1、

MCCC1 領域への結合が認められなかった。EWSR1 の発現抑制により、細胞増殖に

顕著な変化は認められなかった。  

 これまで TET2 の相互作用因子として報告のない EWSR1、またその他 RNA 関連

タンパクである PAPBC1、 PFPR36 などが同定された。  

 

 

abstract 

Overexpression of TET2-FLAG into K562 allowed us to identify 

candidate TET2 interacting partners such as EWSR1、 PAPBC1、 PFPR36、

ILF3. We then found EWSR1 enrichment at MTSS1 gene sites b y chromatin 

immunoprecipitation, but not a t MCCC1 gene. Other candidate proteins 

were not to be enriched with MTSS1 and MCCC1 genes for their genomic 

localization. We did not find any change in cell proliferation when  

EWSR1 gene expression was silenced by siRNA.  

We identified EWSR1 to be TET2 -interacting partner. We also 

identified PAPBC1 and PFPR36 which are RNA -associated proteins.  
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研究内容  

緒  言  

ゲノム配列における CpG 配列のシトシンへのメチル基転移の修飾である DNA メチル化は、

近傍遺伝子発現の低下と相関し、生物学的に重要な機構である。 DNA 脱メチル化を担う酵

素として TET ファミリーが同定され［ 1］、5-メチルシトシン (5-mc)を 5-ヒドロキシシトシ

ン (5-hmc)に変換させることにより脱メチル化機能に関わっていることが解明された。興味

深いことに、このうち TET2 遺伝子は血液系腫瘍において高頻度に変異が認められるが［ 2］、

TET2 の異常による DNA メチル化への影響と腫瘍との関連は不明であった。本申請者はこれ

まで、TET2 遺伝子変異における DNA メチル化の影響とその白血病発生に関わる機序につい

ての研究を行い、 TET2 特異的メチル化 CpG サイト、 tet2-DMCs を同定し、これらがエンハ

ンサー部位に多く存在することを示した［ 3］。  

ところがどのように TET2 がエンハンサー領域特異的に DNA メチル化の恒常性を維持してい

るかは不明であるが、本申請者はさらに「 TET2 遺伝子の変異の有無よりも、 tet2-DMCs の

DNA メチル化レベルが症例の予後に関連がある」ことを示し、「 TET2 関連経路に関わる他の

因子」が鍵である可能性が示唆された［ 4］。事実 TET2 は DNA 結合領域を持たないため、TET2

をリクルートする因子による領域特異性の存在という仮説を立て、TET2 の影響が顕著であ

るエンハンサー領域特異的 TET2 結合因子の同定を突破口として DNA 脱メチル化の制御メカ

ニズムを解明し、難治性血液疾患における腫瘍化メカニズムおよび真の TET2 の生物学的重

要性を解明することを目的とした。  

 

結  果  

1．新規 TET2 結合因子の同定   

まず、 TET2 タンパクの過剰発現を行うために、ヒト TET2 遺伝子完全長配列のクローニ

ングを試みた。K562 細胞より mRNA を抽出、cDNA を合成後 TET2 の全長をカバーするような

プライマーを用いて PCR にて増幅したところ期待されるサイズのバンドが得られ、これを

ク ロ ー ニ ン グ に 用 い た 。 こ の 増 幅 産 物 を CSII-CMV-EKS-FLAG プ ラ ス ミ ド に 挿 入 し 、

CSII-CMV-TET2-EKS-FLAG ベクターを作製した。次に、上記ベクターおよびレンチウイルス

由来 VSVG および pol 遺伝子ベクターの HEK293T 細胞への共トランスフェクションを行い、

TET2 遺伝子が挿入されたウイルスベクターを作製した後、このウイルス液を用いて TET2

発現が確認されている血液系細胞株である K562 に感染を行い、その後に感染細胞の薬剤に

よる選択を行った。選択後の細胞から可溶性タンパク質を抽出し、 FLAG および TET2 タン

パクに対する抗体を用いてウェスタンブロットを行ったところ、約 200KDa と TET2 タンパ

クの分子量とほぼ一致する部分にバンドが検出され、TET2 遺伝子の過剰発現が成功してい

ると考えられた。また本感染細胞の増殖は非感染細胞と比べ差はなかった。  

 次に、TET2 と相互作用するタンパク質を検討するために、TET2 過剰発現細胞からの可溶

性 タ ン パ ク 質 液 に 対 し 、 抗 FLAG 抗 体 に て 免 疫 沈 降 を 行 っ た 。 免 疫 沈 降 後 の サ ン プ ル を

SDS-PAGE による電気泳動を行ったところ、抗体由来のバンドと思われるものの他、複数の

バンドが検出された（図 1）。このうち、 TET2 タンパクと相互作用すると報告されている

OGT（ 110KDa）、IDAX(21KDa)、WT1(49KDa)などのタンパクとは異なる分子量の領域（ 60-80KDa）

に検出されたバンドを複数切り出し、nanoLC-MS/MS 解析に供した。MASCOT 検索による候補

タンパクを絞り込んだところ、 EWSR1、 PAPBC1、 PFPR36、 ILF3 タンパクなどがハイスコア

にて同定された（表 1）。  

次に、同定されたタンパクそれぞれの抗体を用いて K562 細胞および TET2 過剰発現細胞、

FLAG による免疫沈降サンプルに対してウェスタンブロットを行ったところ、それぞれ予想
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されるサイズのバンドが得られまた免疫沈降サンプルにおいても同様のバンドが得られる

ことがわかった。なお、陰性コントロールとして K562 細胞ではない細胞にてプロモーター

における TET2 との結合が確認されている PSPC1 についても同様の検討を行ったところ、発

現が確認されたものの TET2 との結合を示唆するバンドは得られなかった。  

 

2．新規 TET2 結合因子の tet2-DMCs における存在  

次に TET2 と新規 TET2 結合因子の tet2-DMCs における存在を確認するために、これら新

規 TET2 結合因子候補として浮かび上がった EWSR1、PAPBC1、PFPR36、ILF3 タンパク、なら

びに TET2 との結合が K562 細胞において確認されなかった PSPC1 について ChIP 解析へと進

めた。ChIP 解析においては、クロマチンの構造を保ったままの抗原性を認識できるような

ChIP グレードの抗体の有無が重要である。今回の候補タンパクに対する ChIP グレードの

抗体を入手することは可能ではなかったので、pAM ベクターを用いて AM タグをつけたタン

パク質を発現させ、AM タグに対する抗体を用いることで問題を克服することとした。まず、

pAM ベクターに目的の遺伝子（ EWSR1、 PAPBC1、 PFPR36、 ILF3 および PSPC1 と TET2）を挿

入した。クローニング産物であるプラスミドを DNA 解析に供したところ目的の遺伝子の全

長が AM タグの下流に挿入していることが確認された。 ILF3 はクローニングに成功しなか

ったため、残りの遺伝子について検討することとした。  

 K562 細胞に目的の遺伝子を挿入した pAM ベクターを K562 細胞へのトランスフェクショ

ンを行った。トランスフェクション後 48 時間にて細胞を回収、ホルムアルデヒド液による

クロスリンクを行った。細胞溶解後のクロマチンをミクロコッカスヌクレアーゼによって

フラグメント化し、 200bp 毎の断片クロマチンを得た。このそれぞれのタンパクを過剰発

現した細胞由来のクロマチンに対して、抗 AM タグ ChIP グレード抗体を用いてクロマチン

免疫沈降を行った。なおマウス IgG 抗体を非特異抗体として並行して用いた。エンハンサ

ー領域へのこれら目的タンパクの結合を確認するために、本申請者による既報［ 3］で確認

されている tet2-DMCs のうち、MTSS1、MCCC1 遺伝子近傍の tet2-DMCs 領域に対する特異的

プライマーを設計、クロマチン免疫沈降後のサンプルをリアルタイム PCR による解析に供

した。  

 その結果、EWSR1 を過剰発現させた場合に、MTSS1 近傍の tet2-DMCs 領域における EWSR1

のエンリッチメントが IgG コントロールに比べ約 1000 倍認められ、EWSR1 がこの領域に存

在することが示唆された（図 2）。なお、ネガティブコントロールとしての Mock トランス

フェクション細胞においてはこの MTSS1 領域への EWSR1 の結合を示唆する結果は得られな

かった。一方、 MCCC1 領域における EWSR1 結合や GAPDH を用いたプロモーターへの EWSR1

の結合は認められなかった。またその他の候補タンパクを過剰発現させた場合には、MTSS1、

MCCC1 領域への結合が認められなかった。  

 

3．エンハンサー領域特異的 TET2 結合因子の重要性の検討  

最後にエンハンサー領域特異的 TET2 結合因子の重要性の検討を行うため、EWSR1 の発現

を SiRNA（ SiEWSR1）を用いることで発現抑制を誘導し、細胞への影響と DNA でメチル化へ

の影響を検討した。siEWSR1 によって、EWSR1 の遺伝子発現量が約 50％に減少したものの、

本 細 胞 の 細 胞 増 殖 の 増 加 や 細 胞 死 の 増 加 な ど 顕 著 な 変 化 は 認 め ら れ な か っ た 。 ま た 、

siEWSR1 による DNA メチル化への変化を検討するために、ゲノムワイドな DNA メチル化解

析法である DREAM［ 5］を用いて検討を行ったところ、顕著な変化は認められなかった。  
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図 1． TET2 過剰発現細胞における FLAG 免疫沈降産物の SDS-PAGE 結果  

TET2 過剰発現細胞の可溶性タンパク分画を抗 FLAG 抗体にて免疫沈降を行い、 SDS-PAGE に

より分離、CBB 染色を行った。左は分子量マーカー（単位： KDa）。1 および 2 のバンドを切

り出し後、 nanoLC-MS/MS 解析に供した。  

 

図 2． EWSR1 過剰発現後のクロマチン免疫沈降解析  

pAM-EWSR1 を発現させて K562 細胞からクロマチンを精製、抗 AM 抗体にて免疫沈降を行っ

た後、GAPDH プロモーター、MCCC1 エンハンサー、MTSS1 エンハンサー領域に対するエンリ

ッチメントをリアルタイム PCR によって検討した。リアルタイム PCR による増幅の得られ

たサイクル（ Cq）値で示した。 Input（青）を陽性対照、 IgG（赤）を陰性対照に用いた。  
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表 1． nanoLC-MS/MS 解析結果  

TET2 過剰発現細胞の可溶性タンパク分画を抗 FLAG 抗体にて免疫沈降を行い、 SDS-PAGE に

より分離、 CBB 染色を行った。図 1 における 1 および 2 のバンドそれぞれの結果を示す

(Sample No.)。 Protein、 gene、 MW はそれぞれ同定されたタンパク、遺伝子名および分子

量を示す。 Score、 Peptide、 Coverage は MASCOT Search による各タンパク質への適合性、

ペプチド数、適合範囲の結果を示している。  

 

考  察  

今回行った一連の実験によって、これまで TET2 タンパクの相互作用因子として報告されて

いない EWSR1 がその候補としてあげることができた。 EWSR1 はヒトのユーニング肉腫にて

主にがん遺伝子として働くことがわかっており、また興味深いことに今回の対象疾患であ

る白血病の一部のタイプにおいてもその変異による白血病化への関連が指摘されている。

興味深いことに、EWSR1 以外にも RNA 関連タンパクである PAPBC1、PFPR36 などが同定され

た。最近では、 enhancer RNA という、新たなノンコーディング RNA が存在することが報告

され、TET タンパクのエンハンサーにおける機能に重要であることが示唆されている［ 6］。

本研究では ChIP 解析による tet2-DMC への結合が認められなかったが、これは①細胞特異

性、②他の tet2-DMC への結合、などが今後の検討課題として挙げられる。現在、 HEK293

細胞など他の細胞における検討や、候補タンパク過剰発現の際の ChIP-seq 解析などを検討

している。今後、本タンパク質に焦点をあて、 TET2 との直接作用および腫瘍化への関与メ

カニズムを解明する予定である。  
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