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研究成果の概要（和文）：ミネラルコルチコイド受容体（MR）のエピゲノムを介した転写活性化の分子メカニズ
ムの解明のため、新規MR相互作用因子スクリーニングで得られた因子のうち、脱メチル化酵素であるten-eleven
　translocation 2(TET2)に注目した。TET2のknock downによりアルドステロンによるMR標的遺伝子のSGK1と
ENaCのmRNAレベルの増加の抑制が認められ、TET2はMRの転写活性を促進する転写促進因子であることが示唆され
た。他のMRスクリーニングで同定されたエピゲノムに関連する因子についても転写共役因子である可能性が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanisms of MR mediated transcription through epigenetic 
mechanisms, we decided to focus on one of demethylase, ten-eleven　translocation 2(TET2) among MR 
interacting proteins which were obtained in our MR-interacting protein-screening. Knock down of TET2
 suppressed the transcriptional activation of MR target genes, SGK1 and ENaC, by aldosterone and it 
was suggested that TET2 transactivates MR mediated transcription. Other proteins related to 
epigenetic mechanisms which were obtained in our screening were also shown to control MR mediated 
transcription. 

研究分野： 内分泌内科
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１．研究開始当初の背景 
近 年 、 RALES 研 究

（N.Eng.J.Med.341:709-717,1999）や EPHESUS
研究（N.Eng.J.Med.348：1309－1321，2003）を
初めとする多くの大規模臨床研究の結果から、
心不全や高血圧といった循環器系疾患の病態
生理にミネラルコルチコイド受容体（MR）の活性
化が非常に重要な役割を担うことが明らかとなっ
てきており、現在これらの疾患を治療する上で
MR 作用メカニズムを解明することは必須となっ
ている。MR は、リガンドであるアルドステロンの
結合により活性化されると、標的遺伝子 のプロ
モータの MR 応答配列に結合し、転写共役因子
と呼ばれる蛋白質複合体を標的遺伝子プロモ
ータに動員させる。そして標的遺伝子 ENaC や
SGK1 発現量を活性化し、血圧を調節していると
考えられている。転写共役因子の中には、ヒスト
ンのアセチル化やメチル化などの修飾に関わる
酵素とDNAの脱メチル化に関わる酵素などが含
まれるこのようなゲノム配列の変化を伴わない遺
伝子発現制御メカニズムはエピゲノムと呼ばれ、
転写調節において中心的な役割を果たすことが
知られている。しかしながらMRのエピゲノムを介
した標的遺伝子転写活性化の分子メカニズムや
ヒストン修飾と DNA 脱メチル化のクロストークに
ついては未だ不明な点も多い。 
 
２．研究の目的 

本研究で我々は新規 MR 転写共役因子を探
索・同定し、その機能解析を行うことで、MR によ
るエピゲノム制御機構を初めて明らかにすること
を目的とする。これまでに我々は、FLAG-MR 安
定発現細胞株を樹立し、大量培養ののち回収し、
核抽出物を取得後 FLAG 抗体を用いて免疫沈
降を行い、MR 相互作用因子群の精製を試みた
結果、銀染色にて精製の成功を確認した（図
１）。 

             図１ 
サンプルを LC-MS/MS に供し蛋白同定を試み
たところ、多くの相互作用因子候補蛋白質が同
定 さ れ た が 、 こ の う ち 我 々 は ten-eleven 
translocation 2(TET2)に注目した。TET2 は C 末

端側に典型的なα-ケトグルタル酸依存型ジオ
キシゲナーゼ活性を有しており、MR 標的遺伝
子プロモータにおいてゲノム DNA のシトシンの
脱メチル化を生じて遺伝子発現活性化に関わる
役割が推測される。ES 細胞や始原生殖細胞に
限定的に発現している TET1 や卵細胞に発現し
ている TET3 と異なり、TET2 は ES 細胞に加えて
幅広い組織に発現していることが報告され、
TET2 の異常は骨髄系腫瘍の病態生理に重要
な役割を果たすことがこれまで知られていたが、
高血圧などの生活習慣病におけるTET2役割は
未知である。よって本研究ではTET2のMR転写
調節における役割の解析を目的とする。 
 
３．研究の方法 
まず TET2 knock down 下での MR 活性を

Luciferase assay で評価する。次に TET2 の
過剰発現やRNAiでノックダウンしたときに、
MR 転写活性に及ぼす影響を内因性の MR 標的
遺伝子の発現量の定量を行い確認する。同時
に MR と TET2 の蛋白-蛋白相互作用を共免疫
沈降法で確認する。またアルドステロン投与
による細胞核内での共局在を免疫染色をも
ちいて確認する。さらに、マウスの臓器を用
いて組織分布を確認し、MR発現臓器と共局在
していることを確認する。 
次に MR標的遺伝子である ENaC のプロモー

ター領域に MR や TET2 が動員されることを
ChIP アッセイにより確認する。また DNA 脱メ
チル化酵素阻害剤アザシチジンやデシタビ
ンを細胞に投与したときに、これらの標的遺
伝子発現量が抑制されることをリアルタイ
ム qPCR 法にて確認する。そしてプロモータ
領域に動員された TET2 が、DNA の脱メチル化
を介して MR 標的遺伝子発現を活性化させる
ことを、バイサルファイトシークエンス法を
用いて確認する。また TET2 の RNAi により脱
メチル化が減少することも確認する。SRC-1
や p300 といった代表的なヒストンアセチル
化酵素や、我々が MR 相互作用因子スクリー
ニング実験ですでに同定したヒストンメチ
ル化酵素、脱メチル化酵素に焦点を当て、こ
れらの酵素と TET2 との相互作用や細胞内共
局在の有無、TET2 の RNAi におけるヒストン
修飾の変化などを網羅的に解析し、反対にヒ
ストン修飾酵素の RNAi における DNA 脱メチ
ル化活性の変化を解析することで両者の機
能連携メカニズムを明らかにする。 

また、糖尿病や慢性腎臓病、肥満などで
TET2 の異常な活性化から MR 転写が活性化し
高血圧が惹起される可能性を検討するため、高
濃度のグルコースで培養した細胞や H2O2 など



で酸化ストレスを与えた細胞において TET2
の脱メチル化酵素活性に及ぼす影響を解析
し、db/db マウスやストレプトゾトシン誘発
糖尿病モデルマウスにおいて同様に TET2 の
脱メチル化酵素活性を解析する。更に MR と
TET2 の相互作用を阻害するペプチドなどの投
与により MR 活性化を抑制することで高血圧の
新規治療のターゲットになりうることを示す。 
 
４．研究成果 

TET2 の MR 転写活性に与える影響を調べる
ために、TET2 の knock down のための shRNA を
作成し、TET2 knock down 下での MR 活性を
Luciferase assay で評価したところ、MR 活性には
変化が見られなかった 。これは、Luciferase 
assay で用いるレポーター遺伝子ベクターには
TET2 の標的となる CpG island が含まれていな
いためであり、TET2 は MR との相互作用におい
ても CpG island を要することを示唆していると考
えられた。次に MR stable HEK293 細胞におい
て TET2 の knock down を行い、アルドステロン
処置による MR 標的遺伝子の SGK1 と ENaC の
mRNA 発現をリアルタイム PCR で評価したところ、
いずれの標的遺伝子も mRNA レベルでの低下
が認められた(図２)。 
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                  図２ 
このことから TET2 は MR の転写活性を促進する
転写促進因子であることが示唆された。TET2 を
MR と共に HEK293 細胞に強発現させ、共免疫
沈降法により細胞内の相互作用を検討したが、
有意な結合が認められなかった。その後様々な
条件下で共免疫沈降法を再検したが、結合の
確認はできなかった。 

そのため、MR 相互作用因子スクリーニングで
発見されたTET2以外の因子のうち、脱メチル化
酵素である KDM4B, UTX、ヒストンメチル化酵素
である EHMT1、EHMT2, ヒストンアセチル化酵
素である MYST1、ヒストン脱アセチル化酵素で
ある HDAC2 について同様の解析を行うこととし
た。shRNA により mRNA レベルで 50％以上の
knock down が得られた UTX, EHMT2, HDAC2
についてこれらの因子の knock down がMR の転
写活性に与える影響を検討したところ、KDM4B
および HDAC2 については有意な変化を認めな
かったが、UTX, EHMT2については軽度の低下
を認め、UTX および EHMT2 が転写促進因子で
ある可能性が示唆された。今後はshRNAの条件
検討および蛋白レベルでの発現の低下の確認
を行い、有意に転写を調節する因子についての
解析を行う予定である。 
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