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研究成果の概要（和文）：ヒト赤芽球系細胞である K562 細胞における ETO2強制発現及びクロマ

チン免疫沈降法を通じて、ETO2がグロビン遺伝子をはじめとした赤血球特異的遺伝子を直接制

御していることを明らかとした。さらに、ヒト臍帯血由来の CD34 陽性細胞を用いた赤芽球分化

系を確立し、この分化系における ETO2 のノックダウンを行うことにより、同様にグロビン遺伝

子の発現上昇を明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：Overexpression of ETO2 as well as chromatin immunoprecipitation 

analysis in K562 human erythroid cell line revealed that ETO2 directly represses 

representative erythroid genes, including globin genes. Subsequently, we established 

erythroid differentiation system from cord blood CD34-positive cells. By using the system, 

we demonstrated that short hairpin RNA (shRNA)-mediated knockdown of ETO2 in cord blood 

CD34-positive cell-derived primary erythroblasts resulted in the significant 

upregulation of globin genes.  
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１．研究開始当初の背景 (1) 細胞分化における遺伝子発現の調節に
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は細胞系列特異的な転写因子が関与してい

ると考えられており、このうち赤血球の分化

においては、転写因子 GATA-1 が重要な役割

を果たしている。 

(2) GATA-1は２つのジンクフィンガードメイ

ンによりゲノム上の WGATAR（W：Aあるいは T、

R：Aあるいは G）という塩基配列を認識して

結合し、各種のグロビンやヘム合成酵素、エ

リスロポエチン受容体などの赤血球関連遺

伝子の発現を制御している。さらに GATA-1

は、Scl/TAL1、LMO2、LDB1、ETO2などの転写

因子もしくは共役因子と複合体を形成して

いることが明らかとなっており、これらの因

子が GATA-1 による遺伝子発現制御に影響を

及ぼしていることが予想される。 

(3) GATA-1複合体の構成因子のうち非 DNA結

合蛋白質である ETO2(MTG16)は、ETO ファミ

リーに属する核タンパク質で、同メンバーの

蛋白質として Nervy、ETO(MTG8)と MTGR1が知

られている（Davis et al. 1998 Oncogene. 18, 

p1375-1383）。これまでの報告より、ETO2 は

ヒストン脱アセチル化酵素と SIN3複合体の

構成因子である Sin3Aと相互作用しうること

が報告されている（Amann et al. 2001. MCB. 

21, 6470-6483）。この事実より、ETO2は

GATA-1の標的遺伝子の発現抑制に寄与する

ものと予想された。そこで申請者らは、赤芽

球系遺伝子の発現制御における ETO2の機能

を明らかにする目的で、マウス由来の赤芽球

系細胞株である G1E-ER-GATA-1細胞（Welch 

et al. 2004. Blood. 104, p3136-3147）に

対し、ETO2特異的及び対照 siRNA 導入後の遺

伝子発現プロファイルの比較をマイクロア

レイ解析により検討した。その結果、ETO2ノ

ックダウン後に発現の変化を認めた遺伝子

群のうち、GATA-1制御下にある遺伝子はごく

一部であった（Fujiwara et al. PNAS. 

2010;107:20429-20434）。この結果より、

GATA-1標的遺伝子への ETO2 の関与は状況依

存的（context-dependent）であるか、ある

いは本結果は G1E-ER-GATA-1 細胞株特異的

（cell type- or system-specific）である

可能性が示唆された。 

 マイクロアレイ解析の結果より、ETO2 ノッ

クダウンにより最も発現上昇を認めた遺伝

子は赤血球膜蛋白質をコードする Slc4a1遺

伝子であった。前述のように、ETO2はヒスト

ン脱アセチル化酵素と相互作用することが

すでに報告されており、本解析でも ETO2の

ノックダウン後に Slc4a1プロモーター領域

のヒストン H3のアセチル化が上昇した。興

味深いことに、アセチル化のみならず同領域

におけるヒストン H3のリジン 27のトリメチ

ル化（H3trime-K27）も赤芽球分化後の

G1E-ER-GATA-1細胞において明らかな低下を

認めた。この結果より、ETO2 を介した転写抑

制においては脱アセチル化を介する機序の

他に、一部の GATA-1制御下遺伝子において

は H3trime-K27を介した転写抑制機序も存在

する可能性が示唆された。 

 本研究においては、複合体の構成因子のう

ち転写抑制因子として知られている ETO2に

着目し、ヒト赤芽球分化における赤血球関連

遺伝子のヒストンアセチル化・メチル化を介

したエピジェネティックな発現調節におい

て、ETO2がいかに関与するか明らかとすべく

本研究を計画した。 

 

２．研究の目的 

 ヒト赤芽球分化における ETO2 の意義を明

らかとする。特にヒト赤芽球分化におけるヒ

ストンアセチル化•メチル化を介したエピジ

ェネティックな発現調節機構において、ETO2

が以下に関与するかを明らかとすることを

目標とする。前述のように、申請者はすでに

マウス赤芽球系細胞株（G1E-ER-GATA-1）に

よる ETO2 の機能解析を進めてきたが、本研

究においてはより正常赤芽球分化を反映し

うるものと予想されるヒト CD34 陽性細胞か

らの赤芽球分化系における意義を明らかに



することを目指す。 

 

３．研究の方法 

(1)ヒト赤芽球系細胞株である K562細胞にお

ける ETO2の強制発現を行い、マイクロアレ

イ解析に供する。具体的には ETO2蛋白質を

発現するベクター(pcDNA：クロンテック社)

をエレクトロポレーション法により K562細

胞に導入し、抽出した RNAを用いたマイクロ

アレイ解析により下流の遺伝子群を網羅的

に検索する。マイクロアレイ解析については、

Human Whole Genome（Agilent Technologies）

を使用する。 

(2)ヒト臍帯血由来の単核球から分離した

CD34 陽性細胞を用いた赤芽球分化系を確立

する（図 1）。以下のフローサイトメトリーの

他に、グロビン遺伝子をはじめとした赤血球

特異的遺伝子群の発現変化（定量 RT-PCR法）、

細胞形態などから多角的に検証する。 

 

 

（図 1）ヒト臍帯血 CD34 陽性細胞由来の赤芽

球分化系（グリコフォリン A の発現割合をフ

ローサイトメトリーにて解析） 

 

(3)上記の赤芽球分化系において ETO2の発現

抑制を shRNA による RNA 干渉法により行い、

遺伝子発現の変化、ヒストン修飾の変化を解

析する（図 2）。ヒストン修飾に関しては、ア

セチル化ヒストン H3（K9 及び K14）、抗トリ

メチル化 H3K27 抗体、抗ジメチル化 H3K9 抗

体、抗トリメチル化 H3K9 抗体、抗ジメチル

化 H3K4抗体を用いる（Millipore 社）。 

 

 

（図 2）ヒト赤芽球分化系における ETO2発現

抑制のプロトコール 

 

４．研究成果 

(1)K562 細胞におけるマイクロアレイ解析に

より、グロビン遺伝子をはじめとした赤血球

関連遺伝子群の転写抑制に関わることを明

らかとした。一方、ETO2強制発現により発現

抑制される 598 遺伝子のうち、GATA-1の直接

標 的 遺 伝 子 の 割 合 は 23% に 留 ま り 、

GATA-SCL/TAL1-ETO2 複合体を介さない ETO2

による抑制機序の可能性が示唆された（図 3）。 

 

 

（図 3）ETO2 制御下遺伝子中の GATA-1 直接

標的遺伝子の割合 

 

(2)ヒト CD34陽性細胞由来の赤芽球分化系に

おける ETO2 蛋白質の発現は、初期に一過性

の上昇を認めるが、以降は発現が認められな

くなる点を明らかとした（図 4）。 

 

 

（図 4）ヒト CD34陽性細胞由来の赤芽球分化

系における GATA-1 と ETO2蛋白質の発現 



 

(3)上記の分化系における ETO2の発現抑制を

行った結果、対照細胞と比べ有意にグロビン

遺伝子の上昇、細胞内ヘム濃度の上昇を認め

た（図 5）。ETO2 標的遺伝子の制御領域にお

けるヒストン修飾の変化については現在も

引き続き検討中である。 

 

 

（図 5）ヒト臍帯血 CD34 陽性細胞由来赤芽球

における ETO2 ノックダウンによる細胞沈さ

色の変化 
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