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研究成果の概要（和文）：メチル化シトシンをヒドロキシメチル化シトシンに変換する酵素をコードするTET2遺伝子は
、様々な造血器腫瘍で高頻度に変異している。本研究では、T細胞リンパ腫の一つである血管免疫芽球性T細胞リンパ腫
（AITL）において、新規に高頻度のRHOA遺伝子変異を発見し、TET2変異とRHOA変異との関連を明らかにしてNature Gen
etics誌に報告した。さらに、TET2の機能不全モデルマウスを用いてT細胞リンパ腫の発症を証明し、またその際にどの
ようなエピゲノム制御破綻が生じているかも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Mutations in the TET2 gene, which encodes an enzyme converting methylcytosine to 
hydroxymethylcytosine in the genome, are frequently found in a wide variety of hematologic　malignancies. 
In this research, we demonstrated frequent novel RHOA gene mutations and the relationship between the 
mutations of TET2 and RHOA in angioimmunoblastic T-cell lymphoma. These findings were published in Nature 
Genetics in 2014. Furthermore, using model mice in which TET2 is knocked down, we demonstrated 
development of T-cell lymphoma and epigenetic dysregulation by the defect of TET2 function.

研究分野： 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) がん研究におけるエピゲノム研究の重要
性:がんのゲノム解析が飛躍的に進む中で、エ
ピゲノム制御に関わる多数の重要な分子が
遺伝子変異によって障害されていることが
明らかになってきた。造血器腫瘍でも、従来
から細胞周期を抑制する CNKN2B など、
様々ながん抑制遺伝子の制御領域のメチル
化が高頻度に報告されてきた。骨髄異形成症
候群(MDS)では、メチル化阻害剤の有効性が
臨床的に確立されている。近年、ゲノムワイ
ドな変異の探索によって、エピゲノム制御に
関わる多数の遺伝子（DNMT3A、EZH2、
TET2 など）の変異が高頻度に観察されるこ
とからも、造血器腫瘍でエピゲノム異常が病
態に深く関与していることが窺われる。 
(2) TET2 と脱メチル化仮説：骨髄系の造血器
腫瘍においてもっとも高頻度に変異が認め
られる TET2 は、DNA の脱メチル化を介し
て、エピゲノム制御の根幹に関わる重要な分
子である可能性が高まっている。TET2 はメ
チル化シトシン(5mC)の 5’メチル基を酸化
し 5’ヒドロキシルメチル化シトシン(5hmC)
に変化させる酵素である。5hmC は、アデニ
ン(A)、グアニン(G)、シトシン(C)、チミン(T)、
5mC に次ぐ 6 番目の塩基としてヒトゲノム
中に存在することが示されており、5mC の脱
メチル化が進む際に重要な中間産物とも考
えられている。 
 
２．研究の目的 
(1) TET2 変異と、DNA メチル化およびヒド
ロキシメチル化の関連を、症例の DNA を用
いて明らかにする。 
(2) TET2 変異をもつ造血幹細胞のクローン
性造血と、それに引き続いて血管免疫芽球性
T 細胞リンパ腫(angioimmunoblastic T-cell 
lymphoma; AITL)を発症するメカニズムを、
症例のゲノム解析、および TET2 遺伝子変異
マウスを用いたモデル動物構築を通じて明
らかにする。 
(3) プロテオミクスの手法で新たに見いだし
た TET2 結合蛋白を足がかりに、TET2 によ
る DNA 脱メチル化制御を分子レベルで明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 

(1) ヒドロキシメチル化シトシンのゲノムワ
イドな同定方法の確立:ヒドロキシメチル化
シトシン（5hmC）をゲノムシークエンス中
に同定するため、2 種類の方法で 5hmC 濃縮

を行い比較する。すなわち、(i) 抗ヒドロキ
シメチル化抗体（EPIGENTEK）を用いた免
疫沈降による方法 (J Nucleic Acids 
2011:870726, 2011)、(ii) beta-glucosyl- 
transferase を用いて 5hmC に
UDP-6-N3-Glu を転換（グリコシルメチル化
シトシン）し、その後 UDP をビオチン化し
てアビジンビーズで沈降する方法 (Nature 
Biotech 29:68-72. 2010)である。 

これらのうち、より効率や再現性の高い濃縮
法を選択し、筑波大学共同研究室に設置され
ている SOLiD (Applied Biosystems)を用い
て高速シークエンスを行う。これにより、施
設内で 5hmC をゲノム中に同定する方法を
確立する。 

(2) 患者検体のエクソーム解析による、AITL
発症関連遺伝子の同定：TET2 遺伝子変異に
よるクローン性造血に由来する可能性が示
唆される 10 名の AITL ついて、正常（骨髄
または口腔粘膜スワブ）および病理学的に診
断されたリンパ種組織の両者から DNA を調
整した。全エクソンシークエンスにより、 
AITL で変異が集積する遺伝子を同定する。
複数の遺伝子が同定されると期待されるた
め、これらについて多数例の悪性リンパ種サ
ンプルでシークエンス解析を行い、変異頻度
の高い遺伝子を同定する。 
 
４．研究成果 
(1) AITL 患者サンプルのゲノム解析により、
高頻度のTET2遺伝子変異の同定、新規AITL
特異的遺伝子異常として RHOA 遺伝子変異
の同定、そしてその両者の相互関連について
知見といった成果が得られ、世界的に高い評
価を得た(Nature Genetic 誌に報告した。ま
た 2013 年米国血液学会(ASH)年次総会にお
いて、Best of ASH に選ばれ最終日に紹介さ
れた)。 
①高頻度 TET2 遺伝子変異の同定：多数例の
AITL を解析し TET2 遺伝子変異が高頻度で
あることを確認したが、頻度は 80%を越えて
おり、これまでの報告よりはるかに高頻度で
あった。 
② 新規に AITL 特異的な遺伝子異常として、
高頻度の RHOA 遺伝子変異を同定：AITL 患
者サンプルの全エクソン解析により、新規に
RHOA 遺伝子の G17V 変異を同定し、多数例
の標的シークエンスによって RHOA 遺伝子
変異は AITL の約 70%に認められること、そ
のほとんどがG17V変異であることを明らか
にした。 
③ RHOA 遺伝子変異と TET2 遺伝子変異の
関係：RHOA 遺伝子変異をもつサンプルは全



てTET2遺伝子変異をもつことを明らかにし、
両者が AITL 発症において協調することを示
唆した。 
（図１）AITL および類縁疾患における主要
遺伝子変異とその関係。（それぞれのケース
における遺伝子変異の有無を示す） 

 
 
(2) TET2 機能不全マウスを解析し、濾胞性ヘ
ルパーT(Tfh)細胞の増生、及び Tfh 細胞の形
質をもつ T 細胞腫瘍の発症を見出した。さら
にTET2機能不全の直接の影響と考えられる
メチル化異常が Bcl6 遺伝子内のサイレンサ
ーで生じていることを見出し、これによる
Bcl6 の発現亢進が Tfh 細胞の増生に関わる
可能性を示した。腫瘍発症における TET2 機
能不全の具体的な標的を初めて見出した重
要な研究成果である。 
① TET2 ノックダウンマウスにおける濾胞
性ヘルパーT 細胞の増生：Gene trap ベクタ
ーの挿入によって作製された Ayu マウス 1は、
造血細胞や T 細胞で TET2 の発現が 20%ま
で低下しているノックダウンマウスである
ことを明らかにし、このマウスの脾臓で濾胞
性ヘルパーT 細胞(Tfh)が増生することを見
出した。 
② 加齢 TET2 ノックダウンマウスにおける
T 細胞リンパ腫の発症： Ayu マウスは生後
60 週を過ぎると次々に腫瘍を発症した(8 匹
中 6 匹)。腫瘍細胞は
CD4(+)PD1(+)CD44(+)Cxcr5(+)で、Bcl6 や
c-Maf を発現しており、Tfh 細胞の形質を示
した。ヒト AITL の腫瘍細胞は Tfh 細胞の形
質を示すが、Ayu マウスで発症した T 細胞リ
ンパ腫の病理像は、ヒト AITL 様の病理像と
は異なっており、AITL を部分的に模倣する
腫瘍であると結論付けた。 
③ Bcl6 の発現は腫瘍細胞で明らかに亢進し
ており、Tfh 細胞増生との関連が推察された。
Bcl6 は Tfh 分化のマスター転写因子とされ
ている。一方、B 細胞腫瘍の細胞株を用いた
研究で、Bcl6 はイントロン 1 にサイレンサー
が存在し(Bcl6-int1)、そのメチル化の程度と
Bcl6 の発現が正に相関していることが示さ
れている 2。そこで、Ayu マウスで発症した
腫瘍組織から分離した CD4(+)細胞と野生型
マウス脾臓から分離した CD4(+)細胞とで、
Bcl6-int1 のメチル化状態を解析し比較した。
その結果、腫瘍組織から分離した CD4(+)細
胞では著明にメチル化が亢進していた。
TET2 機能不全 — Bcl6 サイレンサーのメチ
ル化亢進 — Bcl6の発現亢進 − Tfh増生とい

う機序の後、二次的ゲノム異常を来して Tfh
細胞が腫瘍化した、という分子基盤が推察さ
れた。 
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