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研究成果の概要（和文）：ナルディライジン（NRDC）はM16ファミリーに属するメタロエンドペプチダーゼで、
細胞表面では膜タンパク質の細胞外ドメイン切断を活性化する。一方核内でNRDCはH3K4me2と特異的に結合し転
写を制御する。遺伝子改変マウスの解析から、NRDCががん、炎症性疾患、エネルギー代謝に重要な役割を果たす
ことが明らかになった。本研究では不死化したマウス線維芽細胞を用い、クロマチン免疫沈降シーケンスとRNA
シーケンスを組み合わせてゲノムワイドな網羅的解析を行い、NRDCがエピジェネティックなヒストン修飾と転写
制御を介して細胞周期を調節していることを示した。

研究成果の概要（英文）：Nardilysin (NRDC) is a metalloendopeptidase of the M16 family and activates 
ectodomain cleavage of membrane proteins on the cell surface. On the other hand, nuclear NRDC 
specifically binds to H3K4me2 and controls transcriptional regulation. Analysis of 
genetically-modified mice revealed that NRDC play important roles in cancer, inflammation and energy
 metabolism. In the present study, we combined high-throughput chromatin 
immunoprecipitation-sequencing and RNA-sequencing analyses to achieve the first genome-wide 
identification of NRDC target genes in immortalized mouse embryo fibroblasts. We found that global 
H3K9ac and H3K4me2 levels at NRDC-binding promoters were controled and that a set of genes integral 
to cell cycle maintenance was directly activated by NRDC. Collectively, these results suggest that 
the NRDC-mediated epigenetic regulation of cell cycle-associated genes is a fundamental component of
 the biological functions of NRDC. 

研究分野： 薬理学、分子病態医化学
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１．研究開始当初の背景 
転写コレギュレーターとは、核内受容体や
転写因子に結合して転写を制御する分子の
総称である。これまでに同定された 400 を越
える転写コレギュレーターには、アセチル化、
メチル化、ユビキチン化酵素など様々な酵素
が含まれており、ヒストン、DNA、転写因子
などの翻訳後修飾を介して転写制御を担う
という複雑な様相が明らかになってきた。中
でもヒストンのアセチル化、メチル化修飾の
重要性は、転写調節から疾患における意義ま
で様々な形で検証され、現在では主要な創薬
標的のひとつとなっている。	
	 我々はこれまでメタロペプチダーゼ
nardilysin	(NRDC)の細胞外機能に焦点をあ
てて研究してきた（EMBO2001,	JBC2006,	Nat	
Neurosci	2009,	EMBO	Mol	Med	2012 など）が、
最近 NRDC が核に存在し H3K4me2 に修飾特異
的に結合すること、NCoR/SMRT/HDAC3 コリプ
レッサー複合体と結合することを明らかに
した（JBC2012）。さらに野生型および NRDC
欠損細胞で発現レベルに差がある遺伝子の
うち、複数遺伝子のプロモーター上に NRDC
が存在し、H3 アセチル化を制御していること
を示した（JBC	2012）。一方	NRDC	欠損マウ
スの解析から、NRDC	が適応熱産生を負に制
御していること、その機序として NRDC がそ
の酵素活性依存的に PGC1-alpha の転写コア
クチベーター機能を抑制し、脱共役タンパク
質 UCP1 発現を抑制していることを報告した
（Nat	Commun.2014）。以上の結果は、NRDC が
新たなヒストンコードリーダー、そしてペプ
チダーゼ活性依存性転写コレギュレーター
であることを示唆した。さらにその後の研究
から、NRDC が HDAC3 だけではなく HDAC1 とも
複合体を形成し、p53 など非ヒストン基質タ
ンパク質のアセチル化調節にも寄与してい
ることを明らかにした（JCI	Insight	2018）。	
以上の結果は、NRDC が chromo あるいは PHD
ドメインなど既知のメチル化認識ドメイン
を持たないユニークな新規ヒストンコード
リーダーであり、ヒストンのメチル化、ア
セチル化のクロストークを制御している可
能性を示唆した。	
	
２．研究の目的	
本研究では、ゲノムワイドな解析を用いて
NRDC 標的遺伝子を同定し、それらの転写開始
点付近におけるヒストンアセチル化、メチル
化、そしてそれらのクロストークにおける
NRDC の役割を検証する。さらに不活性型 NRDC
再導入細胞を用いて、ヒストン修飾における
NRDC のペプチダーゼ活性の意義を解明する。	
 
３．研究の方法 
本研究ではヒストンアセチル化・メチル化
制御における NRDC の役割、さらにその酵素
活性の役割を明らかにすることを目的とし、

以下の研究を遂行する。①NRDC 欠損不死化
MEF 細胞（iMEF）に野生型、不活性型 NRDC を
再導入した細胞で ChIP-seq、RNA-seq を行い、
転写開始点周辺に NRDC が結合し、NRDC 欠損
で発現変動する遺伝子を同定、②同定した
NRDC 標的遺伝子におけるヒストンアセチル
化およびメチル化変動の解析、および NRDC
の酵素活性がそれらに及ぼす影響の検討。③
NRDC 標的遺伝子のジーンオントロジー解析、
およびその結果の検証。	
	
４．研究成果	
野生型 iMEF で抗 NRDC 抗体による ChIP-seq
を行った結果、4053 の NRDC 結合領域と 2587
の NRDC 結合プロモーター（遺伝子転写開始
地点±5kb に NRDC 結合領域が存在）を同定し
た。その特徴を検討すると、NRDC 結合プロモ
ーターの大部分に H3K4me2の有意な集積を認
め、プロモーター周辺の集積強度にも正の相
関を認めた。また野生型 iMEF で行った
RNA-seq による遺伝子発現レベルと、遺伝子
プロモーターの NRDC 結合シグナルにも正の
相関を認めたことから、NRDC 結合領域は転写
アクティブなプロモーター領域に局在する
ことが分かった。	
次にゲノムワイドなヒストン修飾や転写制
御における NRDC の役割を検討するため、野
生型、NRDC 欠損（NRDC-/-）、NRDC 再導入
（NRDC-/-WT）iMEF を用い、ヒストン修飾
（H3K4me2、H3K9ac）の ChIP-seq 解析を行っ
た。その結果、NRDC 結合プロモーター
(NRDC-binding)におけるゲノムワイドな
H3K4me2レベルはNRDC欠損細胞で上昇してい
た（図１）。逆に、NRDC 結合プロモーターに
おける H3K9ac レベルは NRDC 欠損細胞で低下
していた（図２）。一方 NRDC 非結合プロモー
ター（not	binding）においては、NRDC 欠損
による H3K4me2、H3K9ac レベルの変化は乏し
かった（図１、２）。	
さらに、これらの細胞で RNA-seq 及び
ChIP-seq との統合的な解析を行ったところ、
448 の NRDC 直接標的遺伝子（NRDC がプロモ
ーターに結合し、かつ NRDC 依存性に有意に
発現変動）を同定した。448 の NRDC 直接標的
遺伝子のジーンオントロジー解析の結果、細
胞周期に関連する遺伝子が有意に多く含ま
れ、かつ NRDC 非存在下で H3K9ac レベルと一
致して転写レベルが低下することが分かっ
た。また ChIP-qPCR と RT-PCR でもその変化
を確認することができた。興味深いことに、
NRDC-/-WT 細胞とプロテアーゼ活性を消失し
た NRDC 変異体の再導入細胞（NRDC-/-EA）の
両方で細胞周期関連遺伝子の転写レベルは
レスキューされたが、NRDC-/-EA 細胞では
H3K9ac レベルはレスキューされなかった（図
３）。	
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最後に、これらの細胞を用いた細胞増殖・
細胞周期評価実験（WST-8 アッセイ、BrdU パ
ルスチェイスアッセイ、細胞飢餓/血清添加
アッセイ）を行った結果、NRDC 非存在下で細
胞増殖が抑制され、かつ複数（G1/S 期、G2/M
期）の細胞周期進行が遅延することがわかっ
た。	
以上のことから、NRDC はエピジェネティッ
クなヒストン修飾と転写制御を介して、細胞
増殖や細胞周期を調節していることが明ら
かになった。	
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