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研究成果の概要（和文）：肥満や糖尿病の成因を理解する上で、代謝関連遺伝子の転写制御機構を解明すること
は重要である。我々は、ヒストン脱メチル化酵素JMJD1Aの欠損マウスが肥満やインスリン抵抗性、熱産生異常を
示すという発見に基づき、JMJD1Aによる熱産生制御機構を研究した。その結果、短期の寒冷によるアドレナリン
刺激をうけるとJMJD1Aの265番目のセリンがリン酸化されることを見出した。さらに、リン酸化されたJMJD1Aが
ヌクレオソーム再構成複合体SWI/SNFと核内受容体PPARγとともに複合体を形成し、熱産生関連遺伝子の遠位エ
ンハンサーとプロモーターの近接化を誘導して標的遺伝子の発現を促進する機構を解明した。

研究成果の概要（英文）：Regulating metabolic diseases including diabetes mellitus and obesity is an 
important research issue for human health. We previously elucidated that the  mouse lucking histone 
demethylase JMJD1A is obesity, diabetes, and cold-sensitive. In this study, we elucidated that 
JMJD1A is phosphorylated at S265 by β-adrenergic stimulation in response to acute cold exposure. 
Phosphorylated JMJD1A forms complex with SWI/SNF chromatin remodeler and nuclear transcription 
factor PPARγ. The P-JMJD1A-SWI/SNF-PPARγ complex induces enhancer-promoter proximity by forming 
long-range chromatin loop and, in turn, regulates thermogenic gene expression. Thus, phosphorylated 
histone demethylase JMJD1A regulates metabolic gene expression by mediating long-range genomic 
interactions in response to β-adrenergic stimulation.

研究分野： 生物学
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１． 研究開始当初の背景 

我々は、生体のエネルギー代謝がヒストン
のメチル化修飾によって制御されるという仮
説に基づき、ヒストン H3K9 の脱メチル化酵
素 JMJD1A の欠損マウスを解析した結果、肥
満、メタボリック症候群の症状と体温維持機
能の異常を示すことを発見した（Inagaki T. et 

al. Genes Cells 2009、、筆頭著者、科研費若手
（A））。同様の表現形は、米国のグループから
も報告されたが（Tateishi K. et al. Nature 2009）、
JMJD1A によるエネルギー代謝や熱産生の制
御機構の詳細に関しては不明な点が残されて
いたため、本研究において JMJD1A による遺
伝子発現制御の詳細な機構を解明することと
した。 

熱産生制御の機構として、寒冷時にはβア
ドレナリン受容体（βADR）がアデニル酸シ
クラーゼ（AC）、サイクリック AMP 依存性プ
ロテイン A キナーゼ（cAMP-PKA）を介して
熱産生関連遺伝子の発現に関わる。βADR の
欠損マウスは肥満と熱産生異常を示すことが
報告されていたが、この表現型は JMJD1A 欠
損マウスの表現型に似ていたため、JMJD1A

とβAD シグナルの間には何らかの関連があ
ると考えられた。 

 

２．研究の目的 

本研究は、褐色脂肪細胞を用いて JMJD1A に
よる熱産生の分子機構を解明することを目的
として実施した 

 

３．研究の方法 

（１） JMJD1A の翻訳後修飾を解析するた
めに抗 JMJD1A モノクローナル抗体
を作製した。この抗体を利用して免疫
沈降を実施し、精製した JMJD1A を質
量分析に供した。質量分析の結果、リ
ン酸化を受ける部位を同定し、同部位
における点変異体を作製して検証を
行った。詳細には、大腸菌で精製した
野生型 JMJD1A タンパク質および点
変異体 JMJD1A タンパク質を PKA で
処理し、Phos-tag PAGE ゲルに展開す
ることで PKA によってリン酸化され
る部位を同定した。 

（２） JMJD1A の直接的な標的遺伝子を解
析するため、JMJD1A モノクローナル
抗体を用いたクロマチン免疫沈降後
に次世代シークエンス解析（ChIP-seq）
を実施し、マイクロアレイ法による遺
伝子発現解析の結果と統合して解析
した。 

マイクロアレイ法による遺伝子発現
解析の実施に当たっては、3T3-L1 細
胞の内在性 JMJD1A 発現をノックダ
ウンしたうえで、レトロウィルスを用
いて野生型 JMJD1A もしくはリン酸
化部位に点変異を加えた JMJD1A を
強制発現させて使用した。この細胞は、
免疫沈降後のイムノブロット法によ

るタンパク質結合解析等にも利用し
た。βアドレナリンシグナル刺激には、
イソプロテレノール（ISO）を用いた。 

（３） JMJD1A のリン酸化による細胞内局
在変化を細胞組織学的手法およびイ
ムノブロット法を用いて検討した。 

（４） JMJD1A 複合体を同定するため、3T3-

L1 細胞の核抽出液を JMJD1A モノク
ローナル抗体で免疫沈降した。さらに、
免疫沈降物を SDS-PAGE ゲルに展開
したのち、ゲル内消化を行って質量分
析で解析した。質量分析で同定した
JMJD1A 結合タンパク質については、
3T3-L1 細胞においてコード遺伝子の
発現をノックダウンし、JMJD1A 標的
遺伝子の発現に与える影響を検討し
た。 

（５） 後述の通り、上記の複合体解析から P-

JMJD1A-SWI/SNF-PPARγ複合体を
同定した。この複合体のゲノム上の結
合部位を検討するため、複合体の構成
因子である ARID1A、BRG1、PPARγ、
JMJD1A、および H3K4me3、H3K27Ac

のそれぞれに対する抗体を用いて
ChIP-seq 解析を実施した。また、
FAIRE-seq 解析によるオープンクロ
マチン解析を行った。 

（６） P-JMJD1A-SWI/SNF-PPAR γ複合体
が標的遺伝子上に結合し、クロマチン
再構成を介して標的遺伝子のエンハ
ンサーとプロモーターが近接化する
可能性を解明するため、Chromosome 

conformation capture (3C)法を実施した。 

（７） P-JMJD1A-SWI/SNF-PPAR γ複合体
の標的遺伝子領域のエンハンサーと
プロモーターを結合させたプラスミ
ドを作製し、レポーターアッセイを実
施した。また、同領域における RNA

ポリメラーゼのリクルートメントを
検証するため、PolII 抗体を用いた
ChIP 法を実施した。 

（８） 3T3-L1 細胞を用いて行った上記の実
験結果を個体レベルの検証するため、
マウスを用いた実験を行った。寒冷や
ISO 処理で刺激したマウスから褐色
脂肪を摘出し、JMJD1A リン酸化とエ
ンハンサーとプロモーターの近接化
を検討した。具体的には、褐色脂肪の
タンパク抽出液を SDS-PAGE ゲルに
展開し、メンブレンに移したうえで
JMJD1A リン酸化特異的抗体を用い
てイムノブロット法を実施した。また、
褐色脂肪組織を用いた 3C 法を実施し
た。寒冷時の代謝への影響については
代謝ケージを用いて検討した。 

 

４．研究成果 

（１） 質量分析を用いて JMJD1A の翻訳後
修飾を解析した結果、複数のリン酸化
部位を同定した。PKA コンセンサス



配列を含むリン酸化部位に点変異を
加えた JMJD1A タンパク質を大腸菌
で精製し、 PKA 処理したのちに
Phostag-PAGE ゲルに展開した結果、
PKA に よ っ て リ ン 酸 化 さ れ る
JMJD1Aの部位として 265番目のセリ
ン（S265）を同定した。結果は S265

リン酸化特異的抗体、PKA 阻害剤
（H89）等を用い検証した。これらの
結果から、JMJD1A がβアドレナリン
受容体―cAMP－PKA を介して S265

にリン酸化を受けることが明らかに
なった。 

（２） ChIP-seq 解析とマイクロアレイ解析
の結果、リン酸化 JMJD1A の標的遺伝
子として Ucp1 と Adrb1 を含む遺伝子
群を同定した。ISO で刺激した野生型
JMJD1A もしくは S265A 点変異体
JMJD1A 発現 3T3-L1 細胞をもちいて
遺伝子発現解析を行ったところ、ISO

による S265 のリン酸化特異的に
Ucp1、Adrb1 の発現が誘導されること
を確認した。さらに JMJD1A の酵素阻
害変異体 H1120Y を用いた検証によ
り、リン酸化 JMJD1A による遺伝子発
現制御機構が酵素活性とは独立した
機構であることが明らかになった。 

（３） 酵素活性とは独立した遺伝子発現制
御機構の候補として、リン酸化による
JMJD1A の細胞内局在変化を考慮し
て検討したところ、JMJD1A のリン酸
化は細胞内局在に影響を与えなかっ
た。 

（４） つづいて、JMJD1A がリン酸化される
ことでタンパク質複合体形成が起こ
る可能性について検討した。プロテオ
ミクス解析の結果、JMJD1A 結合タン
パク質として ARID1A、BRG1、BAF60、
POL2 を見出した。これらのタンパク
質と JMJD1A の結合は、ISO 刺激をす
ることでより多くなる傾向が認めら
れた。ARID1A、BRG1、BAF60 は
SWI/SNF 複合体構成タンパク質であ
ることから、リン酸化 JMJD1A がクロ
マチン構造制御に関与する可能性が
示唆された（図 1）。さらに、BAF60

と PPARγ が結合するとの報告がなさ
れていたため、免疫沈降後のイムノブ
ロット法を実施して JMJD1A と
PPARγ が結合することを見出した。
SWI/SNF 構成タンパク質をコードす
る遺伝子をノックダウンした 3T3-L1

細胞を用いて検討した結果、JMJD1A

は SWI/SNF を介して PPARγ に結合
することが明機になった。また、P-

JMJD1A-SWI/SNF-PPARγ複合体形
成が Ucp1 や Adrb1 といった標的遺伝
子の発現の制御にかかわることを解
明した。 

（５） JMJD1A、ARID1A、BRG1、PPARγ
H3K4me3、H3K27Ac のそれぞれに対

する抗体を用いた ChIP-seq 解析の結
果、P-JMJD1A-SWI/SNF-PPARγ複合
体が、標的遺伝子のプロモーターおよ
びエンハンサーに結合しており、その
結合が ISO 刺激にともなって増える
ことが示された（図２）。また、FAIRE 
-seq の結果、プロモーターおよびエン
ハンサー領域におけるクロマチンの
オープネスが示された。以上から、
JMJD1A がクロマチン再構成因子で
ある SWI/SNF と結合し、さらに DNA

結合型核内受容体 PPARγ を介してエ
ンハンサーとプロモーターに結合し
ていることが示された。また、リン酸
化した JMJD1A が複合体を形成する
ことで、エンハンサーとプロモーター



の近接化の制御にかかわることが示
唆された。 

（６） エンハンサーとプロモーターの近接
化を検討するために実施した３C 解
析の結果、ISO 刺激特異的にエンハン
サーとプロモーターが近接化するこ
とが示された（図 3）。 

（７） レポーターアッセイの結果、エンハン
サーとプロモーターを近接化させた
配列が機能的に遺伝子発現を増加さ
せることが示された。また、プロモー
ター部位への RNA ポリメラーゼのリ
クルートメントが確認された。 

（８） マウスの褐色脂肪を用いた検討の結
果、寒冷や ISO 刺激にともなう
JMJD1A のリン酸化が確認され、
JMJD1A 発現依存性にエンハンサー
とプロモーターが近接化することが
示された。以上のように、リン酸化
JMJD1A によるクロマチン構造制御
を介した遺伝子発現制御機構は、個体
レベルにおいても検証された。さらに、
寒 冷 に 伴 う 生 体 代 謝 の 亢 進 に
JMJD1A が関与することが示された。 

（９） 本研究の結果、JMJD1A が外部環境刺
激を受けて遺伝子発現制御を行う機
構として、ヒストン脱メチル化酵素活
性とは独立した機構があることを解
明した。その詳細な分子機構として、
寒冷急性期に JMJD1A が S265 にリ
ン酸化をうけることで始まる機構を
見出した（図 4）。リン酸化された
JMJD1A は、SWI/SNF 複合体構成タン
パク質群を介して核内受容体 PPARγ

と結合し、PPARγ が結合する標的遺
伝子のエンハンサーおよびプロモー

ターの近接化を促すことで、熱産生関
連遺伝子群の発現を誘導していた。こ
の発見は、ヒストン修飾酵素が標的遺
伝子上にリクルートされる機構を解
明した点においても重要であった。こ
れらの成果は、Nature Communication

誌上で報告した（ Abe et al. Nat. 

Commun . 2015 責任著者）。 

 さらに我々は、ヒストン修飾酵素が
酵素活性とは独立した機構を介して
遺伝子発現を制御する別の因子とし
て、FBXL10（KDM2B, JHDM1B）を見
いだした（Inagaki T. et al. JBC 2015、
筆頭責任著者、科研費新学術領域成
果）。エピゲノム因子による遺伝子発
現制御機構と脂肪細胞の性質制御機
構に関するこれらの研究成果は、
Nature Reviews 誌において総説として
発表した（Inagaki T. et al. Nat. Rev. Mol. 

Cell. Biol. 2016、筆頭著者）。 
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