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研究成果の概要（和文）：JmjCドメインを持つタンパク質はヒストン脱メチル化酵素として働き、遺伝子発現を制御す
ることが知られている。本研究では、これらのタンパク質が単一のヒストン修飾にのみ関与するのではなく、複数の機
構を介して働くという仮説のもとに研究を行った。その結果、ヒストン脱メチル化酵素が酵素活性とは独立して遺伝子
発現を制御する新規の機構を解明した。ヒストン脱メチル化酵素は細胞内において種々のタンパク質群と結合する足場
タンパクとして働き、ヒストンのアセチル化という異なるヒストンマークを変化させることや、クロマチン構造の変化
をひきおこすことで遺伝子発現を変化させるという新たな転写制御機構の概念を提示した。

研究成果の概要（英文）：JmjC domain is a demethylase signature motif and most of JmjC-containing-proteins 
work as histone demethylase. However, in this study, we demonstrated that JmjC-containing proteins also 
play non-enzymatic roles. Shotgun proteomic analysis using HeLa cells showed that JMJD1A binds to SIN3A 
complex including ARID1A and histone deacetylase (HDAC) 1. HDAC activity was induced by repressing Jmjd1a 
expression in multiple cell lines. Based on these findings, we speculated that JmjC-containing-proteins 
play non-enzymatic roles by forming functional complex to regulate gene expression. This notion is 
supported by our two findings that JMJD1A regulates chromatin dynamics by forming complex with SWI/SNF 
and PPARγ in brown adipocytes and that FBXL10 regulates white adipocyte differentiation by forming a 
novel polycomb repressive complex including RING1B, BCOR, and SKP1. In addition, our data suggested that 
JMJD1A regulates the expression of long non-coding RNA.

研究分野：生物学
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１．研究開始当初の背景 

 細胞核内にある標的遺伝子ゲノムはヒス

トンに巻き取られたのちにクロマチンを形

成することでコンパクトに収納されている

ため、特異的なゲノム領域が転写を受けるた

めにはクロマチン構造の変化やエフェクタ

ー分子のリクルートメントなどのエピゲノ

ム変化が必要である。エピゲノム制御機構に

はＤＮＡのメチル化やヒストン修飾、クロマ

チン構造制御因子やノンコーディングＲＮ

Ａを介した機構などが関与する。ヒストン修

飾には種々の修飾が知られている（リン酸化

やアセチル化、メチル化、ユビキチン化、SUMO

化、ADP リボシル化、N-アセチルグルコサミ

ン化など）。そのなかでヒストンのメチル化

修飾は細胞内で化学的に安定した状態であ

る と 考 え ら れ て い たた め 、 2004 年 に

Lysine-specific demethylase 1(Lsd1)が発

見されるまでヒストンの脱メチル化酵素の

存在自体が不明であった。その後、2006 年に

JmjC ドメインを持つ一群が、ヒストン脱メチ

ル化酵素であることが報告がされたことを

きっかけとしてヒストン脱メチル化酵素の

探索競争が起こり、その同定が進んだ。これ

らの同定されたヒストン脱メチル化酵素は、

標的とするヒストン修飾を変化させるとい

う単一の機能に注目して多くの研究がなさ

れてきた。 

 

２．研究の目的 

 ヒストン修飾酵素は「ヒストンの化学修飾

を制御することで転写を調節する」という単

一の機能に注目して理解がなされてきたが、

我々はヒストン脱メチル化酵素である

JMJD1A (KDM3A、JHDM2A)や FBXL10(KDM2B、

JHDM1B)に注目して研究を進めるうちに、ヒ

ストン脱メチル化を介した制御以外の転写

制御機構があるのではないかとの仮説をも

った。そこで、本研究課題では酵素活性を介

さないヒストン脱メチル化酵素の作用機序

について検討し、ヒストン化学修飾酵素のマ

ルチファンクションという新規の概念を呈

示することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 独自に作製した抗ヒト JMJD1A 抗体を用

いて JMJD1A に結合するタンパク質のショッ

トガンプロテオミクス解析を行った。JMJD1A

タンパク質は全長 1321 アミノ酸からなるが、

本研究では全長ヒト JMJD1A タンパク質を抗

原として作製した N端 600 アミノ酸(a.a.)を

認 識 す る 抗 体 （ IgG-F0006, IgG-F0007, 

IgGF0026）もしくは、C 端 a.a.489 から

a.a.1321 を 抗 原 と し て 作 製 し た 抗 体

（IgG-F1615, IgG-F1624, IgG-F1628）を用

い た 。 抗 体 と 磁 性 ビー ズ （ invitrogen 

100.04D）を混じたのち、0.01% Tween20 を含

む洗浄バッファーで洗浄し、200mM トリエタ

ノールアミン存在下で 20mM DMP を用いて抗

体と磁性ビーズの架橋を行った。10 cm プレ

ート 10 枚分 の HeLa 細胞を用意し、50 U/ml

のベンゾネース（Novagen, 70644-3）で処理

したのち、遠心して上清を回収し、細胞抽出

液とした。この細胞抽出液と前述の磁性ビー

ズ架橋抗体を混じて４℃の条件で 4時間転倒

混和し、免疫沈降を行った。ビーズの洗浄後、

0.1%ラピジェストを用いて 60℃、30 分間処

理することで目的のタンパク質を溶出した。

その後、10%トリクロロ酢酸を用いてタンパ

ク沈殿を行い、LC/MS 質量分析器にかけるこ

とでショットガンプロテオミクス解析を行

った。そのほかの手法として、SDS-PAGE ゲル

に展開したのちに切り出し法による in-gel 

digestionを行い、LC/MS質量分析に供した。

尚、FBXL10 のプロテオミクス解析では、V5

抗体をもちいて V5 タグ結合強制発現 FBXL10

タンパク質を抗免疫沈降した（Inagaki T. et 

al JBC 2015）。 

 

(2)免疫沈降後の SDS-PAGEゲル泳動およびイ

ム ノ ブ ロ ッ ト 法 は 既 報 の 通 り 行 っ た

（Inagaki T. et al JBC 2015）。抗体は以下

のものを使用した。抗 Sin3A(santa cruz, 

sc-994X)、抗 Sin3A (Abcam, Ab3479)、抗

ARID4A (Millipore, 05-563)。Sin3a および

Arid1a に対する siRNA は invitrogen 社のも

のを使用した。 

 

(3)ヒストン脱アセチル化活性は、Cayman 社

の Cell based HDAC activity キット(600150)

を 用 い て 実 施 し た 。 本 キ ッ ト で は 、

Boc-Lys(AC)-AMC(N-α-(t-Butoxycarbonyl)

-N-ε-acetyl-L-lysine7-amido-4-methylco

umarin を基質として用いている。Jmjd1aKO

マウス及び野生型マウスの胎児(E13.5)から

mouse embryonic fibroblast （MEF）を作製

し、sv40 発現レトロウィルスを感染させるこ

とで不死化した細胞を作製して使用した。そ

のほか、レトロウィルスを用いて mCAT HeLa

細胞に shJMJD1A を強制発現した細胞を準備

して用いた。HDAC 活性の検討は、培養プレー

ト上で直接反応させる方法もしくは核抽出

液を抽出したアッセイ方法を実施した。 

 

(4)クロマチン免疫沈降法は、ホルムアルデ

ヒドで DNAとヒストンタンパク質の架橋反応

をおこなったのち、超音波破砕により断片化

したものを使用した。最終濃度 1%のホルムア

ルデヒドを添加し、室温で 10 分間振とうさ

せ、架橋反応を行った。SDS 存在下で超音波

細胞破砕機 SONIFIER 250 Advance (BRANSON)

をもちいて 超音波破砕をおこない、得られ

た細胞破砕液を遠心して全画分を回収し免

疫沈降に用いた。磁気ビーズに各抗体

H3K9me1,me2,me3、H3K4me3 抗体（大阪大学木

村宏先生より分与）を加え、細胞抽出液と 4℃

で一晩転倒混和したのち洗浄し、脱架橋後に

DNA の回収、定量を行った。精製した DNA は、

アクースティックソルビライザー(コバリス

社）を用いて約 200bp のサイズに断片化する



ことでサイズを揃えたのち、バイオアナライ

ザー電気泳動 （アジレントテクノロジー社）

を用いて断片化サイズの確認をおこなった。

次世代シークエンサーに用いるサンプルを

作製するために、断片化した DNA サンプルの

末端にアダプターを付加した。得られた DNA

サ ン プ ル は Solexa Genome Analyzer Ⅱ 

(Illumina)を用いてシークエンシングを行

っ た の ち 、 Pipeline software vl.4 

(Illumina) を用いて 36bpのシングルエンド

をマウスゲノム、NCBI Build 37 (UCSC mm9)

でマッピングを行った。 
 
(5)  RNA シークエンスに用いるサンプルは

以下のように調製した。Jmjd1a KO および WT 

MEF 細胞由来のtotal RNA 1 µg を TruSeq RNA 

Sample Preparation Kit (Illumina)を付属

のプロトコルに基づいて抽出した。詳細には、

total RNA から poly-T オリゴ結合磁気ビーズ

を用いて poly-A を含む mRNA を精製し、

mRNA を小さく断片化したのち、逆転写酵素と

ランダムプライマーを用いて 1st strand 

cDNAを合成した。続いて DNA ポリメラーゼ I

と RNaseH を用いて 2nd strand cDNA を合成

した。この cDNA 断片に対して末端修復処理、

アデニン塩基の付加、アダプターのライゲー

ションを行い、最後に PCR により増幅して 

cDNA ライブラリーを準備し、ゲノムシーク

エンサーを用いて RNAシークエンスをおこな

っ た 。 ラ イ ブ ラ リ ー の 確 認 は 、 2100 

Bioanalyzer (Agilent Technologies)でサン

プルのサイズと純度を確認することで行っ

た。サンプルのゲノムシークエンシングは

Hiseq (Illumina)を用いて行った。RT-qPCR

法は既報のとおり行った（Inagaki T. et al. 

JBC 2015）。 

 

４．研究成果 

(1)JmjCドメインを持つJMJD1Aがヒストン脱

メチル化酵素としての働きを持つ可能性と

機序について検討するために JMJD1A のプロ

テオミクス解析を行ったところ、JMJD1A が

HeLa 細胞において SIN3A、ARID4A といった

SIN3A 複合体を形成していた（図１）。この結

合は JMJD1A の C 端部分を抗原とする抗体で

のみ認められた。その原因として、SIN3A 複

合体が JMJD1A の C 端に結合するか、もしく

は N端認識抗体によって結合が阻害される可

能性が考えられた。 

 
（2）SIN3A、ARID4A と JMJD1A の直接的な結

合関係性を検討するために siRNA を用いて

Sin3aもしくはArid1aをノックダウンした細

胞を用いて免疫沈降後のイムノブロット法

を行った。その結果、Sin3a をノックダウン

した細胞では JMJD1A と ARID1A の結合が認め

られたのに対し、Arid1a をノックダウンした

細胞では JMJD1A と SIN3A との結合は認めら

れなかった（図 2）。このことから、JMJD1A

と SIN3A の結合には ARID1A が必要であるこ

とが明らかになった。 

 

(3) 今回、JMJD1A が結合するタンパクとして

SIN3AおよびARID1AをはじめとするSIN3A複

合体タンパク質群が同定され、HDAC1 との結

合を認めた。そこで、JMJD1A がヒストン脱メ

チル化能に与える影響を検討した。JMJD1A ノ

ックアウトマウスから作製した不死化マウ

ス胎児繊維芽細胞をもちいてヒストン脱ア

セチル化活性を測定した結果、JMJD1A ノック

アウトマウス由来のマウス胎児繊維芽細胞

からの核抽出液を用いた検討および接着細

胞を用いた検討の両方において、ヒストン脱

アセチル化活性が 20-30%増強していた（図 3）。

同様の結果は、shRNA をもちいて Jmjd1a 発現

をノックダウンした mCAT HeLa 細胞において

も認められた。このことから、内因性の

JMJD1A がヒストン脱アセチル化活性を抑制

することが明らかになった。 

 
(4)JMJD1A の標的遺伝子を解析する目的で

ChIP シークエンス解析と遺伝子発現解析を

行った。ChIP シークエンスの結果、Jmjd1a KO 

MEF 特異的に H3K9me1,me2,me3, H3K4me3 抗体

全てで濃縮が認められ、さらに 3T3-L1 細胞

における検討で mJmjd1aの濃縮が一致して得

られた領域 (Ch6 47596720-47601590)を発見

した。同領域における RNA の発現量を検討す

るため、この 4800bp の領域を約 600bp ずつ



の 8領域（Region 1- Region 8）に分け、そ

れぞれの領域に一箇所ずつ約 150 bp を増幅

する RT-qPCR 法用のプライマーを設計し、

Jmjd1a KO および WT マウスの MEF、白色脂肪

組織 (WAT)、褐色脂肪組織 (BAT)、肝臓、大

腿四頭筋 (quadriceps femoris) について定

量的 RT-PCR を行った。その結果、Region 1

における転写産物の発現は、Jmjd1a KO マウ

スから得られる MEF において、WT の 10 倍、

WAT において WT の 8 倍、肝臓において WT の

7 倍であった(図 4)。 

 

(5) RNAシークエンスの結果、前述の Region 1

において、Jmjd1a KO MEF 特異的にみられる

シングルピークを認めた。Region 2 から

Region 8 の領域においても、Region 7 を除

いて Jmjd1a KO MEF と WT MEF のピークの差

が認められたが、2 群間の差は Region 1 にお

いて最も顕著であった。RefSeq 上ではこの領

域に既知の遺伝子を認めない事から、Region 

1 の転写産物は non-coding RNA (nc RNA)で

ある可能性が考えられた。5’RACE 法で得ら

れたこの遺伝子領域の転写産物は 550bp であ

り、long-non coding RNA のクライテリア

（200bp 以上）に当てはまるものであった。

今回、Region 1 遺伝子領域のおける特徴を検

討 す る た め に 、 UCSC genome browser 

(http://genome.ucsc.edu/) をもちいて解

析を行った結果、Lnc-R Region 1 の領域が

RMER12B という LTR 型のレトロトランスポゾ

ンと重なることが見出された。 

 

(6) 褐色脂肪細胞系においては、JMJD1A がイ

ソプロテレノール刺激によってリン酸化を

受けることでクロマチン再構成複合体と結

合していることを見出した。また、この複合

体形成により ChIP シークエンスと 3C アッセ

イの結果、エンハンサーとプロモーターの近

接関係を制御することで転写を制御する機

構が示された。これらの結果から、JMJD1A が

ヒストン脱メチル化を介さない遺伝子発現

制御機構を担うことが示された（Abe et al. 

Nature Commun. 2015）。また、白色脂肪細胞

系 3T3-L1 細胞では、JmjC ドメイン含有タン

パク質である Fblx10 が SKP1、BCOR、PCGF1、

RING1B といったタンパクとともに Polycomb 

repressive complex 1 (PRC1)複合体を構成

して遺伝子発現を抑制することが明らかに

なった（Inagaki T. et al. JBC 2015）。 

 

(7) 以上のように、ヒストン脱メチル化酵素

が、酵素活性とは独立して遺伝子発現を制御

する複数の機構を提示した。ヒストン脱メチ

ル化酵素は細胞内において種々のタンパク

質群と結合する足場タンパクとして働き、ヒ

ストンアセチル化という異なるヒストンマ

ークを変化させることや、クロマチン構造の

再構成をひきおこすことで遺伝子発現を変

化させるという新たな転写制御機構の概念

を提示した。 
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