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１．はしがき 

 

新学術領域研究「生命素子による転写環境とエネルギー代謝のクロストーク制御」を終え

て 

 

遺伝子発現は、DNA にコードされたゲノム情報、DNA のメチル化、ヒストンのリン酸化・

アセチル化・メチル化などクロマチン修飾で調節されるエピゲノム情報、そして転写因子

作用など、これらが形成する転写環境によって制御されています。このような転写環境は、

核内複合体と連動して、細胞種特有のアイデンティティーの確立や増殖・分化などの多様

な細胞機能に深く関係している一方で、細胞のエネルギー代謝は、その増殖状態や分化段

階によりダイナミックに制御され、恒常性維持や新しい定常状態への移行を実現していま

す。その際、ATP、アセチル CoA、NAD+、FAD やα-ケトグルタル酸など、解糖系や TCA

サイクルなど代謝産物 (＝生命素子; hub metabolites) の一部は、転写環境の形成にも利用

されています。 

 

本領域は、転写環境の構築とエネルギー代謝のクロストーク制御を解明するアプローチと

して、１）転写環境の形成に直結する化学修飾がエネルギー代謝に働きかける作用、２）

エネルギー代謝の変化が転写環境の形成に及ぼす作用、というクロストークを支える分子

実体とその制御メカニズムの理解を深化させるため、修飾基転移酵素によって書き込む

（Writing）、アダプター分子で修飾基を読み取る（Reading）、または脱修飾酵素で取り去

る（Erasing）ことや、クロマチン修復によって書き換える（Rewriting）メカニズムに着

目してきました。「転写」と「代謝」の協調機能の理解を目指し、総括班、計画班、公募班

がフラットな立場で「転写代謝システム」を討論する場として、ラウンドテーブル形式で

交流を図って参りました。技術的側面だけでなく、実質的な共同研究をはじめ、それらの

活動を通して、若手育成にも積極的に取り組んでいただきました。2011 年の震災の年に開

始されました当初から、若手の先生方が活発に活動いただき、今後の人的ネットワークの

広がりと、研究の発展をとても期待しております。 

 

最後になりましたが、総括班、計画班と公募班の先生方にはお世話になって参りました。

皆様のご協力とご指導に、改めて感謝申し上げます。また、大変多くの先生方にご助言を

賜り、本当に有難うございました。心より御礼申し上げます。 

 

領域代表 深水昭吉 

（筑波大学 生命環境系 教授） 
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3.研究組織  

 

【総括班】 

課題番号：23116001 

領域代表  深水昭吉（筑波大学 生命環境系 教授） 

連携研究者 五十嵐和彦（東北大学 大学院医学系研究科 教授） 

連携研究者 中尾光善 （熊本大学 発生医学研究所 教授） 

連携研究者 菅澤 薫（神戸大学 バイオシグナル総合研究センター 教授） 

連携研究者 本橋ほづみ（東北大学 加齢医学研究所 教授） 

連携研究者 矢作直也（筑波大学 医学医療系 准教授） 

連携研究者 清水敏之（東京大学 大学院薬学系研究科 教授） 

研究協力者 佐々木裕之（九州大学 生体防御医学研究所 教授、副学長） 

研究協力者 米田悦啓（独立行政法人 医学基盤研究所 理事長） 

研究協力者 春日雅人（独立行政法人 国立国際医療センター 理事長、総長） 

 

 

【計画研究班】 

課題番号：23116002 

研究代表者 本橋ほづみ（東北大学 加齢医学研究所 教授） 

 

課題番号：23116003 

研究代表者 五十嵐和彦（東北大学 大学院医学系研究科 教授） 

 

課題番号：23116004 

研究代表者 深水昭吉（筑波大学 生命環境系 教授） 

研究分担者 高橋秀和（山口大学 医学系研究科 講師） 

連携研究者 大徳浩照（筑波大学 生命環境系 講師） 

連携研究者 廣田恵子（筑波大学 生命環境系 助教） 

 

課題番号：23116005 

研究代表者 柳澤 純（筑波大学 生命環境系 教授） 

連携研究者 村山明子（筑波大学 生命環境系 講師） 

 

課題番号：23116006 

研究代表者 矢作直也（筑波大学 医学医療系 准教授） 
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課題番号：23116007 

研究代表者 清水敏之（東京大学 大学院薬学系研究科 教授） 

連携研究者 藤間祥子（東京大学 大学院薬学系研究科 助教） 

連携研究者 仲島由佳（筑波大学 生命環境系 助教） 

  

課題番号：23116008 

研究代表者 菅澤 薫（神戸大学 バイオシグナル研究センター 教授） 

連携研究者 酒井 恒（神戸大学 バイオシグナル研究センター 助教） 

連携研究者 岩井成憲（大阪大学 大学院基礎工学研究科 教授） 

 

課題番号：23116009 

研究代表者 中尾光善 （熊本大学 発生医学研究所 教授） 

連携研究者 日野信次朗（熊本大学 発生医学研究所 助教） 

 

 

【公募研究班】 

課題番号：24116502、26116702 

研究代表者 鈴木教郎（東北大学 大学院医学系研究科 講師） 

 

課題番号：24116503 

研究代表者 長嶋剛史（東北大学 大学院医学系研究科 非常勤講師） 

連携研究者 中山啓子（東北大学 大学院医学系研究科 教授） 

連携研究者 舟山 亮（東北大学 大学院医学系研究科 助教） 

 

課題番号：24116504、26116705 

研究代表者 小林麻己人（筑波大学 医学医療系 講師） 

 

課題番号：24116505 

研究代表者 佐々木努（群馬大学 生体調節研究所 准教授） 

 

課題番号：24116506 

研究代表者 田中知明（千葉大学 大学院医学研究院 准教授） 
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課題番号：24116507、26116708 

研究代表者 酒井寿郎（東京大学 先端科学技術研究センター 教授） 

連携研究者  稲垣  毅（東京大学 先端科学技術研究センター 特任准教授） 

連携研究者  稲垣恭子（日本医科大学付属病院 糖尿病・内分泌代謝内科 助教） 

連携研究者  松村欣宏（東京大学  先端科学技術研究センター  助教） 

連携研究者  曽我朋義（慶應義塾大学  環境情報学部  教授） 

 

課題番号：24116508 

研究代表者 田中 稔（東京大学 分子細胞生物学研究所 准教授） 

 

課題番号： 24116509, 26116711 

研究代表者 大澤 毅（東京大学 先端科学技術研究センター 特任助教） 

連携研究者 島村徹平（名古屋大学 大学院医学系研究科 特任准教授） 

連携研究者 神吉康晴（東京大学 アイソトープ総合センター 助教） 

 

課題番号：24116510 

研究代表者 清水宣明（東京大学 医科学研究所 特任研究員） 

連携研究者 田中廣壽（東京大学 医科学研究所 教授） 

連携研究者 吉川賢忠（東京大学 医科学研究所 助教） 

連携研究者 佐野元昭（慶應義塾大学 医学部 准教授） 

 

課題番号：24116511 

研究代表者 中川 崇（富山大学 先端ライフサイエンス拠点 特命助教） 

 

課題番号：24116512、26116716 

研究代表者 尾野 亘（京都大学 大学院医学研究科 准教授） 

連携研究者 佐藤史顕（京都大学 大学院医学研究科 准教授） 

 

課題番号： 24116513  26116717 

研究代表者 石濱 泰（京都大学 大学院薬学研究科 教授） 

連携研究者 杉山直幸（京都大学 大学院薬学研究科 准教授） 

連携研究者 若林真樹（京都大学 大学院薬学研究科 助教） 

 

課題番号：24116514、26116718 

研究代表者 二村圭祐（大阪大学 大学院医学系研究科 准教授） 
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課題番号：24116515 

研究代表者 田嶋正二（大阪大学 たんぱく研究所 教授） 

 

課題番号：24116517、26116720 

研究代表者 中井 彰（山口大学 医学系研究科 教授） 

連携研究者 藤本充章（山口大学 医学系研究科 准教授） 

 

課題番号：  24116518、26116721 

研究代表者 松本雅記（九州大学 生体防御医学研究所 准教授） 

 

課題番号：24116519 

研究代表者 松下正之（琉球大学 大学院医学研究科 教授） 

 

課題番号：24116521 

研究代表者 池田和博（埼玉医科大学 医学部 講師） 

連携研究者 井上 聡（埼玉医科大学 医学部 客員教授） 

 

課題番号：24116522 

研究代表者 永松 剛（慶應義塾大学 医学部 助教） 

 

課題番号：24116523 

研究代表者 堀澤健一（九州大学 生体防御医学研究所 助教） 

 

課題番号：24116524 

研究代表者 白木琢磨（近畿大学 生物理工学部 准教授） 

 

課題番号：24116525 

研究代表者 深澤壽太郎（広島大学 大学院理学研究科 助教） 

連携研究者 高橋陽介 （広島大学 大学院理学研究科 教授） 

 

課題番号：24116526、26116729 

研究代表者 松本道宏（国立国際医療研究センター研究所  

糖尿病研究センター 分子代謝制御研究部 部長） 

 

 

 



7 

 

課題番号：24116527、26116730 

研究代表者 林 良樹 

（現：筑波大学 生命領域学際研究センター 助教 

旧：自然科学研究機構 岡崎統合バイオサイエンスセンター 助教） 

 

課題番号：24116528 

研究代表者 竹森 洋（独立行政法人 医薬基盤研究所 プロジェクトリーダー） 

 

課題番号：26116703 

研究代表者 今井由美子（秋田大学 医学系研究科 教授） 

 

課題番号：26116707 

研究代表者 加藤光保 （筑波大学 医学医療系 教授） 

連携研究者 渡邊幸秀 （筑波大学 医学医療系 助教） 

連携研究者 沖田結花里（筑波大学 医学医療系 研究員） 

 

課題番号：26116709 

研究代表者 長谷耕二（慶應義塾大学 薬学部 教授） 

連携研究者 福田真嗣（慶應義塾大学 先端生命科学研究所 特任准教授） 

 

課題番号：26116712 

研究代表者 豊島文子（京都大学 ウイルス研究所 教授） 

 

課題番号：26116713 

研究代表者  ＦＵＳＴＩＮ ＪＭ（京都大学 薬学研究科 特定研究員） 

連携研究者 岡村 均（京都大学 大学院薬学研究科 教授） 

連携研究者 土居雅夫（京都大学 大学院薬学研究科 准教授） 

連携研究者 山口賀章（京都大学 大学院薬学研究科 助教） 

 

課題番号：26116715 

研究代表者  西 英一郎（京都大学 大学院医学研究科 准教授） 

 

課題番号：26116719 

研究代表者 西川恵三（大阪大学 免疫学フロンティア研究センター 特任准教授） 
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課題番号：26116722 

研究代表者 尾池雄一（熊本大学 大学院生命科学研究部 教授） 

研究分担者 門松 毅（熊本大学 大学院生命科学研究部 助教） 

 

課題番号：26116724 

研究代表者 中江 淳（慶應義塾大学 医学部 特任准教授） 

 

課題番号：26116725 

研究代表者 小林 聡（同志社大学 大学院生命医科学研究科 教授） 

連携研究者 谷口浩章（同志社大学 生命医科学部 助教） 

 

課題番号：26116726 

研究代表者 川村晃久（立命館大学 生命科学部 准教授） 

連携研究者 木田泰之（国立研究開発法人 産業技術総合研究所 創薬基盤研究部門 

主任研究員） 

 

課題番号：26116728 

研究代表者 櫛引俊宏（防衛医科大学校 医用工学講座 准教授） 
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4.交付決定額（分配額） 

                      （金額単位：千円） 

  直接経費 間接経費 合計 

2011 年度 171,400 51,510 222,910 

2012 年度 187,000 57,540 244,540 

2013 年度 187,500 53,220 240,720 

2014 年度 188,140 57,810 245,950 

2015 年度 182,400 60,318 242,718 

2016 年度 

とりまとめ 
2,950 885 3,835 

総計 919,390 281,283 1,200,673 
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5.研究成果による産業財産権の出願・取得状況 

 

計画研究班：五十嵐和彦（東北大学 大学院医学系研究科 教授） 

 

＜出願状況：2件＞  

発明の名称：免疫沈降用の内部標準分子及び免疫沈降方法 

出願番号：特願 2015-035734  

出願日：2015/02/25 

出願人：東北大学  

発明者：五十嵐和彦、落合恭子、中山啓子、木下賢吾、 

    舟山亮、細金正樹、岡村容伸 

 

発明の名称：抗リン酸化 Bach2 抗体及び抗腫瘍免疫活性化剤のスクリーニング方法 

出願番号：特願 2015-219945  

出願日：2015/11/09 

出願人：東北大学  

発明者：五十嵐和彦、武藤哲彦、落合恭子、島弘季、安藤亮、 

佐藤好宏、玉原亨、佐藤勇樹 

 
 

計画研究班：中尾光善（熊本大学 発生医学研究所 教授） 

 

＜出願状況：1件 ＞ 

発明の名称：神経変性疾患治療剤  

出願番号：特願 2016-011705  

出願日：2016/01/25 

出願人：熊本大学  

発明者：谷原秀信、岩尾圭一郎、中尾光善、林秀樹、 

日野信次朗、堤孝之 

＜取得状況：3件＞ 

発明の名称：ミトコンドリア機能向上剤 

登録番号／登録日：EP2417985／2016/5/10（欧州） 

登録番号／登録日：特許第 5685764 号／2015/1/30（日本） 

登録番号／登録日：US8,637,480／2014/1/28（米国） 

出願人：熊本大学  

発明者：中尾光善、日野信次朗 
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公募研究班：尾野 亘（京都大学 大学院医学研究科 准教授） 

 

＜出願状況：1件＞ 

発明の名称： miR-33b ノックインマウスによる非アルコール性脂肪肝炎モデル 

出願番号：特願 2017-59580 

出願日：2017/03/24 

出願人・発明者：尾野 亘、堀江貴裕、西野共達 

 

 

公募研究班：中井 彰（山口大学 医学系研究科 教授） 

 

＜取得状況：１件＞ 

発明の名称：ＨＳＦ１とＲＰＡ１との相互作用阻害ペプチド 

登録番号：特許第 6019530 号 

登録日 ：2016 年 10 月 14 日 

出願人：国立大学法人山口大学 

発明者：中井 彰、藤本充章 

 

公募研究班：竹森 洋（独立行政法人 医薬基盤研究所 プロジェクトリーダー） 

 

＜出願状況：3件＞ 

発明の名称：プテロシン誘導体を含む軟骨骨変性、および/または軟骨菲薄疾患治療剤 

出願番号：特願 2014-234698 

出願日: 2014/11/19 

出願人：国立大学法人京都大学、独立行政法人医薬基盤研究所 

発明者：妻木範行、竹森 洋、渕野裕之、川原信夫 

 

発明の名称：プテロシン誘導体を含む軟骨変性、および/または軟骨菲薄疾患治療剤 

出願番号：特願 2013-135040 

出願日：2013/6/27 

出願人：国立大学法人京都大学、独立行政法人医薬基盤研究所 

発明者：妻木範行、竹森 洋、渕野裕之、川原信夫 

 

発明の名称：カスパーゼ 1活性化阻害剤、抗炎症剤、鎮痒剤、及びカスパーゼ１活性化

阻害剤の評価方法 

出願番号：特願 2013-094995 
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出願日：2013/4/30 

出願人：独立行政法人医薬基盤研究所、株式会社桃谷順天館 

発明者：竹森 洋、佐野坂真人、伊東祐美、渕野裕之、川原信夫 

＜取得状況：１件＞ 

発明の名称：肝機能の保護・改善薬 

登録番号：特許第 5498754 号 

登録日：2014/3/14 

出願人：学校法人関西大学、独立行政法人医薬基盤研究所、有限会社一栄 

発明者：河原秀久、長岡康夫、竹森 洋、小出芳栄 

 

公募研究班：西 英一郎（京都大学 大学院医学研究科 准教授） 

 

＜取得状況：１件＞ 

発明の名称：ナルディライジンの高感度免疫測定法 

登録番号：特許第 5610256 号 

登録日：2014/9/12 

出願人：京都大学（50%）、三洋化成工業株式会社（50%） 

発明者 : 國近 誠、 平岡 義範、 松本 恭一、 西 英一郎 

 

公募研究班：小林 聡（同志社大学 大学院生命医科学研究科 教授） 

 

＜出願状況：２件＞ 

発明の名称： 抗がん剤 

出願番号：特願 2016-230449 

出願日：2016/11/28 

出願人・発明者:和久剛、小林聡、加藤裕紀、渡辺秀教 

 

発明の名称： 抗がん剤 

出願番号：PCT/JP2017/010445  

出願日：2017/3/15 

出願人・発明者：和久剛、小林聡、加藤裕紀、糀美早紀、渡辺秀教 
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公募研究班：川村晃久（立命館大学 生命科学部 准教授） 

＜出願状況：1件＞ 

発明の名称：REPROGRAMMING PROGENITOR COMPOSITIONS AND METHODS OF USE THEREFORE 

出願番号：U.S. Provisional Patent Application No. 62/126,417 

出願日：2015/2/27 

出願人・発明者： Downes MR, Kida YS, Kawamura T, Wei Z, Yu RT. 
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6.研究成果および研究発表（雑誌論文・学会発表・図書等） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

計 画 研 究 班 
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研究課題名：転写環境制御による代謝応答と酸化ストレス応答のクロストーク 

Crosstalk between metabolic control and oxidative stress response 

through transcriptional regulation 

 

研究期間：2011〜2015 

課題番号：23116002 

研究代表者 本橋ほづみ（東北大学 加齢医学研究所 教授） 

 

【交付決定額（分配額）】                    （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合計 

2011 年度 15,200,000 4,560,000 19,760,000 

2012 年度 13,400,000 4,020,000 17,420,000 

2013 年度 13,500,000 4,050,000 17,550,000 

2014 年度 12,800,000 3,840,000 16,640,000 

2015 年度 12,800,000 3,840,000 16,640,000 

総計 67,700,000 20,310,000 88,010,000 

 

研究成果の概要：転写因子 NRF2 は、生体防御系遺伝子群の統括的な制御因子であり、

生体の恒常性維持に重要な役割を果たしている。一方、がん細胞における NRF2 の過剰

な活性化は、その悪性化をもたらすことが報告されている。本研究を通して、NRF2 が

グルコースとグルタミンの代謝に関与する酵素遺伝子群を誘導して、細胞増殖に有利な

代謝環境を実現し、がん細胞の増殖を促進することを見いだした。また、NRF2 活性を

抑制する代謝物として 2-ヒドロキシグルタル酸を同定し、同代謝物が蓄積する

IDH1/IDH2 変異脳腫瘍では NRF2 活性が抑制されており、それとよく相関して予後が比

較的良好であることを明らかにした。 

 

１．研究の背景 

細胞の代謝様式は静止期(G0)と増殖期

(G1)では大きく異なっている。G0 期では

定常状態の維持が重要であり、酸素呼吸

が生体の構成因子を常に酸化障害の危険

に曝していることを鑑みれば、酸化スト

レスからの防御が最も基本的な恒常性維

持機構であるといえる。一方、G1 期では、

核酸、細胞膜、細胞内小器官など娘細胞

の構成因子を新規に合成する必要があり、

細胞はグルコースやグルタミンを大量に

取り込み、同化反応を活性化させている。

増殖シグナルは、細胞の代謝様式を改変

すること（代謝リプログラミング）によ

り、細胞の増殖を可能にしている。 

転写因子 Nrf2 は、親電子性毒物や活性

酸素種への曝露に際して誘導的に安定化

し、生体防御系遺伝子群の転写を活性化

する。近年、肺がん、胆道がん、前立腺

がんなどの固形腫瘍においてNrf2が恒常

的に安定化し、がん細胞の治療抵抗性の

獲得に寄与すると同時に、増殖を促進す

ることが報告された。我々は、増殖中の

細胞において、Nrf2 が、グルコース代謝

経路の一つであるペントースリン酸経路

を触媒する４酵素をすべて直接活性化し、

かつ、それに引き続くイノシン一リン酸

の合成に関与する酵素を活性化すること

により、プリンヌクレオチドの新規合成

を促進すること、グルタチオン合成とリ
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ンゴ酸の酸化的脱炭酸反応の活性化によ

りグルタミン消費を活性化することを見

いだした。そして、Nrf2 がこれらのグル

コース・グルタミン代謝酵素遺伝子を活

性化できるのは、PI3K-Akt 経路が活性化

している場合であることがわかった。 

 

２．研究の目的 

酸化ストレス応答の鍵因子である転写

因子 Nrf2 が、増殖シグナルにより機能変

換を受け、代謝リプログラミングを推進

するという発見に基づき、代謝リプログ

ラミングを支える分子機構として２つの

方向からアプローチすることにした。 

(1) 酸化ストレス応答制御因子である

Nrf2 が、PI3K-Akt 経路との間のポジティ

ブフィードバックにより同化反応促進因

子としての新たな機能を獲得する分子機

構を解明する。 

(2) 糖やアミノ酸代謝物が転写環境に与

える影響を明らかにし、Nrf2 の機能発現

と機能変換を解明する。 

 
３．研究成果 
（１）NRF2 による同化反応制御機構 

1) NRF2 活性化による代謝リプログラミ

ングがもたらす肝臓再生促進効果の検証 

野生型マウスと肝臓特異的な Keap1 遺

伝子欠損マウスを用いて、門脈枝結紮術

をおこなった。門脈枝結紮により、結紮

された門脈がやしなっている肝臓葉は萎

縮するが、対側の肝臓葉は反応性の肥大

を呈する。こうした門脈枝結紮後の反応

性肥大が、NRF2 の活性化により促進さ

れるかどうかを検討した。 

肝臓特異的 Keap1 欠損マウスでは、野

生型マウスに比較して、門脈枝結紮後の

代償性肝臓肥大がより顕著であった。

Ki67染色により細胞増殖の様子を調べる

と、肝臓特異的 Keap1 欠損マウスでは、

反応性の肝細胞増殖がより長期間にわた

り持続することがわかった。また、門脈

枝結紮後の代償性肥大を呈する非結紮葉

においては、一過性に PI3K-AKT 経路が

活性化されることがわかり、生理的範囲

内での PI3K-AKT 経路の活性化が NRF2

機能を増強できる可能性が示唆された。 

そこで、NRF2 の標的遺伝子発現レベ

ルを調べたところ、通常時は、生体防御

系遺伝子群のみ、肝臓特異的 Keap1 欠損

マウスが野生型に比較して高発現を示し、

代謝系遺伝子群の発現レベルに違いはみ

とめられなかった。しかし、門脈枝結紮

により一過性に PI3K-AKT 経路を活性化

させると、生体防御系遺伝子群も代謝系

遺伝子群もともに肝臓特異的 Keap1 欠損

マウスが野生型に比較して高発現を示し

た。したがって、NRF2 機能が増強し、

代謝リプログラミングに貢献することで、

肝細胞の反応性増殖を促進したものと考

えられる。 

2)PI3K-AKT 経路の活性化による NRF2 機

能増強機構の解明 

PI3K-AKT 経路の活性化と NRF2 の安

定化が共存する Pten:Keap1 二重欠損マウ

スと、PI3K-AKT 経路の活性が弱く、NRF2

の安定化のみがみられる Keap1 欠損マウ

スを比較すると、前者において NRF2 標

的遺伝子の発現レベルが顕著に増強して

いる。このメカニズムを調べるため、

Pten:Keap1 二重欠損マウスと Keap1 欠損

マウス、それぞれの肝臓から内因性の

NRF2 複合体を精製し、その構成因子の

機能的貢献を検討した。 

Pten:Keap1 二重欠損マウスと Keap1 欠

損マウス、それぞれの肝臓から内因性の

NRF2 複合体を精製したところ、両者に

共通してふくまれていた因子としては、

メディエーター複合体、SWI/SNF クロマ
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チンリモデリング複合体が得られた。な

かでも、メディエーター複合体のサブユ

ニットである MED16 は NRF2 に直接結

合することがわかり、NRF2 依存的に

NRF2 結合領域にリクルートされ、NRF2

依存的転写活性化に貢献することがわか

った。NRF2 の標的遺伝子のうち、8 割近

くが MED16 の活性を必要としているこ

とがわかり、さらに、MED16 欠損細胞は

Nrf2 欠損細胞と同様に酸化ストレスに対

して極めて脆弱であることがわかった。 

 

（2）代謝物による NRF2 機能制御の解析
〜脳腫瘍患者検体の解析による IDH1 変
異と NRF2 活性化状態の関連の検討 

脳腫瘍患者から得られる手術検体を用

いて、NRF2 の標的遺伝子発現レベルを

検討したところ、IDH1 変異を有する患者

では、NRF2 の標的遺伝子発現レベルが

低いことが明らかになった。そこで、そ

のメカニズムの詳細を検討するために、

培養細胞へ IDH1 変異体を導入し NRF2

機能への影響を検討した。脳腫瘍由来の

培養細胞である T98 細胞に IDH1 変異体

を導入すると NRF2 タンパク質の蓄積量

が低下、NRF2 の発現量も低下すること

がわかった。このことから、IDH1 変異体

が NRF2 機能を抑制する結果、患者予後

が比較的良好になるものと考えられた。 

 
４．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究
者には下線） 
 
〔論文-英文総説含む〕（計 22 件） 

① Kobayashi EH, Suzuki T, Funayama R, 

Nagashima T, Hayashi M, Sekine H, 

Tanaka N, Moriguchi T, Motohashi H, 

Nakayama K, Yamamoto M. NRF2 

suppresses macrophage inflammatory 

response by blocking proinflammatory 

cytokine transcription. Nat. Commun. 

7, 11624, 2016.査読有 

② Honkura Y, Matsuo H, Murakami S, 

Sakiyama M, Mizutari K, Shiotani A, 

Yamamoto M, Morita I, Shinomiya N, 

Kawase T, Katori Y, and Motohashi H*. 

NRF2 is a key target for prevention of 

noise-induced hearing loss by reducing 

oxidative damage of cochlea. Sci. Rep. 

6, 10329, 2016. (*Correspondence) 査

読有 

③ Ando R, Shima H, Tamahara T, Sato Y, 

Watanabe-Matsui M, Kato H, Sax N, 

Motohashi H, Taguchi K, Yamamoto M, 

Nio M, Maeda T, Ochiai K, Muto A, 

Igarashi K. The transcription factor 

Bach2 is phosphorylated at multiple 

sites in murine B cells but a single site 

prevents its nuclear localization. J. Biol. 

Chem. 291, 1826-1840, 2016. 査読有 

④ Sekine H, Okazaki K, Ota N, Shima H, 

Katoh Y, Suzuki N, Igarashi K, Ito M, 

Motohashi H*, Yamamoto M. The 

Mediator subunit MED16 transduces 

NRF2-activating signals into antioxidant 

gene expression. Mol. Cell. Biol. 36, 

407-420, 2016. (*Correspondence) 査

読有 

⑤ Goto M, Kitamura H, Alam MM, Ota N, 

Haseba T, Akimoto T, Shimizu A, 

Takano-Yamamoto T, Yamamoto M and 

Motohashi H*. Alcohol dehydrogenase 

3 contributes to the protection of liver 

from nonalcoholic steatophepatitis. 

Genes Cells 20, 464-480, 2015. 

(*Correspondence) 査読有 

⑥ de Aguiar Vallim TQ, Tarling EJ, Ahn 

H, Hagey LR, Romanoski CE, Lee RG, 

Graham MJ, Motohashi H, Yamamoto 

M, Edwards PA.  MAFG Is a 

Transcriptional Repressor of Bile Acid 

Synthesis and Metabolism.  Cell 

Metab. 21, 298-310, 2015. 査読有 

⑦ Kanamori M, Higa T, Sonoda Y, 

Murakami S, Dodo M, Kitamura H, 

Taguchi K, Shibata T, Watanabe M, 

Suzuki H, Shibahara I, Saito R, 

Yamashita Y, Kumabe T, Yamamoto M, 

Motohashi H*, and Tominaga T. 

Activation of the NRF2 pathway and its 

impact on the prognosis of anaplastic 

glioma patients. Neuro Oncol. 17, 

555-565, 2015. 査読有 

⑧ Shirasaki K, Taguchi K, Unno M, 

Motohashi H*, and Yamamoto M. Nrf2 

promotes compensatory liver 

hypertrophy after portal vein branch 

ligation in mice. Hepatology 59, 

2371-2382, 2014. (*Correspondence) 
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⑨ Taguchi K, Hirano I, Itoh T, Tanaka M, 

Miyajima A, Suzuki A, Motohashi H*, 

and Yamamoto M. Nrf2 enhances 

cholangiocyte expansion in 

Pten-deficient livers. Mol. Cell. Biol. 

34, 900-913, 2014. 査読有 

⑩ Onodera Y, Motohashi H, Takagi K, 

Miki Y, Shibahara Y, Watanabe M, 

Ishida T, Hirakawa H, Sasano H, 

Yamamoto M, and Suzuki T.  NRF2 

immunolocalization in human breast 

cancer patients as a prognostic factor.  

Endocri. Relat. Cancer 21, 241-252, 

2014. 査読有 

⑪ Murakami S, Shimizu R, Romeo P-H, 

Yamamoto M, and Motohashi H*. 

Keap1-Nrf2 system regulates cell fate 

determination of hematopoietic stem 

cells. Genes Cells 19, 239-253, 2014. 

(*Correspondence) 査読有 

⑫ Murakami S, Yamamoto M, and 

Motohashi H*. Hematopoietic stem and 

progenitor cell activation during chronic 

dermatitis provoked by constitutively 

active aryl-hydrocarbon receptor driven 

by Keratin14 promoter. Toxicol. Sci. 
138, 47-58, 2014. (*Correspondence) 
査読有 

⑬ Ichimura Y, Waguri S, Sou YS, 

Kageyama S, Hasegawa J, Ishimura R, 

Saito T, Yang Y, Kouno T, Fukutomi T, 

Hoshii T, Hirao A, Takagi K, 

Mizushima T, Motohashi H, Lee MS, 

Yoshimori T, Tanaka K, Yamamoto M, 

Komatsu M. Phosphorylation of p62 

activates the Keap1-Nrf2 pathway 

during selective autophagy. Mol. Cell. 

51, 618-631, 2013. 査読有 

⑭ Fujita R, Takayama-Tsujimoto M, Satoh 

H, Gutiérrez L, Aburatani H, Fujii S, 

Sarai A, Bresnick EH, Yamamoto M, 

and Motohashi H*. NF-E2 p45 is 

important for establishing normal 

function of platelets. Mol. Cell. Biol. 

33, 2659-2670, 2013. 査読有
(*Correspondence) 

⑮ Suzuki T, Shibata T, Takaya K, 

Shiraishi K, Kohno T, Kunitoh H, Tsuta 

K, Furuta K, Goto K, Hosoda F, 

Sakamoto H, Motohashi H and 

Yamamoto M.  Regulatory nexus of 

synthesis and degradation deciphers 

cellular Nrf2 expression levels. Mol. 

Cell. Biol. 33, 2402-2412, 2013. 査読

有 

⑯ Taguchi K, Fujikawa N, Komatsu M, 

Ishii T, Unno M, Akaike T, Motohashi 

H and Yamamoto M. Keap1 degradation 

by autophagy for the maintenance of 

redox homeostasis. Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA 109, 13561-13566, 2012. 査

読有 

⑰ Mitsuishi Y, Taguchi K, Kawatani Y, 

Shibata T, Nukiwa T, Aburatani H, 

Yamamoto M, and Motohashi H*. Nrf2 

redirects glucose and glutamine into 

anabolic pathways in metabolic 

reprogramming. Cancer Cell 22, 66-79, 

2012. (*Correspondence) 査読有 

⑱ Inoue D, Suzuki T, Mitsuishi Y, Miki Y, 

Suzuki S, Sugawara S, Watanabe M, 

Sakudara A, Endo C, Uruno A, Sasano 

H, Nakagawa T, Satoh K, Tanaka N, 

Kubo H, Motohashi H*, and Yamamoto 

M. Accumulation of p62/SQSTM1 is 

associated with poor prognosis in 

patients with lung adenocarcinoma. 

Cancer Sci. 103,760-766, 2012. 査読

有 

⑲ Murakami S and Motohashi H*. Roles 

of NRF2 in cell proliferation and 

differentiation. Free Rad. Biol. Med. 
88, 168-178, 2015. (*Correspondence) 

Invited review. 査読有 

⑳ Suzuki T, Motohashi H, and Yamamoto 

M. Toward clinical application of the 

Keap1-Nrf2 pathway. Trends 
Pharmacol. Sci. 34, 340-346, 2013. 

Review. 査読有 

㉑ Mitsuishi Y, Motohashi H*, and 

Yamamoto M. The Keap1-Nrf2 system in 

cancers: Stress response and anabolic 

metabolism. Front. Oncol. 2, Article 200, 

2012. (*Correspondence) Invited review. 
査読有 

㉒ Taguchi K, Motohashi H and Yamamoto 

M. Molecular mechanisms of the 

Keap1-Nrf2 pathway in stress response 

and cancer evolution. Genes Cells 16, 

123-140, 2011. Review. 査読有 

 

〔学会発表等〕（研究代表者の招待講演）

（計 29 件） 

① Hozumi Motohashi, KEAP1-NRF2 
system in stress responss and cancer 
malignancy  Kumamoto University 
Advence Research Project A & Program 
for Advancing Strategic International 
Networks to Accelerate the Circulation 
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of Talented Researchers, International 
Symposium 平成 29 年 2月 11 日、熊
本大学、熊本  

② Hozumi Motohashi, NRF2 and ROS 
metabolism. Educational session. 
ESMO Asia 2016. December 16, 2016. 
Suntec Signapore Convention & 
Exhibition Centre, Singapore.  

③ Hozumi Motohashi, KEAP1-NRF2 
system in stress response and cancer 
malignancy. III International Scienctific 
Conference: Oxygen 2016. November 
18, 2016. Jagiellonian University, 
Krakow, Poland.  

④ Hozumi Motohashi, Antioxidant 
response and cell senescence regulation 
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年 1 月 13 日、エポカルつくば、つく
ば 
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研究課題名：メチオニン代謝回路とエピゲノムの共役機構とそのがん化への関与 

Crosstalk of transcriptional control and energy pathways  

by hub metabolites 

    

研究期間：2011〜2015 

課題番号：23116003 

研究代表者 五十嵐和彦（東北大学 大学院医学系研究科 教授） 

 

【交付決定額（分配額）】                    （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合計 

2011 年度 22,400,000 6,720,000 29,120,000 

2012 年度 19,900,000 5,970,000 25,870,000 

2013 年度 20,100,000 6,030,000 26,130,000 

2014 年度 16,230,000 4,869,000 21,099,000 

2015 年度 16,230,000 4,869,000 21,099,000 

総計 94,860,000 28,458,000 123,318,000 

 

研究成果の概要：メチル基供与体 S-adenosylmethionine（SAM）の合成酵素のアイソザ

イム methionine adenosyltransferase (MAT) 2 について、MAT2 の機能未知サブユニットβ

が触媒サブユニットαの核局在を促進することを証明した。さらに、MAT2 がクロマチ

ンリモデリング因子やヒストンメチル化酵素などと複合体を形成することを見いだし

た。MAT2 活性が触媒サブユニット MAT2a mRNA の安定性をその RNA メチル化を通

して制御するという、全く新しい恒常性維持機構を発見した。鉄代謝を制御する転写因

子 Bach1 および Bach2 の造血における機能の一端を明らかにした。 

 

１．研究の背景 

メチル基代謝とエピゲノム 細胞はそれ

ぞれ特異的な遺伝子発現パターンを安定

に維持するとともに、外来性のシグナル

や細胞内の状況に応答して特定の遺伝子

群の発現を変え、増殖、分化、そして環

境への適応といった現象をつくりだす。

この過程では、クロマチンを中心とした

化学修飾と転写因子の変動が制御の根幹

を成す。従来、ヒストンや DNA のメチル

化は安定な化学修飾とされ、エピゲノム

（クロマチン修飾によりゲノムがある程

度プログラム化を受けた状態）の安定性

を担う基本原理と考えられてきた。しか

し、これらメチル基を消去する酵素が多

数発見され、エピゲノムもメチル化と脱

メチル化の動的平衡に立脚することが理

解されつつある。メチル化修飾をクロマ

チンに書き込むメチル化酵素は、全て

S-adenosyl-L-methionine (SAM) を基質と

するが、核内における SAM 量の増減や

SAM 合成酵素の局在化がヒストンのメチ

ル化レベルなどのエピゲノム動態を左右

する可能性は、これまでほとんど注目さ

れていない。 

SAM 合成酵素の核内機能の発見 我々は

転写因子 MafK の複合体精製および質量
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分析により、転写因子が SAM 合成酵素

（methionine adenosyltransferase II, MATII）

を局所的にクロマチンへ動員し、周辺の

ヒストンメチル化を促進することにより

転写を調節することを発見し、局所的

SAM 合成酵素動員はエピゲノム制御の基

本原理であることを提唱した（Mol. Cell, 

2011）。SAM 合成酵素はヒストンメチル

化酵素やクロマチン構造制御因子と複合

体を形成することも報告した

（SAM-integrating transcription regulation 

module、SAMIT 複合体と命名；上図参照）。 

エピゲノム研究における B リンパ球の利

点 エピゲノム制御を調べる上では、刺

激に応答してエピゲノムが大きく変化す

るシステムが有用となる。B リンパ球は、

抗原刺激により抗体分泌を担う形質細胞

へ分化するが、この際、遺伝子発現パタ

ーンが大きく変動するだけでなく、ヘテ

ロクロマチンが増加し、核が凝集する。

このことから、B リンパ球-形質細胞分化

は、刺激応答性エピゲノムリモデリング

の優れた実験系になると考えた。我々は、

転写因子 Bach1 や Bach2 が MafK とヘテ

ロ二量体を形成し、互いに相補しながら

Bリンパ球-形質細胞分化や抗体クラスス

イッチなどを制御することを発見し、同

応答における遺伝子ネットワークを解明

している。しかも、BachはいずれもMATII

と相互作用することも見いだしている。

したがって、液性免疫の遺伝子ネットワ

ークと SAMIT 複合体を結びつけること

により、独創性の高い研究を推進できる

と考えた。 

 

２．研究の目的 

B リンパ球と肝癌細胞の実験系を用いて、

SAM 合成酵素 MATII と SAMIT 複合体に

よるエピゲノム制御を解明する。また新

しいテーマとしてMATIIのリクルーター

である転写因子 Bach1 や Bach2 が鉄やヘ

ムの代謝を制御することに着目し、詳細

な分子機構と生理的意義を解明する。こ

れにより、本新学術領域が掲げる到達目

標の一つ「エネルギー代謝の変化が転写

環境の形成に及ぼす作用」の解明に寄与

する。 

[１]エピゲノム制御における SAM 合成

酵素複合体（SAMIT 複合体）の機能と作

用機構の解明：MATII の核局在の制御機

構、肝癌細胞等におけるクロマチン結合

部位、周辺ヒストンの化学修飾、B リン

パ球-形質細胞分化に伴うこれら動態の

変化を調べる。また、B リンパ球および

肝癌細胞におけるMATIIの複合体を解明

し、クロマチン局所の SAM 生合成機構

を理解する。 

[２]SAM 合成酵素複合体（SAMIT 複合

体）の液性免疫における生理機能の解明

とその異常：核局在能を欠く変異 MATII

あるいは MATIIを B リンパ球で誘導的

にノックインできるマウスを作成し、B

リンパ球-形質細胞分化をモデルとし、液

性免疫応答における生理機能を解明する。

また、クロマチン結合部位等の情報に基

づいてがんにおける異常の理解へつなげ

る。 

[３]ヘム-Bach 経路と MATII による鉄代

謝の制御：Bach1 および Bach2 はいずれ

もヘム受容体でもあり、それぞれ鉄欠乏

への適応に必須である。MATII がこれら

転写因子により標的遺伝子へ動員される

ことに着目し、Bach-MATII 複合体で制御

される鉄関連標的遺伝子を特定する。そ

して、その遺伝子制御における MATII の

役割を明らかにする。あわせて、鉄代謝

の観点から造血系細胞における Bach1 お

よび Bach2 の機能の詳細を解明する。 
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３．研究成果 

[１]エピゲノム制御における SAM 合成

酵素複合体（SAMIT 複合体）の機能と作

用機構の解明： 

 MATIIおよびについて、種間の保存

性や既知ドメインを参考に多数の欠失変

異体を作成し、293T 細胞や Hela 細胞な

どで細胞内分布を比較した。まず、予想

外な知見として、αとβはそれぞれ単独

で過剰発現した場合、全く異なる細胞内

分布を示すことを見いだした。αは主に

細胞質に分布するのに対して、βはほと

んどの細胞で核に局在した。両者を同時

に発現させると、αも核に局在する細胞

が著しく増加した。α単独で発現した場

合には上述のごとく細胞質に主に分布す

るが、一部（約 10%程度）の細胞では細

胞質+核の分布を示したことから、これを

指標にαの欠失変異の分布を比較した。

そして、αの C 末端 7 アミノ酸の領域が

核分布に必須であることを見いだした。

しかも、この C 末端欠失αをβと共発現

しても、βによる核移行促進は観察され

ず、免疫沈降ウエスタン実験で結合が失

われていた。以上の結果から、βはαの

核移行を制御する調節サブユニットであ

ること、そしてαの C 末端領域と結合す

ることにより核への分布を調節すること

が考えられた。 

 領域代表の深水らとの共同研究により、

αとβがヘテロオリゴマーとして分布す

る細胞内部位を特定することを split 

venus 系を応用して進めている。この系で

は蛍光蛋白質 Venus が二つに分断され、

それぞれを相互作用を調べたいタンパク

質に融合して発現させる。相互作用が細

胞内で生じた場合には Venus が再構成さ

れ、相互作用形成部位にて蛍光が観察さ

れる。深水らは断片化 Venus と対象タン

パク質の間に入れる連結アミノ酸配列を

工夫し、効率良く相互作用を検出できる

改良 Venus ベクターを開発してきた。こ

の系をαおよびβの細胞内オリゴマー形

成の解析に用いた。α全長を改良 Venus

系で調べると、αは細胞内でホモオリゴ

マーを形成すること、これは主に細胞質

に分布することがわかった。一方、βの

ホモオリゴマーは検出されなかった。α

とβの相互作用は改良 Venus 系でも確認

され、さらに、このヘテロオリゴマーは

主に核に分布することがわかった。 

 以上の結果から、βサブユニットの機

能がMATIIの核移行にあることが結論で

きた。現在、共同研究論文を執筆してお

り、近々投稿予定である。SAM は細胞質

でも核でも必要であることから、αとβ

の相互作用（すなわち核分布）が何らか

のシグナル、特に代謝や細胞分化キュー

等によって制御されることが予想され、

この点を解明することが今後の重要な課

題となる。 

[２]SAM 合成酵素複合体（SAMIT 複合

体）の液性免疫における生理機能の解明

とその異常：上に述べた研究から、MAT2

αの C 末端 7 アミノ酸が核局在に重要で

あることが判明し、この領域を欠失する

遺伝子変異を導入することを試みたが、

予備的実験から、この戦略の根本的な問

題が明らかになった。この C 末端欠失

MAT2αは極めて不安定であり、立体構造

が大きく変化した可能性、あるいは、核

局在や MAT2との相互作用自体が安定

化に重要である可能性が考えられた。そ
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こで、前者の可能性については様々な点

変異をこの 7 アミノ酸領域に導入するこ

とを試み、１ヶの点変異で核局在がほぼ

失われることを見いだし、その変異を有

する ES 細胞の作成を進めた。しかし、

誘導的に cDNA が置換するシステムを目

指したため、様々な技術的ハードルがあ

り、研究期間内では完成することができ

なかった。一方、βとの相互作用自体が

安定性に関わる可能性については、内在

性βをノックダウンするとαのタンパク

質量が著減することから、ほぼ間違いな

いものと考えられた。従って、例え点変

異を導入して核移行を阻害したとしても、

それが核におけるαの機能低下を反映す

るのか、細胞全体でのαの量の低下を反

映するのか決定的ではないと予想され、

得られる実験結果については慎重に判断

する必要がある。 

 マウス初代 B リンパ球を効率良く試験

管内で形質細胞へ分化誘導する系を開発

し、MAT2αのノックダウン実験を行った。

その結果、本酵素のノックダウンにより

形質細胞分化が激減することを見いだし、

その形質細胞分化における重要性は確定

することができた。 

 さらに、B リンパ球における機能を理

解するために、試験管内で活性化したマ

ウス初代 B リンパ球より内在性 MAT2α

を部分精製し、その複合体組成を質量分

析法により調べた。そして、HP1 など様々

なクロマチン因子や RNA 結合因子など

と相互作用することを見いだした。研究

終了後は、これら相互作用因子の機能解

明を進めている。 

[３]ヘム-Bach 経路と MATII による鉄代

謝の制御：鉄は生体に必須の金属であり、

その体内量は様々な仕組みにより厳密に

制御されている。Bach1 の下流で制御さ

れる鉄代謝関連遺伝子を探索するために、

新しい鉄欠乏モデルマウスを作出した。

このモデルでは妊娠マウスに鉄欠乏食を

与えることで発生過程から出生後まで鉄

欠乏状態を維持する。これにより、Bach1

ノックアウトマウスでは鉄欠乏性貧血が

重篤化することを見いだし、Bach1 の鉄

代謝における重要性を確定することがで

きた。さらに、鉄芽球でゲノムワイドな

DNA メチローム解析を行うことで、

Bach1欠損赤芽球では鉄欠乏時にDNAメ

チル化の低下がおきることも見いだした。

遺伝子発現プロファイリングのデータと

突合することで、DNA メチル化依存的に

制御される Bach1 の標的遺伝子を同定す

ることを試みたが、有望なものは見いだ

すことができなかった。しかし、DNA メ

チル化とは直接関連しないものの、鉄が

マイトファジー系遺伝子の発現調節に関

わることを見いだした。赤芽球の分化過

程ではマイトファジーが亢進することで

ミトコンドリアが除去され、ヘモグロビ

ンを満載する赤血球になるとされている。

したがって、鉄、あるいは鉄を含むヘム

が、赤血球分化のシグナル因子となって

いる可能性が考えられた。Bach1 はグロ

ビン遺伝子の抑制に作用することを考え

合わせれば、ヘムは一方でマイトファジ

ーを誘導し、他方では Bach1 を不活性化

することでグロビンを誘導し、細胞質の

成熟（ミトコンドリア除去）とヘモグロ

ビン合成の秩序だった進行を担保すると

いう役割を持つ可能性がある。この制御

に MAT2 が関与する可能性について、期

間内には証明できなかったが、現在、上

に述べた遺伝子改変マウスの系を確立し、

検証すべく研究を進めている。さらに、

Bach2 もヘム受容体であること、Bach2

は B 細胞や T 細胞の分化・活性化を制御
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することから、鉄やヘムがこれら細胞の

応答を調節する可能性も視野に研究を進

めている。 
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㉜ NIH/NCI“Regulation of B and myeloid 
cells development by the transcription 
repressors Bach1 and Bach2”K.Igarashi. 
（2013年6月, NIH, Bethesda, USA） 

㉝ 高知大学医学部大学院セミナー“エ
ピゲノム制御における地産地消機構
をS-アデノシルメチオニン合成酵素
から考える”五十嵐和彦（2013年3月 
高知） 
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㉞ 広島大学原爆放射線医科学研究所セ
ミナー“エピゲノム制御における地
産地消機構”五十嵐和彦（2013年3月 
広島） 

㉟ Jawaharlal Nehru Center for Advanced 
Scientific Research.（Invited lecture）
“Reconfiguration of gene expression in 
iron-deficiency anemia by the 
heme-Bach1 axis.” K. Igarashi （
2013.3.20 India） 

㊱  THE FIRST JAPAN-RUSSIA 
MEDICAL FORUM, Moscow State 
University（Invited Talk）
“Understanding disease processes based 
on transcription factor networks.” K. 
Igarashi（2012年12月） 

㊲ Joint JSPS –Karolinska Institute (KI) 
Symposium（Invited talk）“Heme as a 
signaling molecule for globin gene 
regulation and iron homeostasis.” 
M.Kobayashi., A.Muto., H.Harigae., 
K.Igarashi. （ 2012 年 10 月  
Stockholm） 

㊳ 第 3 回 Molecular Cardiovascular 
Conference II“酸化ストレス応答のエ
ピゲノム制御”五十嵐和彦（2012年9
月 小樽） 

㊴ 第39回日本毒性学会学術年会シンポ
ジウム「エピジェネティクスから捉
えた毒作用発現」 “ストレス応答性
遺伝子発現におけるS-アデノシルメ
チオニン合成酵素の核内機能”五十
嵐和彦（2012年7月 仙台） 

㊵ 7th International Congress on Heme 
Oxygenase and Related enzymes （
Invited talk）“Heme as an intercellular 
messenger for gene regulation.” 
K.Igarashi. （ 2012.5.28-31Edinburgh, 
Scotland） 

㊶ Stowers Institute “Nuclear Function of 
Methionine Adenosvltransferase in 
Gene Regulation Histone Methylation.” 
K.Igarashi.（2012年2月 Kansan City） 

㊷ Genetech “Regulation of B cell 
development and macrophage function 
by Bach2.” K.Igarashi. （2012年2月） 

 

〔図書〕（計 1 件） 

① 五十嵐和彦、深水昭吉、山本雅之監訳 
 遺伝情報の発現制御 
 MEDSi （2012） 
 
 
 
 
 
 
 
 

〔研究成果による産業財産権の出願・取
得状況〕 
出願状況：2件  
①発明の名称：免疫沈降用の内部標準分

子及び免疫沈降方法 
出願番号：特願 2015-035734  
出願日：2015/02/25 

 出願人：東北大学  
発明者：五十嵐和彦；落合恭子； 
中山啓子；木下賢吾； 

 舟山亮；細金正樹；岡村容伸 
②発明の名称：抗リン酸化 Bach2 抗体及

び抗腫瘍免疫活性化剤のスクリーニ
ング方法 
出願番号：特願 2015-219945  
出願日：2015/11/09 
出願人：東北大学  
発明者：五十嵐和彦；武藤哲彦； 
落合恭子；島弘季；安藤亮；佐藤好宏；
玉原亨；佐藤勇樹 
 

〔その他〕ホームページ等 

研究室ホームページ 
http://www.biochem.med.tohoku.ac.jp/ 
 
５．研究組織 
（1）研究代表者 

五十嵐和彦（IGARASHI, Kazuhiko） 

東北大学・大学院医学系研究科・教授 

研究者番号：00250738 
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研究課題名：転写環境の構築とアミノ酸代謝のクロストーク制御 

Crosstalk of transcriptional status and amino acid metabolism 

 

研究期間：2011〜2015 

課題番号：23116004 

研究代表者 深水昭吉（筑波大学 生命環境系 教授） 

研究分担者 高橋秀和（山口大学 医学系研究科 講師） 

連携研究者 大徳浩照（筑波大学 生命環境系 講師） 

連携研究者 廣田恵子（筑波大学 生命環境系 助教） 

 

【交付決定額（分配額）】                    （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合計 

2011 年度 33,800,000 10,140,000 43,940,000 

2012 年度 29,800,000 8,940,000 38,740,000 

2013 年度 30,100,000 9,030,000 39,130,000 

2014 年度 25,390,000 7,617,000 33,007,000 

2015 年度 25,390,000 7,617,000 33,007,000 

総計 144,480,000 43,344,000 187,824,000 

 

研究成果の概要：メチル化反応のメチル基供与体である S-アデノシルメチオニン（SAM）

は、メチオニン代謝回路で産生される。本研究は、メチオニン代謝と転写環境のメチル

化修飾のクロストークを解明することを目的とした。 まず、生体内のメチオニンや

SAM を高感度に検出する測定系を確立した。また、モデル動物として線虫を用いるこ

とで、食餌中のメチオニンがSAMに代謝されてヒストンのメチル化に影響することや、

SAMを大量に消費するリン脂質合成酵素の 1つが寿命の調節に関わることを明らかに

した。 

 

１．研究の背景 

摂食の有無や食餌中の栄養成分は、代謝

シグナルとして内分泌経路、細胞内情報

伝達経路を介して受容され、リン酸化や

アセチル化、メチル化などの翻訳後修飾

としてタンパク質に刻印される。とりわ

けヒストンや転写制御因子の翻訳後修飾

による機能調節は、転写環境をダイナミ

ックに変化させることで、生体恒常性の

維持に寄与している。我々はこれまで、

転写因子 FOXO1 がリン酸化、アセチル

化、ユビキチン化、メチル化などの多重

修飾によって多層的に制御されているこ

とを見出してきたが (PNAS 2003, 2004, 

2005, 2011; Mol. Cell 2008; PNAS 2011; 

Cell Metab. 2011)、一方で修飾酵素側の

活性調節メカニズムについては不明な点

が多く残されていた。こうした背景の下、

我々は酵素による基質の修飾反応には、

両者の量的関係に加えて、反応に関わる

修飾基供与体や補酵素の存在が必須であ

ること、またそれらの生成量は細胞内の

普遍的な代謝反応経路によって規定され

ていることに着目した。すなわち、リン

酸化反応における ATP やアセチル化反

応のアセチル CoA、脱メチル化反応にお

ける α-ケトグルタル酸のように、修飾反

応のコファクターの多くが、糖やアミノ
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酸からの代謝物であるという一面を持っ

ており（図１）、この概念は、世界的にも

注目され始めていた。 

図１ 代謝と転写修飾酵素のネットワー
ク 
 

２．研究の目的 

本計画研究で我々は、代謝と転写環境を

つなぐ分子の１つとして、メチル化修飾

反応のメチル基供与体である SAM に着

目した（図２）。SAM は生体内において、

必須アミノ酸であるメチオニンと ATP

から SAM 合成酵素 (線虫では SAMS 

[SAM synthase]) を介して生成される

ことから、「食餌・栄養の摂取」や「メチ

オニン代謝サイクル」が SAM 量を規定

する律速段階であると予想される。この

可能性を最もシンプルな多細胞モデル動

物である線虫 C. elegans を用いて検証す

るとともに、SAM 量の変動がメチル化修

飾を介して転写環境、さらには個体機能

に与える影響についても解析を進める。

このように本計画研究では、SAM を起点

として代謝反応と転写環境を一体として

捉えることで、メチオニン代謝と転写環

境構築のクロストーク制御機構の解明を

目指した。 

 

 

 

図２ メチオニン代謝と転写環境のメチ
ル化制御 
 

３．研究成果 

（1）メチオニン(Met)および S-アデノシ

ルメチオニン(SAM)定量系の確立 

① 従来 Met 分析の検出には、他のアミ

ノ酸同様ニンヒドリンによる発色が用い

られてきたが、線虫体内の微量な Met を

検出するには感度が低いという問題があ

った。そこでニンヒドリンに比べ、1,000

倍以上の感度を有する蛍光検出系の確立

を 試 み 、 6-aminoquinolyl carbamyl

（AQC）基で蛍光標識することにより、

線虫抽出物中の AQC-Met を HPLC にて

分離・検出することに成功した。なお当

該ピークは、MALDI-QIT-TOF/MS にて

分子量を確認し、Met を検出できている

ことを確認している。 

② SAM は Met 同様 α-アミノ基を有する

ことから、最初に AQC 化を試みたが、

HPLC クロマトグラム上にピークが検出

されず、質量分析でも AQC-SAM の分子

量に対応するイオンは検出されなかった。

そこで新たにグラファイトカラムを用い

た LC-MS/MS による直接分析を試みた。

SAM の熱不安定性を考慮し、サンプルや

標準品のハンドリングは常に 10℃以下で

行うよう留意した。また化学的性質が

SAM と全く同等の d3-SAM（SAM のメ
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チル基の水素原子を重水素に置換した安

定同位体）を定量の際の内部標準に採用

することで、分析の定量性を担保した。

さらに、SAM 自体のイオンの検出感度で

は、細胞や線虫に微量に存在する SAM

を検出するには不十分だったため、

multiple reaction monitoring を行った。

その結果、フラグメントイオンとして生

じるアデニンイオンが高感度に検出され

たことから、この方法をもって SAM の

定量系とした。 

（2）SAM生合成系と食餌中 Met のメチル

化修飾への影響 

① sams-1 遺伝子を RNAi した線虫体内

の SAM 量を定量した結果、コントロー

ルに比べて顕著な減少が認められた。こ

の結果は sams-1が線虫のSAM量を規定

する律速酵素であることを示すと同時に、

sams-1遺伝子の転写調節が SAM合成と

密接に相関することを示唆している。そ

こで我々は、sams-1 の発現を制御する転

写因子を探索するため、sams-1 のプロモ

ーター配列を GFP に連結したレポータ

ー遺伝子を線虫に導入し、約 600 の転写

因子 RNAi ライブラリーを用いてスクリ

ーニングを行った。その結果、sams-1 遺

伝子の発現を制御する２つの転写因子を

同定した。 

 

② Met を制限した合成培地で線虫を 1

週間飼育したところ、線虫体内の SAM

量は Met 含有培地と比較して約 70%減

少した。この条件下で飼育した線虫から

ヒストンを抽出し、WB にてリジン残基

の メ チ ル 化 を 検 出 し た と こ ろ 、

H3K9me3 では有意な変化は見られなか

っ た の に 対 し 、 H3K4me3 お よ び

H3K36me3 でメチル化の減弱が認めら

れた。一方、Met 制限培地に SAM を添

加することで、H3 のリジンメチル化レベ

ルはMet含有培地と同程度まで回復した。

これらの結果は、食餌中の Met が生体内

の SAM 量を規定し、転写活性化のマー

クであるH3K4およびK36のメチル化レ

ベルと正に相関することを示唆している。 

 

（3）SAM消費経路の探索 

① 生体内の SAM 量は、SAM 合成系の

みならず、SAM 消費系とのバランスによ

って規定されると考えられる。そこで

我々は、線虫において最も多く SAM を

消費するメチル基転移酵素を、RNAi ス

クリーニング法で探索した。約 200 のメ

チル基転移酵素ライブラリーのすべてを

ノックダウンして線虫体内の SAM 量を

測定した結果、エタノールアミンをメチ

ル化する酵素のひとつである pmt-1 が、

SAM を最も多く消費する因子として同

定された。pmt-1 はフォスファチジルコ

リン (PC) の生合成経路の律速酵素であ

り、PC は細胞膜の主な構成成分であるこ

とから、生体内の SAM 量は細胞膜のダ

イナミックな挙動（分裂や運動、小胞形

成など）と相関する可能性が考えられた。 

 

② pmt-1 が実際に線虫体内の SAM の主

要な消費酵素であるのかを検証するため、

pmt-1 遺伝子を導入したトランスジェニ

ック (Tg) 線虫を樹立し、SAM 量を測定

した。その結果、予想通り pmt-1 の過剰

発現によって、野生型に比べて SAM 量

が約 20％低下していた。 

 

③アルギニンメチル化酵素ファミリーで

は、脳特異的なノックアウトマウスの解

析から、PRMT1 がグリア細胞の分化に必

要であることを示した。また、PRMT1 と

アミノ酸配列で83％の相同性を有してい
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る脳特異的 PRMT8 の解析に着手した。

高い相同性にも関わらず、Ｘ線結晶解析

から PRMT1と PRMT8は構造的に大きく

異なることが判明した。さらに、モデル

生物（線虫・ゼブラフィッシュ・マウス）

を用いた検証の結果、PRMT8 がホスホリ

パーゼ活性を有することを見出し、脳に

おけるリン脂質代謝の維持に必須である

ことを明らかにした。 

 

４．主な発表論文等 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究
者には下線） 
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【交付決定額（分配額）】 中途終了(2013 年度) （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合計 

2011 年度 16,900,000 5,070,000 21,970,000 

2012 年度 14,900,000 4,470,000 19,370,000 

2013 年度 15,000,000 4,500,000 19,500,000 

総計 46,800,000 14,040,000 60,840,000 

 

研究成果の概要：eNoSC は核小体に存在する新たなタンパク質複合体であり、rRNA

領域のエピゲノム状態を制御することによりエネルギー消費を調節する鍵因子である。

我々は、eNoSC の構成因子である NML ノックアウト（KO）マウスを作製し、個体で

の eNoSC の役割を解析した。NML は肝臓で高発現しており、NML KO マウスでは肝

臓での rDNA 領域のエピゲノム状態の変化と rRNA 転写の上昇が観察された。また、

NML KO マウスでは全身でのエネルギー消費が亢進しており、高脂肪摂取による体重

の増加と白色脂肪細胞の増加が抑制されることを見出した。 

 

１．研究の背景 

「生命」が形成されるためには、DNA、

RNA、タンパク質、脂質等の生体構成因

子に加えて、適切なエネルギーの流れ（エ

ネルギーフロー）が不可欠である。エネ

ルギーフローをする維持ためには、エネ

ルギー産生系と消費系のバランスを保つ

「エネルギーの動的平衡システム」が必

要であり、このシステムの破たんは、様々

な疾患につながる。 

 我々は、エネルギー制御システムを解

明するために、核内の最も大きな構造体

である核小体に注目した。核小体では、

リボソーム RNA（rRNA）が転写され、

プロセシングを受けたのちにリボソーム

タンパク質に組み込まれるというプロセ

スでタンパク質工場であるリボソームが

生合成される。細胞内エネルギーの多く

がタンパク質の合成で消費されているこ

とから、核小体でのリボソーム生合成を

調節することにより細胞のエネルギー消

費を制御できるとの着想に基づき、核小

体因子の解析を行った。我々は、rRNA

転写を制御する因子として、核小体に存

在する新たなタンパク質複合体 eNoSC

を発見した。eNoSC は脱アセチル化酵素

SIRT1、ヒストン H3-K9 メチル化酵素

Suv39、およびそれまで未同定の核小体

タンパク質 Nucleomethylin（NML）か

ら構成される。NML はジメチル化され

たヒストン H3-K9 残基に特異的に結合

する因子の一つとして同定された。また、

X 線構造解析から NML のカルボキシ末

端のメチル基転移酵素モチーフにはS-ア
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デノシルメチオニン（SAM）が結合する

ポケットを持つことを見出した。eNoSC

は、細胞のエネルギー状態を感知し、リ

ボソーム DNA（rDNA）領域のエピゲノ

ム状態の変化を介してリボソーム RNA

（rRNA）転写を制御した。すなわち、

低グルコースを含んだ培地で細胞を培養

した際に、eNoSC は rDNA に結合して

rRNA 転写を低下させることにより、エ

ネルギー消費を抑制した（Cell 2009）。

さらに、我々は NML がミトコンドリア

機能にも影響を与えることを見出してい

る。これらの実験結果から、培養細胞に

おいて NML は、エネルギーフローの維

持に重要な役割を持っていることが示唆

された。 

さらに、我々は eNoSC の個体での機

能を解析するために、NML 過剰発現マ

ウスと NML ノックアウト（KO）を作製

した。NML 過剰発現マウスでの解析は

すでに一部進んでおり、NML の過剰発

現が部分的肝切除後の肝臓での ATP レ

ベルの上昇を引き起こすことを見出した

（BBRC 2009）。この結果から、NML が

細胞レベルのみならず、個体レベルでの

エネルギーフローの調節に関与している

ことが示唆された。 

 

２．研究の目的 

本計画研究では、我々は eNoSC を中心

としたネットワークを解析することによ

り、細胞内エネルギー制御システムとエ

ピゲノム制御システムのクロストークを

解明することを目的とした。また、

eNoSC の中心因子であるNML KOマウ

スを用いて、エピゲノム制御システムの

個体における役割や疾患との関連を調べ

ることを目的とした。さらに、eNoSC を

制御する化学物質を探索し、創薬へつな

げることを目標とした。 

 具体的には以下の項目を研究の目的と

した。 

(1) eNoSC を中心とした細胞内エネル

ギーシステムの解明 

 eNoSC の主要構成因子 NML は、アミ

ノ末端側でジメチル化されたヒストン

H3-K9 に結合し、カルボキシ末端側にメ

チル基転移酵素様のモチーフを持つ。

NML のメチル化標的因子を解析すると

ともに、ゲノム上の NML 結合領域の同

定を行い、eNoSC を中心としたエネルギ

ー代謝制御機構の解明を目指した。 

 (2) eNoSC と協調してエネルギー情報

とエピゲノム情報をつなぐネットワーク

の解明 

 核小体に存在する約 700 種類のタンパ

ク質の siRNA ライブラリーを作製して、

網羅的な解析をすることにより、核小体

において eNoSC と協調してエネルギー

制御システムに関わる因子を同定するこ

とを目指した。 

 (3) eNoSC を中心とした細胞内エネル

ギー制御システムの破綻と疾患との関連

の解明 

 我々は、NML 過剰発現マウス（BBRC 

2009）と NML KO マウスを作製した。

これらの遺伝子改変マウスを用いて、表

現型の詳細な解析を行う。さらに、それ

を引き起こす分子メカニズムを解析し、

個体での eNoSC の機能とエピゲノム制

御システムを解析し、エピゲノム制御シ

ステムの破たんと疾患との関係の解明を

目指した。 

(4) eNoSC の人為的制御技術の開発と

疾患治療への応用 

 我々は X 線結晶解析から、NML がカ

ルボキシ末端側に SAM 結合ポケットを

持つことを見出した。また、生化学的な
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解析により、NML への SAM の結合が

eNoSC の機能に必須であることが明ら

かにしている。そこで、SAM 結合ポケッ

トに結合して NML の活性を制御する低

分子化合物を探索する。さらに、同定し

た化合物によるエネルギー代謝およびエ

ピゲノムの変化への影響の解明すること

により、新たな創薬への応用を目標とし

た。 

 

３．研究成果 

既に作製済みである、eNoSC の主要構

成因子である NML の KO マウスを用い

て、個体における eNoSC の機能を解析

した。 

まず組織における NML 発現レベルを

解析したところ、肝臓において特に高い

発現が観察された。NML KO マウスは、

約 9 割が胎児期に死亡した。出生した 1

割について解析を進めたところ、NML 

KO マウスでは肝臓特異的に rRNA の転

写とタンパク質合成が有意に上昇するこ

とを見出した。また、クロマチン免疫沈

降の実験から、NML KO マウスでは

rDNA 領域のヒストン H3-K9 のジメチ

ル化が低下しており、ヒストン H3 のア

セチル化が上昇していた。この実験結果

は、eNoSC が個体レベルでも rDNA 領

域のエピゲノム情報の制御に寄与するこ

とにより、rRNA の転写を制御すること

を示している。また、NML KO マウスで

は肝臓特異的に AMP 濃度の上昇と ATP

濃度の減少をもたらした。その結果、

NML KO マウスの肝臓では、AMP 依存

的に活性化するキナーゼである AMPK

の活性化が認められた。細胞内での

AMPK の活性化は、エネルギー産生を上

昇させる方向（解糖系の亢進、TCA サイ

クルの活性化、脂肪のβ酸化の促進）に

働くので、それらに対する影響を解析し

た結果、NML KO マウスでは脂肪のβ酸

化のみが亢進してすることを見出した。

また、NML KO マウスでは野生型マウス

と比較して、肝臓での脂質合成の低下、

全身での酸素消費量の増加が観察され、

総体重も低下していた。この結果は、

eNoSC が個体レベルでも肝臓の rDNA

のエピゲノム情報を制御することにより、

エネルギーフローを調節していることを

示唆する。 

次に、エネルギーバランスが破綻した

際の NML の役割をより詳細に解析する

ために、高脂肪食を与えたマウスに対す

る NML の影響を解析した。一般に高脂

肪摂取により肥満すると代謝が低下する

ことが知られる。我々はマウスに高脂肪

食を摂取させて rRNA 転写量を測定した

ところ、野生型マウスでは、高脂肪食摂

取によって体重と白色脂肪細胞の割合が

増加し、rRNA 転写量が低下しているこ

とを見出した。この結果は、高脂肪食摂

取による rRNA 転写の低下が肥満に関係

していることを示唆する。そこで、rRNA

転写抑制に関与する eNoSC の構成因子

である NML の KO マウスに高脂肪食を

与えたところ、野生型のマウスで見られ

た rRNA 転写量の減少は観察されず、体

重の増加が抑制された。また、NML の

KO マウスでは白色脂肪細胞の総体重に

占める割合の増加も抑制された。この結

果から、脂肪の過剰摂取による rRNA 転

写の抑制が肥満につながることが示唆さ

れた。 

さらに、NML を肝臓で欠損させるこ

とが、高脂肪食を摂取させたマウスの

rRNA 転写の低下と肥満の抑制に関わる

かどうかを証明するために、NML の肝

臓特異的 KO マウスを作製した。このマ
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ウスで、肝臓で NML のタンパク質量が

低下していることが確認された。NML

肝臓特異的 KO マウスは、胎児時には死

亡せず正常に成長した。NML 肝臓特異

的 KO マウスの肝臓での rRNA 転写量を

調べたところ、野生型マウスと比較して

増加しており、rDNA 領域のヒストン

H3-K9 のジメチル化の低下およびヒス

トン H3 のアセチル化の上昇が観察され

た。また、この KO マウスの肝臓で、

AMP/ATP比が上昇とAMPKの活性化が

観察された。さらに、NML 全身での KO

マウスと同様に、NML 肝臓特異的 KO

マウスでも、高脂肪食摂取による総体重

の増加と白色脂肪細胞の割合の増加が抑

制され、全身での酸素消費量も抑制され

た。これらの結果から、肝臓における

NML の欠損により、肝臓の rDNA のエ

ピゲノム情報の変化が誘導され、高脂肪

食摂取による肥満への耐性につながるこ

とが示された（Cell Rep. 2014）。 

また、eNoSC の人為的制御技術を開発

し疾患治療へ応用することを目的として、

eNoSC 阻害剤の発見を目指した。NML

の X 線結晶解析の結果に基づいたフラグ

メント・エボリューション法により、

NML に結合することが予想される化合

物 3 種類を設計し合成した。これらの 3

種類の化合物のうち 2 種類の化合物を細

胞培養液中に添加すると rRNA 転写の促

進が観察された。NML KO マウスでの実

験結果から、個体レベルで rRNA 転写の

促進が肥満の抑制につながることが示さ

れたので、これらの化合物が創薬の対象

となることが期待される。 
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研究成果の概要：独自開発の in vivo Ad-luc シグナル検出法と TFEL scan 複合体解析

法を駆使し、エネルギー代謝シグナルが投射されるゲノム上の領域を同定するとともに、

その領域上における転写複合体の解明を目指した。主要課題の 1つとして、中性脂肪合

成系の転写調節カスケードの解析を進めた結果、脂質合成系のマスターレギュレーター

である SREBP-1 の上流領域に形成される、LXR/RXR-KLF15-RIP140 複合体が脂質合成の

ON・OFF 制御を担っていることが明らかになった。 

 

１．研究の背景 

代謝シグナルを受けた遺伝子発現制御機

構の中で、転写因子が特定のゲノム DNA

配列を読み取る「目」となって作用する

には、複数の核内因子とゲノム上で複合

体を構成することが重要である。近年、

ヒトを含む多くの生物種のゲノム情報が

解読され、さらに比較ゲノム学的手法や

全ゲノム相関研究(GWAS)などの進歩によ

り、ゲノム上の重要箇所、特に蛋白質を

コードしない非コード領域の重要箇所が

次々に明らかになってきている。このよ

うなゲノムワイドの情報をベースとして、

そこにさらに我々独自のin vivo imaging

手法を用いた in vivo Ad-luc シグナル検

出法という「生きたマウスの中で cis 配

列解析をする新たなアプローチ」により、

代謝シグナルが投射されるゲノム領域を

高精度に特定できることを我々は実証し

てきた(Nature Cell Biol, 2004; Nat Med, 

2006, 2007; JBC, 2010)。 

さらに、「ゲノム上のその箇所は一体どの

ように《読まれる》のか？」という点を

系統的に明らかにしていく方法論として、

転写因子をゲノムワイドに網羅する発現

プ ラ ス ミ ド ラ イ ブ ラ リ TFEL 

(Transcription Factor Expression 

Library)を独自に開発し、転写複合体の

実体解明に取り組んできた(図 1)。 
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図1) in vivo Ad-lucシグナル解析とTFEL 
scan 複合体解析 

 

２．研究の目的 

本研究で我々は、上述のような我々独自の

方法論を用いて、様々なエネルギー代謝シ

グナルが投射されるゲノム上の領域をマウ

ス個体の中で特定し、さらにその領域上に

どのような転写因子複合体が形成され、実

際にどのようなメカニズムで代謝シグナル

がそこでの遺伝子発現制御に反映されてい

るのか、その実体を解明することを目標と

した。また、それらを通じ、最終的には、

エネルギー貯蔵と消費のバランス制御の転

写調節機構の全体像を明らかにすることを

目指した。 

 
３．研究成果 
（1）in vivo Ad-luc による代謝シグナル
投射領域の特定 

①中性脂肪合成の転写調節カスケードの

解明を行った。脂質合成系のマスターレ

ギュレーターである SREBP-1 の上流領域

に重要箇所を特定できた。また、SREBP-1

の調節因子であることが判明した KLF15

遺伝子についても、代謝シグナル投射領

域を探索し、特定することができた。 

②糖新生系・アミノ酸代謝系の転写調節

カスケードについても解析を行った。特

に糖新生系については、重要な糖新生系

酵素遺伝子である Pck1 遺伝子の周辺領

域に代謝シグナル投射領域を特定できた。 

 

（2）TFEL scan による転写複合体解明 

上記に引き続き、中性脂肪合成の転写調

節カスケードの解明を行った。SREBP-1

の上流領域に我々が特定した重要箇所に、

LXR/RXR-KLF15-RIP140複合体が形成され、

それにより脂質合成の ON・OFF 制御が行

われることを明らかにした(Cell Rep, 

2016)(図 2)。 

 
図 2) LXR/RXR-KLF15-RIP140 複合体によ
る脂質合成の ON・OFF 制御機構 
 
（3）転写複合体の分子修飾の探索 

上記により解明された転写複合体につい

て、さらに分子修飾の探索を行い、SAM、

ATP 、 Acetyl-CoA の よ う な hub 

metabolites（生命素子)との関わりの解

明を進めた。特にメチル化とアセチル化

修飾ついては質量分析器を用いた探索を

行い、重要と思われる分子修飾について

は、修飾アミノ酸抗体の作成を行って解

析した。その結果、代謝シグナルの伝達

に際して、一部の代謝産物が関与する可
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能性のあることが明らかになった。 
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【交付決定額（分配額）】                   （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合計 

2011 年度 19,100,000 5,730,000 24,830,000 

2012 年度 14,900,000 4,470,000 19,370,000 
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2014 年度 12,070,000 3,621,000 15,691,000 
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研究成果の概要：本研究では代謝とクロストークするエピゲノム情報形成因子を構造面

から明らかにし、その制御機構を解明することを目的とした。具体的には、アルギニン

メチル化酵素 PRMT に着目した。PRMT8 はプロトマーの構造はすでに報告されている

PRMT コアドメインとほぼ同一の構造をとっていたが、溶液中ではらせん状の多量体構

造を形成しその多量体構造が活性や局在に重要であることを明らかにした。また、

PRMT7 は PRMT コアドメインをタンデムにもつ。構造解析の結果、単量体でありなが

らコアドメインの二量体様の構造を取っていることを明らかにした。 

 

１．研究の背景 

アルギニンメチル化酵素(protein arginine 

methyltransferase; PRMT)は， 蛋白質のア

ルギニン残基をメチル化する酵素である。 

この酵素ファミリーは哺乳動物で広く保

存されており，主に核内で働き，シグナ

ル伝達，mRNA のスプライシング，転写

制御，DNA 修復， 蛋白質の転移など幅

広い生命現象に関与する。アルギニンの

メチル化は主要な翻訳語修飾として転写

制御、mRNA スプライシング、DNA 修復、

シグナル伝達等アルギニンメチル化を行

う酵素が(PRMT)であり、哺乳類には 9 種

類存在する。 

PRMT の活性はメチル化様式により 3 タ

イプに分類され、アルギニン残基に一つ

メチル基を転移してモノメチルアルギニ

ンを生じた後、タイプ I では非対称ジメ

チルアルギニンを、タイプ II では対称ジ

メチルアルギニンを生じる。タイプ III

はモノメチルアルギニンのみを生じる

（図１）。PRMT はコアドメインと呼ばれ

る保存されたドメインを一般には分子内

に一つ持つ（図２）。タイプ I PRMT では

コアドメインが二量体(コアダイマー構

造)を形成することが活性に重要である。

PRMT7 は他の PRMT と比べユニークな

特徴を備え、一般には一つ分子内に存在
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するコアドメインを、PRMT7 は二つタン

デムに持つ特徴的なドメイン構成をとる。

また現在のところ PRMT7 は唯一タイプ

III 活性を示す PRMT である。我々は

PRMT に注目して研究を進めてきた。 

図１ PRMT によるメチル化様式 

図２ PRMT1 と PRMT7 のドメイン構成 

 

２．研究の目的 

我々は PRMT ファミリーの結晶構造決

定 を行い，基質認識，メチル化活性制御

機構，酵素活性機構の原子レベルでの解

明を目的として研究を行った。さらに内

在性リガンドによって活性化するビタミ

ン D 受容体（VDR）にも注目して、リガ

ンドによる活性化機構を明らかにするこ

とも目的とした。 

 
３．研究成果 

(1) PRMT7 の構造科学的研究 

本研究では線虫由来 CePRMT7 に注目し

Ｘ線結晶解析によって立体構造を決定し

構造科学的な研究を行った。CePRMT7

の単量体構造は、分子内に二つタンデム

に存在するコアドメインが会合してコア

ダイマー構造をとる新規構造であった

（図３）。コアドメイン同士の相互作用は

既存の PRMT と似るが、その相対的配置

は新規であった。各ドメインのトポロジ

ーも多少の差異はあるが、既知の PRMT

と似ていた。SAH は N 末端側活性部位に

のみ見られ、C 末端側活性部位は PRMT

に高度に保存される二つのループに占め

られていた。N 末端側活性部位の変異体

を作成しAdoMet結合実験を行った結果、

変異体のAdoMet結合能は大きく低下し、

CePRMT7 のコファクター結合部位が N

末端側コアドメインのみであろうことを

示した。また、CePRMT7 のアルギニン結

合ポケットの大きさを PRMT1、5 と比較

し、CePRMT7 のポケットが最小であるこ

とを示した。一般に PRMT はコアダイマー

構造中に 2つの活性部位を持つ。基質のア

ルギニンが片方の活性部位でメチル化を

受け, その後コアダイマーから離れるこ

となく, もう片方の活性部位でさらなる

メチル化を受ける機構が提唱されている。 

しかしながら, PRMT7 では C 末端コアド

メインが不活性であり, こ-のようなジメ

チル化をうける可能性は低いと考えられ

る。さらに, N 末端コアドメインの狭いア

ルギニン結合ポケットには, ジメチルア

ルギニンが結合できる空間がなく, 結果

としてモノメチルアルギニンのみが生成

すると推測される。 

 

図３ PRMT7 の構造 
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(2) PRMT8 の構造科学的研究 

PRMT8 は最も一般的な PRMT1 と 81%の

相同性がある。PRMT-8 の基質は長い間

不明であったが、筑波大の深水博士のグ

ループはその基質の一つが脂質であるこ

とを証明した。PRMT1 との相同性から予

想されていたように PRMT8は PRMT1と

ほぼ同一のドメイン構成をとっており、

２量体の構造もほぼ同一であったが、会

合の状態は大きく変わっており、らせん

状の８量体構造をとっていた（図４）。こ

れまでの研究から PRMT1 は溶液中で二

量体以上の多量体を形成して働くと考え

られているが，既に報告されているラッ

ト PRMT1 の結晶構造は二量体の構造で

あった。これまで多量体の PRMT 構造は

酵母 PRMT1（配列の identity~50%）で報

告されているのみである。しかも酵母

PRMT1 は六量体であり、会合状態は

PRMT8 と全く異なっている。 

結晶中で観察された会合状態が溶液中

でも維持していることを示すため、ゲル

ろ過クロマトグラフィー、超遠心分析、

多角度光散乱検出器(MALS)を組み合わ

せた小角散乱を行った。その結果、いず

れの測定法においても PRMT8 は溶液中

において８量体で存在していることを示

すことができた。 

 

図４ らせん状に会合した PRMT8 

 

次にこの会合状態が PRMT8 の機能に影

響を及ぼすかどうかを検討するため、会

合に重要な役割を果たすと考えられるア

ミノ酸に変異をいれて８量体をとること

ができないような変異体を作成し、

PRMT 活性および細胞内での局在を観察

した。その結果、活性は顕著に減弱し、

本来脂質修飾のため膜に局在するタンパ

ク質である PRMT8 は細胞質に分布する

ようになった（図５）。これらのことは高

次の会合状態が正常な機能発現に必須で

あることを意味する。核内レセプターは

リガンド依存的に活性が制御される転写

因子である。 

 

図５高次構造をとることができない
PRMT8 変異体の細胞内局在 

 

(3) ビタミンＤレセプター(VDR) 

活性型ビタミン D3 は、カルシウム代謝調節

や細胞の分化・誘導など様々な生理機能に

関与しており、その作用は核内受容体であ

るビタミン D 受容体(VDR)を介して起こるこ

とが知られている。リガンド結合に伴って、

RXR とのヘテロダイマー化、helix12 の安定

化及び活性化因子である coactivator(CoA)

のリクルートという一連の変化が起こり、標的

遺伝子の転写を活性化することが分かって

いる。VDR のリガンドはこれまでにも数多く
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の報告があるが、本研究ではノンセコステロ

イド型である TTYN7, 8, 11, 12 と呼ばれる４

種類のリガンドに着目した。TTYN8, 11はア

ゴニスト活性が強く、TTYN7, 12 はアゴニス

ト活性が弱く、特にTTYN12はほとんど活性

を持たない。これらのリガンドと VDR の複合

体構造解析によりその活性の相違を構造科

学的に明らかにした。rat の VDR のリガンド

結合ドメイン(LBD)を大腸菌発現系で発現

精製を行い、co-activator ペプチドとリガン

ドの三者複合体の結晶化を行った。活性型

ビタミン D においては、1 位の OH 基は

Tyr143, Ser274 と、2 位の OH 基は Ser233, 

Arg270 と、25-OHは His301, His393 と水素

結合を形成していることが既に知られている。

その結果、一部で強い活性を持つリガンドと

弱い活性を持つリガンドとでは結合様式の

違いが見られた。TTYN11,7 では Ser233 と

Arg278 と 1位の OH基と直接水素結合して

いるのに対し、TTYN8, 12 では水分子を介

した間接的な水素結合を起こしていた。更

に最も活性の弱い TTYN12 では Ser271 の

マルチコンフォマーが見られ、リガンドと

Ser271 との間に新たな水素結合の形成が

見られた。変異体解析を行うことにより、

TTYN と Ser233及び Arg270 との水素結合

が VDRの活性に重要であることが分かった。

また Ser271のマルチコンフォマーによって、

アゴニストフォームの安定化に重要と思われ

るタンパク質内水素結合やリガンド-タンパク

質間の水素結合の寄与が小さくなっている

ことが分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６ VDR と各種リガンドとの複合体構
造 
 

我々はアンタゴニスト活性を示す DLAM

化合物との複合体構造にも取り組んでい

る。DLAM は VDR の内在性リガンドで

あ る 活 性 型 ビ タ ミ ン

（1,25-Dihydroxyvitamin D3）の代謝産物

とよく似た構造をとっており、天然基質

の代謝産物がどのように認識機構の解明

にもつながる。我々は VDR と一連の

DLAM との複合体構造の構造解明に成功

した。代謝産物に特徴的なラクトン環の

認識を明らかにし、リガンド認識に重要

な His301 が構造変化すること（His301

が構造変化を起こす）を明らかにした。

さらに VDR の DNA 結合に依存しないノ

ンジェノミック作用についても明らかに

した。 
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研究成果の概要：ヌクレオチド除去修復において、XPC による DNA 損傷認識が非アセ

チル化ヒストンを含むヘテロクロマチン様構造との相互作用による制御を受けること

を示すとともに、XPC と DDB2 の機能的相互作用におけるユビキチン化や SUMO 化と

いった翻訳後修飾の新たな役割を明らかにした。また、塩基除去修復酵素 TDG が大規

模な遺伝子発現変動を介して細胞の DNA 損傷応答に影響を与え得ること、ALKBH タ

ンパク質の発現変動が細胞内代謝環境の変化をもたらし、細胞増殖の変化や細胞死の誘

導を引き起こす可能性があることを見出した。 

 

１．研究の背景 

ゲノム DNA は種々の環境因子に加え、

活性酸素種や S-アデノシルメチオニン

(SAM) などの代謝産物によって絶えず

損傷を受けている。DNA 損傷はゲノムの

不安定化や細胞死を誘導することにより、

がんや神経変性、早期老化など、種々の

疾患・病態の原因となり得る。このよう

な弊害を未然に防ぐ DNA 修復機構のな

かでも、特に日常的に発生する膨大な数

の塩基損傷を処理する塩基除去修復 

(BER) やヌクレオチド除去修復  (NER) 

に関しては、生化学的な分子機構の理解

が進んでいた。一方、細胞内において修

復反応の開始のために必要とされるクロ

マチン構造変換の分子機構については未

だに不明な点が多く残されていた。 

BER や NER のような除去修復反応に伴

い、その領域にあらかじめ存在する 5-メ

チルシトシンを含む短い DNA 鎖の切除、

あるいは修飾ヒストンの解離により局所

的なエピゲノム情報の攪乱が引き起こさ

れる可能性があり、細胞の遺伝子発現と

正常な機能を維持するためには、修復完

了後に元のエピゲノム情報を正確に再構

築する必要がある (図１)。すなわち DNA

損傷とその修復はエピゲノム情報を書き

換える ("Rewriting") 機会を与えるもの
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と捉えることができ、ゲノム塩基配列情

報とエピゲノム情報、それぞれの維持・

再編に関わる分子機構とその相互制御関

係 (クロスレギュレーション) を理解す

ることの重要性が急速に高まっていた。 

 

図１ DNA 損傷修復とエピゲノム情報の
維持・変異のクロストーク 

 

２．研究の目的 

本計画研究ではゲノム配列情報の維持に

あたる DNA 修復機構と、遺伝子発現を

制御するエピゲノム情報の修飾・維持機

構との機能的連携を分子レベルで明らか

にすることで、その破綻によって引き起

こされるゲノム不安定性やエピゲノム異

常と種々の疾患・病態発現機構との関連

の理解に資することを目的とした。 

具体的には、NER を制御するヒストン修

飾やクロマチン構造変換因子の同定、

NERにおける損傷認識因子の翻訳後修飾

を介した転写環境制御、遺伝子発現制御

に関わる BER 因子の機能の多様性、SAM

による塩基損傷の修復機構と細胞内代謝

との関連等を明らかにすることを目指し

て研究を行った。 

 
３．研究成果 
(1) DNA 損傷修復制御におけるエピゲノ
ム環境の役割 

① NER における DNA 損傷認識因子とク

ロマチンの機能的相互作用 

ヒト NER において損傷認識を担う XPC

及び DDB2 を標的とするクロマチン免疫

沈降を行い、これらの因子が結合したク

ロマチン領域からアセチル化ヒストンが

排除されていることを見出した。細胞を

ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤で処理

すると、XPC の損傷部位への結合や損傷

修復の遅延が見られ、また局所紫外線照

射部位においてアセチル化ヒストンの減

少が見られたことから、NER の初期過程

にヒストンの脱アセチル化が関わる可能

性が示唆された。 

一方、ヒストン H3 がその N 末端テール

を介して XPC と直接相互作用すること、

ヒストン H3 のアセチル化によってこの

XPC との相互作用が著しく減弱すること

を明らかにした。さらに XPC はヒストン

H1 とも直接相互作用することが示され、

遺伝子発現に対して抑制的に働くヘテロ

クロマチン様構造の形成が XPC の損傷

認識を補助する、というまったく新しい

モデルを提唱するに至った (図２)。これ

らの知見と一致して、細胞内において

XPC がヘテロクロマチンに局在する傾向

があることを見出している。従来、遺伝

子発現の制御に関して確立されてきたク

ロマチン高次構造の役割とは異なる概念

を提起するものとして興味深い。 

図２ ヒストンとの相互作用を介した
XPC の局在制御機構モデル 

 

② 細胞の DNA 損傷応答を制御する

DDB2 の翻訳後修飾 

DDB2 は損傷認識因子としての機能に加

え、p53 との相互作用を介して DNA 損傷

応答における転写環境の調節に関わり、

その機能制御の解明は重要な課題である。

非アセチル化

ヒストン H3 テール

ヒストン H1

XPC
XPC

XPC

XPC

アセチル化

ヒストン H3 テール
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我々は DDB2 の紫外線誘導性ユビキチン

化及び分解を XPC が負に制御すること

を見出した。XPC は CRL4
DDB2

 E3 リガー

ゼの基質として DDB2 と競合関係にあり、

XPC が正常に損傷部位にリクルートされ

れば、DDB2 は分解を免れるというモデ

ルを提唱した。これと並行して CRL4
DDB2

の構造解析を通して、DDB2 のユビキチ

ン化及び分解を介した機能制御の分子基

盤の理解に貢献した。 

さらに、XPC がユビキチン様タンパク質

SUMO による修飾を受けることを見出し

た。紫外線誘発損傷が DDB2 から XPC に

受け渡される過程で XPC の SUMO 化が

重要な役割を担っており、SUMO 化の非

存在下では損傷部位に結合した DDB2 自

身が DNA 修復の開始を妨害することが

示唆された。 

 
(2) エピゲノム制御における DNA 修復機
構の役割 

① TDG による DNA 損傷応答と遺伝子発

現の制御 

BER 酵素チミン DNA グリコシラーゼ 

(TDG) は、シトシン及び 5-メチルシトシ

ンの脱アミノ化に起因する自然突然変異

の抑制に寄与する一方、転写因子との相

互作用や DNA 脱メチル化過程への関与

を介して遺伝子発現制御にも関わる重要

な因子である。我々はTDGが種々のDNA

損傷に応答してプロテアソームによる分

解を受けることを新たに見出し、その分

解に関わる E3 リガーゼとして CRL4
CDT2

を同定した。 

興味深いことに、Tdg 遺伝子欠損マウス

細胞において、外来 TDG の発現レベルに

応じて細胞の紫外線感受性の増強及び

NER活性の低下が引き起こされることを

新たに見出した。この時、TDG の酵素活

性非依存的に広範な遺伝子発現の変動が

認められたが、NER に直接関わる因子に

ついては有意な発現変動は見られなかっ

た。近年、XPC やその他の NER 因子が

転写制御に関わるという報告がなされて

おり、TDG が NER 因子を転写プロモー

ター領域に拘束することで、結果的に細

胞の NER 活性を減弱させている可能性

が考えられる。 

 

② SAM によるメチル化塩基損傷の修復

酵素と細胞内代謝の変化 

SAM は DNA や RNA と反応してメチル

化損傷塩基を生じることが知られている。

これらの損傷の修復に関わる大腸菌

AlkBのヒトホモログALKBHファミリー

は、ある種のがん細胞において発現が亢

進していることが報告されている。HeLa

細胞において ALKBH2 及び ALKBH3 の

安定過剰発現および発現抑制を行ったと

ころ、ALKBH2/3 の発現レベルと細胞増

殖速度の間に正の相関が認められた。 

ALKBH はジオキシゲナーゼ・ファミリ

ーに属し、-ケトグルタル酸を補因子と

してメチル基の酸化を触媒することから、

ALKBH の発現が細胞内代謝に及ぼす影

響に着目した。メタボローム解析の結果、

ALKBH3 過剰発現細胞において、特にポ

リアミン合成経路の亢進が見られ、この

細胞がポリアミン合成阻害剤に対して高

感受性を示すことを新たに見出した。一

方、ALKBH3 過剰発現細胞において

ALKBH3の発現を siRNAによって抑制す

ると、細胞死が誘導されることがわかっ

た。ALKBH3 の高発現に適応した細胞内

代謝環境が、ALKBH3 の基質となる核酸

のメチル化損傷を引き起こしやすい状態

になっている可能性が考えられる。 
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研究成果の概要：LSD1 ファミリーは、ヒストン H3 のリジン脱メチル化酵素であり、

フラビン（FAD）がその酵素活性に不可欠である。本研究において、LSD1 が脂肪細胞

でエネルギー消費を抑制し、脂肪蓄積を促進するエネルギー代謝調節を明らかにした。

また、癌細胞において LSD1 が好気的解糖と低酸素誘導性の転写因子 HIF の安定化をも

たらすことを示した。さらに、LSD2 が肝細胞の脂肪毒性に対する防御に働くことが判

明した。生命素子と転写環境の観点から、DNA およびリジン残基のメチル化・脱メチ

ル化によるクロマチン変換に着目した研究を行い、代謝のリプログラミングの分子基盤

を明らかにした。 

 

１．研究の背景 

エピジェネティクス機構は、細胞が刺激

を受容した時の短期応答、そして、刺激

が消失した後にも刺激を受容したという

記憶を維持する長期応答を通して、遺伝

子制御に働いている。他方、転写不活性

なクロマチンに位置する遺伝子は、刺激

に対して不応になり得る。この転写環境

としてのエピゲノム制御には、DNA メチ

ル化とクロマチンの形成が関わり、代謝

恒常性の維持と破綻に重要な役割を果た

していると考えられる。このため、生命

素子と転写環境の観点から、DNA および

リジン残基のメチル化・脱メチル化によ

るクロマチン変換に着目して、代謝のリ

プログラミングの分子基盤を明らかにす

ることを構想した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、フラビン (FAD： flavin 

adenine dinucleotide)依存性のリジン脱

メチル化酵素 LSD1 (lysine specific 

demethylase-1)のエネルギー代謝調節に

おける意義、DNA とタンパク質のメチル

化・脱メチル化による遺伝子制御につい

て明らかにすることを目的とした。生命

素子と転写環境の観点から、クロマチン

変換および代謝のリプログラミングの重

要な分子基盤を理解することを目指した。

具体的には、次の３つの観点から研究を
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実施することにした。 

（1）各種の細胞・組織におけるLSD1の

発現状況に関する解析 [1] 各種細胞に

おけるLSD1の発現解析：RNAおよびタ

ンパク質、免疫染色法で確認した。また

分化誘導や栄養状態を変化させて検討し

た。[2] マウス代謝組織におけるLSD1の

発現解析：マウスの各種組織での発現状

況を検討した。[3] LSD1の細胞内局在の

解析：特異的な抗体を用いて、免疫沈降

および免疫染色を行い、細胞内や組織内

の局在を検討した。 

（2）LSD1阻害による遺伝子発現および

代謝機能の解析 [1] LSD1のRNA干渉

法、トラニルシプロミンによる阻害：

LSD1の特異的ノックダウン、トラニルシ

プロミンまたは阻害化合物を用いた。[2] 

LSD1阻害における遺伝子発現の網羅的

解析：定量RT-PCRおよびマイクロアレイ

で検討した。[3] LSD1のクロマチン免疫

沈降-リアルタイムPCR解析：特異抗体を

用いたクロマチン免疫沈降を行い、標的

遺伝子プロモーターにおける局在を検討

した。[4] LSD1阻害におけるミトコンド

リア機能の解析：蛍光色素JC-1の細胞染

色、細胞外フラックスアナライザーを用

いて、細胞の代謝能を検討した。 

（3）FAD 合成経路の解析 [1] リボフ

ラビンキナーゼ（RFK）および FAD 合

成酵素（FADS）の RNA 干渉法による阻

害：細胞内の FAD 濃度の変化について

検討した。[2] RFK 阻害における遺伝子

発現の網羅的解析：マイクロアレイで検

討した。[3] 細胞状態の解析：RNA およ

びタンパク質について定量 RT-PCR、ウ

エスタンブロット、細胞染色などで解析

した。 

 
３．研究成果 
（1）LSD1 とその補酵素 FAD の合成系
によるエネルギー代謝調節 

LSD1とその補酵素FADの合成系がエネ

ルギー代謝調節に重要な役割を果たすこ

とを明らかにした（図１）。マウスの脂肪

細胞・組織において、LSD1 を機能阻害

すると、エネルギー消費遺伝子群（脂肪

酸代謝とミトコンドリア代謝）の発現が

誘導されて、蓄積した脂肪の分解とミト

コンドリアの酸化的リン酸化が著しく増

加することが分かった。高脂肪食による

肥満モデルマウスで、LSD1 を阻害する 

図１ LSD1 によるエネルギー代謝調節 

 

と、PGC-1α などのエネルギー消費遺伝

子群の誘導とともに、肥満の病態が明ら

かに改善した。この LSD1 活性に細胞内

FAD とその合成経路が不可欠であるこ

とを実証した（Nature Commun., 2012）。 

 
（2）ヒトの癌細胞代謝における LSD1 の
関与 

①ヒトの癌細胞代謝における LSD1 の関

与について、肝細胞癌で高発現する

LSD1 を機能阻害すると、亢進していた

解糖系の活性が低下する一方、ミトコン

ドリアの酸化的リン酸化が増強すること

が分かった。低酸素応答性の転写因子

HIF1α のタンパク質量が低下し、不安定

化を認めた。つまり、多くの癌細胞に共

通に見られる好気的解糖と乳酸産生とい

う、Warburg 効果が LSD1 阻害によって

逆転することが分かった（Cancer Res., 

2015）（図２）。 
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図２ LSD1 による癌細胞代謝調節 

 

②FDG-PET が臨床診断に有用である食

道癌において、LSD1 の高発現と悪性度

が高く相関することが分かった。食道癌

において、LSD1 を機能阻害すると、グ

ルコースの取込みおよび解糖系の活性が

低下する一方、ミトコンドリアの酸化的

リン酸化が増強することから、LSD1 に

よる癌代謝制御が癌種を超えた機序であ

ることが明らかになった（Int. J. Cancer, 

2015）。 

 

（3）LSD2 が肝細胞の脂肪代謝に関与 

もうひとつの LSD1 ファミリー分子であ

る LSD2 が、肝細胞で脂肪代謝に重要な

役割を果たすことが判明した。LSD2 を

機能阻害すると、脂肪の細胞内取込みが

増強して、脂肪毒性を生じることが分か

った。つまり、LSD2 は肝細胞の脂肪毒

性を防御していることが判明した（Mol. 

Cell. Biol., 2015）（図３）。 

図３ LSD2 による脂肪代謝調節 

このように、LSD1 ファミリータンパク

質によるエネルギー代謝のエピジェネテ

ィックな制御機構を明らかにすることで、

基礎研究の知見は元より、治療・予防的

なポテンシャルにつながる可能性が示唆

された。 
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【交付決定額（分配額）】          （金額単位：円） 

  直接経費 間接経費 合計 
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研究成果の概要：酸素は細胞の生存に必須であり、低酸素環境は遺伝子発現と代謝環境

を大きく変化させる。本研究では、転写因子 HIF を中心とした低酸素誘導性遺伝子発現

制御系に対する細胞内代謝環境の影響について、主に遺伝子改変マウスを用いた解析を

行った。その結果、虚血再潅流による間欠的低酸素環境が低酸素ストレスに加え、酸化

ストレスを発生させ、臓器の線維化や遺伝子発現不全を引き起こすことがわかった。ま

た、ケトグルタル酸や NADPH などの代謝産物がストレス誘導性の転写制御系にお

いて重要な役割を果たすことを明らかにした。 

 

１．研究の背景 

細胞はミトコンドリアで酸素を代謝する

ことにより、生存に必要なエネルギーの

大部分を得ている。そのため、細胞への

酸素供給が低下すると、生命の存続を脅

かす「低酸素ストレス」となる。一方、

生体は低酸素ストレスに対する防御機構

を備えており、低酸素誘導性の HIF 転写

因子群を中心とした遺伝子発現様式の変

化が分子基盤となっている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

低酸素環境における遺伝子発現と細胞内

代謝環境の変化（HRE: HIF 結合配列） 

 

低酸素応答機構では、赤血球産生や血管

新生などに関連した遺伝子発現が誘導さ

れ、エネルギー産生経路はミトコンドリ

アに依存しない解糖系に切り替わる（代

謝リプログラミング）。この低酸素誘導性

代謝リプログラミングでは、HIF による

遺伝子発現誘導に加え、酸素や代謝産

物・基質の量的変動によって様々な酵素
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の活性が変化することが重要な引き金と

なる。 

 HIFを抑制的に制御する PHD因子群は、

酸素に加え、２価鉄とミトコンドリアの

代謝産物であるケトグルタル酸を必

要とする脱水素酵素であることから、低

酸素応答系は細胞内の代謝状態と相互に

影響しあうことが考えられた。 

 

 
低酸素誘導性遺伝子発現制御系と細胞内
代謝系の相互作用 

 

２．研究の目的 

慢性低酸素や間欠的低酸素などの様々な

低酸素状態に応答した遺伝子発現制御系

と細胞内代謝環境の相互作用について、

遺伝子改変マウスや細胞株を用いた解析

により明らかにすることを目的とした。

とくに、転写因子 HIF による遺伝子発現

機構を中心に解析を進めた。 

３．研究成果 

まず、間欠的低酸素の生体への影響を検

討するために、マウスを用いた各種臓器

の虚血再潅流解析を行った。腎臓では、

組織の線維化が進行したが、このとき、

尿細管間質に存在する赤血球増殖因子エ

リスロポエチン（EPO）の産生細胞（REP

細胞）が筋線維芽細胞に形質転換するこ

とを明らかにした。形質転換した細胞は

EPO 産生能を失い、組織線維化に直接的

に寄与していた。すなわち、REP 細胞は

慢性腎臓病で問題となる臓器の線維化と

貧血の双方において中心的に関与するこ

とが明らかとなった（ J. Am. Soc. 

Nephrol. 2013; Kidney Int. 2013）。また、

形質転換に伴い、DNA メチル化酵素の発

現が誘導されたことから、EPO 遺伝子の

不活性化は DNA メチル化が原因である

と考えられた。実際に、他の研究グルー

プから、線維化腎の EPO 遺伝子領域が高

度にメチル化されていることが報告され

た。 

 

 

REP 細胞と肝実質細胞における EPO 遺
伝子発現制御機構 

  

次に、REP 細胞における低酸素誘導的な

EPO 産生制御機構について解析を進め

たところ、PHD 因子群のなかでも PHD2

が EPO 産生制御において重要であるこ

とがわかった。また、HIF 因子群のなか

ではHIF2が主要なEPO遺伝子発現の活

性化因子であることが示された（J. Am. 

Soc. Nephrol. 2016）。さらに、EPO 遺伝

子転写開始点の上流域にREP細胞での低

酸素誘導的発現を制御する DNA 配列を

同定した（Mol. Cell. Biol. 2017）。興味深

いことに、マウスにおける PHD2 の不活

性化は虚血灌流後の EPO 産生低下を抑

制したことから、腎性貧血治療における

PHD阻害剤の有効性を示すことができた

（Front. Physiol. 2015）。 

 腎臓への虚血再灌流障害は低酸素スト

レスに加え、酸化ストレスを著しく惹起
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した。 

転写因子 Nrf2 を介した酸化ストレス軽
減による腎障害の改善効果 

 

このとき、抗酸化作用のある代謝産物で

あるNADPHの濃度が腎臓において一過

性に上昇した。そこで、NADPH 産生酵

素G6PDの遺伝子発現を誘導する転写因

子 Nrf2 を活性化させたところ、腎虚血

再灌流障害後のNADPH産生量が増大し、

腎障害と線維化が大幅に抑制された

（Kidney Int. 2017）。また、虚血再灌流

障害後の Nrf2 活性化は腎臓の EPO 遺伝

子発現低下を減弱させたことから、酸化

ストレスが低酸素応答系を破綻させてい

ることが示唆された。 

 EPO 遺伝子発現制御機構の解析を行

う過程で、胎仔期には一過性に神経堤と

神経上皮に EPO 産生細胞が局在するこ

とを見いだした。その後、肝実質細胞を

経て REP 細胞へと EPO 産生の場は変遷

することを発見した（Pflugers Arch. 

2016; Tohoku J. Exp. Med. 2015; Nat. 

Commun. 2013a, 2013b）。 

 

 

EPO 産生部位の個体発生に伴う変遷 

 

 神経系細胞における EPO 遺伝子発現

制御機構の解析については、研究材料が

乏しいため、進めることができていない

が、肝 EPO 産生機構については遺伝子

改変マウスを用いた解析を行なった。そ

の結果、REP 細胞と同様に、HIF2が肝

臓における EPO 産生に重要な役割を担

っていることが明らかとなった。一方、

PHD 因子群については、REP 細胞と異な

り、肝実質細胞では PHD1, 2, 3 が相補的

に機能していた（Mol. Cell. Biol. 2015）。

また、PHD を欠損したことにより HIF を

強制活性化したマウスの肝臓には、脂肪

およびグリコーゲンの著しい蓄積を観察

した。さらに、HIF2は HIF3の発現を

誘導すること、HIF3は HIF2による転

写活性化を抑制的に制御することを見出

した。肝臓の培養細胞を用いた解析から

は、HIF が低酸素環境下ではクロマチン

構造変換を介して転写を誘導することを

明らかにした。 

 低酸素下での転写制御系の分子機構を

解明する目的で、EPO 欠乏性の貧血モデ

ルマウスと HIF2過剰発現マウスを樹

立し、マイクロアレイ解析とメタボロー

ム解析を行った。また、HIF 恒常活性化

細胞を複数種類樹立し、低酸素応答性の

クロマチン制御系について解析した。さ

らに、転写因子 Nrf2 および HIF2の核内
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タンパク質複合体を単離し、その構成因

子を解析したところ、クロマチン構造変

換に関わる因子が同定された Mol. Cell. 

Biol. 2016）。 

 

HIF による低酸素誘導性遺伝子の可逆的

なヌクレオソーム構造変換機構 

 

 以上のマウス個体レベルから分子レベ

ルの解析により、低酸素応答性の遺伝子

発現制御系と細胞内代謝環境の変化が相

互に影響しあう分子機構の一端を明らか

にすることができた。 
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研究成果の概要：増殖が停止している細胞に増殖因子刺激を加えることによってグル

タミンを基質とした核酸代謝カスケードを構成する酵素群の転写がただちに活性化す

ることを見いだした。それらは細胞周期進行の引き金である E2F による転写活性化で

はなく E2F の活性化に先行して異なる転写因子によって誘導されていた。増殖刺激存

在下とシグナル阻害時における転写プロファイルの比較解析から核酸代謝経路上部に

位置するホスホリボシルピロリン酸合成酵素の十分な発現が核酸供給に必要であるこ

とが示された。 

 

１．研究の背景 

 細胞増殖の静止状態から細胞増殖へ移

行する際の代謝環境の変動をもたらす仕

組みを理解することによって、細胞増殖

に求められる代謝産物の供給メカニズム

を明らかとし、細胞の正常な増殖を可能

としているシステムを解明することが本

研究の目標である。 

 われわれは、増殖が停止している細胞

に増殖因子刺激を加えることによって核

酸代謝経路を構成する酵素群の転写がた

だちに活性化することを見いだした。一

方で、例えば細胞増殖が著しいがん細胞

で亢進が認められる解糖系に対しては何

ら効果を認めていない。すなわち静止状

態から細胞増殖へ進入する際に代謝環境

はダイナミックに変化することが予想さ

れるが、その中で核酸の供給は、転写を

介して調整されていることがわかる。 

 細胞周期のG1期からS期への進入につ

いては E2F が活性化型転写因子として機

能し、S 期への進行に必須な遺伝子の転

写を促進することが知られている（図１

上）。そこで E2F によって転写制御されて

いる DHFR の転写量の変化と核酸代謝カ

スケードとの変化を比較したところ、核

酸代謝カスケードに属する酵素群は、

DHFR の転写活性化に先行し、かついくつ

かの酵素群は類似した時間経過で活性化

されていることが判明した（図 1下）。 
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図１：CDK 複合体と E2F による細胞周期
の制御（上）、核酸代謝カスケードに属す
る酵素群の発現変化（下） 

これは、核酸代謝カスケード酵素群は、

これまで細胞周期進行の引き金と考えら

れてきた E2F による転写活性化ではなく、

E2F の活性化に先行して、異なる転写因

子によって誘導されていることが示唆さ

れる。実際に核酸の細胞内量が S 期の進

行を制御すると報告されていることから

核酸生合成経路は細胞周期制御の新しい

活性化経路であると考えられる。さらに

このような解析を他の代謝経路にも適応

することによって代謝マップという平面

に細胞増殖を視点とした軸を加えた立体

的代謝マップを描くことが可能であると

考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は細胞増殖の静止状態から

細胞増殖へ移行する際の代謝環境の変動

をもたらす仕組みを理解することによっ

て、細胞増殖に求められる代謝産物の供

給メカニズムを明らかとし、細胞の正常

な増殖を可能としているシステムを解明

することである。 

 そのために本研究課題では細胞周期進

行に伴って代謝酵素の発現量変化を網羅

的に調べ、発現量変化パターンによるグ

ループ分けから転写による律速酵素の同

定、律速酵素を起点とする転写カスケー

ドの記載を試みる（代謝産物−酵素ルー

プ）。さらに代謝酵素の細胞周期進行にと

もなう変化を調べ、その因果関係を調べ

る（細胞周期−酵素ループ）。これらのル

ープはいずれも既存のデータベースより

in silico で作製し、培養細胞で検証す

る。 

 細胞が分裂するためには、細胞内の全

てのコンポーネントが生合成されて倍加

しなくてはならず、そのためには生合成

経路もまた細胞周期の各フェーズにおい

て精緻に制御されていることが予想され

る。そのメカニズムを細胞周期と代謝酵

素の転写環境の相関関係に注目して解明

することを目指す。 

 

３．研究成果 

(1)細胞周期進行に伴う時系列転写プロ
ファイルの解析 

 細胞周期進行における転写レベルでの

律速酵素を同定するために、特に代謝酵

素に注目し、遺伝子発現量の変化パター

ンに基づくグループ化を行った。解析に

際して細胞増殖停止状態にある NIH3T3

細胞に FGF 刺激を与えた際のトランスク

リプトームデータを対象として用いた。

データセットに含まれる 17306 遺伝子の

うち 1965 個を発現変動遺伝子として抽

出した（FDR<0.01）。時系列発現プロファ

イルのクラスター解析の結果、増殖刺激

に対する 4 種類の応答パターンを見いだ

した（図 2）。 
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図２：細胞増殖刺激に対する遺伝子発現
変化のクラスター解析 

 

増殖刺激後の活性化はクラスターD→A→

Bの順でありそれぞれ刺激後4時間以内、

7 時間以内、12 時間以降に発現亢進が認

められた。クラスターC は刺激後速やか

に発現量が低下する群であり RB1 や

CDKN1Bといった細胞周期の抑制因子が含

まれていた。パスウェイエンリッチメン

ト解析の結果、クラスターA には核酸代

謝に関わる遺伝子が、クラスターB には

細胞周期制御や DNA 複製に関わる遺伝子

が濃縮されていた。プロモーター解析の

結果から中期応答遺伝子群には MYC の、

後期応答遺伝子群には E2F の転写因子結

合部位が濃縮されていた。これらの結果

は細胞周期進行に先立って核酸代謝経路

が活性化されていること、それら時間特

異的な転写活性が異なる転写因子によっ

て制御されていることを示している。 

 

(2)網羅的データベース解析による類似
パターンの探索 

これらの結果がデータベース解析に用い

たデータセットに固有の現象かを検討す

るため他のデータセットを用いて同様の

解析を行った。網羅的データベース解析

の結果、同様の傾向がヒト乳腺上皮細胞

および線維芽細胞において見られること

を見いだした（図 3）。この結果から解析

対象とした細胞に固有の現象ではなく複

数種の細胞間で見られる現象であること

を確認した。 

 

 
図３：ヒト乳腺上皮細胞における EGF 刺
激への応答パターンとエンリッチメント
解析の結果 

 

(3)細胞周期進行における律速酵素の同
定 

個々の核酸代謝酵素の活性化タイミング

を詳細に調べるために応答パターンのパ

スウェイマッピング解析を行った。その

結果、はじめに RNA 合成に至る一連の経

路が活性化され（図 4マップ上部）、続い

てリボヌクレオチド還元酵素（図 4 マッ

プ中央 EC 番号 1.17.4.1）および DNA 複

製に関わる酵素（図 4 マップ下部）が活

性化されることが明らかとなった。 
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図４：細胞増殖刺激に対するピリミジン
代謝酵素の応答パターン 

 

細胞周期進行に必要な代謝カスケードの

律速段階を調べるために増殖シグナル刺

激を途中で停止した際の発現プロファイ

ルと比較パスウェイ解析を行ったところ、

RNA 合成および DNA 複製に関わる酵素群

の発現抑制が認められた（図 5 の青枠で

示した酵素群）。核酸生合成経路の初期に

位置する酵素、特に、ホスホリボシルピ

ロリン酸（PRPP）の代謝に関わる酵素の発

現も減少していた。これらの酵素が FGF

刺激後短時間で発現誘導されることと合

わせて考えると、PRPP 合成酵素の十分な

発現が核酸供給の必要条件であることが

示唆された。 

 

図５：増殖シグナル停止に伴う核酸代謝
酵素の発現低下 

 

(4)増殖刺激応答のタイミングとシグナ
ル強度依存性 

データベース解析の結果を検証するため

に増殖停止状態から細胞増殖へ向かう際

の核酸代謝酵素の遺伝子発現量を

RT-qPCR 法によって時間軸にそって計測

した。その結果、転写活性化のタイミン

グと応答性に顕著な特徴が認められた。

増殖刺激後速やかに(4-6 時間)活性化さ

れる遺伝子はリボヌクレオチド合成およ

びサルベージ経路に含まれる酵素である

こと、それらの活性化タイミングは刺激

の強度に依存する事が明らかとなった

（図 6）。 

 

Pyrimidine	metabolism

Pyrimidine	metabolism

Purine	metabolism
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図６：核酸代謝酵素の増殖刺激応答パタ
ーンとシグナル強度依存性 
 

これは増殖因子の刺激強度に依存して細

胞周期が進行するという FACS 解析の結

果とも一致していた。一方で刺激後後期

(10時間以降)に発現する遺伝子の活性化

タイミングと刺激強度の間に明確な相関

は認められなかった。以上の結果から、

核酸代謝に関わる酵素群はこれまで細胞

周期進行の引き金と考えられてきた E2F

による転写活性化ではなく、E2F の活性

化に先行して異なる転写因子によって誘

導されていること、また経路上部に位置

する酵素が転写による律速酵素であるこ

とが明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
４．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究
者には下線） 
 
〔論文-英文総説含む〕（計 1 件） 
① Hosogane M, Funayama R, Nishida Y, 

Nagashima T, Nakayama K. 
Ras-induced changes in H3K27me3 
occur after those in transcriptional 
activity. PLoS Genet. 9(8):e1003698 
(2013) 査読有 

 

〔学会発表等〕（研究代表者の招待講演）

（計 1 件） 

① 長嶋剛史、細胞増殖の起点となる核酸
代謝の亢進のメカニズムの解明、転写
代謝システム第 3 回領域班会議平成
24 年 7 月 2 - 4 日、筑波山温泉つくば
グランドホテル、茨城県つくば市 

 
〔研究成果による産業財産権の出願・取
得状況〕 
・該当なし 
 
５．研究組織 
（1）研究代表者 

長嶋剛史（NAGASHIMA, Takeshi） 

東北大学・大学院医学系研究科・ 

非常勤講師 

研究者番号：80443000 

 
（2）連携研究者 

中山啓子（NAKAYAMA, Keiko） 

東北大学・大学院医学系研究科・教授 

研究者番号：60294972 

 
舟山亮（FUNAYAMA, Ryo） 

東北大学・大学院医学系研究科・助教 

研究者番号：20452295 

Pyrimidine	metabolism

2 4 6 8 10 12

2

4

6

8

10

12

Activation time (hour) with 20% serum

A
c
ti
v
a

ti
o

n
 t

im
e

 (
h

o
u

r)
 w

it
h

 2
.5

%
 s

e
ru

m

AK2
CAD

CycD1
CycE1

IMPDH

NME1
PPAT

PRPS1

PolA1

Polr2h

RRM2

TK1

UCK2

UMPS

cMyc



77 

 

研究課題名：血球分化におけるリジン脱メチル化酵素ＬＳＤ１の機能発現機構 

Regulation of histone demethylase LSD1 in hematopoiesis   
血球分化のエピジェネティクス制御変遷とエネルギー代謝  

Epigenetic regulation and energy metabolism in hematopoiesis 

 

研究期間：2012〜2013、2014〜2015 

課題番号：24116504、26116705 

研究代表者 小林麻己人（筑波大学 医学医療系 講師） 

 

【交付決定額（分配額）】               （金額単位：円） 

                                直接経費 間接経費 合 計 

2012 年度 3,800,000 1,140,000 4,940,000 

2013 年度 3,800,000 1,140,000 4,940,000 

2014 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

2015 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 

研究成果の概要：ヒストン脱メチル化酵素 LSD1 はフラビンアデニンジヌクレオチド

（FAD）を補酵素とするエピジェネティクス因子である。 本研究の目的は、血球分化に

おける LSD1 と FAD の機能解明であり、戦略としてゼブラフィッシュを用いた。まず、

LSD1 が血管内皮マスター因子 Etv2 を発現抑制し、血球分化を促すことを解明し、論文

発表した。一方、この血球分化促進能には FAD 合成酵素 Flad1 は必要ないという意外な

結果を得た。LSD1・FAD ともに内臓組織形成に必要という新たな発見もでき、今後の展

開が楽しみとなった。 

 

１．研究の背景 

細胞分化の方向性やタイミングの制御は、

ヒストンや DNA のメチル基着脱などに

よるエピジェネティクス制御が担う。し

かし、どのように分化すべき細胞が多分

化能細胞から選抜され、どのように分化

制御のスイッチが入るのかはよくわかっ

ていない。未分化細胞と分化細胞で消費

量や産生システムが異なるエネルギー代

謝の変化が、謎を解く鍵の一つと考える。 

 我々はこれまで、血球分化における細

胞運命決定に重要な分子機構をいくつか

明らかにしてきた（Development 2001; 

Mol Cell Biol 2003; Curr Biol 2010）。さ

らに、順方向遺伝学を駆使した大規模ス

クリーニングを行い、血球分化異常を示

す数系統の突然ゼブラフィッシュ系統単

離に成功した。そのうちの一つの系統が、

FAD 依存性のリジン脱メチル化酵素

LSD1 を責任遺伝子としていた。LSD1

は、2004 年に Shi らにより初めて同定さ

れたヒストン脱メチル化酵素であり、さ

まざまな細胞分化の細胞運命決定におい

て、重要なエピジェネティクス制御を行

うと考えられている。種々のゲノム解析

より、LSD1 はユビキタスに発現し、細

胞が分化しても、多くの遺伝子上に存在

し続けることがわかった。したがって、

LSD1 の機能発現を制御するのは、相互

作用する分化細胞特異的な因子の変化に

よる LSD1 複合体の変遷と考えられる。 

 一方、近年、エネルギー代謝とエピジ

ェネティクス制御の関連性が指摘され始

めている。LSD1 の酵素活性には、エネ

ルギー通貨の一つ FAD が補酵素として

必要であることから、血球分化における
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FAD の量的変動を含むエネルギー代謝

の変化と、LSD1 複合体によるヒストン

脱メチル化を中心とするエピジェネティ

クス制御に関連性があるとの仮説を想起

した（図１）。 

 

 

 

 

 

 

図１ LSD1 活性とエネルギー代謝 

 

２．研究の目的 

本研究では、血球分化過程において、複

数あると予想される LSD1 の機能を特定

し、その作用機序とともに、補酵素であ

る FAD の量的変動との関連性を明らか

にすることを目的にする。戦略としては、

モデル動物であるゼブラフィッシュの遺

伝学を活用する。 

 具体的には、まず、LSD1 突然変異系

統を造血異常を詳細に解析し、その作用

機序を分化段階毎に明らかにする。次に、

ゼブラフィッシュ胚発生における FAD

量の変動を測定し、さらに、FAD 合成酵

素である Flad1 遺伝子の突然変異系統を

作製し、その表現型を調べ、LSD1 変異

系統の種々表現型との異同を調べる。 

 

３．研究成果 

（1）胚型造血における LSD1 の機能及び
作用機序解明 

造血には胚型（胎児型）造血と成体型造

血がある。胚型造血は、血球-血管内皮共

通前駆細胞（ヘマンジオブラスト）から

赤血球及びマクロファージが分化する造

血で、魚類であるゼブラフィッシュにお

いても存在する。 

 LSD1 突然変異胚では、血球分化の進

行が遅延し、結果的にヘマンジオブラス

トが増加していた。我々は、この原因が

血管内皮前駆細胞形成のマスター因子

Etv2 の発現亢進によることを見出し、胚

型造血の血球分化進行には Etv2 の発現

抑制が重要で、この抑制を LSD1 が Etv2

遺伝子のヒストン脱メチル化を介して行

うことを明らかにした（図２）。 

 

 

 

 

 

図２ 胚型造血における Lsd1 機能 
 

このことは、LSD1 突然変異胚の胚型造

血異常が Etv2 突然変異系統との二重変

異で表現型回復することからも実証され

た。 

 

（2）成体型造血における LSD1 の機能及
び作用機序解明 

LSD1突然変異系統は成体型造血にも異

常を示した。成体型造血は、造血幹細胞

から免疫細胞を含む、全ての血球に分化

する造血で、哺乳類では動脈-生殖-中腎領

域（AGM）で造血幹細胞の前駆細胞が発

生し、胎性肝、骨髄と移動しながら成熟

した造血幹細胞になると考えられている。

魚類においても、AGMに相当する背側動

脈領域で前駆細胞が発生し、尾部造血組

織（CHT）、腎臓と分化しながら移動する。 

 LSD1突然変異系統では、造血幹細胞が

減少し、その結果、赤血球も免疫細胞も

分化異常を示した。マーカー解析の結果、

前駆細胞の段階で造血幹細胞分化が留ま

っている可能性が示唆された。近年、造

血幹細胞はヘモジェニック・エンドテリ

ウムという血管内皮細胞から発生するこ

とが明らかとなったことから、我々は、

胚型造血との類似性からEtv2の関与を疑
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い、LSD1;Etv2二重変異系統の解析を行

った。結果は、成体型造血異常はEtv2量

を減少させても表現型回復はできず、胚

型造血とは異なる機構が存在すると予想

された（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

図３ 成体型造血における Lsd1 機能 
 
 

（3）Flad1 突然変異系統の作製と解析 

ゼブラフィッシュ受精卵と5日齢胚を比

較すると、全身のFAD量が50倍と激増す

ることが、本領域研究班員の中尾・日野

との共同研究により明らかとなった。こ

の結果は、FAD量の増加が胚発生に何ら

かの影響を与えることを示唆する。 

 そこで、FAD合成に必須の酵素Flad1

の突然変異体をTilling法を用いて作製し、

その発生異常を観察したが、意外なこと

に、Flad1突然変異胚は明快な造血異常を

示さなかった。この結果は、ミトコンド

リア系のエネルギー代謝と造血発生の間

には、大きな関連性がない可能性を推測

させる。一方、Flad1突然変異胚では、内

胚葉系臓器の発生異常が観察された。興

味深いことに、LSD1突然変異胚でも肝

臓・膵臓・鰾の発生異常が観察され、内

胚葉系臓器の発生には、FAD量とLSD1

活性の双方が必要である可能性が示唆さ

れた。エネルギー代謝の中軸を担うこう

した臓器の発生と、FAD-LSD1軸のエピ

ジェネティクス制御の関係は興味深く、

新しい研究の方向性と期待する。 

 

 

（4）Keap1-Nrf2 システムによるペント
ースリン酸経路制御の進化的保存 

Keap1-Nrf2 システムは、転写因子 Nrf2

とその制御因子 Keap1 から成り立つス

トレス応答機構であり、酸化ストレスや

親電子生物質に対する主要な生体防御機

構として知られている。本領域研究班員

の本橋らは、Keap1-Nrf2 システムはペ

ントースリン酸経路の酵素群の遺伝子発

現を正に制御し、がん細胞の増殖異常に

も寄与するという興味深い発見を 2012

年に報告した。 

 我々は、マイクロアレイ解析を行い

Nrf2 標的遺伝子の網羅的探索をしたと

ころ、ゼブラフィッシュにおいても Nrf2

がペントースリン酸経路の酵素遺伝子を

標的とすることを見出した。このことは、

魚類においても、Keap1-Nrf2 システム

が、がん細胞における代謝リプログラミ

ングを制御する可能性を示唆する。この

可能性検証のために、がん細胞の Nrf2

過剰状態を再現する、Keap1 遺伝子破壊

ゼブラフィッシュを CRISPR-Cas9 法で

作製した。哺乳類と異なり、魚類には

Keap1a と Keap1b の二種類の Keap1 遺

伝子が存在する。生後まもなく致死とな

る Keap1 遺伝子破壊マウスは成体での

解析が厳しいが、ゼブラフィッシュでは

成体でのがん化研究ができる可能性があ

る。Nrf2 突然変異系統も系統済で、

Keap1遺伝子破壊体が成体で生存可能で

あれば、多重変異系統の解析によりがん

化と Nrf2 の関連性を遺伝学的に検証で

きると期待している。 
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研究課題名：代謝シグナルによる視床下部 NAD 依存性脱アセチル化酵素 SIRT1 の 

制御機構の解明 

Elucidation of the mechanisms regulating hypothalamic  

NAD+-dependent deacetylase SIRT1by metabolic signals. 

 

研究期間：2012〜2013 

課題番号：24116505 

研究代表者 佐々木努（群馬大学 生体調節研究所 准教授） 

 

【交付決定額（分配額）】         （金額単位：円） 

  直接経費 間接経費 合計 

2012 年度  3,600,000 1,080,000 4,680,000 

2013 年度  3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 

研究成果の概要：加齢は肥満の危険因子だが、NAD+依存性タンパク脱アセチル化酵

素 Sirt1 は、加齢に伴い視床下部弓状核で減少する。そこで、本研究では、視床下部

弓状核で Sirt1 が減少するメカニズムの解明と、同部位での Sirt1 増量が加齢性の肥満

を抑制するか検討した。まず、Sirt1 の減少に寄与するユビキチン E3 リガーゼ候補を

３つ同定した（未発表データ）。また、視床下部弓状核での Sirt1 過剰発現マウスを作

成・解析し、Sirt1 はレプチン感受性を改善し加齢に伴う体重増加を抑制することを明

らかにした。 

 

１．研究の背景 

加齢は肥満の危険因子だが、NAD+依存性

タンパク脱アセチル化酵素 Sirt1 は、加

齢に伴い視床下部弓状核で減少する。研

究代表者は、視床下部 Sirt1 と肥満・エ

ネルギーバランスに関する研究を通して、

Sirt1 が視床下部特異的に絶食時にユビ

キチン化され減少すること、摂食による

視床下部 Sirt1 タンパクの増加が食事性

肥満マウスで認められないこと、過食モ

デルマウスの視床下部内側基底部での

Sirt1 強制発現は過食と体重増加を抑制

すること、そして視床下部 Sirt1 は摂食

とエネルギー消費の両方を制御すること

を 明 ら か に し た （ Sasaki T et al., 

Endocrinology, 2010）。しかし、全身エ

ネルギーバランスを反映する代謝シグナ

ルによる視床下部 Sirt1 制御機構と、肥

満におけるその制御破綻の機序は未解明

であった。 

２．研究の目的 

そこで、本研究では、(1) 視床下部弓状

核で Sirt1 が減少するメカニズムの解明

と、(2) 上記の機序を明らかにした後に、

同部での Sirt1 増量の治療的意義を検討

するために、視床下部弓状核での Sirt1

増量が加齢性の肥満を抑制するかを検討

した。 

３．研究成果 

（１）視床下部弓状核で Sirt1 が減少 
   するメカニズムの解明 

①SIRT1タンパクに結合しうるユビキチ

ン E3 リガーゼの結合スクリーニングを

行った。リコンビナント SIRT1 タンパク

と、酵素認識部位と活性部位が一体型の

ユビキチン E3 リガーゼ（224 個の RING

型もしくは U box 型の E3）のリコンビ

ナントタンパク同士の結合スクリーニン

グをαスクリーン法を用いて行い、4 つ

の陽性反応を得た。 
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②そのうち 3 つで発現ベクターを作成し、

培養細胞で強制発現させ、細胞内での

SIRT1 との複合体形成を確認した。 

③これらの E3 リガーゼの機能的意義は

現在も解析中である。 

 

（２）視床下部での Sirt1 増量は、 
   加齢性の肥満を抑制するか？ 

①Cre リコンビナーゼ依存性に Sirt1 を

過剰発現できる遺伝子組換えマウス

（Rosa26-Sirt1 マウス）を作成した。 

②視床下部弓状核によるエネルギーバラ

ンス制御に重要なPOMCもしくはAgRP

ニューロンで特異的に Sirt1 を過剰発現

させたマウスを作成・解析した。その結

果、これらのマウスではレプチン感受性

が亢進し加齢に伴う体重増加が抑制され

た。しかし、体重増加抑制のメカニズム

は 2 種類のマウスで異なり、POMC ニュ

ーロンでの SIRT1 過剰発現はエネルギ

ー消費量の増加、AgRP ニューロンでの

SIRT1過剰発現は摂食量の減少によるも

のであった。 

③食事性肥満は視床下部弓状核の Sirt1

タンパクの過剰発現と視床下部 NAD+量

が減少させ、視床下部 Sirt1 過剰発現に

よる抗肥満効果を消失させることが分か

った。 

④上記の遺伝子組換えマウスでも食事性

肥満により同等の SIRT1 タンパク量の

減少を認めたため、食事性肥満の誘導時

に動くなんらかの代謝シグナルが、翻訳

後修飾依存性に視床下部の SIRT1 タン

パクの減少を引き起こしていることが示

唆された。 

 

４．主な発表論文等 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究
者には下線） 
 
〔論文-英文総説含む〕（計 2 件） 

① Sasaki T* Age-associated weight gain, 
leptin, and SIRT1: a possible role for 
hypothalamic SIRT1 in the prevention 
of weight gain and aging through 
modulation of leptin sensitivity. Front 
Endocrinol (Lausanne), 6:109 
(2015)査読有 

② Sasaki T*, Kikuchi O, Shimpuku M, 
Susanti VY, Yokota-Hashimoto H, 
Taguchi R, Shibusawa N, Sato T, Tang 
L, Amano K, Kitazumi T, Kuroko M, 
Fujita Y, Maruyama J, Lee YS, 
Kobayashi M, Nakagawa T, Minokoshi 
Y, Harada A, Yamada M, Kitamura T.* 
Hypothalamic Sirt1 prevents 
age-associated weight gain by improving 
leptin sensitivity in mice. Diabetologia, 
57(4):819-31 (2014)査読有 

 

〔学会発表等〕（研究代表者の招待講演）

（計 5 件） 

① 佐々木努、中枢神経系の SIRT1 によ
る体重調節、日本薬学会第 136 年会、
平成 28年 3 月 28 日、パシフィコ横浜、
神奈川県横浜市 

② 佐々木努、中枢神経系の SIRT1 による
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④ 佐々木努、北村忠弘 視床下部弓状核
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⑤ 佐々木努、視床下部 Sirt1 とエネルギ
ーバランス、日本内分泌学会第 31 回内
分泌代謝学サマーセミナー、平成 25 年
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研究課題名：転写因子 p53 のタンパクコードと細胞内代謝エネルギー制御機構 

Regulatory network of intracellular energy and metabolism by 

protein code of transcriptional factor p53 

 

研究期間：2012〜2013 
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【交付決定額（分配額）】             （金額単位：円） 

  直接経費 間接経費 合計 

2012 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

2013 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 

研究成果の概要：糖尿病が発癌リスクを高める一方、p53 遺伝的多型が生活習慣病や老

化に関与する事実が報告され、両者を結ぶ共通の分子機序が注目されている。ゲノムワ

イド解析から p53 依存的代謝調節因子を多く同定したが、中でもグルタミン代謝に関与

する Phosphate Activated Glutaminase (GLS2)を見出した。p53-GLS2 経路の解析ではグル

タチオンを介した p53 依存的抗酸化作用とαケトグルタル酸を介した好気的エネルギ

ー産生機構が示された。さらに乳がんのがん幹細胞性を制御する転写ネットワークとし

て、 転写因子 p53 及び GATA3 の複合体解析により、Akt シグナルによる転写/代謝制

御スイッチを明らかにした。 

 

１．研究の背景 

糖尿病や肥満などの内分泌代謝性疾患に

おいて、細胞や生体レベルでの代謝環境

が膵β細胞や脂肪細胞、血管内皮や平滑

筋でのエピジェネティック変化を引き起

こしゲノムに刷り込まれるという「代謝

のリプログラミング仮説」が提唱されて

いる。そして、細胞は内外界からの刺激

や代謝環境変化に応答して、核内の種々

の転写因子がシグナルを受け、エピジェ

ネティックスとそれに連動した代謝関連

遺伝子発現制御を通じて、細胞内代謝経

路を流動的にシフトさせ、恒常性維持や

新たな代謝バランスへと移行する。その

際、基質や代謝産物がアロステリックに

作用したり、転写因子複合体やクロマチ

ンに作用することで転写環境形成に機能

することが明らかにされつつある。従っ

て、Cell Metabolism 調節と生命素子に

よる転写因子制御のクロストーク機構は、

いわゆる疾患エピジェネティクスを引き

起こし、がんや細胞老化、糖尿病や肥満

などの生活習慣病の分子病態と深く関わ

っている。そのような背景の中、研究代

表者は、p53 によるクロマチン制御機能

を独創的な手法を用いて解析したきたが

(Cell. 2007)、p53 が癌幹細胞を制御し

ている事実からも、これらの制御機構に

はある程度共通の分子基盤を共有する可

能性が推定されている。実際に、ChIP ア

ッセイとプロテオミクスを組み合わせた

手法を応用し、p53 クロマチン複合体に
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含まれる機能的分子を同定する方法を開

発 し 、 human Cellular Apoptosis 

Susceptibility protein (hCAS/CSE1L)

の同定とそのクロマチン制御の役割と

p53 転写調節機構について明らかにした

(Cell, 2007)。興味深いことに、この分

子はクロマチンにカップリングし、ヒス

トンのメチル化(tri-MetK27-H3)を介し

てヘテロクロマチンの伸長を阻害するこ

とで遺伝子の転写を調節していることが

わかった。そこで、本提案では「転写因

子 p53 エネルギー代謝調節機構の解明」

を目指して、これまでの知見とシステム

を基に、「エピゲノム・トランスクリプト

ーム解析」「メタボロミクス」を融合させ

て、p53 依存的代謝調節分子の探索的解

析とその代謝作用機序の検証によるメカ

ニズム解明、転写因子複合体ネットワー

クを明らかにして、クロマチン機能調

節・エピジェネティクス制御解析を通じ

て、それらの本質的分子メカニズムにア

プローチした。 

 

２．研究の目的 

転写因子 p53 と Cell Metabolism 制御と

いう新たな視点から、脂肪細胞や血管内

皮での代謝環境応答によるエピジェネテ

ィクス制御における p53 転写因子複合体

解析と細胞内代謝調節を司る新たな p53

下流遺伝子の探索を通じて、糖尿病内分

泌・代謝性疾患におけるエピジェティク

スの統合的の理解を目的に、新たな細胞

治療の可能性にアプローチし、癌と生活

習慣病や幹細胞におけるエピジェネティ

ック治療創薬や新たな治療ターゲットの

創薬基盤の開発につなげることを目的と

した。 

 

３．研究成果 

(1) p53依存的代謝調節経路の探索 

次世代型シークエンサーを用いた

ChIP-seqとトランスクリプトーム解析に

よる細胞内代謝を制御する新規 p53 下流

遺伝子の同定による新たな生理的役割の

探索・代謝環境応答時の p53 依存的

epigenetics 解析を行った。 

p53 標的遺伝子として、核酸代謝に関わ

る酵素に高い相同性を持つ DPYSL4、ポリ

アミン代謝関連の SAT1 など 20 種類以上

の遺伝子を同定した(図 2)。 

その中で、グルタミン代謝に関与する

Phosphate Activated Glutaminase 

(GLS2)に注目した。GLS2 は主にミトコン

ドリアに局在しグルタミンを加水分解し

グルタミン酸を供給する酵素だが、種々

の細胞において p53 がその転写誘導を引

き起こし、グルタミン代謝を調節してい

ることが確認された。メタボローム解析

や生化学的手法による p53-GLS2 経路の

機能解析から、還元型グルタチオン産生

を介した通じた ROS 調節を通じて p53 依

存的抗酸化作用を発揮していた。Warburg

効果に関連して、グルタミン酸からαケ

トグルタル酸を介して TCA 回路に作用し、
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好気的回路を経て ATP 産生と酸素消費量

を正に司る仕組みが明らかとなった。さ

らに、ミトコンドリアスーパーコンプレ

ックスアッセイ解析から、GLS2 の抗酸化

作用や好気的エネルギー産生作用には、

酵素反応を担うGlutaminase core domain

と共に、C 末端を介したミトコンドリア

複合体への会合が重要であるといった詳

細なメカニズムが明らかとなった。 マウ

ス肥満モデルにおいて、高脂肪食負荷マ

ウスの脂肪や脂肪肝、NASH 肝において

GLS2 は有意に増加していた。ところが興

味深いことに NASH から HCC になると、逆

に GLS2 遺伝子の発現は低下することが

明らかとなった。これらの一連の結果か

ら、 

細胞レベルでのミトコンドリア機能制御

能と肥満や腫瘍形成の動物モデル解析か

ら、癌と生活習慣病を結ぶ分子機構に関

与している可能性が示唆された。これら

の知見や遺伝子群は、クロマチン制御と

メタボリックストレス応答、細胞内代謝

調節の接点で作用する機能的分子である

ことを示している。従って、糖尿病や肥

満モデルにおける解析を更に押し進める

ことにより、新たな分子病態の解明と新

しいタイプの治療薬開発に結びつくこと

が期待される。 

 

(2) 代謝調節と転写複合体制御 

研究を進展させる中で、乳がんモデルに

おいて、がん抑制遺伝子 p53 と転写因子

GATA3 が転写ネットワークを形成して、

がん幹細胞性と代謝を制御していること

が明らかとなった。そこで、p53 転写複

合体システムを GATA3 複合体の生化学的

な解析に発展・応用させ、LC-MS/MS によ

り新規の会合分子の同定と GATA3 の新規

翻訳後修飾の検出、それらの機能解析を

おこなった。具体的には、Th2 細胞クロ

ーンであるD10G4.1細胞にFlag-tagを付

加した GATA3 を発現させ、抗 Flag 抗体お

よ び 抗 GATA3 抗 体 を 用 い た

Tandem-affinity 精製を行った。その結

果、コントロールと比較して GATA3 特異

的な数多くのバンドを検出した。その中

には抑制性複合体として知られている

NuRD複合体の構成分子であるChd4, p66a, 

Mat1, Mta2 及び Mbd3 が含まれていた。

この結果は、Chd4 が GATA3 の機能である

Th2 サイトカイン遺伝子座のクロマチン

リモデリングの誘導と Th1 細胞分化の抑

制の両方に関わっていることを示唆して

いた。さらに、GATA3 の翻訳後修飾解析

では、実に多くの新規リン酸化やアセチ

ル化、メチル化部位を発見した。GATA3

の特徴的なドメイン構造として、C 末端

側に 2 つの Zinc-finger motif を有する

ことが挙げられる。今回、これらの

zinc-finger motif のリンカー部位に新

規のリン酸化が認められ、リン酸化を

mimic する変異体解析から、GATA3 の

transcriptional activating complex と

repressive complex の複合体組み替えが

リン酸化スイッチによって引き起される

可能性を見出した。リン酸化を mimic す

る 変 異 体 解 析 か ら 、 GATA3 の

transcriptional activating complex と

repressive complex の複合体組み替えが

リン酸化スイッチによって引き起される

可能性を見出した。そこで、これらの上

流 シ グ ナ ル の 探 索 を in vitro の

In-gel-assay 法を改良して実施した。具

体的には、GATA3 免疫複合体を試験管内

で、放射ラベルした ATP とリコンビナン

ト GATA3 タンパクと反応させたところ、

複合体にGATA3-リン酸化キナーゼが含ま

れていることが判明した。そこで、

SDS-PAGE gel を作製する行程において、
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基質としてのリコンビナント GATA3 を加

えた。複合体を SDS-PAGE 展開後に脱 SDS

化処理を行い、In-gel リン酸化反応を実

施した結果、約 50kDa の GATA3-リン酸化

活性能を有する分子の同定に成功した。

LC-MS/MSから Aktであることが明らかと

なった(Nature Commun. 2016)。細胞レベ

ルと vitro のキナーゼアッセイにおいて、

Akt が GATA3 の zinc finger 間のリンカ

ー領域に存在するリン酸化クラスター

(Ser308/Thr315/Ser316)の責任酵素のひ

とつであることを確認した。 
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  直接経費 間接経費 合計 
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研究成果の概要：環境からの刺激がゲノム上に化学修飾として記憶されるエピゲノ

ムの解明は生活習慣病の発症解明に重要である。脂肪組織は環境からの刺激に動的に

リモデリングし、恒常性の維持に重要な役割を果たす。本研究では、翻訳後修飾・プ

ロテオーム、ChIP シークエンス、3C、メタボローム解析を統合し、脂肪細胞における

環境刺激とエピゲノム変化を解析した。その結果、(i) 環境変化に応答する際のヒスト

ンメチル化酵素の役割、そして、 (ii) 環境変化に対する初期応答にはエピゲノム修飾

酵素の翻訳後修飾が鍵となることを明らかとした。 

 

１．研究の背景 

糖尿病や動脈硬化などの生活習慣病の発症

に、脂肪細胞の生理的機能の破綻が原因で

あるメカニズムが注目されており、脂肪細

胞の分化と機能の制御メカニズムの解明は

重要な課題となってきている。脂肪細胞は

環境に応じて動的にリモデリングし、個体

の恒常性の維持に寄与する。栄養過多の時

には過形成・肥大化し脂肪として蓄える一

方、寒冷環境下ではミトコンドリアに富ん

だ熱産生細胞が増加し褐色化してくる。そ

れでは細胞はどのようにして細胞外の栄養

環境を感知し、これに応答するのか。この

応答のメカニズムにエピゲノムの関与が明

らかにされつつある。 

エピゲノム酵素は、環境をシグナリングや

栄養と代謝物を通して感知し、記憶として

定着させると考えられる。エピゲノムはヒ

ストンのアセチル化、メチル化などによっ

て修飾される。この修飾酵素は、代謝物を

補酵素、基質とすることから代謝状態が大

きくエピゲノムの状態を制御すると考えら

れる。しかし、栄養や寒冷などの環境に、

エピゲノム酵素はどのように応答してエピ

ゲノムを変化させ代謝の環境に適応してい

くのかよくわかっていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、脂肪細胞をモデルに、細胞外

環境がエピゲノムに及ぼす影響を解析する。

細胞培養のグルコース刺激やカテコールア

ミン刺激に伴い変化する細胞内の代謝物が
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エピゲノムを調節するか、代謝のコファク

ターである Sアデノシルメチオニン（SAM）、

αケトグルタル酸（KG）などがどう影響

を受けるか、ヒストン脱メチル化酵素がど

のように変化し、メチル化酵素と代謝の間

のリンクを解析する。 

 

３．研究成果 

エピゲノム修飾酵素に対する高機能性モ

ノクローナル抗体作製、翻訳後修飾・プロ

テオーム解析、ChIP シークエンス、3C (ク

ロマチン高次構造変化解析) 法といった要

素技術を確立し、メタボローム解析（慶応

大学曽我教授との協同研究）をこれに加え、

脂肪細胞・個体レベルでのエピゲノム解析

を行い、下記の成果をあげた。 

(i) 環境変化に応答する際のヒストンメ

チル化酵素（SETDB1）の役割解明 (Mol Cell 

2015)  

脂肪細胞の分化は高グルコース、cAMP

誘導剤、インスリンによって誘導される。

分化に伴うエピゲノム変化をチップシーケ

ンス法によって網羅的に解析したところ、

分化の鍵となる転写因子に特徴的なヒスト

ン修飾を見出した。そしてヒストンメチル

化酵素 SETDB1 が前駆脂肪細胞において、

Cebpa, Pparg 遺伝子の転写因子開始点を挟

みヘテロクロマチンｰユークロマチン境界

を形成し、この H3K4/H3K9me3 ビバレント

クロマチンと命名された新規なクロマチン

ドメインが遺伝子発現を抑制すること解明

した (Molecular Cell 2015) 。未分化状態で

は SETDB1 によりこのエピゲノム情報が維

持されているが、分化誘導刺激による

SETDB1 の発現が低下するとエピゲノム情

報が書き換えられ、このクロマチンドメイ

ンはユークロマチンへと変化し、遺伝子発

現が誘導され、その結果、前駆脂肪細胞が

脂肪細胞へと分化した。 

 

 

 

 

 

H3K4/H3K9me3 ビバレントクロマチン 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mol Cell のカバー Matsumura Y, Sakai j et al, Mol Cell, 2015 

アリス（RNA Pol2）は 4 のカード（H3K4me3）のもとで走り RNA を

伸展させ、脂肪細胞に必要な転写を促進する。K4 のもとで

H3K9（カードの９）をみるとここでとどまってしまい、前駆脂肪細

胞の状態にとどまる。 

 

 

Inagaki T, Sakai j Kajimura S 

Nature Reviews Molecular Cell Biology 2016 のレビュ-より新

規ビバレントクロマチンのイラスト。 

 

(ii) 環境変化に

対する初期応答

にはエピゲノム

修飾酵素の翻訳

後修飾が鍵とな

る (Nat Commun 2015)  

私たちヒトや哺乳動物は、急激な環境の

変化に瞬時に応答し生命を守るしくみがあ

る。からだが寒冷という危険な状態にさら

されると、中枢でこれを感知し、交感神経

からはノルアドレナリンというホルモンが

分泌されて、熱産生を専門に行う褐色脂肪

組織ですみやかに熱が産生され、低体温に

なることを防ぐ。急速に外界の温度が低下

したとき、これを感知し、交感神経の活性

化から熱を産するためには数分の速さで対

応できるしくみが必要である。これまで
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我々は、DNA が巻き付いているヒストンタ

ンパク質のメチル基を除く働きのある

JMJD1A タンパク質を欠損したマウスは

低体温に陥ることを突き止めていたが、そ

のしくみの詳細は明らかではなかった。 

我々は本研究において、JMJD1A という核

内タンパク質が寒冷刺激にともない交感神

経刺激を介してリン酸化されることで、「遺

伝子の高次構造を変化させる複数のタンパ

ク質群」が熱産生遺伝子 DNA に結合し、「長

距離 DNA ルーピング」と呼ばれる遺伝子

DNA の高次構造変化を起こすことによっ

て、熱産生遺伝子の発現を活性化させるこ

とを明らかにした。寒冷刺激によって β ア

ドレナリン受容体―細胞内シグナリングを

経て、cAMP 依存性キナーゼ (A キナー

ゼ：PKA) が活性化し、MJD1A は 265 番目

のセリンでリン酸化翻訳後修飾を受けた。

リン酸化 JMJD1A は DNA 結合の核内受容

体 PPARγ と ク ロ マチ ン 再 構 成因 子

SWI/SNF とタンパク質複合体を形成し、複

合体中の核内受容体によって標的遺伝子に

局在し (標的特異性の決定)、遠隔のエンハ

ンサー領域をクロマチンルーピングによっ

てプロモーターに近接させ、急速な転写誘

導を促すというシーケンシャルな機構を解

明した (Nat Commun 2015)。このエピゲノ

ム修飾酵素の翻訳後修飾を介した数時間の

急性応答は、エピゲノム情報が書換えられ

るための重要な鍵となることが示唆された。 

(iii) これらの内容の一部は Nature Reviews 

Molecular Cell Biology 2016 で紹介した。 
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研究課題名：非アルコール性脂肪性肝炎におけるエネルギー代謝と転写環境の 
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  直接経費 間接経費 合計 
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2013 年度 3,800,000 1,140,000 4,940,000 

 

研究成果の概要：非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）は近年患者数が増加している代

謝性疾患であり、脂肪肝から肝炎、肝線維化、肝癌に進行しうる。本研究では NASH

発症における Oncostatin M (OSM)の役割を中心に、代謝制御やメチル化、細胞間相互作

用の視点から、NASH の発症機序を解明することを目的とした。OSM 受容体 KO マウ

スや OSM 発現マウスを利用した in vivo 及び in vitro の解析を行い、高脂肪食負荷や

NASH モデルにおいて、OSM はマクロファージに作用して M2 様活性化に寄与し、耐

糖能や炎症、線維化に関わることを明らかにした。 

 

１．研究の背景 

近年、代謝性疾患の一環として非アルコ

ール性脂肪肝性疾患（NAFLD）が大きな

問題となってきている。その重症型であ

る非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）

は脂肪肝から慢性肝炎を発症し、やがて

肝線維化、肝硬変を経て肝癌へと進行し

うる。肝臓での脂肪蓄積を背景とした炎

症反応の長期化と、それに伴う肝星細胞

の活性化による細胞外基質の過剰産生が

肝線維化・肝硬変へと進行させる原因と

なっているが、その発症機構は不明であ

った。サイトカインの異常分泌によるネ

ットワークの破綻や ROS の関与が示唆

されているが、細胞レベルでの解析は進

んでおらず、NASH 発症とメチル化等の

関連についても、ほとんど解析されてい

ない。我々はこれまでに IL-6 ファミリー

に属するサイトカインであるオンコスタ

チンM (OSM)の多様な臓器に対する作用

について研究を行ってきた(Rev Physiol 

Biochem Pharmacol 2003)。OSM 受容体 

(OSMR) KO マウスは造血系に異常を示

すのみならず(Blood 2003)、急性肝障害モ

デルにおいては著しい肝再生不良と肝炎

の増悪化が認められた (Hepatology 2004)。

また、OSM が脂肪細胞分化を強く抑制す

ることも報告している(JBC 2006)。このよ

うに、OSM はエネルギー代謝に関わる肝

臓、脂肪細胞だけでなく、炎症に関わる

血液細胞にも作用することから、NASH

発症に関与することが予想された。実際、

OSMR KO マウスは NASH の背景となる

肥満や耐糖能障害おいて異常が見られて

いたため、NASH 発症における OSM シグ

ナルに着目し、研究を進めた。 

 

２．研究の目的 

NASH は肝臓における代謝異常から、肝

炎、肝線維化、肝硬変へと進行する疾患
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である。このような代謝性疾患の研究に

は全身のエネルギーバランスを考慮した

個体レベルでの解析のみならず、病因と

なる臓器を構成する細胞レベルでの解析

が重要であると考えられる。本研究では、

NASH 発症における代謝と転写の制御に

関わる因子として OSM に着目し、細胞

レベルでの解析を中心として、NASH 発

症の分子メカニズムを明らかにすること

を目的とした。特に、代謝異常からの耐

糖能障害や肝炎の発症、その後の肝線維

化への進行における OSM の作用を細胞

間相互作用という視点から解明すること

を目指した。 

 
３．研究成果 
（1）OSMシグナルと脂肪肝、耐糖能障害、
メチル化との関連 

① OSMR KO マウスは高脂肪食投与によ

り著しい肥満と NAFLD 様の症状を呈し

た。このマウスは高インスリン血漿を呈

し、ITT, GTT によりインスリン抵抗性で

あることが明らかとなった。その発症機

序として、脂肪組織マクロファージに対

する OSM の作用を明らかにした。すな

わち、野生型マウスでは、高脂肪食負荷

により脂肪組織での OSM の産生が上昇

し、脂肪組織のマクロファージに作用す

ると、抗炎症性の M2 様マクロファージ

が誘導されるのに対して、OSMR KO マ

ウスでは炎症性の M1 マクロファージが

優位となり、炎症性サイトカインの亢進

によりインスリン抵抗性を引き起こされ

ることが明らかとなった。 

② OSMR KO マウスにコリン欠乏食を投

与すると、著しい脂肪肝を呈した後に、

線維化が進行して NASH 様の症状を示し

た。コリンはベタインを介し、メチオニ

ンの供給源となりうる栄養素であること

から、NASH 発症には S-アデノシルメチ

オニン（SAM）やメチル化が関与する可

能性が考えられた。そこで、OSM シグナ

ルが肝臓での SAM 産生やメチル化に及

ぼす影響を調べるために、コリン欠乏食

投与後の野生型マウスと OSMR KO マウ

スのメチオニンアデノシルトランスフェ

ラーゼ（Mat）の発現を比較した。その結

果、KO マウスでは、Mat2a は野生型と同

程度であったが、Mat1a は低下が認めら

れた。さらに、フォスファチジルエタノ

ールアミン-N-メチルトランスフェラー

ゼ（PEMT）の有為な低下も認められた。

PEMT は PE をメチル化することで PC を

生合成する酵素であり、PC は肝細胞内の

中性脂肪を VLDL として末梢に送るのに

必要とされる。よって、OSMR KO マウ

スでは、メチル化の低下を介して肝細胞

ないに中性脂肪が蓄積し、著しい脂肪肝

に至った可能性が示唆された。 

 

（2）肝線維化における OSM の作用と細
胞間相互作用  

①高脂肪食投与による肥満や耐糖能障害、

インスリン抵抗性における OSM の作用

は、脂肪組織での OSM の発現上昇によ

るマクロファージの M2 活性化を介した

作用であったことから、NAFLD 時には

OSM の血中濃度が上昇し、肝臓において

も何らかの作用を及ぼす可能性が予想さ

れた。そこで、NASH の病態進行過程で

重要となる肝線維化に着目し、OSM の作

用を検討した。まず、Hydrodynamic Tail 

Vein injection 法（HTVi 法）を用いて野生

型マウスの正常肝臓で OSM を発現させ

ると、それだけで著しい肝線維化に進行

した。さらに、OSM KO マウスに慢性肝

炎モデルを施すと、肝線維化の有為な軽

減が認められた。以上の結果から、

NAFLD 時に発現上昇する OSM は肝線維

化へ移行するためのリスクファクターで

あることが示唆された。 
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② OSM による肝線維化誘導機構をさら

に詳細に明らかにするために、肝臓を構

成する細胞群をセルソーターを用いて分

離し、in vitro 共培養系を構築して、OSM

の作用の検討を行った。その結果、OSM

は肝線維化の責任細胞である肝星細胞に

直接作用し、コラーゲンの分解を抑制す

る Timp-1 遺伝子の発現を強く誘導した

が、コラーゲン遺伝子自体の発現は誘導

しなかった。一方、肝マクロファージと

肝星細胞との共培養系では OSM 刺激に

より肝星細胞のコラーゲン発現が誘導さ

れた。OSM は肝マクロファージに作用す

ると TGFβ の転写を亢進させ、間接的に

肝星細胞を活性化させることで肝線維化

に寄与していることが示唆された。 
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【交付決定額（分配額）】           （金額単位：円） 

  直接経費 間接経費 合計 

2012 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

2013 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 
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研究成果の概要：がんの増殖と転移には腫瘍微小環境が重要な役割を果たす。本研究は、

腫瘍微小環境の変化が転写と代謝に与える影響を in vitro 及び in vivo で解析し、がん

の悪性化や治療抵抗性などを引き起こす「転写・代謝システム」を明らかにすることを

目的として研究を行った。我々は低酸素・低栄養下の癌細胞がエネルギー産生を解糖系

ではなく脂質分解系に依存することをスーパーコンピュータのシミュレーション解析

から見出した。さらに細胞リン脂質合成経路の中間代謝物であるエタノールアミンリン

酸が低栄養のがん細胞で蓄積し粗悪微小環境でのがん細胞の生存・悪性化に寄与してい

ることが示唆された。本研究から低酸素・低栄養に抵抗性ながん細胞に特異的な「転写・

代謝システム」を標的とした新規癌制御法の開発と、現存する化学療法との併用に相乗

効果が期待できる標的分子の探索など治療への応用が期待できる。 

 

１．研究の背景 

がんの悪性化には腫瘍微小環境が重要な

役割を果たす。研究代表者は、低酸素・

低栄養などの腫瘍微小環境がエピゲノム

変化を介してがんの悪性化を促進するこ

とを報告してきた (Cancer Sci. 2009, 

Science Trnas Med. 2010, BCJ 2011, 

Cell Death Dis. 2011, PNAS 2011, 

Nature Commun. 2012, Cancer Res. 

2013, Cell cycle 2013, Cell Reports 

2013, Oncogene 2014, Cell Reports in 

press)。 

 一方、低酸素・低栄養などの腫瘍微小

環境ががんの転写・代謝にどのような影

響があるか未だ不明な点が多い。 

 研究代表者らのこれまでの研究から、

低酸素・低栄養などの腫瘍微小環境に適

応するがん細胞は悪性化することが示さ

れ（図１）、エピゲノム修飾の書き換え、

クロマチン構造、転写環境や代謝経路を

制御することにより、がんの悪性化や治

療抵抗性につながることが示唆される。

このように腫瘍微小環境に起因する転写

環境の構築とエネルギー代謝を制御する

ことが新規のがん治療法につながること

が期待できる。 
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 図１ 低酸素・低栄養の腫瘍微小環境に
よる転写・代謝機構の解明 

 

２．研究の目的 

がんの増殖と転移には腫瘍微小環境が重要

な役割を果たす（Osawa et al., Cancer Sci. 

2009, BCJ 2011, Cell Death & Dis. 2011, 

PNAS 2011）。本研究は研究代表者がこれ

までに見出した低酸素・低栄養など癌の悪

性化や治療抵抗性をもたらす腫瘍微小環境

をシステムとしてとらえ、エピゲノム、ト

ランスクリプトームおよびメタボロームと

いう各階層のネットワークを統合する①新

しい数理ネットワークモデルを構築し、こ

のシステム的統合解析によって得られた癌

微小環境適応経路の重要性を in vitro のみ

ならず、in vivo における分子生物学的手法

で検証し、癌の悪性化や治療抵抗性などを

起こす腫瘍微小環境の②マルチオミクス統

合理解に基づく新規がん治療標的の探索と

治療法の開発に繋がる研究を目的とした。

本研究において、計画研究班（深水研、中

尾研）や公募研究班（酒井先生、松本先生、

石濱先生、鈴木先生）との綿密な研究連携

を行い設定目標達成のための研究をスムー

ズに推進することができた。 

 具体的には、 

① メタボローム解析に関する新しい数理

モデル（COMICS）を島村徹平先生と共

同で構築し、測定不能な代謝物や流速

を予測することが可能になりつつある。 

② ①のオミクス統合解析技術により新し

く腫瘍微小環境で蓄積する機能未知で

あった生理活性代謝物（エタノールア

ミンリン酸など）を幾つか同定し、そ

の代謝経路、発現上昇酵素、エピゲノ

ム修飾酵素の同定や腫瘍の悪性化の解

明および治療への応用につながる研究

ができた。 

 
３．研究成果 

本研究は、低酸素・低栄養など腫瘍微小環

境におけるシステムの鍵となるエピゲノム、

転写、代謝のオミクス統合解析から新しい

癌の制御法の開発など治療への応用のため

の基盤となる研究を目指した。 

主な研究成果として、 

① 低酸素・低栄養という腫瘍微小環境に

おいて、エピゲノム修飾因子（JMJD1A）

が血管新生や治療抵抗性などがんの悪

性化を促進することを発見し（Osawa 

et al., Cancer Res. 2013）, 低酸素・低

栄養で悪性化した癌細胞を標的にする

ことが新しいがん治療法になることを

提唱した(Osawa and Shibuya, Cell Cycle 

2013, 図 2)。 

 

 図２ 低酸素・低栄養のがん細胞のエピ
ゲノム修飾因子とがん悪性化の関連性 
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② メタボローム解析に関する新しい数理

モデル（COMICS）を島村徹平先生と共

同で構築し、測定不能な代謝物や流速

を予測することが可能になりつつある。 

③ このオミクス統合解析技術により腫瘍

微小環境で蓄積する機能未知であった

生理活性代謝物（エタノールアミンリ

ン酸など）を同定し、そのメカニズム

として代謝経路（脂質分解経路、ケネ

ディー経路）、発現上昇酵素(エタノー

ルアミンキナーゼなど)、エピゲノム修

飾酵素（JHDM1D）の関与の解明および

治療への応用につながる研究ができた。 

 さらに本研究より見出したがんの

「飢餓シグナル」を誘導するがん代謝

物は、肝臓の栄養の蓄積を低下させる

ことを発見した。この生理活性代謝物

を利用して生活習慣病などの疾患の特

効薬へ応用できる可能性を見出した

（図 3）。 

 

 

 

図３ 低酸素・低栄養のがん細胞における
エピゲノム修飾因子とがん悪性化の関与 
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研究成果の概要：骨格筋タンパク質の分解を全身性に抑制したモデルとして、骨格筋特

異的にグルココルチコイドレセプター(GR)を欠損させた GRmKO マウスを作出し、その表

現型を解析した。その結果、エネルギー代謝異常を含めた様々な要因による骨格筋量調

節異常の発症機序とグルココルチコイド-骨格筋 GR 軸の関わりが明らかとなった。さら

に、骨格筋 GR を介したタンパク質異化の結果生じるアミノ酸、とくにアラニンが、肝

臓、脂肪組織における遺伝子発現調節を制御し、システミックなエネルギーフローの調

節において重要な役割を果たしていることが明らかとなった。 

 

１．研究の背景 

 エネルギー代謝などの細胞機能の調節

には、細胞内外の多彩なシグナルによる

遺伝子転写制御が関わっている。これら

シグナルは、栄養素やその代謝物などの

低分子化合物、ホルモン、サイトカイン

などの分泌性シグナル伝達分子、あるい

は神経系における電気信号を介するシグ

ナルのほか、より原始的ともいえる物理

刺激、すなわち温度や張力（メカニカル

ストレス）など、きわめて多岐にわたる。

細胞が随時これら多種多様なシグナルを

受容して情報を統合し、遺伝子発現調節

を介して適切に応答する分子機構の全貌

は明らかでない。また、とくに高等生物

においては、ある末梢組織におけるシグ

ナル応答の内容が、異なる末梢組織に伝

達されることは、個体としての協調的な

環境適応、究極的には生存に必須である

と考えられるが、かかる組織間連携の分

子機構に関する理解はきわめて限定的で

ある。 

 副腎皮質ホルモンであるグルココルチ

コイド(GC)は、エネルギー代謝調節をは

じめ、多くの組織においてきわめて多彩

な作用を発現し、生体のストレス応答、

恒常性維持、そして生存に必須である。

また、GCは臨床医学の広範な領域におい

て、現在も欠くことのできない治療薬と

しての位置を占めている。しかし、現在

までの膨大な研究によってもその作用機

構の全貌は不明であり、GC 生理作用の本

質的理解や、多臓器において多岐にわた

る副作用の根本的解決にはほど遠い。 
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 核内レセプターのひとつであるグルコ

コルチコイドレセプター(GR)は、ほぼす

べての組織に発現している。GR はリガン

ド依存性転写因子として多くの遺伝子発

現を多彩な様式で制御することにより、

各組織における多様な GC 作用の共通の

プラットフォームとして機能する。しか

し、実際に GR による組織特異的遺伝子発

現調節機構を掘り下げた研究は少なく、

とくに特定の組織における GR 機能が全

身の生体システムにおいて果たしている

役割を解析する必要性が高まっている。 

 研究代表者らは、骨格筋 GR は転写因子

Krüppel-like factor 15 (KLF15) 、

Forkhead box O (FoxO)1, 3、の発現を誘

導するとともに、これら下流転写因子と

協調して GR 転写カスケードを形成し、多

彩な標的遺伝子の転写を一括して制御す

ることを示した。これら標的遺伝子群の

機能は、(1)ユビキチンプロテアソーム系

(E3 ユビキチンリガーゼ atrogin-1, 

MuRF1)、(2)オートファジー系 (LC3, 

Bnip3)、(3)アミノ酸分解系酵素 (BCAT2)、

(4) mammalian target of rapamycin 

complex 1 (mTORC1)阻害によるタンパク

質翻訳抑制系 (REDD1, BCAT2)であった。

すなわち、かかる骨格筋 GR 転写カスケー

ドは、筋細胞内の代謝をタンパク質合成

によるエネルギー貯蔵（同化）優位から、

タンパク質分解によるエネルギー供給

（異化）優位にスイッチするといえる（図

1）。 

 

図１ 骨格筋におけるグルココルチコイ

ドによるタンパク質分解経路 

 骨格筋は運動機能のみならず、脂肪組

織、肝臓とならぶエネルギー貯蔵庫とし

ての機能を持つ。骨格筋代謝状態変化が

及ぼす影響は、骨格筋組織内の生理作用

に留まらず、全身エネルギー代謝におけ

るこれら組織間の機能的相互連関の分子

機構を担っている可能性がある。 

 

２．研究の目的 

 本研究は以上の成果を踏まえ、骨格筋

代謝制御における GC の作用機構と生理

的な意義を、GRを介した遺伝子発現制御

機構の解析を基軸として究明するととも

に、骨格筋組織と他のエネルギー貯蔵組

織（脂肪組織、肝臓）との間における代

謝調節の連携機構を解明することを目的

とした。 

 

３．研究成果 

 骨格筋特異的に GR を欠損させた

（GRmKO）マウスを、骨格筋タンパク質の

分解を全身性に抑制するモデルと捉え、

GRmKO マウスを用いて，エネルギー代謝

における骨格筋タンパク質代謝と脂肪組

織脂質代謝の関連を明らかにすることを

試み、以下の結果を得た。野生型マウス

と比して GRmKO マウスでは骨格筋量が増

加する一方、脂肪組織量は脂質分解関連

遺伝子の発現増加により著明に減少して

いた。血中のアラニンなどのアミノ酸濃

度は減少し、脂肪酸やケトン体、脂肪分

解作用を有するホルモン Fibroblast 

growth factor 21（FGF21）の濃度が増加

していた。マウス初代培養肝細胞の培地

中アラニン濃度を低下させると、FGF21

プロモーター上への転写因子 ATF4 のリ

クルートメント、また FGF21 mRNA 発現が

増加した。動物個体でも、絶食による肝

臓 FGF21 発現の誘導と血漿 FGF21 濃度の
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上昇は、GRmKO マウスで亢進していた。

以上のことから、肝臓がアラニンシグナ

ルを FGF21 シグナルに変換し、骨格筋と

脂肪組織の遺伝子発現と代謝の制御をつ

なぐ役割を担うことがわかった。すなわ

ち、GRmKO マウスの体組成は、骨格筋

(Muscle)- 肝 臓 (Liver)- 脂 肪 組 織

(Adipose)連携（MLA 軸）を介して「タン

パク質利用と脂質利用のバランス制御機

構」が変容し、エネルギー代謝系を脂質

利用優位にトランスフォームさせた結果

と考えられる。以上の結果などから、骨

格筋はタンパク質分解に由来する血中ア

ラニンにより、肝臓の FGF21 発現量を調

節し、脂肪組織からの脂質動員量を規定

していると結論づけた（図 2）。 

図２ エネルギー貯蔵分子の選択的動員

機構モデル 
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研究成果の概要：ヒストンのアセチル化・脱アセチル化は、Acetyl-CoA や NAD といっ

た細胞内の代謝産物が必要であり、これら代謝産物がヒストンアセチル化制御に重要な

役割を果たしていると考えられる。本研究課題では、低栄養状態に伴ったグローバルな

ヒストン脱アセチル化に着目し、それらと Acetyl-CoA/NAD 代謝との関連を明らかする

ことを目標とした。その結果、低栄養条件下でのグローバルなヒストン脱アセチル化に

関与するのは、Sirtuin よりもむしろ HDAC であることを見出した。また、グローバル

脱アセチル化を阻害した後、再びグルコース含有培地に変更した際の、再増殖に障害が

あることが解った。このことから、グローバルな脱アセチル化は、低栄養状態での環境

適応のためであると考えられた。 

 

１．研究の背景 

ヒストンリジン残基のアセチル化は、転

写促進の hallmark であり、逆に脱アセ

チル化は転写抑制を意味する。これらヒ

ス ト ン の ア セ チ ル 化 は Histone 

acetyltransferase(HAT)により触媒され、

ドナーとして Acetyl-CoA が利用される。

また、脱アセチル化反応は Histone 

deacetylase(HDAC)により媒介され、そ

のうちClassⅢ HDACであるSirtuinは、

その脱アセチル化反応に NAD を基質と

して必要とする。近年多くの研究により、

Sirtuinの酵素活性がNAD濃度により制

御されていることが示されている。また、

Thompson らのグループは、グルコース

由来のクエン酸から、ATP Citrate Lyase

（ACL）により産生された Acetyl-CoA

がヒストンアセチル化のドナーとして重

要であることを報告している（Wellen 

et.al.Science,324:1076- 1080,2009）。こ

のように、ヒストンのアセチル化はドナ

ーやレシピエントである、Acety-CoA や

NAD といった細胞内の代謝産物がその

制御に重要な役割を果たしていると考え

られている。しかしながら Acetyl-CoA 

や NAD は、細胞内での主要な代謝産物

であり、様々な代謝経路で制御されてい

ることから、これら代謝産物が実際にど

のような状況でヒストンアセチル化の制

御に積極的に関わっているかということ

に関しては、未だ良く解っていないのが

現状である。研究代表者は、グルコース

除去もしくは飢餓状態といった、栄養ス

トレス下での細胞内タンパク質のアセチ

ル化の変化を、抗アセチル化リジン抗体

を用いて調べていた際に、このような低

栄養条件下ではヒストンのグローバルな

脱アセチル化が誘導されることを見いだ
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した。また飢餓だけでなく Hypoxia もし

くは Anoxia でも同様な現象が観察され

たことから、こういった低栄養条件では、

細 胞 が 防 御 機 能 の 一 つ と し て 、

Acetyl-CoA や NAD 等の代謝産物を介

してヒストンをグローバルに脱アセチル

化し、代謝産物→転写の逆向きシグナル

によって様々な遺伝子発現をシャットダ

ウンすることで、生存のための戦略とし

ているのではないかとの仮説を立てた。

本研究課題では、この仮説を検証すべく、

低栄養状態に伴ったグローバルなヒスト

ン脱アセチル化のメカニズムの解明を目

指すとともに、グローバルなヒストン脱

アセチル化の生物学的意義の解明を目指

していく。 

 

２．研究の目的 

本研究計画では、低栄養状態におけるヒ

ストンのグローバルな脱アセチル化の制

御機構について、そのメカニズムを明ら

かにし、代謝産物による転写の「逆向き」

制御機構の生物学的意義について明らか

にする。 

 

①低栄養状態におけるヒストンのグロー

バルな脱アセチル化の制御機構解明 

低栄養状態におけるヒストンのグローバ

ルな脱アセチル化の分子メカニズムを解

明するべく、NAD/Acetyl-CoA を供給する

代謝経路のうち、どのような代謝経路が

ヒストンのグローバルな脱アセチル化に

関与しているのか、代謝産物、遺伝子、

タンパク質、酵素活性の各レベルから解

析し、ヒストンのグローバルな脱アセチ

ル化の制御機構について全貌解明を目指

す。 

 

②低栄養状態におけるヒストンのグロー

バル脱アセチル化の転写へのインパクト 

グローバルなヒストン脱アセチル化の生

物学的な意義の解明を目指し、果たして

どのような遺伝子群の転写が影響を受け

ているのか明らかにするため、低栄養条

件と通常状態での遺伝子発現を比較し、

影響を受ける遺伝子群を同定し、その生

物学的意義を解明する。 

 
３．研究成果 

まず、栄養状態の変化に伴って、グロー

バルなヒストン修飾の変化が起こるか調

べた。Hela 細胞を低栄養培地である、通

常の DMEM 培地（4.5g/l Glucose）、グル

コース除去 DMEM 培地、飢餓培地(HBSS)

にて培養し、タンパク質のアセチル化状

態の変化を、抗アセチルリジン抗体にて

確認した。すると、低栄養状態ではヒス

トンのグローバルな脱アセチル化が見ら

れた（Fig.1A）。さらにどのヒストンリジ

ン残基が、脱アセチル化を受けているの

か、H3K9、H3K14、H3K27 のアセチル化抗

体を用いて調べたところ、すべてにおい

てグローバルな脱アセチル化が見られた

（Fig.1B）。同様な現象は NIH3T3 細胞で

も見られた。さらに、低栄養培地で 24 時

間培養後、再び通常の DMEM 培地（4.5g/l 

Glucose）にて培養し、アセチル化が回復

するか調べた（Fig.2A）。すると、H3K9、

H3K14、H3K27 のいずれのリジン残基にお

いても、アセチル化状態はほぼ回復した

（Fig.2B）。興味深いことに、転写状態の

Hallmark となる H3K9 は、低栄養培地か

ら通常培地への変更で、むしろ hyper ア

セチル化されることが解った（Fig.2C）。

つまり、一種のリバウンドのようなこと

が起こっていると考えられる。そこで、

グローバルな脱アセチル化の様子をtime 

course を取り調べてみたところ、脱アセ

チル化は約 12-24 時間の間に起こってい
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ることが解った（Fig.3B）。そこで、細胞

の増殖・viability と、グローバルな脱

アセチル化との関連を探るため、グルコ

ース除去後の viability を CTB assay(ミ

トコンドリア他代謝活性を指標として細

胞生存率を見るアッセイ)を用いて調べ

た。すると、Figure3Aに見られるように、

グルコース除去後約 3 時間で viability

は急速に下がり始め、約 12 時間でプラト

ーになり、その後 24 時間まではほぼ一定

であった。しかしながら、位相差顕微鏡

でこれら細胞を観察した限りでは、特に

形態的に変化はなく、明らかな死細胞は

見られなかった（Fig.3B）。このことから、

これら CTB assay での急激な viability

の低下は、細胞死よりもむしろ、代謝の

急激な低下を示唆しているものと考えら

れた。 

 

一般に、ヒストンの脱アセチル化は HDAC

もしくは Sirtuin などのヒストン脱アセ

チル化酵素により媒介されているが、低

栄養状態でのグローバル脱アセチル化に

は、どの脱アセチル化酵素が重要か、こ

れらに特異的な阻害剤を用いて調べた。

すると、Class I、II HDAC 阻害剤である、

Tricostatin A（TSA）や Sodium butyrate

（SB）では低栄養状態でのグローバル脱

アセチル化が著明に阻害されたが、Class 

III HDAC である Sirtuin の阻害剤では、

ヒストンの脱アセチル化には全く影響が

なかった(Fig 4A,B)。これらの結果から、

低栄養に伴ったグローバルな脱アセチル

化の最下流での実行役はClass I、II HDAC

であると推察された。さらに、グルコー

ス除去下で培養した細胞を HDAC 阻害剤

で処理し、グローバル脱アセチル化を阻

害した後、再びグルコース含有培地に変

更した際の viability を調べたところ、

再増殖に障害があることが解った

(Fig.4C)。このことから、グローバルな

脱アセチル化は、低栄養状態での環境適

応のためであると考えられた。 

 

次に、グローバルな脱アセチル化が実際

どのような遺伝子の転写に影響を及ぼし

ているのか、DNA マイクロアレイを用い

て検討した。すると、通常培地での培養
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と比較し、グルコース除去条件下では、2

倍以上の遺伝子発現があったものは1139

個、逆に 0.5 倍以下に発現が下がったも

のが、827 個であった。つまり、予想に

反し、多くの遺伝子発現には大きな変化

はなく、むしろ上昇した遺伝子数は，減

少した遺伝子数より多かった。ヒストン

の脱アセチル化は転写抑制のマークであ

り、今回との結果とは一致しない結果と

なったが、今後、変化した遺伝子の内容

を詳しく調べるとともに、アセチル化ヒ

ストン抗体を用いた、ChIP-Sequence を

行うなどして、更に検討していきたい。 

 
４．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究
者には下線） 
 
〔論文-英文総説含む〕（計 3 件） 
① Hikosaka K, Ikutani M, Shito M, 

Kazuma K, Gulshan M, Nagai Y, 
Takatsu K, Konno H, Tobe K, Kanno H, 
Nakagawa T. Deficiency of 
Nicotinamide Mononucleotide 
Adenylyltransferase 3 (Nmnat3) Causes 
Hemolytic Anemia by Altering the 
Glycolytic Flow in Mature Erythrocytes. 
J Biol Chem. 289(21): 14796-14811. 
(2014) 査読有 

② Nakagawa T, Guarente L, SnapShot: 
Sirtuins, NAD and Aging. Cell Metab. 
20(1): 192. (2014) 査読有 

③ Sasaki T, Kikuchi O, Shimpuku M, 
Susanti VY, Yokota-Hashimoto H, 
Taguchi R, Shibusawa N, Sato T, Tang L, 
Amano K, Kitazumi T, Kuroko M, Fujita 
Y, Maruyama J, Lee YS, Kobayashi M, 
Nakagawa T, Minokoshi Y, Harada A, 
Yamada M, Kitamura T. Hypothalamic 
SIRT1 prevents age-associated weight 
gain by improving leptin sensitivity in 
mice. Diabetologia. 57(4): 819-831. 
(2014) 査読有 

 

〔学会発表等〕（研究代表者の招待講演）

（計 3 件） 

① 中川崇、がん細胞代謝〜その治療標的
としての可能性〜．第 62 回富山県耳
鼻咽喉科臨床研究会．平成 24 年 12 月
6 日、富山 

② 中川崇、NAD 代謝を標的とした創薬に

向けて、フォーラム富山「創薬」第 38
回研究会『アカデミアから創薬に向け
て』、 平成 25年 10 月 2日、富山 

③ 中川崇、メタボロミクスを用いた NAD
代謝の疾患生物学、2014 京都心臓代謝
研究会、平成 26年 2月 7 日、京都 

 
〔研究成果による産業財産権の出願・取
得状況〕 
・該当なし 
 
〔その他〕ホームページ等 
研究室ホームページ 
http://www.med.u-toyama.ac.jp/metabo
lism/ 
 
５．研究組織 
（1）研究代表者 

中川崇（NAKAGAWA, Takashi） 

富山大学・ 

先端ライフサイエンス拠点・特命助教 

研究者番号：40610374 

 
 



114 

 

研究課題名：ノンコーディング RNA による脂質代謝調節を担う転写因子間の 

クロストーク 

脂質代謝を起点としたマイクロ RNA、転写因子、 

エピゲノムの相互作用の解明 

 

研究期間：2012〜2013、2014〜2015 

課題番号：24116512、26116716 

研究代表者 尾野 亘（京都大学 大学院医学研究科 准教授） 

連携研究者 佐藤史顕（京都大学 大学院医学研究科 准教授） 

 

【交付決定額（分配額）】             （金額単位：円） 

  直接経費 間接経費 合計 

2012 年度 3,800,000 1,140,000 4,940,000 
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研究成果の概要：コレステロール代謝制御を司る転写因子である SREBP-2 遺伝子のイ

ントロン16にはmicroRNA(miR)-33aが存在し、脂肪酸代謝の主要な転写因子のSREBP-1

遺伝子のイントロン 16 には miR-33b がある。これまでの検討により、SREBP-2 と

SSREBP-1 の間には miR-33a を介する制御機構があることが明らかとなった。また、こ

れらの転写因子は脂質代謝と密接に関与することから、進化における飢餓を生き延びる

ための倹約遺伝子としての働きや、生活習慣病を基盤とする病態形成に大きな働きを持

ってきた可能性があり、今回の検討において各種疾患での機能が明らかとなった。 

 

１．研究の背景 

ヒトのゲノムの中にタンパク質を作る遺

伝子が占める領域は数％に過ぎず、多く

の領域には機能が無いと考えられていた。

しかし近年、哺乳類のゲノムの約半分の

領域は RNA に転写され、それらの多くは

タンパク質を作らないノンコーディング

RNA（non-codingRNA; ncRNA）であると

報告された。これらの機能のほとんどは

まだ不明のため、ncRNA は現在のライフ

サイエンスのなかで非常に活気のある研

究領域となっている。 

 マイクロ RNA( microRNA; miRNA; miR)

はおもに 20～24 塩基長の短鎖 RNA であ

り、ncRNA の一種である。miRNA はメ

ッセンジャーRNA（mRNA）の主に 3’非

翻訳領域に結合し、翻訳の阻害や mRNA

の不安定化によってその遺伝子の発現を

転写後に調節するという形で、遺伝子発

現の「ファインチューナー」の役割を果

たしている。 

我々はこれまでに代謝性疾患を中心とし

た miRNA の働きについて詳細に検討し、

論文報告を行ってきた。 

miR-33a は、コレステロール合成の主要

な 転 写 因 子 で あ る Sterol regulatory 

element-binding protein 2 (SREBP-2)遺伝

子のイントロン 16 にある。我々は、

miR-33a 欠損マウスを作成し、マクロフ

ァージおよび肝臓において miR-33a の標

的遺伝子である ATP-binding cassette 

transporter A1 (ABCA1)の蛋白発現が上昇

することを示した。また血中 HDL コレス

テロールがオスで 22% メスで 39% 増加
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することを見いだした（Proc Natl Acad 

Sci U S A. 2010）。 

一方、脂肪酸代謝の主要な転写因子の

SREBP-1 遺伝子のイントロン 16 には

miR-33b があるため、miR-33a および 33b

はそれらの宿主遺伝子である SREBP-2 と

SREBP-1 と共に相互作用を持ち、生体内の

恒常性維持に働いている可能性がある。 

 

２．研究の目的 

本研究では、miR-33a および miR-33b、さ

らにそれらの宿主遺伝子の SREBP-2、

SREBP-1 が制御する代謝システムの全貌

を解明することを目標とする。 

 

３．研究成果 

①miR-33a 欠損マウスは動脈硬化に抵抗

性である： 

miR-33 と Apoe ダブルノックアウトマウ

ス (miR-33
-/-

Apoe
-/-

) においては  HDL-C 

が上昇し、この血清はコレステロール引

き抜き能が miR-33
+/+

 Apoe
-/-マウスに比し

上昇していた。miR-33
-/- 

Apoe
-/-の腹腔内マ

クロファージにおいては ABCA1 、

ABCG1 発現とも上昇し、ApoA-I と

HDL-C によるコレステロール引き抜き

能が miR-33
+/+

 Apoe
-/-より上昇した。また、

遊離コレステロールによるアポトーシス

にも抵抗性であった。この結果、コレス

テロール含有食負荷 miR-33
-/-

 Apoe
-/-にお

いてはプラークのサイズ（図 1）と脂質

蓄積量、CD68 陽性細胞数、CD3 陽性細

胞数、VCAM-1 発現面積、iNOS 陽性面積

が低下した。（JAHA 2012） 

②miR-33a 欠損マウスは肥満と共に脂肪

肝を呈する： 

miR-33 欠損マウスは正常食においても

26 週齢を越えると肥満を呈する。また高

脂肪食を負荷すると、さらに肥満が亢進

し脂肪肝を呈する。このマウスの肝臓を

用いたマイクロアレイ解析においては脂

肪酸代謝系の遺伝子群が発現上昇してい

た。データベースによる検討では miR-33

の標的遺伝子に Srebf1 が存在した。まず、

培養細胞系において、Srebf1 が標的遺伝

子であることを確認した。さらに miR-33

欠損マウス Srebf1 ヘテロマウス

(miR-33
-/-

Srebf1
+/-

)においては SREBP-1

のレベルが miR-33
+/+

Srebf1
+/+と同等にな

り、miR-33
-/-

Srebf1
+/+で認められた肥満（脂

肪細胞の増大と炎症）と脂肪肝が改善し

た。miR-33 が欠損すると SREBP-1 が増

加し、脂肪酸合成の上昇と脂肪酸の脂肪

組織、肝臓への蓄積につながる。これは

SREBP-1 と SREBP-2 の間に miR-33 を介

する新たな制御機構が存在することを示

す(図 2)。(Nature Communications 2013) 

図 1 

図 2 



116 

 

③miR-33b ノックインマウスは低 HDL-C

を呈する： 

今回、miR-33 を２つ持つマウス（ヒト化マ

ウス）を作成した。イントロンの改変を行

ったが、特にスプライシングには異常がな

く、miR-33b の発現はそのホストの遺伝子

である Srebf1 とほぼ平行して上昇を認めた。

このマウス（KI
+/+）の血清脂質のプロファ

イルを検討したところ、図 3 のように

miR-33a欠損マウスとは反対にHDL-Cの減

少を認めた(Sci Rep. 2014)。 

④miR-33a 欠損マウスは圧負荷に対する

線維化が置きにくい： 

脂質代謝および動脈硬化の進展に重要な

miRNAであるmiR-33aの心不全の進行に

おける役割を検討した。まず病態への関

与を調べる目的で、拡張型心筋症患者の

心室での miR-33a 発現量を測定したとこ

ろ、心不全の重症な患者ほど低かった。

次に、miR-33 の役割を調べるために、

miR-33a 欠損（KO）マウスを用いて検討

したところ、圧負荷による心肥大は野生

型と同程度であったが、心室の線維化が

軽減されていた（図 4）。一方、線維化の

軽減にも関わらず、KO マウスの左室収

縮能は慢性期においてむしろ低下した。

これらの原因を探る目的で細胞実験を行

ったところ、miR-33aKO 線維芽細胞は増

殖能が低下しており、脂質ラフトの減少

を認めた。また、心臓線維芽細胞特異的

な miR-33a 欠損マウスでも線維化の軽減

を認めた。これらの結果より、miR-33 が

心臓の線維化、線維芽細胞における脂質

ラフト維持、細胞増殖能維持に関わって

いることが示された(Circ Res 2017)。 
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研究成果の概要：細胞内の Lys アセチル化ペプチドを配列不偏的に濃縮することが可能

な新規アセチル化ペプチド濃縮法を開発した。化学標識法と酵素処理を組み合わせ、内

在性のアセチル化修飾解析を行ったところ、存在量の極めて少ない修飾部位を同定する

ことに成功した。さらに脱アシル化酵素と組み合わせるせることにより、アセチル化以

外のリジン翻訳後修飾にも応用が可能であった。一方で、ヒトアセチル化修飾のストイ

キオメトリーは、ほとんどのものが 0.1%以下であることが明らかとなり、それに対応

した手法開発が今後も必要であることも明らかとなった。 

 

１．研究の背景 

近年の質量分析(MS)と特異的濃縮技術

の急速な進歩により、リン酸化修飾をは

じめとする翻訳後修飾(PTM)解析のプロ

テオーム規模での計測が可能になりつつ

ある。しかし化学的濃縮が可能なリン酸

化プロテオームを除き、多くの PTM プロ

テオーム解析の現状は、PTM 特異的抗体

による濃縮法の未熟さから試料の前分画

が必須で、多検体測定の妨げになったり、

濃縮できるペプチド配列に偏りがあるた

め大規模解析の障害になったりしており、

抗体を用いずに高い濃縮効率とペプチド

配列に対する不偏性を有する代替法の開

発が強く望まれている。 

 さて、Lys アセチル化はごく最近まで、

ヒストンに対する可逆的アセチル化を通

じて転写的にのみ機能制御に関わるとさ

れてきた。しかし数年前から、Lys アセ

チル化修飾はリン酸化修飾と同程度に広

範囲のタンパク質に対して認められ、多

くの細胞機能を広範囲に制御しているこ

とが報告され始めた。一部の脱アセチル

化酵素に対する阻害薬が抗癌活性を持っ

ていることもあり、創薬の観点からも細

胞内アセチロームプロテオームとそれを

制御している酵素群（Lys アセチル転移

酵素（KAT）および Lys 脱アセチル化酵
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素(KDAC)）に注目が集まっている。 

 

２．研究の目的 

細胞内の Lys アセチル化ペプチドを配

列不偏的に濃縮することが可能であり、

かつアセチル化の制御酵素（Lys アセチ

ル転移酵素（KAT）および Lys 脱アセチ

ル化酵素（KDAC））の情報を同時に入手

することが可能な新規アセチル化ペプチ

ド濃縮法を開発し、細胞内アセチル化プ

ロテオーム大規模相関解析を行うことを

目的とした。 

 

３．研究成果 

代表者は本領域の公募研究第一期

（H24-25）において、抗体を用いずに細

胞内アセチル化ペプチドを濃縮する

DAPE(DeAcetylated Peptide Enrichment 法

を開発した。DAPE 法では細胞抽出タン

パク試料のトリプシン消化ペプチドに対

し、全アミノ基をジメチルアミノ基に化

学変換した後、任意の KDAC で脱アセチ

ル化したペプチドをタグ化して濃縮する

というものである（図 1）。 

 

 

図 1  DAPE 法によるアセチル化ペプ
チド濃縮 

まず、疎水性タグを用いる濃縮法を最適

化し、細胞内の内在性のアセチル化サイ

ト同定を目的として、HeLa 細胞および大

腸菌を試料として検討を行った。大腸菌

については野生型および脱アセチル化酵

素 cobB 欠損型を用いた。その結果、存

在量の極めて少ない内在性アセチル化ペ

プチドを同定することに成功した（図2）。 

さらに脱アシル化酵素と組み合わせるせ

ることにより、アセチル化以外のリジン

翻訳後修飾へも応用を試みた。無水コハ

ク酸により化学的にスクシニル化修飾を

施した HeLa 細胞抽出タンパク質をトリ

プシン消化し、リジン脱スクシニル化酵

素として知られる SIRT5 基質ペプチドを

濃縮後、LC-MS/MS 測定した。図 3 に結

果を示す。 

 

図 2  E coli 内在性アセチル化サイト
の同定例：タグ化リジンペプチドの抽出
イオンクロマトグラム  

トリプシン消化

タンパク質抽出

アミノ基のジメチル標識
（安定同位体）

KDACによる
脱アセチル化

KDAC(-)

アミノ基のビオチン化

Heavy labelLight label

図1 DAPE法による
アセチル化ペプチド濃縮法

アミノ基のタグ化と濃縮 
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図 3  SIRT5 と化学的スクシニル化
HeLa タンパク質を用いた DAPE 法によ
るリジンスクシニル化修飾サイトの同定  
 

脱アセチル化酵素の基質特異性にも注目

し、化学的にアセチル化を施した E. coli 

(BW25113) 抽出タンパク質をトリプシ

ン、V8、キモトリプシンのいずれかで消

化し、SIRT１～３それぞれの基質ペプチ

ドをDAPE法を用いて濃縮後、LC-MS/MS

測定した（図 4）。その結果、ヒト脱アセ

チル化酵素 SIRT1,2,3 はそれぞれ異なっ

た基質特異性を示すことが示唆された。 

 

図 4  SIRT1, 2, 3 と化学的アセチル化
化E coliタンパク質を用いたDAPE法に
よるリジン脱アセチル化サイトの同定  

 

 

一方で、ヒトアセチル化修飾のストイキ

オメトリーはリン酸化とは違い、ほとん

どのものが 0.1%以下であることが明ら

かとなり、それに対応した手法開発が今

後も必要であることも明らかとなった。 
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研究課題名：心発生に必要な ATP 量を確保するための転写環境の解明 

転写環境の破綻によるATP量の変動が惹起する先天性心疾患発症機構の 

解明 

 

研究期間：2012〜2013、2014〜2015 

課題番号：24116514、26116718 

研究代表者 二村圭祐（大阪大学 大学院医学系研究科 准教授） 

 

【交付決定額（分配額）】             （金額単位：円） 

  直接経費 間接経費 合計 

2012 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

2013 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

2014 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

2015 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 

研究成果の概要：心臓発生において ATP 産生関連遺伝子を大量に発現させる転写環境

を解明し、転写環境の破綻による ATP 量の変動が心筋細胞の分化・増殖、心臓の形態

形成や拍動に与える影響を明らかにするとともに、その破綻による先天性心疾患の発症

機構を理解し、新たな治療法開発の基盤を確立することを目的とし研究を行った。本研

究成果より、発生期のマウス心臓におけるゲノムワイドなクロマチン修飾状況、転写制

御因子の結合領域、遺伝子発現を解明することができた。さらに、ヒストンメチル化酵

素 Whsc1 が ATP 産生関連遺伝子の発現制御を行うことを見出した。 

 

１．研究の背景 

心臓は胚発生において最初に発生する器

官であり発生初期から拍動を開始し死ぬ

まで拍動を続けるため、組織量あたり最

も ATP を生産し、かつ消費する。さらに、

心臓発生において１本の heart tube が

looping と呼ばれる複雑な形態形成運動

を行なうことで心臓の形が作られるため、

その運動のエネルギー源として ATP が

十分量あることが必須である。これまで

に多くの転写因子やエピジェネティック

因子の変異によって先天性心疾患が引き

起こされることがヒトや遺伝子改変マウ

スによって明らかにされてきたが、これ

らの因子の変異が先天性心疾患を引き起

こすメカニズムは全く不明である

（Nimura et al. J. Mol. Med. 2010 年、

二村圭祐 Annual Review 循環器 2011

年）。 

 転写因子やエピジェネティック因子の

変異による先天性心疾患の発症メカニズ

ムを明らかにするためには、心臓の形態

形成や拍動に欠かすことのできないエネ

ルギーの産生に関連する遺伝子の転写環

境を明らかにし、転写因子やエピジェネ

ティック因子の変異がこの転写環境に与

える影響を同定する必要がある。 

 

２．研究の目的 

形態形成運動や心臓の拍動のエネルギー

を生み出すための ATP 産生関連遺伝子

群がどのような転写環境によって発現調

節されているか明らかにし、先天性心疾

患の原因となる転写因子やエピジェネテ
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ィック因子の変異が ATP 産生に与える

影響を明らかにすることも目的に研究を

行った。 

 

３．研究成果 

1）ATP 産生を変動させる転写因子やエピ
ジェネティック因子のスクリーニング 

 先天性心疾患の原因となる転写因子や

エピジェネティック因子のノックダウン

もしくはノックアウトを行い、マウス胎

仔心筋細胞を回収し、ATP 量の計測を行

った。その結果、発生中の心筋細胞にお

いて ATP 産生を制御している因子を複

数同定することに成功した。中でもヒス

トンH3の36番目のリジンのメチル化を

行う Whsc1（別名 NSD2）を欠損したマ

ウス胎仔心筋細胞では ATP 産生が亢進

することがわかった。この結果から、ヒ

ストンメチル化を中心とするクロマチン

修飾と ATP 産生という代謝経路がクロ

ストークしている可能性が示唆された。 

 

2）ATP 産生を変動させる転写因子やエピ
ジェネティック因子の標的 ATP 産生関連
遺伝子群の同定 

ヒストンメチル化酵素 Whsc1 がマウス胎

仔心筋細胞において ATP 産生量を制御す

ることが示唆されたので、Whsc1 の標的

遺伝子の探索を行った。Whsc1 欠損マウ

ス胎仔心臓と野生型マウス胎仔心臓の網

羅機な遺伝子発現解析を次世代シークエ

ンサーによって行った。その結果、ATP

産生を行う解糖系や TCA 回路に関連する

遺伝子の発現が Whsc1 欠損によって変動

することが明らかになった。 

 次に、Whsc1 をこれらの遺伝子群にリ

クルートする因子を探索した。まず、

Whsc1 のクロマチン免疫沈降を行い、回

収した DNA を次世代シークエンサーで解

析した。得られたシークエンスデータを

解析し、Whsc1 が結合している領域を同

定した。この領域の塩基配列を解析した

結果、この領域には転写因子 Nrf2 が認識

し得るモチーフ配列が存在することがわ

かった。Whsc1 が Nrf2 と相互作用するか

免疫沈降法にて確認したところ、この 2

つのタンパク質は相互作用することがわ

かった。これらの結果から、Whsc1 は Nrf2

によって ATP 産生関連遺伝子にリクルー

トされていることが示唆された。 

 

3）ATP 産生関連遺伝子を高発現させるた
めのクロマチン構造の同定 

ATP 産生関連遺伝子を制御するためのク

ロマチン構造を明らかにするために、ま

ず、マウス胎仔心臓におけるゲノムワイ

ドなヒストン修飾状態の同定を次世代シ

ークエンサーによって行った。その結果、

Whsc1 が結合していることが認められた

遺伝子座において、ヒストン H3 の 36 番

目のリジンがトリメチル化されているこ

とが明らかになった。このメチル化は

Whsc1 の欠損によって減少した。酵母に

おいてヒストン H3 の 36 番目のリジンの

メチル化はヒストンのターンオーバーを

抑制することでアセチル化を低下させる

ことが知られている(Nature 2012 489 

452 )。しかし Whsc1 欠損マウス胎仔心臓

では、ヒストン H3 の 36 番目のリジンの

トリメチル化は低下するが、アセチル化

は亢進しなかった。 

 Whsc1 欠損によって発現の変動する遺

伝子座におけるRNAポリメラーゼIIのロ

ーディング量が Whsc1 欠損によって変化

するか検討した。その結果、Whsc1 欠損

によって発現が増加する遺伝子の転写開

始点近傍において、RNA ポリメラーゼ II

の量が顕著に増加することがわかった。

このことから、Whsc1 は RNA ポリメラー

ゼ II のローディング量を適切に制御し

ていることがわかった。以上の結果から、
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ヒストンメチル化酵素 Whsc1 が ATP 産生

を制御することが明らかになった。 

 また、これらシークエンシングデータ

の解析から Whsc1 の新規機能を発見し報

告した。さらに、これまでに知られてい

なかった新規の転写因子による転写終結

制御機構を明らかにし、報告した。 
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研究課題名：新規ＤＮＡメチル化形成にリンクしたメチル化消去機構に関する研究 

DNA demethylation linked to de novo DNA methylation.  

 

研究期間：2012〜2013 

課題番号：24116515 

研究代表者 田嶋正二（大阪大学 たんぱく質研究所 教授） 

 

【交付決定額（分配額）】               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2012 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

2013 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 

研究成果の概要： DNA メチル化修飾は、転写制御、特にその抑制に寄与しており、メ

チル化模様は胚発生初期、生殖細胞、終末分化時に書き換えられている。DNA の脱メチ

ル化は、その樹立と維持とともに、メチル化制御にとり重要なステップである。メチル

化されたシトシン塩基（5mC）のヒドロキシル化（5hmC）が脱メチル化の印となってい

ることが最近報告された。本研究では、メチル化された DNA の中からどのように特定の

メチル化部位が選びだされ、ヒドロキシル化されているのかを解析するとともに、5hmC

を一塩基レベルで解析する手法を開発した。 

 

１．研究の背景 

高等真核生物では、ゲノム DNA中の CpG

配列のシトシン塩基の 5 位の炭素がしば

しばメチル化修飾を受ける。ゲノムのメ

チル化模様は、長期間安定に遺伝情報の

発現を抑制する“エピジェネティック”

な印として、高等真核生物で広く利用さ

れている。DNA メチル化により組織特異

的な遺伝子の発現やレトロトランスポゾ

ンの発現抑制、また、哺乳類におけるゲ

ノムインプリンティング、雌の X 染色体

不活性化が制御されている。また、ゲノ

ム DNA のメチル化模様の異常は、癌など

の疾患の発症を引き起こすなど、DNA メ

チル化はあらゆる生命現象に深く関わっ

ている。 

DNA メチル化模様は発生の初期に de 

novo型の DNAメチルトランスフェラーゼ、

Dnmt3a と Dnmt3b により書き込まれ、そ

れ以降は複製に伴い、維持型 DNA メチル

トランスフェラーゼ、Dnm1 により次世代

の細胞に伝えられる。（図 1） 

 

図１ DNA のメチル化は初期胚と生殖
細胞で樹立され、その後複製期に細胞系
譜特異的に維持される。 

 

DNA メチル化模様は、生殖細胞でゲノ

ム全体が、また、細胞が分化するときに

は特定の遺伝子で脱メチル化される。こ

の能動的な脱メチル化 の機構について 

は長い間不明であったが、最近、メチル

シトシン（5mC）が酸素添加酵素、TET に

より酸化されたヒドロキシメチルシトシ

ン（5hmC）が脱メチル化の中間体である

ことが報告された。しかし、どのように

して標的のゲノム領域を認識して脱メチ
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ル化されているのかなど、詳しい機構に

ついては明らかになっていない。ゲノム

の脱メチル化機構を明らかにするために

は、5hmC のゲノム上の位置を解析する技

術が欠かせない。これまでに報告されて

いる方法にはいずれも難があり、簡便に

5hmC を解析する技術の開発は DNA メチ

ル化模様の制御を理解する上で必須であ

る。 

 

２．研究の目的 

本研究では、多くのメチル化されたDNA

の中からどのようにメチル化部位が選び

だされ、ヒドロキシル化されているのか

を明らかにする。これにより、未分化恒

常性と分化刺激による細胞内外のシグナ

ルにより、DNA メチル化模様がどのよう

に制御されているのかを解明することを

目指した。 

また、ゲノム中の 5hmC を一塩基レベル

で解析する技術は、生体内における脱メ

チル化機構とそれに果たす 5hmC の機能

を解析するうえで欠かせない技術であり、

安定で使いやすい技術を開発することは

急務である。ゲノムの 5hmC を一塩基レベ

ルの解像度で解析する技術を開発するこ

とを目指した。 

  

３．研究成果 

（１）選択的なヒドロキシル化部位 

胚性幹（ES）細胞では、新規メチル化

模様を形成する Dnmt3a と Dnmt3b が書き

込んだメチル化修飾（ヘミメチル化状態

にあると予想される）が選択的にヒドロ

キシル化されていることを明らかにした。

また、Dnmt1 はヘミヒドロキシメチル化

修飾を受けた DNA をほとんどメチル化で

きないこと、さらに、複製と共役した維

持メチル化に必須な因子である Uhrf1

（Np95）のヘミメチル化 DNA 結合領域は

ヒドロキシル化修飾を受けた DNA に結合

できないことを明らかにした。以上の結

果は Dnmt3a や Dnmt3b によってヒドロキ

シル化修飾を受けたゲノム領域は複製の

過程で受動的に脱メチル化されることを

示している。 

すなわち、ゲノムの新規にメチル化さ

れたシトシンは図 2 のように制御されて

いると考えられる。Dnmt1 は維持メチル

を時々入れそこなうことが知られている

が（A)、Dnmt3a と Dnmt3b は Dnmt1 が維

持できなかった脱メチル化部位にメチル

基を導入している。しかし、Dnmt3a と

Dnmt3b はそれ以外の「望ましくない」箇

所にも新たにメチル基を入れてしまう

（B)。望ましくない新規メチル化は TET

により検知され、ヒドロキシル化される

（C)。この 5hmC は複製時に Dnmt1-Uhrf1

によるフィルターにより排除される（D)。

De novo のメチル化活性とヒドロキシル

化活性の高い ES 細胞では高頻度でおき

た新規メチル化部位はすみやかにヒドロ

キシル化され、複製に依存した維持メチ

ル化系によってそのほとんどが消去され

ている。 

図 2 胚性幹細胞でのメチル化の書き込
みと消去 
 

 一方で、興味深いことに、5hmC は DNA

の損傷部位に選択的に集積していること

を明らかにした。5hmC は脱メチル化の中

間体というだけでなく、それ自身で DNA

修復などの生理的なプロセスに寄与して
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いる可能性が示唆された。 

（２）5hmC の一塩基レベルでの解析技術
の開発 

 （１）で述べたように、DNMT1 はヘミ

ヒドロキシメチルシトシンをほとんどメ

チル化できない。この DNMT1 の持つ性質

と、5hmC を一塩基レベルで解析するバイ

サルファイト法を組み合わせることで、

DNMT1を用いた5hmCのゲノム内での位置

を一塩基解像度で解析する技術を開発し

た。 

他法であるが、5hmC を化学的にホルミ

ルシトシン（5fC）に効率よく酸化するこ

とができれば、バイサルファイト法と組

合わせることにより、5hmC のゲノム内の

位置を一塩基レベルで特定することが可

能になる。5hmC を、温和な酸化試薬

Azadolを用いることにより安定に5fCに

変換する方法を開発して、5hmC のゲノム

内の位置を一塩基レベルで解析する技術

をさらにもう一つ開発した。 
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研究成果の概要：代謝変化が転写因子 HSF1 により制御されるプロテオスタシス容量と

密接に関連していることが分ってきた。本研究は、HSF1 が形成する転写複合体および

それによる転写調節機構を解明することで、代謝と転写環境の関連を明らかにすること

を目標とした。その結果、DNA、糖・脂質、そしてエネルギーの代謝と関連する因子群

が HSF1 転写複合体の構成因子として、HSF1 のクロマチンへの結合、それによる転写誘

導と減衰、ならびにプロテオスタシス容量を調節することを明らかにした。 

 

１．研究の背景 

熱ショック応答は、すべての生物に備わ

る細胞の適応機構であり、一群の熱ショ

ック蛋白質（HSP）の誘導を特徴とする。

この応答を転写のレベルで制御するのが

進化の過程で保存された熱ショック因子

（HSF）である。線虫を用いた研究から、

HSF が HSP 発現を介してプロテオスタシ

ス容量（タンパク質ミスフォールディン

グに対処できる能力）を調節し、老化や

老化と関連する病気の進行を抑制するこ

とが分っている。我々はこれまで、哺乳

動物細胞の HSF 群（HSF1、HSF2、HSF3、

HSF4）は、蛋白質フォールディングを助

ける HSP 及び分解関連因子を含む非 HSP

蛋白質の発現を介してプロテオスタシス

の維持に極めて重要な役割を担い、老化

や老化と関連する蛋白質ミスフォールド

病の進行を抑制することを示してきた

（EMBO J. 2004, 2010; Mol. Biol. Cell 

2010, 2011）。また、プロテオスタシス

は代謝ホメオスタシスと密接な関連があ

ることが、老化やがんの研究から分って

きた。実際に、HSF1 は単独で、あるいは

代謝ホメオスタシスを制御する転写因子

群と協調的に糖・脂質やエネルギー代謝

に関連する遺伝子の転写調節を行ってい

る。しかし、一方で、代謝調節因子や代

謝産物がHSF1により構築される転写環境

にどのように関与するかについては明ら

かにされていない。 

 

２．研究の目的 

本計画研究で我々は、ほとんど明らかに

されていない哺乳動物細胞の HSF1 転写

複合体調節に着目した。HSF1 転写複合体

による転写機構の全貌を明らかにするた

めに蛋白質相互作用ネットワーク解析を
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行い、HSF1 転写複合体の構成因子として

核酸代謝、糖・脂質やエネルギー代謝に

関連する分子群を同定した。これらの分

子群によるHSF1転写複合体形成と転写調

節機構を解明することで、代謝と転写環

境の関連を明らかにすることを目指した。 

 

３．研究成果 

（1）核酸代謝と熱ショック応答 

① DNA複製因子RPAによる HSF1のクロマ

チンへの結合 

ショウジョウバエ HSP70 遺伝子のプロモ

ーターは、非ストレス状態でも GAGA 因子

が結合することで隣接するクロマチンが

開き、RNA ポリメラーゼ II（Pol II）が

プリロードしている。このようなヌクレ

オソーム非存在領域のおかげで、熱スト

レスに曝されたときにHSF1が速やかにプ

ロモーターに結合し、HSP70 の転写が短時

間で急激に誘導される。しかし、高等動

物細胞には GAGA 因子は存在せず、クロマ

チン構造変化の分子機構についてはほと

んど明らかにされていなかった。一方、

マウス胎児線維芽細胞（MEF）の HSP70 プ

ロモーターにはあらかじめHSF1が結合し、

Pol II がプリロードされていた。我々は、

HSF1 と核酸代謝に関与する RPA 複合体が

ヒストンシャペロンであるFACTをリクル

ートすることで HSP70 プロモーターのク

ロマチンを開いてHSF1の結合を助けるこ

とを明らかにした（Mol. Cell 2012）。こ

の HSF1-RPA 複合体は、非ストレス条件下

での多くの遺伝子プロモーターに結合し、

それらの発現に必要であった。さらに

RPA1 は、HSF1 と同様に細胞の温熱耐性及

び蛋白質凝集体形成の抑制に必要である

ことも分かった。以上の結果は、HSF1 転

写複合体が DNA 複製因子を介してゲノム

DNA へ結合することを示した。 

 

② DNA 修復因子 PARP1 によ転写調節 

我々は、ポリ ADP リボシル化酵素である

PARP1 が HSF1 転写複合体の構成因子であ

り、熱ショック応答を調節することを見

いだした。驚いたことに、HSF1-PARP1 は

DNA 損傷時においても誘導性遺伝子発現

を促進する。さらにこの複合体が、二本

鎖 DNA 切断時の相同組換えおよび非相同

末端結合による修復も促進していた。こ

れらHSF1-PARP1の役割の遂行のためには、

あらかじめ HSF1 および PARP13 を介して

ゲノム上に局在していた PARP1 が、DNA

損傷によって転写される遺伝子および損

傷 DNA へ一過性に再分布することが必要

であった。つまり、DNA 代謝と関連する

PARP1 が遺伝子発現を制御する仕組みを

明らかにした（論文投稿中）。 

 

 
 図１ HSF1 による構成的発現制御 

 
（2）糖・脂質やエネルギー代謝と熱ショ
ック応答 

① 糖・脂質代謝と関連する HSF1 転写複

合体調節 

熱ストレスに曝された細胞では、糖・脂

質代謝の恒常性を担う転写因子 ATF1 が

HSP70 プロモーター上で HSF1 転写複合体

の構成因子となることを見いだした（Mol. 

Cell. Biol. 2015）。この HSF1-ATF1 複合

体は、クロマチン再構成複合体の構成因

子 BRG1 のリクルートを促すことで HSP70

の熱誘導を促進した。一方、熱ストレス

条や代謝シグナルを模倣するフォルスコ

リン処理によりATF1-Ser63のリン酸化が

亢進して p300/CBP が引き寄せられる。そ
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の結果、ストレスからの回復期に HSF1 が

アセチル化されてHSF1活性の減弱が促進

されることも分かった。HSF1-ATF1 複合体

は熱ストレス時や回復期の熱ストレス感

受性に大きな効果を示した。以上の結果

は、代謝変化が HSF1 転写複合体形成と熱

ストレス耐性に重要な役割を担うことを

示す。 

 

② エネルギー代謝と関連する HSF1 転写

複合体調節 

ストレスに曝された細胞では、核と細胞

質だけでなく、エネルギー産生の場であ

るミトコンドリアを含むすべての細胞小

器官のタンパク質変性が導かれる。熱シ

ョック応答は細胞内のプロテオスタシス

容量を調節する重要な仕組みの一つであ

るが、それがミトコンドリアからのシグ

ナルで調節されることは知られていなか

った。我々は、ミトコンドリア DNA の複

製と維持に関与する SSBP1 が、熱ストレ

スにより核へ移行し、HSF1 転写複合体の

構成因子となることを明らかにした（Nat. 

Commun. 2015）。SSBP1 は BRG1 のリク

ルートを促すことでミトコンドリアと細

胞質・核の熱ショックタンパク質の転写

を誘導し、ストレス条件下でのミトコン

ドリア機能の維持に寄与していた。 

 

 

 図２ HSF1 による誘導性発現制御 

 

 一連の結果は、DNA、糖・脂質、そして

エネルギーの代謝と関連する因子群が

HSF1 転写複合体を介してクロマチンへの

結合、転写誘導と減衰、ならびにプロテ

オスタシス容量を調節することを明らか

にした。 
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2013 年度 3,900,000 1,170,000 5,070,000 

2014 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 
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研究成果の概要：生命が恒常性を維持するために日々営まれている代謝を構成するネッ

トワークの動作原理理解のためには、様々な条件下での代謝ネットワークの動的挙動を

代謝酵素や代謝物の変動として追跡する必要がある。本研究では様々なプロテオミクス

の手法を開発・応用し、代謝とそれを取り巻く制御ネットワークの関係性を解き明かす

ことも目的とした。その結果、超超高感度なタンパク質絶対定量法やリン酸化ネットワ

ークの解析法を開発に成功し、これを用いてがんや老化などで見られる代謝ネットワー

クの変化とその意義を明らかにした。 

 

１．研究の背景 

生命の本質的な営みである『代謝』は、

千種類を超える多数の酵素によって触媒

される極めて複雑な生化学反応システム

である。細胞は自らが置かれた環境（栄

養状態や酸素濃度、さらには各種ホルモ

ン刺激など）を検知し、代謝状態をダイ

ナミックに変化させ適応する。近年、個々

の分子の詳細な解析から、シグナル伝達-

代謝酵素間、転写-代謝酵素間、さらには

代謝物-転写間などの関係性を示す発見

が次々となされ、代謝経路の周囲には予

想以上に複雑な制御ネットワークが存在

する可能性が示されてきたが、その全体

像は未だ多く謎に包まれている。 

このように極めて複雑な多階層にまたが

る分子ネットワークの理解のためには、

各階層に属する分子の量的・質的変化を

定量的にとらえるトランスオミクス解析

が必須である。しかしながら、実際の生

化学反応の担い手であるタンパク質に関

してはその解析法が極めて未成熟であり、

トランスオミクス解析を実施する上で大

きな足枷となっていた。このような背景

から、申請者はこれまでに様々な革新的

なタンパク質発現量解析技術である『情

報基盤定量法』（特許出願中：特願

2009-169045）や大規模リン酸化プロテオ

ーム解析法の開発を考案・開発してきた。 

 

２．研究の目的 

本研究では代謝とそれをとりまくシグナ

ル伝達あるいは転写との関連性を包括的

に理解するために、研究代表者が考案し

た定量プロテオミクスの原理を元に、代

謝酵素や各種タンパク質のリン酸化を正

格に定量解析を可能とする技術を構築し、

これらの手法を用いて様々な状況下での
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細胞内分子ネットワーク構成要素の変化

を追跡することで、代謝とそれを取り巻

く制御ネットワークの全体像を明らかと

することを目的とする（図１）。 

 
 
図１：トランスオミクス解析を用いた代
謝とその関連ネットワーク解析 
 

３．研究成果 

（１）代謝ネットワーク理解のためのプ
ロテオーム解析技術の構築 

① 次世代定量プロテオミクスプラット

フォームの構築 

 組換えタンパク質を網羅的に作製し、

これを用いて事前情報を取得することで

容易に任意のタンパク質の絶対定量法の

構築が可能な新規プラットフォームであ

る iMPAQT（ in vitro proteome assisted 

protein absolute quantification）法の構築に

成功した（図２）。本手法を用いて約 1000

種類の代謝酵素の絶対定量系を構築し、

様々な細胞に対して代謝酵素の発現量を

計測した。 

 

 
図２：iMAPQT 法の概要 

 

② リン酸化定量解析法の構築 

 リン酸化ペプチド濃縮技術と isobaric 

tag を用いた定量解析技術を組み合わせ

ることで大規模にリン酸化の変動をモニ

ターする技術を構築した。また、個々の

リン酸化に関してもターゲットプロテオ

ミクスによる定量が可能であることを確

認した。これをいくつかのシグナル伝達

系に応用し、シグナル伝達経路のネット

ワークの特性や動作原理に関する知見を

得ることに成功した。 

 

③ ヒト型汎用ロボットを用いたプロテ

オミクス技術の高精度化 

 プロテオーム解析では試料調製過程が

煩雑であるため、実験者のスキルが精度

や再現性に影響を与える。そこで、タン

パク質絶対定量用試料調製プロトコルの

ロボット化を実施することでシステム全

体の再現性や精度の向上を図った。具体

的には全実験工程を細分化後、ロボット

プログラムへ翻訳し、バーチャル空間で

シミュレーションすることでプログラム

の検証を行い、最終的には人的な微調整

を施した。ティーチング終了後、ロボッ

トの動作を実際の検体を用いて検証し、

最適化を繰り返すことで精度や再現性を

向上させた(図３)。 

 
 

 
図３：ヒト型ロボットを用いた高精度プ
ロテオミクス試料調製技術の確立 
 

④ 代謝ネットワーク理解のためのモデ

ル細胞系の構築 

 本研究ではヒト正常細胞に対して各種

がん関連遺伝子の導入によって人工的に

癌化誘導を行うモデルシステムを構築す
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る。ヒト正常細胞はマウス等の細胞に比

べて単一がん原遺伝子導入ではがん化し

ないことが知られている。そこで、TERT

遺伝子と SV40 遺伝子を導入した細胞に

Myc, 活性型 Akt, 活性型 Ras などを多重

導入しがん化を誘導した。また、SV40

遺伝子非存在下で活性化 Ras を発現する

ことで、細胞老化を誘導できる系を構築

した。さらに、血清飢餓と接触阻止を用

いて休止期に導入した細胞も得た。 

 

（２）モデル細胞系を用いたトランスオ
ミクス計測 

 これらのモデル状態の細胞を対象に、

代謝酵素の発現量やリン酸化状態の解析、

さらにはメタボロームやトランスクリプ

トームなどの解析を実施した。得られた

結果を統合し、統計解析や数理モデルの

構築により、いくつかの仮説形成を行い、

その検証実験も実施した。 

 

① プロテオームレベルでの Warburg 効

果の理解 

 正常細胞と各種がん原遺伝子の導入に

よってトランスフォームした細胞におけ

る約 1,000 種類の代謝酵素の精密絶対定

量を実施した（一部の例を図４に示す）。 

 

図４：c-Myc トランスフォーム株で見られ
る代謝酵素の変化 

その結果、特定の解糖酵素の発現亢進が

認められたことに加えて、多数の核酸代

謝に関する酵素の発現量変化が広範囲に

認められた。また、これらの細胞株を対

象にメタボローム解析やグルコース消費

等の細胞代謝能の計測を実施した。それ

らの結果を用いて、代謝酵素変動による

代謝物へのインパクトを示す数理モデル

の構築やそれを用いたシミュレーション

を実施し、重要酵素の推定等を行なった。

さらに、トランスクリプトーム解析やメ

チローム解析などの他のオミクス解析も

実施し、全オミクス階層にまたがる、細

胞がん化の影響を定量的に俯瞰すること

に成功した。例えば、活性化 Ras は DNA

メチル化にも大きなインパクトを与えて

いることが判明した。 

 

② ペントースリン酸経路と解糖の相互

作用 

上記の解析結果を統合的に解釈すること

で、がん細胞の増殖に必要とされる核酸

の合成にはペントースリン酸経路と解糖

経路の上流酵素の協調的作用が関連して

いるという仮説を立てることができた。

実際、正常細胞にペントースリン酸経路

関連酵素（PRPS1 や RPE など）を単独過

剰発現してもグルコースに由来する核酸

合成に影響は認められないが、これらの

酵素に加えて解糖経路酵素である GPI を

過剰発現すると核酸合成促進が認められ

た。PRPS1 や RPE が増加しているトラン

スフォーム株から GPI の発現を抑えると、

核酸合成能とコロニー形成能が抑制され

た。 

③細胞休止期における代謝変動 

 細胞休止期状態の誘導はコレステロー

ル合成系の代謝酵素の発現抑制を引き起

こすことが明らかとなった。これに加え
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て IDH2 の発現も顕著に抑制された。 

 

④細胞老化における代謝変動 

 SV40 非存在化での Ras 誘導による細

胞老化過程で、いくつかのアミノ酸代謝

酵素の発現が顕著に抑制されていること

が判明した。そこで、アミノ酸代謝の変

動が積極的な老化誘導に関与していると

いう仮説を立て、これを検証した。実際、

これらのアミノ酸代謝関連酵素の発現抑

制を解除すると細胞老化の遅延が認めら

れ本仮説が支持された。 
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研究成果の概要：本研究では、スプライシングにより翻訳機能と転写機能を持つ

eEF1BdeltaLの代謝性のストレス感知から転写シグナルへの情報伝達経路の解明を目指

します。さらに、eEF1Bdelta の転写因子としの機能を獲得する Exon III のみを特異的

に欠損したマウスを用いて、脳における新たなストレス応答機構の分子基盤確立を目指

した研究を行います。神経細胞における酸化・熱ストレス応答機構は、シャペロン病と

呼ばれるパーキンソン病、アルツハイマー病に代表される神経変性疾患や脳梗塞などの

病態に密接に関係しているため、神経に高発現する eEF1BdeltaL の機能解析より、これ

らの疾患の病態解明が進むことが強く期待されます。  

 

１．研究の背景 

私たちは、低酸素応答機構を解明するた

めにハエ RNAi ライブラリーを用いて低

酸素条件下での個体レベルでの生死を指

標にスクリーニングを行い、新たな低酸

素応答遺伝子を発見しています。この研

究によって発見された遺伝子の中に

SIRT2 がありました。SIRT2 は細胞質に

存在する NAD 依存性の脱アセチル化酵

素です。我々は SIRT2 の基質をプロテオ

ーム解析を用いて検索し、eEF1Bδ 蛋

白質を基質として同定しました。この蛋

白質は、翻訳因子として知られている

40kda に相当する分子量の eEF1Bδが

知られていましたが、マウスで組織分布

を調べてみる90kda付近に脳と精巣に特

異的に存在する蛋白質の存在が確認され

ました。eEF1Bδゲノム解析により、

Exon III がスプライシング変化すること

により90kdaの蛋白質が生み出されるこ

とがわかりました。この大きい分子を

我々は eEF1BδL と呼んでいます。

eEF1BδL の機能解析を行ったところ、

核内にも存在し過剰発現によるアレイ解

析により、酸化ストレス応答の重要な遺

伝子である HO-1 やシャペロン遺伝子群

の発現を高めることを見出しました。ま

た、eEF1BδL の組換え蛋白質は HSE 

DNA と直接結合し、ChiP Assay でもス

トレス依存性に結合が増強する結果が得

られました。これらの結果より、eEF1B

δはスプライシング変化によって翻訳因

子から転写因子に機能変化することが明

らかになりました。転写因子として機能

変化するために必要なエクソンのみを欠

損させた変異マウスを作成しました。こ

の変異マウスを用いて個体レベルでの機

能解析を行い、神経細胞において熱スト

レスなどに脆弱である結果が得られてい

ます。 
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２．研究の目的 

eEF1Bδの機能解析を行ったところ、核

内にも存在し過剰発現によるアレイ解析

により、酸化ストレス応答の重要な遺伝

子である HO-1 やシャペロン遺伝子群の

発現を高めることを見出しました。また、

eEF1Bδの組換え蛋白質は HSE DNA

と直接結合し、ChiP Assay でもストレス

依存性に結合が増強する結果が得られま

した。これらの結果より、eEF1Bδはス

プライシング変化によって翻訳因子から

転写因子に機能変化することが明らかに

しています。本研究では、Exon III のみ

を特異的に欠損させた遺伝子改変マウス

を用いて、代謝とストレス応答の関係を

明らかにすることを目的としています。 

 
３．研究成果 

神経細胞はエネルギー消費量が多く代謝

変化やストレスに脆弱です。そのため、

ストレスが引き金となり神経変性疾患等

が発症すると考えられています。アルツ

ハイマー病やパーキンソン病は原因遺伝

子が同定されている家系もありますが、

多くの患者では遺伝性の背景は不明です。

これらの神経変性疾患はシャペロン病と

も呼ばれ、異常蛋白質の蓄積が分子病理

の本質です。SIRT2 の基質として発見し

た eEF1BδL は、神経細胞に高発現し、ス

トレス時に翻訳因子から転写因子へと変

化しシャペロンタンパク質群の誘導を行

います。神経細胞においては、加齢によ

るエネルギー状態変化に伴うシャペロン

蛋白質発現制御の中心転写因子である可

能性が eEF1Bδに遺伝子改変マウスに

より明らかになりました。このシャペロ

ン発現の調節機構の破綻が、癲癇や海馬

機能の異常を引き起こすことを明らかに

し、論文投稿を準備しています。 

 

 

４．主な発表論文等 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究
者には下線） 
 
〔論文-英文総説含む〕（計 7 件） 
① Kozuka C, Yabiku K, Sunagawa S, 

Ueda R, Taira S, Ohshiro H, Ikema T, 
Yamakawa K, Higa M, Tanaka H, 
Takayama C, Matsushita M, 
Oyadomari S, Shimabukuro M, 
Masuzaki H (2012)Brown rice and its 
component, γ-oryzanol, attenuate the 
preference for high-fat diet by 
decreasing hypothalamic endoplasmic 
reticulum stress in mice.Diabetes doi: 
10.2337/db11-1767.査読有 

② Iketani M, Iizuka A, Sengoku K, 
Kurihara Y, Nakamura F, Sasaki Y, 
Sato Y, Yamane M, Matsushita M, 
Nairn AC, Takamatsu K, Goshima Y, 
Takei K (2012) Regulation of neurite 
outgrowth mediated by localized 
phosphorylation of protein translational 
factor eEF2 in growth cones. 
Developmental Neurobiology 73: 
230-246.査読有 

③ Li ST, Wang Y, Matsushita M. 
Neurological disorders related neuronal 
network impairment: function and 
mechanism (2014) Neural Plasticity. 
945078. doi: 10.1155/2014/945078.査
読有 

④ Kaitsuka T and Matsushita M. 
Regulation of Translation Factor 
EEF1D Gene Function by Alternative 
Splicing (2015) Int. J. Mol. Sci. 16, 
3970-3979. 査読有 

⑤ Kozuka C, Sunagawa S, Ueda R, Higa 
M, Ohshiro Y, Tanaka H, 
Shimizu-Okabe C, Takayama C, 
Matsushita M, Tsutsui M, Ishiuchi S, 
Nakata M, Yada T, Miyazaki JI, 
Oyadomari S, Shimabukuro M, 
Masuzaki H. A novel insulinotropic 
mechanism of whole grain-derived 
γ-oryzanol via the suppression of local 
dopamine D2 receptor signalling in 
mouse islet (2015) Br J Pharmacol.  
doi: 10.1111/bph.13236. 査読有 

⑥ Kozuka C, Sunagawa S, Ueda R, Higa 
M, Tanaka H, Shimizu-Okabe C, 
Ishiuchi S, Takayama C, Matsushita M, 
Tsutsui M, Miyazaki JI, Oyadomari S, 
Shimabukuro M, Masuzaki H (2015) 
Gamma-oryzanol protects pancreatic 
β-cells against endoplasmic reticulum 



147 

 

stress in male mice. Endocrinology. 156, 
1242-1250. 査読有 

⑦ Takamatsu G, Katagiri C, Tsumuraya T, 
Shimizu-Okabe C, Nakamura W, 
Nakamura-Higa M, Hayakawa T, 
Wakabayashi S, Kondo T, Takayama C, 
Matsushita M (2017) Tescalcin is a 
potential target of class I histone 
deacetylase inhibitors in neurons. 
Biochem Biophys Res Commun. doi: 
10.1016/j.bbrc.2016.12.036. 査読有 
 

〔学会発表等〕（研究代表者の招待講演）

（計 2 件） 

① 松下正之.転写機能を持つ翻訳因子
によるストレス応答機構.(シンポジ
ウム) 第 90 回日本生理学会大会 
2013 年 3月 27 日～29日, 東京 
 

② 松下正之. 翻訳因子 eEF1Bδ によ
る酸化ストレス制御機構.第 87回日
本生化学会大会 シンポジウム 低
酸素応答システムの分子機構と多
様な役割, 2014 年 10 月 15 日～18
日, 京都市. 
 

〔研究成果による産業財産権の出願・取
得状況〕 
・該当なし 
 

〔その他〕ホームページ等 

研究室ホームページ 
http://ryukyu-physiology.info 
 

５．研究組織 

（1）研究代表者 
松下正之 

（MATSUSHITA, Masayuki） 

琉球大学・大学院医学研究科・教授 

研究者番号：30273965 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

http://ryukyu-physiology.info/


148 

 

研究課題名：エストロゲン応答遺伝子の転写調節とエネルギー代謝に関わる 

生体作用の解明 

 

研究期間：2012〜2013 

課題番号：24116521 

研究代表者 池田和博（埼玉医科大学 医学部 講師） 

連携研究者 井上 聡（埼玉医科大学 医学部 客員教授） 

 

【交付決定額（分配額）】              （金額単位：円） 

  直接経費 間接経費 合計 

2012 年度 3,800,000 1,140,000 4,940,000 

2013 年度 3,800,000 1,140,000 4,940,000 

 

研究成果の概要：エストロゲンは代謝調節に重要な役割を担っていると考えられている

がその作用メカニズムは十分に解明されていない。我々はエストロゲン応答遺伝子であ

る COX7RP が、ミトコンドリア呼吸鎖スーパー複合体の形成促進因子であり、ATP 産

生を亢進させる機能を有することを初めて明らかにした。また、遺伝子改変マウスの解

析から、COX7RP は骨格筋の運動持続能と褐色脂肪組織の熱産生に重要であることが示

された。これらのことより、COX7RP はエストロゲンとエネルギー代謝との制御に関わ

る鍵分子として、生理機能を担っていることが示唆された。 

 

１．研究の背景 

ステロイドホルモンであるエストロゲ

ンは転写因子として機能するエストロゲ

ン受容体(ER)を介して標的遺伝子の発現

を調節することにより生理的ならびに病

態生理的な作用を発揮している。エスト

ロゲンは脂質および骨の代謝と関連して

おり、エストロゲン欠乏が閉経後女性の

動脈硬化、肥満ならびに骨粗鬆症を促進

することが知られているがメカニズムの

解明は十分ではなく、その他のエネルギ

ー代謝、糖代謝などの各種代謝における

作用とそのメカニズムも不明の点が多く

残されている。 

 我々は独自にエストロゲン標的遺伝子

を複数同定し、機能解析を進めてきた

(Mol. Cell. Biol. 18, 442-449, 1998; 

Nature 417, 871-875, 2002; Nature 446, 

916-920, 2007)。なかでも、COX7RP はミ

トコンドリアに存在する電子伝達系のシ

トクロム c オキシダーゼ（COX）と高い

相同性を有することから、ミトコンドリ

アにおける機能が想定された。ミトコン

ドリアは、エネルギー産生を行う重要な

細胞内小器官であり、その機能の破綻は、

筋力低下や中枢神経症状を主とするミト

コンドリア病をはじめ、老化、糖尿病、

がんなどの様々な疾患に深く関わってい

る。ミトコンドリア呼吸鎖複合体（複合

体 I～V）の作用モデルに関しては、従来

はそれぞれの複合体がミトコンドリア内

膜上で個別に散在して存在する流動モデ

ルや、逆に全ての複合体が結合して存在

するレスピラソームモデルが提唱されて

いた。しかしながら、最近の解析技術の

革新により、ミトコンドリア呼吸鎖複合

体は、単体で存在する複合体と中間的に

複数の複合体が結合してスーパー複合体

を形成するものとが共存し、さらに、環

境などに応答してスーパー複合体の会合
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と解体が行われているとする仮説が提唱

されてきた。スーパー複合体の形成制御

や安定性に関わるメカニズムは、エネル

ギー代謝と密接に関連すると想定される

ことからその全容解明が注目されている

(図 1)。 

 

図1 ミトコンドリア呼吸鎖の作用モデル 

 

２．研究の目的 

本研究は我々が独自に同定した

COX7RP をはじめとするエストロゲン

応答遺伝子の転写調節メカニズムと代謝

環境による制御を明らかにし、さらに、

遺伝子改変マウスも用いてエネルギー代

謝をはじめとする各種代謝におけるエス

トロゲン応答遺伝子の機能を解明するこ

とを目的とした。これにより、エストロ

ゲン作用と各種代謝調節との接点を明ら

かにし、解明の進んでいないエストロゲ

ンの代謝における新たな作用メカニズム

を明らかにすることにより、医学、薬学

的に臨床応用可能な知見をもたらすこと

を目指した。 

 

３．研究成果 

(1) COX7RP 遺伝子改変マウスの作製 

我々はステロイドホルモンの作用と病

態における役割の解明を目指し、エスト

ロゲン応答遺伝子の同定・解析を行って

いるが、この過程で COX7RP を単離した

(Mol. Cell. Biol. 18, 442-449, 1998)。

COX7RP タンパク質は、アミノ酸配列の

特徴から、ミトコンドリア内膜に局在す

る複合体 IV（シトクロム c オキシダーゼ）

の COX7A サブユニットと相同性が高い

ことが示された(図 2)。我々は構造的特徴

から COX7RP が複合体 IV の機能と相関

する可能性を想定し解析を進めた。はじ

めに、COX7RP の生体における作用を解

明するため、Cox7rp ノックアウトマウス

（Cox7rpKO）ならびに COX7RP トラン

スジェニックマウス（COX7RP-Tg）を作

製した。作製した Cox7rpKO マウスから

胎児繊維芽細胞(MEF）を樹立し、Cox7rp

タンパク質の発現消失、ならびに、シト

クロム c オキシダーゼ(COX)活性と ATP

生産が低下していることを確認した。ま

た、Cox7rpKO MEF から調整したミトコ

ンドリアは、複合体 I、複合体 II、複合体

IV のそれぞれの基質を利用した酸素消

費量が、有意に低下していることが認め

られた。これらの結果から、COX7RP が

ミトコンドリアの呼吸活性とエネルギー

産生を促進する機能を有することが示さ

れた。 

 

図 2 ヒト COX7RP タンパク質の構造 

 

(2) COX7RP の生体における作用 

骨格筋はエネルギー消費量の大きな代

表的臓器の 1 つであることから、

Cox7rpKOならびにCOX7RP-Tgマウスの

骨格筋について着目して解析を行ったと

ころ、Cox7rpKO マウスにおいて、大腿

四頭筋の重量が野生型(WT)と比較して

減少していることが明らかになった。加

えて、Cox7rpKO マウスの大腿四頭筋と
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腓腹筋を用いて COX 活性を測定したと

ころ、有意に減少していることが確認さ

れた。これらの骨格筋における COX 活性

の減少が個体の運動能に影響を及ぼすか

否かトレッドミルを用いて解析したとこ

ろ、Cox7rpKO マウスでは運動持続時間

が有意に減少していることが明らかにな

った。反対に、COX7RP-Tg マウスにおい

ては、運動持続時間が有意に延長するこ

とが明らかになった。従って、骨格筋に

おいてCOX7RPはミトコンドリアのエネ

ルギー産生を増加させ、運動持続能を亢

進させる作用を有すると考えられた。 

また、Cox7rpKO マウスにおいて褐色

脂肪組織(BAT)が肥大化していることが

明らかになった。BAT をオイルレッド O

染色することによって脂肪が過度に蓄積

されていることが示された（図 3）。さら

に、Cox7rpKO マウスは寒冷環境（4℃）

での熱産生が十分に行えず低体温症を起

こすことが明らかとなり、COX7RP は

BAT における熱産生に重要な役割を担っ

ていることが明らかになった。この BAT

の肥大化は、COX7RP Tg マウスとの交配

により部分的に回復することが示された。

従って、COX7RP は BAT における熱産生

においても重要な役割を担っていると考

えられた。 

 

図 3 Cox7rpKO マウスにおける BAT の肥

大化 

 

(3) COX7RP はミトコンドリア呼吸鎖スー

パー複合体の形成を促進する 

COX7RP の細胞内作用メカニズムを明

らかにするため、ミトコンドリア呼吸鎖

スーパー複合体形成におけるCOX7RPの

影響を Blue Native Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis (BN-PAGE)を利用した2次

元電気泳動法にて解析した。BN-PAGE は

タンパク質の高次構造や複合体構造を保

持したまま分離することができる手法で

ある。2 次元目として SDS-PAGE を行っ

た後、Uqcrc2 (複合体 IIIのサブユニット)、

Ndufa9 (複合体 I のサブユニット)、Cox4 

(複合体 IV のサブユニット)、Cox7rp に対

する抗体などを用いてウエスタンブロッ

トを行い、ミトコンドリア呼吸鎖スーパ

ー複合体の形成状態を解析した。その結

果、Cox7rpKO マウスの骨格筋ミトコン

ドリアにおいて、スーパー複合体形成が

減少していることが示された。また、

COX7RP を培養細胞に過剰発現すると、

スーパー複合体の形成が促進されること

が示された。従って、COX7RP の分子作

用メカニズムとして、ミトコンドリア呼

吸鎖のスーパー複合体形成を促進する機

能を有することが明らかになった(図 4)。 

本研究において、COX7RP はミトコン

ドリア呼吸鎖スーパー複合体促進因子で

あることを初めて明らかにし、エネルギ

ー産生の亢進に関与することを示した。

また、COX7RP は生体において骨格筋の

運動持続能ならびにBATにおける熱発生

に重要な機能を果たしていることを解明

した。COX7RP はエストロゲン応答遺伝

子であることから、エストロゲンとエネ

ルギー代謝との制御に関わる鍵分子とし

て、重要な機能を担っていることが示唆

された。COX7RP 遺伝子改変マウスは、

ミトコンドリア呼吸鎖スーパー複合体の

生体・疾患における役割を解明するため



151 

 

の有用なツールとなることが期待された。 

 

図4 ミトコンドリア呼吸鎖超複合体の形
成を促進する COX7RP のメカニズムと骨
格筋、褐色脂肪細胞におけるエネルギー
代謝の作用メカニズム 
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研究課題名：対称・非対称性アルギニンメチル化と多能性維持機構 

Functional analysis of symmetric and asymmetric methylation of  

arginine for pluripotency. 

 

研究期間：2012〜2013 

課題番号：24116522 

研究代表者 永松 剛（慶應義塾大学 医学部 助教） 

 

【交付決定額（分配額）】             （金額単位：円） 

  直接経費 間接経費 合計 

2012 年度 3,800,000 1,140,000 4,940,000 

2013 年度 3,800,000 1,140,000 4,940,000 

 

研究成果の概要：非対称にメチル化を入れる Prmt6 に関してはその基質の候補として

Oct3/4,Nanog を同定した。一方で、対称性にメチル化が入っているタンパク質について

は PDH の同定に成功し、その修飾酵素が Prmt5 であることを明らかにした。これらの

事から非対称性アルギニンメチル化は転写因子を介して、対称性メチル化は代謝経路を

介して、それぞれ多能性幹細胞の性質を制御していることが考えられる。 

 

１．研究の背景 

生殖細胞は次世代に遺伝子を繋ぐ唯一の

細胞であり、受精を経て再び全能性を獲

得することができる。すなわち生体内に

おいて生殖細胞はその発生運命をリプロ

グラミングしていると考えることができ

る。そこで、生殖細胞の機能因子には体

細胞を多能性幹細胞へとリプログラミン

グする活性を持つのではないかと考えた。

実際にいくつかの因子の体細胞リプログ

ラ ミ ン グ 活 性 を 検 討 し た と こ ろ

Klf4,Oct3/4 にアルギニンメチル化酵素

(Prmt)の一つである Prmt5 を加えるこ

とによって多能性幹細胞を誘導できるこ

とを見出した。この細胞は遺伝子発現の

みならず三胚葉全てへの分化能を持ちキ

メラマウスを経ることで生殖細胞へも分

化することができ、ES 細胞や iPS 細胞

と同等の細胞と考えられる。 

一方で、Prmt の阻害剤を加えることで体

細胞リプログラミングの効率を上昇させ

るという報告がなされた。この結果は一

見矛盾するようであるが、報告された阻

害 剤 AMI-5 が 阻 害 す る Prmt は

Prmt1/3/4/6 である。Prmt はタンパク質

内のアルギニンをモノメチル化し、後に

ジメチル化の際に非対称性にメチル基を

付加する酵素(Type I)と対称性にメチル

基を付加する酵素(Type II)が存在する。

我々の見出したリプログラミング活性を

持つ Prmt5 は対称性にメチル基を付与

する Type II であり、阻害によりリプロ

グラミング効果が上昇する Prmt1/3/4/6

は非対称性にメチル基を付与する Type I

に属する。これらのことから対称性のジ

メチル化は多能性幹細胞を支持する方向

性があり、逆に非対称性のジメチル化は

多能性幹細胞を支持しない方向性がある

可能性が考えられる。 

 

２．研究の目的 

対称性と非対称性のアルギニンメチル化

に着目し多能性幹細胞の誘導や維持にお

ける転写環境とエネルギー代謝のクロス
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トークを明らかにすることを目的とする。 

 

３．研究成果 

生殖細胞の作用因子においてリプログラ

ミング活性を持つものとして同定した

Prmt5 はアルギニンのメチル化酵素であ

り、対称にジメチル化の修飾を行う。一

方で非対称にジメチル化を入れる Prmt

の阻害剤がリプログラミング効率を上昇

させるという報告があり、対称、非対称

のアルギニンメチル化と多能性幹細胞に

おける機能について解析を行った。対称

にメチル化を入れるPrmt7はES細胞で未

分化状態特異的に発現しており、分化誘

導とともにその発現が消失する一方で、

非対称にメチル化を入れるPrmt6はES細

胞で発現がみられない。Prmt6 を誘導性

に ES 細胞に発現させると ES 細胞に増殖

阻害をもたらした。 

アルギニンメチル化の基質を同定するた

め多能性幹細胞に関わる因子と Prmt6 と

の結合を調べたところ、Prmt6 は Oct3/4

や Nanog と結合することが明らかとなっ

た。一方で、対称にメチル化を入れる

Prmt5 は多能性幹細胞における機能因子

であり、その作用基質を同定するために

未分化なES細胞とActivinおよびにbFGF

を作用させてエピブラスト用の細胞に分

化させた細胞において二次元電気泳動を

行った。抗 SDMA(Symmetric DiMethyl 

Arginen)抗体を用いて未分化な ES 細胞

で対称ジメチルアルギニン修飾を受けて

いるタンパクについて質量分析機をもち

いて同定を行ったところ、複数の代謝酵

素が候補因子となり、その中から解糖系

から TCA サイクルへと代謝を繋ぐピルビ

ン 酸 脱 水 素 酵 素 (Pyruvate 

dehydrogenase: PDH)を同定した。 

インヴィトロメチレーションアッセイの

結果 PDH は PRMT5 によって確かにメチル

化されることが明らかとなった（図 1）。 

 

 

PDH は解糖系の最終産物であるピルビン

酸をアセチル CoA に変え、ミトコンドリ

アの好気呼吸のエントリーとなる物質を

提供する酵素である。そのため PDH は解

糖系とミトコンドリアの好気呼吸との分

岐を制御する重要な酵素と考えることが

できる。PDH の活性はピルビン酸キナー

ゼ（Pdk）によってネガティブに制御され

ている。低分子化合物

1-aminoethylphosphinic acid（1-AA）は

Pdk の活性を模倣して PDH を抑制するこ

とができる。1-AA を iPS 細胞誘導のリプ

ログラミングの際に作用させたところ誘

導効率を上昇させることができることを

見出した（図 2）。 

 

このことはリプログラミングにおける

PDH の活性による代謝メカニズムの制御

を示唆するものである。 

これらの事から非対称性アルギニンメチ



155 

 

ル化は転写因子を介して、対称性メチル

化は代謝経路を介して、それぞれ多能性

幹細胞の性質を制御していることが考え

られる。 

４．主な発表論文等 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究
者には下線） 
 
〔論文-英文総説含む〕（計 3 件） 
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10.1016/j.stemcr.2015.05.007.(*corresp
onding author) 

② Kinoshita T#, Nagamatsu G#*, Saito S, 
Takubo K, Horimoto K, Suda T. 
Telomerase reverse transcriptase has an 
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研究課題名：ケミカルプローブによるメチル化標的転写因子のプロテオミクス解析 

A proteomic analysis for methylated proteins using a novel chemical  
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研究期間：2012〜2013 

課題番号：24116523 
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【交付決定額（分配額）】             （金額単位：円）                            

 直接経費 間接経費 合 計 

2012 年度 900,000 270,000 1,170,000 

2013 年度 900,000 270,000 1,170,000 

 

研究成果の概要：S-アデノシルメチオニン（SAM）依存的メチル基転移酵素に取り込ま

れることで、メチル基に代わって click chemistry による特異的な標識を可能とするア

ルキニル基を転移する誘導体分子（AdoEnYn）を有機合成し、未知のメチル化標的生体

分子を探索する技術の確立を目的として研究を行った。培養細胞に直接 AdoEnYn を添加

し、click chemistry による蛍光染色を行うことで、生細胞内でのメチル化タンパク質

の特異的標識が可能であり、その標的のほぼ全てがタンパク質であることを示すことが

できた。さらには、2D-PAGE と LC-MS/MS を用いた解析により、複数の新規のメチル化

標的タンパク質の候補を同定することに成功した。 

 

１．研究の背景 

タンパク質のメチル化修飾は、主にリジ

ンやアルギニン残基に生じる翻訳後修飾

であり、エピジェネティックな発現制御

において中心的な役割を果たすヒストン

タンパク質修飾が最も良く解析されてい

る。しかし近年、非ヒストンタンパク質

へのメチル化修飾が次々と明らかにされ

てきた。中でも、転写因子への修飾が DNA

結合能を変化させ、転写活性を変化させ

ることが報告されたことから、転写調節

研究におけるメチル化修飾解析の重要性

が 高 ま っ て い る （ Cell Metab. 13, 

505-516, 2011）。メチル化はメチル基転

移酵素群（methyltransferases; MTases）

により特異的に制御され、S-アデノシル

メチオニン（SAM）をメチル基のドナーと

する。SAM はメチオニン代謝や葉酸代謝

をはじめとした種々の代謝経路に関連し

ており、また細胞内 SAM 濃度と全細胞レ

ベルのメチル化ステートが連動すること

が観察されることから、代謝変動と遺伝

子発現制御の結節点の一つであると考え

られる。 

 これまでに高等生物では数多くのタン

パク質メチル化酵素が発見されており、

その広範な役割が示唆されている。しか

し、各 MTase の基質タンパク質や基質特

異性などはほとんどが未知であり、実際

に機能解析が行われたメチル化標的転写

因子は多くはない。さらには、メチル化

修飾は、癌や循環器系疾患、免疫賦活化

といった疾患との関連も示唆されており

（Mol. Cell 33, 1-13, 2009）、病態生理

も含めた包括的な機能解析が望まれてい

る。しかしながら、メチル化修飾タンパ

ク質の大規模な同定はほとんど行われて

いないのが現状である。なぜなら、他の

翻訳後修飾と比べて修飾前後の物性変化

が乏しく、また分子量変化も僅かである 
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ため、標的基質の特異的選択と質量分析

が困難であるからである。これまでにア

ルギニンメチル化修飾基質タンパク質を

broad に認識する抗体が開発されている

ものの、結合力が弱く、また認識特異性

に偏りがあるため、抗体を利用しない新

たな網羅的選択系の構築が求められてい

た。 

 

２．研究の目的 

本研究では、抗体に代わる新たなメチル

化タンパク質標識・選択技術として、化

学的に改変したメチル基ドナー誘導体を

利用したタンパク質の酵素特異的標識技

術の確立を目的とした。これは元々DNA

メチル基転移酵素（DNMT）で研究され

てきた技術であり、図１に示すような

SAM のメチル基を、β位に二重または三

重結合をもつ炭素鎖に置換した誘導体を

用いることで、メチル基の代わりに置換

された官能基が丸ごと転移する現象を利

用したものである（ChemBioChem 5, 

265-269, 2004）。タンパク質と DNA の

MTase の活性部位の構造は極めて類似

しており、この SAM 誘導体を用いたタ

ンパク質のメチル化部位の特異的標識は

可能性が高いと考えられてきた。しかし

実際、タンパク質への応用は報告はされ

た が （ Angew. Chem. Int. Ed. 49, 

5170-5173, 2009）、酵素によって標識の

成否が変わるうえ、酵素の構造と誘導体

の分子構造の関連の規則性が全く予測で

きないことから（JACS 133, 7648-7651, 

2011）、更なる条件検討が必要となって

いた。本研究では、図１の X にアルキン

を導入し、huisgen 反応という click 

chemistry の技術を利用することで、特

異的な標識を可能とする SAM 誘導体

（AdoEnYn）を有機合成し、生体分子へ

の取り込みとターゲット生体分子の同定

を試みた。 

図１ SAM と SAM 誘導体の構造 

 

３．研究成果 

メチル供与体 SAM 誘導体である AdoEnYn

を、生体分子である AdoHcy から有機合成

する手法に関しては既に報告がなされて

いたが、AdoEnYnは不安定な分子であり、

まずは安定的な合成・分離・保存の方法

を確立する必要があった。本領域の研究

員からのアドバイス・協力もあり、

SepPack を応用した簡便かつ高精度な

AdoEnYn 精製法を確立し、AdoEnYn の安定

的な供給、適切なハンドリングを行うこ

とが可能となった。 

 次に、合成した AdoEnYn を A549 細胞の

培地に添加し、メチル化標的分子の

metabolic labeling が可能かを検討した。

その結果、AdoEnYn 特異的なシグナルを

確認することができ（図２）、生細胞中の

メチル化標的分子の特異的標識を行うこ

とができることを証明した。 

図２ AdoEnYnにより標識したA549細胞 

 

＜ SAM ＞ ＜ SAM 誘導体 ＞

メ チル基を、β 位に二重または三重結合を有する

炭素鎖に置換することで、 メ チル基転移酵素によ

り置換基が丸ごと基質に転移する

H3C X
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また、標識されたタンパク質を生化学的

に分画することにより、生細胞内で

AdoEnYn により標識される生体分子のほ

とんどはタンパク質であり、核酸や他の

生体分子への転移反応はほぼ起こってい

ないことを明らかにすることができた。 

 さらに、AdoEnYn で標識した A549 細胞

から総タンパク質を抽出し、2D-PAGE に

よる解析を行ったところ多数の AdoEnYn

特異的なスポットを検出することができ

た。そのうちのいくつかのスポットにつ

いてゲル内消化と LC-MS/MS 解析を行う

ことで、AdoEnYn を特異的に受容したと

考えられる新規のメチル化標的タンパク

質を複数同定することに成功した。 

 以上、AdoEnYn によるメチル化標的タ

ンパク質のmetabolic labeling技術が確

立したことにより、生細胞内における未

知のメチル化標的タンパク質の探索技術

への道が開けたと言える。今後は、

AdoEnYn への感受性のある MTase の絞り

込みや、特定の MTase の

gain/loss-of-function 操作を行った細

胞による標識実験などを積み重ねること

により、タンパク質メチル化修飾研究の

有力な解析技術として発展していくこと

が望まれる。 

 

４．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究
者には下線） 
 
〔論文-英文総説含む〕（計 9 件） 
① Nakayama M, Komiya S, Fujiwara K, 

Horisawa K, and Doi N, In vitro 
selection of bispecific diabody 
fragments using covalent bicistronic 
DNA display. Biochem Biophys Res 
Commun. 478, 2, 606-611 (2016)査読
有 

② Nagumo Y, Fujiwara K, Horisawa K, 
Yanagawa H and Doi N. PURE mRNA 
display for in vitro selection of 
single-chain antibodies. J Biochem. 
159, 519-26 (2016) 査読有 

③ Niikura K, Horisawa K, and Doi N, 
Endosomal escape efficiency of 
fusogenic B18 and B55 peptides fused 
with anti-EGFR single chain Fv as 
estimated by nuclear translocation., J 
Biochem., 159, 123-132 (2016) 査読
有 

④ Niikura K, Horisawa K, and Doi N, A 
fusogenic peptide from a sea urchin 
fertilization protein promotes 
intracellular delivery of 
biomacromolecules by facilitating 
endosomal escape., J Control Release 
212, 85-93 (2015) 査読有 

⑤ Horisawa K Specific and quantitative 
labeling of biomolecules using click 
chemistry. Front Physiol. 5, 457 
(2014) 査読有 

⑥ Nagata T, Shirakawa K, Kobayashi N, 
Shiheido H, Tabata N, 
Sakuma-Yonemura Y, Horisawa K, 
Katahira M, Doi N, and Yanagawa H, 
Structural basis for inhibition of the 
MDM2:p53 interaction by an optimized 
MDM2-binding peptide selected with 
mRNA display. PLoS One 9, e109163 
(2014) 査読有 

⑦ Oyobiki R, Kato T, Katayama M, 
Sugitani A, Watanabe T, Einaga Y, 
Matsumoto Y, Horisawa K, and Doi N. 
Toward high-throughput screening of 
NAD(P)-dependent oxidoreductases 
using boron-doped diamond 
microelectrodes and microfluidic 
devices. Anal Chem. 86, 9570-9575 
(2014) 査読有 

⑧ Tokunaga M, Shiheido H, Tabata N, 
Sakuma-Yonemura Y, Takashima H, 
Horisawa K, Doi N, and Yanagawa H. 
MIP-2A is a novel target of an 
anilinoquinazoline derivative for 
inhibition of tumour cell proliferation. 
PLoS One 8, e76774 (2013) 査読有 

⑨ Tokunaga M, Shiheido H, Hayakawa I, 
Utsumi A, Takashima H, Doi N, 
Horisawa K, Sakuma-Yonemura Y, 
Tabata N, and Yanagawa H. Hereditary 
spastic paraplegia protein spartin is an 
FK506-binding protein identified by 
mRNA display. Chem Biol. 20, 
935-942 (2013) 査読有 

 

〔学会発表等〕（研究代表者の招待講演）

（計 3 件） 

① Horisawa K., Applications of the 
evolutional protein engineering for 
molecular biology and studies of 
translational control., MIB  seminar in 
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Kyushu university、平成 25 年 8 月
22 日、九州大学生体防御医学研究所、
福岡県福岡市 

② 堀澤健一、翻訳調節による遺伝子発現
制御の研究と解析技術の開発、筑波大
学大学院生命環境科学研究科「動物
細胞バイオテクノロジー」、平成 25
年 5 月 30 日、筑波大学、茨城県つく
ば市 

③ 堀澤健一、タンパク質の試験管内探
索技術の開発 -幹細胞システム研究
への応用に向けて-、第 30 回配偶子制
御セミナー、平成 25年 2 月 21 日、横
浜市立大学医学部、神奈川県横浜市 

 
〔研究成果による産業財産権の出願・取
得状況〕 
・該当なし 
 
〔その他〕ホームページ等 
研究室ホームページ 
http://www.bioreg.kyushu-u.ac.jp/lab
o/orgreg/top.html 
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研究課題名：疾患において変動する代謝物リガンドによる核内受容体 PPARの 

機能制御 

Erythroid-derived protoporphyrin IX acts as an endogenous PPAR  

antagonist in macrophage through the covalent binding 

  

研究期間：2012〜2013 

課題番号：24116524 

研究代表者 白木琢磨（近畿大学 生物理工学部 准教授） 

 

【交付決定額（分配額）】              （金額単位：円） 

  直接経費 間接経費 合計 

2012 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

2013 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 

研究成果の概要：ポリフィリン症(EPP)患者は光過敏以外に、動脈硬化などの生活習慣

病を高頻度で発症することが報告されているが、その原因は不明である。今回我々はポ

リフィリン症モデル赤芽球から分泌されたプロトポルフィリン IX(PPIX)が、マクロフ

ァージの核内受容体 PPARの Cys285 に共有結合することで、内在性アンタゴニスト

として働くことを見いだした。PPIX のこの作用はマクロファージ特異的に起こり、他

の培養細胞では起こらないことから、貪食を介していることが考えられた。NMR によ

る構造解析の結果、PPIX の結合は PPARとコリプレッサーSMRT との相互作用を安

定化することがわかった。以上の結果から PPIX が生活習慣病における新たなリスクフ

ァクターになり得る事が示唆された。 

 

１．研究の背景 

脂肪細胞の分化決定因子として同定され

た核内受容体 PPARは、２型糖尿病治療

薬の標的分子として知られる。PPARは

脂肪細胞分化以外にも、いくつかの臓器

で糖代謝、脂質代謝の両方を制御する事

でエネルギー代謝に深く関与することか

ら、エネルギー代謝におけるキーとなる

低分子代謝物リガンドの増減に応答して

いると考えられるが、各組織において機

能する PPARの内在性リガンドは未解

明のままである。 

 各臓器に浸潤したマクロファージが疾

患の進行に深く関わることが知られてい

る。例えば生活習慣病関連の疾患では多

くの場合炎症性 M1 マクロファージが蓄

積しており、慢性炎症という状態に陥っ

ていると指摘されている。２型糖尿病治

療薬である PPARリガンドは、単球から

抗炎症性 M2 マクロファージを誘導する

事で、治療効果を発揮すると考えられて

いる。しかし、なぜ生活習慣病関連の疾

患では内在性リガンドが PPARを活性

化出来ないのか不明である。 

 本研究では、骨髄性ポルフィリン症

(EPP)患者では光過敏に加え、動脈硬化

などの生活習慣病関連病態が高頻度で見

られることに着目し、ヘム代謝と生活習

慣病のクロストークにおけるマクロファ

ージ PPARの機能解析をおこなった。

 

２．研究の目的 

生理的、病理的状況においてどのような

内在性代謝物が PPARに作用している
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のかを検討する。 

 

３．研究成果 

(1)PPAR組換えタンパク質における結合
代謝物の同定 

 PPARリガンド結合ドメインを組換え

タンパク質として大腸菌に発現し、結晶

化グレードの精製を行った。この時タン

パク質溶液がうっすら茶色に着色してい

ることに気付いた。吸収スペクトルを測

定するとタンパク質の 280 nm の吸収の

他にヘム関連代謝物の特徴である 410 

nm(ソーレー帯)に吸収が観察された。こ

のことより、大腸菌培養時に-アミノレ

ブリン酸を添加し、ヘム産生を増加した

大腸菌から PPAR組換えタンパク質を

精製すると、黄色に蛍光を示す事を発見

した。ヘムには蛍光はないため、ヘムの

中間代謝物であるプロトポルフィリン

IX(PPIX)の結合が示唆された。 

(2)結合様式の解析 

 PPAR組換えタンパク質をトリプシン

で部分消化し、SDS-PAGE で展開したとこ

ろ、電気泳動後も PPAR由来のペプチド

に蛍光が見られたため、共有結合で結合

していることがわかった。トリプシンで

完全分解して得たペプチドを逆相クロマ

トグラフィーで精製後、LC-MS によりペ

プチドの分子量を解析した。その結果、

Cys285 を含むペプチドに PPIX が結合し

たペプチド断片を見いだした。MS/MS 解

析の結果、Cys285 のチオール基に共有結

合しているのが観察された。 

 (3) EPP モデル細胞の構築 

 優性の家族性 EPP 患者で見つかった

ALAS2 変異体を、赤芽球細胞株 K562 に

恒常発現した細胞を構築し、マクロファ

ージに分化誘導した単球細胞株 THP-1

と共培養し、マクロファージへの影響を

検討した。その結果、PPARリガンドに

より発現誘導した標的遺伝子 FABP4 が

EPP モデル細胞の存在により抑制され

た。この抑制活性は細胞の培養上清に含

まれることから、EPP モデル細胞から抑

制性の因子が分泌されていることが示唆

された。培養上清の抑制活性はタンパク

質画分に含まれ、NativePAGE により

BSA タンパク質に蛍光物質すなわち

PPIX が結合していた。そこで、BSA と

PPIX を試験管内で結合し、THP-1 から

分化誘導したマクロファージに添加した

ところ、EPP モデル細胞同様 PPARリ

ガンドによる FABP4 の誘導が抑制され

た。BSA/PPXI 複合体添加による PPAR

抑制活性は HEK293T 細胞に発現した

PPARに対しては見られないことから、

マクロファージの貪食により BSA/PPXI

複合体が細胞内に取り込まれ、リソソー

ムで分解されることで PPIX が細胞内に

移行していると考えられた。リソソーム

で分解されると赤色蛍光を発する

DQ-BSA と PPIX の複合体を THP-1 に

添加し、FACS により貪食活性を見ると、

赤色蛍光のある細胞のみ PPIX に由来す

る赤外蛍光が観察された。従って、PPIX

は EPP モデル細胞から分泌されると

BSA と複合体を形成し、マクロファージ

の貪食により取り込まれることで

PPARに作用すると考えられる。

 (4) 内 在 性 リ ガ ン ド 結 合 に よ る
PPAR SMRT 複合体形成への影響 

 PPIX が共有結合することで PPAR抑

制活性を示す事から、PPIX の有無、共

有結合の有無による、コリプレッサー

SMRTとの結合活性への影響を検討した。

NMR によりリガンドがない状態でも

PPARg は SMRT と結合することが観察

され、リガンドの共有結合の有無により

SMRTとの結合様式が異なることが示さ

れた。以上のことから、EPP 患者におい
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てはヘム合成中間代謝物 PPXI が血中に

分泌され、臓器に浸潤したマクロファー

ジによる貪食により PPAR抑制活性が

誘導され、慢性炎症から生活習慣病へと

つながってしまうと考えられた。興味深

いことに自己免疫疾患の全身性エリテマ

トーデスに置いても高頻度で生活習慣病

が起こり、さらに血清メタボロームによ

り PPIX の上昇が報告されている。従っ

て、今後通常の食事性生活習慣病におい

て PPIX がリスクファクターとして働く

ことを示す必要がある。 

 

４．主な発表論文等 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究
者には下線） 
 
〔論文-英文総説含む〕（計 6 件） 
① Matsumoto M, Kondo K, Shiraki T, 

Brydun A, Funayama R, Nakayama K, 
Yaegashi N, Katagiri H, Igarashi K. 
Genome-wide approaches for BACH1 
target genes in mouse embryonic 
fibroblasts showed BACH1-Pparg 
pathway in adipogenesis. Genes Cells. 
21: 553-567, 2016 査読有 

② Ikura, M., Furuya, K., Matsuda, S., 
Matsuda, R., Shima, H., Adachi, J., 
Matsuda, T., Shiraki, T.,

 
and Ikura, T. 

Acetylation of histone H2AX at Lys 5 by 
the TIP60 histone acetyltransferase 
complex is essential for the dynamic 
binding of NBS1 to damaged chromatin. 
Mol. Cell. Biol., 35(24):4147-57, 2015
査読有 

③ Xu, N., Tochio, N., Wang, J., Tamari, Y., 
Uewaki, J., Utsunomiya-Tate, N., 
Igarashi, K., Shiraki, T., Kobayashi, N. 
and Tate, S. The C113D Mutation in 
Human Pin1 Causes Allosteric Structural 
Changes in the Phosphate Binding Pocket 
of the PPIase Domain through the Tug of 
War in the Dual-Histidine Motif. 
Biochemistry, 53, 5568–5578, 2014 査
読有 

④ Hada, H., Shiraki, T., Watanabe-Matsui, 
M, Igarashi, K., Hemopexin-dependent 
heme uptake via endocytosis regulates 
the Bach1 transcription repressor and 
heme oxygenase gene activation. 
Biochimica et Biophysica Acta, 
1840, 2351–2360, 2014 査読有 

⑤ Gamo, K., Shiraki, T., Matsuura, N., and 
Miyachi, H., Transactivation by 
Hesperetin Glucuronides is Distinct from 
That by a Thiazolidine-2,4-dione Agent. 
Chem Pharm Bull (Tokyo). 62, 
491-493, 2014 査読有 

⑥ 佐藤夏海、白木琢磨（１３人中８番目） 
「梅果汁成分による抗疲労効果（第２
報）」果汁協会報、656，1-8，2013. 
査読無 

 

〔学会発表等〕（研究代表者の招待講演）

（計 5 件） 

① 白木琢磨「核内受容体の数理解析か
ら見えたこと」第 39 回日本分子生物
学会年会, 2016.12 パシフィコ横浜、
神奈川県横浜市 

② 白木琢磨「核内受容体 PPAR複合体
の動的性質と転写制御機構」第 89 回
日本生化学会大会、2016.9 仙台国
際センター、仙台市 

③ 白木琢磨「満腹中枢における内在性
DNA 損傷因子としてのレトロトラン
スポゾン」第 38 回日本分子生物学会
年会、第 88 回日本生化学会大会、合
同大会, 2015.12 神戸ポートアイラン
ド、兵庫県神戸市 

④ 白木琢磨「核内受容体に作用する生体
内代謝物の分子解剖」第 14 回日本蛋
白質科学会年会. 2015.12 ワークピ
ア横浜、神奈川県横浜市 

⑤ Shiraki T,  Structural basis for 
the activation of the nuclear 
receptor, PPARgamma, by fatty 
acid- and serotonin metabolites. 第
85 回日本生化学会大会 2012.12 福
岡国際会議場、福岡市 

 
〔図書〕（計５件） 
① 白木琢磨「南山堂 医学大事典」共著、

南山堂、3101 頁、2015 
② 白木琢磨「最新肥満症学」共著、日

本臨床社、p365-369、2015 
③ 白木琢磨、和久剛、森川耿右「生体

内代謝物をモニターする転写システ
ム：核内受容体 PPARによる転写を
介した代謝ネットワーク間のクロス
トーク」生化学９月号、749-761, 
2013 

④ 木下賢吾、白木琢磨企画特集「タン
パク質構造機能相関再考」生化学第
85 巻第 8 号, 2013 

⑤ 白木琢磨「薬が作用するということ」
化学と生物、国際文献社、３月号 
193-195, 2013 
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研究課題名：ジベレリンの転写代謝システム及び成長制御機構の解析 

Regulation of GA homeostasis and signaling in plant 

 

研究期間：2012〜2013 

課題番号：24116525 

研究代表者 深澤壽太郎（広島大学 大学院理学研究科 助教） 

連携研究者 高橋陽介 （広島大学 大学院理学研究科 教授） 

 

【交付決定額（分配金）】         （金額単位：円） 

  直接経費 間接経費 合計 

2012 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

2013 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 

研究成果の概要： ジベレリン（GA）の転写代謝システムの基幹はフィードバック制御

による恒常性維持である。GA 信号伝達では核内信号伝達抑制因子 DELLA の分解が鍵

反応である。GA 受容体と SCF 複合体による GA 依存的な DELLA の分解機構が明らか

となったが、その下流の制御は不明であった。DELLA と相互作用する GAF1 転写因子

を単離した。DELLAはGAF1の co-activatorであり、別の相互作用因子TPRは co-repressor

として機能することを明らかにした。さらに、成長制御に関与する標的遺伝子を同定し

た。 

 

１．研究の背景 

植物ホルモンは、植物の形態形成や環境

応答の制御において中心的な役割を果た

している。ジベレリン（GA）は、重要な

生命素子の一つイソプレンユニットから

合成されるジテルペン化合物で、種子発

芽、伸長成長、開花を制御するホルモン

である。GA 内生量は、GA 信号伝達系を

介した GA 代謝酵素遺伝子群の転写レベ

ルでのフィードバック制御によって厳密

に調節されている。これまでに GA 内生

量を制御する bZIP 型転写因子 RSG を単

離し解析を行ってきた。1. RSG は、GA

生合成酵素遺伝子の発現を正に制御する

（Plant Cell 2000, 2004）。 2. GA 内生量の

増減に伴い 14-3-3 タンパク質の結合部位

がリン酸化/脱リン酸化され、RSG の細胞

内局在が変化し、GA の恒常性を維持す

る（Plant Cell 2001, 2004, 2008, Pant J 

2010）。 3. GA 内生量に応じて、GA20ox

プロモーター上のヒストンのアセチル化

修飾が変動する（Pant J 2010）。を明らか

としてきた。 

一方、分子遺伝学的な解析から GA 信

号伝達経路が明らかになりつつある。GA

信号伝達における抑制因子として

DELLA タンパク質と SPY タンパク質が

相次いで発見された。DELLA は、機能未

知の核タンパク質であり下流の信号伝達

を抑制している。DELLA が核内に蓄積す

ると、成長が抑制され著しい矮化、花成

遅延を誘引する(下写真)。 
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GA は、ユビキチン-26S プロテアソーム

系を介して DELLA の分解を促進するこ

とで植物の成長を誘導する。また、SPY

は、その構造から GlcNAc 転移酵素として

の機能が予測されているが、具体的な標

的タンパク質が明らかになっておらず、

その機能は明らかとなっていない。さら

に、DELLA タンパク質は、リン酸化、

SUMO 化修飾を受けることが報告されて

おり、GA 信号伝達には複数の翻訳後修飾

が関与すると考えられている。 

 

２．研究の目的 

ジベレリン（GA）は、生命素子の一つイ

ソプレンユニットから合成され、発芽、

成長、開花を制御する植物ホルモンであ

る。GA の転写代謝システムの基幹はフ

ィードバック制御による恒常性維持であ

る。フィードバック制御では GA 信号伝

達系を介して GA 代謝酵素遺伝子群の発

現が調節される。GA 信号伝達では核内

信号伝達抑制因子 DELLA タンパク質の

分解が鍵反応である。GA 受容体と SCF

複合体による GA 依存的な DELLA の分

解機構が明らかにされたが、DELLA の下

流に位置する転写因子は不明であった。

これまでに、DELLA と相互作用する転写

因子として PIF 等が同定されていたが、

DELLA は、PIF の DNA 結合を抑制する

ことで標的遺伝子の発現を抑制する抑制

モデルが報告されていた (右モデル図) 

しかしながら、GA 応答遺伝子の多く

は、GA の投与により発現が減少する遺

伝子が多く、また ChIP 解析より、DNA

結合能をもたないDELLAがDNAに結合

することから、別の転写因子が存在する

と考えられた。DELLA と結合する新しい

転写因子として GAF1 を単離した。さら

に GAF1 と相互作用する複数の因子を同

定しこれらは複合体を形成すると考えら

れた。本研究では、GAF1 複合体による

GA 信号伝達機構を明らかにすることを

目的とした。 

  

３．研究成果 

（１）GAF1 複合体によるジベレリン
信号伝達制御機構の解析  

植物ホルモンのジベレリン（GA）は

成長抑制因子 DELLA の分解を介して

植物の成長を促進する。GA は転写を制

御しているが、その分子機構は不明で

あった。DELLA と結合する転写因子

GAF1 を新たに単離した。本研究では、

GAF1 は DELLA と共に転写促進複合

体を、TPR と共に転写抑制複合体を形

成すること。GA は GAF1 複合体の機

能を転写促進から転写抑制へと変換す

ることで転写を制御することを明らか

にした（下モデル図）。この制御モデル

は、GA フィードバック制御に合致し、

GAF1 複合体は、GA フィードバック制

御を受ける GA 生合成、GA レセプター

遺伝子を標的遺伝子とすることを明ら

か に し た 。（ Plant Cell 2014 26, 

2920-2938.）またこの成果は、理化学研

究所発行の国際誌 RIKEN Research の

Research Highlights で紹介された。 

 

（２）GA フィードバック制御におけ
る GAF1 複合体の役割 
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 これまでに、GA フィードバック制御

に関わる因子は複数報告されており、

GAF1 複合体における制御もその 1 つ

と考えられる。GA フィードバック制御

を受ける AtGA20ox2 遺伝子について、

詳 細 に 解 析 を 行 な っ た 結 果 、

AtGA20ox2 プロモーターには、複数の

GAF1 結合配列が存在することが明ら

かになった。GAF1 結合配列に、変異

を導入したプロモーターにレポーター

遺伝子 GUS をつないだ形質転換体を

作製し解析を行なった結果、GAF1 結

合配列の変異により、GA フィードバッ

ク制御が完全に失われた。以上より、

GAF1 複合体は、AtGA20ox2 のフィー

ドバック制御において主要な役割を果

たしていると考えられた。（投稿中） 

 

（3）DELLA の分解を介さない GA 信
号伝達経路の解析 

活性型 GA がレセプターGID1 に認識

されると、GA-GID1 は、DELLA に結合

し GA-GID1-DELLA 複合体を形成する。

3 者複合体は、SCF 複合体によって認識

され、DELLA は、ユビキチン化され 26S

プロテアソーム経路によって分解され

る。一方で、SCF 変異体では、DELLA

の分解が抑制されるが、GA‐GID１が

過剰に存在することで、GA 信号伝達が

促進されることが知られている。本研

究では、DELLA の分解されない条件下

でも、DELLA-GAF1 の複合体形成は、

GA 依存的な GA レセプターGID1 の結

合により阻害され、GA 信号伝達が促進

されることを明らかにした。（Plant 

Signaling and Behavior 2015 10, 

e1052923） 

 

（4）GAF1 複合体が制御する成長制
御遺伝子の探索 

植物の成長においていつ花を咲かせ

るかの決定（花成）は、次世代に子孫

を残すための最重要決定事項の１つで

ある。花成を決定する要因の１つは、

ジベレリンによって制御されることが

知られているが、不明な点も多い、

GAF1 の過剰発現体は花成が促進され、

変異体では花成が大幅に遅延する。 

また、DELLA タンパク質が蓄積した

植物体は成長が抑制され矮化する。

DELLA 蓄積時には、GAF1 複合体によ

って標的遺伝子の発現が促進される。

以上より、GAF1 標的遺伝子には、GA

フィードバック関連遺伝子のほかに、

花成制御遺伝子、成長抑制遺伝子が存

在すると考えられた。GAF1 複合体の

新たな標的遺伝子を探索するため、薬

剤依存的に GAF1 の発現が誘導される

形質転換体を作製し、GAF1 誘導後短

時間で発現が変動する遺伝子を

RNA-seq 解析を用いて探索した。さら

に、GAF1 関連変異体において、既に

同定している GAF1 の標的遺伝子の 1

野生型  gaf1 gaf2  GAF1 

変異体  過剰発現体 

gaf1 gaf2 変異体は、GA 非

感受性の矮性を示し、大幅

に花成が遅延する。 
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つである GA 生合成遺伝子と同様の発

現パターンを示す遺伝子を探索し

GAF1 の新たな標的遺伝子を複数単離

した。 

 

（5）翻訳後修飾によるジベレリン信
号伝達機構の解析 

ジ ベ レ リ ン 信 号 伝 達 に お い て

GlcNAc 修飾酵素である SPY は、

DELLA タンパク質と共に GA 信号伝

達の抑制因子としてはたらくことが報

告されている。また、GlcNAc 修飾は、

リン酸化と拮抗することが知られてお

り、この修飾制御にはキナーゼ、加水

分解酵素等も重要なはたらきをすると

考えられる。本研究では、GAF1 タン

パク質と結合する、機能未知の修飾酵

素を単離した。この修飾酵素タンパク

質による GAF1 複合体の制御を解析し

た。また、GAF1 複合体は、複数のリ

ン酸化修飾を受けることを明らかにし、

リン酸化修飾が及ぼす GAF1 複合体へ

の影響を解析した。 
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研究課題名：代謝シグナル応答性ヒストン修飾酵素の同定と機能解析 

絶食応答性エピゲノム修飾酵素による代謝調節機構の解明 

 

研究期間：2012〜2013、2014〜2015 

課題番号：24116526、26116729 

研究代表者 松本道宏（国立国際医療研究センター研究所  

糖尿病研究センター 分子代謝制御研究部 部長） 

 

【交付決定額（分配額）】              （金額単位：円） 

 
直接経費 間接経費 合計 

2012 年度 7,400,000 2,220,000 9,620,000 

2013 年度 7,400,000 2,220,000 9,620,000 

2014 年度 7,200,000 2,160,000 9,360,000 

2015 年度 7,100,000 2,130,000 9,230,000 

 

研究成果の概要：栄養環境の変化に応答した代謝の恒常性維持において、遺伝子転写を

介した調節は重要な役割を果たしている。本研究では、絶食応答性に形成される GCN5- 

CITED2 複合体ならびに CITED2 の標的分子として同定したメチル化酵素ドメイン含有

分子 SetX の代謝調節における役割の解明を目的とした。マウスの肝臓や肝細胞におけ

る検討から、GCN5、CITED2 は PKA を含めた複合体を形成し、肝糖新生酵素遺伝子転

写活性化に必須のエピゲノム変化と転写共役因子の活性化の統合モジュールとして機

能することを明らかにした。また SetX が、cAMP シグナルとサーチュインの活性化を

つなぐ絶食応答性メチル化酵素であることを明らかにした。 

 

１．研究の背景 

栄養環境の変化に応答して起こるホルモ

ンなどの液性因子の分泌や神経系の活性

の変化は核へ伝達され、変化に適応する

ための遺伝子転写調節が起こり、エネル

ギー代謝の恒常性が維持される。転写調

節には、細胞外刺激応答性に形成される

転写装置と遺伝子プロモーターとの相互

作用に加えて、発現調節のプラットフォ

ームとしてのエピゲノム修飾、特にアセ

チル化、メチル化などのヒストン修飾の

変化が重要であることが示唆されている。

エピゲノム情報の変化が個体レベルでの

エネルギー代謝状態を変え得るという報

告はあるものの、代謝調節を担うエピゲ

ノム修飾因子については大部分不明であ

った。我々はこれまで一貫して肝臓にお

ける遺伝子転写を介した代謝調節機構の

解析を行った（Cell Metab 2007, J Clin 

Invest 2006, Nat Med 2004, J Clin Invest 

2003）。糖尿病状態と絶食時の肝臓におい

て共通して認められる肝糖新生系酵素遺

伝子の転写活性化の分子機構を重点的に

解析してきた。その中で、転写調節分子

CITED2 が 糖 新 生 の 鍵 分 子 で あ る

PGC-1α を活性化し糖新生系酵素の発現

を誘導すること、そのメカニズムとして

CITED2 が、PGC-1α をアセチル化し不

活性化するアセチル化酵素 GCN5 の作

用を阻害すること、CITED2 が糖新生の

みならず脂肪酸酸化やケトン体合成など

の広範な絶食応答に必須の分子であるこ

とを見出した(Nat Med 2012)。この過程で、

絶食時に形成される GCN5-CITED2 複合
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体がヒストンのアセチル化を介して肝新

生調節に関与することを示唆する知見を

得た。また肝細胞における CITED2 の標

的分子の網羅的探索から、リシンメチル

化酵素に特徴的なドメインである SET ド

メインを持つ分子 (SetX)を同定した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、肝代謝調節における

GCN5-CITED2 複合体ならびに SetX のエ

ピゲノム修飾因子としての役割を明らか

にすることを目的とした。特に糖新生、

脂肪酸酸化などの絶食応答に関与する遺

伝子転写への関与に着目し、以下の点に

焦点を絞って解析を行った。 

1. GCN5-CITED2 複合体による遺伝子

転写活性化の分子機構、特にホルモン

応答性と標的遺伝子プロモーターに

おけるエピゲノム修飾の変化を検討

した。 

2. 肝臓における GCN5-CITED2 複合体

の機能欠損実験などから個体レベル

での本複合体の代謝への影響を検討

した。 

3. in vitro 系において SetX の酵素特性、

基質、相互作用分子を明らかにしよう

と試みた。 

4. 肝臓の SetX の代謝調節における役割

を個体レベルで検討した。 

 

３．研究成果 
（1）GCN5–CITED2–PKA モジュールの
同定と糖新生調節における役割の解明 
 

①絶食時に CITED2 と複合体を形成する

GCN5 が、ヒストンアセチル化酵素 

(HAT)として糖新生系酵素の転写に関与

することを想定し解析を行った。 GCN5

の発現は肝細胞においてグルカゴン–

cAMP–PKA 経路により誘導され、グルカ

ゴン作用の亢進を呈する肥満・糖尿病モ

デルマウスの肝臓において著明に増加し

ていた。マウスの肝臓における GCN5 の

ノックダウンにより糖新生系酵素の発現

誘導は低下し、肝糖新生の抑制により血

糖値が低下した。これらの結果から、

GCN5 は糖新生系酵素の発現誘導におけ

る負の制御因子でなく、必要不可欠な分

子であると考えられた。また GCN5 は、

肝細胞において CITED2 と共に強発現さ

せると、cAMP による糖新生系酵素の発

現誘導を増強し、本作用にはアセチル基

転移酵素活性が必要であった。 

 

②糖新生系酵素遺伝子プロモーターにお

いてGCN5がHATとして機能しているか

を、初代培養肝細胞における ChIP–qPCR 

(Chromatin immunoprecipitation– 

quantitative PCR、クロマチン免疫沈降–定

量的 PCR)法によって検証した。GCN5 は

cAMP 刺激により糖新生系酵素遺伝子

G6Pase、PEPCK のプロモーター上に誘導

され、同部において主に GCN5 によりア

セチル化されることが知られているヒス

トン H3 の 9 番目のリジンのアセチル化

(H3K9ac)が増加した。本増加は GCN5 の

ノックダウンによって大きく減弱したこ

とから、GCN5 によるアセチル化である

ことが示唆された。一方、CITED2 のノ

ックダウンにより GCN5 のプロモーター

上へのリクルートとヒストン H3K9 のア

セチル化の増加が抑制された。以上の結

果より、GCN5 は糖新生系酵素遺伝子の

発現誘導に必須の HAT であり、本機能の

ためには cAMP と CITED2 が必要である

ことが明らかとなった。これまでの知見

と合わせ、GCN5 には摂食時に PGC-1α

をアセチル化し糖新生を抑制する機能と、

絶食時に cAMP/CITED2 依存的にヒスト

ンをアセチル化し糖新生を誘導する機能
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とがあることが示唆された。 

 

③そこでこの相反する２つの機能を統合

するメカニズムの解析を試みた。分子間

相互作用や GCN5 の in vitro HAT アッセ

イによる検討などを行い、絶食時に形成

される GCN5-CITED2-PKA の 3 者複合体

は、GCN5 が PKA によってリン酸化を受

けるためのモジュールとして機能するこ

とを見いだした。また、本モジュール内

で PKA により 275 番目のセリン残基 

(Ser275)がリン酸化を受けること、本リン

酸化により GCN5 がその基質を PGC-1α

からヒストン H3 にスイッチすることも

明らかにした。この結果、転写コアクチ

ベーターPGC-1α の脱アセチル化による

活性化が起こり HNF-4α や FoxO1 の活性

化がされ起こる。GCN5 によるヒストン

H3K9 のアセチル化は、糖新生系酵素遺

伝子プロモーターにおいて転写活性化に

必要な一連のエピゲノム修飾を起こす起

点となると考えられた。 

絶食時に形成される GCN5–CITED2–

PKAモジュールにおける cAMP依存的な

GCN5 の基質のスイッチ機構により、

GCN5 が肝糖新生系酵素の発現を絶食時

に促進し、摂食時に抑制することが可能

になる。加えて本機構により、グルカゴ

ン-cAMP シグナル応答性のエピジェネテ

ィックな変化とコアクチベーターの活性

化による転写複合体形成が統合されるこ

とが明らかとなった。 

 

（2）肝臓の代謝調節における SetX の役
割の解明 

①肝細胞において遺伝子発現がグルカゴ

ン -cAMP-PKA 経路により誘導され、

ITED2 の欠損により抑制され、強発現に

より増強する分子、すなわち CITED2 の

標的分子の網羅的探索を行った。得られ

た複数の分子の中にリシンメチル化酵素

に特徴的な SET ドメインを有する SetX

を見いだした。本分子も CITED2 と同様

に絶食応答への関与を想定し機能解析を

行った。肝細胞・マウス肝における本分

子のノックダウンにより、グルカゴン

-cAMP 依存的な糖新生系酵素遺伝子の発

現は抑制され、肝糖新生の抑制により血

糖値が低下した。また網羅的遺伝子発現

解析から、SetX は糖新生の他、脂肪酸酸

化などに関与する分子の発現を誘導する

ことが明らかとなった。これらの結果よ

り、SetX は絶食応答を誘導するメチル化

酵素である可能性が示唆された。 

 

②SetXのメチル化酵素活性の有無を検討

した。SetX は in vitro メチル化アッセイ

により自己メチル化能を有し、メチル化

酵素であることを初めて明らかにした。

さらにヒストンメチル化酵素活性につい

ても各種ヒストンを用いて検討したが、

我々の実験系では検出できなかった。

種々のコファクターの存在を想定し、更

なる検討を続けている。 

 

③次に SetX の相互作用分子の同定を行

った。肝細胞における共沈実験の結果、

SetX は GCN5 とは共沈しなかったが、

PGC-1α と SIRT1 とは共沈した。PGC-1α

のコアクチベーター活性は SIRT1 による

脱アセチル化により活性化するが、SetX

の存在下でこれは増強された。SetX は

SIRT1 の活性調節を介して絶食応答を制

御することが明らかとなった。 
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研究成果の概要：生殖細胞の前駆細胞である始原生殖細胞（PGC）は抑制的転写状態や

潜在的分化多能性など、様々な細胞学的・発生学的特徴を持つ細胞である。本研究では

ショウジョウバエ PGC をモデルとして、PGC がもつ細胞内代謝状態およびその発生過

程における役割の解明を目的に研究を行った。その結果、PGC においては体細胞に比

べて解糖系が亢進していること、さらに細胞の主要なメチル基供与体である S-アデノシ

ルメチオニン（SAM）の産生が抑制されていることが明らかとなった。そこでこれら

の代謝経路が PGC の発生過程において果たす役割の解明を試みた。その結果、解糖系

は胚期 PGC に対する選択的な細胞死誘導に関与すること、さらに SAM 合成抑制は生殖

系列におけるレトロトランスポゾンの発現抑制に寄与することが明らかとなった。以上

の結果は、これら代謝経路が不全な PGC を選択的に排除すること、さらにレトロトラ

ンスポゾンの発現を抑制することで、生殖系列の品質管理における重要な役割を担って

いることを強く示唆している。 

 

１．研究の背景 

 多くの動物種において、生殖細胞の前

期細胞である始原生殖細胞（PGC）は、

抑制的な転写状態をもつこと、抑制的な

クロマチン状態をもつこと、さらに潜在

的に分化多能性を有することなど、様々

な細胞学的・発生学的特徴を持つことが

知られている（Hayashi et al, 2004, 

PNAS, Hanyu-Nakamura et al, 2008, 

Nature）。その一方で、PGC が持つ代謝

生理的特徴については全く研究がなされ

てこなかった。 

 近年、ガン細胞あるいは哺乳類多能性

幹細胞の研究により、細胞内代謝はその
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ハウスキーピングな働きに加えて、細胞

の性質を左右する働きがあることが明ら

かになりつつある。例えば、多くのガン

細胞ではエネルギー産生において効率が

よいミトコンドリアにおける酸化的リン

酸化（OXPHOS）ではなく、解糖系が用

いられていることが知られている。また

ガン細胞における解糖系の活性は、ガン

の悪性化において重要な働きを持つこと

も明らかとなっている（Vander Heiden 

et al, 2009, Science）。また哺乳類多能性

幹細胞においては解糖系およびメチオニ

ン代謝がその未分化性の維持において重

要な働きをしていることが知られている

(Shiraki et al, 2014, Cell Metab., 

Moussaieff et al, 2015, Cell Metab.)。こ

れらの知見は個体の発生過程において、

それぞれの細胞・組織は固有の代謝状態

をもつこと、さらに固有の細胞内代謝は

その細胞の発生過程に寄与することを予

想させる。しかし、個体発生過程におけ

るそれぞれの細胞・組織がもつ代謝状態

およびその役割については不明であった。 

 

２．研究の目的 

 本研究では生殖系列の発生研究におけ

る優れたモデルであるショウジョウバエ

の PGC を用いることで、PGC が持つ細

胞内代謝状態の解明およびその発生過程

における役割の解明を目指した。このた

めにセルソーターを用いた PGC の分取

とメタボロミクスを組み合わせることで

PGC の細胞内代謝の解明を試みた。さら

に遺伝子発現解析と遺伝学的解析を合わ

せて行うことで、生殖系列における細胞

内代謝の果たす役割の解明を目的に研究

を行った。 

 

３．研究成果 

３−１：in vivo 単一細胞種メタボロミク

スによる PGC の細胞内代謝の解明 

 PGC がもつ細胞内代謝状態を解明す

る第一歩として、セルソーターによる細

胞分取とメタボロミクスを併用した in 

vivo 単一細胞種メタボロミクスの実験

系を確立した。この実験において、胚発

生初期および後期の胚よりセルソーター

を用いて PGC を２０万個程度分取し、

CE-TOFMS および CE-QqQ ベースのメ

タボロミクスに供した（それぞれ初期

PGC および後期 PGC：図１）。 

 

 

その際、比較対象として胚発生初期の体

細胞（初期体細胞）を用い、PGC と比較

した。その結果、初期 PGC は初期体細

胞と比べて、解糖系の代謝物質を顕著に

多く含有していることが明らかとなった。

さらに解糖系代謝物質量は後期 PGC に

おいては減少することが明らかとなった。

以上の結果は、PGC では体細胞に比べて

解糖系が亢進していること、さらに PGC

における解糖系の活性は、胚発生の進行

にともなって減弱することを強く示唆し

ていた（図２）。そこで次に、解糖系代謝

酵素をコードする遺伝子(解糖系遺伝子)

の発現解析を行った。in situ 

hybridization 法により解糖系遺伝子の

発現解析を行った結果、解糖系遺伝子の

ほとんどのものが初期 PGC において顕

著に高い発現を示すこと、さらにこの発
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現は後期 PGC では減弱することが明ら

かとなった（図２）。 

 

さらに解糖系代謝酵素に対する抗体を作

成し、免疫化組織学染色法によりその発

現を解析した結果、mRNA と同様の結果

を得た。これらの結果は、メタボロミク

スの結果を支持する。以上の結果より、

初期 PGC は体細胞に比べて解糖系の活

性が高い細胞であり、PGC における解糖

系の活性は発生の進行に従って減弱する

と結論づけた。 

 単一細胞種メタボロミクスから明らか

になったもう一つの重要な点として

PGC における特徴的なメチオニン代謝

が挙げられる。すなわち PGC では体細

胞に比べてメチオニン（Met）の含有量

が顕著に高いのにたいし、その代謝産物

である S-アデノシルメチオニン（SAM）

の含有量が顕著に低いことが明らかとな

った。この結果は PGC においては Met

から SAM を産生する反応が抑制されて

いることを強く示唆していた。そこで次

に Met から SAM を合成する酵素（SAM

合成酵素、Sam-S）の発現を解析した。

in situ hybridization 法および免疫組織

化学染色法により Sam-S の mRNA およ

びタンパク質の発現を解析した結果、生

殖系列の発生過程を通じて Sam-S の発

現が低いことが明らかとなった。以上の

結果を考え合わせ、私たちはショウジョ

ウバエ生殖系列では Sam-S の発現抑制

を介して、SAM の合成が抑制されている

と結論づけた（図３）。 

 

 
 
３−２：PGC 発生過程における解糖系の
役割の解析 

 上記の研究の結果より明らかとなった 

PGC における解糖系の亢進が、その発生

過程において果たす役割の解明を試みた。

このために、解糖系遺伝子の機能を

RNAi 法により PGC 特異的に阻害し、そ

の影響を観察した。hexokinase A (hexA)、

glyceraldehyde 3 phosphate 

dehydrogenase 1 (gapdh1)、pyruvate 

kinase (pyk)などの複数の解糖系遺伝子

の機能を阻害しその影響を観察したとこ

ろ、胚発生後期において解糖系遺伝子を

阻害した胚は野生型胚よりも多くの

PGC を持つことが明らかになった。そこ

でこのような胚の胚発生過程を通じて

PGC 数の変化を観察したところ、解糖系

遺伝子を阻害した胚では、野生型におい

て観察される PGC 数の減少が観察され

ないことが明らかとなった。 

 これまでの研究により、胚発生初期に

おいて形成された PGC のうち、約３０%

は胚発生過程において選択的な細胞死誘

導によって失われることが明らかとなっ

ていた。さらに PGC の細胞死は非アポ

トーシス細胞死であることも明らかにな

っていた (Sato, Hayashi et al, 2007, 

PNAS, Yamada et al, 2008, 
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Development)。この PGC の選択的細胞

死誘導は不全な PGC を排除する品質管

理機構であると考えられてきたものの、

その細胞死誘導のメカニズムおよび選択

の基準は不明であった。上記の結果は、

解糖系は PGC の選択的細胞死誘導に必

要な新規の要因であること、さらにこの

過程を制御することで PGC の品質管理

機構に寄与するということを強く示唆し

ている。現在、解糖系がどのようなメカ

ニズムで PGC の細胞し誘導を制御する

のか、さらに PGC の選択の基準は何か

という点について着目し解析を行ってい

る。本研究を通じて得られた知見は、こ

れまで明らかにされてこなかった発生過

程における解糖系の新規な機能を解明す

るだけでなく、次世代を担う生殖細胞の

品質管理が行われるメカニズムを明らか

にする上で重要な基礎的知見となるもの

であると考える。 

 

３−３：PGC 発生過程におけるメチオニ
ン代謝の役割の解析 

 ３−１の研究により、ショウジョウバエ

の生殖系列においては Met から SAM を

産生する反応が抑制されていることが明

らかとなった。そこで生殖系列における

SAM の産生抑制の意義を明らかにする

ことを試みた。このために生殖系列にお

いて Sam-S を強制発現しその影響を観

察した。解析の対象として、組織学的観

察等の解析が容易な卵巣を対象としてそ

の影響を観察した。 

 解析の第一歩として、Sam-S を強制発

現した卵巣においてメチオニン代謝が変

化しているかどうかを解析した。野生型

および Sam-S 強制発現個体の卵巣より

代謝物質を抽出し Met および SAM の含

有量を比較したところ、Sam-S を強制発

現した個体においてはMetの含有量が減

少し、SAM の含有量が顕著に増加するこ

とが明らかとなった。この結果は、Sam-S

の強制発現した生殖系列において SAM

の合成が亢進したことを示している。 

 そこでこのような卵巣において卵形成

過程への影響を観察した。その結果、

Sam-S を生殖系列において強制発現し

た個体では、卵形成過程の初期において

生殖系列のアポトーシス誘導が亢進して

いることが明らかとなった。このような

表現型はレトロトランスポゾンが活性化

した卵巣において観察される表現型に類

似していた。そこで Sam-S を強制発現し

た卵巣においてレトロトランスポゾンの

活性化が起きているか検証した。その結

果、野生型に比べてレトロトランスポゾ

ン（Het-A など）の発現が増加している

ことが明らかとなった。以上の結果は、

生殖系列における SAM の合成抑制は、

レトロトランスポゾンの発現抑制に寄与

することを示している。 

 近年、ショウジョウバエのゲノムメチ

ル化はアデニンに対してなされること

（N6mA 修飾）、さらに N6mA 修飾がな

されたゲノム領域の遺伝子発現が亢進す

ることが明らかとなっている(Zhang et 

al, 2016, Cell)。SAM は細胞内の主要な

メチル基供与体であること、さらに SAM

の強制発現により SAM 含有量の増加お

よびレトロトランスポゾンの発現の亢進

が観察されたことを考え合わせて、私た

ちは現在、生殖系列における SAM の合

成抑制はゲノムの低メチル化状態を形成

することで、レトロトランスポゾンの発

現を抑制すると考えている。 

 本研究で明らかになった知見は、生殖

系列では Met から SAM を産生する反応

を抑えることで、レトロトランスポゾン

が発現しにくい細胞内環境を構築し、生
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殖系列のゲノムを損傷から防ぐという新

たな生殖系列の防御機構の解明に寄与す

るものであると考える。 

最後に： 

 生殖系列において特徴的なプロファイ

ルを示した二つの代謝経路が双方、PGC

の選択およびレトロトランスポゾンの抑

制という生殖系列の品質、さらには種の

継続を担保する上で必須なプロセスに関

与することが明らかになりつつある。細

胞内代謝は細胞の誕生とともに存在する

細胞機能であること、生殖細胞は多細胞

生物が子孫を残すために獲得した起源の

古い細胞種であること考えると、本研究

で明らかになりつつある品質管理の仕組

みは、多細胞生物が種の安定的な継続の

ために獲得したもっとも始原的な仕組み

の一端なのかもしれないと期待している。

この後、本研究で得られた知見をさらに

深め、他の動物等においても発展させる

ことでこの概念について追求していきた

い。 
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研究成果の概要：塩誘導性キナーゼ(SIK)は、AMPK ファミリーに属すタンパクリン酸化

酵素で生体エネルギーの代謝に重要であることが示唆されている。特に、進化上の起源

と予想されるアイソフォーム SIK3 の遺伝子破壊マウスは多彩な表現型を示すが、その

細胞内の分子機構は不明である。その理由の１つとして、生体レベルでの異常が絡み合

うことで、直接作用と間接作用を区別できない点にある。本研究では、SIK3 を一過性

に阻害することで直接作用をより明確に解明し、生体及び細胞レベルでのシグナル伝達

機構を明らかにすることで、医療面での応用にも繋げる橋渡し研究を行った。 

 

１．研究の背景 

 肝臓における糖新生は、個体が空腹

時に糖を合成することで血糖値を高め

る役割がある。一方で、糖尿病患者で

は糖新生が恒常的に亢進しており、糖

新生を阻害すると血糖値が低下する。

この糖新生はグルカゴン-cAMP シグ

ナルにより制御されており、様々な酵

素とその遺伝子の転写調節因子が関与

する。転写調節因子の代表的な物には

cAMP-応答配列結合因子（CREB）や

その共役因子（CRTC 2）が挙げられ

る。加えて、Class2-HDAC も FOXO

シグナルを介して cAMP で制御される

糖新生に関与することが示唆されてい

る。 

 塩誘導性キナーゼ（SIK）は CREB- 

CRTC2 と Class2-HDAC を抑制する

ため、SIK の活性化剤が糖尿病に有効

であると予想される。しかし、SIK に

属する3番目のアイソフォーム（SIK3）

の遺伝子破壊（KO）マウスは、極度の

痩せ身と低血糖の表現型を示し、SIK3

阻害剤の方が糖尿病に有効と予想され

る。実際に、SIK3 の阻害もしくは活性

化のどちらが血糖値低下に繋がるかを

実証する目的で、CRTC2 及び

Class2-HDAC を利用したレポーター

アッセイシステムを用いて SIK3 シグ

ナル制御剤の同定を行った。 

 

２．研究の目的 

 SIK3 阻害は糖新生亢進、エネルギー代

謝亢進以外にも軟骨細胞の増殖にも働く

ことが示唆されている。特に軟骨は

Class2-HDAC 経路が重要と考えられて

いる。そこで、SIK3 阻害で引き起こされ

る生理現象の変化の全体像を解明すると

伴に、創薬への応用を視野に入れた研究

を行う。 

  直接経費 間接経費 合計 

2012 年度 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

2013 年度 3,500,000 1,050,000 4,550,000 
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３．研究成果 

 SIK3 阻害を Class2-HDAC と

CRTC2 のレポーターを利用して評価

する系を構築し、低分子化合物をスク

リーニングした。SIK3 シグナル阻害活

性を示すワラビ成分Pterosin Bの同定

に成功し、Pterosin B が糖新生関連酵

素の遺伝子の発現を上昇させることが

示唆された。すなわち、肝臓では SIK3

シグナルを阻害すると血糖値上昇に繋

がってしてしまうと予想される。

Pterosin B が SIK3 の直接阻害剤では

無かったことから、Pterosin B の作用

部位としての SIK3 の上流因子を探索

した。その結果、Pterosin B はグコー

ゲン分解を刺激するキナーゼ PHKG2

の SIK3 ヘの結合性を上昇させ、SIK3

抑制ドメインのリン酸化を亢進させる

ことで SIK3 シグナルを阻害すること

が示唆された。以上の結果から、本研

究のスクリーニング法を用いた SIK3

活性化剤の探索もしくは PHKG2 阻害

により、糖新生を抑制可能な低分子の

スクリーニングが可能となることが示

唆された。 

 一方、Pterosin B は SIK3-CRTC2 を

介して糖新生を活性化するにも関わら

ず、肝細胞における Pterosin B 依存的

なグルコースの産生は、添加後 8 時間

で急激に低下することが示された。さ

らに、これまでに Pterosin A が血糖値

低下作用を示すことが報告されている。

そこで、Pterosin B の SIK3 非依存的

な糖新生制御作用について検討を行い、

異なる糖新生経路の評価方法の開発を

行った。 

 まず、糖尿病モデルマウスを用いて

Pterosin B が血糖値改善効果を有する

か検討を行った。その結果、Pterosin B

群は、コントロール群に比べて血糖値

が低下することが示された。そこで次

に、糖新生関連の遺伝子発現を確認し

たところ、Pterosin B は cAMP 誘導性

の G6pc の発現を有意に抑制すること

が示された。これは、G6pc のプロモー

ターにおける Retinoic acid 

receptor-related orphan receptor 

alpha-steroid receptor coactivator 2 

(RORα-SRC2)複合体の阻害により生

じていることがレポーターアッセイに

より明らかとなった。さらに、Pterosin 

B はミトコンドリア呼吸鎖の

Coenzyme Q の酸化還元サイクルに異

常をきたし、細胞内の ATP レベルを有

意に低下させることが示された。ミト

コンドリア Complex III の阻害剤

Antimycin A も Pterosin B と同様に、

RORα-SRC2 複合体を阻害して G6pc

の遺伝子発現を抑制することが明らか

となり、RORα-SRC2 複合体はミトコ

ンドリア呼吸鎖の Coenzyme Q の酸化

還元サイクル異常を感知して G6pc の

発現を調節している可能性が示唆され

た。糖尿病治療薬として知られている

メトホルミンも、ミトコンドリア呼吸

鎖 Complex I の阻害により細胞内の

ATP レベルを低下させ、血糖値を抑制

していることが報告されており、血糖

値抑制効果とミトコンドリア呼吸鎖阻

害は深く関係している。以上から、ミ

トコンドリア呼吸鎖 Coenzyme Q の酸

化還元レベルと RORα-SRC2 複合体

の活性化レベルを指標に天然素材を評

価できる可能性が示唆された(図１)。 
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 軟骨組織は血管系が形成されておら

ず低酸素状態である。逆に、酸素に触

れる環境にあると軟骨細胞は死滅する

と考えられている。Prerosin B が SIK3

を阻害し、且つミトコンドリアでの酸

素利用を障害する作用を有することか

ら、軟骨の増殖に有効であると予想さ

れた。そこで、Pteosin B を軟骨研究

グループ（京大 iPS センター:妻木研)

に評価して頂いたところ、軟骨増殖活

性及び保護活性を有することが示唆さ

れた。本成果はその後の、変形性膝関

節症治療への研究へと繋がった。 

 

４．主な発表論文等 
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者には下線） 
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図１: Pterosin B の SIK3 依存的作用と
非依存的作用 
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                           直接経費 間接経費 合計 

2014 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

2015 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 

研究成果の概要：本研究課題ではインフルエンザウイルス感染におけるエピゲノムと代

謝システムのクロストークに関して検討した。H4K20me3 のメチル化修飾酵素を中心に、

その欠損細胞や欠損マウスを用いた解析から、同メチル化酵素がインフルエンザウイル

スの増殖を制御していることが明らかとなった。さらに、これらのマウス肺組織を用い

たメタボローム解析から、SAM や NAD 等の宿主転写環境の形成に利用されていること

が知られている代謝物の産生が感染に伴って大きく変動することがわかった。従って、

このようなエピゲノム・代謝系のクロストークを介した転写環境の構築がインフルエン

ザの病態に関わっていることが示唆された。 

 

１．研究の背景 

近年、ウイルス感染をはじめとした外因性

ストレスに対してエピゲノムは脆弱性、可塑

性を有していると考えられ、このような環境

要因に対するエピゲノム応答は、生体の恒

常性の維持機構と捉えることができる。この

制御機構の破綻は疾患の発症につながり、

逆に上手に操作することによって疾患の治

療に応用することが可能となる。例えば、EB

ウイルスや肝炎ウイルス感染では、宿主細

胞にエピジェネティック変化が生じ、その結

果発がんが導かれることが明らかになって

いる。しかし、RNA ウイルスであるインフル

エンザウイルスの感染に伴う宿主のエピゲノ

ム応答機構に関しては未解明な点が多い。 

一方最近、遺伝子発現を制御するエピゲ

ノム情報をはじめとした転写環境と細胞内

エネルギー代謝のクロストークに注目が集ま

っている。しかしながら、インフルエンザウイ

ルスの感染における宿主のエピゲノム修飾

変化との関わりは不明である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、インフルエンザウイルス

感染によって、エピジェネティックな転

写環境、とりわけ抑制性のヒストンマー

クである H4K20 のメチル化に関する修

飾変化どのように構築され、それらとイ

ンフルエンザウイルスの増殖機構、病態

との関わりを明らかにし、さらにこのプ

ロセスに、感染に伴った代謝物  (ATP, 

SAM, NAD+, Acetyl-CoA 等) の産生変動

がどのように関与しているか、また、そ

のようなエピゲノムと代謝系のクロスト

ークとインフルエンザの病態との関わり

を明らかにすることを目的とした。 
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３．研究成果 

抑制性のヒストンマークである

H4K20me3 のメチル化修飾酵素に着目し

て、その欠損細胞や欠損マウスを用いた

解析から、同メチル化酵素がインフルエ

ンザウイルスの増殖を制御していること

が明らかとなった（図 1、図 2）。さらに、

これらのマウス肺組織を用いたメタボロ

ーム解析から、SAM や NAD 等の宿主転

写環境の形成に利用されていることが知

られている代謝物の産生が感染に伴って

大きく変動することがわかった（図 3）。

従って、このようなエピゲノム・代謝系

のクロストークを介した転写環境の構築

がインフルエンザの病態に関っているこ

とが示唆された。 
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市 

② 今井由美子、ウイルス-宿主核内相互
作用を標的としたインフルエンザ治
療薬の可能性、感染症学会、2016 年 4
月 15 日、宮城県仙台市  

③ 今井由美子、インフルエンザウイルス
感染に対する宿主核内応答機構、イン
ターフェロン学会（招待講演）、2016
年 5 月 13 日、長崎市 

④ 今井由美子、Host-microbe interaction: 
Dynamic nuclear interaction between 
influenza virus and its host、第 44 回日
本免疫学会学術集会, 2015 年 11 月 18

日、北海道札幌市 
⑤ 今井由美子、感染症治療薬―現状と今

後の可能性―、日本学術会議学術講演
会、2015 年 11 月 25 日、秋田市 

⑥ 今 井 由 美 子 、 Dynamic nuclear 
interactions between influenza virus and 
its host、感染症研究グローバルネット
ワークフォーラム 2015、2015 年 11
月 14 日、千葉市 

⑦ 今井由美子、宿主核内ネットワークを
標的としたインフルエンザ治療薬の
可能性、新薬理学セミナー2015、2015
年 3 月 21 日、富山市 

⑧ 今井由美子、宿主核内ネットワークを
標的とした抗ウイルス薬の可能性、日
本ケミカルバイオロジー学会 第 10
回年会、2015 年 6 月 10 日、宮城県仙
台市 

⑨ 今井由美子、インフルエンザウイルス
の病原性発現を調節する核内ネット
ワーク、第 8 回日本エピジェネティク
ス研究会, 2014 年 5 月 27 日、東京 

⑩ 今井由美子、Lipid Immunology: 脂肪
酸代謝物によるウイルスの病原性発
現調節機構、第 35 回日本炎症・再生
医学会, 2014 年 7 月 3 日、沖縄県名護
市 

⑪ Yumiko Imai, Dynamic nuclear 
interactions between influenza virus and 
its host. RIKEN –JSI International 
Symposium on Immunology: Infection 
and Immunity 2015, June 19

th
 2015, 

Yokohama 
⑫ Yumiko Imai, Host epigenetic responses 

to influenza virus infection. The 6th 
International Symposium of WPI IFReC 
“ Immunology at the Forefront ” , 
February 23

rd
 2015, Osaka 

⑬ Yumiko Imai, Dynamic nuclear 
interactions between influenza virus and 
its host. 2th World Congress of the 
Intensive Critical Care Medicine 
(WFSICCM), August 31

st
 2015, Soul, 

Korea 
⑭ Yumiko Imai, Lipid metabolic signals 

control the pathology of influenza via 
RNA export machinery. International 
Symposium & Annual Meeting of the 
Korean Society for Microbiology and 
Biotechnology, June 27

th
 2014, Fusan, 

Korea 
 
〔研究成果による産業財産権の出願・取
得状況〕 
・該当なし 
 

〔その他〕ホームページ等 

研究室ホームページ 
http://www.imai-lab.com/ 
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研究課題名：足場非依存性間欠性細胞分裂の転写制御と代謝 

Transcriptional Regulation and Metabolism of  

Ancholage-independent Intermittent Cell Division 

 

研究期間：2014〜2015 

課題番号：26116707 

研究代表者 加藤光保 （筑波大学 医学医療系 教授） 

連携研究者 渡邊幸秀 （筑波大学 医学医療系 助教） 

連携研究者 沖田結花里（筑波大学 医学医療系 研究員） 

 

【交付決定額（分配額）】              （金額単位：円） 

  直接経費 間接経費 合計 

2014 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

2015 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 

研究成果の概要：種々のがんで転写因子 MafK や TMEPAI の発現が亢進している。

MafK や TMEPAI は単層培養条件では細胞増殖を促進しないが、足場非依存性増殖を

強く促進し、腫瘍形成を誘導する。転写因子 MafK は、上皮間葉転換と GPNMB の誘

導を介して、腫瘍形成能を誘導することが示された。TMEPAI は SIM ドメインを介す

る TGF-β/Smad 経路の抑制とともに、PY モチーフを介する機能も腫瘍形成に関与する

ことが示された。また、領域での共同研究により MafK の SUMO 化修飾が上皮間葉転

換と腫瘍形成能の誘導に必須であることが示唆された。 

 

１．研究の背景 

通常の培養条件下で、上皮細胞株は足場

に依存した連続した細胞分裂を持続する。

これまで、足場非依存的な培養条件下で

の分裂増殖動態について詳しく報告され

た例はないが、私達は、マウス乳腺上皮

細胞 NMuMG などの腫瘍形成能のない細

胞は、足場非依存的なスフェア培養条件

下で、間欠的な細胞分裂と連続的な細胞

分裂を行う分化段階の階層性が生じ、分

裂細胞数と細胞死のバランスが取れた段

階で一定の大きさのスフェアを維持する

ようになること、さらに、がん細胞や転

写因子 MafK を過剰発現させて形質転換

した細胞では、分裂する細胞数の持続的

な増加がもたらされスフェアが大きくな

り続けるようになり、マウスの皮下に移

植すると腫瘍形成能を獲得していること

を見いだした。細胞集団としての足場非

依存性持続増殖能の獲得は、多くのがん

遺伝子の発見をもたらした細胞がん化の

in vitro の特性であり、間欠的な細胞分裂

は、いわゆる幹細胞の分裂増殖動態の特

性であると予測されるがその本態は不明

である。また、並行して行っているシミ

ュレーション研究では、幹細胞の間欠性

均等分裂と有限回数しか分裂能をもたな

い連続性分裂細胞の幹細胞への逆移行が

細胞集団としての足場非依存性持続増殖

能の獲得をもたらすことが示されている

が、その実験的証明はなされていない。 

 

２．研究の目的 

足場非依存的なスフェア形成培養では、

通常の付着平面培養とは全く異なった細

胞分裂動態が見られる。本研究は、転写

因子 MafK と TMEPAI のスフェア形成誘

導能についてその分子機能を解析すると
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ともに、スフェア培養時において間欠的

に分裂増殖する幹細胞集団と連続して分

裂増殖する細胞集団を分離し、転写因子

の発現パターンと修飾転移酵素による書

き込みの変化を同定することを目的とし

た。また、メタボローム解析によるエネ

ルギー代謝の変化を解析するとともに

MafK などのがん化を誘導することを見

いだした転写因子がスフェア内細胞分裂

動態に及ぼす作用を明らかにすることを

目指した。 

 

３．研究成果 

(1) 分子作用機序の解明 

TMEPAI は、TGF-β シグナルによって誘

導されることをすでに報告しているが、

EGF シグナルが加わると TMEPAI の発現

が協調的に増加することを示した。また、

がん細胞では、TMEPAI の発現亢進に

EGF シグナルが関与していた（論文②）。

TGF-β による TMEPAI の発現誘導には、

TCF7L2 が関与しているが、ファミリー

分子の LEF1 にはこの作用がない。

TCF7L2の分子構造の解析からLEF1には

ない C 末端領域が TMEPAI の発現誘導に

必要であることが示された（論文①）。肺

腺がん細胞には、TMEPAI の持続的な発

現があり、これをノックダウンすると足

場非依存的なスフェア形成能、皮下腫瘍

形成能、尾静脈注射による肺腫瘍形成能

が低下することをすでに報告している

(Vo Nguyen TT et al., 2014)。また、TMEPAI

と C18orf1 のノックアウトマウスと

Apc
Min/+マウスを交配し、大腸腺腫の発生

に対する TMEPAI ファミリーの作用に関

する検討を行っている。TMEPAI は

TGF-β/Smad 経路を抑制する活性があり、

TMEPAI のノックダウンは TGF-β による

細胞増殖抑制を解除することで腫瘍形成

を促進することが示唆されたが、他の分

子機構も働いていることを示すデータが

得られ、さらに解析を続けている。また、

TMEPAI の フ ァ ミ リ ー 分 子 で あ る

C18orf1 に も TMEPAI と 同 様 の

TGF-β/Smad シグナル経路の抑制活性が

あることを示した（論文③）。TGF-β シグ

ナル以外に対する作用についても、

TMEPAI と同時に解析を進めている。さ

らに、TMEPAI 自身にも４種類のアイソ

フォームがあることが知られるようにな

り、アイソフォーム間での機能の違い、

腫瘍形成能の違いに関する検討も行って

いる。 

 TGF-β は乳腺上皮細胞などに上皮間葉

転換（EMT）を誘導する（図書・総説①

②）。MafK は、TGF-β によって発現が誘

導されたが（Okita Y et al., J. Biol. Chem. 

2013）、MafK 単独の発現で EMT を誘導

する活性を持ち、乳がん細胞の悪性化に

伴って発現が亢進していた。また、強力

な腫瘍形成促進作用をもつこと、膜タン

パク質である GPNMB の発現を誘導する

ことも腫瘍形成の促進に関与しているこ

とを見いだした（Okita Y et al., in revision）。

MafK は、種々の上皮細胞でも発現し機能

している。特に、幹細胞の機能を制御し

ていることが乳腺上皮細胞や乳がん細胞

でも明らかになってきた。 

(2) 足場非依存性増殖とは 

TMEPAI と MafK は、がん幹細胞の特性

とされる足場非依存的なスフェア形成を

誘導した。単層培養時には、対数増殖期

にほとんどすべての細胞が細胞周期を回

っており、基本的には任意の細胞からク

ローンを樹立することが可能であるが、

幹細胞マーカー遺伝子 (Sox2, Nanog, 

CD44)の発現は低く、スフェア形成能を

有する細胞はごく少数である。一方、ス

フェア培養時では、TMEPAI や MafK の
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発現に依存してスフェアの持続的増殖が

見られたが、この細胞集団の中には、細

胞周期を回っている細胞と増殖が停止し

ている細胞が混在し、増殖が停止してい

る細胞に幹細胞マーカー遺伝子の強い発

現が見られた。また、これらの遺伝子は、

スフェア培養時の幹細胞の増加を誘導し

ていた。幹細胞数の増加誘導機序につい

ては、現在、さらに検討を加えているが、

幹細胞の分裂速度に対する作用とは異な

る機序が示唆された。 

(3) 臨床病理学研究 

TMEPAI と MafK に対する抗体を作製し、

TMEPAI に対する抗体は企業に導出した。

GPNMB に対する抗体は市販のものの質

が十分高く、これを用いて検討した結果、

GPNMB は全発現量よりも、その翻訳後

修飾や細胞内分布の制御が腫瘍形成能に

重要な役割を果たすことが示唆された。 

 

４．主な発表論文等 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究
者には下線） 
 
〔論文-英文総説含む〕（計 4 件） 
① Nakano N, Kato M, Itoh S. Regulation 

of the TMEPAI promoter by TCF7L2: 
the C-terminal tail of TCF7L2 is 
essential to activate the TMEPAI gene. 
J Biochem. 159: 27-30, 2016. 査読有 

② Azami S*, Vo Nguyen TT*, Watanabe 
Y and Kato M. Cooperative induction 
of transmembrane prostate androgen 
induced protein TMEPAI/PMRPA1 by 
transforming growth factor- and 
epidermal growth factor signaling. 
Biochem Biophys Res Commun. 
456: 580-585, 2015. 査 読 有 (*equal 
contribution)doi: 
10.1016/j.bbrc.2014.11.107.  

③ Nakano N, Maeyama K, Sakata N, Itoh 
F, Akatsu R, Nakata M, Katsu Y, Ikeno 
S, Togawa Y, Vo Nguyen TT, Watanabe 
Y, Kato M and Itoh S. C18 ORF1: A 
Novel Negative Regulator of TGF- 
Signaling. J. Biol. Chem. 289: 
12680-12692, 2014. 査 読 有 doi: 
10.1074/jbc.M114.558981. 

④ Nakano N, Maeyama K, Sakata N, Itoh 
F, Akatsu R, Nakata M, Katsu Y, Ikeno 
S, Togawa Y, Vo Nguyen TT, Watanabe 
Y, Kato M and Itoh S. C18 ORF1: A 
Novel Negative Regulator of TGF- 
Signaling. J. Biol. Chem. 289: 
12680-12692, 2014. doi: 
10.1074/jbc.M114.558981. 査読有 

 

〔学会発表等〕（研究代表者の招待講演）

（計 3 件） 

① Mitsuyasu Kato, Roles of MafK and 
Gpnmb in malignant progression of 
breast cancer. The 4th International S
ymposium by JSPS Core-to-Core Pro
gram  “Cooperative International 
Framework in TGF-β Family 
Signaling”. 平成 27 年 1 月 12-13
日、つくば国際会議場、茨城県 

② Mitsuyasu Kato, How does cancer 
grow? The 1st Asian Researcher 
Symposium 2016 平成 28 年 4 月
25-27 日 、 Universitas Indonesia, 
Indonesia 

③ 加藤光保、転写因子 MafK は
TGF-β によって誘導され、腫瘍形
成を促進する、第 75 回日本癌学会
学術総会、平成 28 年 10 月 7 日、
パシフィコ横浜、神奈川県 

 
〔図書〕（計 2 件） 
① Valcourt U, Carthy J, Okita Y, Alcaraz L, 

Kato M, Thuault S, Bartholin L, 
Moustakas A. Analysis of 
Epithelial-Mesenchymal Transition 
Induced by Transforming Growth Factor 
β. Methods Mol. Biol. 1344:147-181, 
2016. 
doi:10.1007/978-1-4939-2966-5_9. 

② 加藤光保, 沖田結花里, 上皮間葉移
行. 病理と臨床 32(10): 1163-1167, 文
光堂、2014. 
 

〔研究成果による産業財産権の出願・取
得状況〕 
・該当なし 

 

〔その他〕ホームページ等 

 研究室ホームページ 
 http://www.md.tsukuba.ac.jp/epatho/ 
 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26520123
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26520123
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26520123
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研究課題名：腸内代謝バランスに基づく転写制御機構の解明 

Transcriptional Regulation by intestinal metabolism 

  

研究期間：2014〜2015 

課題番号：26116709 

研究代表者 長谷耕二（慶應義塾大学 薬学部 教授） 

連携研究者 福田真嗣（慶應義塾大学 先端生命科学研究所 特任准教授） 

 

【交付決定額（分配額）】             （金額単位：円） 

  直接経費 間接経費 合計 

2014 年度 7,100,000 2,130,000 9,230,000 

2015 年度 7,100,000 2,130,000 9,230,000 

 

研究成果の概要：腸内細菌が産生する代謝物は宿主細胞のエネルギー源となるほか、

宿主の免疫系や代謝系を調節している。本研究では、無菌マウスに腸内細菌を定着さ

せたマウスにおいて、大腸上皮細胞の増殖の動態を解析した。その結果、腸内細菌の

定着は大腸上皮細胞の活発な増殖応答と機能成熟を促すことを明らかにした。さらに、

免疫系においては一過性にエフェクターT細胞が活性化した後、制御性 T細胞が誘導

されエフェクターT 細胞の過剰な応答が抑制されることが判明した。この際に糞便お

よび盲腸内容物のメタボローム解析を実施し、上皮および免疫系を制御する代謝物の

探索を行った。 

 

１．研究の背景 

ヒトの消化管には、体細胞の総数を上

回る膨大な数の腸内常在菌が生息してい

る。腸内細菌は、宿主の消化酵素では分

解できない食物せんいなどを微生物発酵

により分解し、終末代謝産物として様々

な低分子化合物を産生している。宿主は

これらの『発酵代謝産物（以下、発酵産

物）』をエネルギー源として利用している。

腸内細菌によって供給される短鎖脂肪酸

は腸上皮にとって最も重要な栄養源であ

る。加えて、腸内細菌は糖・脂質代謝の

補酵素となるビタミン B 群を宿主に供給

している。腸上皮は体内でもっとも細胞

増殖の盛んな場所の一つであり、絶えず

新生とアポトーシスを繰り返し、マウス

では約３日間で、ヒトでは約５日間で全

体が入れ替わる素早い細胞代謝回転を行

っている。腸上皮は発酵産物を有効に利

用することでエネルギー(ATP)を獲得す

る以外に、ヒストンアセチル化や DNA

メチル化の基質となる Acetyl-CoA や

SAM など生命素子の産生を増加させる

ことが予想される。 

 

２．研究の目的 

本研究では、発酵産物を起点とした転写

調節とエネルギー代謝の相互作用を明ら

かにすることを試みた。 

 

３．研究成果 

（１）腸内細菌の定着が上皮細胞の性状
に及ぼす影響の検討 

腸上皮は体内でもっとも細胞増殖の

盛んな場所の一つであり、絶えず新生と

アポトーシスを繰り返し、マウスでは約

３日間で、ヒトでは約５日間で全体が入

れ替わる素早い細胞代謝回転を行ってい

る。これは食物繊維などの機械的なスト
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レスや消化酵素などで綻びを生じやすい

単層上皮を修復する上でも、また、上皮

細胞を感染の足場とする病原性微生物を

排除するためにも重要である。しかしな

がら、無菌状態のマウスでは、上皮細胞

の代謝回転は低下する傾向が認められた。

一方、無菌マウスに腸内細菌叢を定着さ

せて腸内発酵を促進させた際には、腸内

細菌定着 3 日目において、クリプトにお

ける増殖細胞の数が約 3 倍に増加し、ク

リプト長も伸張することが判明した（図

1）。その後、6 日目以降には増殖細胞の

数はやや低下したものの、無菌状態と比

較して約 1.5〜2 倍の増加を示した。 

 

大腸上皮細胞のトランスクリプトー

ム解析により、GF マウスと比較して

exGF マウスで発現が上昇した遺伝子群

をプロファイルし、gene ontology に基づ

く functional enrichment analysis を行った。

その結果、腸内細菌定着 3 日目では cell 

cycle 関連の遺伝子群の上昇が顕著であ

った。一方で、腸内細菌定着 6 日目およ

び 9 日目では、host defense に関わる遺伝

子群の上昇が特徴として認められた。以

上の結果より、腸内細菌の定着は上皮細

胞の一過性の過増殖をもたらした後に、

バリア機能を成熟させることが明らかと

なった。 

 

（２）腸内細菌の定着に伴う上皮細胞の
代謝変化 

腸内細菌の定着による大腸上皮細胞

の代謝変化を調べるために、CE-MS によ

る代謝物の一斉解析を行った。主成分解

析の結果、GF マウスと exGF マウスの大

腸上皮では全く異なる代謝物プロファイ

ルを示すことが判明した。個々の代謝物

の変化について見ていくと、exGF マウス

由来の上皮細胞では GFマウスの上皮細

胞に比べて、ATP, NADH, アセチル CoA と

いったエネルギー代謝に関わる主要な代

謝物の増加が観察され、高エネルギー状

態にあることが示唆された。 

 

（３）腸内細菌の定着に伴うヘルパーT
細胞バランスの変動の解析 

腸内細菌の定着は孤立リンパ小節の

成熟を促し、IgA 産生を高めることが知

られている。その一方で、本来異物であ

る腸内細菌に対する免疫応答は適度に調

節され、炎症応答が起こらない仕組みが

備わっているが、そのメカニズムについ

ては不明な点が多い。我々は腸内細菌定

着時における免疫の司令塔であるヘルパ

ーT細胞バランスの変動を解析した。そ

の結果、既報どおり GFマウスでは SPF 環

境にて飼育したマウスに比べて、炎症や

アレルギー反応を抑制する Treg 細胞の

減少が確認された。GFマウスに腸内細菌

を定着させると、3日目までに IL-2 を産

生するエフェクターT細胞の増加が観察
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された。しかし、その後、Treg 細胞が誘

導されるに伴い、エフェクターT細胞は

抑制されることが判明した。このように

腸内細菌の増加は、一過性にエフェクタ

ーT細胞の誘導を促すものの、続いて

Treg細胞が誘導されることで腸内細菌に

対する過剰な免疫応答が抑制されると考

えられる。このような変化は大腸組織に

のみ認められ、脾臓などの全身免疫系で

は認められなかった。 
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研究成果の概要： ES 細胞の in vitro 分化誘導系において未分化細胞が残存すること

が知られているが、これらの細胞の特性は不明である。本研究は、未分化残存細胞に

特徴的な転写・代謝機構の解明を目的とした。まず、未分化残存細胞は多能性を維持

したまま増殖を停止した「休眠多能性状態」にあり、ES 細胞とは異なる特徴的な転写

因子や代謝制御因子の遺伝子発現プロファイルを示すことを明らかにした。また、転

写因子 FoxO3 が休眠多能性細胞の多能性維持に必要であることを解明し、FoxO3 や

休眠多能性状態をターゲットとした残存未分化細胞の除去法の可能性を示唆した。 

 

１．研究の背景 

ES細胞を in vitroで目的の細胞に分化さ

せる手法については、これまで多くの研

究がなされ、より効率良く分化させる実

験系の確立が模索されてきた。しかしど

の分化誘導系でも一部の細胞が未分化状

態で残るため、移植後にがん化すること

が懸念され、臨床応用を考える上で大き

な課題となっている。これまで、分化条

件下でも未分化のまま残る細胞群は、分

化シグナルが適切に活性化しなかったた

め「分化に失敗した」細胞群であると考

えられてきた。しかし最近の研究から、

生体内の幹細胞は、増殖性を抑制しつつ

未分化能を維持する「静止状態」を保つ

ための積極的な機構を持ち、また静止状

態では低酸素反応系などの特異的な代謝

経路が活性化していることも分かってき

ている。更に、成体の組織には極少数の

ES 細胞様の多分化能をもつ幹細胞が静

止状態で存在することが報告されている。

このことから、ES 細胞の分化誘導系にお

いても、一部の細胞では、特異的な代謝

経路の活性化、未分化維持、増殖能低下

を特徴とする「静止状態」が積極的に作

り出されている可能性が考えられた。 

２．研究の目的 

本研究で我々は、分化条件下で未分化を

維持する ES 細胞の特性を解明し、特異

的な遺伝子プロファイルの同定と代謝状

態の解明を目指した。更に、未分化維持

に必要な転写因子と代謝経路を特定し、

代謝経路と転写ネットワークとの相互依

存性の解明を目的とした。 

 

３．研究成果 

（１）ES細胞の分化誘導系における残存

未分化細胞は Foxo3 依存的に休眠多能性

状態を維持している。 

本研究では、マウス ES 細胞を高効率な

神経誘導法であるSFEBq法で分化誘導し

て、未分化のまま残る細胞の性質を解析
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した。その結果、大半の細胞が神経細胞

へ分化するなかで、1-5%の細胞は多能性

マーカーである Oct4 の発現を維持し、ま

た ES 細胞と同様に多能性と自己複製能

を保持していた。しかし、これらの残存

未分化細胞では細胞増殖が著しく低下し、

細胞周期の進行を阻害する CDK インヒ

ビターp21 の発現が上昇していた。これ

らの残存未分化細胞は、SFEBq 法の２次

分化誘導下時においてもほとんど増殖・

分化せず、かつ多能性を保持し続けたこ

とから、「休眠多能性状態」にあることが

分かった。また、LIF と血清を含む培地

で培養すると再び ES 細胞様の性質を示

したことから、休眠多能性状態は可逆的

であることが分かった。更に、蛍光希釈

アッセイと細胞周期解析から、休眠多能

性細胞は SFEBq 法の 5-7 日目に出現する

ことが明らかとなった。次に DNA マイ

クロアレイ解析を行った結果、休眠多能

性細胞は通常の ES 細胞と比較してクロ

マチン構造や発生に関わる転写因子群の

発現パターンが大きく異なることが分か

った。また、脂質代謝制御に関わる因子

の発現量も大きく変化していた。このう

ち、組織幹細胞の静止状態に必須である

転写因子 FoxO3 について解析した。その

結果、FoxO3 をノックダウンすると休眠

多能性細胞の多能性が損なわれることが

分かった。この時、細胞増殖能の停止状

態には影響は無かった。また、SFEBq 法

だけでなく、EB 法による三胚葉分化にお

いて残存する未分化細胞も FoxO3に依存

して多能性を維持していた。さらに、

FoxO3 の阻害活性をもつ AS1842856 の処

理により、休眠多能性細胞の多能性と自

己複製能が損なわれた。これらのことか

ら、ES 細胞は休眠状態に移行することに

より、特異的な転写因子プロファイルを

獲得して LIF/血清非依存的に多能性を維

持する能力を持つことが明らかとなった

(図１）(Mol. Cell Biol.2017)。 

 

図１ES細胞は休眠多能性状態に移行する 

（２）休眠多能性細胞の代謝経路の解析 

DNA マイクロアレイと qPCR 解析の結果、

休眠多能性細胞では脂肪酸酸化に関連

する酵素の発現量が上昇していた。そこ

でフラクッスアナライザーによる代謝解

析を行った結果、休眠多能性細胞では酸

化的リン酸化と解糖系の活性が ES 細胞

よりも顕著に低下しており、また、解糖

系よりも脂肪酸酸化に依存して電子伝

達系を駆動していることが分かった。更

にエトモキシルにより脂肪酸酸化を抑

制したところ、ES 細胞で見られる ECAR

の上昇が休眠多能性細胞では観察されな

かった。かつ、ピルビン酸からアセチル

CoA の合成を阻害する Pdk4 の発現が上

昇していたことから、休眠多能性細胞で

は解糖系と TCA 回路が脱共役している

ことが示唆された。休眠多能性細胞にお

ける脂肪酸酸化の機能を検討するため、

脂肪酸酸化に関わる酵素（Lpl, Hadh, 

Bdh）を shRNA によりノックダウンした

結果、いづれの場合においても SFEBq 法

において残存する未分化細胞の割合が増

加した。更に、SFEBq 法の２次培養にエ

トモキシルを添加したところ、多能性と

自己複製能は維持したまま、細胞増殖が

回復する傾向が観察された。これらの結

果から、休眠多能性細胞は脂肪酸酸化依
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存的に休眠状態を維持している可能性が

示唆された。脂肪酸酸化と休眠状態を繋

ぐ転写ネットワークの解明が今後の課題

である。 
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研究成果掲載ホームページ 
http://www.infront.kyoto-u.ac.jp/achiev
ements/post-1237/ 
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2015 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 

研究成果の概要：While it is known that the biological clock is under the control of 

m6A RNA methylation (the N-6 methylation of internal adenosines in mRNA), with 

many clock-related transcripts being methylated, what is the role of m6A in the 

regulation of their expression is unknown. Moreover, the physiological function of 

m6A in adult animals remains unknown since mRNA m6A methyltransferase 

(Mettl3) knock-out mice die before birth. Here, by studying the role of m6A in the 

expression control of a kinase (Kinase X, KX), critical for the function of the 

circadian clock and other fundamental cellular processes and encoded by a 

highly-methylated transcript, we have simultaneously answered the two questions 

notably by specifically inhibiting the methylation of KX transcripts via 

CRISPR-cas9 gene editing. 

 

１．研究の背景 

The circadian clock is composed of a 

transcription-translation negative 

feedback loop (TTFL) in which clock 

genes regulate their own expression 

and that of output genes to control 

rhythmic physiology and behaviour. 

This TTFL is so tightly regulated that 

subtle adjustments in transcription, 

splicing, RNA processing and 

translation rates of these clock genes 

will have dramatic effects on the 

behaviour of the animal. 

In 2013 we reported that m6A was a 

circadian pacesetter, and demonstrated 

that without m6A, such as when the 

m6A methyltransferase Mettl3 is 

silenced, the period of the circadian 

clock, normally around 24 hours, 

elongated to over 30 hours (Cell 2013). 

Specific mechanisms were however not 

reported. 
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２．研究の目的 

-

The main purpose of this research was 

to identify the tissue-specific 

physiological function of m6A and the 

function of m6A in the control of 

candidate transcripts. This was 

achieved using a combination of 

conditional Mettl3 knock out mice with 

CRISPR-Cas9 gene editing. 

 

３．研究成果 

By m6A mRNA-immunoprecipitation 

followed by RNA-sequencing of the 

liver transcriptome, we have identified 

that Kx is one of the clock-related 

transcripts with the highest m6A levels, 

which we located in the 3’-UTR. 

Surprisingly however, the expression of 

this transcript does not oscillate like 

that of many other clock genes. Since 

m6A has been reported to regulate 

dynamic RNA processing, what is then 

the role of such high m6A levels in a 

constitutive transcript? 

To understand this question, we first 

silenced in vitro the expression of 

Mettl3 and Mettl14, the wto m6A 

“writers”, and observed how the 

expression of Xk protein was affected. 

Simultaneously, we also determined 

the role of the 2000bp 3’-UTR of Kx. We 

found the 3’-UTR is a negative 

regulator of Kx translation, and 

methylation of the 3’-UTR facilitates 

both translation and degradation of its 

mRNA. 

To confirm these experiments in vivo, 

we then generated, by CRISPR-Cas9, 

mutant animals that lack a 43 bp in 

the genomic region corresponding to 

the methylated locus of the 3’-UTR of 

Kx. We confirmed that -43/-43 

homozygous animals have lower Kx 

mRNA methylation levels in the liver 

compared to wild-type controls, and 

that the expression of KX proteins in 

the liver was higher than wild-type 
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controls. Interestingly, locomotor 

activity rhythms analysis revealed that 

the non-coding -43 mutation was 

sufficient to cause a circadian period 

elongation (wild-type, 23.55h +/- 0.13; 

-43/-43, 23.83h +/- 0.08, n = 3). 

Next, we identified the mechanisms 

whereby an increase in Kx results in 

period elongation. Indeed, this result 

was surprising because available 

evidence showed that an increase in Kx 

normally lead to a shortening of period. 

During our investigations, we 

discovered two alternative transcripts 

coding for two uncharacterized 

isoforms of Kx. We studied the 

respective roles of these two isoforms 

and observed that the two isoforms 

have antagonistic function: while Kx1 

accelerates the circadian clock by 

promoting degradation of its 

clock-related target phosphoproteins 

and underlies previously published 

observations on Kx, Kx2 instead 

stabilizes its targets and slows the 

circadian clock down. We are currently 

pursuing these investigations actively, 

notably by generating Kx1 or Kx2 

overexpressing knock-in mice (in the 

ROSA locus), as well as Kx2-specific 

conditional knock-out mice. We are 

preparing a manuscript reporting 

these discoveries. 

 

 

４．主な発表論文等 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究
者には下線） 
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有 

② Doi M, Satoh F, Maekawa T, Nakamura 
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to transcription but enhance 
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Science on Transcription and 
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③ What is the most important trait or 
characteristic to be a successful 
scientist? 
Fustin JM, TGSW2015, Frontier 
Science on Transcription and 
Metabolism, Career Session, 
2015/09/30 Tsukuba. 

④ m6A shows its mettle. 
Fustin JM, Meeting of the Society 
for Research on Biological Rhythms, 
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Montana, USA.  
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⑤ m6A RNA methylation sets the pace 
of the circadian clock. Fustin JM, 
Molecular Clock 2015, Shiran 
Kaikan, Kyoto. 

⑥ RNA Metylation and Metabolic 
Cycle, Fustin JM, RNA and Clock, 
2015, Yumebutai, Awaji. 

⑦ m6A shows its mettle and resists 
investigation. Fustin JM, 第 21 回日
本時間生物学会学術大会  S2-7、
2014/11/7 九州大学医学部. 
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【交付決定額（分配額）】             （金額単位：円） 

  直接経費 間接経費 合計 

2014 年度 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

2015 年度 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 

研究成果の概要：メタロペプチダーゼ nardilysin (NRDC)は、細胞内外で異なる機能

を持つ多機能タンパク質であり、核内では H3K4me2 への修飾特異的結合を介して標

的遺伝子の転写を制御する。NRDC 欠損マウスは低体温、糖代謝異常など多彩なエネ

ルギー代謝系表現型を呈する。本研究は、NRDC のヒストンコードリーダー、そして

転写コレギュレーターとしての機能の、エネルギー代謝における役割を解明すること

を目的とした。結果として、膵β細胞に発現する NRDC がグルコース反応性インシュ

リン分泌を制御していること、そのメカニズムとして NRDC がβ細胞特異的転写因子

MafA の転写を調節していることを示した。 

 

１．研究の背景 

ヒストンの翻訳後修飾は、修飾部位特異

的に結合するタンパク質（ヒストンコー

ドリーダー）を介して、転写制御に重要

な役割を果たしている。 Nardilysin 

(NRDC)は、主に細胞質に存在する可溶

型の酵素で明らかなシグナルペプチドを

有さないが，未知の経路で細胞外に分泌

される。一方典型的な核移行、核外移行

シグナルも有さないが，核と細胞質をシ

ャトリングする。これまで我々は主に

NRDC の細胞外機能（細胞外ドメインシ

ェディング増強活性）に焦点を当てて研

究してきた（EMBO J. 2001, JBC 2006, 

Nat Neurosci. 2009, EMBO Mol Med 

2012 など）が，最近 NRDC の核内にお

ける機能、すなわち、1) NRDC が新規修

飾特異的 H3（H3K4me2）結合タンパク

質であること、2) NCoR/SMRT コリプレ

ッサー複合体と結合すること， 3) 

PGC-1α と結合し、細胞・個体レベルに

おける熱産生遺伝子転写制御に関わって

いること、4) 同転写制御活性に NRDC

の酵素活性が必要であること、を明らか

にした（JBC 2012, Nat Commun 2014）。

NRDC は既知のメチル化認識ドメイン

を持たない新しいヒストンコードリーダ

ーであり、さらに、転写リプレッサーお

よびコアクチベーター双方に結合する転

写スィッチングに関わる分子である可能

性、プロテアーゼ活性を介して転写制御

に関わる可能性が示唆された。NRDC 欠

損マウスは、低体温、寒冷不耐性、糖代

謝異常など多彩な代謝系表現型を呈して

いる。この新規転写制御因子の、標的遺

伝子プロモーター上での挙動を明らかに

し，個体レベルの代謝制御にいかにつな

がっているのかを解明する。 
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２．研究の目的 

本研究は、以下の 3 点を主たる目的とし

て進めた。1) NRDC の標的遺伝子の網

羅的同定、2) NRDC 酵素活性の転写調

節機能における役割の検討、3) 個体レベ

ルの代謝調節における NRDC の転写調

節機能の役割の解明。1)、2)については、

NRDC 欠損 MEF 細胞に野生型あるいは

不活性型 NRDC を再導入した細胞

（NRDC-/-*WT、NRDC-/-*E>A 細胞）

を用い解析した。3)については、NRDC

欠損マウス、膵β細胞特異的を用いて、

糖代謝制御における NRDC の臓器特異

的な機能を明らかにした。 

 

３．研究成果 

1) NRDC の標的遺伝子の網羅的同定、

2) NRDC 酵素活性の転写調節機能にお

ける役割の検討：野生型 MEF 細胞

（NRDC+/+）、NRDC 欠損 MEF 細胞

（NRDC-/-）、NRDC 欠損 MEF 細胞に野

生型あるいは不活性型 NRDC を再導入

した細胞（NRDC-/-*WT、NRDC-/-*E>A

細胞）の遺伝子発現解析（RNA-seq）か

ら、NRDC の酵素活性依存性あるいは非

依存性に発現がレスキューされる

NRDC 依存性遺伝子群を抽出した。一方、

クロマチン免疫沈降法（ChIP）に使用可

能な抗体を作製し、ChIP シーケンスを

行い、NRDC がプロモーター、エンハン

サー領域に存在する NRDC 結合遺伝子

群を抽出した。それらの結果を統合し、

MEF における NRDC の標的遺伝子群を

同定した（論文準備中）。 

3) 個体レベルの代謝調節における

NRDC の転写調節機能の役割の解明：糖

代謝におけるNRDc の役割を明らかにす

るために、糖負荷試験、インスリン負荷

試験を行ったところ、Nrdc-/-マウスは著

明なインスリン分泌不全とインスリン感

受性の亢進を示し、NRDc が糖代謝にお

ける重要な制御因子であることがわかっ

た。 

 次に、Nrdc-/-マウスの全身表現型の二

次的な影響を除外し、膵β細胞における

NRDc の役割を明らかにするために、β

細胞特異的 NRDc 欠損（βKO）マウスを

用いた解析を行った。βKO マウスにおけ

る糖負荷試験では、Nrd1-/-マウスと同様

に、著明なインスリン分泌反応の減弱と

耐糖能異常を認め、膵β細胞の NRDc が

インスリン分泌に重要な役割を果たすこ

とが確認できた。 

 Nrd1-/-膵島における遺伝子発現を見る

と、GLUT2 や Glucokinase などグルコ

ースの取込みや利用に関わる遺伝子群の

発現が低下していた。次にそれらの遺伝

子上流にある膵β細胞特異的転写因子群

について解析したところ、特に MafA の

発現が低下していることがわかった。ま

た、β細胞株であるMIN6を用いてChIP

を施行したところ MafA の enhancer 領

域のクロマチンに NRDcが結合している

ことがわかり、β細胞において、NRDc

が MafA の発現調節を介してインスリン

分泌を制御していることが示唆された

（Diabetes 2016）。 

 

４．主な発表論文等 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究
者には下線） 
 
〔論文-英文総説含む〕（計 6 件） 
① Ishizu-Higashi S, Seno H*, Nishi E*, 

Matsumoto Y, Ikuta K, Tsuda M, 
Kimura Y, Takada Y, Kimura Y, 
Nakanishi Y, Kanda K, Komekado H, 
Chiba T (*Co-corresponding author).  
Deletion of nardilysin prevents the 
development of steatohepatitis and liver 
fibrotic changes. PLOS ONE 9(5): 
e98017 (2014)査読有 

② Tien DN, Kishihata M, Yoshikawa A, 
Hashimoto A, Sabe H, Nishi E, Kamei 



 

206 

 

K, Arai H, Kita T, Kimura T, Yokode M, 
Ashida N. AMAP1 as a 
negative-feedback regulator of nuclear 
factor-κB under inflammatory 
conditions. Sci Rep. 4:5094 (2014) 査
読有 

③ Nishi K, Sato Y, Ohno M, Hiraoka Y, 
Saijo S, Sakamoto J, Chen PM, Morita 
Y, Matsuda S, Iwasaki K, Sugizaki K,

 

Harada N, Mukumoto Y, Kiyonari H, 
Furuyama K, Kawaguchi Y, Uemoto S, 
Kita T, Inagaki N, Kimura

 
T and *Nishi 

E. Nardilysin is Required for 
maintaining Pancreatic -Cell Function. 
Diabetes 65: 3015-27 (2016) 査読有 

④ Yoon WH, Sandoval H, 
Nagarkar-Jaiswal S, Jaiswal M, 
Yamamoto S, Haelterman NA, Putluri 
N, Putluri V, Sreekumar A, Tos T, 
Aksoy A, Donti T, Graham BH, Ohno 
M, Nishi E, Hunter J, Muzny DM, 
Carmichael J, Shen J, Arboleda VA, 
Nelson SF, Michael F. Wangler MF, 
Karaca E, Lupski JR, and Bellen HJ. 
Loss of Nardilysin, a mitochondrial 
co-chaperone for -Ketoglutarate 
Dehydrogenase, promotes mTORC1 
activation and neurodegeneration. 
Neuron 93: 115-131 (2017) 査読有 

⑤ Kimura Y, Ikuta K, Kimura T, Chiba T, 
Oshima H, Oshima M, *Nishi E, *Seno 
H. Nardilysin regulates inflammation, 
metaplasia, and tumors in murine 
stomach. Sci Rep. 7: 43052 (2017) 査読
有 

⑥ Kasai
 
Y, Toriguchi

 
K, Hatano

 
E, Nishi

 
K, 

Ohno
 
M, Yoh

 
T, Fukuyama

n 
K, Nishio

 
T, 

Okuno
 
M, Iwaisako

 
K, Seo

 
S, Taura

 
K, 

Kurokawa
 
M, Kunichika

 
M, Uemoto

 
S, 

Nishi E. Nardilysin promotes 
hepatocellular carcinoma through 
activation of signal transducer and 
activator of transcription 3. Cancer Sci. 
in press 査読有 

 

〔学会発表等〕（研究代表者の招待講演）

（計６件） 

① Nishi E, Nishi K, Ohno M, Saijo S, Chen 
P, Sakamoto J, Kimura T, Kita T. Critical 
role of nardilysin in glucose-stimulated 
insulin secretion. Cold Spring Harbor 
Meeting (Nuclear Receptors & Diseases), 
Oct 28-Nov1, 2014, Cold Spring Harbor, 
NY, USA 

② Nishi E. Critical roles of nardilysin in the 
maintenance of body temperature 
homoeostasis. International forum on 
pig thermogenesis and fat development, 

May 16, 2014, Harbin, China 
③ 西英一郎：『αセクレターゼ活性化因子

ルディライジンのアルツハイマー病に
おける意義』、シンポジウム Aβ産生
制御によるアルツハイマー病根本治療
戦略の進歩、第 33 回認知症学会学術集
会（2014 年 11 月 30 日、横浜） 

④ Nishi E, Hiwasa T, Ohno M, Chen 
PM, Nishi K, Saijo S, Sakamoto J, 
Morita Y, Kimura T. Searching for 
Biomarkers Useful for Acute 
Coronary Syndrome Prediction by 
the Screening of Auto-antibodies. シ
ンポジウム 動脈硬化の予防戦略：バ
イオマーカー、機能検査および画像の
情報をどう活かすか。第 79 回日本循環
器学会学術集会（2015 年 4 月 26 日、
大阪） 

⑤ 西英一郎、大野美紀子、陳博敏、西清
人、西城さやか、坂本二郎、森田雄介、
日和佐隆樹、木村剛、多機能ペプチダ
ーゼ NRDｃの急性冠症候群予知マー
カーとしての有用性、ワークショップ
「生活習慣病のバイオマーカー研究ー
原因究明から治療標的の同定まで」、第
38 回日本分子生物学会年会・第 88 回
日本生化学会大会合同大会（2015 年
12 月 1-4 日、神戸） 

⑥ 西英一郎：『ナルディライジンによる
体 温 恒 常 性 維 持 機 構 』、 第 ５ 回
Metabolic Scientific Forum（2015 年
12 月 19 日、東京） 

 
〔研究成果による産業財産権の出願・取
得状況〕 
取得：１件 
発明の名称：ナルディライジンの高感度
免疫測定法 
登録番号：特許第 5610256 号 
登録日：2014 年 9 月 12 日 
出願人：京都大学（50%）、三洋化成工業
株式会社（50%） 
発明者：國近 誠、平岡 義範、松本 恭一 

西 英一郎 
 

５．研究組織 

（1）研究代表者 
西 英一郎（NISHI, Eiichiro） 

京都大学・大学院医学研究科・准教授 

(2017.1 月より滋賀医科大学・ 

薬理学・教授) 

研究者番号：30362528 

 
 



 

207 

 

研究課題名：破骨細胞の代謝改変と DNA メチル化制御のクロストークの実体の解明 

Metabolic-epigenetic coupling in osteoclast differentiation 

 

研究期間：2014〜2015 

課題番号：26116719 

研究代表者 西川恵三（大阪大学 免疫学フロンティア研究センター 特任准教授） 

 

【交付決定額（分配額）】             （金額単位：円） 

  直接経費 間接経費 合計 

2014 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

2015 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 

研究成果の概要：破骨細胞内の代謝は、細胞分化に伴って嫌気的過程から好気的代謝に

変化する。この代謝様式の改変が担う役割には、不明な点が多い。本研究では、破骨細

胞の分化過程を通して網羅的なメタボローム解析を実施したところ、S-アデノシルメチ

オニン(SAM)が、好気的代謝と協調して増加することを見出した。一方、本研究では、

破骨細胞制御において DNA メチル基転移酵素 Dnmt3a の重要性を明らかにした。本研究

によって、SAM 産生と共役する DNA メチル化制御が破骨細胞分化を司る重要な制御基盤

となることが明らかとなった。 

 

１．研究の背景 

造血幹細胞から分化する破骨細胞は、

骨吸収機能を介して骨の恒常性維持に

かかわる。破骨細胞の骨吸収機能は、

多量の酸や分解酵素の分泌を伴うため

に、多量のエネルギーを消費すること

が知られている。このエネルギー需要

の高まりに対して、破骨細胞は、代謝

様式を改変することで適応する。即ち、

破骨細胞は、細胞分化とともにミトコ

ンドリアの生合成を、転写レベルで促

進する。このように、破骨細胞は、酸

化的リン酸化の亢進によって、効率的

に ATP を産生する細胞内代謝機構を作

り上げる。この一方で、破骨細胞が実

際に存在する骨随腔においては、栄養

素(グルコース、アミノ酸や脂肪酸)や

酸素は、不均一に分布し、破骨細胞の

好気的代謝に適さない環境が存在する。

この細胞外環境の制約を回避する上で、

破骨細胞の形成や骨吸収機能が、好気

的呼吸に適した場所で能動的に促進さ

れるかどうかは、ほとんど明らかにさ

れていない。 

従来の破骨細胞の細胞内代謝と細

胞分化との関係性の研究においては、

細胞分化に伴って細胞内代謝がどのよ

うに変化するかに目が向けられており、

代謝様式の改変が担う役割には不明点

が多い。 

 

２．研究の目的 

研究代表者は、キャピラリー電気泳

動・質量分析(CE-MS)を用いて、破骨細

胞分化過程で変動する代謝産物の網羅

解析を行い、破骨細胞分化にかかわる

代謝産物の探索を試みた。その結果、

破骨細胞分化の早期において、S-アデ

ノシルメチオニン(SAM)の合成が顕著

に亢進することを見出した。SAM はエ

ピジェネティク酵素の補因子であるこ

とから、破骨細胞のエピジェネティク
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制御への関与が予想される。これまで

の破骨細胞の転写研究では、主に転写

活性化因子(NFATc1 など)の働きに注目

した、活性化型転写制御の解析に目が

向けられていた。これに対して、申請

者は、抑制性転写制御の重要性を世界

で初めて見出した (JCI 2010, PNAS 

2010,JBMR 2011)。即ち、抑制型転写因

子(Blimp1 など)が、破骨細胞の分化抑

制因子(IRF8 など)を抑制することで、

破骨細胞分化を促進することを明らか

にした。さらに、研究代表者の抑制性

制御の発展研究の成果によって、DNA

メチル基転移酵素 Dnmt3a を介した抑

制性のエピジェネティクス制御の重要

性が明らかになりつつある。そこで、

本研究では、破骨細胞において SAM 産

生と共役する DNA メチル化制御が担う

役割を明らかにすることを目的とする。

さらに、SAM を蛍光可視化する手法の

開発に取り組むことで、細胞内代謝と

エピジェネティクスの共役の実体の蛍

光イメージングを可能にする技術基盤

の確立に挑戦する。 

 

３．研究成果 

(1)破骨細胞分化に伴う細胞内代謝改

変の実体とその役割 

破骨細胞の CE-MS 解析を試み、分化過

程を通じて細胞内で変動する代謝物の

同定を試みた。その結果、TCA 回路の

代謝物の増加が、破骨細胞への分化に

伴って生じることを見出した。さらに、

他の代謝物に関しても解析を実施した

ところ、メチオニン代謝にかかわる SAM

が、破骨細胞分化に伴って増加するこ

とを見出した。酸化的代謝(ミトコンド

リアの電子伝達系)に対する阻害剤を

用いた解析を行ったところ、SAM の産

生には、破骨細胞の酸化的代謝が重要

であることが明らかとなった。次に、

破骨細胞分化に対する SAM 産生亢進の

重要性を明らかにするために、SAM 合

成酵素であるメチオニンアデノシルト

ランスフェラーゼに対する阻害剤(シ

クロロイシン)を用いた解析を試みた。

その結果、SAM 合成酵素阻害剤の処理

によって SAM の細胞内量の低下が観察

されたのに加えて、破骨細胞分化が低

下した。これらの結果は、酸化的代謝

を介して産生される SAM が、破骨細胞

分化の重要な制御因子となることを示

唆する。 

 

(2)破骨細胞分化を司る SAM の作用機

序 

SAM がどのように破骨細胞分化を制御

するかを明らかにするために、SAM と

協調的に機能することが予想される遺

伝子の探索を試みた。これまでに、SAM

はメチル基転移酵素に対してメチル基

を提供するメチル基供与体として機能

することが知られている。そこで、破

骨細胞の分化過程で取得したトランス

クリプトームデータを用いて、全ての

メチル基転移酵素の遺伝子発現動態を

解析したところ、DNA 上のシトシン残

基にメチル基を転移する酵素 Dnmt3a

のみが破骨細胞分化に伴って遺伝子発

現が増加することを見出した。Dnmt3a

は、これまで、胚発生や神経細胞の分

化における役割が知られていたが、骨

代謝にかかわる機能は明らかとなって

いない。そこで、コンディショナルノ

ックアウトの手法を用いて、破骨細胞

特異的に Dnmt3a 遺伝子を欠損したマ

ウスを調べた結果、破骨細胞の数と骨

吸収が減少し、骨量が著しく増加する

ことが明らかとなった。この結果から
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Dnmt3a が破骨細胞分化の制御にかかわ

ることが示唆される。さらに詳細な解

析を進めた結果、破骨細胞分化におけ

る Dnmt3a の役割が明らかとなった。す

なわち、Dnmt3a は、（１）自身がもつ

DNA メチル基転移の酵素活性を介して、

DNA のメチル化によって遺伝子の発現

制御にかかわること、（２）なかでも、

破骨細胞分化の抑制にかかわる転写因

子 Irf8 の発現を抑制することで、破骨

細胞の分化促進にかかわることが明ら

かとなった。通常、破骨細胞の前駆細

胞では、Irf8 遺伝子の高い発現が観察

される。これに対して、破骨細胞の前

駆細胞において、SAM 存在下で Dnmt3a

の過剰発現を試みたところ、Irf8 遺伝

子の発現が抑制された。これらの結果

から、Dnmt3a と SAM の協調的な作用に

よって Irf8 遺伝子の発現抑制が生じ

ることが示唆される。 

 

(3)SAM の蛍光可視化プローブの開発 

本研究によって、SAM は破骨細胞分化

を制御する重要な代謝物であることが

明らかとなった。しかしながら、SAM

が細胞のどのような場所で産生され、

細胞分化のどのようなタイミングで

DNA メチル化制御に利用されるかは、

未だ不明である。従来、代謝物の解析

には、高感度質量分析計が広く汎用さ

れているが、生細胞内の代謝産物の解

析やリアルタイムの観察手段としての

用途には不向きである。これに対して、

近年、SAM の蛍光可視化手段として、

RNA アプタマーの有用性が報告された

(Science 2012)。当該アプタマーは、

大腸菌内で最適化された蛍光プローブ

であったことから、我々は、哺乳類細

胞用発現ベクターを構築し、破骨細胞

内で安定に RNA アプタマーを誘導でき

る発現ベクターの構築に取り組んだ。

しかしながら、数十種類の RNA アプタ

マーのプロトタイプを作製したものの、

破骨細胞内の SAM の検出に十分な蛍光

シグナルを得ることができなかった。

近年、国内外の様々な研究から、RNA

アプタマーを用いた蛍光イメージング

には、数々の技術的難題を伴うことが

示されている。そこで、代替え手段と

して、SAM に対する FRET センサーの開

発に着手した。即ち、SAM のセンサー

領域として複数の生物種から SAM 結合

ドメインを単離し、ドナー(CFP)とアク

セプター(YFP)の蛍光タンパク質を接

続した FRET センサーの試作品の作製

を試みた。これまでに、約 200 種類の

FRET センサーのプロトタイプを作製し

解析した結果、ダイナミックレンジ

53％を示す SAM特異的な FRETセンサー

の開発に成功した。 

 

(4)代謝エピジェネティクスの創薬応

用への試み 

超高齢社会を迎えている本邦では、加

齢に伴う骨粗鬆症の患者数増加が大き

な社会問題となっている。骨粗鬆症の

原因としては、加齢や閉経によって生

じる破骨細胞による骨吸収の異常な活

性化が関係する。従って、破骨細胞を

阻害する薬剤は、骨粗鬆症の有効な治

療薬候補となる。近年、がんや精神疾

患の治療薬開発において、エピジェネ

ティック制御が有効な創薬標的となる

ことが明らかにされている。本研究に

よって、破骨細胞のエピジェネティク

スの実体が初めて明らかとなったこと

から、当該成果に対する創薬応用が期

待される。そこで、破骨細胞分化にか
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かわる Dnmt3a の創薬標的としての有

効性の検討を試みた。今回、卵巣を摘

出する手術によって骨粗鬆症を発症さ

せた閉経後骨粗鬆症モデルマウスを用

いた。卵巣を摘出後、病態マウスでは

破骨細胞の増加並びに骨吸収が亢進し、

骨量の減少が観察される。これに対し

て、破骨細胞特異的に Dnmt3a 遺伝子を

欠損したマウスでは、骨粗鬆症の病態

発症に抵抗性を示すことが明らかとな

った。この結果から、Dnmt3a が骨粗鬆

症治療の創薬標的となることが考えら

れる。そこで、次に、薬剤を用いた治

療実験を試みた。Dnmt3a の酵素活性を

阻害する化合物を探索したところ、新

規化合物 TF-3 を同定した。実際に、

TF-3 を用いた治療実験に取り組んだ結

果、骨粗鬆症の病態を有意に改善する

ことが明らかとなった。以上の結果か

ら、骨代謝疾患の治療におけるエピジ

ェネティック制御を標的としたエピゲ

ノム創薬の有効性が示された。 
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  直接経費 間接経費 合計 

2014 年度 3,500,000 1,050,000 4,550,000 
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研究成果の概要：本研究の成果として、低酸素・低栄養といったがん微小環境により、

がん細胞におけるDNA脱メチル化関連酵素であるTET2の発現が誘導されることで、種々

のがん転移促進因子のプロモーター領域における DNA 脱メチル化とこれに伴う発現誘

導が促進されることが明らかとなった。発現が上昇していたがん転移促進因子のうち因

子 Aは、オートクリン的にがん細胞に作用し、解糖系亢進や接着分子の発現誘導により

がん細胞の増殖や生存、転移先の組織への生着を亢進し、がん転移を促進することが明

らかとなった。さらに、当該因子に対する中和抗体投与が新規がん転移抑制法となる可

能性が示唆された。 

 

１．研究の背景 

 近年、がんの分子病態として、エピゲ

ノムの変化が、がん抑制遺伝子等の不活

性化をもたらし発症・進展に深く関与す

ることが既に確立しており、がんにおけ

るエピゲノム変化が診断・治療の標的と

して応用されはじめている。一方で、が

ん組織内では、がん細胞の増殖に伴う低

酸素や低栄養状態、または炎症といった

ようながん細胞周囲の微小環境の変化が

認められる。このようながん微小環境の

変化は、がん細胞の遊走能や浸潤能の活

性化、がんの原発病巣の組織リモデリン

グを誘導し、がんの転移促進に寄与する。

その分子機構として、がん微小環境によ

るエピゲノム変化が、がん細胞の転写環

境の変容をもたらし、結果としてがん細

胞の転移能活性化に繋がると考えられる。

がん微小環境によってもたらされるがん

細胞の転写環境の変容に関わる分子機構、

およびその変容によって影響を受ける標

的遺伝子の同定と機能解明は、がん転移

に対する新規予防法や治療法の開発に繋

がる基盤研究となる。 

 我々は、これまでにアンジオポエチン

様タンパク質（ANGPTL）ファミリー分子

の１つである ANGPTL2 が生活習慣病やが

んの発症・進展を促進することを世界に

先駆けて明らかにした。特に、がん細胞

においては、微小環境の変化により

ANGPTL2 発現が誘導され、がん細胞から

分泌された ANGPTL2 がオートクリンまた

はパラクリン的に作用し、がん細胞の遊

走能や浸潤能、腫瘍血管新生を促進する

ことで、高い転移能を示すことを明らか

にした（Cancer Res. 2011, 2012）。ま
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た、最近、低酸素や低栄養といったがん

微小環境によってがん細胞における

ANGPTL2 プロモーター領域の DNA 脱メチ

ル化が促進され、がん病態進展に繋がる

ことを明らかにした（Sci. Signal. 2014）。 

 

２．研究の目的 

 がん微小環境の変化に伴い、がん細胞

における ANGPTL2 遺伝子発現が、プロモ

ーター領域の DNA 脱メチル化によって誘

導されたように、微小環境の変化への適

応またはがんの浸潤・転移に関わる様々

な遺伝子の転写環境についても同様のメ

カニズムによって再編され、がん細胞の

転移能活性化に寄与すると考えられる

（図 1）。本研究では、低酸素や低栄養な 

 

図1 がん微小環境によるがん細胞のエピ
ゲノム変化を介した転移能活性化機構 

 

どのがん微小環境に生じる慢性的なエネ

ルギー飢餓状態により誘導される DNA 脱

メチル化に着目し、がん微小環境におい

て脱メチル化が生じるゲノム領域および

当該領域の脱メチル化によって発現誘導

される標的遺伝子の同定、低酸素・低栄

養といった特殊なエネルギー代謝環境下

において機能する DNA 脱メチル化経路と

その活性化に関わるシグナル伝達経路を

明らかにし、エピゲノム変化に伴う転写

環境の変容により誘導されるがん細胞の

転移能活性化の分子機構解明を目的とし

た。 

３．研究成果 

（1）がん微小環境によるがん細胞での

DNA 脱メチル化促進とがん転移との関連 

 がん原発巣において、がん微小環境の

変化によりがん細胞に生じたエピゲノム

変化は、エピジェネティックメモリーと

して維持され、転移過程や転移後の組織

におけるがん細胞の生存や増殖などに寄

与すると考えられる。以前、我々は、

ANGPTL2 プロモーター領域が高度にメチ

ル化され、その発現レベルが低い骨肉腫

細胞株を免疫不全マウスの脛骨内に移植し

た場合、移植前の骨肉腫細胞に比べ、移植後

の原発巣内の骨肉腫細胞における ANGPTL2

プロモーター領域の DNA メチル化レベル

が低下し、ANGPTL2 の発現が誘導される

ことを明らかにした。そこでまず、同様

に脛骨内へ骨育種細胞を移植し、その後

肺転移した骨肉腫細胞を単離することで

肺転移株を樹立した。移植前の骨肉腫細

胞と肺転移株における ANGPTL2 プロモー

ター領域の DNA メチル化レベルとその発

現レベルを検討したところ、肺転移株で

は DNA メチル化レベルの低下および発現

レベルの有意な上昇が認められ、樹立し

た肺転移株は、原発巣におけるエピゲノ

ム変化を維持していることが示唆された。 

 樹立した肺転移株では、ANGPTL2 を含

む様々ながん転移促進に作用する遺伝子

の発現が DNA 脱メチル化によって亢進し

ていることが考えられた。そこで、移植

前の骨肉腫細胞と肺転移株における遺伝

子発現解析を行ったところ、肺転移株に

おいて、種々の炎症性サイトカインやケ

モカイン、マトリックスリモデリング因

子などのがん転移促進に作用する遺伝子

発現が著明に上昇していることを見出し

た。さらに、肺転移株において発現が上

昇していた遺伝子のうち、因子 A につい
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て移植後の原発巣内の骨肉腫細胞における

発現を検討したところ、その発現レベルの上

昇が認められた。 

 がん転移における因子Aの発現上昇の意義

を検討するため、移植前の骨肉腫細胞と肺

転移株をそれぞれ免疫不全マウスに尾静

脈より投与し、生体イメージングにより

その肺転移能を検討した。その結果、移

植前の骨肉腫細胞は、ほとんど転移巣を

形成しないのに対し、肺転移株では肺転

移巣の形成が認められ、肺転移株の転移

能が亢進していることが明らかとなった。

その分子機構として、肺転移株では因子

Aの下流シグナルによりICAM-1の発現誘

導を介した肺組織への生着が促進され、

結果として肺転移が亢進することが明ら

かとなった。さらに、移植前の骨肉腫細

胞に比べ、肺転移株では解糖系代謝が亢

進し、解糖系関連酵素遺伝子の発現も有

意に上昇していることに加え、解糖系関

連酵素遺伝子の発現誘導に関わるHIF-1a

タンパク質レベルが上昇していることを

見出した。肺転移株における HIF-1a タン

パク質発現亢進のメカニズムを検討した

ところ、因子 A による MEK-ERK 経路活性

化によって HIF-1a 発現が亢進すること

が明らかとなった。肺転移株に対し MEK

阻害剤処理もしくは因子 A のノックダウ

ンを行うことで、解糖系関連酵素遺伝子

の発現および解糖系代謝の低下が認めら

れた。以上より、因子 A の発現誘導によ

って ICAM-1 発現誘導を介した肺組織へ

の生着および MEK-ERK-HIF-1a 経路を介

した解糖系亢進により、がん細胞の増

殖・転移が促進されることが示唆された。 

 がん微小環境による因子 A の発現誘導

機構を検討する目的で、移植前の骨肉腫

細胞と肺転移株における因子 A のプロモ

ーター領域の DNA メチル化レベルを検討

したところ、肺転移株において有意にメ

チル化レベルが減少していることを見出

した。DNA 脱メチル化経路においては、

TET ファミリーが重要な役割を果たして

いることから、骨肉腫細胞株におけるTET

ファミリーの発現を検討したところ、

TET2 が豊富に発現していること、移植前

に比べ移植後の原発巣内のがん細胞にお

ける TET2 発現レベルが上昇することが

明らかとなった。さらに、骨肉腫細胞を

がん微小環境に模した低酸素・低栄養環

境下で培養すると、TET2 の発現に加え因

子 A の発現が誘導されることを明らかに

した。そこで、TET2 ノックダウン細胞株

を樹立し、移植後の原発巣内のがん細胞

における因子 A の DNA メチル化レベルと

発現レベルを検討した結果、コントロー

ル細胞株に比べ、TET2 ノックダウン株で

はメチル化レベルの低下および発現誘導

が抑制されていた。さらに、通常の培養

環境下においては、コントロール細胞株

と TET2 ノックダウン細胞株の細胞増殖

に差を認めないが、TET2 ノックダウン細

胞株を移植したマウスの原発腫瘍サイズ

はコントロール細胞株を移植したマウス

の腫瘍サイズに比べて著明に減少してい

た。以上の結果から、がん微小環境によ

って TET2 の発現が誘導され、因子 Aを含

む種々のがん転移促進因子の DNA 脱メチ

ル化とこれに伴う発現誘導が引き起こさ

れることが示唆された。 

 がん微小環境による因子 A の発現亢進

が、がん転移促進に寄与することから、

因子 A に対する中和抗体投与によってが

ん転移が抑制されるか検討を行った。骨

肉腫細胞を移植した免疫不全マウスに中

和抗体を毎週 2 回腹腔内に投与したとこ

ろ、コントロール群に比べ、中和抗体投

与群の肺転移が抑制され、その生存期間
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も有意に延長した。以上より、因子 A に

対する中和抗体投与が新規がん転移抑制

法となる可能性が示唆された。 

 以上より、低酸素・低栄養といったが

ん微小環境によりがん細胞におけるTET2

の発現が誘導されることで、因子 A のプ

ロモーター領域の DNA 脱メチル化とこれ

に伴う発現誘導が促進される。その結果、

因子 A がオートクリン的にがん細胞に作

用し、MEK-ERK-HIF1a 経路を介した解糖

系代謝亢進や ICAM-1 といった接着分子

の発現誘導により、がん細胞の増殖や生

存、転移先の組織への生着を促進し、が

ん転移を促進することが示唆された。さ

らに、因子 A に対する中和抗体投与が新

規がん転移抑制法となる可能性が示唆さ

れた。 

 尚、上記の研究成果は論文投稿前であ

るため、標的分子名を因子 A として記載

した。 

 

（2）がん細胞の抗がん剤抵抗性獲得の新

規分子機構 

 がん治療において、抗がん剤に対して

がん細胞が抵抗性を獲得し、抗がん剤治

療の効果が低下することが問題となって

いる。我々は、がん微小環境によるプロ

モーター領域の DNA 脱メチル化によって

発現が誘導され、がん病態進展を促進す

る ANGPTL2 のがん病態進展における新た

な機能として、ANGPTL2 シグナルが抗が

ん剤に対するがん細胞の抵抗性獲得に関

わっていることを明らかにした（Cancer 

Sci. 2014）。大腸がん細胞に ANGPTL2 を

持続的に高発現させると、ANGPTL2 を高

発現させていない大腸がん細胞に比べ、

抗がん剤による大腸がん細胞の細胞死が

減少することを見出した。そのメカニズ

ムとして、ANGPTL2 は NFkB 経路を介して

大腸がん細胞における細胞死抑制分子で

ある BCL-2 ファミリーの発現を誘導する

ことで、抗がん剤による細胞死を抑制し

ていることが明らかとなった。さらに、

大腸がん患者をがん組織における

ANGPTL2 発現レベルが低いグループと高

いグループに分けた場合、ANGPTL2 発現

レベルが高いグループでは、ANGPTL2 発

現レベルが低いグループに比べて、抗が

ん剤治療が効きにくいことも明らかとな

った。以上の結果から、がん細胞におけ

る ANGPTL2 シグナルを抑制することが、

抗がん剤治療に対する抵抗性獲得の抑制

に繋がる可能性が示唆された。 
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研究課題名：核及びミトコンドリアにおける FCoR のエピゲノム情報調節機構の解析 

Analysis of FCoR-mediated epigenomic regulation in nucleus and 

mitochondria  

 

研究期間：2014〜2015 

課題番号：26116724 

研究代表者 中江 淳（慶應義塾大学 医学部 特任准教授） 

 

【交付決定額（分配額）】              （金額単位：円） 

  直接経費 間接経費 合計 

2014 年度 6,900,000 2,070,000 8,970,000 

2015 年度 7,100,000 2,130,000 9,230,000 

 

研究成果の概要：Foxo1 CoRepressor (FCoR) の生理的役割を解明することを目的とした。

FCoR は膵細胞において、Dnmt3a 発現誘導および Arx 遺伝子のメチル化を増加させ、Arx

遺伝子発現を抑制することにより、細胞量の維持に関わる。一方、Foxo1 は膵細胞におい

て、FCoR によるアセチル化により、活性が抑制される。Foxo1 は、Arx を標的遺伝子とし、

Arx プロモーターに結合し、Dnmt3a を Arx プロモーターから解離させ、DNA メチル化の減

少をもたらし遺伝子発現を増加させ、細胞量を増加させる。以上、膵/細胞量の調節に

FCoR-Foxo1 連関が重要であることを明らかにした。また、ミトコンドリア内での FCoR の

結合蛋白である pyruvate carboxylase (Pcx)は、膵細胞では空腹時のインスリン分泌に必須で

あることを明らかにした。FCoR は膵細胞において、その”Identity”および機能にに重要で

あると考えられた。 

 

１．研究の背景 

マウス・ヒトをはじめとする哺乳動物は、

外界からの様々な刺激に対応し、恒常性を

維持しようとする機構を有しており、空腹、

飢餓、寒冷刺激といった生命維持に相反す

る状況下でもそれらに抗する。これらの環

境の変化に反応する転写因子は様々あるが、

フォークヘッド転写因子FOXOファミリー

は、その代表的存在でインスリンシグナル、

酸化ストレス経路に極めて敏感に反応し、

その細胞内局在を変化させ、遺伝子発現調

節を行う。FOXO ファミリー転写因子の活

性調節には、その遺伝子発現そのものより

も、様々な蛋白による翻訳後修飾が重要で

ある。これまで、私たちの研究室では、Yeast 

two hybrid assay により様々な Foxo1 結合蛋

白を同定してきた。この中で、最近報告し

た Foxo1 CoRepressor (FCoR)は、分子量

13kDa と小型の蛋白で、Protein kinase A に

よりリン酸化を受け細胞質から核内へ移行

し Foxo1 をアセチル化することによりその

活性を抑制する(図)。

さらに、FCoR ノックアウトマウス（FcorKO）

は、インスリン分泌の低下、グルカゴン分

泌の増加を示し、膵島において何らかの作
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用を有すると考えられた。FcorKO 膵島で

は、膵細胞のマスター遺伝子である

Aristaless-related homeobox (Arx)遺伝子発現

の上昇をきたし、細胞量が増加している。

FCoR は Arx 遺伝子のプロモーター領域の

メチル化を増強させることにより発現を抑

制し、細胞量を調節する。膵細胞での

Foxo1 発現が極めて低いことから Foxo1 以

外にもその結合パートナーが存在する可能

性が考えられる。私たちは、質量分析によ

り脂肪組織より FCoR の結合蛋白の一つと

して pyruvate carboxylase(Pcx)を既に同定し

ており、培養細胞を用いた検討で FCoR が、

細胞質、核以外にミトコンドリアにも存在

しうること、また Pcx のアセチル化を増強

させることを確認している。このように

FCoR は、核、ミトコンドリアと細胞内局

在を変え、様々な標的蛋白に作用し、それ

らのエピゲノム情報を変化させ活性を調

節しうる蛋白と考えられる。本研究の目的

は、その分子メカニズムを明らかにし、生

理的役割を解明していくことである。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究課題では、FCoR の作用を分

子レベルで明らかにし、糖・エネルギー代

謝調節における鍵分子を同定し、2 型糖尿

病における治療薬開発に役立てることを目

的とし、具体的に次の研究計画をたて、2

年間で明らかにする。 

 

(1) FCoR によるエピゲノム情報の変化に
よる膵細胞量調節—核内における FCoR

の遺伝子発現調節メカニズムを明らかにす
る 

本研究では、FCoR の膵島細胞量調節メカ

ニズムを明らかにする。まず、FCoR の標

的遺伝子として Arx に焦点を当てる。すな

わち、FCoR による Arx 遺伝子プロモータ

ー領域の DNA メチル化のメカニズムを明

らかにする。 

(2)ミトコンドリアにおける FCoR の代謝
調節メカニズムを明らかにする 

本 研 究 で は FCoR に よ る pyruvate 

carboxylase のアセチル化による活性調節メ

カニズムを明らかにするとともに、膵細

胞での pyruvate carboxylase の生理学的役割

を、膵細胞特異的 Pyruvate carboxylase ノ

ックアウトマウスを用いて明らかにする。 

 

３．研究成果 

(1) FCoR によるエピゲノム情報の変化に
よる膵細胞量調節—核内における
FCoR の遺伝子発現調節メカニズムを明
らかにする 

FCoR およびその標的蛋白の一つである

Foxo1 の遺伝子改変マウスを用いて、膵

及び細胞量調節のメカニズムについて

新規の知見をいくつか得ることができた。

Fcor ノックアウトマウス(FcorKO)膵島で

は、膵細胞のマスター遺伝子の一つであ

る Aristaless-related homeobox (Arx)プロモ

ーター領域のメチル化が低下し Arx 発現

が増加し胎生期より細胞量の増加が認

められ、- to -cell conversion が認められ

た。一方、Rat insulin Cre トランスジェニ

ックマウスを用いて膵細胞特異的に

FCoR 発現を回復させたマウス

(FcorKO-Fcor)では DNA メチル化、Arx

発現、細胞量が正常化した。FcorKO 単

離膵島を用いた Real-time PCR では、DNA 

methyltransferase 3a (Dnmt3a)発現の低下

および FcorKO-FcorではDnmt3aの正常

化が認められ、細胞株である MIN6 細胞

においても、FCoR 過剰発現により、

Dnmt3a 発現が増加し、ノックダウンによ

り低下したことにより、FCoR には、

Dnmt3a 発現を誘導する作用があると考

えられた。一方、FCoR の標的蛋白である

Foxo1 の細胞特異的ノックアウトマウ

ス(Foxo1KO)は細胞量、細胞量には変

化ないが、Arx プロモーター領域のメチ

ル化が有意に増加し、Arx 遺伝子発現の
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有意の低下が認められた。さらに、Fcor

と Foxo1 のダブルノックアウトマウス

(DKO)では、DNA メチル化および Arx 発

現は正常化したが、膵細胞量は FcorKO

に比べ低下傾向はあるものの完全には正

常化せず、インスリン陽性かつグルカゴ

ン陽性の double positive 細胞の有意の増

加が認められた。さらに膵細胞株である

TC 細胞および MIN6 細胞に活性型

Foxo1(ADA-Foxo1)を過剰発現させると、

有意に Arx 発現が増加し、ルシフェレー

スアッセイにおいても Foxo1 は Arx プロ

モーター活性を有意に増加させた。また、

ChIP アッセイ、EMSA により、Foxo1 は

Arx プロモーター領域にある

Foxo-response element (FRE)に結合し、Arx

は Foxo1 の標的遺伝子の一つであると考

えられた。さらに、ChIP アッセイにより、

Foxo1 の Arx プロモーターへの結合によ

り Dnmt3a のプロモーター領域からの解

離が認められ、Foxo1 には、Arx プロモー

ターの DNA メチル化低下作用があるこ

とが考えられた。 

以上、FCoR は、２つのメカニズムでお

よび細胞量を調節していると考えられ

る。まず、”Foxo1-independent regulation”

として Dnmt3a 発現を増加させ、Arx プロ

モーターの DNA メチル化を増加させ、

発 現 を 抑 制 す る 。 さ ら

に、”Foxo1-dependent regulation”として、

Foxo1 をアセチル化することにより活性

を抑制し、Foxo1 の Arx 発現誘導作用を

抑制することにより、Arx 発現を抑制し

ていると考えられ、FCoR-Foxo1 連関によ

り膵および細胞の”Identity”が保たれ

ていると考えられる。 

 

(2)ミトコンドリアにおける FCoR の代謝
調節メカニズムを明らかにする 

これまで私たちは、質量分析により、

FCoR の結合蛋白として Pyruvate 

Carboxylase (Pcx)を同定した。膵細胞に

おいてこれまで Pcx は pyruvate が TCA

回路に入る際、Pyruvate dehydrogenase と

共に重要であると考えられていたが、実

際に、生体内の膵細胞において検討され

た報告はない。また、私たちのこれまで

の検討により、Pcx が膵細胞のみならず、

細胞にも発現しており、高脂肪食負荷、

または、加齢により、その発現が有意に

低下し、その低下は、細胞で顕著である

ことを確認している。したがって、膵島

における Pcx は、生理的に何らかの役割

を担っていることが考えられた。そこで

私たちは、まず、組織特異的 Pcx ノック

アウトマウスを作製し、Rat Insulin 

promoter Cre トランスジェニックマウス

を用いて、膵細胞特異的 Pcx ノックアウ

トマウス(PcxKO)を作製した。PcxKO

は、正常食下において、体重に差異はな

いが、空腹時および摂食時の高血糖を認

めた。興味深いことに、空腹時のみ低イ

ンスリン血症を認めたが、摂食時のイン

スリン値には差異を認めなかった。さら

に、腹腔内ブドウ糖負荷試験では、耐糖

能異常を認めず、インスリン分泌は過分

泌傾向にあり、膵臓面積における細胞の

面積比はコントロールに比べ、有意に増

加傾向にあった。インスリン負荷試験に

よるインスリン感受性には差異を認めな

かった。単離膵島においては低グルコー

ス濃度でのみインスリン分泌、ATP 産生

量、細胞内 Ca
2+濃度の低値が認められた。

以上から、膵細胞における Pcx は、低グ

ルコース濃度、空腹時のインスリン分泌

を調節するのに生理的に重要であると考

えられた。さらに興味深いことに、

PcxKO の膵細胞では、小胞体の変性、

小胞体ストレスマーカー遺伝子の発現低
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下、単離膵島を用いたインスリンの

Western blotting において、インスリン蛋

白の有意の低下が認められた。以上のこ

とは、PcxKO の小胞体機能の低下、す

なわち、disulfide結合の低下が考えられ、

Pcx の欠損によるミトコンドリア内の何

らかの環境変化が小胞体に影響を及ぼし

ている可能性も考えられ、今後さらなる

検討を行なっていく予定である。 
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研究課題名：脂肪滴を介した新たな転写代謝システムの解明 

      Regulation of the NRF1-mediated lipid and protein metabolism 

 

研究期間：2014〜2015 

課題番号：26116725 

研究代表者 小林 聡（同志社大学 大学院生命医科学研究科 教授） 

連携研究者 谷口浩章（同志社大学 生命医科学部 助教） 

 

【交付決定額（分配額）】              （金額単位：円） 

  直接経費 間接経費 合計 

2014 年度 3,700,000 1,110,000 4,810,000 

2015 年度 3,700,000 1,110,000 4,810,000 

 

研究成果の概要：本研究では、分子生物学的解析とショウジョウバエの遺伝学的解析

により、CNC ファミリーに属する転写因子 NRF1 の代謝制御機構を解析し、以下の

３点を明らかにした。（１）ショウジョウバエの NRF1 ホモローグ CncC は NRF1 同

様に脂質代謝に関わることを明らかにし、NRF1/CncC による脂質代謝機構が高く保

存されている。（２）マウス Nrf1 は神経細胞において脱ユビキチン化酵素の発現を制

御している可能性がある。（３）Nrf1 の転写因子としての機能は、脱ユビキチン化酵

素 Usp15 によるタンパク質安定化により制御されている。 

 

１．研究の背景 

CNC 転写因子ファミリーは酸化ストレ

ス応答に関わる NRF2 (NFE2L2) や血

球分化・ヘム代謝に関わる BACH1/2 な

どで構成されており、それぞれが内的あ

るいは外的なシグナルに対する誘導型転

写因子として機能している。我々は同フ

ァミリーに属する NRF1 (NFE2L1)が形

成する転写代謝システムの解明を行って

いる。これまで我々は、肝臓特異的 Nrf1 

ノックアウトマウスが脂肪肝になること

から、NRF1 が脂質代謝に関わることを

明らかにしてきた (JBC 2011)。また近

年 NRF1 はタンパク質恒常性

（Proteostasis）の維持に関わることが

わかり注目されはじめている。NRF1 は

プロテアソーム活性阻害時に同遺伝子を

誘導する「プロテアソームリカバリー」

とよばれる生体応答を制御している。こ

れによりプロテオソームの活性低下を相

補され、Proteostasis の維持が可能とな

る。 

 一方、NRF1 の活性制御機構に関して

は、通常 NRF1 は小胞体にアンカーされ

核移行が阻害されていることが明らかに

なっている（Biochem J 2016）。さらに

我々は細胞質と核においてNRF1はユビ

キチン依存的なタンパク質分解を受けて

いることを明らかにした（図１、MCB 

2011）。しかし NRF1 の活性化メカニズ

ムの詳細については全く解明できていな

かった。 
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図１ NRF1 による脂質代謝・プロテア 

ソーム遺伝子発現機構 

 

２．研究の目的 

本研究では、脂質代謝ならびにタンパク

質代謝において重要な機能を有すると目

される転写因子NRF1の転写調節機構に

着目した。この詳細な生理作用を解明す

るために、ショウジョウバエの NRF1 ホ

モローグ CncC のドメイン解析ならびに

過剰発現実験を行うことで、NRF1 の代

謝制御機構ならびに活性制御機構の種間

保存性を検証する。また NRF1 活性化メ

カニズムを解明するためにNRF1結合因

子を網羅的に同定するプロテオーム解析

を行い、その詳細な作用メカニズムを追

う。さらに神経幹・前駆細胞特異的 Nrf1

ノックアウトマウス（Nrf1 NKO マウス）

が示す神経変性疾患の発症機構を、

Proteostasis という側面で解析する。以

上の解析から、NRF1 が形成する転写代

謝ネットワークの全容解明を目指した。 

 

３．研究成果 

(1)NRF1 の活性制御機構と脂質代謝 

機構の種間保存性 

本研究では、NRF1 の活性制御機構なら

びに脂質代謝調節機構の種間保存性をシ

ョウジョウバエを用いた遺伝学的解析で

明らかにした。 

 まずNRF1の活性制御機構については、

ア ミ ノ 末 端 に 存 在 す る NHB1

（N-terminal Homology Box 1）ドメイ

ンを介して小胞体にアンカーし核移行が

阻害されるため、その転写活性が抑制さ

れていることがわかっている。この

NHB1 ドメインはショウジョウバエホモ

ローグ CncC にも高く保存されているた

め、CncC から NHB1 を欠損させた変異

体（CncC ΔNHB1）をショウジョウバエ

の複眼に過剰発現させたところ、顕著に

rough eye 表現型を示した。したがって

NHB1を介した NRF1ならびに CncCの

小胞体膜アンカーによる抑制機構は、高

等生物とショウジョウバエの種間で高く

保存され機能的にも重要であることを明

らかにした。この結果を支持するように、

近年、NRF1/CncC の小胞体からの解

離・核移行にはタンパク質切断酵素

DDI2 による切断が関わることが証明さ

れている (eLife 2016)。 

 次に CncC の脂質代謝機構への関与を

調べるために、CncC ΔNHB1 をショウジ

ョウバエの Fat body（高等生物の肝臓に

相当する器官）に過剰発現させたところ、

脂肪滴の形成ならびにトリグリセリド量

が低下することを見出した。この結果は、

脂質代謝における生理機能も、CncC と

NRF1 の間で種間保存されていることを

示す。 

 

(2)脱ユビキチン化による NRF1 の活性

化機構 

NRF1 の活性は、NHB1 ドメインによる

小胞体アンカー機構とともに、ユビキチ

ン依存的なタンパク質分解系で制御され

ていることを我々は明らかにしてきた

（MCB 2012）。しかし、これら抑制機構

からのNRF1活性化メカニズムについて

は不明なままであった。我々は NRF1 活

ARE

Hrd1

VCPER

b-TrCP

Ub

脂質代謝関連因子
プロテアソーム

ERAD

Degradation

Nrf1

Nrf1

Nrf1

Nrf1

Ub
Ub

Maf

P r o te o ly s is

Stress?

DDI2
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性化メカニズムを解明する目的で、

NRF1 結合因子を網羅的に単離同定する

プロテオーム解析を行い、脱ユビキチン

化酵素 USP15 を同定に成功した。

USP15 は、核において NRF1 を脱ユビ

キチン化し安定化させることを見出した。

したがってNRF1タンパク質の安定性は、

USP15 による脱ユビキチン化機構と、す

でに我々が解明したβTRCP によるユビ

キチン化機構の拮抗作用により制御され

ていることになる。一方、残念ながら、

NRF1 によるプロテアソーム遺伝子の発

現機構に USP15 が関わることを証明す

ることはできなかった、なぜなら USP15

ノックダウンによりNRF1遺伝子自体が

強く誘導されるためである。しかし、こ

の結果はむしろ USP15 ノックダウンに

対するネガティブフィードバックループ

機構の存在を意味するため、USP15 は

NRF1 の活性制御していることを強く支

持する。さらに、このように様々な活性

制御機構が存在するNRF1はプロテアソ

ーム遺伝子群の発現を微細に制御する重

要な転写因子であることを示唆している

ものと考える。 

 

(3)NRF1 による脱ユビキチン化酵素群

の発現制御と Proteostasis 

Nrf1 はタンパク質分解酵素プロテアソ

ーム遺伝子群の誘導的発現を制御するこ

とで、Proteostasis に関わることが明ら

かにされつつある (Mol Cell 2010, MCB 

2013) 。実際我々は、神経幹細胞・前駆

細胞特異的な Nrf1 ノックアウトマウス

（Nrf1 NKO マウス）は、生後１週後に

小脳変性疾患を発症することを見出して

いる（Genes Cells 2011）。Nrf1 NKO

マウスが示す小脳変性疾患は、プロテア

ソームの発現低下が原因であることが強

く予想されたが、予想外にプロテアソー

ムの発現・活性は正常であることを見出

した。そこで神経変性疾患を引き起こす

Nrf1 標的遺伝子をマイクロアレイ解析

で探索した結果、多くの脱ユビキチン化

酵素群が発現低下していることを見出し

た。そのいくつかの遺伝子の制御領域に

は、Nrf1 結合配列である ARE 配列 

(antioxidant response element) が存在

することをゲノムデータ解析で確認した。

次に、脱ユビキチン化酵素群の中で神経

変性疾患に関わる Usp9x 遺伝子に着目

し、実際 Nrf1 が直接的に発現制御して

いることを siRNA ノックダウン実験な

らびにルシフェラーゼ解析で示した。以

上の結果から、Nrf1 NKO マウスが示す

神経変性疾患は、神経細胞内のユビキチ

ン 鎖 の 着 脱 機 構 の 破 綻 に よ る

Proteostasis の低下である可能性を示し

た。 
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研究成果の概要： 本研究では、初期化誘導過程で生じる多様な細胞集団の中から iPS

細胞形成効率の高い集団を表面マーカーにより誘導早期で選別して解析を行った。その

結果、iPS 細胞形成には核内受容体 ERRを介した高エネルギー状態が重要であるこ

とが判明した。興味深いことに、初期化過程で酸化的リン酸化の亢進は一過性である一

方、解糖系の亢進は継続するが、この代謝シフトに関して、ERRにより発現誘導さ

れる TCA サイクルの制御因子のひとつ IDH ファミリーと、低酸素応答因子 HIF1 が重

要な働きをしている可能性が見いだされた。 

 

１．研究の背景 

iPS 細胞や ES 細胞のような多能性幹細

胞は、一定の培養条件で無限増殖するた

め、癌細胞と同様に、解糖系を中心とし

た嫌気性代謝が優位であることが知られ

ている。しかし、体細胞から iPS 細胞へ

初期化される過程で如何に代謝が変化す

るか、その詳細については知られていな

い。 

初期化の過程は多様であり、iPS 細胞の

形成効率が数％未満と非常に低いため、

その分子機構の解明は困難である。我々

は、がん抑制遺伝子 p53 が初期化を負に

制 御 し て い る こ と (Nature 

2009;460:1140-4)など、初期化過程の解析

を精力的に進めており、最近、表面マー

カーの解析から初期化成功群と不成功群

を誘導早期に区別して解析する系を立ち

上げた（PCT 特許出願中、図 1）。この

方法により、初期化成功の予測マーカー

として、転写因子 Foxd1 (Nature Commun 

2014;5:3197.)が同定された。さらに、初期

化成功群では、一過性に、酸化的リン酸

化に関わる遺伝子の発現亢進を認めてお

り、これが核内受容体により制御されて

いる可能性が見出された。また、近年の

研究から、初期化過程における細胞内代

謝様式の変化が、脱メチル化酵素などを

介したヒストン修飾に影響して、iPS 細胞

形成に重要なエピジェネティクスの変化

を誘導している可能性も示唆されている。 

 

２．研究の目的 

iPS 細胞形成過程では、一過性に好気性

代謝が亢進している時期を経たのち嫌気

性代謝へのシフトがなされている可能性

が考えられる。これは、iPS 細胞への初期

化は多くのエネルギーを必要とするが、

好気性の代謝が遷延すると酸化ストレス

や DNA 損傷シグナルが活性化され初期
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化不成功となるため、最終的には嫌気性

代謝へシフトすることが重要であること

を物語っている。さらに、近年、脱メチ

ル化酵素である JHDM や Tet が、TCA サ

イクルの中間産物である α ケトグルタル

酸依存性に、ヒストンや DNA の脱メチ

ル化を誘導する報告がなされていること

から、初期化に重要なエピジェネティク

スの変化が一過性の好気性代謝を必要と

しているとも予想される。本研究では、

上記の知見をもとに、初期化過程におい

て、代謝経路と、遺伝子発現の重要な場

である転写環境とのクロストークを、核

内受容体に着目して解析する。 

 

３．研究成果 

（1）表面マーカーによる初期化成功群・

不成功群の解析 

初期化に関わる遺伝子を探索するため、

4 つの因子（4Fs/Oct4, Sox2, Klf4,cMyc）

を感染させた MEF（マウス胚線維芽細胞）

において、初期化早期（day5）での mRNA

発現をマイクロアレイにより網羅的に解

析した。Gene Ontology データベースで

「表面マーカー遺伝子」として登録され

た 886 個の遺伝子を抽出して解析したと

ころ、4 因子（Oct4, Sox2, Klf4,cMyc）

を感染させた MEF（4Fs）と空ベクター

を感染させた MEF（mock）を比較し、

リプログラミングの初期段階において発

現が亢進した遺伝子が 61 個、発現が減少

した遺伝子が 131 個見出された（図 1）。

本研究では、4Fs において遺伝子発現量

が亢進している表面マーカー遺伝子のう

ち既に造血幹細胞のマーカーとして知ら

れている Sca1、CD34 に着目して研究を

開始した。 

4Fs を感染させた MEF（マウス胎仔線

維芽細胞）において、初期化過程の早期

から後期の各時相、すなわち誘導 5, 7, 9, 

12 日 目 に お い て 表 面 マ ー カ ー

Sca1,CD34 を用いて細胞選別を行った。

その後、再び培養し 7~10 日後に、iPS

細胞に特異的な抗体 Nanog で染色後、

Nanog陽性 iPS細胞コロニーの出現頻度

を評価した。誘導 5 日目以降はおもに、

Sca1/CD34 二重陰性細胞群（DN）、Sca1

陽性/CD34 陰性細胞群（S+）、Sca1/CD34

二重陽性細胞群（DP）の主に 3 つの細胞

群に分かれていた。さらに、いずれの時

相においても Sca1/CD34 二重陰性細胞

群（DN）から主として Nanog 陽性 iPS

細 胞 コ ロ ニ ー が 出 現 す る こ と 、

Sca1/CD34 二重陽性細胞群（DP）から

はほとんど出現しないことが見出された。

 

 

 

 

 

 

（2）核内受容体 ERR と IDHfamily の発現

解析 

初期化誘導過程における代謝経路につ

いてさらに解析するため、初期化誘導過

程で TCA サイクルからの好気的代謝経

路を制御する分子として核内受容体

ERRと、そのコファクターPGC1に着

目した。ERRの標的遺伝子である IDH 

図 1. 表面マーカーを用いた初期化誘
導過程の解析（A）4Fs により発現が増
減した表面マーカー遺伝子の網羅的解
析（B）初期化誘導過程における細胞選
別を用いた解析 
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family は、TCA サイクルの反応経路の中

で、イソクエン酸が α-ケトグルタル酸（2-

オキソグルタル酸）となる反応を触媒す

る酵素であるが、近年の研究によりクロ

マチン修飾に関与すること、点変異によ

る発癌との関わりも注目されている。 

MEF へ、4Fs を感染後 5, 7, 9, 12 日目

の各時相で、Sca1/CD34 二重陰性細胞群

（DN、初期化成功群）、Sca1/CD34 二重

陽性細胞群（DP、初期化不成功群）、Sca1

陽性 CD34 陰性細胞群（S+群）の 3 分画

から total RNA を抽出し、QPCR 法によ

り ERR、PGC1、IDH1、IDH2、IDH3

の発現量を定量的に解析した。興味深い

ことに、核内受容体である ERR とその

コファクターPGC1の発現が誘導早期

の Sca1/CD34 二重陰性細胞群では初期

化過程の早期（誘導 5, 7 日目）をピーク

に一過性に亢進していることが判明した。

また同じ IDH family の中でも、ミトコ

ンドリア内（マトリクス）に局在し、TCA

サイクルの反応経路により深く関与する

IDH2、IDH3が、初期化成功群におい

て発現亢進していることが見出された。   

以上より、初期化の成功には、初期化

過程の早期で、代謝関連遺伝子による好

気性代謝経路が活性化することが重要で

ある可能性が示唆された。IDH family に

より産生量が制御される α-ケトグルタル

酸は、脱メチル化酵素の基質として作用

すること以外に、低酸素応答性 HIF1 の

活性に関与することが知られている。

我々は、初期化成功群では通常酸素濃度

下においても HIF1 活性が高いこと、

HIF1αのノックダウンにより iPS細胞形

成効率が低下することも見出しており、

HIF1 とのクロストークが初期化成功の

鍵となることが示唆される。 

 

（3）初期化誘導過程における細胞内 ATP

産生量 

初期化誘導過程における代謝経路につ

いて明らかにするため、細胞内のエネル

ギー量の指標となる ATP 量を測定した。

4Fs を感染させた MEF において、初期

化過程の各時相（誘導 5, 7, 9, 12 日目）

で、Sca1/CD34 二重陰性細胞群(DN、初

期化成功群) 、Sca1/CD34 二重陽性細胞

群（DP、初期化不成功群）、Sca1 陽性

CD34 陰性細胞群（S+群）の 3 分画を選

別し、それぞれの細胞内 ATP 量を測定し

た。その結果、初期化成功群（DN）では、

他の細胞群に比べ代謝が盛んで高エネル

ギー状態であることが示唆された。また、

初期化過程の早期（誘導 5 日目）で最も

ATP 量が多く、その後は、徐々に低下し

ていくことが示された。 

ES 細胞や iPS 細胞のような増殖能の

盛んな多能性幹細胞では、癌細胞と同様、

Warburg 効果により細胞内の代謝が解

糖系に依存していることが知られている

ため、初期化成功群における好気性代謝

の亢進は一過性であると考えられる。ま

た、先述の結果のように、初期化成功群

（DN）における ERRγ と PGC1β 発現レ

ベルも初期化後期にかけて低下していく

ことから細胞内 ATP 量と良く相関する

ことが見出された。 

 

 

 

 

図 2. 初期化過程における細胞内代謝
様式のシフトとその制御因子 

 



 

228 

 

４．主な発表論文等 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究
者には下線） 
 

〔論文-英文総説含む〕（計 2 件） 

① Kida YS*, Kawamura T*, Zong W, 
Sogo T, Jacinto S, Shigeno A, Kushige 
H, Yoshihara E, Liddle C, Ecker JR, Yu 
RT, Atkins AR, Downes M, Evans RM.  
ERRs Mediate a Metabolic Switch 
Required for Somatic Cell 
Reprogramming to Pluripotency.  
(*Equal co-first author)  
Cell Stem Cell. 2015;16:547-555. 査読有 
doi: 10.1016/j.stem.2015.03.001. 

② Koga M, Matsuda M, Kawamura T, 
Sogo T, Shigeno A, Nishida E, Ebisuya 
M. Foxd1 is a mediator and indicator of 
the cell reprogramming process.  
Nature Commun. 2014;5:3197. 査読有
doi: 10.1038/ncomms4197. 

 

〔学会発表等〕（研究代表者の招待講演）

（計 4 件） 

① 川村晃久、万能細胞の現状と将来展開、
立命館科学技術振興会ASTER主催講
演会、2014 年 5 月 27 日、立命館大学
びわこ・くさつキャンパス、滋賀県草
津市 

② 川村晃久、体細胞から iPS 細胞への
初期化の分子機構の解明、第 1 回 
J-ISCP 学術集会、2015 年 6 月 20～
21 日、ハイアットリージェンシー京
都、京都府京都市 

③ Kawamura T. Studies on 
regenerative medicine using iPS 
cell technologies. Meeting of the 
International Program for Life 
Science、2016 年 3 月 3 日、立命館大
学びわこ・くさつキャンパス、滋賀
県草津市 

④ 川村晃久、体細胞から iPS 細胞への初
期化制御機構、2016 年 7 月 30 日、第
6 回細胞再生医療研究会、臨床研究情
報(TRI)センター、兵庫県神戸市 

 
〔図書〕（計 1 件） 
① 川村晃久、重野麻子、十河孝浩、iPS

細胞を用いた心血管創薬スクリーニ
ング」J-ISCP 会誌「心血管薬物療法」
（2014 年 2 巻 1 号、pp71-74）国際心
血管薬物療法学会日本部会  URL, 
http://www.j-iscp.com/pdf/j-iscp02.pdf 

 
 

 

〔研究成果による産業財産権の出願・取

得状況〕 

出願：1件 

発明の名称：REPROGRAMMING 

PROGENITOR COMPOSITIONS AND 

METHODS OF USE THEREFORE 

出願番号：U.S. Provisional Patent 

Application No. 62/126,417 

出願日：February 27, 2015 

出願人・発明者： Downes MR, Kida YS, 

Kawamura T, Wei Z, Yu RT. 

 

〔その他〕ホームページ等 

研究室ホームページ 
http://kawamura-lab.jp/ 
 

５．研究組織 

（1）研究代表者 
川村晃久（KAWAMURA, Teruhisa） 

立命館大学・生命科学部・准教授 

研究者番号：90393199 

 

（2）連携研究者 

木田泰之（KIDA, Yasuyuki） 

国立研究開発法人産業技術総合研究 

所・創薬基盤研究部門・主任研究員 

研究者番号：20396526 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.j-iscp.com/pdf/j-iscp02.pdf


 

229 

 

研究課題名：オプトジェネティクスによる転写環境制御 

Transcriptional control by optogenetics 

 

研究期間：2014〜2015 

課題番号：26116728 

研究代表者 櫛引俊宏（防衛医科大学校 医用工学講座 准教授） 

  

【交付決定額（分配額）】            （金額単位：円） 
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研究成果の概要：本研究ではオプトジェネティクスが創製する新しい転写環境の制御と

その作用解析を行っている。特に、再生医療や細胞移植療法による細胞・組織の機能代

替だけでは不十分であった領域に対して、オプトジェネティクスによる移植細胞の刺激

や再生組織機能の改善を目指している。本研究期間での成果として、チャネルロドプシ

ン 2 を発現させた膵ベータ細胞を用い、光照射によるグルコース代謝非依存性インスリ

ン分泌量増加と糖尿病モデルマウスの血糖値上昇抑制効果を明らかにした。さらに、本

研究領域会議に参画することにより、オプトジェネティクスによるミリ秒単位での転写

因子発現量イメージングを行うことに成功しつつある。 

 

１．研究の背景 

オプトジェネティクス（光遺伝学）は、

光のエネルギーを受容して活性化される

分子を遺伝子工学的手法により細胞に発

現させ、その細胞の機能や細胞内シグナ

ル伝達を光技術によって操作・制御する

技術である。このオプトジェネティクス

の進歩により、特定の細胞をミリ秒以下

のオーダーで正確に操作することが可能

となった。特に、チャネルロドプシン2

（Chanelrhodopsin 2: ChR2）を光受容体と

して細胞に導入し、神経活動と行動の関

係を繋げる研究成果がこれまでに多く報

告されている。これまで、長年議論され

解決していなかった“記憶は海馬の神経

細胞に記録されているのか？”という疑

問に対する解が報告され、また、“グリア

細胞が呼吸機能に関わっているのか？”、

“不安を引き起こす扁桃体の神経回路の

機能は？”という課題に対して、オプトジ

ェネティクスが1つの可能性を示してき

たことは非常に功績が大きい。また、光

照射によって細胞内シグナル伝達経路を

制御するために、ロドプシンの細胞内ル

ープをGタンパク質共役型受容体である

アドレナリン受容体の細胞内ループに置

き換えたキメラタンパク質である

OptoXRsが報告された。さらに、光照射に

よってタンパク質の発現をON/OFFする

Light-switchable transgene system 、

Photoactivated adenylyl cyclase (PAC) 、

LiGluRやHyLighterなど、レチナール以外

を補因子とする光受容体も報告され、日

進月歩でオプトジェネティクスに用いる

光受容体の開発とその応用研究が報告さ

れている。これら発展が目覚ましいオプ

トジェネティクスを研究ツールとしてだ

けでなく、疾病の診断や治療に応用する

研究成果も近年報告数が増加している。 
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２．研究の目的 

本研究では、オプトジェネティクスを用

いた膵ベータ細胞内の転写制御とインス

リン分泌制御を目指して研究を行った。

ChR2 をマウス膵ベータ細胞（MIN6）に

発現させ、光照射によるインスリン分泌

制御を試みた。通常の膵ベータ細胞から

のインスリン分泌機序は、グルコースが

膵ベータ細胞で代謝された後、ATP 産生

量の増加とATP感受性カリウムチャネル

が閉鎖することで細胞膜の電位が上昇し、

続いて電位依存性カルシウムチャネルが

開いてカルシウムイオンが細胞内に流入

しインスリン分泌が惹起される。本研究

では、膵ベータ細胞に ChR2 を発現させ、

光技術を用いて、解糖系とは異なる経路

を経てグルコース濃度非依存的に膵ベー

タ細胞からインスリン分泌を促すことを

目的とした。また、ChR2 を発現した膵ベ

ータ細胞を糖尿病モデルマウスへ移植し、

光照射による血糖値上昇の抑制を試みた。 

 
３．研究成果 

ChR2 を膵ベータ細胞に強制発現させた

後、波長 470 nm、パルス幅 3-6 ns、繰返

し周波数 1 kHz、50 µJ のレーザー光を細

胞に照射した結果、in vitro 実験系におい

てグルコース不含培地中（解糖系の寄与

なし）でも膵ベータ細胞からのインスリ

ン分泌を促進することができた（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ ChR2 を発現した膵ベータ細胞に
種々の時間で光照射を行った際の培養上
清中インスリン濃度 

また、細胞内へのカルシウムイオン流入

をパッチクランプ法（図 2）とカルシウ

ム指示薬 Fluo-4 の蛍光イメージング（図

3）により確認し、アデニル酸シクラーゼ

（Adcy1）およびカルシウムカルモジュリ

ン依存性タンパク質キナーゼ（Camk2d）

の mRNA 発現増加をリアルタイム PCR

により確認した（図 4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ ChR2 を発現した膵ベータ細胞に光
照射を行った際の細胞膜電位変化（パッ
チクランプ法） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図３ ChR2 を発現した膵ベータ細胞に光
照射後のカルシウム指示薬 Fluo-4 の蛍
光強度変化（実線：ChR2 発現膵ベータ細
胞、点線：ChR2 を発現していない膵ベー
タ細胞） 
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図４ ChR2 を発現した膵ベータ細胞に光
照射を行った際のAdcy1およびCamk2dの
mRNA 発現量 

 

さらに、この膵ベータ細胞をストレプト

ゾトシン（STZ）誘発糖尿病モデルマウ

スに移植し、移植細胞への光照射と同時

にグルコース負荷試験を行った結果、光

を照射した場合のみ、血糖値上昇抑制効

果がみられた（図 5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図５ ChR2 を発現した膵ベータ細胞を正
常マウス（上）または STZ 誘発糖尿病モ
デルマウス（下）に移植後、移植細胞に
光照射と同時にグルコース負荷試験を行
った際の、血中グルコース濃度の継時的
変化 

 

これらの結果から、膵ベータ細胞に ChR2

を発現させることにより、解糖系に依存

せずに（グルコース濃度非依存的に）膵

ベータ細胞からインスリンの分泌を促す

ことができた（図 6）。 

 

 

 

 

 

 

 

図６ オプトジェネティクスによるグル
コース濃度非依存的インスリン分泌メカ
ニズム。(a)通常の解糖系によるインスリ
ン分泌機序、(b)オプトジェネティクスに
よるインスリン分泌機序 

 

 

この研究成果のように、これまでの再生

医療や細胞移植療法による細胞・組織の

機能代替だけでは不十分であった領域に

対して、オプトジェネティクスによる移

植細胞の刺激や再生組織機能の改善が期

待できると考えている。今後は本研究領

域で得られた研究成果を活かし、細胞機

能制御と組織機能制御を光技術により行

うことができる新しい分野としてのオプ

トジェネティクスを活用し、医療に役立

つ技術の開発を目指して研究を進めたい。 
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