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研究成果の概要（和文）：エピゲノムとミトコンドリアの共同性に着目し、新規の制御機構を解明することを目
的とした。この両者に関連性をもつ候補分子を同定し、siRNAライブラリーと各種細胞株を用いて、有力な約15
分子に絞り込み、その機能解析、ChIP-Seqによる標的遺伝子の網羅的解析を行った。とくに、ヒストンH4K20モ
ノメチル化酵素SETD8/PR-Set7が細胞老化に関連して、核小体とミトコンドリアに関わる遺伝子群の発現を調節
し、代謝リモデリングにおける役割を明らかにした。ヒストンH3K4脱メチル化酵素LSD1が、骨格筋分化において
エピゲノムとミトコンドリアを連動させる新たな因子であることを解明した。

研究成果の概要（英文）：This study focuses on investigating novel regulatory mechanisms and 
molecules which functionally link between epigenome and mitochondria. Using specific siRNA libraries
 and some cell lines, we examined cellular phenotypes, molecular function, RNA-Seq and ChIP-Seq to 
identify target genes of epigenetic factors. Especially, the lysine methylase SETD8/PR-Set7, which 
mono-methylates H4K20, was involved in senescence-associated metabolic remodeling, by controlling 
expression of genes related to nucleolus and mitochondria in human fibroblasts. Further, the lysine 
demethylase LSD1, a nuclear enzyme which utilizes the flavin adenosine dinucleotide as a cofactor, 
regulated differentiation and energy metabolism in mouse myoblasts. Inhibition of LSD1 resulted in 
gene activation for slow twitch fiber differentiation and energy metabolism. These indicate that the
 epigenetic factors have an essential role in mitochondrial metabolism in various cellular types and
 conditions.

研究分野：エピジェネティクス

キーワード： エピゲノム　ミトコンドリア　遺伝子　クロマチン　代謝
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１．研究開始当初の背景 

遺伝子の発現を調節するエピゲノム（印付け
られたゲノム）が、どのように形成されて、
また変換されるのか、その根本的な制御につ
いては不明な点が多い。本研究では、ミトコ
ンドリアに由来する代謝物が、エピゲノムの
修飾基やその修飾酵素の補酵素として使わ
れており、クロマチンリモデリングなどの核
内事象がエネルギー（ATP）依存性であるこ
とから、エピゲノムとミトコンドリアが連動
する未知の仕組みがあると考えて本研究を
実施した。 
 
２．研究の目的 

本研究では、エピゲノムとミトコンドリアの
共同性に着目し、新規の制御機構を明らかに
することを目的とした。具体的には、エピゲ
ノムとミトコンドリアを機能的に連結する分
子群を明らかにし、転写調節とクロマチンの
形成、ミトコンドリアと栄養代謝における役
割を検討して、生命現象における意義を解明
することを全体構想とした。最終的な出口と
して、栄養代謝の状態がエピゲノムに印付け
られる“代謝メモリー”の本体理解につなげる
ことを目指した。エピゲノム－ミトコンドリ
アのネットワークの基軸解明に迫り、生理と
病態への関わりを明らかにする、世界に先駆
けた基盤研究を目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞分化・老化におけるエピゲノム・
ミトコンドリア因子の発現状況 [1] LSD1、
LSD2、SETD8、RBなどの発現と機能解析：
C2C12 筋芽細胞の骨格筋分化系、IMR90 線
維芽細胞の老化系（複製後および Ras 誘導
性）、各種の培養細胞株や組織アレイにおい
て、定量RT-PCR法とウエスタンブロット法、
免疫染色法で検討した。[2] 上記因子のマウ
ス代謝組織における発現解析：C57B/6Jマウ
スの若年期と老年期などにおいて、各組織で
の発現状況を検討した。[3] エピゲノム・ミ
トコンドリア因子の細胞分化・老化における
発現解析：細胞制御に関連が示唆された因子
群について、同様の手順で解析を進めた。 
 
（2）特異的な阻害による細胞分化・老化に
及ぼす効果とその機序 [1] RNA干渉法、化
合物による阻害効果：上記の因子を特異的に
ノックダウンできる siRNA（または shRNA
発現ベクター）を用いて、ノックダウン効果
は、リアルタイム RT-PCR法とウエスタンブ
ロット法で検討した。化合物は、細胞培養液
中に適当量を投与した。阻害時に顕著な細胞
毒性がないことを確認し、細胞分化・老化の
形質（遅筋・速筋分化マーカー、INK4/ARF
等の老化マーカー、筋線維や酸性 β-ガラクト
シダーゼ染色、ヘテロクロマチン形成と細胞

形態、細胞増殖を調べた。 
 
（3）標的遺伝子の転写調節とクロマチンの
制御 [1] 阻害における遺伝子発現の網羅的
解析：C2C12、IMR90細胞株を用いて、特異
的なノックダウンまたは阻害剤等を用いた
遺伝子発現の変化をマイクロアレイで同定
した。この網羅的解析データをもとに、Gene 
Set Enrichment Analysis 等のパスウェイ解析
により、標的遺伝子のカテゴリー分類を行っ
た。[2] エピゲノム因子およびヒストン修飾
の解析：LSD1、H3K4me1/me2/me3、SETD8、
H4K20me1、H3K36me3 に対する抗体を用い
たクロマチン免疫沈降を行い、標的遺伝子に
おける集積を ChIP-Seq、ChIP-qPCRで検討し
た。 
 
（4）エネルギー代謝との関連性 
[1] 標的とする代謝機能遺伝子の解析：
C2C12、IMR90細胞株において、ノックダウ
ンまたは阻害剤処理の条件下で、代謝関連因
子の発現状況を発現マイクロアレイ法、リア
ルタイム RT-PCR 法などで解析した。[2] エ
ネルギー代謝経路の機能的な解析：細胞を蛍
光色素 JC-1 で染色し、フローサイトメトリ
ーで解析した。細胞外フラックスアナライザ
ーを用いて、酸素消費や乳酸産生などの代謝
経路の動態を解析した。 
 
（5）細胞分化・老化における代謝関連性 
[1] 細胞分化・老化系における代謝機能遺伝
子の解析：C2C12 細胞分化、IMR90 細胞老
化において、代謝関連因子の発現状況を発現
マイクロアレイ法、リアルタイムRT-PCR法、
ウエスタンブロット法で解析した。[2] 細胞
分化・老化系における代謝経路の機能的な解
析：JC-1染色、細胞外フラックスアナライザ
ーを用いて、上記の代謝経路の動態を解析し
た。 
 
（6）個体レベルの細胞分化・老化とエネル
ギー代謝の解析 [1] マウスにおける代謝関
連遺伝子の解析：C57B/6J マウスの若年期と
老年期などにおいて、代謝組織で関連因子の
発現状況をリアルタイム RT-PCR法、ウエス
タンブロット法で解析した。[2] 組換えマウ
スの準備を行った。 
 
４．研究成果 
(1) フラビン依存性のリジン脱メチル化酵素
LSD1 がエネルギー代謝をエピジェネティッ
クに調節し、ミトコンドリアの酸化的リン酸
化を抑制することを先行研究として示した。
肥満型の脂肪細胞や脂肪組織で高発現する
LSD1 を阻害すると、エネルギー消費が促進
されて、脂肪蓄積が著しく低下した。また、
LSD1を高発現する癌細胞では、LSD1阻害に
よって好気的解糖から酸化的リン酸化に転
換した。 



本研究では、骨格筋細胞で LSD1が代謝型
と連結する筋線維型（速筋・遅筋）のバラン
スを調節することを見出した（Nucleic Acids 
Res., 2018）。興味深いことに、グルココルチ
コイド経路で Jade2 ユビキチンリガーゼが誘
導されて、LSD1 タンパク質が分解されてそ
の機能が抑制された。環境刺激に応じて
LSD1 の発現とその活性（ヒストン H3 の 4
番目リジンの脱メチル化）が代謝型分化のバ
ランスを規定することが示唆された（図）。 

 
(2) SETD8/PR-Set7 が細胞老化の代謝リモデ
リングに重要な役割を果たすことを明らか
にした（Cell Rep., 2017）。SETD8/PR-Set7メ
チル基転移酵素が細胞老化の過程で顕著に
減少することを見出した。同様に、RNAi ま
たは化合物による SETD8 の阻害は、増殖中
の線維芽細胞に対して細胞老化を誘導した。
SETD8 はヒストン H4 リジン 20 をモノメチ
ル化（H4K20me1）し、遺伝子発現を負に制
御する。マイクロアレイによる遺伝子発現解
析などを用いて、SETD8 のノックダウンで、
リボソームタンパク質、リボソーム RNA、サ
イクリン依存性キナーゼ阻害因子 p16INK4Aの
発現上昇が認められた。これらの遺伝子の発
現上昇は、リボソーム生合成の活性化による
細胞内タンパク質合成の増加、p16-RB経路に
よるミトコンドリア好気呼吸（酸化的リン酸
化）の活性化を引き起こし、老化細胞に特徴
的な代謝状態を誘導することが示唆された。 
この結果から、SETD8は H4K20me1を介し
て、細胞老化に関わる代謝リモデリングを防
御する役割を果たすことが示唆された（図）。 
 

(3) 網膜芽細胞腫(RB)タンパク質は、がん遺
伝子誘導性老化細胞において、解糖系遺伝子
の活性化およびミトコンドリア好気呼吸を
促進することを明らかにした（Aging Cell, 
2015）。ヒト線維芽細胞を用いて、細胞外フ
ラックスアナライザーで調べると、老化細胞
におけるミトコンドリア好気呼吸の活性化
が RB依存的であることが分かった。さらに、
網羅的な遺伝子発現および代謝産物解析に
より、RB が解糖系を中心とする複数の代謝
関連遺伝子の発現を増加させることで、老化
細胞の代謝全体を活性化していた（図）。 

 
 
本研究では、エピゲノム・ミトコンドリア
を結びつける制御因子に着目し、細胞制御に
果たす役割、標的遺伝子の転写調節とクロマ
チンの制御、エネルギー代謝調節との関連性
を明確にした。細胞分化、細胞老化の機序解
明と制御法への応用を目指した可能性が示
唆された。 
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