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研究成果の概要（和文）：Jmjd6は、鉄と2-オキソグルタル酸、および溶存酸素を共役因子として、リジン残基
の水酸化を触媒する酵素である。研究代表者は最近、Jmjd6を欠損した胸腺では、Aire (autoimmune regulator)
 遺伝子のイントロン２のスプライシングが障害され、N末端103アミノ酸残基だけからなる不完全なAireタンパ
ク質（immature Aire）が増加する結果、免疫寛容誘導が正常に作動しないことを見いだした。本研究では、
Jmjd6が選択的スプライシングを制御する分子基盤の一端を解明すると共に、Jmjd6の新たな機能を明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Jmjd6 is a member of the JmjC-domain containing proteins that are involved 
in a wide range of oxidation reactions.  Jmjd6 catalyses lysyl hydroxylation of multiple substrates,
 including splicing regulatory proteins, transcription factors and histones, in a manner dependent 
on the Fe(II) and 2-oxoglutarate.  We found that Jmjd6 plays a key role in induction of central 
tolerance by controlling Aire expression in mTECs.  Although Jmjd6 deficiency did not affect 
abundance of Aire transcript, the intron 2 of Aire gene was not effectively spliced out in the 
absence of Jmjd6, owing to the unique 3’ splice site sequence.  As a result, the expression of Aire
 protein was markedly reduced in Jmjd6-deficient mTECs, and T cells generated in such thymic 
microenvironments caused multi-organ autoimmunity in mice.  In this project, we have analyzed the 
mechanism for Jmjd6-mediated control of Aire RNA splicing and revealed several functions of Jmjd6.

研究分野：機能生物科学

キーワード： 発現制御　遺伝子　生体分子
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
intron retentionはミススプライシングの結果であるとの考えから、その生物学的重要性は見過ごされて来た。
しかしながら研究代表者は、Aireのタンパク質発現が、intron retentionにより、２段階の制御を受けることを
発見した。Aireはpromiscuousな遺伝子発現を誘導する「危ない遺伝子」であり、その発現は厳密にコントロー
ルされている必要があると推測されてきたが、それがこのような２段階制御機構によって担われていることは、
全く予想外であった。本研究の成果は、タンパク質の機能発現制御における新たなパラダイムの創出につながる
ことが期待される。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）		
１．研究開始当初の背景 
JmjC ファミリー分子は、鉄と 2-オキソグルタル酸、および溶存酸素を共役因子として、基質の

水酸化、脱メチル化等を行う酸素添加酵素であり、HIFa、FIH、KDM5、PHD2 といった他の酸

素添加酵素群と共にスーパーファミリーを形成する (Trends Biochem. Sci. 36:7, 2011)。Jmjd6 は、

このファミリーに属する分子であり、当初ホスファチジルセリンを認識する受容体としてクロ

ーニングされたが（Nature 405:85, 2000）、最近になって、1)ヒストンのアルギニン酸の脱メチル

化酵素として機能すること、2)RNA スプライシング因子 U2AF65 などのリジン残基を水酸化す

ること、3)Brd4 と協調的に機能し転写を制御すること等が報告され (Science 318:444, 2007; 
Science 325:90, 2009; Cell 157:1581, 2013)、その生体機能は大きな注目を集めている。 

胸腺は未熟な T 細胞である胸腺細胞の教育の「場」であり、成熟 T 細胞を産生するための器官

である。胸腺細胞はその分化過程で、正と負の選択を受け、末梢で免疫応答に寄与する T 細胞レ

パトアが決定される。正の選択は、MHC 拘束を付与する過程であり、これは胸腺皮質上皮細胞 
(cTEC)によって担われている。一方、負の選択は、自己反応性 T 細胞を除去する過程であり、こ

れには胸腺髄質上皮細胞 (mTEC) が重要な役割を演じている。mTEC には、Aire (autoimmune 
regulator) と呼ばれる核内因子が発現し、インスリンといった組織特異的抗原の発現を誘導する

ことで、自己反応性 T 細胞の除去に働くと考えられおり（Science 298:1395, 2002）、実際、Aire 遺
伝子の異常により、I 型多腺性内分泌自己免疫症候群といった病態が発症することが知られてい

る (Nature Genet. 17:393, 1997; Nature Genet. 17:399, 1997)。 

Jmjd6 のノックアウト (KO) マウスは胎生致死となる（Blood 103:3362, 2004）。研究代表者は、

Jmjd6 KO マウスの胎児胸腺では Aire のタンパク質発現が著減しており、それをヌードマウスの

腎皮膜下に移植すると、自己抗体の産生を伴う自己免疫疾患を自然発症することを見いだした。

Jmjd6 欠損は Aire の遺伝子発現には影響しないが、イントロン 2 のスプライシングが障害され、

その結果 N 末端 103 アミノ酸残基だけからなる不完全な Aire タンパク質（immature Aire）が産

生され、TSA の発現が激減することを見出した。しかしながら、immature Aire タンパク質が、

正常な Aire タンパク質（mature Aire）の発現を抑制する機構は、よくわかっていない。また、イ

ントロン 2 の 3’スプライスサイトには、通常認められる polypyrimidine tract (TTT) でなく ’GAG’ 
配列が存在しており、mini-gene を用いた解析から、このシスエレメントにより intron retention 
(IR) が惹起され、その解除に Jmjd6 を介したスプライシング因子のリジン水酸化が必要である

と考えられるが、その分子機構の詳細は不明である。興味深いことに、この GAG 配列はヒトを

含む超霊長類に保存されているため、これらの種において Aire の発現を抑える仕組みが進化し

てきたものと推察されるが、現時点でその意義は明らかではない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、 
1) Jmjd6 が Aire 遺伝子の選択的スプライシングを制御する分子基盤を解明する。このため、Jmjd6
の基質となっているスプライシング因子を同定すると共に、 
2) immature Aire タンパク質が mature Aire タンパク質の発現を抑制するメカニズムを、局在やタ

ンパク質分解の視点から解析する。また、 
3) コンディショナル KO マウスを用いて、Jmjd6 の生体機能を明らかにすると同時に、 
4) Aire イントロン 2 の 3’スプライスサイトの GAG 配列を TTT に置換したノックインマウスを

作製し、超霊長類に保存される GAG 配列の生理的意義に迫る。 
 
３．研究の方法 
1) Jmjd6 が Aire 遺伝子の選択的スプライシングを制御する分子基盤 
Aire のイントロン 2 をはさむエクソン 2〜エクソン 3 から成る DNA コンストラクトを作製し、

in vitro transcription により mRNA 断片を調製し、磁気ビーズに固相化する。この RNA 固相化ビ

ーズを用いて、Aire を内在的に発現する ES 細胞もしくは mTEC 培養細胞株の細胞粗抽出液から

会合分子を精製する。精製したタンパク質の LC-Ms/Ms 質量分析をおこない、会合分子を同定す

る。また、これら分子の Jmjd6 との会合を解析すると共に、候補分子の機能を ES 細胞において



ノックダウンすることで検証する。 

2) immature Aire タンパク質が mature Aire タンパク質の発現を抑制するメカニズム 
GFP および mCherry で標識した mature Aire タンパク質と immature Aire タンパク質をマウス繊維

芽細胞（MEF）に発現させ、その局在を解析する。また、これらを共発現させ、mature Aire タン

パク質の局在に及ぼす影響を解析する。また、mature Aire タンパク質を恒常的に発現する HEK 
293 細胞に遺伝子導入を行うことで、doxycycline 依存的に immature Aire タンパク質を誘導でき

る細胞株を開発する。この実験系を用いて、immature Aire タンパク質が、mature Aire タンパク

質の発現に及ぼす影響を解析する。プロテアソームによるタンパク質分解の可能性が考えられ

た場合、E3 リガーゼ候補を同定する。 

3) Jmjd6 の生体機能 
FoxN1-Cre マウスと交配することで、TEC 特異的に Jmjd6 を欠損したマウスを樹立する。これ

を、インスリンプロモーターの下流で OVA（卵白アルブミン）を発現し、且つ OVA 抗原特異的

に反応する T 細胞受容体（OTI TCR）を発現するマウスと交配し、膵臓に発現する自己抗原（OVA）

に対する免疫寛容誘導を解析する。また、がんにおける Jmjd6 の機能を解析する。 

4) Aire イントロン 2 の 3’スプライスサイトの GAG 配列を TTT に置換したノックインマウス 
Aire intron 2 の 3’スプライスサイトの GAG 配列を TTT に置換したノックインマウスを作製し、

超霊長類に保存される GAG 配列の生理的意義を解明する。 
 
４．研究成果	

1) Jmjd6 が Aire 遺伝子の選択的スプライシングを制御する分子基盤	

in vitro transcription により、Aire のイントロン 2 およびイントロン 1 を含む mRNA 断片を調製

し、これに結合するタンパク質を LC-Ms/Ms を用いて同定した。その結果、イントロン 2 特異的

に会合する分子を 20 種類同定した。また、Jmjd6 の会合分子として、スプライシング因子であ

る U2AF65 と Srsf3 を同定し、その機能を Aire を内在性に発現する ES 細胞を用いて検証した。

その結果、U2AF65 をノックダウンすると、Jmjd6 ノックアウトの場合と同様に、Aire のスプラ

イシング異常が生じることを見出した。 

2) immature Aire タンパク質が mature Aire タンパク質の発現を抑制するメカニズム 
immature Aire タンパク質と mature Aire タンパク質を共発現させると、mature Aire タンパク質の

局在が核から細胞質に変化し、プロテアソーム依存性にタンパク質分解を受けることを見いだ

した。そこで、分解に関わる E3 リガーゼの探索を実施し、TRIM21、MIB1、Roquin、TRIM25、
TRIM11 を候補として同定した。 

3) Jmjd6 の生体機能 
新たに作製したコンディショナル KO マウスを FoxN1-Cre マウスと交配することで、胸線上皮

細胞特異的に Jmjd6 を欠損したマウスを樹立した。このマウスを、インスリンプロモーターの下

流で OVA を発現し、且つ OVA 抗原特異的に反応する T 細胞受容体（OTI TCR）を発現するマ

ウスと交配することで、膵臓に発現する自己抗原（OVA）に対する免疫寛容誘導を解析した。そ

の結果、胸線上皮細胞特異的に Jmjd6 を欠損したマウスでは、自己免疫性糖尿病の発症が、亢

進・増悪することを見いだした。また、ヒト大腸がん細胞株 DLD-1 を対象に、CRISPR/Cas9 シ

ステムを用いて、Jmjd6 をノックアウトした細胞株を樹立し、Jmjd6 欠損株では S 期への移行が

障害されていることを見出した。 

4) Aire イントロン 2 の 3’スプライスサイトの GAG 配列を TTT に置換したノックインマウス 
Aire intron 2 の 3’スプライスサイトの GAG 配列を TTT に置換したノックインマウスを作製し

た。このマウスにおいて、Aire タンパク質の発現が亢進することを期待したが、そのような変化

は解析した限り認められなかった。 
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