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研究成果の概要（和文）：AMPキナーゼ (AMPK）は、細胞内のエネルギーセンサーとして代謝、細胞増殖、リプ
ログラミングに重要な役割を担う。インシリコ解析からヒストン脱メチル化酵素JMJD1AはAMPKのモチーフを複数
有していることから、AMPKによるJMJD1Aリン酸化の可能性を解析した。インビトロアッセイではJMJD1Aタンパク
質はAMP依存的にリン酸化されることがフォスタグゲルやAMPK基質抗体などによって明らかとされた。さらにリ
ン酸化プロテオミクス解析から十数個のセリン・スレオニン残基のAMPKによるリン酸化部位を同定した。内在性
JMJD1AのAMPKによるリン酸化アミノ酸残基特定はいまだ途上にある。

研究成果の概要（英文）：AMP Activated Protein Kinase (AMPK) is a serine / threonine phosphorylating 
enzyme and plays an extremely important role in metabolism, cell proliferation and reprogramming as 
an intracellular energy sensor. Since histone demethylase JMJD1A has multiple motifs of AMPK from “
ScanSite”, we analyzed whether AMPK phosphorylated JMJD1A and was functioning. The JMJD1A 
recombinant protein was found to be phosphorylated AMP dependent in vitro by Phos-tag gel separation
 and immunoblotting (IB) with JMJD1A antibody and IB analysis using AMPK substrate antibody. 
Furthermore, phospho-proteomic analysis demonstrated that there are more than ten serine and/or 
threonine residues phosphorylated by AMPK. Identification of phosphorylated amino acid residues of 
endogenous JMJD1A by AMPK is still on the way. 

研究分野：代謝医学・分子生理学
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１．研究開始当初の背景 

AMP 活性化プロテインキナーゼ 

（AMPK） は、セリン・スレオニンリン酸化
酵素の 一種で、細胞内のエネルギーセンサ
ーとして代謝、細胞増殖、リプログラミング
に 極めて重要な役割を担う。AMPK は、低
グルコース、低酸素、虚血、熱ショックのよ
うな細胞内 ATP 供給が枯渇した状況におい
て、AMP の増加に反応して活性化される。
運動によって活性化された AMPK は骨格筋
や肝臓の脂肪を 燃焼させインスリン感受性
の亢進、糖尿病治療薬のメトホルミンは 

AMPK の活性化を介してインスリン抵抗性
を改善させるなど、AMPK は代謝の中心的役
割を担う。その機序として、申請者がこれま
で明らかにしてきたコレステロール代謝に 

関与する転写因子 SREBP (Cell 1996, Mol 

Cell 1997, 1998) のような多くの脂質 代謝関
連分子が、AMPK によってリン酸化され、脂
肪燃焼を促進させる。一方で 近年、申請者
は、エピゲノム修飾酵素が脂質代謝を担う重
要な鍵因子であることを報告してきたが 

(Nature Commun 6:7052, 2015)、ヒストンのメ
チル化や脱メチル化酵素が AMPK の基質と
なりエピゲノ ムを制御するという報告はま
だない。 

 

２．研究の目的 

AMP キナーゼ (AMPK) は、細胞内の ATP 

の減少を増加に転じさせるように代謝のス
イッチを切り換えるセンサーとして機能し、
酵素、転写因子をリン酸化し活性を制御する。
申請者は、エピゲノム因子としては初めて、
ヒストン脱メチル化酵素 JMJD1A が AMPK 

によってリン酸化されるという興味深い知
見を得た。本研究では、細胞内エネルギー状
態が AMPK による JMJD1A のリン酸化を介
してどのように動的なクロマチンを変化さ
せ転写制御に関与するか解明する。 

 

３．研究の方法 

AMPK によって JMJD1A のどのアミノ酸
がリン酸化されるのかその評価系を構築し、
リン酸化部位を同定する。絞り込まれたリン
酸化部位については、アラニン変異体を作製
する。 1. 質量分析によるリン酸化部位のマ
ッピング ① Sf9 昆虫細胞から大量精製した
リコンビナント JMJD1A タンパク 質を in 

vitro で AMPK によってリン酸化させ、質量
分析で解析することで、JMJD1A のリン酸化
部位をマッピングする。 ② AMPK は ATP 

枯渇状態すなわち低グルコース状態などで
活性化 される。HeLa 細胞を用いて AMPK 

による JMJD1A のリン酸化部位 の検討を
行う。低グルコース状態を誘導するため、ATP 

まで代謝され ないグルコース類似体である 

2-デオキシ-D-グルコース (2-DG) を培 養細
胞に添加する。内在性の JMJD1A を免疫沈
降し、質量分析でマッピングする。③ 

ScanSite のモチーフサーチソフトを用いて、

リン酸化部位にあたりをつける。 2. in vitro 

キナーゼアッセイ系の確立 1) 免疫沈降：
HeLa 細胞に V5 tag の付いたヒト JMJD1A 

の野生型あるいはセリン・スレオニンの ア
ラニン変異体を一過性に強制発現させ、抗 

V5 抗体を用いて免疫沈降する。 2) In vitro 

AMPK assay および イムノブロット：10 cm 

dish 1 枚分の HeLa 細胞の免疫沈降産物を 

AMPK で反応させ、サンプルを SDS-PAGE 

ゲル で電気泳動し、抗
Phospho-(Ser/Thr)-AMPK-substrate 抗体を用
いてイムノブロットを行う。その結果、
JMJD1A タンパク質の野生型でリン酸化が
検出された。また、変異体を作製し同様の実
験を行う。 

 

４．研究成果 

スキャンサイトから JMJD1A は AMPK のモ
チーフを複数有していることが判明した
（図） 

① 細胞と飢餓刺激の検討。細胞の種類を検
討したところ HeLa細胞では AMPKの活性が
うまく取れないという既報もあり、前駆脂肪
細胞を使う系に変更した。ポジティブコント
ロールとなるアシル-CoA カルボキシラーゼ
などのリン酸化はグルコース除去培地など
でリン酸化が確認され、グルコース除去の刺
激は入っていることが認められた。 

 

② リン酸化検出系の検討。 

in vitro での AMP キナーゼアッセイ。昆虫細胞
Sf9 から精製した JMJD1A リコンビナントタ



ンパク質を用い、in vitro AMP キナーゼアッ
セイを行った。 

フォスタグゲルを用いた解析から、in vitro で
はリンコンビナント AMPK はリコンビナン
トの JMJD1Aをリン酸化することが見出され
た。このリン酸化はアッセイに供した AMP

に依存しており、in vitro において JMJD1Aは
AMPK の基質であることが認められた（図）。 

 
質量分析によるリン酸化アミノ酸残基の同定。

このたんぱく質をリン酸化プロテオミクス
解析に供したところ、多数のリン酸化サイト
を同定することができた（図）。 

リン酸化プロテオミクス解析 

 
 

③ 細胞内 JMJD1Aタンパク質の AMPKによ
るリン酸化の検討 

ポジティブコントロールとなるアシル
-CoA カルボキシラーゼ (ACC) などのリ
ン酸化はグルコース除去培地や 2DG 処理
などで確認され、グルコース除去の刺激は
3T3-L1 細胞、kBAT (褐色脂肪細胞)では入
っていることが認められた。そして AMPK

阻害薬Cコンパウンドでこれが阻害される。 
上記処理した細胞から JMJD1Aを免疫沈

降し、サンプルをプロテオミクス解析、フ
ォスタグゲル解析、抗 AMPKサブトレイト
抗体による検出を試みた。 

 

質量分析による解析。 

内在性のタンパク質を免疫沈降した検討
からは、質量分析による同定カバー率が 20

数パーセント弱と少なく、読めている範囲
ではグルコース飢餓により特異的にリン酸
化されるアミノ酸残基の特定には至らなか
った。抗 AMPKサブトレイト抗体による検
出では、抗体の感受性の問題もあり、グル
コース飢餓による特異的なシグナルの検出
には至っていない。 

 

グルコース飢餓による JMJD1A 依存的な
遺伝子誘導の解析 

 

一過性強制発現による検討。 
上記までの多くの失敗を重ね、JMJD1A

と AMPK の強制発現系による同定を試み
ている。 

 

JMJD1A 特異的 shRNA（RNA 干渉）レトロ
ウィルス感染により kBAT 中の JMJD1Aをノ
ックダウンした細胞とコントロールのレト
ロウィルスを感染した細胞を分化誘導させ、
グルコース飢餓ののち、マイクロアレイによ
る遺伝子発現解析を行った。 

 

JMJD1A は解糖系の遺伝子を絶食で制御して
いることが解明された。 

今後は強制発現系をもちい、JMJD1A の
AMPK によるリン酸化部位を同定し、点変異
を入れるなどし、この影響について遺伝子発
現などから検証する。 
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