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研究成果の概要（和文）：KDM2AはヒストンH3K36me1/2を特異的に除去するヒストン脱メチル化酵素で、rDNAプ
ロモーターでの活性発揮はrRNA転写抑制に関わる事が知られている。本研究はKDM2A活性を誘導できる化合物を
新たに探索した所、メトホルミンと没食子酸を同定したものである。両者にはKDM2A活性誘導要因に違いがあ
り、メトホルミンでは処理で誘導されるAMPK活性化とコハク酸減少が、没食子酸では処理で誘導されるAMPK活性
化とROS産生誘導がKDM2A活性誘導に関わると考えられた。以上の結果は細胞内代謝変動や栄養関連化合物処理で
誘導される細胞内環境変動で生じるrDNAエピゲノムが制御される事を示している。

研究成果の概要（英文）：　K-demethylase 2A (KDM2A) is a specific demethylase for histone H3K36me1/2.
 We previously demonstrated that KDM2A demethylases H3K36me2 in ribosomal DNA (rDNA) promoter to 
reduce ribosomal RNA (rRNA) transcription in response to starvation. In this study, we screened 
chemical-mini library to identify compound to control KDM2A activity. We found that KDM2A activity 
was induced by metformin, a drug for type 2 diabetes, in MCF-7 cells. The activation of AMPK and 
reduction of intracellular succinate by 2.5 mM metformin treatments were required in KDM2A 
activation. 
　Gallic acid was also identified as KDM2A activator from that screening. The activation of AMPK and
 the production of reactive oxygen species by 50 μM gallic acid treatments in MCF-7 cells. These 
observations suggest that the cellular condition such as energy, metabolic, and redox status, which 
were supplied by nutrients, converge in KDM2A to control rRNA transcription mediated by histone 
demethylation in the rDNA promoter.  

研究分野：分子生物学

キーワード： KDM2A　リボソームRNA　メトホルミン　没食子酸　AMPK　コハク酸　ROS　転写

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本結果は糖尿病治療薬であるメトホルミンにKDM2Aを通じた抗がん的作用発揮の可能性を示すもので、既存薬の
新しい作用側面を示唆するものである。また、細胞内代謝変動によってrRNA転写が制御される際、代謝中間体そ
のものがエピゲノムに作用できる事を示唆している。この点は代謝異常応答で中間体分子そのものが伝達物質と
して働く局面を示唆している。また、没食子酸によるエピゲノム制御はあまり解析されていないが、本結果は特
定の食品添加物や栄養素がエピゲノム制御に関わる事を示しており、こうした作用が発揮できる化合物が他にも
存在する事を想起させる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

近年の解析から、栄養素や代謝産物が生命現象の調節因子に直接的に作用する事が明らか

になってきた。この事実は、栄養素量の変化に応答した調節が存在し、それによって生物の環境

適応・生命維持を行っている可能性を想起させる。 

タンパク合成はリボソームで行われ生命現象の根幹であるが、リボソーム量や活性はアミ

ノ酸や種々の栄養素で誘導されるシグナル伝達系による翻訳制御の一環で、厳密に調節される

事が知られていた。この点は、タンパク合成が多種多量の材料・エネルギーを使用する為に、様々

な栄養素量の変化に応答する必要がある事を示している。リボソームはリボソーム RNA（rRNA）

転写を起点に作られる事から、必要十分なリボソームの合成制御に rRNA 転写制御が重要と考え

られるが、その制御機構は十分に解明されていない。また、rRNA 転写制御におけるエピジェネ

ティックな制御についても不明な点が多く、特に栄養状態や特定の栄養素による制御誘導につ

いては、未知の部分が多く残されていた。 

 

２．研究の目的 

申請者らが以前より注目している K (lysin)-demethylase 2A（KDM2A）はヒストン H3 の K36

モノ・ジメチル（K36me2/1）修飾を特異的に除去するヒストン脱メチル化酵素である。KDM2A な

どの JmjC 型ヒストン脱メチル化酵素は、副反応でαKG からコハク酸への反応を行う事が生化学

的に明らかにされている。実際、申請者らは以前に細胞透過性コハク酸（DMS）が KDM2A 脱メチ

ル化活性を抑制できる事を示した（EMBOj 2010 p1510-）。また、ヒストンメチル化酵素はメチル

基供与体に SAM を利用する事が知られている。これらの事実はヒストンメチル化制御が栄養素

や代謝産物量の影響を受ける事を示している。 

また、申請者はこれまでにKDM2Aが飢餓時にヒストン脱メチル化依存的にrRNA転写を抑制し、

タンパク合成を調節する事を示した（EMBOj 2010 p1510-,CSF 2014 p79-）。加えて、グルコース

欠乏に短時間で応答する事、応答は AMPK 活性を介する事、これが乳がん細胞増殖抑制に関わる

事を示した（MCB 2015 p4170-）。よって、KDM2A はαKG、こはく酸、AMP（グルコース・エネルギ

ー）、SAM 等の栄養量変化の影響を受けるエピゲノム制御因子と考えられる。 

こうした事実は、KDM2A を介してリボソームを制御する未知の栄養素が存在する事を想像させ

る。そこで本研究では KDM2A を調節する新たな栄養素を探索・同定する事を目的とし、新たなニ

ュートリエピゲノム制御機構と、それによる新しいタンパク質合成能・乳がん細胞増殖制御を明

らかにすることを研究の目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) KDM2A を調節する新たな栄養素の探索 

まず、栄養素の中から MCF-7 細胞の rRNA 転写を抑制する、又は細胞増殖を低下させる物質

を同定する為、栄養素ミニライブラリとアッセイ系の構築を行った。栄養素ミニライブラリ

は、市販の食品添加物ライブラリ（Sigma #S990043-FDS1）をベースに、アミノ酸類、エピジ

ェネティックな調節誘導が示唆される栄養素、KDM2A の調節が示唆される栄養素・化合物を追

加し、約 100 種類の化合物を含むミニライブラリを作成した。このライブラリに対し、細胞増

殖低下を指標にスクリーニングしたのち、KDM2A 依存的制御が関わるかをノックダウン法でス



クリーニングした。 

 

(2) メトホルミンによる KDM2A 依存的制御の誘導 

(1)の解析結果で、KDM2A の調節が示唆される化合物に、糖尿病治療薬として知られるメト

ホルミンが同定されたことから、メトホルミンによる KDM2A を介した rRNA 転写抑制機構の解

析を行った。メトホルミンは、AMPK を活性化する事とミトコンドリア機能への関与が報告さ

れていたことから、KDM2A制御におけるAMPK活性化の必要性とミトコンドリア代謝産物変動、

及びその KDM2A 制御への重要性を解析した。 

 

(3) 没食子酸による KDM2A 依存的制御の誘導 

(1)の解析で、食品添加物ライブラリの中から抗酸化を目的として使用される没食子酸が、

KDM2A 依存的な細胞増殖抑制を誘導する物質として同定された事から、没食子酸による KDM2A

を介した rRNA 転写抑制機構の解析を行った。没食子酸は、エピジェネティックな制御に関す

る報告が殆どなかったため、これまでに申請者らが同定した KDM2A 依存的制御の誘導に必要

な要因である、AMPK の活性化、αKG 又はコハク酸の量変動が、没食子酸により誘導されるか

を解析した。これに加え、没食子酸は抗酸化を目的として使用されるが、がん細胞への処理で

は逆に活性酸素種の発生を促進するとの報告があったことから、MCF-7 細胞での活性酸素種発

生とその KDM2A 制御への影響についても解析を行った。 

 

４．研究成果 

(1) KDM2A を調節する新たな栄養素の探索 

まず、栄養素ミニライブラリは、市販の食品添加物ライブラリ（Sigma #S990043-FDS1）、ア

ミノ酸２０種、クエン酸回路中間体有機酸及びその細胞透過性誘導体、以前の解析で KDM2A の

調節が示唆されていた栄養素・化合物を購入し構築した。次にこのライブラリの化合物が乳が

ん細胞の MCF-7 細胞の増殖を低下させるかどうかを、培養した細胞の写真撮影、及び生細胞

DNA 量から細胞数を測定するキット（CyQUANT Direct Cell Proliferation Assay；Thermo 社）

で解析した。その結果、約１０の化合物に MCF-7 細胞の増殖を低下させる活性を見出したこと

から、次に KDM2A を siRNA 処理でノックダウンした MCF-7 細胞で解析したところ、KDM2A を発

現抑制すると増殖抑制が緩和されたものとして、メトホルミンと没食子酸を同定した。 

 

(2) メトホルミンによる KDM2A 依存的制御の誘導 

 ①メトホルミンによる MCF-7 の細胞増殖抑制効果を変化させる化合物の探索 

(1)で利用したライブラリと増殖解析系を利用し、メトホルミンによる MCF-7 の細胞増殖抑

制を変える化合物を探索した所、細胞透過性コハク酸が候補として同定された。このことか

ら、メトホルミンが KDM2A の脱メチル化活性を誘導する事で細胞増殖を低下させる可能性が

考えられた。 

  

 ②メトホルミンによる KDM2A 依存的制御誘導機序の解析 

 以前の解析で、KDM2A はグルコース飢餓に応答し、AMPK 活性化を必要として rRNA 転写抑制

を誘導し、細胞増殖に寄与することが分かっていた（MCB 2015 p4170-）。そこで、メトホル

ミン処理でも同様かを解析した所、MCF-7 細胞への 2.5 mM メトホルミン処理は、KDM2A 依存

的な rRNA 転写抑制を rDNAプロモーターのヒストン H3K36me2 ヒストン脱メチル化を伴って誘



導する事が明らかとなった。次に AMPK の活性化を確認した所、2.5 mM メトホルミン処理によ

り AMPK 活性化が誘導された。AMPK 活性阻害剤処理や AMPK をノックダウンすると 2.5 mM メト

ホルミン処理による rRNA 転写抑制が起こりにくくなったことから、メトホルミンによる誘導

でも AMPK 活性が必要であることが分かった。 

 メトホルミンによる MCF-7 細胞増殖抑制は、クエン酸回路有機酸の導入によって緩和され

たことから、メトホルミンが細胞内有機酸量の変動を通じて、KDM2A 制御を誘導する可能性を

検討した所、MCF-7 細胞に 2.5 mM メトホルミン処理を４時間行うと、細胞内コハク酸量が低

下する事が分かった。KDM2A などの jmjC 型ヒストン脱メチル化酵素は脱メチル化反応の際、

αKG からコハク酸への副反応が必要であることから、コハク酸の減少によって脱メチル化が

亢進した可能性があった。そこで、コハク酸の減少よる KDM2A 活性への影響を検討する為、メ

トホルミン処理で減少したコハク酸を細胞透過性コハク酸処理で補充した。その結果、2.5 mM

メトホルミン処理で生じる rDNA プロモーターの脱メチル化、rRNA 転写抑制、細胞増殖抑制が

緩和されることが分かった。 

 以上の結果から、MCF-7 細胞へのメトホルミンでは AMPK 活性化とコハク酸の減少を通じて

KDM2A 活性を誘導し、rDNA エピゲノムを変化させ rRNA 転写抑制、及び細胞増殖抑制を誘導す

る事が考えられた（Tanaka et. al.,Sci Rep. 2019 Dec 10;9(1):18694）。この結果は、メト

ホルミンによる調節ではコハク酸の量変動が rDNAエピゲノム調節に関わる機序の一端である

事を示唆しており、栄養素による直接的なエピゲノム制御の一端出る可能性を考えている。ま

た、AMPK の活性やコハク酸量を変動させるような化合物に同様の活性が期待できる事や、他

のがん細胞制御への応用可能性を見出したと考えている。 

 

(3) 没食子酸による KDM2A 依存的制御の誘導 

① 没食子酸による既知 KDM2A 調節因子への作用 

没食子酸によるがん細胞増殖抑制作用の機序は、あまりよく分かっていなかったため、これ

までの解析で明らかにした、KDM2A 調節要因である、AMPK 活性化やコハク酸量減少が没食子酸

で誘導されるかを中心に検討した。その結果、まず、MCF-7 細胞への 50μM 没食子酸処理は

rDNA プロモーターのヒストン H3K36me2 の減少、rRNA 転写抑制を KDM2A 依存的に誘導する事

が分かった。また、この没食子酸処理は MCF-7 細胞において AMPK を活性化したが、コハク酸

量の減少はほとんど生じていない事が分かった。没食子酸処理時に AMPK 活性阻害剤を処理す

ると、没食子酸による rRNA 転写抑制が減弱したことから、没食子酸による KDM2A を介した調

節においても AMPK 活性が関わることが分かった。 

 

② 没食子酸により生じる活性酸素種と KDM2A 調節との関連 

没食子酸は食品添加物としては抗酸化を目的として使用され、抗酸化作用を発揮するが、が

ん細胞への処理では、逆に活性酸素種が生じるとの報告があったことから、KDM2A 制御が生じ

る条件でどのようになるかを検討した所、MCF-7 細胞への 50μM 没食子酸処理は微弱ながら

活性酸素種を生じさせることが分かった。次に活性酸素種と KDM2A調節の関連を解析した所、 

抗酸化物質のグルタチオンやＮ―アセチルシステインを没食子酸と共処理すると、没食子酸

による活性酸素種産生亢進は見えなくなり、没食子酸により誘導される rDNA プロモーターの

脱メチル化、rRNA 転写抑制は減弱した。この事から KDM2A の活性を誘導する要因として新た

に活性酸素種が関わることが明らかとなった。一方、別の科研費テーマ（20K05942）での解析

から、50μM没食子酸による AMPK 活性化や活性酸素種生成は正常乳腺由来の細胞株 MCF10A で



はあまり生じず、KDM2A 活性の誘導もほとんど起こらない事が分かった。以上のことから、

KDM2A の活性を誘導できる新しい食品関連化合物として没食子酸が明らかになり、没食子酸に

よって誘導される弱い活性酸素種生成が、KDM2A 活性の誘導に関わる事が分かった（Cells 

9(10) 2266 (2020)）。 
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