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研究成果の概要（和文）：エピゲノムは、代謝環境を感知して細胞の分化制御にかかわる。鉄は、ヒストン脱メ
チル化酵素とDNA脱メチル化酵素の活性に必須であるが、脂肪細胞分化過程において、細胞内の貯蔵鉄がフェリ
チノファジーにより供給されることを発見した。また、鉄輸送タンパクPCBPが核に移行することを見出し、これ
が脂肪細胞分化に重要であることを発見した。さらに、脂肪細胞分化誘導後にヒストン脱メチル化酵素JMJD1Aや
DNA脱メチル化酵素TET2の活性が鉄依存性に制御されてエピゲノムが書き換わり、その結果、脂肪細胞分化関連
遺伝子の発現が誘導されることで脂肪細胞が分化するという一連の機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The epigenome, which senses metabolic environment, is involved in the 
control of cellular differentiation. Iron is essential for the activity of histone demethylase and 
DNA demethylase. In the process of adipocyte differentiation, we discovered that stored iron in 
cells is supplied by ferritinophagy. We also found that the iron chaperone PCBP migrates to the 
nucleus, and this plays a crucial role in adipocyte differentiation. Furthermore, after the 
induction of adipocyte differentiation, the activity of the histone demethylase JMJD1A and the DNA 
demethylase TET2 is regulated in an iron-dependent manner, leading to the rewriting of the 
epigenome. As a result, the expression of genes related to adipocyte differentiation is induced, and
 we elucidated the mechanism of adipocyte differentiation through this series of events.

研究分野： 代謝エピジェネティクス

キーワード： エピゲノム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肥満症や糖尿病の発症機序を理解するうえで、脂肪細胞の分化制御機構を解明することは重要である。今回、脂
肪細胞分化にかかわるDNAメチル化やヒストンメチル化修飾といったエピゲノムの書き換えにおいて、鉄が重要
な役割を果たすことを見出した。この新たな脂肪細胞分化の制御機構の提示は、肥満症や糖尿病の新しい治療戦
略に寄与する可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 

１．研究開始当初の背景 
エピゲノムは DNA の塩基配列によらない遺伝子発現の調節機構であり、ヒストンの翻訳後修

飾や DNA のメチル化、RNA のメチル化を含む概念である。そのため、エピゲノムは可塑性が高く
環境適応に適した分子機構であり、細胞内の代謝やエネルギー環境を感知して細胞の分化や性
質が制御される分子機構として適していると考えられている。しかしながら、その詳細について
は不明な点が多い。 

エネルギー代謝に重要な役割を果たす TCA 回路の中間代謝産物であるαケトグルタル酸と細
胞内の微量代謝物である鉄は、ヒストン脱メチル化酵素群（JMJD 型）と DNA 脱メチル化酵素群
（TETs）、さらには RNA 脱メチル化酵素群（ALKBHs）に共通する必須の補酵素である 1。そのた
め、細胞内代謝物は、ヒストンや DNA、RNA のメチル化制御を介して mRNA レベルの制御に関わる
といえる。しかしながら、細胞内の代謝物がヒストンや DNA、RNA のメチル化といった広汎なエ
ピゲノム修飾変化に影響を与えて mRNA レベルを制御する機構については未解明な点が多かった。 

我々は、脂肪細胞分化モデルを用いてヒストン脱メチル化酵素 JMJD1A の機能について研究を
行った結果、JMJD1A の機能が「標的遺伝子領域へのリクルートメント」と「酵素活性調節」の二
段階で制御されることを発見して報告した 2,3。しかしながら、この二段階目のステップである
JMJD1A の酵素活性調節の分子機構については不明なままであった。 

われわれは、鉄とαケトグルタル酸が JMJD1A の活性に必須であることに着目し、鉄とαケト
グルタル酸の供給や濃度変化が JMJD1A をはじめとするエピゲノム酵素の活性を調節して転写を
制御する可能性を考え、本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 

鉄と TCA 回路の中間代謝産物であるαケトグルタル酸は、ヒストン脱メチル化酵素や DNA 脱
メチル化酵素、さらには RNA 脱メチル化酵素にまで共通する必須の補酵素である。本研究は、こ
の事実に着目し、鉄とαケトグルタル酸が細胞内のエネルギー環境センサーとして働き、エピゲ
ノムを書き換えて転写を制御する機構の解明を目的として実施した。 

予備検討の結果、鉄キレート剤であるデフェロキサミン（DFO）の処理によって、白色脂肪細
胞分化が完全に抑制されるという興味深い事実を見出した。具体的には、分化誘導期間中（8 日）
の最初の 2 日間の DFO 処理によって脂肪細胞分化が抑制され、同時に転写抑制型のヒストンメ
チル化修飾（H3K9me2 、H3K9me3 、H3K27me3）の脱メチル化抑制を認めた。この結果は、時期特
異的な鉄濃度変化が脂肪細胞分化過程のエピゲノム変化に影響を与える可能性を示唆する結果
であった。 
 以上を根拠として、脂肪細胞分化過程における鉄とαケトグルタル酸によるエピゲノム制御
機構を解明しようと考えた。 
 
３．研究の方法 
（１）脂肪細胞分化を抑制する DFO 処理条件の詳細を検討するため、分化誘導後 0 日目から 2 日
目、2 日目から 4 日目、4 日目から 6 日目のそれぞれ２日間の期間を設定し、細胞培養液中に 100 
µM の DFO を添加した。分化誘導後 8 日目に Oil Red O染色を行い、脂肪細胞分化への影響を評
価した。 
（２）DFO 処理の有無によって変化する脂肪細胞分化過程の遺伝子発現を検討するため、DFO 処
理の有無の条件下に脂肪細胞分化を誘導し、分化誘導後 0 日、2 日、4 日、8 日後の細胞から RNA
を抽出し、その RNA を次世代シーケンサーにかけて RNA-seq 解析を実施した。パスウェイ解析は
Ingenuity Pathway Analysis (QIAGEN 社)を用いて実施した。 
（３）クロマチン免疫沈降後の次世代シーケンス（ChIP-seq）解析を実施し、H3K4me3 、H3K9me3、
H3K9me2、H3K27me3 の程度をゲノムワイドに検討した。DFO 処理の有無の条件で脂肪前駆細胞を
分化誘導し、分化誘導後 0 日もしくは 2 日後に 0.5%ホルムアルデヒドで固定し回収して核を抽
出した。つぎにソニケーションを行って DNA を 200-300 bp に断片化し、特異的抗体（東工大・
木村宏先生から供与）を用いて免疫沈降を行った後、脱クロスリンクを行って DNA を回収し、次
世代シーケンサーを用いて解析した。遺伝子オントロジーエンリッチメント解析については、転
写開始点（TSS）を中心とする前後 5 kb の領域におけるメチル化程度（Z スコア）に基づいて７
つのクラスターに分けて行った。 
（４）DNA メチル化修飾が変化した遺伝子領域を網羅的に解析するため、DFO 有無の条件下に脂
肪細胞分化を誘導した細胞において全ゲノムバイサルファイトシーケンス解析（WGBS）を行った。
実施に当たっては、バイサルファイト処理後にアダプタータグを付加して二段階のランダムプ
ライマーによる伸長を行う変法（PBAT 法）を採用した（九大・伊藤隆司教授の支援を得て実施）。 
（５）RNA 免疫沈降後のシーケンス解析（RIP-seq）については、脂肪細胞分化を DFO 有無の条
件下に誘導し、分化誘導後 0 日、2 日、8 日後の細胞を用いて実施した。mRNA を精製して断片化
したのち、抗 N6 メチルアデニン抗体（α-m6A）で免疫沈降し、次世代シーケンサーにかけて解
析した。 
（６）鉄依存性に変化する抑制性のヒストンメチル化修飾を制御する責任酵素を同定するため、



抑制性のヒストンメチル化修飾の脱メチル化酵素として過去に報告された酵素をコードする遺
伝子（Jmjd1a、Jmjd2b、Jhdm1d、Jmjd2c、Jmjd2d、Utx、Phf2、Phf8、Jmjd2a、Jmjd3）について、
それぞれの mRNA に対する shRNA 配列を準備し、発現レトロウィルスを作製して感染させたうえ
で抗生物質スクリーニングを実施し、安定的なノックダウン細胞株を樹立した。さらに、レスキ
ュー実験を実施するため、それぞれの酵素の d 細胞に、レトロウィルス系を用いて野生型もしく
は鉄配位部位（IBD）の変異体を強制発現させ、抗生物質スクリーニングを実施して安定発現細
胞株を樹立した。樹立したすべての細胞について、脂肪細胞分化誘導後 2 日後の細胞から RNA を
抽出して逆転写し、qPCR 法を用いてノックダウン効率を検証するとともに Pparg 遺伝子発現を
検討した。 
（７）鉄依存性の JMJD1A の酵素活性を検討する目的で、Fluorescence resonance energy 
transfer (FRET)を基盤とする HTRF システムを用いた 2。免疫組織化学染色法においては、HA タ
グを付加した JMJD1A の発現プラスミドをエレクトロポレーション法で導入した細胞を用いた。
細胞を固定、透過処理したうえで、抗 H3K9me2 抗体および抗 HA 抗体と反応させたのち、Alexa 
Fluor 標識抗体を用いて可視化した。細胞から精製した JMJD1A タンパク質のヒストン脱メチル
化活性を in vitro 検討するため、Flag-Twin-Strepタグ付き JMJD1A 配列（shRNA 耐性型）をレ
トロウィルス系により細胞に導入し、抗生物質スクリーニングを実施して安定発現細胞株を樹
立した。樹立した細胞の抽出液をもとに StrepTactinビーズ（IBA Lifesciences 社）を用いて
JMJD1A を精製し、人工合成 H3K9me2 ペプチド（Epigentek 社）と反応させ、SDS-PAGE ゲルに展
開してイムノブロットに供した（抗 H3K9me2 抗体）。 
（８）脂肪細胞分化過程における DNA 脱メチル化制御の責任酵素スクリーニングは、ヒストン脱
メチル化酵素のスクリーニングと同様の手法を用いて実施した。一方、TET2 による１細胞レベ
ルでの 5-メチルシトシン（5mC）程度に与える影響の検討は、HA タグ付き TET2配列をエレクト
ロポレーション法で導入した細胞を用いて行った。細胞を固定し透過処理した後、4 規定の HCl
で 10 分間処理をおこなって洗浄した後に抗 5mC 抗体と反応させ、Alexa Fluor 標識抗体を用い
て可視化した。 
（９）細胞内鉄輸送シャペロンである poly(rC)-binding proteins （PCBP）について、PCBP１
および PCBP2 の細胞内局在を検討するため、市販の抗体（Cell Signaling 社）を用いて免疫細
胞化学染色を実施した。 
（１０）脂肪細胞分化過程に於ける核特異的なαケトグルタル酸濃度の測定は、新規に開発した
特異的プローブを用いて実施した 4。 
（１１）リソソームフラックスとフェリチン分解の程度は、イムノブロッティング法を用いて評
価した。リソソームフラックスの解析においては、細胞を 100 nM のバフィロマイシン A1 で 24
時間処理したのちに回収した。フェリチン分解程度の評価は、200 µM の 2,2'-bipyridyl で 0、
3、6、9 時間処理したうえで回収して実施した。さらにリソソーム分解の影響を調べるため、200 
µM の 2,2'-bipyridyl と 100 nM の bafilomycin A1 で同時に 3 時間の処理を行った。 
 
４．研究成果 
（１）脂肪細胞の分化過程における２日間の DFO 処理が脂肪細胞分化に与える影響を検討する
ため、分化誘導後 8 日目に Oil Red O 染色を実施した。その結果、分化誘導後最初の 2 日間に
DFO を処理した場合のみ、顕著に脂肪細胞分化が抑制された。分化誘導後最初の 2 日間内でさら
に短時間、すなわち 12 時間もしくは 24 時間の DFO 処理を実施したところ、最終分化への顕著
な影響は観察されなかった。これらの結果は、脂肪細胞の最終分化の初期段階における鉄の重要
性を示唆する結果であった。また、細胞内への鉄取り込みや貯蔵鉄からの鉄供給によって、短期
間の DFO 処理に対応することができる可能性が示唆された。 
（２）脂肪細胞分化初期における DFO 処理による遺伝子発現の変化を検討するため、RNA-seq 解
析を実施した。RNA-seq の結果、DFO 処理によって mRNA 発現が促進される遺伝子クラスターと抑
制される遺伝子クラスターの間には、遺伝子数の大きな偏りは見られなかった。各遺伝子クラス
ターにおけるパスウェイ解析の結果、抑制される遺伝子クラスターでは PPAR シグナルパスウェ
イ関連遺伝子の濃縮が確認された。これは、脂肪細胞分化のマスター制御因子である PPARγに
関係するシグナルパスウェイが、DFO によって抑制されることを示す結果であった。 
（３）DFO 処理がヒストンメチル化修飾に与える影響をゲノムワイドに検討する目的で、転写抑
制型のヒストンメチル化修飾（H3K4me3 、H3K9me3 、H3K27me3）に対する抗体を用いて ChIP-seq
解析を実施した。ＴＳＳを中心とする前後 5 kb 領域におけるメチル化程度（Z スコア）に基づ
き７つのクラスターに分類し、遺伝子オントロジーエンリッチメント解析を実施した。その結果、
クラスター６では、脂肪細胞分化に伴う転写抑制型のヒストンメチル化程度の低下が DFO 未処
理群でのみで起こる傾向を示した。さらに、このクラスターでは、脂肪細胞分化に関連する GO
項目の濃縮を認めた。これらの結果は、鉄依存性のヒストン修飾の脱メチル化が脂肪細胞分化関
連遺伝子領域に特異的に起こっていることを示す。 
（４）DFO が DNA メチル化に与える影響をゲノムワイドに検討するために WGBSを実施し、DFO 処
理によって脂肪細胞分化過程における DNA メチル化程度が変化する領域（DMR）を同定した。DMR
においては、脂肪細胞分化に関連する転写調節因子（PPAR、C/EBP、NF1、EBF2 など）の結合モチ
ーフの濃縮を認めた。また、TSS 上流領域において鉄依存性に DNA メチル化が低下する遺伝子の
制御因子として、PPARγ関連因子が同定された。転写抑制型のヒストンメチル化修飾に対する抗



体を用いた ChIP-seq の結果と WGBS の結果を統合的に解析した結果、脂肪細胞分化過程におい
て、鉄依存性にヒストンメチル化が変化する遺伝子領域とＤＮＡのメチル化が変化する領域同
士の空間的一致性が高いことを見出した。この結果は、転写抑制型のヒストンメチル化修飾と
DNA 脱メチル化の間に機能的な関係性が存在する可能性を示唆するものであった。 
（５）DFO 処理による m6A のメチル化変化を解析する目的で RIP-seq 解析を実施した結果、DFO
処理の有無による顕著な変化を認めなかった。m6A 以外の RNA メチル化変化や特異的な領域変化
については、今後の検討課題である。 
（６）鉄依存性に変化する抑制性ヒストンメチル化修飾を制御する責任酵素を同定する目的で、
抑制性ヒストンメチル化修飾の脱メチル化酵素として報告のある各酵素遺伝子の mRNA に対する
shRNA を強制発現させたノックダウン細胞を樹立し、Pparg 遺伝子発現を指標にして脂肪細胞分
化への影響を検討した。その結果、JMJD2A と JMJD3を除く遺伝子のノックダウン細胞で Pparg
遺伝子発現の低下を認めた。さらに、それぞれのノックダウン細胞に対するレスキュー実験を実
施した。野生型もしくは IBD 欠損体を強制発現させた細胞における Pparg 発現の程度を比較し
た結果、JMJD1A、JMJD2B、JHDM1D、PHF2、PHF8 が鉄依存性に脂肪細胞分化に関与する可能性が見
いだされた。また、最も顕著に鉄依存性の Pparg 遺伝子発現制御を示す因子として JMJD1A を同
定した。野生型の JMJD1A もしくは IBD への鉄結合を阻害する変異を加えた JMJD1A 変異体を
JMJD1A ノックダウン細胞に強制発現させた細胞を準備し、ChIP-qPCR 法、Pparg のｍRNA 発現解
析、Oil-Red O 染色を実施した。その結果、JMJD1A が IBD 依存性に Pparg 遺伝子領域のヒストン
H3K9me2 の脱メチル化を制御することが見いだされ、さらに Pparg 発現と中性脂肪の蓄積への関
与が確認された。これらの結果は、JMJD1A が、IBD 依存性に H3K9me2 を脱メチル化し、Pparg 発
現を制御することにより脂肪細胞分化を調節する機構の存在を示唆する結果であった。 
（７）MJD1A によるヒストン脱メチル化が鉄依存性であることを検証する目的で、HTRF-FRET シ
ステムを用いた酵素活性測定を行った。その結果、低鉄濃度条件下では JMJD1A のヒストン
H3K9me1および H3K9me2の脱メチル化活性が低下し、鉄欠損条件では認められなかった。さらに、
免疫組織化学染色法を用いた１細胞レベル解析により、JMJD1A の強制発現細胞における H3K9me2
の脱メチル化が、DFO で処理した細胞では確認できなかった。この結果は、細胞内の JMJD１A 活
性が鉄に大きく依存することを示す結果であった。つぎに、タグ付き JMJD1A の強制発現細胞か
ら JMJD1A を精製して人工合成ヒストン H3k9me2 ペプチドと反応させたところ、脱メチル化活性
が認められ、またこの活性は DFO 添加により阻害された。それに対し、JMJD1A の IBD 変異体を
精製した場合には明瞭な脱メチル化反応は確認できなかった。さらに、DFO で処理したタグ付き
JMJD1A 強制発現細胞から精製した JMJD1A1 と通常の培養条件の強制発現細胞から精製した
JMJD1A を比較した。精製 JMJD1A と人工合成ヒストン H3k9me2 ペプチドを、鉄無添加の条件で反
応させた結果、DFO 未処理の細胞由来の JMJD1A は脱メチル化を示したが、DFO 処理細胞由来の
JMJD1A は脱メチル化を示さなかった。これらの結果から、細胞内における JMJD1A の鉄の配位が
H3K9me2 の脱メチル化活性に重要であることが示された。 
（８）鉄依存性に変化する DNA メチル化の制御にかかわる責任酵素を同定するため、TET1、TET2、 
TET3 について、各々のノックダウン細胞を構築したうえで、野生型もしくは IBD 変異体を強制
発現させた安定発現株を作製し、レスキュー実験を行った。その結果、TET2、TET3 の野生型に
特異的な Pparg 発現制御を認めた。また、鉄依存性の Pparg 遺伝子発現を最も明瞭に調節する因
子として TET2 を同定した。次に、バイサルファイトシーケンス、Pparg のｍRNA 発現解析、Oil-
Red O 染色を実施した結果、TET2 が Pparg2 領域上流の DNA の脱メチル化を制御するとともに、
Pparg 発現と中性脂肪の蓄積に関与することが見いだされた。さらに、TET2 による DNA 脱メチル
化の鉄依存性を検証する目的で、免疫組織化学染色法を用いた１細胞レベルの検討を実施した。
その結果、TET2 を強制発現した細胞で観察された 5mC の染色程度の低下が、DFO 処理した細胞で
は確認されなかった。この結果から、TET2 の活性制御における鉄の重要性が示唆された。 
（９）細胞内鉄輸送シャペロンである PCBP1 および PCBP2 が、脂肪細胞分化誘導後に核内に移行
することを見出した。PCBP2 のノックダウン細胞においては、Pparg 領域の H2K9me2 の脱メチル
化と Pparg2 領域の DNA 脱メチル化が抑制されており、さらに分化誘導過程における Pparg 発現
と分化誘導後の中性脂肪の蓄積が抑制されていた。これらの結果は、核内への鉄輸送に PCBP が
関与することを示唆する結果であった。 
（１０）DFO 処理の有無の条件下に脂肪細胞分化を誘導し、核内のαケトグルタル酸濃度変化を
測定した。核内のαケトグルタル酸濃度は脂肪細胞分化に伴って上昇するのに対し、DFO 処理群
ではαケトグルタル酸濃度の上昇はほとんど見られなかった。鉄は、TCA 回路を構成するアコニ
ターゼの活性においても必須の補酵素であることから、鉄によるエピゲノム酵素活性の制御に
は、αケトグルタル酸産生制御が寄与する可能性が示された。 
（１１）細胞内の余剰鉄はフェリチンの形で隔離されており、鉄需要が増大するとフェリチノフ
ァジーというオートファジー機構を介して鉄が動員される。フェリチン量の変化程度を検討し
たところ、脂肪細胞分化に伴って分解が亢進することを見出した。また、フェリチノファジーに
特異的な輸送タンパクである NCOA4 やオートライソソームへのリクルートにかかわる LC3-II の
変化程度を検討した結果、分化に伴って亢進することが示された。これらの結果から、脂肪細胞
分化初期に鉄の需要が増大し、フェリチノファジーを介した鉄の供給が増大する可能性が示さ
れた。 
 



上記の結果から、脂肪細胞分化初期に鉄の需要が増大し、それに伴ってフェリチノファジーを介
した貯蔵鉄の供給が起こるという流れが見えてきた。分化初期の DFO 処理によって鉄供給を阻
害すると、脂肪細胞分化が強く抑制された。また、脂肪細胞分化関連遺伝子領域におけるヒスト
ンの脱メチル化は、DFO によって阻害されることが見いだされた。さらに、脂肪細胞分化過程に
おけるマスター制御因子である PPARγのコード遺伝子である Pparg の発現において、転写抑制
型のヒストンメチル化修飾と DNA メチル化の脱メチル化が協調的に関与する可能性が見いださ
れ、その責任酵素として JMJD1A と TET2 を同
定した。JMJD1A や TET2 に鉄が配位する機構
については不明なままであるが、脂肪細胞分
化初期に核内に移行する鉄輸送シャペロン
タンパク PCBP が脂肪細胞分化におけるヒス
トンと DNAの脱メチル化に重要な役割を果た
すことが見いだされたことから、PCBP の関与
が示唆された。 
以上のことをまとめて考えるとき、脂肪細胞
の分化が誘導されると細胞質に貯蔵された
フェリチンが分解されて鉄が供給され、PCBP
によって核に運ばれたのち、核内の DNA 脱メ
チル化酵素やヒストン脱メチル化酵素の活
性を制御してエピゲノムを書き換えること
で、Pparg をはじめとする脂肪細胞分化関連
遺伝子の発現を誘導し、分化が進むという機
構が存在する可能性が示された（図１）。上記
の成果については、主要な部分を Nucleic 
Acids Research 誌 5、一部を Endocrine 
Journal 誌 4に論文の形で発表した。 
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