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研究成果の概要（和文）：Jumonji C (JmjC）ファミリーに属するJmjd5は、ウイルス感染発がんモデルマウスを用いた
スクリーニングによってがん関連遺伝子候補として同定された。これまで私たちは、Jmjd5欠損マウスを用いて細胞増
殖抑制因子Cdkn1aの発現を制御することを報告した。本研究では、より詳細な実験の結果、主要ながん抑制遺伝子p53
と直接結合することでp53蛋白質の標的遺伝子座へのリクルートを負に制御することを発見した。マウス胚発生におい
てp53の発現は翻訳レベルで厳密に抑えられていることが知られている。Jmjd5は発生期のp53シグナル抑制機構の一端
を担う、新しい遺伝子である可能性が強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：We previously identified Jmjd5 as a candidate cancer-related gene by retroviral 
mutagenesis. Jmjd5 belongs to Jumonji C (JmjC) family, some of which encode histone demethylase. Our 
genetic studies using Jmjd5 deficient mice showed that Jmjd5 was a regulator for Cdkn1a expression during 
mouse embryogenesis. In this study, we found that a subset of p53-regulated genes highly expressed in 
Jmjd5 knockout embryos. We also showed that Jmjd5 protein could directly associate with p53 protein, one 
of the most famous tumor suppressor genes, and inhibited the recruitment of endogenous p53 protein at 
several p53 target loci such as Cdkn1a. Pmaip1 and Mdm2. In general, aberrant activation of p53 signaling 
leads to embryonic lethality, suggesting that maintaining a fine balance of p53 translational level is 
important for normal development. Thus, Jmjd5 may keep basal level of p53 signaling in embryonic cells 
through the control of p53 recruitment at its target genes.
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１．研究開始当初の背景 
 私たちの研究グループはレトロウイルス
挿入変異法を用いて、がんに関係する遺伝子
の網羅的スクリーニングを行ってきた。その
結果、JmjC ファミリーに属する遺伝子の約半
数が癌の原因遺伝子候補として発見した。こ
のファミリー遺伝子は哺乳類で約 30 種類報
告されているが、その多くは「ヒストン脱メ
チル化酵素」をコードし、ヒストンのメチル
化修飾を調節することで標的遺伝子のエピ
ジェネティックな遺伝子発現制御に関わっ
ている事が明らかとなっている。 
 
 これまで私たちは、JmjC ファミリー遺伝子
のひとつ Jmjd5 について、その欠損マウス
（Jmjd5Δ/Δ）の解析を行ってきた。表現型観
察の結果、Jmjd5Δ/Δ マウスは胎生 11 日目前
後に著しい成長阻害を呈して胚性致死とな
った。このとき Jmjd5Δ/Δ 胚では、細胞増殖
抑制因子 Cdkn1a の発現が亢進していた。次
に内在性Jmjd5の発現が約75％低下している
Jmjd5 hypomorphic MEFs（Jmjd5neo/neo）を作
製し、細胞レベルの解析を試みた。Jmjd5neo/neo 
MEFs の細胞増殖能は野生型 MEFs と比べて低
下していた。クロマチン免疫沈降（ChIP）実
験の結果、Jmjd5neo/neo MEFs では Cdkn1a 遺伝
子座で内在性Jmjd5蛋白質のリクルートが減
少し、ヒストン H3 の 36 番目リジン残基のメ
チル化修飾が有意に上昇していた。よって
Jmjd5 は、Cdkn1a 遺伝子のエピジェネティッ
クな発現制御因子のひとつとして、マウス胚
発生に必須な遺伝子であることが示された
（Ishimura et al., Development 139, 2012）。
しかし Cdkn1a を Jmjd5 と同時にノックアウ
ト（Jmjd5Δ/Δ; Cdkn1aΔ/Δ）したとき胎児の
発育不全は部分的にのみ解消されたことか
ら、胎児の生存に重要な「Cdkn1a以外のJmjd5
標的遺伝子」の存在が新たに示唆されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、Cdkn1a 以外の Jmjd5 標的遺伝
子を同定し、マウス胚発生における Jmjd5 の
新しい遺伝子発現制御機構を遺伝学的・分子
生物学的手法を用いて明らかにすることを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）定量 PCR 法 
 Jmjd5Δ/Δ 胚および Jmjd5neo/neo MEFs より
total RNA を抽出し、cDNA を合成する。そし
て Cdkn1a を含む代表的な 16種類の p53下流
標的遺伝子の発現パターンを定量PCRによっ
て検出する。 
 
（2）Jmjd5; Trp53 ダブル変異マウスの作製 
 これまで私たちが作製した Jmjd5Δ/+ マウ
スに Trp53 欠損マウスを交配させる。そして
Jmjd5Δ/Δ; Trp53Δ/Δ マウスの表現型観察を
行う。また Jmjd5neo/+ マウスと Trp53 欠損マ
ウスを交配させ、Jmjd5neo/neo ; Trp53Δ/Δ MEFs

を樹立する。そして、その増殖能を野生型や
Jmjd5neo/neo MEFs と比較する。 
 
（3）ChIP アッセイ 
 抗 p53 抗体を用いた ChIP アッセイを行う。
そして Cdkn1a、Pmaip1、Mdm2 遺伝子座への
内在性p53蛋白質のリクルートを野生型MEFs
と Jmjd5neo/neo MEFs 間で比較する。 
 
（4）免疫沈降実験 
 HEK293T 細胞内で HA 標識した p53 蛋白質
（HA-p53）と FLAG 標識した Jmjd5 蛋白質
（Jmjd5-F）を一過性発現させ、蛋白質ライ
セートを回収する。そして抗 FLAG 抗体を用
いた免疫沈降を行い、このとき HA-p53 蛋白
質が共沈されるかどうか調べる。 
 
４．研究成果 
（1）p53 下流標的遺伝子の発現パターン 
 まず初めに、Jmjd5neo/neo MEFs 内で Cdkn1a
の主要な発現制御因子のひとつであるp53下
流標的遺伝子の発現パターンも変化してい
るかを定量PCR法によって調べた。その結果、
Cdkn1a のみならず複数の下流標的遺伝子
（例；Pmaip1 や Mdm2）の発現も同時に上昇
していた（図 1）。また Jmjd5Δ/Δ 胚でも同様
な結果を得ることが出来た（図 2）。よって
Jmjd5 は、マウス胚発生過程で Cdkn1a のみな
らず、より広範な p53 シグナルを制御してい



る可能性が示唆された。 
 
（2）Jmjd5; Trp53 ダブル変異マウスを用い
た解析 
 次に Jmjd5neo/neo MEFs で観察された細胞増
殖能の低下が、Trp53Δ/Δ 遺伝学的背景下で
回復されるか調べた。その結果、Jmjd5neo/neo ; 
Trp53Δ/Δ MEFsの細胞増殖曲線は野生型MEFs
とほぼ同様な曲線パターンを示した（図 3）。

一方、Jmjd5Δ/Δ; Trp53Δ/Δ 胚の表現型観察
を行った。その結果、Jmjd5Δ/Δ 胚で観察され
た表現型異常（成長阻害）が著しく回復して
いた（図 4）。以上より、Jmjd5 と Trp53 間で
非常に強い遺伝学的相互作用が認められた。
しかしダブル欠損胚で表現型回復が確認さ
れた一方、Jmjd5Δ/Δ 胚と同様に胚性致死を呈
する。よって p53 シグナル制御以外の未知の
Jmjd5 制御因子の存在も同時に示唆された。 
 

（3）Jmjd5 による p53 シグナル制御機構 
 これまでの研究成果から、Jmjd5Δ/Δ 胚や
Jmjd5neo/neo MEFsで Trp53遺伝子の発現誘導は
転写・翻訳レベルで観察することが出来なか
った（Ishimura et al., 2012）。そこで私た
ちは、Jmjd5 が p53 蛋白質の標的遺伝子座へ
のリクルートを制御する可能性を検討した。
抗 p53 抗体を用いた ChIP アッセイの結果、
内在性 p53 蛋白質の Cdkn1a、Pmaip1、Mdm2
遺伝子座へのリクルートが Jmjd5neo/neo MEFs
で有意に上昇していた（図 5b、5c、6）。しか
し抗 Jmjd5 抗体を用いた ChIP アッセイの結
果、内在性 Jmjd5 蛋白質は Cdkn1a 遺伝座内
のp53結合ドメイン内にリクルートされてい
なかった（図 5d）。次に HEK293T 細胞内で

HA-p53蛋白質とJmjd5-F蛋白質を共発現させ、
両者の蛋白質間相互作用を免疫沈降実験に
よって調べた。その結果、両蛋白質間で直接
的な結合能が観察することが出来た（図 7）。
しかしポジティヴ・コントロールとして用い
た p53 結合蛋白質 LSD1 と p53 蛋白質間の相
互作用に比べると、その結合は弱いものだっ
た。このことから、生体内における Jmjd5 蛋
白質と p53 蛋白質の結合には、両者の結合を
仲立ちする未知のコファクターX の存在が示
唆された。 
 

 以上の研究結果から、Jmjd5 は p53 蛋白質
と相互作用することでp53シグナルを負に制
御する、新しい「ｐ53 制御因子」としてマウ
ス胚発生に必須な遺伝子のひとつであるこ



とが明らかになり、本研究成果は 2016 年に
Cell and Tissue Research 誌に掲載された。 
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