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研究成果の概要（和文）：ウイルス感染モデルマウスを用いたスクリーニングによって、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された。そのうちの 1 つ

Jmjd5 に関して、遺伝子改変マウス（Jmjd5ΔΔ）の表現型解析を行った結果、Jmjd5 は p21
遺伝子発現のエピジェネティックな制御因子の 1 つとして胚細胞の増殖に必須な遺伝子である

事を 2012 年、Development 誌で報告した。 
 
研究成果の概要（英文）：Our retroviral insertional mutagenesis in mice showed frequent 
identification of JmjC family genes as novel candidates cancer-related genes. Jmjd5, one of 
the family genes, was also a target for the retrovirus, and we generated Jmjd5-deficient 
mice (Jmjd5ΔΔ) to investigate the physiological role of Jmjd5. We showed that Jmjd5 was 
involved in embryonic cell proliferation by fine-tuning the expression of p21 (Ishimura et 
al., Development 2012). 
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１．研究開始当初の背景 
 エピジェネティクスとは DNA 配列に依存
しない遺伝子発現制御機構の 1 つであり、そ
の機構の破綻は個体の異常発生や癌発症を
引き起こす事が知られている。また従来の遺
伝子突然変異と異なり、エピジェネティクス
異常は回復可能であることから、新しい癌治
療法の標的として期待されている。研究代表
者が属する研究グループはこれまで、マウス
白血病ウイルス感染によりリンパ腫を発症
する発癌モデルマウスを用いて癌に関わる
遺伝子の網羅的探索を行ってきた。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された。この
ファミリー遺伝子は、遺伝子構成因子の 1 つ
ヒストン蛋白質の翻訳後修飾（＝メチル化）

を調節し、遺伝子のエピジェネティックな転
写制御に関わる事が明らかになっている。こ
れまで研究代表者らは、候補となった JmjC
ファミリー遺伝子のうち Jmjd2c や Utx が癌
遺伝子（Mdm2）や癌抑制遺伝子（Rb、Rbl-1）
の発現を制御していることを見出し、腫瘍発
症のエピジェネティックな制御メカニズム
の一端を明らかにしてきた。 
 また同じく JmjC ファミリーに属する
Jmjd5 遺伝子についても、癌発症の原因と密
接に関わる事が知られているゲノム恒常性
維持や DNA 修復機構に関与している可能性
を報告した。最近、他の研究グループから
Jmjd5 がヒストン H3 の 36 番目リジンのジ
メチル化（H3K36me2）に対するヒストン脱
メチル化酵素の 1 つとしてヒト乳がん細胞
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MCF7 の増殖を制御する、という報告がなさ
れた。しかしこれまでの Jmjd5 の生理機能に
関する研究成果は全て in vitro 培養細胞を用
いた実験結果に由来するものであり、動物個
体を用いた Jmjd5 の研究は報告されていな
い。 
 
２．研究の目的 
 これまでに若手研究 B の支援で作製した
Jmjd5 変異マウスを用いた予備的解析から、
Jmjd5 が胚発生における血管新生や細胞増
殖、さらには p53 シグナル制御に関与する新
しい発現調節因子の 1つである可能性が示唆
されている。本研究では、Jmjd5 の個体レベ
ルにおける役割、腫瘍発症との関連性、その
作用機序を解明することを主な目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）Jmjd5変異マウスの作製 
 個体レベルでの Jmjd5に関する研究を行う
ため、Fig. 1で示した方法で作製された
Jmjd5コンディショナル・ノックアウトマウ
ス（Jmjd5flox/flox）を利用し、血管組織特異的
Jmjd5欠損マウス（Tie2-Cre; Jmjd5flox/flox）
や誘導型 Jmjd5欠損マウス（Mx-Cre; 
Jmjd5flox/flox）の作製を行った。さらに
Jmjd5flox/flox マウスと精母細胞特異的 Cre発
現マウス（Pgk2-Cre）を交配させて樹立した
Jmjd5欠損マウス（Jmjd5ΔΔ）の詳細な表現
型解析を行った。 

 
（2）Jmjd5 hypomorphic MEFの作製 
 細胞レベルで Jmjd5の機能解析を行うため
に、Jmjd5欠損 MEFsを作製した。Jmjd5ΔΔ

マウスは妊娠中期に胚性致死となるため、そ
れよりも表現型異常がマイルドな Jmjd5 
hypomorphic変異マウス（Jmjd5neo/neo）より
MEFsを樹立した。 
 
４．研究成果 
（1）Jmjd5ΔΔマウスの表現型解析 
 Jmjd5+Δマウス同士の交配によって得ら
れた Jmjd5ΔΔ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Jmjd5ΔΔ胚では、心臓浮腫や出血、
卵黄膜状を走行する血管分布パターンの異

常といった、典型的な血管新生異常を示した。
詳細な表現型解析を行った結果、胎生 7.5日
目以降に初めて成長阻害異常が観察され、胎
生 9日目には明らかな発生の遅れが認められ
た（Fig. 2）。 

 
 次に胚性致死の原因が血管新生の異常に
起 因 す る か 調 べ る た め に 、 Tie2-Cre; 
Jmjd5flox/floxマウスの表現型を観察した。その
結果、血管特異的に Jmjd5を欠損させても胚
発生に全く異常が観察されなかった。従って
Jmjd5ΔΔ胚における胚性致死の原因は、血管
新生異常でなく、細胞レベルの増殖異常に起
因する可能性が示唆された。尚、Tie2-Cre; 
Jmjd5flox/flox 成体マウスで腫瘍発症等の異常
が観察されるか、継続して飼育中である。 
 
（2）Jmjd5 hypomorphic MEFを用いた機能解
析 
 Jmjd5 欠損による影響を細胞レベルで調べ
るために、Jmjd5neo/neo MEFsを樹立した。野生
型 MEFs との増殖能を比較した結果、
Jmjd5neo/neo MEFs の増殖能は有意に低下して
いた。Jmjd5neo/neo MEFsにおける細胞増殖能低
下の原因が、アポトーシスや細胞老化の誘発
による二次的な影響か検討するために、抗



 

 

single strand DNA 抗体を用いた免疫染色実
験やSenescence-associated β-gal 染色
実験を行った。その結果、Jmjd5neo/neo MEFs
ではアポトーシスや細胞老化が誘導されて
いなかった。 
 次に様々な細胞周期調節因子の発現量を
定量 PCR 法によって網羅的に比較した結果、
Jmjd5 Δ  Δ 胚と  Jmjd5neo/neo MEFs で p21
（Cdkn1a）の発現が著しく上昇していた（Fig. 
3）。この細胞増殖低下は、p21 特異的 siRNA
によって Jmjd5neo/neo MEFs 内の p21 発現をノ
ックダウンさせたとき有意に回復した。以上
より、Jmjd5 は細胞自律的に p21 の発現を制
御することで、正常胚細胞の増殖を調節して
いることが強く示唆された。 
 p21 が Jmjd5 の直接的なターゲットの 1 つ
であるかを調べるために、抗 Jmjd5抗体を用
いたクロマチン免疫沈降（ChIP）アッセイを
行った。また同時に、抗 H3K36me3 抗体を用
いた ChIP アッセイによって p21 遺伝子座上
のヒストンメチル化の性状を調べた。その結
果、Jmjd5neo/neo MEFs由来 p21遺伝子座上では、
Jmjd5蛋白質のリクルートの減少と H3K36me2
レベルの上昇が観察された（Fig. 4）。この
ことから、Jmjd5 は p21 遺伝子座上のヒスト
ンメチル化修飾の性状を負に制御すること
で、胚細胞の正常な増殖に貢献している可能
性が示唆された。 

（3）p21 欠損マウス（p21ΔΔ）を用いた遺
伝学的解析 
 Jmjd5neo/neo; p21ΔΔ MEFs を作製し、その
増殖能を調べた。その結果、p21ΔΔの遺伝学
的背景下で Jmjd5neo/neo MEFsの細胞増殖能は、
ノックダウン実験と同様に著しく回復した。
一方 Jmjd5ΔΔ; p21ΔΔダブル欠損胚を作製
したとき、Jmjd5ΔΔマウスで観察された成長
阻害異常が部分的にレスキューされている
事を確認した（Fig. 5）。従って、胎児の生
存に重要な p21以外の Jmjd5標的遺伝子の存
在が本研究によって新たに示唆された。 

 
 

（4）p53 欠損マウス（p53ΔΔ）を用いた遺
伝学的解析 
 p21 の発現亢進が、主要な p21 発現誘導因
子の 1つである p53の発現量変化に起因して
いるか検討した。その結果、p53 遺伝子由来
の mRNA と蛋白質の発現上昇は、Jmjd5ΔΔ胚
および Jmjd5neo/neo MEF、どちらでも認められ
なかった（Fig. 6）。また p53 応答性ルシフ
ェラーゼ解析の結果も同様に、p53 転写活性
の変化が観察されなかった。よって Jmjd5変
異細胞におけるp21の発現上昇は、内在性p53
遺伝子の発現誘導を介さずに引き起こされ
る可能性が示唆された。今後、内在性 p53蛋
白質の p21 遺伝子座へのリクルートが
Jmjd5neo/neo MEFで変化しているか ChIPアッセ
イによって検討する予定である。同時に内在
性 Jmjd5と p53間の直接的な分子間相互作用
を、抗 Jmjd5抗体または抗 p53抗体を用いた
免疫沈降実験によって確認する。さらに
Jmjd5ΔΔ胚や Jmjd5neo/neo MEFs 間で、転写活
性に重要な p53の翻訳後修飾（リン酸化など）
に変化が生じているかを、ウエスタンブロッ
ト解析によって確認する予定である。 

 興味深いことに研究代表者は、既知の p53
下流標的遺伝子の幾つかについて定量 PCR解
析を行った結果、 Jmjd5 Δ  Δ 胚および
Jmjd5neo/neo MEFの両方でp21以外の複数のp53
下流標的遺伝子の発現が p21と共に上昇して
いていることを発見した。また p53遺伝子を



 

 

同時に欠損させたとき（Jmjd5neo/neo; p53ΔΔ）、
Jmjd5neo/neo MEFs で観察された細胞増殖抑制
能は野生型並に回復した。以上より、Jmjd5
が p53シグナル全般を調節する新しい調節因
子の 1 つである可能性が示唆された。今後、
Jmjd5と p53のダブル欠損マウス（Jmjd5ΔΔ; 
p53ΔΔ）の表現型観察や発現プロファイル解
析等を利用して Jmjd5が制御する p53下流標
的遺伝子のスクリーニングを行う予定であ
る。そして、Jmjd5 による p53 下流遺伝子の
新しい発現制御機構を解明し、Jmjd5 の個体
レベルにおける役割や癌発症シグナルとの
関係性を明らかにしていきたい。 
 
（5）Jmjd5とがん発症との関係 
 Jmjd5ΔΔマウスは胚性致死のため、成体マ
ウスにおける Jmjd5と腫瘍発症の関係性を検
証出来ない。よってインターフェロン誘導型 
Jmjd5欠損マウス、Mx-Cre; Jmjd5flox/floxマウ
スを利用して上記の可能性を検討した。この
変異マウスは任意の時期に pI-pC処理を行う
ことで特に肝臓や造血組織で効率よく目的
の遺伝子を欠損させることができる。期待に
反 し て 、 pI-pC 処 理 を 施 し た Mx-Cre; 
Jmjd5flox/flox マウスでがん発症は全く観察さ
れなかった。さらに既存のがん発症モデルで
ある p53 欠損マウスと交配させた Mx-Cre; 
Jmjd5flox/flox; p53ΔΔマウスでも同様のネガ
ティヴな結果であった。しかし成体マウス臓
器に関して内在性 Jmjd5の発現パターンを定
量 PCRによって調べた結果、様々な成体組織
で Jmjd5の発現が観察された。従って、より
広範囲な成体組織で目的の遺伝子を欠損さ
せることが可能な tamoxifen誘導型 Jmjd5コ
ンディショナル・ノックアウトマウス
（ER-Cre; Jmjd5flox/flox）を作製し、Jmjd5と
がん発症の関係を今後検討する予定である。 
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