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要旨 

PI3Kシグナル活性化を背景とした脂肪肝および肝腫瘍発生においてヒストン脱

メチル化酵素 KDM3A が果たす役割についてマウスモデルを用いて検討した。

KDM3Aは PI3Kシグナル活性および肝脂肪蓄積には影響しないが、肝腫瘍発生

に必要であることを見出した。PI3Kシグナルが活性化した肝において c-Jun/AP-1

の転写活性が亢進しており、KDM3Aは AP-1の転写活性を脱メチル化活性非依

存的な機序で制御することで肝腫瘍発生に寄与していると考えられた。本研究は

PI3Kシグナル活性を背景とした肝腫瘍発生に KDM3A が重要であり、治療標的

となりうる可能性を示唆している。 
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序文 

肝癌は世界で 5番目に多い癌で、癌死因の第 3位である [1]。ここ十数年

で肝癌は増加傾向にあり、特に日本を含めた東アジアでは肝癌発生が非常に多い 

[2-4]。多くの肝癌は慢性肝疾患を背景として発症するが、主なリスクファクター

は B型肝炎ウイルスおよび C 型肝炎ウイルスの持続感染であり、その他にアルコ

ール性肝障害、非アルコール性脂肪性肝疾患（Nonalcoholic fatty liver disease: 

NAFLD）も重要なリスクファクターとして知られている [5]。 

NAFLDはアルコールの過剰摂取歴がないにも関わらず肝臓に脂肪が蓄

積する病態である。NAFLD の多くは単純性脂肪肝であるが、一部は慢性炎症と

線維化を伴う脂肪性肝炎（Nonalcoholic steathepatitis: NASH）に進展し、線維化が

進行すると肝硬変に至り肝癌の発生母地となる [6-8]。生活習慣の変化などによ

り世界中で NAFLD患者が増加しており、本邦においても現在約 1000万人の

NAFLD患者がいると言われている [9,10]。NAFLD はメタボリックシンドローム

の肝臓表現型とも言われる病態であり、肥満、糖尿病などとの関連も強く、これ

らも肝癌発症の独立したリスクファクターである [11,12]。単純性脂肪肝を含めた

NAFLD全体からみた肝癌発生率は年間 0.05% 程度と、ウイルス性肝炎からの肝

癌発症率に比べればかなり低率である [13-15]。しかし NAFLD患者の母数は多く

今後さらに増加が見込まれる状況であり、NAFLD からの肝発癌は増加すること
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が予想されるためその対策は喫緊の課題である。 

ホスファチジルイノシトール-3-キナーゼ（PI3K）/Akt シグナルは代謝、

増殖、抗アポトーシス作用など、様々な細胞内機能に関与している [16,17]。Akt 

はインスリンシグナルの主要なエフェクターであり、その活性化は肝脂肪蓄積を

促進する [18]。また肝癌では約 2-3割に Akt の活性化が見られ、PI3K触媒サブ

ユニットの P110αタンパクをコードする Pik3ca 遺伝子の変異も報告されている 

[19,20]。我々は以前 Pik3ca 遺伝子を肝細胞特異的に発現させたトランスジェニ

ックマウス（Pik3ca Tg マウス）を作成した [21]。このマウスの肝臓は PI3K/Akt 

シグナルの恒常活性化により著明な脂肪肝となり、約 1年の経過で肝腫瘍を形成

する（図 1A）。さらに脂肪酸の機能に着目したところ、Pik3ca Tg マウスに形成

された肝腫瘍には脂肪酸の異常蓄積が見られ、特にオレイン酸が癌抑制遺伝子の

発現を抑制し肝腫瘍形成に促進的に働いていることを見出した（図１B）。これら

の結果は PI3K/Akt シグナルが脂肪肝からの肝腫瘍形成に重要であることを示唆

しており、このモデルは脂質代謝異常を背景とした肝腫瘍形成を研究する上で有

用と考えられた。 
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一方、癌の発生および進展におけるエピジェネティクスの重要性が明ら

かになってきており、治療標的としても期待されている [22]。エピジェネティク

スとは DNAの塩基配列の変化を伴わずに遺伝子発現を制御する機構のことであ

り、よく知られているエピジェネティックな変化として、DNAのメチル化とヒ

ストン修飾が挙げられる。 

DNAのメチル化は CpG配列と呼ばれるシトシンとグアニンがホスホジ

エステル結合で結びついた 2塩基配列のシトシン側に起こる。DNAメチル化は

遺伝子の転写に関わる様々な因子の結合を阻害し、また後述するヒストン修飾と

協調して転写不活性なクロマチン状態を形成し、遺伝子発現を調整している。癌

において DNAメチル化は非常に重要であり、癌の進行とともにゲノム全体の低

メチル化が進行することが知られており、その結果染色体不安定性が増大するこ

となどにより癌が進展すると言われている。また多くの癌種において癌抑制遺伝

子のプロモーター領域 CpGアイランドがメチル化されており、様々な癌抑制遺伝

子の発現が抑制されることで腫瘍形成が促進される。 

ヒストンの翻訳後修飾も遺伝子の転写・発現に非常に重要な役割を果た

すことが分かってきた。DNAはクロマチンと呼ばれる高次構造に収納されてい

るが、クロマチン構造の最小単位は 4種類のヒストン（H2A、H2B、H3、H4）で

構成される 8量体のコアヒストンとそれをとりまく約 146kbの DNAにより形成
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されるヌクレオソームと呼ばれる構造である。これらコアヒストンのアミノ酸末

端はヌクレオソームの外側に露出されておりヒストンテールと呼ばれる構造を

とる。このヒストンテールは、アセチル化、メチル化、リン酸化といった翻訳後

修飾を受けることが知られており、この修飾により DNAとヒストンの結合状態

に変化が生じ、クロマチン構造が変わることで遺伝子発現がダイナミックに調整

されている。一般に、ヒストンがアセチル化されると DNAとヒストンの結合が

緩くなるため遺伝子の転写が促進されるが、ヒストンのメチル化は修飾されるア

ミノ基の場所でその効果が変わってくる。例えば H3の N末端から 4番目に位置

するリシンのメチル化（H3K4me3）は転写を促進し、9番目や 27番目のリシン

メチル化（H3K9me2、H3K9me3、H3K27me3）は転写を抑制することが知られて

いる。 

ヒストン修飾異常も癌との関連が深く、癌の発生早期からヒストン修飾

異常は見られており、癌の進行とともに蓄積することが知られている。例えばヒ

ストン H4 の 16番リシンのモノアセチル基（H4K16Ac）と 20番のトリメチル基

（H4K20me3）は DNA の低メチル化と同様、ヒトのいくつかの癌でその進行とと

もに失われていくことが明らかとなっている [23]。ヒストン修飾因子の発現異常

や遺伝子変異も癌で数多く見つかっており、例えば H3K4脱メチル化酵素である

JARID1B（KDM5B）は前立腺癌や乳癌で過剰発現している [24]。また H3K27 の
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メチル化酵素である EZH2（Enhancer of zeste homolg2）は濾胞性リンパ腫やびま

ん性大細胞性 B細胞リンパ腫において体細胞変異が認められる [25]。また腎癌に

おいては、H3K36メチル化酵素 SETD2 や H3K4 脱メチル化酵素 JARID1C

（KDM5C）、H3K27脱メチル化酵素 UTXの不活化変異が見られる [26]。 

肝癌においてもエピジェネティクス異常は重要と考えられている。発が

ん要因への反復曝露で蓄積し発がんの素地を形成するエピジェネティクス異常

は、ウイルスの持続感染などによる慢性炎症を背景とする肝発がん過程において

特に寄与すると言われており、肝癌発生過程におけるエピジェネティクス異常の

影響は大きい [27]。実際に、肝癌組織では非癌部と比較して 90個のエピジェネ

ティクス制御遺伝子のうち 42個に発現異常が見られたという報告があり、中で

もH3K27メチル化酵素 EZH2 やヒストン H3K9メチル化酵素 SUV39H1 などは

腫瘍促進的に働くことが分かっている [28,29]。また近年、次世代シークエンサ

ーの登場により癌における遺伝子変異などの網羅的解析が数多く行われたこと

で、肝癌ではクロマチン再構成タンパクである ARIDやヒストンメチル化酵素

MLLなどの遺伝子変異が高頻度に起こっているということが分かってきた [30, 

31]。エピジェネティクス修飾因子は治療標的としても注目されており、ヒストン

脱メチル化酵素阻害剤（HDACi）は肝癌を対象としてフェーズ 2の治験がすでに

行われており、その実用化が期待されている [32]。 
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数あるエピジェネティクス修飾因子の中で、我々は特にヒストン H3の N

末端から 9番目のリシン残基のモノ、ジメチル基（H3K9me1/2）を脱メチル化す

る酵素 KDM3A（Lysine (K) - specific demethyliase 3A、別名 JHDM2A、JMJD1A）

に注目した。KDM3A は H3K9me1/2を脱メチル化することでクロマチン構造を緩

め、転写因子などの結合を容易にして転写を促進する [33]。すなわち KDM3A は

転写のコアクチベーターとして働いており、発生、代謝、性決定など様々な場面

で機能することが知られている [34-36]。 

我々は以前 Kdm3a ノックアウトマウス（Kdm3a 
KO

 マウス）を作成して

いる [37]。このマウスはヒトのメタボリックシンドロームにみられるような内蔵

型肥満、高脂血症、脂肪肝などの表現型を示す（図２A）。KDM3A は筋肉におい

て脂質代謝に関わる PPARαならびに PPARシグナル遺伝子群の発現を制御し、

また褐色脂肪組織において KDM3Aは熱産生に重要な Ucp1遺伝子の発現を制御

していた。さらに Ucp1 の発現には PPARγなどの転写因子やコアクチベーターの

リクルートが必須であるが、Kdm3a 
KO

 マウスではこれらのリクルートも阻害さ

れていた（図２B）。すなわち KDM3Aは筋肉や脂肪組織などの代謝臓器における

代謝関連遺伝子群の発現を介して全身レベルの代謝調節を行っており、さらに

KDM3Aによる転写制御はヒストン修飾のみならず、転写因子やコファクターの

標的遺伝子上へのリクルートも関与すると考えられた。 
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KDM3Aは癌との関連も知られている。KDM3Aは低酸素環境である癌に

おいて HIF1 により誘導され、腫瘍血管新生や浸潤能などに寄与していると言わ

れており [38-44]、既報からは一般に KDM3Aは腫瘍促進的に働く可能性が示唆

される。また肝癌での検討はこれまであまり見られないが、臨床検体を用いた検

討で、肝癌では KDM3A が高発現しており術後再発の高危険群という報告が１報

ある [45]。すなわち肝臓においても KDM3A は肝腫瘍促進的に働く可能性が示唆

されるが、まだ報告が少ないこともあり不明な点が多く、また in vivo の系で

KDM3Aの肝癌における機能を検討した報告はない。 

そこて、本研究では KDM3Aが肝腫瘍形成に及ぼす影響をマウスモデル

を用いて検討することにした。前述の Pik3ca Tg マウスを肝腫瘍形成モデルとし

て用い、Kdm3a 
KOマウスと交配することで、PI3K シグナル活性を背景とした肝

腫瘍形成において KDM3A が果たす役割を解析した。 
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方法 

1). マウス 

Pik3ca Tg マウスはアルブミン遺伝子プロモーター下にヒト肝細胞癌で

報告された変異遺伝子 Pik3ca（N1068fs*4）を発現させたマウスであり、以前当

研究室で作成したものを使用した [21]。Kdm3a 
KO

 マウスは、理化学研究所 眞貝

細胞研究室より供与されたものを使用した。これらのマウスは C57BL/6JJcl（Clea 

Japan 社）と 5回以上戻し交配を行っている。本研究では F5 世代の雄マウスを

使用した。いずれのマウスも標準的な飼育環境下（12時間ずつの明暗周期、室温 

23±2 ℃、湿度 55±5 %）で市販の通常食餌（Clea Japan 社）と水を自由に与え

て飼育した。なお動物実験を含む全ての手順は東京大学動物実験実施マニュアル

および東京大学医学部動物実験指針に従って行った。 

2). 病理組織および免疫組織染色 

取り出したマウス肝組織は 4 % パラホルムアルデヒドで固定しパラフィ

ン包埋した。薄切切片は新組織科学研究所または Sept Sapie 社にてヘマトキシリ

ン・エオジン（HE）染色を行った。 

免疫染色には VECTASTAIN Elite ABC kit（Vector Laboratories 社）を用い

た。パラフィン包埋された未染スライドをヒストクリア（National Diagnostics 社）

およびエタノールを用いて脱パラフィン化し、蒸留水を用いて再水和した。次に



- 14 - 

 

0.01M クエン酸バッファー（pH6.0）中にスライドを浸し 120℃ で 5分間オート

クレーブを行い抗原賦活化を行った。3% 過酸化水素水中にスライドを室温で 15

分間浸し内因性ペルオキシダーゼの不活化を行った。2次抗体の宿主動物血清を

リン酸緩衝生理食塩水（PBS）で 10% に希釈したもので室温 1時間ブロッキング

を行った後、１次抗体反応を 4℃で一晩行った。次にビオチン標識 2次抗体で室

温 30分間反応させたのち、アビジン-ビオチン標識酵素複合体で室温 30 分間処理

した。最後にジアミノベンジジン溶液（ニチレイバイオサイエス社）を基質とし

て発色させた後、速やかにヘマトキシリンで対比染色し、脱水・透徹処理を行っ

た。なおマウス組織にマウス由来 1次抗体を使用する際は、ブロッキング試薬お

よび 2次抗体としてヒストファインマウスステインキット（ニチレイバイオサイ

エンス社）を使用した。1次抗体については、ウサギ抗リン酸化（Ser63）c-Jun

抗体（CST9261, 1:100 dilution）、ウサギ抗リン酸化（Ser73）c-Jun 抗体（CST9164, 

1:100 dilution）、ウサギ抗 c-Jun 抗体（CST 9165, 1:200 dilution）、ウサギ抗リン酸

化（Ser473）Akt抗体（CST 3787, 1:50 dilution）は Cell Signaling 社より購入した。

マウス抗 H3 di methyl K9 抗体（ab1220, 1:400 dilution）は abcam 社より購入した。

ウサギ抗 KDM3A抗体（12835-1-AP, 1:100 dilution）は Proteintech 社より購入した。 

3). 肝組織中遊離脂肪酸濃度の測定 

マウス肝 20mgを 1mLの溶解液（1M NaOH, 0.5% TritonX-100, 5mM 
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EDTA-2Na pH8.0）に入れ、ホモジナイザーで破砕した。遠心上清を回収して遊離

脂肪酸濃度を測定した（SRL 社）。 

4). 定量的リアルタイム PCR法 

全 RNAは NucleoSpin RNAⅡ（Macherey-Nagel）もしくは ISOGEN（ニ

ッポン・ジーン 社）を用いて抽出し、cDNAは ImProm-II Reverse Transcriptase 

（Promega 社）を使用して逆転写反応にて作成した。定量的 PCR 反応は ABI 

PRISM 7000 Quantitative PCR system（Applied Biosystems 社）もしくは StepOnePlus 

realtime PCR system（Applied Biosystems 社）を使用して定められたプロトコール

に従った。内在性コントロールとしてβ-Actin（Actb）の発現量を定量した。 
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5). イムノブロット法・免疫沈降法 

マウス肝組織を RIPA バッファー溶解液（20 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM 

NaCl, 2 mM EDTA, 1% NP-40, 0.1% SDS, 1% sodium deoxycholate, 50 mM NaF, 1 

mM Na3VO4, 1 mM PMSF, protease inhibitors cocktail（Complete Mini EDTA-free, 

Roche 社））に入れホモジナイザーで破砕し、遠心後の上清を用いた。ホモジネ

ートのタンパク濃度を Bradford 法（Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad Laboratories 社）

にて測定し、濃度調整の後に SDS-PAGE にて展開し、PVDF膜（Amersham 

Bioscience 社）へ転写した。1次抗体と 4℃で一晩反応させた後、horseradish 

peroxidase（HRP）標識 2次抗体と室温で 1時間反応させ、HRPシグナルを ECL-plus

（Amersham Bioscience 社）で検出した。培養細胞を用いた実験においても上記

の RIPAバッファー溶解液を用いて細胞からホモジネートを回収し、同様の手技

にて実験をおこなった。使用した 1次抗体は以下の通り。ウサギ抗リン酸化（Ser  

473）Akt 抗体（CST9271, 1:1000 dilution）、抗 Akt 抗体（CST9272, 1:1000 dilution）、

抗リン酸化（Ser63）c-Jun 抗体（CST9261, 1:1000 dilution）、抗リン酸化（Ser73）

c-Jun 抗体（CST9164, 1:1000 dilution）、抗 c-Jun 抗体（CST9165, 1:1000 dilution）、

抗リン酸化（Ser21/9）GSK-3α/β抗体（CST9331, 1:1000 dilution）、抗 GSK3α/

β抗体（CST5676, 1:1000 dilution）は Cell Signaling 社より、ウサギ抗 KDM3A 抗

体（12835-1-AP, 1:800 dilution）は Proteintech 社より、マウス抗β-actin 抗体（A5441, 
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1:2000 dilution）は Sigma-Aldrich 社より購入した。Horseradish peroxidase（HRP）

標識抗マウス/ウサギ抗体は GE Healthcare UK 社より購入した。 

免疫沈降は、マウス肝組織を TNEバッファー溶解液（20 mM Tris-HCl pH 

7.4, 150 mM NaCl, 10 mM 2-ME, 1% NP-40, 5% Glycerol, protease inhibitors cocktail

（Complete Mini EDTA-free, Roche 社））に入れホモジナイズし、遠心後の上清を

Bradford 法で濃度調整したものを用いた。マウス抗 KDM3A抗体（ab91252, Abcam

社）とアガロースビーズ（Protein A/G PLUS-Agarose Immunoprecipitation Reagent: 

sc-2003, Santa Cruz 社）を用いて反応させ、SDS-PAGEにて展開した。 

6). cDNAマイクロアレイ 

35週齢の Pik3ca Tg; Kdm3a
 WTマウス肝および Pik3ca Tg; Kdm3a

 KOマウス

肝 1対より NucleoSpin RNAⅡ (Macherey-Nagel) を用いて 全 RNA を抽出した。

抽出した RNAサンプルは、吸光度測定にて OD260/280、OD260230ともに 1.6 以上の

純度になるようエタノール沈殿精製を行い、電気泳動にて 28s、18s 以外のバンド

以外にゲノムの混入がないことを確認後、GeneChip Mouse Genome 430 2.0 array

（affymetrix）を使用してマイクロアレイ発現解析を行った。 

7). Pik3ca 安定発現 BNL-CL2 細胞株 

pcDNA3-myc-mouse Pik3ca（N1068fs*4）は KOD-Plus-Mutagenesis Kit（東

洋紡社）を用いて作成した。BNL-CL2 細胞にプラスミドを導入（Effectene 
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Transfection Reagent, QIAGEN 社）48時間後から G418 により選択を開始し、複

数のコロニーの中からイムノブロット法にて導入遺伝子の発現を確認したクロ

ーンを解析に使用した。 

8). クロマチン免疫沈降法（ChIP） 

 マウス肝を用いた ChIP assayは既報を参考にした [46]。マウス肝切片を

4℃ リン酸緩衝生理食塩水（PBS）中で 21ゲージ針を通してすりつぶし、室温で

15分間 1% ホルムアルデヒドでクロスリンクした。反応停止は 0.125M グリシン

で室温 5分間行った。固定した細胞は PBS でリンスしたのちホモジナイザーを用

いて破砕し、遠心して上清を破棄した。得られたペレットは細胞溶解液（10mM 

Hepes pH7.9、0.5% NP-40、1.5mM MgCl2、10mM KCl、0.5mM DTT）で懸濁し、

氷上で 20分間留置した後遠心して上清を破棄した。沈殿した核分画を核溶解液

（20mM Hepes pH7.9、25% Glycerol、0.5% NP-40、0.42M NaCl、1.5mM MgCl2、

0.2mM EDTA）に懸濁し、超音波式ホモジナイザー（VP-050, TAITEC 社）を用い

て約 500塩基長の DNA 断片となるよう破砕した。遠心にて不溶性分画を除去し

可溶性クロマチン溶液を得た。１回の免疫沈降には肝 25mg由来のクロマチン（約

10-15µg）を用いた。プロテアーゼインヒビター（Complete Mini EDTA-free, Roche 

社）、切断サケ精子 DNA（TREVIGEN 社）でブロッキングしたアガロースビー

ズ（Protein A/G PLUS-Agarose Immunoprecipitation Reagent: sc-2003, Santa Cruz 社）



- 19 - 

 

を加えて pre-clear処理したものを解析に用いた。抗体と 4℃で一晩反応させた後

に得られた免疫複合体をセファロースビーズで沈降し、低塩バッファー（0.1% 

SDS、1% TritonX-100、2mM EDTA、150mM NaCl、20mM Tris-HCl pH 8.0）、高塩

バッファー（0.1% SDS、1% TritonX-100、2mM EDTA、500mM NaCl、20mM Tris-HCl 

pH 8.0）、塩酸リチウムバッファー（0.25M LiCl、1% NP-40、1% sodium deoxycholate、

1mM EDTA、10mM Tris-HCl pH 8.0）で各 1回ずつ洗浄し、最後に TEバッファー

で 2回洗浄した。免疫複合体を結合したセファロースビーズを溶出バッファー

（1% SDS、0.1M NaHCO3）で溶出した。終濃度 0.2M となるように NaCl を加え、

65℃で一晩反応させて脱クロスリンクした。RNase（Wako）、PtoreinaseK（Qiagen）

で処理した後、QIAquick PCR Purification Kit（Qiagen）を用いて精製し ChIP-PCR

解析に用いた。使用した抗体について記載する。ウサギ抗 c-Jun 抗体（CST9165, 

1:25 dilution）は Cell Signaling 社より購入した。マウス抗 H3 di methyl K9 抗体

（ab1220, 5µg）は abcam 社より購入した。非特異的抗体として用いた normal rabbit 

IgG 抗体（CST2729）は Cell Signaling 社から、normal mouse IgG 抗体（sc2025）

は Santa Cruz 社より購入した。また、ChIP-PCR に用いたプライマーは表２の通

りであり、AP-1標的遺伝子のプロモーター領域の AP-1結合部位（TGAG/CTCA）

を含む領域 500bpを認識するよう設計した。 
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9). レンチウイルスベクターを用いた遺伝子ノックダウン 

shRNA ベクター用配列は Open Biosystems 社より購入し、293T 細胞をパ

ッケージング細胞としてレンチウイルスベクターを作成した。標的細胞をポリブ

レン（8μg/mL）含有培地にてレンチウイルスに感染させ、24時間後から抗生剤

（ピューロマイシン）により選択を開始、以後抗生剤を含む培地で培養を継続し

た。至適抗生剤濃度はあらかじめ、非感染細胞が 48 時間で死滅する濃度を調べ

て決定した。ノックダウン効率は定量的リアルタイム PCR 法により評価した。 

10). スフィア形成能アッセイ 

 無血清の DMEM（Dulbecco‘s Modied Eagle Medium）に 1% メチルセルロ

ース、0.4% ウシ血清アルブミンを添加し、0.45µmでフィルトレーションした後、

B27（1:50、Invitrogen 社）および Insulin-Transferin-Selenium（ITS、1:100、Invitrogen 

社）を加え、さらに 10ng/mL bFGF（Invitrogen 社）と 20ng/mL EGF（Wako 社）

を添加し、これを細胞培養液とした。十分にほぐした細胞株を 500cells/500µL/well

となるよう細胞培養液に懸濁し、24ウェル Ultra Low attachment plates を用いて浮
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遊状態で培養した。培養10日後に直径100µm以上のスフィア形成数を計測した。 

11). ヒト肝針生検検体 

東大病院消化器内科にて 1998年に肝腫瘍性病変に対して施行された針生

検検体のうち当研究室に検体が保管されていた症例を対象として、保存されてい

るパラフィンブロックから未染標本を作製し免疫染色を行った（東京大学大学院 

医学系研究科・医学部 倫理委員会 審査番号 10282）。 

12). 統計解析 

得られた値は各群の平均値±標準誤差として示した。統計学的有意水準

は 5%以下とし、2 群間の平均値の比較の検定には Student の t 検定を用いた。 
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結果 

1). Pik3ca Tg マウスと Kdm3a 
KO

 マウスの交配 

1-1). 腫瘍形成について 

脂肪肝からの肝腫瘍形成における KDM3A の役割を検討するべく、Pik3ca 

Tgマウスと Kdm3a
 KOマウスの交配を行った。Pik3ca Tg; Kdm3a

 WT（WT-Tg）マ

ウスは既報通り生後約 1年で肝腫瘍が形成されたが [21]、Pik3ca Tg; Kdm3a
 KO

（KO-Tg）マウスでは腫瘍形成が著明に抑制されていた（図３A）。病理組織学的

には両者の腫瘍に明らかな違いはなく、いずれも脂肪を豊富に含む腺腫と考えら

れた（図３B）。腫瘍のサイズには大きな違いはみられず、腫瘍発生数のみが著明

に減少していた（図３C）。なお、Kdm3a
 KOマウス肝において KDM3Aがノック

アウトされていることはタンパクレベルで確認している（図３D）。 
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次に、腫瘍部と非腫瘍部における癌抑制遺伝子の発現量について比較検

討した。Pik3ca Tgマウスでは PI3Kシグナルの活性化およびオレイン酸蓄積の結

果、腫瘍部で Pten、Arid5b、Xpo4、Dlc1の 4 つの癌抑制遺伝子の発現が低下して

いるが（図１B）、この傾向は KO-Tgマウスにおいても同様であり特に変化は見

られなかった（図４A）。また、野生型マウス肝および WT-Tgマウス肝の非腫瘍

部と腫瘍部における Kdm3a の発現状態を比較したところ、野生型マウス肝と

WT-Tgマウス肝非腫瘍部では Kdm3a発現レベルに有意な差はなく、腫瘍部にお

ける Kdm3a発現レベルは非腫瘍部と比較して低下していた（図４B）。 

これらの結果から、この系において KDM3A は腫瘍形成後よりもむしろ

腫瘍形成に至る過程や腫瘍形成期において重要なのではないかと考えた。 
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1-2). PI3K/Akt活性および肝脂肪蓄積について 

次に腫瘍形成直前の 35週齢マウス肝について解析を行った。WT-Tgマウ

ス、KO-Tgマウスともに著明な脂肪肝を呈しており、病理学的にも肝組織全体で

強い脂肪性変化がみられた（図５A）。また、免疫染色にて H3K9me2 レベルを比

較したが、ほぼ全ての肝細胞において H3K9me2 の発現が見られており、グロー

バルな H3K9me2レベルには差が見られなかった（図５A）。 

Akt のリン酸化レベルについてウエスタンブロット法で確認したが

WT-Tgマウスと KO-Tgマウスで差はみられず、KDM3Aの有無は肝細胞における

PI3K/Akt シグナル活性には影響しないと考えられた（図５B）。 

肝内の遊離脂肪酸濃度の測定を行ったところ、WT-Tgマウス、KO-Tgマ

ウスのいずれも野生型マウス（WT）と比較して脂肪酸濃度が高くなる傾向が見

られたが、WT-Tgマウスと KO-Tgマウスの間では有意差は見られなかった（図

５C）。さらにマウス肝における脂肪酸代謝関連遺伝子の発現を定量的リアルタイ

ムPCR法で評価した。脂質合成に関わるPPARγおよびその標的遺伝子である aP2

は、WT-Tgマウス肝および KO-Tgマウス肝で発現が亢進しており、両者の間で

は有意差は見られなかった（図５D）。また飽和脂肪酸を不飽和脂肪酸へ変換する

酵素である Stearoyl-CoA desaturase-1 (SCD1) についても同様の傾向が見られた

（図５D）。これらは KDM3A が肝脂肪蓄積や脂肪酸組成（脂肪酸飽和度）に影響
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していないということを示唆している。 

我々は以前、Pik3ca Tg マウスでは肝細胞における PI3K/Aktシグナルの

活性化および脂肪酸組成変化が肝腫瘍形成に重要な役割を果たしていると報告

している [21]。上述の結果から KDM3Aはこのいずれにも関与が認められないこ

とが分かったため、別の機序により肝腫瘍形成に寄与していると考えられた。 
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2).  肝腫瘍形成促進的に働く KDM3A依存性遺伝子群の検索 

KDM3Aが遺伝子発現を促進する機能を持つことを考慮すると、KDM3A

欠損により肝腫瘍形成が抑制された理由として、腫瘍形成に促進的に働く遺伝子

が KDM3Aにより調節されている可能性があると考えられた。そこで、腫瘍形成

前の 35週齢WT-Tgマウスと KO-Tgマウスの肝臓を用いて、cDNAマイクロアレ

イで遺伝子発現を解析した。WT-Tgマウス肝と比較して KO-Tgマウス肝では、

全 45101プローブのうち 2039（4.5%）プローブで 2倍以上の発現低下がみられ、

1295（2.9%）プローブで 2倍以上の発現上昇がみられた。全体として発現低下す

る遺伝子の方が多く存在し、これは KDM3Aが遺伝子発現を促進する機能に矛盾

しない結果と考えられた。また KDM3Aは転写促進的に機能することから、KO-Tg

肝において発現が低下している遺伝子群の中にKDM3Aによる直接の作用で転写

制御されている遺伝子が含まれていると考えられた。 

次に KO-Tgマウス肝においてどのような遺伝子群の発現が低下している

か検討した。KDM3A が転写のコアクチベーターであるということを考慮して転

写因子の観点から解析を行うこととした。具体的には、転写因子の結合部位ごと

に遺伝子群を整理した MSigDB データベースの “collestion C3, transcription factor 

targets” を用いてGSEAの手法で解析を行った [47]。その結果、転写因子 Activator 

protein-1（AP-1）の結合部位を転写開始点近傍に持つ遺伝子群の発現が KDM3A
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欠損によって抑制される傾向がみられた（図６A, B）。すなわち、KDM3A が AP-1

標的遺伝子群の発現制御を行っている可能性が示唆された。 

AP-1は JUN、FOS、ATF (activating transcripition factor) 、MAF 

(musculoaponeurotic fibrocarcoma) などのタンパク質ファミリーにより構成される

ホモまたはヘテロ 2量体の転写因子であり、細胞増殖、細胞死、細胞分化など様々

な場面で機能しており、発生や炎症、腫瘍形成などの病態と関連している [48,49]。

肝臓において AP-1は特に急性ストレスに対する反応に重要であり、肝障害に対

する保護作用 [50]、肝再生反応 [51]、さらには肝腫瘍形成 [49,52,53] に寄与し

ていると言われている。JUNファミリーの中でも特に c-Jun の転写活性が最も強

く [54]、c-Jun/AP-1は一部の肝細胞癌において肝腫瘍形成の中心的な役割を担っ

ており [55]、特に腫瘍形成の早期に重要であると言われている [49,53,56]。さら

に、肝細胞において AP-1は飽和脂肪酸により活性化することが知られており 

[57]、NAFLD患者においても c-Jun/AP-1の活性化が確認されている [58,59]。以

上より、c-Jun/AP-1は脂肪肝および肝腫瘍発生のいずれにおいても重要であり、

脂肪肝からの肝腫瘍発生に寄与している可能性が考えられたため、この転写因子

に着目して解析を進めることにした。 
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3). マウス肝における AP-1標的遺伝子の発現 

cDNAマイクロアレイの結果の妥当性を検証するべく、35週齢の WTマ

ウス、WT-Tgマウス、KO-Tgマウスの肝組織を用いて AP-1標的遺伝子群の発現

状態をリアルタイム PCR 法にて確認した。調べた遺伝子は転写開始点-2kb～+2kb 

に AP-1結合部位（TRE 配列：TGAG/CTCA）を有し、かつ肝腫瘍形成に関連す

るものを選択した [60-71]。それぞれのマウスにおける発現量を比較したところ、

CyclinD1、CD44、Chop、Mmp7、Pdgfrb、IL-11は、WTマウス肝と比較して WT-Tg

マウス肝で発現上昇し、KO-Tgマウス肝で発現が低下する傾向が見られた（図７）。

これらの遺伝子が Pik3ca Tgマウスにおいて肝腫瘍形成促進的に機能し、KDM3A

欠損により発現低下する結果、KO-Tgマウスでの肝腫瘍形成が抑制される可能性

が考えられた。 
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4). PI3Kシグナルと c-Jun/AP-1活性 

次に PI3Kシグナル活性と c-Jun/AP-1活性の関係につき検討した。まずは

in vitroの系で検討するため、BALB/c マウス胎仔より樹立された不死化正常肝細

胞株である BNL-CL2 に Pik3ca を強制発現させた細胞を使用した。Pik3ca 安定

発現株ではAktのリン酸化が見られ、さらにc-Junの発現上昇も見られた（図８A）。

すなわち、PI3Kシグナルが活性化した状態では、その下流で c-Jun の発現が亢進

することが示された。 

次に Pik3ca Tgマウス肝における c-Jun 活性につき検討した。35 週齢の

WTマウス、WT-Tgマウス、KO-Tgマウス肝由来のタンパクを用いたイムノブロ

ット法、病理組織標本を用いた免疫染色で c-Jun 活性を確認した。WTマウス肝

では c-Jun の発現は認められなかったが、WT-Tgマウス肝では c-Jun の発現及び

リン酸化が見られた（図８B）。免疫染色においても c-Jun は肝細胞核内で染色さ

れリン酸化も見られた（図８C）。c-Jun の核内レベルは転写活性と相関するため 

[73]、WT-Tgマウス肝において c-Jun/AP-1の転写活性が上昇していることが示唆

された。また興味深いことに、KO-Tgマウス肝においても c-Jun の活性化が見ら

れた。ただし KO-Tgマウス肝では AP-1標的遺伝子群は発現低下しており、これ

らの結果から KDM3A は c-Jun 発現および活性状態に関わらずその下流のレベル

で標的遺伝子の転写調節を行っていると考えられた。 
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次に PI3Kシグナルが c-Jun 発現を上昇させるメカニズムについて検討し

た。GSK3-βはユビキチンリガーゼである Fbw7 と結合し c-Jun のユビキチン化を

促し、c-Jun のプロテアソーム分解を促進するということが知られている [74]。

GSK-3βは PI3K/Akt 下流でリン酸化され不活化されるため、PI3K シグナル下流

で GSK-3βが不活化されると c-Jun の分解が抑制されて c-Jun 発現が上昇する可

能性が考えられた。Pik3ca を強制発現させた BNL-CL2 を用いた検討で、無血清

状態で数時間培養するとコントロール細胞では c-Jun の発現レベルが低下してく

るが、Pik3ca 強制発現株では c-Jun レベルは低下してこなかった（図９A）。さら

に、恒常的 Akt活性化により GSK-3βのリン酸化が見られており、GSK-3βの不

活化により c-Jun の分解が抑制されていると考えられた。 

また一方で、飽和脂肪酸であるパルミチン酸（PA）が c-Jun 発現を促進す

るという報告がある [57]。BNL-CL2 にパルミチン酸を添加して 24時間培養する

と c-Jun 発現が濃度依存性に上昇した（図９B）。Pik3ca Tgマウス肝ではパルミチ

ン酸の蓄積も確認されており（図２B）、パルミチン蓄積による c-Jun 発現上昇の

可能性も考えられた。 

以上より Pik3ca Tgマウス肝では、GSK-3β不活化による c-Jun 分解抑制

とパルミチン酸蓄積による c-Jun発現上昇の 2つのメカニズムにより c-Junの活性

化が見られていると考えられた。 
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5). KDM3Aによる AP-1標的遺伝子の転写制御機構 

次に、前項で確認した 6つの AP-1標的遺伝子がどのように転写制御され

ているか検討するためクロマチン免疫沈降（ChIP）を行った。KDM3Aは一般に

H3K9の脱メチル化を介して転写を促進するため、標的遺伝子の AP-1結合領域

H3K9メチル化状態を確認した。35週のWT-Tgマウス肝および KO-Tgマウス肝

で H3K9me2抗体を用いて ChIP を行ったところ、WT-Tgと KO-Tgで H3K9me2

状態に一定の傾向はなく、KDM3Aノックアウトマウスでメチル化が回復する所

見も見られなかった（図１０A）。このことより KDM3Aによる AP-1標的遺伝子

の発現制御にヒストン脱メチル化は関与しないことが示唆された。 

一部のヒストン脱メチル化酵素は脱メチル化活性とは独立した機能を持

つことがあり [75,76]、KDM3Aを含むヒストン脱メチル化酵素は転写因子などの

リクルートを促進することが知られている（図２C）[37,77]。そこで KDM3A が

c-Jun の AP-1結合部位へのリクルートを制御する可能性を考え、c-Jun 抗体を用

いて ChIP を行った。WT-Tgマウス肝では、CyclinD1、IL-11への c-Jun 結合は見

られなかったが、CD44、Chop、Mmp7、Pdgfrb の AP-1結合領域に c-Jun 結合が

見られた。一方 KO-Tgマウスではこの c-Jun 結合が見られなくなっていた（図１

０B）。以上より、KDM3A はその脱メチル化活性とは独立した機序で c-Jun のリ

クルートを制御することで、AP-1標的遺伝子の発現を調整すると考えられた。 
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6). AP-1標的遺伝子が肝腫瘍形成に及ぼす影響 

KDM3Aにより発現制御されていると考えられた AP-1標的遺伝子のうち

CD44、Chop、Pdgfrbについて肝腫瘍形成に及ぼす影響を検討した。2種類のヒト

肝癌細胞株 HLE及び SK-Hep-1に対して、sh RNA 発現レンチウイルスベクター

を用いて、CD44、Chop、Pdgfrb ノックダウン細胞株をそれぞれ細胞ごとに 2系

列ずつ樹立した。定量的リアルタイム PCR法にてそれぞれの遺伝子発現量を確認

しノックダウン効率を評価した。Pdgfrb をノックダウンした細胞株は、HLE、

SK-Hep-1のいずれも有意なスフィア形成数の変化は見られなかったが、CD44、

Chop ノックダウン細胞株では、HLE、SK-Hep-1ともにスフィア形成数が有意に

減少した（図１１A-F）。このことから CD44、Chop は肝細胞固有に発現し、肝腫

瘍形成を促進していると考えられた。 
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7). ヒト肝前癌病変における検討 

 最後に、マウスモデルを用いて得られた以上の結果がヒト肝発癌におい

てどういう意義をもつか検証した。ヒトの肝腫瘍発生に KDM3A、c-Jun、p-AKT

の関与があるか検討するため、ヒト肝癌前駆病変と言われる肝異型結節

（Dysplastic nodule：DN）の病理組織標本を用いてこれらの免疫染色を行った [78]。

21 例の肝異型結節を染色し、c-Jun は 9/21 症例（43%）、KDM3A は 8/21（38%）

症例、p-AKTは 4/21（19%）で陽性となった（図１２A）。全て陽性となったのは

全 21例中 3例（14%）であり、これらの肝腫瘍発生には KDM3A、c-Jun、p-AKT

の 3因子が関与している可能性が示唆された。また特に c-Jun と KDM3A の発現

には有意な相関が見られており（Fisher’s exact test: p = 0.0022）（図１２B）、肝腫

瘍発生時期において KDM3A と c-Jun の両者が協調して作用している可能性が示

唆された。 
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考察 

本研究の検討から、KDM3Aは PI3K/Akt シグナルの活性化を背景とした

脂肪肝において c-Jun/AP-1の転写活性の制御を介して肝腫瘍発生に対し促進的に

働いていることが分かった（図１３）。c-Jun/AP-1が肝腫瘍形成の初期段階で重要

であることを考えると[49,53,56]、KDM3Aは肝腫瘍発生において非常に重要な役

割を担っていると考えられる。 

近年癌におけるエピジェネティクスの重要性が判明してきており、今回

注目したヒストン脱メチル化酵素 KDM3Aも様々な癌で関与が認められている 

[38-45]。これまでの KDM3Aの癌における報告はいずれも進行した癌の増殖や浸

潤、転移における機能であるが、本研究では KDM3A がさらに早期の腫瘍発生段

階においても関与している可能性があるということを示すことができた。 

今回2つのマウスを交配することで in vivo の系においてKDM3Aの肝腫

瘍発生における役割が検討できた。1つは脂肪肝から肝腫瘍を発症するモデルと

して Pik3ca Tg マウスを用いた。このマウスは肝細胞における PI3K/Akt シグナル

の恒常活性化の結果、肝脂肪蓄積から肝腫瘍を形成するが、ヒト NAFLD で見ら

れるようなインスリン抵抗性や慢性炎症は惹起されず、形成される腫瘍もほとん

どが肝細胞腺腫である [21]。ただしヒトにおいて単純性脂肪肝から慢性炎症や肝

硬変を経由せずに肝癌を発症することも最近知られてきており [79-85]、またマ



- 48 - 

 

ウスに形成される肝細胞腺腫は加齢や発癌物質により大きさや異型度が進行し、

一部に癌が生じることもあるため前癌病変として扱われることもあり [86]、この

マウスは PI3Kシグナル活性化および脂質代謝異常を背景とした肝腫瘍発生の過

程を検討するうえでは有用なモデルと思われる。 

もう 1つのマウスとして Kdm3a 
KOマウスを用いた。KDM3Aは筋におい

ては PPAR シグナルに関わる代謝系遺伝子群の発現を調整し、脂肪細胞において

はβアドレナリン刺激により誘導され熱産生に重要な UCP1遺伝子の発現を調整

している。そのため Kdm3a 
KOマウスは熱産生を十分に行えずエネルギー消費効

率が減少し、ヒトにおけるメタボリックシンドロームと同様の内蔵型肥満を呈す

る [37]。Kdm3a 
KOマウスは全身の細胞で KDM3A を欠損しているため、本研究

で観察された肝臓での事象が肝細胞特異的かどうかは不明である。ただし、Pik3ca 

Tgマウスと Kdm3a 
KOマウスの交配の結果、肝脂肪蓄積には影響することなく肝

腫瘍形成のみが抑制されているため（図３A-C）、全身のエネルギー代謝異常とい

った肝臓以外のファクターよりも肝臓内で起こっている PI3Kシグナル活性およ

びKDM3A依存性の遺伝子発現の変化の方がこの系の腫瘍形成においては重要で

あると思われる。またマウス肝臓の免疫染色の結果からは Pik3ca Tg マウスの肝

細胞内で c-Jun が活性化していると考えられるので（図８B, C）、マウス肝臓を用

いた ChIP の結果はある程度肝細胞固有に起こっている現象を捉えていると思わ
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れる。しかし肝細胞周囲の環境、すなわち肝細胞以外の炎症細胞や肝星細胞など

における KDM3A欠損や、その結果変化する細胞外基質などが肝腫瘍形成に寄与

しているという可能性は否めない。マウス肝由来の初代培養肝細胞などを用いれ

ば、本研究で得られた知見が肝細胞特異的な事象かどうかある程度判断すること

ができると思われるので、今後の検討課題と考えている。 

今回の検討はあくまで PI3Kシグナルの活性化した状態でKDM3Aの挙動

を見たものであり、その他の環境下で KDM3A がどのようにふるまうかは不明で

ある。ただしヒト肝前癌病変である Dysplastic Nodules の免疫染色の結果から、

c-Jun と KDM3Aの発現に強い相関が見られており（図１２B）、PI3Kシグナルが

活性化した状態に限らず c-Jun/AP-1が関与する場面ではKDM3Aが協調して作用

している可能性は考えられる。例えばジエチルニトロソアミン（DEN）により誘

導される肝腫瘍形成モデルにおいては c-Jun が肝腫瘍形成を促進することが知ら

れており [87-90]、また食餌誘導によるNASHモデルマウスの肝臓では c-Jun/AP-1

が活性化し、NASH進展に伴う遺伝子発現の変化の中心的役割を担っているとい

う報告もある [59]。このような c-Jun 活性化が見られる他のマウスモデルにおい

て KDM3Aの挙動を検討できれば、さらに c-Jun と KDM3Aの関係への理解が深

まることが期待される。 

AP-1転写活性のエピジェネティクスによる制御に関しては、H3K9me3 の
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脱メチル化酵素であるKDM4Aが脱メチル化活性依存的に c-Junおよび FOSL1の

転写制御を行っており、その結果食道癌の浸潤能、転移能を促進するという既報

がある [91]。しかし KDM3Aと c-Jun の相互作用を検討した研究はこれまで知ら

れておらず、本研究が初めての報告となる。マウス肝臓を用いた cDNA マイクロ

アレイの結果から KDM3A は AP-1標的遺伝子群の発現制御に重要と考えられ、

さらに ChIP の検討から KDM3A はヒストン脱メチル化活性とは独立した機序で

c-Jun の標的遺伝子 AP-1結合部位へのリクルートを制御することで AP-1転写活

性を調整していることが示された。H3K9me3 脱メチル化酵素 KDM4C もやはり

同様に脱メチル化活性と独立した機序で転写因子のリクルートを促進すると報

告されているがそのメカニズムは不明である [77]。ヒストンタンパク修飾酵素群

の多くは単独因子として機能せず、核内巨大複合体として機能することが知られ

ている。また c-Jun も活性化した際には RNAポリメラーゼⅡを初めとした基本転

写因子やコアクチベーターと相互作用し、クロマチン構造を変化させることで転

写制御を可能にしている [92-95]。おそらく c-Jun による遺伝子発現が促進される

ためには、KDM3Aを含む転写複合体によってクロマチン構造が変化し、c-Jun が

AP-1領域に結合可能となることが必要と考えられるが、まだ確立したデータは存

在しておらず、ヒストン修飾因子による転写因子リクルートのメカニズム解明も

今後の検討課題の１つである。 
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今回 4つの AP-1標的遺伝子 CD44、Chop、Mmp7、Pdgfrb が KDM3A に

より転写制御が行われていることが示された。CD44は細胞膜タンパク質で細胞

間相互作用において様々な機能を有するが、いわゆる癌幹細胞のマーカーとして

も広く知られている [96]。またMmp7 は細胞外基質の分解に関わるプロテアーゼ

で、癌の浸潤や転移などとの関連が知られている [97]。本研究ではマウスの腫瘍

形成前の肝組織を用いて腫瘍形成に寄与する遺伝子の抽出を行ったが、ヒト肝癌

の背景肝を用いた検討において CD44およびMmp7の高発現は肝癌再発のリスク

となるという報告があり、肝腫瘍発生に寄与している可能性があり大変興味深い 

[61,63]。また Chop は C/EBP ファミリーに属する転写因子であり、小胞体ストレ

スにより誘導され細胞死を誘導すると言われているが、その標的遺伝子や作用機

構には不明な点が多い [98,99]。Chop の全身ノックアウトマウスでは化学発癌物

質であるジエチルニトロサミンによる肝腫瘍形成が抑制されるという報告があ

り [62]、Chop は肝腫瘍発生に促進的に働いている可能性があると考えられる。

PDGFシグナルは細胞増殖、分化、遊走など様々な生理機能を有するが、多くの

癌種でその異常が知られている [100]。Pdgfraおよび Pdgfrbはいずれも肝癌で高

発現であるという報告があり肝腫瘍形成への寄与が示唆される [64,101]。肝癌細

胞株を用いたスフィア形成能のアッセイの結果からは、少なくとも CD44 及び

Chop は肝細胞固有に発現し、肝腫瘍形成を促進する可能性が示唆された。また
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Pdgfrb 単独ではスフィア形成には影響しなかったが、細胞外基質との相互作用が

ある in vivo の環境において初めて肝腫瘍形成に寄与するのかもしれない。 

 “Field cancerization”という概念が知られており、これは組織全体とし

て蓄積するゲノム・エピゲノム変化が正常細胞の悪性形質転換を誘導し、腫瘍発

生を促進するという考え方である [102]。肝癌の特徴として、治癒切除後も再発

が多いことが挙げられるが、これは肝癌が多中心性発癌という形式をとることに

一因がある。多くの肝癌は慢性肝炎、肝硬変を背景として発生するが、持続する

慢性炎症の結果肝臓には様々なゲノム・エピゲノム変化が発生しており、この異

常の蓄積が腫瘍発生につながっていくと考えられ、まさに“Field cancerization”

の概念にあてはまる。このことから、肝癌組織での分子生物学的異常の検討はも

ちろん重要ではあるが、それだけではなく非癌部において蓄積しているゲノム異

常、エピゲノム異常に対する理解を深めることが必要であり、これは肝癌発症の

リスク分析や、発癌を未然に防ぐ治療法につながると考えられる [103]。 

本研究ではマウスの腫瘍形成前の肝臓を用いて遺伝子発現の変化やその

メカニズムを検討した結果、KDM3Aが腫瘍形成につながる遺伝子発現状態の変

化に重要な役割を担うことが示唆された。PI3K シグナル活性および脂質代謝異常

により肝臓に蓄積する遺伝子発現の変化やエピジェネティック異常と肝腫瘍形

成をつなぐファクターとして KDM3Aが重要であり、治療標的にもなりうると考
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えられる。肝癌に対する有効な薬物治療として現状ではソラフェニブしか存在し

ないが [104,105]、KDM3A 阻害剤が開発されれば PI3Kシグナル活性や脂質代謝

異常を背景とした肝癌の発症予防や肝癌切除後の術後再発などに使用できる可

能性があり、本研究の成果はそうした治療法の開発へと発展させることが期待で

きる。 
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