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研究成果の概要（和文）：PRMT8は、メチル化酵素活性（MTase）に加え、リン脂質分解酵素活性(PLase)を有す
る。本研究では、PRMT8が持つ一酵素二活性の生物学的意義の解明するため、各酵素活性の特異的不活性マウス
を樹立し、これらのマウスが新しい環境下で過活動を示していることを見出した。また、未知であったMTase活
性に対する内因性基質の探索により、神経細胞の細胞骨格を構成するタンパク質を同定した。さらに、大脳・小
脳を用いたRNA-Seqの解析を行った結果、PRMT8遺伝子の欠失によって、小脳では行動制御に重要な神経伝達物質
を調節する遺伝子の発現変化が遺伝子オントロジー解析によって明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established PRMT8 MTase and PLase-specific inactive mice. 
We also identified methylated-proteins as candidate substrate for PRMT8. In addition to this, we 
found that MTase, PLase, and MTase/PLase inactive mice exhibit hyperactivity under the novel 
environment compared to wild type mice. Interestingly, RNA-Seq analysis using the brain tissues of 
Prmt8 knockout mice showed that altered the regulation of neurotransmitters-related gene expression 
in the cerebellum.

研究分野：分子生物学

キーワード： PRMT8　アルギニンメチル化酵素　リン脂質加水分解酵素　1塩基置換マウス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、生体内におけるPRMT8の多機能を解析することは、複雑かつ多彩な生命現象とタンパク質の働き
に関する理解とともに、多機能タンパク質が機能を発揮する生物学的意義の本質的な理解へ繋がる。近年、不注
意や多動性、衝動性の症状を呈する最も代表的な子供の神経疾患である注意欠陥・多動性障害を持つ発達障害の
患者では、12番染色体のPRMT8を含む遺伝子座に欠損変異が知られている。従って、本研究は、PRMT8が有する二
酵素活性の生物学的意義の理解に留まらず、神経疾患の発症メカニズムの解明に新たな突破口として発展する可
能性を秘めている。

※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 
タンパク質アルギニンメチル化は、メチ

ル化酵素ファミリー（PRMTs）が S-
adenosyl-L-methionine（SAM）をメチル基

供与体として、アルギニン側鎖にメチル基

を転移する反応であり、シグナル伝達や転

写制御など多岐に渡る細胞機能を制御して

いる。哺乳類 PRMTs（11 種類）の中でも

PRMT1 は、哺乳類細胞内の 85％のアルギ

ニンメチル化反応を担い、また遺伝子欠損マウスは、胎生 6.5 日で早期致死になり、PRMT を

介した生命現象の理解は大きな意味を持つ。PRMT8 は、PRMT ファミリーの中で、PRMT1 と最

も高い相同性（83％）をもつ一方、翻訳中 N-末端の脂肪酸修飾を介して唯一細胞膜に局在し、

その発現組織は脳神経系に限局されるという特徴を有する。しかしながら、生体における標的基

質をはじめ、その生物学的意義に関しては全く未解明であった。申請者はこれまで、in vitro に

おいて PRMT1 と同様の基質特異性を有することを明らかにした（Int. J. Mol. Med. 2008）。ま

た、PRMT8 の分子内にホスファチジルコリン（PC）の加水分解酵素の活性中心が保存されて

いることを見出し、新規のリン脂質加水分解酵素としての活性やそれが神経細胞の樹状突起の

分岐を制御していることを発見した（Science Adv. 2015）（図１）。さらに、生体内で PRMT8
の機能を調べるため、遺伝子欠損マウス（PRMT8 KO）を作製し、解析を行った結果、PRMT8 
KO マウスは小脳神経細胞であるプルキンエ細胞の樹状突起発達や運動機能に顕著な異常を示

した。しかし、PRMT8 が神経細胞の突起発達や脳機能の制御に重要な役割を果たしていること

は解明されたものの、in vivo 機能での本酵素が有する二つの活性の意義については現在の課題

である。PRMT8 は、メチル基供与体である SAM と結合する GxGxG モチーフを持つタイプの

MTase である。現在までに殆どのメチル化酵素は、グリシンをアラニンに置換する点変異によ

ってその活性を失うことが知られている。一方、本酵素は、HKD モチーフを活性中心とするホ

スホリパーゼ D(PLD)ファミリータイプの PLase でもあり、PLD ファミリー（PLD1、PLD2）
は HKD モチーフ内のリジンをアルギニンに置換すると活性を持たない変異体となる。興味深い

ことに、PRMT8 は GxGxG モチーフと HKD モチーフが重なる形で保存されている（図２）。

申請者による唯一のマウスを用いた

PRMT8 の機能解析の報告は、遺伝子

の欠損であったため、なぜ二つの酵

素活性を持つか、またその機能的特

異性についても理解されていない。 

 
２．研究の目的 

多細胞生物のゲノムの約 1%が、メチル反応を触媒する酵素をコードする遺伝子である。申

請者らは、タンパク質アルギニンメチル化酵素（PRMT）の機能を研究し(Int. J. Mol. Med. 2008、
J. Recept. Signal Transduct. 2011、FEBS Lett. 2014、J. Mol. Biol. 2016)、MTase の PRMT8
が、リン脂質分解酵素（PLase）であることを明らかにした（Science Adv. 2015）。PRMT8 は、

学習・記憶に重要な役割を果たす大脳の海馬や、運動機能の調整中枢である小脳の神経細胞に発

現する。ごく最近申請者らは、PRMT8 欠損マウスの小脳でのリン脂質分解後の代謝産物が低下



 

 

することに加え、MTase によるメチル化代謝

が大脳特異的な変化を示すという興味深い結

果を見出した（図３、未発表）。上記の予備的

結果を踏まえて、本研究では、高次の脳機能に

おける PRMT8 の MTase 及び PLase 酵素活

性の重要性を明らかにするため、ゲノム編集

技術（CRISPR/Cas9 system）を用いて、二つ

の酵素活性(MTase/PLase)に対する不活性化

マウスを作製し、本酵素が持つ二つの活性の

生物学的意義の解明を目的とする。 

 
３．研究の方法 

本研究では、以下の解析に焦点を絞ることによって、生体内で PRMT8 が有する二つの酵素

活性の意義の解明を目指し、細胞生物学・生化学・分子生物学・発生工学のアプローチから以下

の項目に従って取り組む。 

（1）PRMT8 の MTase と PLase 活性の特異的な個体機能の解明 

 ・MTase と PLase 特異的不活性マウスの作製や個体レベルでの各酵素活性の解析 

 ・各不活性マウスの大脳（記憶・学習）や小脳機能（運動）の表現型の検証 

（2）PRMT8 の MTase と PLase 活性による神経細胞機能の分子機構の解明 

 ・MTase 活性に対する未知の内因性標的基質の探索 

 ・神経細胞の発達における二つの活性を介した分子制御機構の解析 

 
４．研究成果 

(1）PRMT8 の MTase と PLase 活性の特

異的な個体機能の解明 

・ PRMT8 の変異体解析から、二つの活

性（MTase と PLase）に対して、互い

の活性には影響がない G121A 及び

K107R 変異体作製に成功しており、各

不活性マウスは、ゲノム編集技術

（CRISPR/Cas9 system）を用いて 1 塩基を置

換することで作製し、また両 G121A/K107R 変

異を加えた MTase/PLase 不活性マウスも樹立

した。 

・ また、各不活性マウスの表現型の検証を行った。

先ず中枢機能試験としてクラスピング試験を行

った結果、クラスピングの確率が野生型と比較

して、K107R や G121A、ダブルミュータント

マウスにおいて高頻度で生じており、各不活性

マウスはバランス能力に異常を示した（図 4、
未発表）。さらに、新しい環境下で何の各不活性

マウスが過活動を示していることから（図 5、未発表）、生体内において PRMT8 が多機能



 

 

（MTase と PLase）タンパク質として

機能している可能性が強く示唆され

た。 

 

（2）PRMT8 の MTase と PLase 活性によ

る神経細胞機能の分子機構の解明 

・  PRMT8 の内因性基質を探索ため、

MTase 特異的不活性マウスの脳の全

タンパク質を 2 次元電気泳動で分離

し、抗メチル化アルギニン抗体を用い

たウエスタンブロッティングを行い、

野生型と比較することでメチル化修

飾状態の変化を評価した（図 6、未発

表）。また、MTase 特異的不活性マ

ウスにおいてメチル化修飾の低下

を示したタンパク質をゲルから単

離・精製し、質量分析法（MALDI-
TOF/MS）を用いて解析を行った

結果、神経細胞の細胞骨格の構成

タンパク質である neurofilament 
light polypeptide（NFL）が基質候

補として同定された。次に生化学

的解析を行い、精製 GST-NFL が

PRMT8 と相互作用し、メチル化

されることが認められた（図 7、
未発表）。 

・ PRMT8 によって制御される神

経細胞内の分子機構を解明する

ため、転写や翻訳イベントに着

目し、遺伝子発現や翻訳産物を

精査することで PRMT8 が司る

遺伝情報の実体を検証する。具

体的には、PRMT8 KO マウスの

大脳と小脳から、mRNA を調整し、トランスクリプトーム解析を行った。その結果、PRMT8
遺伝子の欠失によって大脳では 910 個が、また小脳では 729 個の発現の変動を示す遺伝子

同定した。興味深いことに、小脳で発現変動を示した遺伝子群は、神経ペプチドホルモンや

ドーパミン、カテコールアミンなど行動制御に重要な神経伝達物質を調節する機能因子で

あることが、遺伝子オントロジー解析によって明らかとなった（図 8、未発表）。 
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