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研究成果の概要（和文）：これまでに多くの研究者が神経突起伸展機構の解明を目指し、タンパ
ク質のリン酸化を中心として様々な検討を行ってきたものの、未だその分子機序の全容は解明
されていないのが現状である。このような状況の中、リン酸化とは全く異なる翻訳後修飾であ
るタンパクのメチル化修飾と神経突起伸展作用との関連性に注目し、神経突起伸展惹起時に協
調的なタンパクメチル化が核内及び細胞質で起こることが重要であることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Neurite outgrowth is extremely important for the formation of the 
neuronal circuit. Recent progress in understanding the nature of protein arginine 
N-methyltransferases (PRMTs) have given rise to the possibility that protein methylation 
plays an important role in signal transduction during neuronal differentiation. In this 
study, we show that protein arginine methylation plays a pivotal role in neurite 
outgrowth. 
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１．研究開始当初の背景 
 生体では、その生命活動と維持のために
様々なタンパク質が適切な時期に必要な機
能を果たすことが必須である。このタンパク
質の正常な機能発現にとって重要なのがタ
ンパク質の翻訳後修飾である。タンパク質の
翻訳後修飾には、リン酸化、アセチル化、ユ
ビキチン化、糖鎖修飾などが存在し、これら
の修飾をタンパク質が受けることにより、そ

の相互作用、酵素活性、細胞内局在などを大
きく変化させることが可能になると共に、ひ
とつのタンパク質が異なる修飾を受け、様々
な機能を担うことも知られている。 
 神経科学分野においても、神経細胞の突起
伸展に重要なシグナル伝達として、この翻訳
後修飾のひとつであるタンパク質のリン酸
化が一過性に引き起こされることが必要で
はないかとの知見が、数多く報告されている



事実は、翻訳後修飾の果たす役割の重要性を
改めて示している。しかし、これまでに多く
の研究者が神経突起伸展機構の解明を目指
し、このリン酸化を中心として様々な検討を
行ってきたものの、未だその分子機序の全容
は解明されていないのが現状である。 
 このような状況の中、最近ようやく大きく
視点を変えた研究が報告された。そのひとつ
は神経突起伸展作用とタンパクのメチル化
修飾の関連性を明らかにした研究である。こ
の研究では、交感神経様の突起伸展モデル細
胞である PC12 細胞を神経栄養因子 NGF で処
理すると、細胞内タンパク質のアルギニン残
基のメチル化が惹起されることを明らかに
し、神経突起伸展にアルギニン残基のメチル
化を介したシグナル伝達系が深く関与する
可能性を示唆した (Cimato et al., J. Cell 
Biol., Vol.138, 1089-1103, 1997; Cimato et 
al., J. Neurosci. Res., Vol.67; 435-442, 
2002)。 
 また、これとは独立して、タンパク質のア
ルギニン残基に対するメチル基転移酵素
Protein Arginine N-methyltransferases 
(PRMTs) がクローニングされ、一群のファミ
リーを形成することが明らかとなった 
(McBride et al., Cell, Vol.106, 5-8, 2001; 
Bedford et al., Cell, Vol.18, 263-272, 
2005)。現在までに PRMT 1 から 9のサブタイ
プがクローニングされており、それらの活性
中心はサブタイプ間で比較的よく保存され
ているが、その前後の配列は多様であり、そ
れぞれ細胞内局在や基質の選択を行ってい
るものと考えられている。しかし、これまで
神経細胞におけるタンパク質のメチル化の
生理学的意義に関しては全く不明のままで
ある。 
 
２．研究の目的 
 すでに 30 年以上前に、脳においてリジン
残基やアルギニン残基にメチル化を受けた
タンパク質が豊富に存在することは示され
ていたものの、これまでほとんど注目される
ことはなく、その修飾の意義に関する研究は
ほとんど存在しない (Kakimoto et al., J. 
Biol. Chem., Vol. 245, 5751-5758, 1970)。 
 さらに、PRMTs と神経突起伸展効果の関連
性について、アルギニン残基のメチル化が細
胞分裂の停止から分化誘導に至る過程に関
与しているのか、神経突起伸展を正に制御す
ることのみに関与しているのか、など、その
詳細については未だ解明されていない。 
また、脳内でメチル化を受けているタンパク
質の多くが RNA結合タンパク質であるという
報告はあるものの、神経細胞において、PRMTs
の基質となりうるタンパク質を網羅的に解
析した研究はこれまで皆無であり、RNA 結合
タンパク質のメチル化の重要性に関しても

ほとんど明らかになっていない。 
 そこで本研究では、PRMTs と神経突起伸展
効果の関連性について神経分化関連遺伝子
の発現変動との関連性を詳細に検討する。ま
ず始めに、神経様分化モデル細胞として汎用
されている Neuro2a 細胞を用いて分化刺激
直 後 に 観 察 さ れ る 分 化 関 連 調 節 因 子
Btg2/TIS21/PC3 (Btg2) mRNA の一過性の発現
上昇に注目した。この Btg2 mRNA の発現上昇
は神経様突起の伸展とその維持に必須であ
る こ と が 報 告 さ れ て い る こ と 
(El-Ghissassi et al., Oncogene, Vol. 21; 
6772-6778, 2002) と共に PRMT1 の酵素活性
を 正 に 制 御 す る こ と (Lin et al., J. 
Biol.Chem, Vol. 271; 15034-15044, 1996) 
が報告されており、タンパクメチル化による
神経突起伸展機構という新たなメカニズム
を明らかに出来るのではないかと考えられ
た。 
 さらに Btg2 遺伝子の 5’上流域の転写調節
領域にガン抑制因子 p53 が結合し、その発現
を正に制御している (Rouault et al., Nat. 
Genet., Vol. 14, 482-486, 1996; Duriez et 
al., Gene, Vol. 282, 207-214, 2002) との
報告があることから、この Btg2 mRNA の一過
性の発現上昇に関連する可能性のある因子
（p53 と結合し、Btg2 mRNA の転写調節を行
う Co-factors）のタンパクメチル化レベルと
突起伸展レベルとの間の関連性を検討でき
れば、タンパクメチル化による神経突起伸展
制御機構のひとつとして解明できるものと
考えた。 
 これまでに p53に結合することが知られて
いる転写調節因子であり、なおかつ PRMT フ
ァミリーの一員である CARM1 により、アルギ
ニン残基にメチル化を受けるタンパク質と
して CBP (CREB binding protein)が報告され
ている (Xu et al., Science, Vol. 294; 
2507-2511, 2001; Chevillard-Briet et al., 
EMBO J., Vol. 21; 5457-5466, 2002)。 
 これらの報告から、神経分化誘導時にまず
CARM1 による CBP のメチル化を介した p53 に
よる Btg2 mRNA の転写活性化が観察されるの
かを明らかにする。さらに、CARM1 siRNA に
より分化誘導時の神経突起伸展効果を評価
する。もし、突起伸展効果が低下していたな
らば、Btg2 mRNA の一過性の発現上昇の有無
との関連性を明らかにし、Btg2 により活性調
節を受ける PRMT1の分化誘導時の一過性の活
性上昇または、それ以外での酵素活性を比較
検討することにより、これまで全く解明され
てこなかったタンパクメチル化による神経
分化誘導機構の分子メカニズムを明らかに
したいと考えた。 
 
３．研究の方法 
(1) PRMT1 遺伝子ノックダウン Neuro2a 細胞



での突起伸展効果の検討。 
 ①Btg2によるPRMT1の一過性の酵素活性の
上昇が神経突起伸展に必要なのか否か、直接
確認するために、PRMT1 の siRNA による RNAi
により神経突起伸展効果への影響を Control
細胞と比較検討する。さらに、PRMT1 siRNA
に反応しないよう変異を入れた PRMT1 ins を
哺乳動物細胞用発現ベクターに組み込み、
PRMT1 siRNA により低下した PRMT1 の発現量
を回復させることにより神経突起伸展効果
にどのような影響が現れるのか検討を加え
た。 
 (2) CARM1 による CBPのアルギニン残基のメ
チル化修飾の有無と p53 を介した Btg2 mRNA
の発現レベルの間に相関性があるか否かの
検討。 
 ①ラット及びマウスで共通の CARM1 の
siRNA oligonucleotide および Scrambled 
oligonucleotide を合成し、マウス由来
Neuro2a 細胞にそれぞれトランスフェクショ
ンし、特異的に CARM1 が抑制されていること
を Western blotting により確認した。 
 ②次に、siRNA による CARM1 Knockdown 細
胞での CBP のメチル化レベルを
mono/di-methyl Arginine を特異的に検出す
る抗体を用いて、Control 細胞と比較検討し
た。さらに、p53 タンパク質と CBP の相互作
用の変化について免疫沈降法を用いて検討
すると共に、クロマチン免疫沈降法 (ChIP 
Assay) により、CBP のメチル化の有無と p53
と Btg2 mRNA のプロモーター領域との結合の
関連性を検討した。 
(3) CARM1 Knockdown 細胞での突起伸展効果
の比較検討。 
 ①siRNA による CARM1 Knockdown 細胞およ
び Control の Neuro2a 細胞を用いて、血清除
去による分化誘導刺激による突起伸展レベ
ルに差異が観察されるか検討した。両者に差
が確認されたなら、CARM1 の Knockdown は突
起伸展レベルのみに影響を与えるのか、ほか
の生理的要因（細胞増殖、細胞移動、細胞毒
性など）にも影響を与えるのか、細胞増殖
assay、Migration assay、Cell death assay
などにより、比較検討した。 
(4) 神経突起伸展刺激による細胞内のタン
パクメチル化レベルの経時的な変動の有無
の検討、および CARM1 の発現レベルとの関連
性の検討。 
 ①以前に報告された分化誘導刺激直後の
アルギニン残基のメチル化レベルの一過性
の上昇が、Neuro2a 細胞でも観察されるか検
討し、もし観察されたなら CARM1 knockdown
により影響を受けるのか否か、非対称的なジ
メチル化タンパク質を特異的に検出する抗
体 ASYM24 を用いて検討した。 
 ②さらに、CARM1 による Btg2 mRNA 発現レ
ベルの一過性の上昇が抑制されることによ

り、Btg2 タンパクによる活性調節を受ける因
子 PRMT1の酵素活性そのものが低下している
のか、それとも分化誘導刺激直後に必要であ
ると思われる酵素活性の上昇の抑制が起き
ているのか検討した。 
 
４．研究成果 
 
まず始めに、神経芽細胞種 Neuro2a 細胞にお
いて、タンパクメチル化酵素CARM1によるCBP
のメチル化が起きるのか検討した。その結果、
これまでの非神経系細胞での検討と同様に
CBP は CARM1 によりメチル化を受けることを
見出した。また、タンパクメチル化酵素 PRMT1
を RNAi によりノックダウンし、突起伸展作
用への影響を Neuro2a 細胞で検討した。する
と、PRMT1 の発現抑制により突起伸展効果が
減弱する事が明らかとなった。さらに、PRMT1
活性の調節因子であり、初期応答因子でもあ
る Btg2 の RNAi でも Neuro2a 細胞で突起伸展
効果の抑制が観察された。この時、細胞質で
のタンパクメチル化よりも核内でのタンパ
クメチル化レベルの減少が観察された。以上
の結果から、PRMT1 による核内でのタンパク
メチル化が Neuro2a細胞での神経突起伸展作
用に必要であることが明らかとなった。この
PRMT1およびBtg2の突起伸展への関与に関す
る内容をまとめたものが、Neuroscience 
Letters へ掲載された。 
 さらに詳細に PRMT1 および CARM1 によるタ
ンパク質メチル化と突起伸展機構の関連性
を検討した。その結果、突起伸展時に観察さ
れるこの Btg2 mRNA の発現上昇機構に、PRMT
ファミリーである CARM1 が CBP をメチル化し、
転写因子 p53 と結合することにより、Btg2 転
写調節領域に結合することを見出すことが
出来た。これらの検討から、神経突起誘導時
には PRMT1 および CARM1 の両者の活性化によ
り、協調的なタンパクメチル化が核内及び細
胞質で起こることが重要であることを明ら
かにした。本研究成果は、今までほとんど機
能を解析されてこなかったタンパク質メチ
ル化酵素 PRMT ファミリーの神経細胞におけ
る機能のひとつを新規に明らかにするもの
であり、「脳に恒常的に頻繁に惹起するタン
パク質のメチル化」の意義が世界で初めて解
明でき、リン酸化と比類しうるタンパク質の
機能発現のための新たな制御機構が我が国
を発信源として国際社会に発信した意義深
い成果である。 
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