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研究成果の概要（和文）：ヒストンのアルギニン残基メチル化酵素ファミリーの一つである

PRMT4 と結合するタンパク質の一つとしてがん関連転写制御因子 NAC-1 を同定した。その複合

体に核内受容体コアクティベータ NCoA-3 が含まれ、450 KDa 程度の分画に存在した。ヒスト

ンのアルギニン残基メチル化酵素 PRMT4 はがん細胞内において、ホルモン受容体およびがん関

連転写因子などの情報伝達系を調節しているという新たな知見を得た。 

 

研究成果の概要（英文）：We identified a cancer-related transcriptional regulator protein 

NAC1 as a binding partner of histone-arginine methyltransferase PRMT4. The 450-kDa 

complex also contains nuclear receptor coactivator 3 NCoA-3. We revealed that PRMT4 

regulates functions of hormone nuclear receptor and cancer-related transcription. 
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１．研究開始当初の背景 

 アセチル化、リン酸化、メチル化、ユビキ
チン化といったヒストン修飾は、クロマチン
構造変換機構の一つとして転写、複製、組換
え、修復、細胞周期などのイベントに深く関
わっていることが、これまでの数多くの知見
で示されてきた。ヒストンのメチル化では、

リジン残基とアルギニン残基の２種類が報
告されている。特に２０００年に動物細胞で
はじめて SET ドメインを有するタンパク質群
がヒストンのリジン残基をメチル化する酵
素であることが報告され、その後、転写制御、
DNA のメチル化修飾、X 染色体の不活性化、
ヘテロクロマチン形成など染色体機能制御
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とヒストンのリジン残基のメチル化修飾と
の関連の研究が大きく進展した。一方、ヒス
トンのアルギニン残基のメチル化修飾と転
写制御については、ホルモン依存的な転写の
コアクチベーターに結合しその転写をさら
に亢進する分子として PRMT4 が同定され、ヒ
ストンのアルギニン残基のメチル化酵素で
あることが報告された。PRMT5 は、逆に転写
を抑制する。がんとの関連では、PRMT5 の発
現が白血病などでは亢進しており、NIH3T3 に
PRMT5 を強制発現すると足場非依存性となる
ことが報告されている。これまでに PRMT フ
ァミリーは１１種類同定されている。ヒスト
ン以外にも様々なタンパク質のアルギニン
残基をメチル化するため、染色体機能制御に
どの程度関わっているのか詳細には検討さ
れてこなかった。 
 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、ヒストンのアルギニン残
基のメチル化修飾が、どのような実働分子を
標的領域に呼び込み、他の翻訳後修飾とどの
ように相互作用し、そしてどのように染色体
機能を制御するのかを明らかにすることで
ある。 
 
３．研究の方法 

①  PRMT タンパク質の細胞周期における時
空間的動態解析： 
 １）GFP 融合タンパク質によるタイムラプ
ス顕微鏡観察 
 ２）内在性タンパク質の時空間的動態解析 
 
② PRMT と Aurora との結合部位の検討： 
 １）強発現系および内在性タンパク質にお
ける結合 
 ２）精製タンパク質における結合 
 
③ PRMT5およびPRMT6のメチル化活性と構造
解析： 
 
④ Aurora-B と PRMT5 および PRMT6、それぞ
れの基質としての機能制御： 
  Aurora-Bと PRMT5およびPRMT6との相互
作用を基に、互いを基質としてリン酸化ある
いはメチル化することにより その機能を制
御している可能性がある。相互機能制御につ
いて解析する。 
 １）Aurora による PRMT5 および PRMT6 のリ
ン酸化制御 
 ２）PRMT5 および PRMT6 による Aurora のメ
チル化制御 
 
⑤ メチル化アルギニンを部位特異的に認識
するモノクローナル抗体の作製と解析（坂
下）： 
 すでに作製済みの H3-対称型ジメチル化 R8

以外に、H3-非対称型ジメチル化 R8、H3-対称
型ジメチル化 R2、H3-非対称型ジメチル化 R2、
H4-対称型ジメチル化 R3、H4-非対称型ジメチ
ル化 R3 を特異的に認識するモノクローナル
抗体を作製し、細胞内における時空間的検討
を行う。 
 
４．研究成果 
１）PRMT5 および PRMT6 の細胞内局在を可視
化するためにレトロウイルスを用い GFP 融合
タンパク質として導入し、フローサイトメー
ターを用いたソ−ティング法によりクローン
ではなく集団として，安定細胞株を作製し、
タイムラプス顕微鏡観察を行った。 
２）PRMT5 および PRMT6 の内在性タンパク質
の時空間的動態解析を行うため、免疫染色の
できるモノクローナル抗体を作成中である。 
３）PRMT1~7 をクローニング後 Aurora-B との
結合を検討した。 
４）PRMT1~7 が Aurora-B をメチル化できるの
か、逆に Aurora-B が PRMT1~7 をリン酸化で
きるのかについてそれぞれの相互制御につ
いて解析を行った。 
５）H3-R8 および H4-R3 のジメチル化を認識
するモノクローナル抗体を作成した。 
６）前年度に作成した H3-R8 および H4-R3 の
ジメチル化を認識するモノクローナル抗体
および市販の H3-R2 のジメチル化を認識する
ポリクローナル抗体の特異性をヒストンペ
プチドアレイを用いて検討した。 
７）市販の H3-R2 のジメチル化を認識するポ
リクローナル抗体は、H3-R2 のジメチル化も
認識するが、ヒストン以外の他の RG 配列の R
のメチル化も認識した。 
８）PRMT1~7 を細胞内で過剰発現させたとこ
ろ、PRMT6 のみが H3-R2 および H3-R8 をジメ
チル化した。 
９）大腸菌で発現精製した PRMT6 は、試験管
内で H3-R2、H3-R8 および H4-R3 をジメチル
化することを確認した。 
１０）アルギニン残基メチル化酵素ファ
ミリーの一つである PRMT4 と結合する
タンパク質を質量解析により同定した。 
１１）その候補結合タンパク質の一つが
がん関連転写制御因子 NAC-1 であり、細
胞レベルの解析により、実際両者が細胞
内で結合することを明らかにした。 
１２）しかし、NAC-1 タンパク質は、PRMT4 
の基質にはならなかった。 
１３）その複合体に核内受容体コアクテ
ィベータ NCoA-3 が含まれることを明ら
かにした。 
１４）さらに、細胞溶解液を用いたサイ
ズ分画法によりこれらの複合体は 450 
KDa 程度の同じ分画に存在することが判
明した。アルギニン残基メチル化酵素 
PRMT4 はがん細胞内において、ホルモン



 

 

受容体およびがん関連転写因子などの情
報伝達系を調節しているという新たな知
見を得た。 
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