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研究成果の概要（和文）：アルギニンのメチル化はPRMTによって触媒される翻訳後修飾である。PRMT8はPRMTファミリ
ーの中で最も普遍的なPRMT1に相同性が高いがその機能は不明な点が多い。またPRMT7は他のPRMTと比べると特徴的なド
メイン構成をしている。我々は両者の分子機構を理解するために、構造科学的な研究を行った。
PRMT8はらせん状の超構造をとっていた。この高次構造が活性に重要な役割を果たしていることを示した。一方、PRMT7
は単量体でコアドメインの二量体のような構造をとっていた。SAHはN末ドメインにしか結合しておらず、C末ドメイン
はSAH結合サイトがブロックされていた。

研究成果の概要（英文）：Arginine methylation is a post-translational modification catalyzed by the 
protein arginine methyltransferase (PRMT) family. PRMT1, the predominant member, is responsible for most 
of the arginine methylation in the cell, is ubiquitously expressed. In contrast, much less is known about 
its closely related family member, PRMT8. PRMT7 has a unique domain structure consisting two tandem core 
domains.
We determine the structures of PRMT8 and PRMT7. PRMT8 forms novel helical assembly in the crystal. The 
mutant protein disrupting the helical assembly exhibits a different cellular localization and reduced the 
methyltransferase activity, suggesting that the higher oligomerization state is necessary for the proper 
function of PRMT8. The N and C-terminal core domain of PRMT7 formed the hetero core-dimer like structure. 
SAH was observed only in the N-terminal catalytic domain. The obtained structural feature suggests that 
C-terminal core domain lacks the function of the methyltransferase activity.

研究分野： 構造生物学

キーワード： アルギニンメチル化　PRMT　翻訳後修飾　SAM　X線結晶構造解析

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
アルギニンメチル化酵素(protein arginine 

methyltransferase; PRMT)は， 蛋白質のア

ルギニン残基をメチル化する酵素である． 

この酵素ファミリーは哺乳動物で広く保存

されており，主に核内で働き，シグナル伝達，

mRNA のスプ ライシング，転写制御，DNA 

修復， 蛋白質の転移など幅広い生命現象に

関与する。アルギニンのメチル化は主要な翻

訳語修飾として転写制御、mRNA スプライシ

ング、DNA 修復、シグナル伝達等アルギニ

ンメチル化を行う酵素が(PRMT)であり、哺

乳類には 9種類存在する 

PRMTの活性はメチル化様式により3タイプ

に分類され、アルギニン残基に一つメチル基

を転移してモノメチルアルギニンを生じた

後、タイプ Iでは非対称ジメチルアルギニン

を、タイプ II では対称ジメチルアルギニン

を生じる。タイプ III はモノメチルアルギニ

ンのみを生じる（図１）。PRMT はコアドメ

インと呼ばれる保存されたドメインを一般

には分子内に一つ持つ（図２）。タイプ I 

PRMT ではコアドメインが二量体(コアダイ

マー構造)を形成することが活性に重要であ

る。PRMT7 は他の PRMT と比べユニークな

特徴を備え、一般には一つ分子内に存在する

コアドメインを、PRMT7 は二つタンデムに

持つ特徴的なドメイン構成をとる。また現在

のところ PRMT7 は唯一タイプIII活性を示

す PRMT である。 

 

図１ PRMT によるメチル化様式 
 
 

図２ PRMT1 と PRMT7 のドメイン構成 
 
 
２．研究の目的 
我々は PRMT ファミリーの結晶構造決定 

を行い，基質認識，メチル化活性制御機構，

酵素活 性機構の原子レベルでの解明を目的

として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) タンパク質の発現・精製・結晶化 

線虫由来のPRMT7およびヒト由来のPRMT8

を研究対象に選び大腸菌による大量発現系、

精製系を検討した。PRMT7は全長、PRMT8

はN末の67アミノ酸を欠失させた形で大腸菌

に形質転換させ大量発現に成功し複数のカ

ラムクロマトグラフィーを用いて精製を行

った。 

結晶化を行うには溶液の温度、pH、沈殿剤の

濃度や種類など広範囲に渡る条件を検討す

る必要がある。このため研究科にすでに設置

してある結晶化ロボットを用いて迅速に条

件を検索した。 

 (2) 構造決定 

PRMT7 

得られたP31, P43212の異なる 2晶系の結晶を用

いて, 大型放射光施設 Photon Factory BL 

5A, Spring-8 BL 44XUにおいて X線回折実

験を行い, データセットを取得した。新規構造の

ため, 既知 PRMT をモデルとした分子置換によ

る構造決定には至らなかったが, P43212 結晶重

原子置換体を用いた SAD 法により位相を決定, 

CePRMT7 の 3 次元構造決定に成功した。

P43212結晶におけるCePRMT7構造をモデルに

 



分子置換法を行うことで, P31 結晶においてもそ

の 3次元構造決定に成功した。 

PRMT8 

ヒト PRMT8 について 3 Å の分解能で構

造を決定した．結晶は空間群 C2221 に属し，

格子定数は a=200.9, b=132.0, c=295.7 

β=106.5 であった．位相は 配列相同性が高

い PRMT1 をサーチモデルとし，分子置換

法によって決めた。 
 
４．研究成果 

(1) PRMT7 の構造科学的研究 

本研究では線虫由来 CePRMT7 に注目しＸ

線結晶解析によって立体構造を決定し構造

科学的な研究を行った。CePRMT7 の単量体

構造は、分子内に二つタンデムに存在するコ

アドメインが会合してコアダイマー構造を

とる新規構造であった（図３）。コアドメイ

ン同士の相互作用は既存の PRMT と似るが、

その相対的配置は新規であった。各ドメイン

のトポロジーも多少の差異はあるが、既知の

PRMT と似ていた。SAH は N 末端側活性部

位にのみ見られ、C 末端側活性部位は PRMT

に高度に保存される二つのループに占めら

れていた。N 末端側活性部位の変異体を作成

し AdoMet 結合実験を行った結果、変異体の

AdoMet 結合能は大きく低下し、CePRMT7

のコファクター結合部位が N 末端側コアド

メインのみであろうことを示した。また、

CePRMT7のアルギニン結合ポケットの大き

さを PRMT1、5 と比較し、CePRMT7 のポ

ケットが最小であることを示した。一般に

PRMT はコアダイマー構造中に 2 つの活性部

位を持つ。基質のアルギニンが片方の活性部

位でメチル化を受け, その後コアダイマー

から離れることなく, もう片方の活性部位

でさらなるメチル化を受ける機構が提唱さ

れている。 しかしながら, PRMT7 では C末

端コアドメインが不活性であり, こ-のよう

なジメチル化をうける可能性は低いと考え

られる。さらに, N 末端コアドメインの狭い

アルギニン結合ポケットには, ジメチルア

ルギニンが結合できる空間がなく, 結果と

してモノメチルアルギニンのみが生成する

と推測される。 

図３  

(2) PRMT8 の構造科学的研究 

PRMT8 は最も一般的な PRMT1 と 81%の相

同性がある。PRMT-8 の基質は長い間不明で

あったが、筑波大の深水博士のグループはそ

の基質の一つが脂質であることを証明した。

PRMT1 との相同性から予想されていたよう

に PRMT8 は PRMT1 とほぼ同一のドメイン

構成をとっており、２量体の構造もほぼ同一

であったが、会合の状態は大きく変わってお

り、らせん状の８量体構造をとっていた（図

４）。これまでの研究から PRMT1 は溶液中

で二量体以上の多量体を形成して働くと考

えられているが，既に報告されているラット

PRMT1 の結晶構造は二量体の構造であった。

これまで多量体のPRMT構造は酵母PRMT1

（配列の identity~50%）で報告されているの

みである。しかも酵母 PRMT1 は六量体であ

り、会合状態は PRMT8と全く異なっている。 

結晶中で観察された会合状態が溶液中で

も維持していることを示すため、ゲルろ過ク

ロマトグラフィー、超遠心分析、多角度光散

乱検出器(MALS)を組み合わせた小角散乱を

行った。その結果、いずれの測定法において

も PRMT8は溶液中において８量体で存在し

ていることを示すことができた。 

次にこの会合状態がPRMT8 の機能に影響を



及ぼすかどうかを検討するため、会合に重要

な役割を果たすと考えられるアミノ酸に変

異をいれて８量体をとることができないよ

うな変異体を作成し、PRMT 活性および細胞

内での局在を観察した。その結果、活性は顕

著に減弱し、本来脂質修飾のため膜に局在す

るタンパク質であるPRMT8 は細胞質に分布

するようになった（図５）。これらのことは

高次の会合状態が正常な機能発現に必須で

あることを意味する。 

図４ らせん状に会合した PRMT8 

 
 

図５高次構造をとることができない

PRMT8 変異体の細胞内局在 
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