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研究成果の概要（和文）：我々は既に、タンパク質アルギニン残基の非対称性ジメチル化（ADMA化）を担う
prmt-1と対称性ジメチル化（SDMA化）を担うprmt-5を同時に欠損した変異体線虫では、タンパク質中のADMAと
SDMAの両方が消失するものの、prmt-1/prmt-5二重変異体でもモノメチルアルギニン（MMA）は完全には消失しな
いことを明らかにしていた。
そこで本研究では、逆遺伝学的手法と質量分析技術を駆使して、in vivoでMMA化に寄与するメチル化酵素遺伝子
の探索を行い、候補遺伝子の変異体を取得することに成功した。

研究成果の概要（英文）：We have already shown that both ADMA and SDMA are lost in mutant C. elegans 
lacking prmt-1, which is responsible for asymmetric dimethylation (ADMA) of protein arginine 
residues, and prmt-5, which is responsible for symmetric dimethylation (SDMA), but that 
monomethylarginine (MMA) is not completely lost in the prmt-1/prmt-5 double mutant. 
In this study, we used reverse genetics and mass spectrometry techniques to search for 
methyltransferase genes that contribute to MMA conversion in vivo, and succeeded in obtaining 
mutants of the candidate genes.

研究分野： 生物有機化学、生化学

キーワード： アルギニンメチル化　線虫　in vivo　LC-MS/MS

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
メチル基転移酵素は、全ゲノムの約１％を占めるスーパーファミリーを形成するものの、基質が異なる酵素間で
は一次構造上の類似性がほとんど認められない。
本研究において、線虫や酵母など種の違いや基質の違いに捉われることなく、広く既知のメチル基転移酵素に認
められる二次構造上の類似性に基づいて、新規のメチル化酵素を探索し得られた知見は、単に線形動物のタンパ
ク質アルギニンメチル化に留まらず、より高等な哺乳動物における様々な基質に対するメチル化酵素の研究に
も、十分活用できると考えられる。

※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 

タンパク質のアルギニンメチル化反応を触媒す

るタンパク質アルギニンメチル基転移酵素ファミ

リー(PRMTs)は、これまで主として in vitro の解析

から、タンパク質中のアルギニン側鎖ω-窒素原子

に、S-アデノシルメチオニンをメチル基供与体とし

て、モノメチル化（MMA）を経て、非対称型（ADMA：

Type I）に、または対称型（SDMA：Type II）にジメ

チル化反応を触媒すると考えられている 1（図１）。

これまでに我々は、in vivo での酵素活性を評価する

ために、線虫の prmt-1 変異体と prmt-5 変異体の全

タンパク質中のメチルアルギニン量を定量したと

ころ、prmt-1 変異体では、野生型線虫に比べ、ADMA がほぼ消失したのみならず MMA が４割

程度減少し、SDMA が 1.5 倍程上昇した。一方、prmt-5 変異体では SDMA は生成しないもの

の、MMA と ADMA の量は野生型と差異は認められなかった（図２A, B）2。 

 

２．研究の目的 

上記の研究に基づ

き、線虫の PRMT-1 及

び PRMT-5 のアルギ

ニンメチル化に対す

る寄与をさらに詳細

に調べるために prmt-

1;prmt-5 二重欠損変

異体を作成したところ、ADMA と SDMA がほぼ消失し、体躯の矮小化や産卵数の低下、各種ス

トレスに対する感受性の増大等の表現形を示した 3。さらにこの二重欠損変異体にも MMA が検

出されたこと（図２C、未発表データ）から、PRMT-1 以外のモノメチル化のみを触媒する Type 

III PRMT の存在が強く示唆された。そこで本研究では、線虫の TypeIII PRMT を探索し、PRMT-

1、PRMT-5 との機能的連携を探ることにより、タンパク質アルギニンメチル化の生物学的役割

に迫ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）LC-MS/MS の MRM 機能による各メチルアルギニンの選択的定量法の確立 

メチル化アミノ酸には、分子量が同一でもメチル化部位が異なる ADMA と SDMA のような

構造異性体が存在するが、本研究では LC-MS/MS の多反応モニタリング（multiple reaction 

monitoring : MRM）機能を用いることで、各異性体を識別して定量した。３種類のメチルアルギ

ニンは LC 部分で分離された後、プレカーサーイオンを検出した後、アルゴンガスによる衝突誘

起解離（collision induced dissociation : CID）により生成するフラグメントイオンを検出すること

により、各メチルアミノ酸の LC における溶出時間が近接していても、構造特異的に定量分析を



行うことが可能となる（図３）。 

 

（２）線虫メチル基転移酵素オルソログのノックダウン 

タンパク質二次構造の類似性を元に線虫遺伝子を選別し、線虫メチル基転移酵素のノックダ

ウンライブラリー（dsRNA） を発現した大腸菌を、食餌として与える feeding 法により prmt-1 

変異体線虫に導入し、MMA 量をさらに有意に減少させるクローンを探索した。この際、ベクタ

ーのみを導入した prmt-1 変異体線虫を陰性コントロールとし、prmt-5 の dsRNA を導入した

prmt-1 変異体線虫を陽性コントロールとして、（１）に記載した方法で線虫抽出物の酸加水分解

物から、それぞれ MMA と SDMA を測定した。 

 

（３）線虫の脱メチル化酵素オルソログのノックダウン 

これまで知られている、タンパク質や DNA、RNA の脱メチル化酵素のノックダウンライブラ

リーを構築し、上記の（２）同様の方法（feeding 法）で線虫に脱メチル化酵素のノックダウンを

行った。これらの線虫に対して同様に（１）に記載した方法で、線虫抽出物の酸加水分解物から、

それぞれ MMA と SDMA を測定した。 

 

（４）既存の欠失変異体を用いたメチル化解析 

米国ミネソタ大学の Caenorhabditis Genetics Center（CGC）及び東京女子医科大学の National 

Biological Resource Project（NBRP）から methyltransferase X（MTase-X）及び methyltransferase Y

（MTase-Y）の変異体を購入し、outcross をかけて系統を樹立した。これらの変異体に対して、

同様に（１）に記載した方法で、線虫抽出物の酸加水分解物からそれぞれメチルアルギニンを測

定した。さらにこれらの変異体のうち、MMA 量が有意に減少した変異体の表現型解析を行った。 

 

４．研究成果 



（１）線虫メチル基転移酵素オルソログのノックダウン 

PRMT-1 は線虫で唯一のタイプⅠに分類され

るアルギニンメチル基転移酵素であり、prmt-1 

欠損変異体は ADMA を全く有さない上に、

MMA 化活性の約半分を担っていることがわか

っている。そこで、残存する MMA 化酵素を探

索するには、prmt-1 欠損変異体を用いることが

有利と考えられた。当初、prmt-1 の欠損変異体

を宿主に、prmt ファミリーに加え、７-strand 型

（class I）メチル基転移酵素ノックダウンを行

ったところ、コントロールノックダウンに比

べ、若干低下を認める遺伝子はあるものの、ア

ルギニンメチル化の量には有意な変化は認め

られなかった。 

 

（２）脱メチル化酵素のノックダウン 

①一方、近年ヒストンの研究を中心に、タンパク質のメチル化状態がメチル基転移酵素と脱メチ

ル化酵素の活性のバランス、即ちメチル化と脱メチル化により調節されることが明らかとなっ

てきた 4, 5。当初候補の可能性が高いメチル化酵素オルソログをノックダウンしても、有意な

MMA の減少が認められなかったことは、そもそも脱メチル化酵素の作用がメチル化状態の変化

をより検出し難くしている可能性が考えられた。すなわち、その遺伝子欠失変異体を用いて、ス

クリーニングを行うことで、より効率的に MMA 化酵素を単離できるのではないかと考えた。 

②そこで他生物種におけるタンパク質脱メチル化酵素や DNA 及び RNA の脱メチル化酵素の線

虫オルソログについて、逆にメチルアルギニン量を上昇させる候補遺伝子について、ノックダウ

ンスクリーニングを行なった。その結果、24 種類の脱メチル化酵素をノックダウンしたところ、

どの遺伝子のノックダウンにおいても、MMA レベルの大きな上昇はなかった。これに対し、JMC

ファミリーに属する遺伝子群と ALKBH ファミリーに属する遺伝子群の一部で、ノックダウン

により、コントロールと比べて 1.5 倍近くの SDMA レベルの上昇が見られた（未発表データ）。 

 

（３）既存メチル基転移酵素変異体を用いたメチル化解析と表現型解析 

①脱メチル化酵素のノックダウンで SDMA レベルの上昇は見られても、MMA 化に変化が認め

られなかったことから、メチル基転移酵素のノックダウンで有意な MMA の減少が認められな

かったことに対する脱メチル化酵素の影響は少ないと考えられた。そこで、（１）のノックダウ

ンで減少傾向が認められたいくつかの遺伝子について、CGC 及び NBRP から欠失変異体線虫を

購入した。これらの変異体線虫のうち、methyltransferase X（MTase-X）及び methyltransferase Y

（MTase-Y）の変異体では、野生型よりもそれぞれ、38%及び 22%ずつ有意に MMA が減少した

ことから、それぞれが PRMT-1 とは独立にアルギニン残基のメチル化を触媒する可能性が示唆

された（未発表データ）。 

②そこでこれらの表現型を調べたところ、どちらの変異体も野生型よりも寿命が顕著に長くな

る傾向を示し、さらに MTase-Y については、未受精卵が多くかつ産仔数が極端に少なくなった

（未発表データ）。今後は、これら MTase X 及び MTase X の特異的基質タンパク質の探索を進

め、アルギニンモノメチル化修飾の老化や生殖に対する役割を明らかにしていく予定である。 
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