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研究成果の概要（和文）：	
 
	
 本研究では、	
 
1)	
 タンパク質アルギニンメチル化のさらなる生理的意義と、メチル化アルギニンの生成に至る
素過程の解明	
 
2)	
 妊娠期の胎児⇔胎盤⇔母体間のメチル化アルギニンとその関連物質の動態分析	
 
の２点に絞って解析を進めた結果、転写因子DAF-16のアルギニンメチル化が線虫の寿命制御に
関与することや、メチル化アルギニンの細胞内生成機構を明らかにし、母胎間のケミカルコミュ
ニケーション分子の同定に成功した。	
 
	
 
研究成果の概要（英文）：	
 
	
 In the present study, we focused on two points; 
1) Further analyses of the protein arginine methylation and the elucidation of intracellular processes of 

methyl arginine production. 
2) Feto-placental-maternal pharmacokinetic monitoring of methyl arginines and related amines. 

In conclusion, we showed that the arginine methylation of DAF-16 regulates life-span of C. elegans 
and free-methylargines were generated through both ubiquitin-proteasome system and 
autophagosome system, and succeeded in identifications of several amines involved in the 
feto-maternal chemical communications. 
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１．研究開始当初の背景 
 
我々は研究開始までに、タンパク質の翻訳

後修飾、中でもアルギニン残基のメチル化を
触媒するタンパク質アルギニンメチル基転

移酵素 PRMT1が、 
(1) 原癌遺伝子産物 EWSをメチル化し、その
細胞内局在を核から細胞質に移行させるこ
と 
(2)糖代謝制御や細胞分化などに関与する転
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写調節因子 FOXO1 の機能を抑制するリン酸
化修飾が、PRMT1 によるアルギニン残基の
メチル化によって阻害されること 
を明らかにしていた。 
	
 その一方で、 
(3) 妊娠高血圧マウス（PAHマウス）におい
て、血管弛緩因子である一酸化窒素 NO の合
成酵素（NOS）の内因性阻害剤である非対称
ジメチルアルギニン（ADMA）の血中レベル
が上昇傾向にあること	
 
(4) ある種のアミンの濃度が、妊娠後期に著
しく上昇していることを見出していた。 
	
 これらのことから、タンパク質のアルギニ
ンメチル化は、生体機能に広範な役割を果た
す翻訳後修飾であるとともに、これらメチル
化タンパク質の分解産物もまた、循環器疾患
の新たな危険因子として機能する事が考え
られた。 
 
２．研究の目的 
 
	
 本研究では、 
(1) タンパク質アルギニンメチル化のさらな
る生理的意義、及びメチル化アルギニンの合
成に至る素過程の解明 
(2) 妊娠期における胎児⇔胎盤⇔母体（母胎
間）のメチル化アルギニン及びその関連物質
による母胎間のケミカルコミュニケーショ
ンの全貌を明らかにすること 
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1)	
 PRMT	
 の発現制御によるタンパク質中
メチル化アルギニンの産生量の分析	
 
	
 培養細胞やモデル生物である線虫に対し
て PRMT の発現を制御した際のタンパク質
のメチル化状態を、アミノ基特異的に導入さ
れる蛍光基 6-aminoquinolyl carbamyl（AQC）
基でタンパク質の酸加水分解物を標識し、
HPLC分析を行った。	
 
(2)	
 メチル化アルギニンを遊離する細胞内
タンパク分解経路の特定	
 
	
 アルギニンメチル化タンパク質の分解が、
ユビキチン-プロテアソーム系またはオート
ファージー系のどちらに担われているのか、
それぞれの経路特異的な阻害剤を用いるこ
とにより細胞内の遊離メチル化アルギニン
を定量した。	
 
(3)生理活性アミンの高感度分離系の確立	
 
	
 従来の ODS 系の逆相カラムに加え、さら
にナフチルエチル基導入型カラムを組み合
わせる事により、メチル化アルギニンのみな
らず、アミン全般に対して特異的かつ鋭敏に
UPLCを用いた分離・検出を行い、定量した。	
 
(4)	
 PAH妊娠後期の母体と胎児で特異的に上
昇する新規アミンの探索と動態解析：	
 

	
 上記(4)で確立した方法を用いて、病態に
応答して変動するアミンを探索し、その分子
量を MALDI-QIT-TOF/MS により決定・構造
を 1H-NMRにより同定した。さらに合成酵素
の遺伝子破壊マウスの使用や、市販のアミン
標準品の個体への投与により、動態を解析し
た。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
(1)線虫のアルギニンメチル化酵素 PRMT-1
の酵素活性の証明と転写因子 DAF-16 を介し

た寿命制御機構の解明 
 
	
 分子量が同一であるため判別が困難であ
った ADMA と対称型ジメチルアルギニン
（SDMA）について MALDI-QIT-TOF/MS を
用いて同定する技術を確立し、線虫 PRMT-1
がドミナントな Type I PRMT（ADMAを形成
するジメチル化酵素）であることをタンパク
質水解物のアミノ酸分析により証明した（図
１）。また PRMT-1 が、寿命に関連する転写
制御因子DAF-16のAKTによるリン酸化を抑
制することで、線虫の寿命を制御しているこ
とを明らかにした（論文４参照） 
(2) 遊離メチル化アルギニンの細胞内生成機
構の解明 
	
 タンパク質分解経路特異的な阻害剤を用
いて、(1)で確立したメチル化アルギニンの
高感度分析系により、細胞内の遊離メチル化
アルギニンの測定を行った。その結果ユビキ
チン-プロテアソーム系及びオートファージ
ー系の両方を介してメチル化タンパク質の
分解→遊離メチルアルギニンの生成に至る
ことを明らかにした（論文５参照）。 
(3)ヒスタミン合成酵素の発現誘導による細
胞内ヒスタミン合成促進の証明	
 
	
 細胞内に存在するアミノ酸やアミン類を、
より鋭敏かつ特異的に検出・定量化する手法
を確立した。そこで生理活性アミンの例とし
て、ホルボールエステルで合成酵素の発現誘
導を行った Jurkat細胞において、上記手法を
用いてヒスタミンが細胞内で過剰に生成さ

図１ 線虫 PRMT-1によるADMA 形成の証明 



れる事を生化学的に証明した（論文１参照）。 
(4) PAH妊娠後期の母体と胎児で特異的に上
昇するアミンの同定	
 

	
 既に研究開始時点で、マウス妊娠後期の母
体血漿中に上昇する物質としてその存在が
検出されていたアミン X の構造を決定した。
さらにアミン X の合成酵素遺伝子破壊マウ
スを用いた結果から、	
 
①野生型雄と交配したアミン X は胎児で合
成され、母体循環系に流入すること（図２、
未発表データ）	
 
②PAH マウスの一部の症状に、アミン X が
関与している可能性があること 
を明らかにした。 

	
 さらに、上記(3)の手法を改良し、 
③野生型に比べ PAH マウスの母体血漿並び
に胎児で特異的に２倍程度上昇する第２の
アミンとしてアミン Yを同定した（図３、未

発表データ） 
④市販のアミン Y 標品を母親に飲水投与す
ることで、胎児組織中のアミン Yが増加する
ことを明らかにした。 
	
 これらの結果は、アミン Xが胎児→母体に、
またアミン Yが母体→胎児に移行し、それぞ
れ母体-胎児間のコミュニケーション分子と
して妊娠期間の恒常性維持や妊娠時疾患の
発症メカニズムに関与している事が示唆さ
れた。 
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