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研究成果の概要（和文）：骨分化に必須かつ特異的転写因子である RUNX２とアルギニンメチル

化酵素の相互作用の可能性をin vitroで検討しRUNX2の PRMT4及び５によるアルギニンメチル

化を確認した。このメチル化修飾は骨肉腫細胞の細胞周期依存性であった。また、RUNX2 の同

蛋白修飾を骨肉腫検体にて発現をみたところ、予後との関連も有る事が確認できた。RUNX2 の

発現は組織特異的であるため将来の分子特異的治療のターゲットとして期待できる研究成果を

示す事ができた。 

 

研究成果の概要（英文）：We examined the interaction between PRMT4 and 5 with RUNX2, is 
major transcription factor in osteoblast differentiation. We found the post-translational 
arginine methylation of. Using aRunx2me2 antibody we also disclosed the frequency of 
Runx2me2s is high at Japanese OS patient of poor prognosis in long term prognosis (p<0.01). 
A DNA binding activity of RUNX2 to certain target gene were increased by arginine 
methylation at mitotic phase. Protein expression of Runx2me2 was specifically at mitotic 
phase and existed on chromosome in the SAOS-2 cell line. Our results confirm that arginine 
methylation of RUNX2 by PRMTs affects its function as a transcription factor. This is first 
report to disclose relationship between protein arginine-methylation and cancer.   
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１．研究開始当初の背景 

骨芽細胞を含め骨格を形成する細胞の分化

は、未分化間葉系細胞からそれぞれ異なった

転写因子によって決定される。Runx2 

(runt-related gene2)/Cbfa1 (core binding 

factor1)は骨芽細胞への分化因子であると

共に、軟骨細胞の成熟にも必要な因子である。

Komori らは、Runx2 欠損マウスモデルを用い

て骨形成の完全な欠損を示した１。このこと

からも、Runx2 は四肢の成長にとって非常に

重要な因子であることが分かる。Runx2 の活

性型蛋白修飾としてはリン酸化がすでに報

告されている 2。しかしながら、Runx2 のリン

酸化と骨肉腫細胞の悪性化への関与を検討

した報告は無い。これは、Runx2 のリン酸化

のみが同蛋白の転写機能の制御を行ってい

るわけでなく、他にも Runx2 の転写制御に関

わる蛋白修飾因子が存在するため活性型と

してのリン酸化 Runx2の機能が制御されてい

る事が考えられる。アルギニンは陽性荷電さ

れたアミノ酸で、自らの持つ水酸基を介して、

他の蛋白との結合能力を持たせる 3。しかし

ながら、同時にアルギニンはアルギニンメチ

ル化酵素群（PRMTs）により単価もしくは２

価のメチル基を付加することで蛋白結合能

を制御する事ができる。アルギニンは多くの

転写因子や酵素活性蛋白の結合部位に多く

存在し、同部位へのメチル基付加は、その蛋

白の他の蛋白との複合体形成能に強く影響

を及ぼす。Xhao らは、AML において高頻度に

転座遺伝子として認められる Runx１蛋白に

おいて、アルギニンメチル化があることを認

め、この蛋白修飾が蛋白間結合に強く関与し、

さらに AMLの癌化メカニズムに及ぼす影響を

考察していることを報告した 4。Runx１は骨

芽細胞分化誘導因子の Runx２と多くの部分

で相同性を示し、Runx1 においてアルギニン

メチル化が認められた領域のシークエンス

は Runx２とも強い相同性を示すことが分か

っている。 
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２．研究の目的 

ヒト骨肉腫において、骨芽細胞分化に重要な

役割を持つ Runx2遺伝子のタンパク修飾の変

化（アルギニンメチル化）の機能的意義、す

なわち同修飾存在の有無と悪性度への関与

を検討することを目的とした。 

 
３．研究の方法 

①Runx2 タンパク局在の確認 

Runx2アルギニンメチル化抗体で陽性を示す

蛋白発現を SaOS 骨肉腫細胞株で確認する。

次に、アルギニンメチル化 Runx2 の細胞分裂

期での発現を確認するため細胞周期抑制剤

を用いて細胞分裂期に同期させた Saos2 細

胞を用い解析を行う。 

②Runx2のアルギニンメチル化を担当する酵

素の同定 

骨肉腫細胞株を用いて細胞内での Runx2 と

アルギニンメチル化 Runx2 の細胞内での局

在をウエスタンブロット法を用いて確認す

る、 

③アルギニンメチル化 Runx2 の細胞分裂期

での発現 

細胞周期抑制剤を用いて細胞分裂期に同期

させた Saos2 細胞を用い解析を行った。 

④Runx2のアルギニンメチル化の転写活性能

に及ぼす影響 

Runx2アルギニンメチル化が転写活性能へ及

ぼす変化の性質を確認するため、抗 Runx2 抗



体と抗アルギニンメチル化抗体をそれぞれ

用いて、クロマチン免疫沈降（ChIP）解析を

行った。 

⑤ Runx2 のアルギニンメチル化と臨床評価

の検討 

Runx2のアルギニンメチル化の発現頻度の確

認を骨肉腫生検標本と化学療法後の摘出標

本のそろった３８検体で行い、Runx2 のアル

ギニンメチル化と予後の統計学的検討を行

う。アルギニンメチル化の検出は特異抗体を

用いたウェスタンブロット法にて行い、アル

ギニンメチル化の頻度は、オリジナルの

Runx2 の発現頻度と比較して行う。発現頻度

の確認を行い、続いて Runx2 のアルギニンメ

チル化と予後、薬剤耐性の有無等の統計学的

検討を行い、Runx2 のアルギニンメチル化の

頻度が骨肉腫組織に及ぼす意義を検討する。 

 

４．研究成果 

① 細胞内での Runx2 とアルギニンメチル化

Runx2 の細胞内での局在を Saos2 細胞で確

認すると、アルギニン

メチル化 Runx2 は核

内よりもむしろ細胞

質に局在を示す事が

分かった（図１アルギニンメチル化 Runx2

タンパクの局在）。 

② ルシフェラーゼ解析を用いた転写機能解

析     

Runx2 のオステ

オカルシンプロ

モータへの転写

活性機能が抑制

されている事が

分かった。 

また、この抑制作

用は、A-Dox(メチ

ル化抑制剤)により解除された（図２. Runx2

の転写活性）。 

③ アルギニンメチル化 Runx2 の細胞分裂期

での発現      

Western Blot 解析でも G2 期同期薬除去後

極めて早期よりリン酸化ヒストン H3 と同

時期にアルギニ

ンメチル化

Runx2 の発現を

確認できた（図

3. 細胞周期同

調後のアルギニンメチル化 Runx2タンパク

の発現） 

④ Runx2 アルギニンメチル化抗体を用いる

事により RUNX2蛋白修飾の存在を確認した。

RUNX2 と PRMT 5 との蛋白結合を骨肉腫細胞

抽出液で確認した。RUNX2 アルギニンメチ

ル化抗体を用いて骨肉腫細胞株での細胞

周期特異的な発現を確認した（図４. Runx2

と PMRT5 の結合）。 

これらより、Runx2 は PMRT5 と結合してお

り、かつ、アルギニンがメチル化している

ことが示された。 

⑤ Runx2 のアルギニンメチル化の発現頻度

の確認 

RUNX2 アルギニンメチル化抗体陽性検体と

陰性検体では予後に差が見られた

（p=0.009）（図５. 骨肉腫検体におけるア

ルギニンメチル化 Runx2タンパクの発現と



予後）。 

 

本研究では、Runx2 のアルギニンメチル化

と腫瘍悪性化の関連性を明らかにするとと

もに、骨肉腫臨床検体において悪性化との関

与を示した。今後さらに Runx2 のアルギニン

メチル化抑制を目的とした化学化合物の作

成を行い、同化合物を用いて抗腫瘍効果を確

認する予定である。 
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