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研究成果の概要（和文）：マウスに5週齢から70週齢まで、高脂肪食を自由摂取させ、インスリン抵抗性を示すマウス
を作製した。本モデルマウスの大脳皮質におけるたんぱく質アルギニンメチル基転移酵素の発現量を検討した結果、PR
MT1の発現量は、加齢と高脂肪食の両因子によって減少すること、CARM1の発現量は、加齢によって増加することを示し
た。また、PRMT1の基質であり脳機能と関連するSam 68の発現量は、加齢や高脂肪食の影響を受けなかったが、Sam 68
複合体の構成たんぱく質のアルギニンメチル化率が加齢と高脂肪食の両因子によって上昇することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：5 week-old mice were assigned to two groups fed with normal diet or high-fat diet 
for 65 weeks. High-fat diet group was induced insulin resistance. Expression of Protein arginine 
methyltransferase 1 (PRMT1) were decreased by both high-fat diet and aging. Expression of CARM1, an 
isoform of PRMTs was decreased by aging. Although expression of Sam 68 which is a substrate for PRMT1 was 
not affected by high-fat diet and aging, arginine methylation of component protein of Sam 68 complex was 
up-regulated by both high-fat diet and aging.

研究分野： 分子病態栄養学

キーワード： アルギニンメチル化　PRMT　マウス脳
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 近年、増加の一途を辿るアルツハイマー病
は新薬開発のため、数多くの研究がなされて
いるが、未だ治癒することのできない疾患で
あり、社会問題となっている。アルツハイマ
ー病患者の血漿中では、内因性の NO synthase
（NOS）阻害剤であり冠動脈硬化性疾患のバ
イオマーカーである非対称性ジメチルアル
ギニン (ADMA) 濃度が増加していることが
報告されている。また、糖尿病、高脂血症の
ような動脈硬化を引き起こす生活習慣病患
者は、アルツハイマー病の罹患率が高いこと
が報告されている。しかしながら、これらの
因果関係を明らかにする報告はまだない。
ADMA は、アルギニンメチル化されたたんぱ
く質が分解され、代謝回転に伴って生成され
ることが知られているが、上記の患者で血漿
中 ADMA 濃度が上昇する機序は不明である。
我々は、先行研究において、海馬で成人期以
降にアルギニンメチル化率が変化するタン
パク質を見出し、プロテアソームを構成する
proteasome subunit alpha type-2 (Psma2)と同定
した。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、成人期以降にアルギニンメチル
化率が変化するタンパク質の意義解明およ
びアルツハイマー病と生活習慣病の両疾患
で引き起こされる血漿中 ADMA の上昇の因
果関係ならびに脳内 ADMA 代謝系との関連
について明らかにすることを目的に行った。 
 
３．研究の方法 
（１）実験動物 

C57BL/6J 雄マウスを 5 週齢時より、普通
食群と高脂肪食群に分けて 70 週齢まで各飼
料を自由摂取させた。5、42、70 週齢時に体
重を測定し、解剖を行って、血液、大脳皮質
および海馬を採取した。血液は血清を分離し、
大脳皮質、海馬は液体窒素で凍結後、使用ま
で-80℃で保存した。 

 
（２）血糖、インスリン濃度の測定 
空腹時血糖は、18 時間絶食後にグルコース

パイロットシステムを用いて測定した。空腹
時の血清インスリン濃度は、Rat/Mouse Insulin 
ELISA kit のプロトコールに従って測定した。
イ ン ス リ ン 抵 抗 性 指 数 （ HOMA-IR; 
Homeostasis model assessment-insulin 
resistance）は、空腹時インスリン値 (U/ml) x 
空腹時血糖値 (mg/dl) / 405 により求めた。 

 
（３）SDS-PAGE/イムノブロット解析 
マウス大脳皮質よりタンパク質を抽出し、

I 型のたんぱく質アルギニンメチル基転移酵
素 PRMTs (PRMT1、CARM1) ならびに
ADMA 分解酵素 DDAH1 および PRMT1 の
基質である Sam 68 の発現量について
SDS-PAGE/イムノブロット解析により検討
した。また、アルギニンメチル化の検出には

ASYM24 抗体を用いた。 
 

（４）DDAH 酵素活性測定 
DDAH 酵素活性は基本的に ADMA を基質

とした時の酵素反応生成物であるシトルリ
ンを前報の方法を便宜的に用いて定量する
ことにより測定した。 
 
（５）組み換え型たんぱく質発現系の構築 

Psma2 の発現系を構築するため、マウス脳
より RNA を抽出し、RT-PCR によって Psma2
を増幅させ、これを pGEX6P-1 に組み込み、
大腸菌に形質転換した。クローンニングした
Psma2 の配列は Applied Biosystems 3130 
Genetic Analyzer によって確認を行った。作製
した Psma2/pGEX6P-1 ベクターを鋳型とし、
Quick Change II mutagenesis kit を用いて変異
体 R89K, R91K, R8991K を作製した。また、
研究途中で cytochrome oxidase subunit II 
(COXII) がアルギニンメチル化を受けること
が示唆されたため、同様に COXII/pGEX6P-1
発現ベクターも作製した。また、無細胞発現
系を用いて、発現を行うため、COXII/pTD1
ベクターも作製した。 

 
（６）組み換え型たんぱく質の発現・精

製 
Psma2、Psma2 R89K, Psma2 R91K, Psma2 

R8991K および既報の PRMT1, CARM1 は、
GST 融合タンパク質として、発現させ、
Glutathione Sepharose 4B を用いて精製し、
PreScission protease によって GST を切断した。
COXII はミトコンドリア DNA がコードする
たんぱく質であり、普遍的な配列部分と異な
る部分はすべて置換して、大腸菌および無細
胞での発現誘導を試みたが、発現させること
はできなかった。 
 
（７）免疫沈降 
マウス大脳皮質タンパク質粗抽出液に抗

Sam68 抗体を用いて免疫沈降を行った。精製
には、SureBeads ProteinG を用いた。 

 
 

４．研究成果 
（１）体重、空腹時血糖に及ぼす加齢と高脂
肪食の影響 

C57BL/6J マウス雄を 5 週齢より普通食群、
高脂肪食群に分けて 70 週齢まで各飼料を自
由摂取させた時の体重変化、および空腹時血
糖値を Fig. 1 に示した。データには示してい
ないが、摂食量は重量、エネルギー量ともに
各群間で有意差は認められなかった。体重は
普通食群、高脂肪食群ともに成長に伴って増
加し、42 週齢においても 70 週齢においても
普通食群に比べ高脂肪食群で有意に高かっ
た  (Fig. 1a) 。また、空腹時血糖値も、42、
70 週齢ともに普通食群に比べ高脂肪食群で
有意に高値を示した (Fig. 1b)。 
 



Fig. 1 加齢と高脂肪食による体重および血糖
値の変化 
*p<0.05, significantly different from 42-week- 

old-mice fed normal diet. #p<0.05, significantly 

different from 70-week-old-mice fed normal diet. 

†p<0.05, significantly different from 5-week- 

old-mice fed normal diet. Red line or red bars: 

normal diet group, Brue line or blue bars : 

high-fat diet  group. 
 
（２）インスリン濃度および HOMA-IR に及
ぼす加齢と高脂肪食の影響 

空腹時のインスリン濃度および HOMA-IR
は、普通食群では有意差はないものの週齢が
高くなるにつれ、増加傾向を示し、高脂肪食
によりその上昇が顕著となり、有意な上昇を
示した (Fig. 2) 。また、同週齢間の比較にお
いても、普通食群に比べ高脂肪食群で有意な
高値を示した。したがって、本研究で用いた
Quick Fat を 5 週齢から摂取させた 42 週齢以
降のマウスはインスリン抵抗性を示し、糖尿
病を発症していることが示唆された。 
 
（３）大脳皮質における PRMT1 の発現量に
に及ぼす加齢と高脂肪食の影響 

PRMT1 は PRMTS活性の 80%を占める酵素
である。したがって、本酵素の発現量の減少
は遊離型 ADMA の供給源となる ADMA を含
むタンパク質の減少を引き起こす可能性が
高いと言える。そこで、アルツハイマー病な
どの神経変性疾患で病変が顕著な大脳皮質
における PRMT1 の発現量に加齢と高脂肪食
が及ぼす影響を検討した。PRMT1 の発現量
は加齢に伴って減少傾向を示し、5 週齢に比

べ 70 週齢の高脂肪食群では有意に低かった 
(Fig. 3) 。このことから、加齢と高脂肪食と
いう両因子が重なったときに PRMT1 の発現
が低くなることが示唆された。 

Fig. 2 血清インスリン濃度に及ぼす加齢と高
脂肪食の影響 

 
Fig. 3 マウス大脳皮質の PRMT1 発現量に及
ぼす加齢と高脂肪食の影響 
*p<0.005, significantly different from 5-week- 
old-mice fed normal diet. 
 
（４）大脳皮質における CARM1 の発現量に
及ぼす加齢と高脂肪食の影響 

CARM1 は核と細胞質に発現しており、ヒ
ストンをメチル化することが広く知られて
いるが、脳内の発現分布について詳細に解析
したものはなく、海馬においてその発現が報
告されているのみである。今回、大脳皮質に
おいても CARM1 が発現していることが明ら
かとなった。CARM1 の発現量は加齢に伴い
増加し、いずれの群においても 5 週齢と比べ
て有意に高かった。その一方で、高脂肪食に
よる発現量の変化は認められなかった (Fig. 
4)。 

 

*p<0.005, significantly different from 5-week- 
old-mice fed normal diet. # p<0.005, significantly 
different from 42-week-old-mice fed normal diet. 
† p<0.005, significantly different from 70-week- 
old-mice fed normal diet. 
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（５）大脳皮質における DDAH1 の発現量に
及ぼす加齢と高脂肪食の影響 
遊離型 ADMA の分解酵素である DDAH の

発現量に加齢と高脂肪食が及ぼす影響を大
脳皮質において検討した。DDAH には 2 つの
アイソフォーム (DDAH1、DDAH2) が存在す
るが、大脳皮質における DDAH2 の発現量は
極めて低いことが先行研究により明らかに
なっていることから、本実験では DDAH1 の
発現量を測定した。DDAH1 の発現量は、加
齢に伴って有意に増加したのに対し、同週齢
の普通食群と高脂肪食群の間では有意差が
認められなかった (Fig. 5) 。このことから、
DDAH の発現は加齢によって高くなり、高脂
肪食によってはその発現が左右されないこ
とが示唆された。 

 
 
 

 
（６）大脳皮質における DDAH 活性に及ぼ

す加齢と高脂肪食の影響 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
Fig.4 マウス大脳皮質の CARM1 発現量に及
ぼす加齢と高脂肪食の影響 
*p<0.05, significantly different from 
5-week-old-mice fed normal diet. ** p<0.05, 
significantly different from 5-week-old-mice fed  
normal diet. 

 
Fig. 5 マウス大脳皮質における DDAH1 発現
量に及ぼす加齢と高脂肪食の影響 
*p<0.05, significantly different from 5-week- 
old-mice fed normal diet. 
 

 
（６）マウス大脳皮質における DDAH 活性に
及ぼす影響 

DDAH の活性に加齢と高脂肪食が及ぼす
影響を大脳皮質において検討した。本活性に

はDDAH1とDDAH2両方の活性が含まれる。
が、DDAH2 の発現は極めて低く、活性もな
いことから、活性の由来はほとんど DDAH1
と考えられる。大脳皮質における DDAH 活性
は、DDAH1 のタンパク質レベルで見られた
ような加齢による変化は認められず、また、
高脂肪食による変化も見られなかった。Fig. 5
より 5 週齢においては DDAH1 の発現が低か
ったことから、5 週齢マウスの DDAH1 比活
性は 42 週齢以降のマウスに比べ高いことが
考えられる。 
 
（７）Psma2 のメチル化 

Psma2, Psma2 R89K, Psma2 R91K, Psma2 
R8991K を方法に示したように大腸菌で発現、
精製し、SDS-PAGE 後、CBB 染色を行って、
精製度を確認した（Fig. 6）。 

CARM1, PRMT1、無細胞で発現させた
PRMT1 を用いて、メチル化反応を 3H ラベル
した S-adenosyl methionine を用いて行った
が、Psma2 のメチル化を確認することはでき
なかった。 

Fig. 6  Psma2 の発現、精製 
 
（８）大脳皮質における Sam68 の発現量およ
び Sam68 複合体に及ぼす加齢と高脂肪食の
影響 

PRMT1 は多くのタンパク質を基質とする
ことが知られているが、本研究においては、
その基質として広く知られ、脳機能と関連す
る Sam68 に注目し、その発現量に及ぼす加
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Fig. 7 130-kDa アルギニンメチル化たん
ぱく質に及ぼす加齢と高脂肪食の影響 
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齢と高脂肪食の影響を検討した。Sam68 は、
脳機能と関連する RNA 結合タンパク質であ
る。Sam68 の発現量は、5 週齢、70 週齢の普
通食群、70 週齢の高脂肪食群の、いずれの群
においても有意差は無く、加齢や高脂肪食に
よる影響は見られなかった。しかしながら、
抗 Sam68 抗体を用いて、免疫沈降を行い、免
疫複合体の解析を行ったところ、Sam68 の発
現量で補正した 130-kDa アルギニンメチル
化たんぱく質の発現量は、5 週齢の普通食群
と比べ、70 週齢の高脂肪食群で有意に高値を
示した (Fig. 7) 。このことから、Sam68 のタ
ンパク質複合体は加齢と高脂肪食の両因子
によって変化することが示唆された。 

 

現在、Sam 68 と複合体を形成する 130-kDa 
アルギニンメチル化たんぱく質の同定を行
っており、今後、本たんぱく質のアルギニン
メチル化の意義を解明し、複合体のコンフォ
メーションおよび機能への影響を明らかに
する予定である。 
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