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略語一覧 
 

ALS amyotrophic lateral sclerosis 

ADMA asymmetric dimethyl arginine 

ANOVA analysis of variance 

APS ammonium peroxydisulfate 

ATP adenosine triphosphate 

BioID proximity-dependent biotin identification 

BSA bovine serum albumin 

C cysteine 

D aspartic acid 

DDX3 DEAD-box helicase 3 X-linked  

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMF N, N-dimethylformamide 

DMSO dimethyl sulfoxide 

DNA deoxyribonucleic acid 

dNTP deoxyribonucleoside triphosphate 

dsRNA double-stranded RNA 

E glutamic acid 

EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 

EGTA ethylene glycol bis (2-aminoethyl Ether)-N, N, N’, N'-tetraacetic acid 

FBS fetal bovine serum 

FUS fused in sarcoma 

GSH glutathione 

GSNO S-nitrosoglutathione 

HCl hydrochloric acid 

HPDP N-[6-(Biotinamide) hexyl]-3’-(2’-pyridyldithio) propionamide 
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HRP horseradish peroxidase 

IgG immunoglobulin G 

K lysine 

LC-MS/MS liquid chromatography with tandem mass spectrometry 

MMTS S-methyl methanethiosulfonate 

mRNA messenger RNA 

NO nitric oxide 

NOS nitric oxide synthase 

PBS phosphate buffered saline 

PCR polymerase chain reaction 

PRMT1 protein Arginine Methyltransferase 1 

PVDF polyvinylidene difluoride 

R arginine 

RIPA radioimmunoprecipitation 

RNA ribonucleic acid 

S serine 

SDS sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate- polyacrylamide gel electrophoresis 

SNO S-nitrosylation 

SNOC S-nitrosocysteine 

ssRNA single-stranded RNA 

STAT1 signal transducer and activator of transcription 1  

TBE Tris-borate-EDTA 

TBS-T Tris-buffered saline tween 20 

TEMED N, N, N’, N’-tetramethylethilenediamine 

Tris Tris (hydroxymethyl) aminomethane 

Tween 20 polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate 
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使用薬物一覧 
 

2-mercaptoethanol  Merck 

2-propanol 富士フイルム和光純薬 

30 (w/v) % acrylamide-bis (19:1) BIO-RAD 

30 (w/v) % acrylamide-bis mixed solution (37:5:1) ナカライテスク 

acetone 富士フイルム和光純薬 

agarose S ニッポンジーン 

ampicillin sodium   富士フイルム和光純薬 

APS 富士フイルム和光純薬 

ATP Sigma Aldrich 

BactoTM agar BD (Becton, Dickinson) 

BactoTM tryptone  BD (Becton, Dickinson) 

BactoTM yeast extract  BD (Becton, Dickinson) 

BCA protein assay kit TaKaRa Bio Inc 

β-glycerophosphate     富士フイルム和光 

EZ-link HPDP-biotin   Thermo Fisher Scientific 

bromophenol blue 富士フイルム和光純薬 

BSA ナカライテスク 

Can Get Signal immunoreaction enhancer solution     TOYOBO 

chloroform   富士フイルム和光純薬 

cOmplete protease inhibitor cocktail tablets Roche 

complete quick DH5α TOYOBO 

DMEM     富士フイルム和光純薬 

DMEM/Ham’s F-12  富士フイルム和光純薬 
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DMSO    富士フイルム和光純薬 

DMF 富士フイルム和光純薬 

Dpn I 日本ジェネティクス 

EDTA・4Na Dojindo 

EGTA buffer 0.5M, pH 8.0  バイオメディカルサイエンス 

ethanol 富士フイルム和光純薬 

ethidium bromide Amresco 

FavorPrep gel/PCR purification kit  チヨダサイエンス 

FBS Gibco 

glutathione (reduced form) 富士フイルム和光純薬 

glycine 富士フイルム和光純薬 

HCl 富士フイルム和光純薬 

ImmunoStar LD 富士フイルム和光純薬 

KCl 富士フイルム和光純薬 

L-cysteine 富士フイルム和光純薬 

L (+)-ascorbic acid sodium salt 富士フイルム和光純薬 

ligation convenience kit 日本ジーン 

Lipofectamine 3000 reagent   Thermo Fisher Scientific 

methanol 富士フイルム和光純薬 

Mlu I New England Biolab 

MMTS 富士フイルム和光純薬 

MS023 (type1 PRMT inhibitor)  Selleck 

MS 用銀染色キット アプロサイエンス 

NaCl 富士フイルム和光純薬 
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NaOH 富士フイルム和光純薬 

neocuproine Sigma-Aldrich 

NP-40 Sigma-Aldrich 

NOC-18 Dojindo 

Opti-MEM GIBCO 

PEI max Polyscience 

penicillin-streptomycin solution Sigma-Aldrich 

Pierce anti-HA magnetic beads  Thermo Fisher Scientific 

Pierce NeutrAvidin agarose Thermo Fisher Scientific 

polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate 富士フイルム和光純薬 

protein G sepharose 4 fast flow GE Health Life Science 

PrimeSTAR GXL DNA polymerase TaKaRa Bio Inc 

Puromycin dihydrochloride 富士フイルム和光純薬 

Immobilon-P PVDF membrane Merck 

recombinant RNase inhibitor TaKaRa Bio Inc 

Sac II New England Biolab 

SDS 富士フイルム和光純薬 

skim milk 雪印乳業 

sodium deoxycholate Sigma-Aldrich 

sodium nitrite Sigma-Aldrich 

sodium orthovanadate 富士フイルム和光 

streptavidin agarose Invitrogen 

TaKaRa Ex premier DNA polymerase dye plus TaKaRa Bio Inc 

TEMED 富士フイルム和光純薬 

Triton X-100 Sigma-Aldrich 

trypsin-EDTA・4Na solution 富士フイルム和光純薬 
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使用抗体一覧 
 

抗体 メーカー 製品番号 希釈条件 

PRMT1 rabbit 
Polyclonal antibody 

Proteintech 11279-1-AP 1:10000, 5 (w/v) % 
BSA 

Anti-dimethyl-arginine 
Antibody, asymmetric 
(ASYM24) (rabbit) 

Sigma Aldrich 07-414 1:20000, 5 (w/v) % 
BSA 

asymmetric dimethyl 
arginine motif [adme-
R] MultiMub Rabbit 
mAb mix 

Cell Signaling 
Technology  

13522s 1:2500, Can Get Signal 
solution 

asymmetric dimethyl-
Histone H4R3 rabbit 
pAb 

ABclonal A7261 1:5000, 5 (w/v) % BSA 

Histone H4 Rabbit pAb ABclonal A1131 1:5000, 5 (w/v) % BSA 

FLAG (M2)-HRP 
Monoclonal antibody 

Sigma Aldrich A8592-2MG 1:50000, 5 (w/v) % 
skim milk 

HA tag Polyclonal 
antibody (rabbit) 

Proteintech 51064-2-AP 1:10000, 5 (w/v) % 
BSA 
2 μg (Co-IP) 

HA-Tag (6E2) Mouse 
mAb  

Cell Signaling 
Technology 

2367S 1:10000, 5 (w/v) % 
BSA 

HA Tag Monoclonal 
antibody (mouse) 

Proteintech 66006-2-Ig 3 μg (IP) 

Normal mouse IgG  Santa Cruz Sc-2025 3 μg (IP) 

Normal rabbit IgG 富士フイルム和光純薬 148-09551 2 μg (Co-IP) 

High sensitivity 
streptavidin-HRP 

Pierce 21134 1:10000, 5 (w/v) % 
BSA 

STAT1 antibody 
(rabbit) 

NOVUS Biologicals NB100-56314SS 1:500, 5 (w/v) % BSA 

β-Actin (13E5) Rabbit 
mAb (HRP Conjugate) 

Cell Signaling 
Technology 

5125S 1:50000, 5 (w/v) % 
skim milk 

Anti-Mouse IgG, HRP-
Linked F (ab’) 2 
Fragment Sheep 

Cytiva NA9310 1:50000, 5 (w/v) % 
skim milk, BSA, Can 
Get Signal solution 

Anti-Rabbit IgG, HRP-
Linked F (ab’) 2 
Fragment Donkey 

Cytiva NA9340 1:50000, 5 (w/v) % 
skim milk, BSA, Can 
Get Signal solution 
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第 1 章 序論 
  

一酸化窒素（nitric oxide: NO）は生体内で L-アルギニンから NO 合成酵素（nitric oxide 

synthase: NOS）によって生成されるガス状分子である．NO は低濃度では血管拡張や神経伝

達などの生理機能を担うが，神経興奮や炎症反応などによる過剰量の長期曝露条件下では

病態発症を招くことが知られている 1．NO の作用メカニズムの一つとして，タンパク質シ

ステインチオール基を可逆的に修飾する S-ニトロシル化（S-nitrosylation: SNO 化）修飾が知

られている．タンパク質 SNO 化は酵素活性や局在を変化させるなどの機能を担っており，

がんや神経変性疾患などの病態形成との関与が報告されている（図 1）2–13．当研究室ではこ

れまでに，protein disulfide isomerase（PDI），DNA methyltransferase 3B（DNMT3B），inositol-

requiring enzyme 1（IRE1），macrophage migration inhibitory factor（MIF），ubiquitin-conjugating 

enzyme E2 D1（UBE2D1）などの SNO 化タンパク質を同定し，病態との関連を報告してき

た 6,7,9,11,13．なお，phosphatase with sequence homology to tensin（PTEN）の SNO 化は 1-10 μM

といった低濃度の NO ドナー処理でみられ，生理的な NO 濃度では細胞生存に働くことが報

告されている 8．これまでに LC-MS/MS などを用いた SNO 化基質の網羅的探索が行なわれ

14，例えば SH-SY5Y 細胞における網羅的探索から 1443 種の SNO 化基質が同定された 15．

しかし，個々のタンパク質 SNO 化による影響は不明なものが多い．その中で，翻訳後修飾

酵素である protein arginine methyltransferase 1（PRMT1）に着目した．PRMT1 によるアルギ

ニンメチル化は生体内で主要な翻訳後修飾であり，メチル化が基質の機能制御に関わるこ

と，さらに PRMT1 が筋委縮性側索硬化症（ALS）などの病態に関与すること，PRMT1 の酵

素活性を制御する因子がほとんど明らかでないことから，PRMT1 の SNO 化による酵素活

性への影響を明らかにする意義があると考えた． 

 

図 1 NO の作用機序 
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アルギニンメチル化はタンパク質の約 0.5-2.0%に見られる主要な翻訳後修飾である 16．ア

ルギニンはタンパク質の表面に多く存在して水素結合の形成に関与し，メチル化されるこ

とで水素結合の形成が抑制される（図 2A）17–19．一方で，メチル化修飾により疎水性が増大

し，疎水性相互作用が形成される 18．以上から，アルギニンのメチル化はタンパク質間やタ

ンパク質－核酸間の相互作用に寄与する．PRMT は，タンパク質アルギニンのメチル化を介

して，相互作用，酵素活性，局在，安定性，シグナル伝達を変化させ，種々のタンパク質の

機能制御に関与している（図 2 B）20–24．例えば PRMT はタンパク質のアルギニンメチル化

を介して，転写，シグナル伝達，細胞生存，DNA 損傷応答，RNA プロセシング，輸送，炎

症反応などを制御する 25．PRMT は現在 9 種存在することが知られており，以下 3 つのサブ

タイプに属する．モノメチル化に加えて非対称性ジメチル（Asymmetric dimethyl arginine: 

ADMA）化を担う Type I（PRMT1, 2, 3, 4, 6, 8 が属する），モノメチル化と対称性ジメチル化

を担う Type II（PRMT5, 9 が属する），モノメチル化のみを担う Type III（PRMT7 が属する）

である（図 2C）．また，アルギニン脱メチル化酵素として JMJD6 が報告されている 26．PRMT1

は Type I に属し，細胞内の全アルギニンメチル化の約 85%を担う主要な酵素である 27,28．

PRMT1 は広く組織に発現し，そのノックアウトによって胎生致死がもたらされる 25．また，

PRMT1 は脳の発達に重要であることが報告されている 29,30．PRMT1 の基質にはヒストン

H4 のアルギニン（R）3 が含まれ，転写調節に関与している 31,32．また PRMT1 の基質とし

て，多くの RNA 結合タンパク質が単離同定され，スプライシング，転写，翻訳など，RNA

代謝に関わっていることが明らかにされてきた 31,33,34．さらに，PRMT1 は ALS などの病態

との関与が示唆されている 21．PRMT1 による基質アルギニンメチル化が H2O2 を介した酸

化ストレスを介して増加することが報告されているが，PRMT1 の酵素活性を制御する因子

についてはほとんど不明である 35． 

 

 

 

  

A 
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図 2 アルギニンメチル化と PRMT の機能 

 

 

（A）アルギニンメチル化と水素結合 

 

（B）PRMT によるタンパク質メチル化における役割 

 

（C）PRMT のサブタイプによるメチル化様式の違い 

 

  

B 

C 
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また，BioID による PRMT1 基質の探索を行い，DEAD-box helicase 3X-linked（DDX3）に

着目して PRMT1 の SNO 化による RNA 代謝への影響を検証した．BioID は，大腸菌ビオチ

ンリガーゼである BirA が PRMT1 近傍のタンパク質をビオチン化することを利用して基質

を検出する手法であり，免疫沈降法と比較してより多くの基質を探索できることから，

PRMT1 の機能を広く解析できると考えた．BioID から，PRMT1 基質候補には RNA 代謝に

関わるタンパク質が多く存在することが分かった．DDX3 に着目した理由は，RNA 代謝に

広く関わる因子であること，PRMT1 による ADMA 化の DDX3 機能への影響がほとんど不

明であったこと，さらに ALS との関連が報告されていたことである 36．DDX3 は，ATP 依

存性 RNA ヘリカーゼであり，転写，スプライシング，RNA の輸送，翻訳など，RNA 代謝

の多くの経路に関与している 36–39．DDX3 のノックダウンは翻訳全体には影響しないが，

mRNA は 5’UTR に 2 次構造を有すると翻訳が抑制されることが知られており，DDX3 が 2

次構造を解くことで翻訳の抑制を解除することが知られている（図 3）36．また，DDX3 は

細胞周期調節，ストレス顆粒形成やインフラマソーム活性化などのストレス応答，抗アポト

ーシス活性などにも関与している 37,40–42．これまでに DDX3 におけるメチル化の役割はほ

とんどわかっていない．また，PRMT1 がヒストンや DDX3 など転写制御に関与する基質を

有することから，PRMT1 の SNO 化が転写に影響する可能性が考えられた 31,32,37． 

 

 

以上の背景から，本研究では SNO 化による PRMT1 の機能制御を介した RNA 代謝と転写

への影響を解明することを目的に取り組んだ． 

 

 

 

 

 

図 3 DDX3 による翻訳抑制の解除 
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第 2 章 本論 
 

2-1 実験方法 
 

2-1-1 細胞培養 
 

ヒト胎児腎臓由来 HEK293T 細胞，ヒト子宮頸がん由来 HeLa 細胞は，56℃で 30 分間非動

化処理した 10 (v/v) % FBS および 1 (w/v) % penicillin-streptomycin を含む DMEM（Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium）（High Glucose）with L-Glutamine and Phenol Red 培地において，5% 

CO2，95% air，37℃の条件下で培養した．ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞は，56°C，30 分

間非働化処理した10 (v/v) % FBSおよび1 (w/v) % penicillin-streptomycinを含むD-MEM/Ham’s 

F-12 with L-Glutamine and Phenol Red 培地を用いて 5% CO2，95% air，37°C の条件下で培養

した． 

 

2-1-2 NO 供与体の調製 
 

NO ドナーは以下の組成で用時調製した．光によって分解されるため，調製は暗所で行っ

た． 

 

・100 mM S-nitrosocysteine（SNOC）（図 4） 

NaNO2 2 mg 

L-cysteine 3.5 mg 

滅菌水 232 μL 

3 N HCl 58 μL 

 

SNOC の各濃度への希釈は 100 mM HEPES-NaOH（pH 7.7）を用いて行った．各実験のネ

ガティブコントロールには，半年以上放置して NO 放出能を失った SNOC（old SNOC）を用

いた． 

 

・100 mM S-nitrosoglutathione（GSNO）（図 4） 

NaNO2 2 mg 

glutathione（GSH，reduced form） 8.9 mg 

滅菌水 232 μL 

3 N HCl 58 μL 
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GSNO の各濃度への希釈は 100 mM HEPES-NaOH（pH 7.7）を用いて行った．各実験のネ

ガティブコントロールには，NaNO2 を加えずに調製したもの（GSH）を用いた． 

 

・10 mM NOC-18（3406913，Dojindo）（図 4） 

NOC-18 1.6 mg 

滅菌水 1000 μL 

 

 

 

図 4 NO ドナーの構造 

 

 

 

2-1-3 ビオチンスイッチアッセイ 
 

PRMT1 の SNO 化を検出するために，SNO 化特異的検出法であるビオチンスイッチアッ

セイを用いた（図 5）43． 

 

(1) 試薬調製 

 

・Radio immunoprecipitation assay（RIPA）buffer 

50 mM Tris-HCl（pH 7.5） 
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150 mM NaCl 

0.1 (w/v) % sodium dodecyl sulfate（SDS） 

1 (v/v) % Triton X-100 

0.5 (w/v) % Sodium deoxycholate 

1×cOmplete protease inhibitor cocktail tablets（11836145001，Roche） 

 

・HEN Buffer 

250 mM HEPES-NaOH（pH 7.7） 

1 mM ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA） 

0.1 mM neocuproine 

 

・HENS Buffer 

HEN buffer containing 1 (w/v) % sodium dodecyl sulfate（SDS） 

 

・Blocking buffer 

9 volumes of HEN buffer plus 1 volume 25 (w/v) % SDS  

15 mM or 25 mM methyl methanethiosulfonate（MMTS）  

2 M dimethylformamide（DMF） 

内在性 PRMT1 の SNO 化検出には 25 mM MMTS，過剰発現系の SNO 化検出には 15 mM 

MMTS を用いた． 

 

・Neutralization buffer 

20 mM HEPES-NaOH（pH 7.7） 

100 mM NaCl 

1 mM EDTA 

0.5 (v/v) % Triton X-100 

 

・Neutralization buffer + NaCl 

20 mM HEPES-NaOH（pH 7.7） 

600 mM NaCl 

1 mM EDTA 

0.5 (v/v) % Triton X-100 
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(2) SNO 化タンパク質の検出 

 

10 cm dish に SH-SY5Y 細胞，もしくは 6 cm dish に HEK293T 細胞を播種し，80%の密度

の細胞に NO 供与体を処理した．内在性 SNO 化 PRMT1 の検出には，SNOC もしくは GSNO

を 0-200 μM 処理し，SNOC は 10 分間，GSNO は 5 分間，CO2 インキュベータ内で反応させ

た．過剰発現系の SNO 化検出では，200 μM の SNOC を 30 分間 CO2 インキュベータ内で

反応させた．次に，RIPA buffer を用いて 2-1-7-(1)(2)の手順で細胞を溶解し，BCA アッセイ

を用いてタンパク質定量を行った．各サンプルの細胞抽出液 800 μg を全量 800 μL となるよ

うに RIPA buffer で希釈し，15 mL チューブにいれた． 

次にSNO化されていないチオール基を保護して，ビオチンとの反応を防ぐために blocking 

buffer を各サンプルに 3.2 mL ずつ加えて，50°C で 30 分間反応させた．この操作は遮光で実

施し，3 分毎に転倒混和とボルテックスミキサーで十分に攪拌した． 

次に，-20°C で冷却した 8 mL のアセトンを加えて，-20°C，30 分間遮光条件下で静置し

た．その後，4°C，2,000×g で 5 分間遠心した（アセトン沈殿）．上清を取り除き，70 (v/v) % 

のアセトンを加えて 4°C，2,000×g で 5 分間遠心する工程を 2 回繰り返した．上清を取り除

き，沈殿したペレットを 10 分間乾燥させた後，HENS buffer を 200 μL 加えてペレットを溶

解し，1.5 mL チューブに移した． 

このチューブに，SNO 化システインの還元のために 0.625 M アスコルビン酸ナトリウム

水溶液を 5.6 μL 添加し，さらにチオール基のビオチン化のために 1 mM HPDP-biotin 溶液を

66 μL 添加して室温で 1 時間反応させた．沈殿物を取り除くために各サンプルを 4°C，

20,400×g で 10 分間遠心し，上清を新しい 1.5 mL チューブに移した． 

その後，－20°C で冷却したアセトンを 540 μL 加えて－20°C で 30 分間静置し，4°C， 

2,000×g で 5 分間遠心した．余剰のアセトンを除き，70 (v/v) %アセトン 1 mL でペレットを

洗浄し，4°C，2,000×g で 5 分間遠心した．上清を除いてペレットを 10 分間乾燥させ，450 

μL の HENS buffer でペレットを溶解し，18 μL の溶液を input として別の 1.5 mL チューブに

移した． 

残りの溶液にNeutralization bufferを800 μL加えて転倒混和し，NeutrAvidin agarose（29201，

Thermo Fisher Scientific）を 50 μL 加えた．その後，ローテーターを用いて 4°C で一晩緩やか

に攪拌することで，ビオチン化タンパク質をビーズへ結合させた．翌日，各サンプルを卓上

遠心機で遠心した後に上清を除去し，Neutralization buffer + NaCl を 800 μL 加えて 5 回転倒

混和し，再び遠心して 1 分間静置し上清を取り除いた．この操作を 5 回繰り返し，さらに 

Neutralization buffer を用いて同様の操作を 2 回繰り返すことで，ビーズに結合していない余
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剰タンパク質を除いた． 

上清を除いたサンプルに 2×SDS-PAGE sample buffer（組成は 2-1-7 を参照）を 28 μL，input

サンプルに 4×SDS-PAGE sample buffer を 6 μL 加えて 100°C で 5 分間加熱し，2-1-7 に記載

している手順に従ってウエスタン・ブロッティングに供した． 

 

 

 

 

図 5 ビオチンスイッチアッセイの概要 

 

 

2-1-4 PRMT1 システインをセリンに置換したプラスミドの作製 
 

(1) 変異の導入（システインをセリンに置換するための PCR） 

 

 FLAG タグ標識された PRMT1 プラスミド（pCMV6 を母体とする．Human，RC224239，

Origene）を鋳型に，以下に示すプライマーと PrimeSTAR GXL polymerase（R050A，TaKaRa 

Bio Inc）を使用して，以下に示す反応条件で PCR を行った． 

 

・プライマー配列 

PRMT1 C119S Forward: 5’-TCG AGA GCT CGA GTA TCT CTG ATT ATG CG-3’ 

PRMT1 C119S Reverse: 5’-TAC TCG AGC TCT CGA TCC CGA TGA CCT TG-3’ 

PRMT1 C226S Forward: 5’-ACA TGA GTT CCA TCA AAG ATG TGG CCA T-3’ 

PRMT1 C226S Reverse: 5’-TGA TGG AAC TCA TGT CGA AGC CAT ACA C-3’ 
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・組成 

5×PrimeSTAR GXL Buffer 10 μL 

dNTP mixture 4 μL  

10 μM プライマー（Forward/Reverse） 各 1 μL 

PRMT1 プラスミド 50 ng 

Prime STAR GXL DNA polymerase 1 μL 

滅菌水 up to 50 μL 

 

・PCR 反応条件 

[1] 94°C 5 分間 

[2] 94°C 30 秒間 

[3] 50 °C 15 秒間 

[4] 68°C 10 分間 

[2]から[4]までを 14 サイクル 

[5] 68°C 7 分間 

[6] 4°C ∞ 

 

PCR 反応終了後，PCR 産物に Dpn I を 1 μL 加え，37°C で 1 時間反応させた． 

 

(2) PRMT1 変異体の DNA 精製 

 

250 μL の以下に示す組成の TE buffer を加えた． 

 

・TE buffer 

10 M Tris-HCl  

1 mM EDTA（pH8.0） 

 

さらに 30 μL の 3 M CH3COONa，300 μL のフェノール/クロロホルム/イソアミルアルコー

ルを加えてボルテックスミキサーで十分に攪拌し，12,000 rpm，4°C，1 分間遠心し，上清を

新しい 1.5 mL チューブに移した．次にエタノールを 1 mL 加えて 4°C，15,000 rpm，15 分間

の条件で遠心し，上清を取り除いて，4 分間風乾し，10 μL の TE buffer を加えてよくピペッ

ティングした． 
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(3) 形質転換 

 

作製したプラスミド DNA を 10 μL の大腸菌 DH-5α に全量加え，LB/kanamycin プレート

に播種して一晩培養した．大腸菌からのプラスミド DNA の精製は，FavorPrep Plasmid DNA 

Extraction Mini Kit（FAVORGEN）を用いて行った．各コロニーを 50 μg/mL の kanamycin を

含む 3 mL の LB 培地に植菌し，一晩振とう培養した菌液より精製した．プラスミド DNA の

配列は GENEWIZ from Azenta life sciences に委託し，確認した． 

 

2-1-5 トランスフェクション 
 

6 cm dish に HEK293T 細胞を翌日 60%の密度になるように播種し，37℃で一晩培養した

後，PEI max（24765-2，Polyscience）を用いてトランスフェクションを行った．4 μg 分のプ

ラスミド DNA 溶液をそれぞれ用意し，これに Opti-MEM を 250 μL 加えた．ここに PEI max 

10 μL を含んだ Opti-MEM 250 μL を加えて混和し，20 分間室温で静置した後，全量を細胞

に均一に滴下した．37℃で 24 時間培養して当該タンパク質を強制発現させた． 

 

2-1-6 ADMA 化修飾の検出 
 

(1) タンパク質全体の ADMA 化修飾の検出 

 

3.5 cm dish にHeLa細胞を播種し，翌日50%の密度の細胞に0-200 μMのNOC-18（Dojindo）

を処理し，CO2 インキュベータ内で 48 時間反応させた．SNOC と GSNO は半減期がそれぞ

れ数分，数時間と短いため，半減期が 21 時間と長い NOC-18 を使用した．また，Type I PRMT

阻害薬として MS023（S8112，Selleck）を用いた（図 6）．NOC-18 を処理した 48 時間後に，

RIPA buffer を用いて 2-1-7 に従って細胞を溶解し，各サンプルのタンパク質量が 10 μg とな

るようにウエスタン・ブロッティングに供した． 

 

(2) ヒストン抽出とヒストン H4R3me2a の検出 

 

3.5 cm dish に HEK293T 細胞を播種し，翌日 50%の密度の細胞に 0-200 μM の NOC-18 ま

たは 10 μM の MS023 を処理し，48 時間 CO2 インキュベータ内で反応させた．以下の組成

の TEB buffer を 200 μL 添加して細胞を剥離し，全量を 1.5 mL チューブに移し，4°C で 10

分間，ローテーターを用いて撹拌した．その後，4°C，2,000 rpm で 10 分間遠心し，上清を

除いた．残ったペレットに TEB を 100 μL 添加し，4°C，2,000 rpm で 10 分間遠心して上清
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を除くことで洗浄した．次に 0.2 N の HCl を 70 μL 添加して懸濁し，4°C でローテーターを

用いて一晩攪拌した．翌日 4°C，2,000 rpm で 10 分間遠心して上清を新しい 1.5 mL チュー

ブに移した．2 M の NaOH を 7 μL 混和し，BCA 法でタンパク質定量を行った．各サンプル

に 4×SDS-PAGE sample buffer（組成は 2-1-7 を参照）を全体量の 1/4 量になるように加えて，

100°C で 5 分間加熱した．各サンプルのタンパク質量が，ヒストン H4R3me2a の検出には 5 

μg，total ヒストン H4 の検出には 10 μg となるように 2-1-7 の手順に従ってウエスタン・ブ

ロッティングに供した． 

 

・TEB buffer in PBS 

0.5 (v/v) % Triton X-100  

0.02 (w/v) % NaN3 

 

 

 

図 6 MS023 

 

 

 

2-1-7 ウエスタン・ブロッティング 
 

(1) 細胞抽出液の調製 

 

RIPA buffer などの細胞溶解液を用いて細胞を溶解した．4°C で 5 分間静置した後，細胞抽

出液を 1.5 mL チューブに移し，RIPA buffer で溶解した場合のみ粘性がなくなるまで氷上で

ソニケーションに供した．その後，4°C，15,000 rpm の条件で 10 分間遠心し，上清を別の 1.5 

mL チューブに移した．細胞抽出液に 4×SDS-PAGE sample buffer を全体量の 1/4 量となるよ

うに添加し，100°C で 5 分間加熱した．  
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(2) BCA によるタンパク質定量 

 

TaKaRa BCA Protein Assay kit（T9300A，TaKaRa Bio Inc）を使用してタンパク質定量を行

った．Working solution として，BCA reagent A : BCA reagent B = 100 : 1 の比率で混合して調

製した．検量線作成用に 0，0.125，0.25，0.5，1.2 μg/μL の BSA 水溶液および濃度未知の細

胞抽出液を用意した．マイクロプレートの各ウェルに，それぞれ Working solution を 200 μL， 

検量線または細胞抽出液を 10 μL 加えて混合した．37°C で 30 分間反応させた後，マイクロ

プレートリーダーを用いて 540 nm における各サンプルの吸光度を測定した．BSA 検出値で

検量線を作成し, 細胞抽出液のタンパク質濃度を算出した． 

 

(3) 試薬調製 

 

・4×SDS-PAGE sample buffer 

250 mM Tris-HCl（pH 6.8） 

20 (v/v) % 2-mercaptoethanol 

40 (v/v) % glycerol 

8 (w/v) % SDS 

0.02 (w/v) % bromophenol blue 

 

・SDS-PAGE running buffer 

25 mM Tris 

192 mM glycine 

1 (w/v) % SDS 

 

・Transfer buffer 

25 mM Tris 

192 mM glycine 

20 (v/v) % methanol 

 

・TBS-T 

137 mM NaCl 

10 mM Tris-HCl（pH 7.4） 

0.1 (v/v) % Tween 20 
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(4) ウエスタン・ブロッティング 

 

タンパク質サンプルは SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）に供した．泳

動用緩衝液として SDS-PAGE Running buffer を用い，100 V で 30 分間電気泳動し，続いて

120V で 60 分間電気泳動した．次に PVDF メンブレン（ゲルポアサイズ 0.45 μm）へのタン

パク質の転写を，100V，60 分間の条件で，transfer buffer 中で行った．次に 5 (w/v) % skim 

milk もしくは 5 (w/v) % BSA in TBS-T の組成の blocking buffer を用いて，室温で 30 分間振

とうした．その後，転写されたメンブレンを抗体一覧に記載している条件で一次抗体に 4°C

で一晩浸し，翌日 TBS-T buffer を用いて 5 分間×3 回洗浄した．2 次抗体を室温で 1 時間反

応させた後，再度TBS-Tで 5 分間×3 回洗浄した．化学発光試薬イムノスターLD（290-69904，

富士フイルム和光純薬）を PVDF メンブレンに添加し，ChemiDocTM MP Imaging System（Bio-

Rad）または ChemiDocTM XRS+ with Image LabTM software を用いて，目的タンパク質のバン

ドを検出した． 

 

2-1-8 BioID 
 

PRMT1 基質の探索のために BioID を行った（図 7）44．  

 

(1) PRMT1-BirA プラスミドの作製 

 

(1)-1 BirA 配列の増幅 

 

Thermo Fisher Scientific にて人工合成された BirA 配列を鋳型に以下の配列の primer 及び，

組成と PCR 条件で，BirA 配列を増幅した． 

 

・Primer: 

 Forward: 5’-CCC ACG CGT GGA TCC AAG GAC AAC ACC-3’ 

Reverse: 5’-GGG CCG CGG CTA TGC GTA ATC CGG TAC-3’ 

 

・組成 

2×EX Premier DNA polymerase Dye plus（RR371，TaKaRa Bio Inc） 2.5 μL 

10 μM Primer（forward/riverse） 0.5 μL 

DNA（pEBMulti-puro BirA-HA） 50 ng 

滅菌水 up to 50 μL 
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・PCR 反応条件 

[1] 94°C 5 分間 

[2] 98°C 10 秒間 

[3] 56°C 15 秒間 

[4] 68°C 2 分間 

[2]から[4]を 30 サイクル繰り返す 

[5] 68°C 7 分間 

[6] 4°C ∞ 

 

PCR 産物を 1.5 mL チューブに移し，250 μL の TE buffer を加えた．さらに 3 M CH3COONa

を 30 μL 加えたのち，300 μL のフェノール/クロロホルム/イソアミルアルコールを加えてボ

ルテックスミクスチャーで混合した．室温で 10,000 rpm，1 分間遠心し，上清を新しい 1.5 

mL チューブに移した．さらに 100 (v/v) % EtOH を 1 mL 加えて，15,000 rpm，4°C で 10 分

間遠心して上清をすべて取り除いた．5 分間風乾し，滅菌水 20.5 μL で溶解した． 

 

(1)-2 制限酵素カット 

 

以下の組成で試薬[1]と[2]をそれぞれ調製し，37°C で 2 時間反応させた． 

 

[1] BirA フラグメント 

10×CutSmart（New England BioLabs） 2.5 μL 

Mlu I-HA（New England BioLabs） 1 μL 

Sac II（New England BioLabs） 1 μL 

PCR 産物（BirA） 20.5 μL 

 

[2] PRMT1 プラスミドベクター 

10×CutSmart（New England BioLabs） 2.5 μL 

Mlu I-HA（New England BioLabs） 1 μL 

Sac II（New England BioLabs） 1 μL 

PRMT1 プラスミド（Human，RC224239，Origene） 1 μg 

滅菌水 up to 25 μL  
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(1)-3 BirA フラグメントと PRMT1 プラスミドの精製 

 

制限酵素カットを施したサンプルをゲル電気泳動に供した．1 (w/v) % agarose gel（0.5×TAE

を含む）にサンプルを全量供し，1×TAE buffer で 20 分間電気泳動した．1×ethidium bromide

溶液に 20 分間ゲルを浸して Gel Doc EZ Imager（Bio-Rad）で検出した．PRMT1 プラスミド

は約 5000 bp，BirA フラグメントは 1000 bp ほどの位置に検出される．バンドがある位置で

ゲルを切り抜き，細かく砕いて 1.5 mL チューブに移した．DNA 抽出は GEL/PCR purification 

kit（FAGCK-001-1，FAVORGEN）を用いてメーカーが推奨するプロトコルに準じて行った．

FADH buffer 600 μL を加えて 50°C のヒートブロックで溶解し，カラムに移した．室温で

10,000 rpm，30 秒間遠心し，カラムに DNA を吸着させた．次に 600 μL の wash buffer を加

え，室温で 10,000 rpm，30 秒間遠心してカラムを洗浄し，さらに室温で 10,000 rpm，1 分間

遠心して余分な試薬を除いた．カラムに 1.5 mL チューブをつけて，30 μL の elution buffer を

加えて 1 分間静置し，その後，室温で 10,000 rpm，1 分間遠心した． 

 

・1×TAE buffer 

40 mM Tris 

40 mM 酢酸 

1 mM EDTA（pH8.0） 

 

(1)-4 PRMT1 プラスミドと BirA フラグメントのライゲーション反応 

 

以下の組成で試薬を調製し，16°C で一晩反応させた． 

 

・2×ligation Mix（319-05961，NIPPON GENE） 2.5 μL 

BirA フラグメント（(1)-2-[1]） 1.25 μL 

PRMT1 ベクター（(1)-2-[2]） 1.25 μL 

 

フラグメントとベクターの DNA 量の比率は約 4:1 となるように，NanoVue Plus with Printer

（GE ヘルスケア）で DNA 濃度を測定して計算し，合計 2.5 μL となるように調製した． 

 

(1)-5 PRMT1-BirA プラスミドの精製 

 

作製したプラスミド DNA を全量，10 μL の大腸菌 DH-5α に加え，LB/kanamycin プレート
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に播種して一晩培養した．大腸菌からのプラスミド DNA の精製は，FavorPrep Plasmid DNA 

Extraction Mini Kit（FAVORGEN）を用いて行った．各コロニーを 50 μg/mL の kanamycin を

含む 3 mL の LB 培地に植菌し，一晩振とう培養した菌液より精製した．プラスミド DNA の

配列は GENEWIZ from Azenta life sciences に委託し，確認した． 

 

(2) BioID 

 

6 cm dish に HEK293T 細胞を翌日 50%の密度となるように播種して一晩培養し，PRMT1-

BirA プラスミドをトランスフェクションした．その際，Lipofectamine 3000 を用いて下記の

[1]と[2]を混ぜて 20 分間静置し，細胞に全量添加した．トランスフェクション 6 時間後に培

地を交換した．  

 

[1] 

Lipofectamine 3000 reagent 15 μL 

Opti-MEM 250 μL 

 

[2] 

Opti-MEM 250 μL 

PRMT1-BirA プラスミド 5 μg 

P3000 reagent 5 μL 

 

トランスフェクションから 24 時間後に 50 μM のビオチンを添加し，トランスフェクショ

ン開始から 48 時間後に以下の手順で細胞抽出液を回収した．まず 1×PBS で 2 回細胞を洗

い，その後，以下の組成の Lysis buffer 500 μL で細胞を溶解した．氷上で 10 分間静置した後

に，1.5 mL チューブに移し，1 分間ソニケーションに供した．次に，125 μL の 10 (v/v) % 

Triton X-100 を加えて終濃度 2 (v/v) %にし，30 秒間ソニケーションに供した．さらに 125 μL

の 50 mM Tris-HCl（pH7.4）を加えて 30 秒間ソニケーションに供した．次に，16,000×g，4°C

の条件で 10 分間遠心し，上清を回収してそのうちの 50 μL を input にした．残りの上清に

100 μL の NeutrAvidin agarose を添加し，4°C で一晩，ローテーターを用いて反応させ，ビー

ズにビオチン化タンパク質を結合させた．翌日，卓上遠心機を用いて上清を除いた．次に 500 

μL の Lysis buffer を加えて 10 回転倒混和し，卓上遠心機を用いてビーズを沈降させて上清

を除いた．この操作を 5 回繰り返してビーズを洗浄した．2-1-10 の LC-MS/MS による PRMT1

基質探索や，BirA 発現確認と基質ビオチン化確認のために 2-1-7 のウエスタン・ブロッティ
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ングや 2-1-9 銀染色に供した． 

 

・Lysis buffer 

50 mM Tris-HCl（pH7.4） 

0.5 M NaCl   

0.4 (w/v) % SDS 

5 mM EDTA（pH8.0） 

1 mM DTT 

1×Protease inhibitor 

 

 

 

 

図 7 BioID の概要 

 

 

2-1-9 銀染色 
 

(1) 試薬調製 

 

・固定液 

エタノール 15 mL 

酢酸 5 mL 

滅菌水 up to 50 mL 

 

・増感液 

増感液（50×） 1 mL 

エタノール 15 mL 

滅菌水 up to 50 mL 
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・現像液 

現像試薬 1.25 g 

現像原液 1 mL 

滅菌水 up to 50 mL 

 

(2) 銀染色 

 

銀染色は MS 用銀染色キット（SP4020，アプロサイエンス）を使用してメーカーが推奨す

るプロトコルに従って行った．2-1-7 ウエスタン・ブロッティングの手順に従って電気泳動

した後，50 倍希釈した前処理液 50 mL にゲルを浸して 2 分間振穏やかに振とうした．次に

ゲルを固定液に浸し，15 分間穏やかに振とうする工程を 2 回行った．次にゲルを増感液に

浸し，30 分間穏やかに振とうした．続いて，ゲルを 50 mL の滅菌水に浸し，5 分間振とう

して液を捨てた．この工程を 3 回繰り返した．次に 50 倍に希釈した染色液 50 mL にゲルを

浸し，穏やかに 20 分間振とうした．その後，ゲルを 50 mL の滅菌水に浸し，1 分間穏やか

に振とうしたのち，新しい滅菌水に交換して再度 1 分間振とうした．次にゲルを現像液に 1

分間浸して振とうした．現像液を捨てて，50 倍希釈した停止液にゲルを浸して 10 分間振と

うした．最後にゲルを 50 mL の滅菌水に浸し，10 分間振とうしたのち，再度滅菌水を交換

して 10 分間振とうした．銀染色したゲルのバンドは，Gel Doc EZ Imager（Bio-Rad）で検出

した． 

 

2-1-10 液体クロマトグラフィー・質量分析法（LC-MS/MS） 
 

2-1-8 でビーズを洗浄した後，ビーズサンプルに少量の Lysis buffer を添加した状態で，理

化学研究所 環境資源科学研究センター 生命分子解析ユニット 堂前 直 先生に送付し，解

析していただいた 45．具体的には以下の操作を依頼した．ビーズの上清を除き，2 mM ビオ

チンを含む SDS-PAGE sample buffer をビーズに加え，SDS-PAGE に供した．running ゲルに

達した段階で，単一のバンドを切り出し，trypsin を 37°C で 12 時間反応させてタンパク質

をペプチド断片に切断した．消化したペプチド混合物に 1 (v/v) %ギ酸を添加してペプチド

溶液を酸性化した．ナノスプレーカラム（NTCC-360/75–3-105，Nikkyo Technos, Co., Ltd.）と

Q Exactive HF-XHybrid Quadrupole-Orbitrp 質量分析計（Thermo Fisher Scientific）を組み合わ

せて質量分析した．移動相として solvent A: 0.1 (v/v) % formic acid in water，solvent B: 0.1 

(v/v) % formic acid in 80 (v/v) % acetonitrile を用いた．Proteome Discoverer 3.0（Thermo Scientific）

と Mascot 2.8（Matrix Science）を組み合わせて LC-MS/MS データを解析し，タンパク質の同
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定と定量を行った． 

 

2-1-11 データ解析 
 

(1) ベン図の作製 

 

1349 種のビオチン標識されたタンパク質のうち，NCBI（National Center for Biotechnology 

Information）の遺伝子シンボルを持つ 1109 種のタンパク質と，データベース Harmonizome 

3.0（https://maayanlab.cloud/Harmonizome/）46 の Pathway Commons Protein-Protein Interactions

に収載されている 2064 種の PRMT1 基質と比較した．BioVenn（http://www.biovenn.nl/）を用

いて，ベン図を作成して比較した 47． 

 

(2) Gene Ontology 解析（GO 解析） 

 

GO 解析は，Metascape ver.3.5.20230501（https://metascape.org/gp/index.html#/main/step1）48

を用い，biological process の GO データセットを用いて行った．BioID において fold change

が 2 以上だった基質候補の上位 500 種を解析に供した．GO 解析の結果は，上位 10 種の GO

タームについて Prism を用いて可視化した． 

 

(3) Gene set enrichment analysis（GSEA） 

 

(3) -1 gmt ファイルの作製 

 

GEO database（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）から PRMT1 ノックダウンもしくは阻害

薬を細胞に処理した条件で RNA sequencing を行ったデータを探し，GSE122435 と 

GSE158625 のデータをダウンロードした．それらのデータについて，PRMT1 ノックダウン

または阻害薬処理時の TPM（transcripts per million）に 1 を加えた値（TPM+1）をコントロ

ールの TPM＋1 で割ることで，遺伝子の発現変化における fold change を算出した．次に，

fold change が 2 以上の発現増加，または 0.5 以下の発現低下した遺伝子を抽出して下記の例

のように excel に gene symbol のリストを記載し，text ファイルに変換後，gmt ファイルに変

換した． 
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・gmt ファイルの記載例 

 

MV4-11_fold≥2 THP-1-fold≥2 MV4-11_fold≤0.5 

Gene 1 Gene A Gene a 

Gene 2 Gene B Gene b 

． 
． 
． 

． 
． 
． 

． 
． 
． 

 

 

(3) -2 gct ファイルの作製 

 

SH-SY5Y 細胞に NO ドナーを処理して行った RNA sequencing のデータを用いた

（DRA017247）（2-1-15 の項参照）．下記の例のように excel でコントロール（GSH 処

理）と GSNO 処理時の transcripts per million（TPM）に+1 した値を縦にそれぞれ羅列し

た．1 行目 1 列目の「#1.2」，3 行目 2 列目の「Description」と以降の「na」は GSEA に

供するために記入することが決まっている．2 列目の数値は，左から遺伝子の総数，サ

ンプルの種類の総数を記入する．次にファイルを text に変換したのちに，gct ファイル

に変換した． 

 

・gct ファイルの記載例 

 

#1.2      

26443 4     

NAME Description Control 1 Control 2 GSNO 1 GSNO 2 

Gene A na TPM+1 TPM+1 TPM+1 TPM+1 

Gene B na TPM+1 TPM+1 TPM+1 TPM+1 

 

 

(3)-3 cls ファイルの作製 

 

gct ファイルを説明する役割をもつ cls ファイルを作成した．下記の例のように text ファ

イルに記入した．#の後に続く数字は左から，シーケンスに供したサンプルの合計数，サン

プルの種類の数（この場合はコントロールと GSNO 処理）で，最後に「1」（解析に供する
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ために記入する必要がある）を記入した．2 段目でサンプルの種類の詳細をコントロール群

と GSNO 処理群に分けて命名した．3 段目で，gct ファイルで記入した縦の遺伝子群がどの

種類に当てはまるのか（コントロールか GSNO なのか），gct ファイルに記入した順に左か

ら割り振った．最後に cls ファイルに変換した． 

 

・cls ファイルの記載例 

 

#4 2 1 

# GSH GSNO  

GSH GSH GSNO GSNO  

 

 

(3)-4 GSEA 

 

GSEA 4.3.2（https://www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp）をダウンロードして用いた．作成

した(1)-(3)のファイルをアップロードし，下記の条件で解析した． 

 

Chip platform ftp.broadinstitute.org://pub/gsea/msigdb/human/annotations/ 

Human_Gene_Symbol_with_Remapping_MSigDB.v2023.2.Hs.chip 

Metric for ranking genes Log2-Ratio-of-classes 

 

 

GSEA ではまず NO ドナー処理で発現増加したものから低下したものまで順番に並べら

れた．次に PRMT1 ノックダウンや阻害薬処理で発現が増加または減少した遺伝子が，先ほ

ど順番に並べた NO ドナー処理によって発現変動した遺伝子のどこに位置するかを調べ，

偏りがあるかどうか検定された（図 8）． 
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図 8 本研究における GSEA の原理の概要図 

 

 

 

(4) promoter motif analysis 

 

Homer の promoter motif analysis（http://homer.ucsd.edu/homer/motif/）を用いて，該当遺伝子

のプロモーター配列を基に，一致する転写因子の配列を解析した．GSEA において，GSNO

処理と PRMT1 ノックダウン（MV4-11 細胞）でともに発現が増加した遺伝子を羅列したリ

ストを text ファイルにし，アップロードして解析に供した． 

 

2-1-12 免疫沈降法（DDX3 と PRMT1 の相互作用，DDX3 の ADMA 化の検出） 
 

10 cm dish に HEK293T 細胞を翌日 60%の密度になるように播種して CO2 インキュベータ

内で一晩培養させた．翌日，FLAG タグ標識された PRMT1 と HA タグ標識された DDX3 を，

相互作用を確認する場合（Co-IP）には 1:1 の割合，asymmetric dimethyl arginine（ADMA）化

レベルを検証する場合（IP）には 1:2 の割合で，2-1-5 に従って PEI MAX を用いて下記の組

成で[1]と[2]を混ぜてトランスフェクションした．なお，DDX3 プラスミドは長崎大学 高度

感染症研究センター ウイルス宿主相互作用研究分野 有海 康雄 准教授からご恵与いただ

き，検討に用いた 49,50． 

 

[1] 

Opti-MEM 625 μL 

PEI max 25 μL 
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[2] 

Opti-MEM 625 μL 

DNA: PRMT1，DDX3: 5 μg，5 μg（Co-IP），PRMT1，DDX3: 6 μg，3 μg（IP） 

 

相互作用を検出する共免疫沈降法の場合（Co-IP）は，下記に示す免疫沈降バッファー，

ADMA 化レベルを解析するための免疫沈降の場合（IP）は RIPA バッファーを用いて，2-1-

7-(1)に従って細胞抽出液を調製した．全細胞溶解液 500 μL（1 μg/μL）を 2 μg（Co-IP）もし

くは 3 μg（IP）の抗 HA 抗体または IgG と，4℃で一晩，ローテーターを用いて穏やかに反

応させた．翌日 50 μL の Protein G Sepharose 4 Fast Flow beads（17061801，Cytiva）を加えて

2 時間，4°C でローテーターを用いて反応させ，ビーズと抗体を結合させた．反応後, 各サ

ンプルを卓上遠心機で 10 秒間ほど遠心した後に上清を除去し，免疫沈降バッファー（Co-

IP）または RIPA buffer（IP）を 800 μL 加えて 5 回転倒混和し，再び遠心して 1 分間静置し

て上清を除いた．この操作を 5 回繰り返し，ビーズに結合していない余剰タンパク質を除い

た．その後，2-1-7 に従ってウエスタン・ブロッティングに供した． 

 

・免疫沈降バッファー 

50 mM Tris HCl（pH 7.5） 

150 mM NaCl 

1 (w/v) % NP-40 

5 mM EDTA（pH8.0） 

 

2-1-13 ヘリカーゼアッセイ 
 

ヘリカーゼアッセイは先行論文を参考に，以下のように行った（図 9）51,52． 

 

(1) 試薬の調製 

 

・NP-40 lysis buffer 

20 mM HEPES-NaOH（pH7.5） 

10 mM EGTA（pH8.0） 

40 mM β-glycerophosphate 

1 (w/v) % NP-40 

2.5 mM MgCl2 

2 mM orthovanadate 
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2 mM NaF 

1 mM DTT 

 

・Helicase assay buffer 

50 mM Tris-HCl（pH 7.5） 

1 mM DTT 

0.2 mg/mL BSA 

4 mM ATP 

10 mM MgCl2 

200 nM RNA 

1 μM competitor 

50 units RNase inhibitor  

滅菌水 up to 50 μl 

 

・10×反応停止液 

50 mM EDTA（pH 8.0） 

40 (w/v) % glycerol 

0.02 (w/v) % BPB  

 

・20 (w/v) % acrylamide gel 

30 (w/v) % acrylamide-bis（19:1） 6.7 mL 

10×TBE 1 mL 

滅菌水 2.3 mL 

APS 50 μL 

TEMED 5 μL 

 

(2) DDX3 のトランスフェクションと細胞溶解液の調製 

 

10 cm dish に 25×105 個の HEK293T 細胞を播種して 37°C で一晩，CO2 インキュベータ内

で静置した．翌日，HA-DDX3 プラスミドを Lipofectamine 3000 を用いて下記の組成でトラ

ンスフェクションした． 

 

[1] 

Opiti-MEM 187.5 μL  
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Lipofectamine 3000 11.25 μL 

 

[2] 

Opti-MEM 187.5 μL 

P3000 7.5 μL 

DNA 3 μg（HA-DDX3 もしくは pCMV10（コントロールの空ベクター）） 

 

[1]と[2]を混ぜて 20 分静置したのちに，全量を細胞に滴下した．6 時間後に培地を新しい

培地と交換し，100 μM の NOC-18 または 10 μM の MS023 を細胞に処理した．試薬を処理

してから 48 時間後に NP-40 lysis buffer を用いて 2-1-7 に従って細胞を可溶化し，タンパク

質定量した． 

 

(3) ビーズの平衡化 

 

pierce anti-HA magnetic beads（88836，Thermo Fisher science）を 20 μL/ sample となるよう

に 1.5 mL チューブにいれた．そこに 700 μL の NP-40 lysis buffer を添加して転倒混和し，

DynaMag Spin Magnet（Thermo Fisher science）を用いてビーズを磁石に吸着させて上清を取

り除いた．この操作を 3 回繰り返した． 

 

(4) DDX3 の免疫沈降による精製 

 

500 μg のライゼートを NP-40 lysis buffer で 700 μL の容量に調製し，4°C で一晩，ローテ

ーターを用いて穏やかに攪拌した．翌日，DynaMag Spin Magnet を用いてビーズを磁石に吸

着させて上清を取り除き，700 μL の RIPA buffer を各サンプルに添加して 10 回ほど転倒混

和し，DynaMag Spin Magnet を用いて上清を取り除いた．この操作を再度繰り返した後に，

TBS-T buffer を用いて上記のビーズ洗浄操作を 2 回繰り返した．最後に 50 mM Tris-HCl（pH 

7.5）と 10 mM MgCl2 の組成の buffer を用いて上記のビーズ洗浄操作を 1 回し，上清を完全

に取り除いた． 

 

(5) ヘリカーゼアッセイ 

 

操作は遮光条件下で行った．RNA の配列は先行論文を参考にし，下記に記載した 18 mer 

5’-6FAM と 36 mer をアニーリングによって 2 本鎖にした RNA を日本バイオサービスから
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購入して使用した． 

 

18 mer 5’-6FAM: 5’- CCC AAG AAC CCA AGG AAC-3’ 

36 mer: 5’-ACC AGC UUU GUU CCU UGG GUU CUU GGG AGC AGC AGG-3’ 

Competitor: 18 mer: 5’- CCC AAG AAC CCA AGG AAC-3’ 

 

DDX3 と反応させたビーズが入った 1.5 mL チューブに 50 μL ずつ helicase assay buffer を

加え，タッピングして攪拌した．ヒートブロックを用いて 37 °C で 30 分間反応させ，その

間，3 分間おきにタッピングしてビーズを拡散した．30 分後，各サンプルの上清 45 μL を別

のチューブに移し，反応停止液を 4.5 μL 加えて，反応を停止させた．残ったビーズは上清

を完全に取り除いた後，2×SDS-PAGE sample buffer を 35 μL 加え，そのうち 20 μL をウエス

タン・ブロッティングに供した．反応停止液を加えたサンプルは 20 (w/v) % acrylamide gel を

用いて，ゲル電気泳動に供した．泳動条件は以下の通りである． 

 

・泳動条件 

4℃  

[1]120V 30 分間 

[2]175V 30 分間 

[3]250V 1 時間 

 

電気泳動終了後， Gel Doc EZ Imager（Bio-Rad）を用いてフルオレセインの蛍光を SYBR 

Green のフィルターで検出した． 
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図 9 ヘリカーゼアッセイの概略図 

 

 

2-1-14 STAT1 の検出 
 

STAT1 の検出は以下のように行った．12 well plate に 1.5×105 個の HEK293T 細胞を播種

し，一晩 37°C の CO2 インキュベータ内で培養した．翌日，100 μM の NOC-18 または 10 μM

の MS023 を細胞に処理し，72 時間後に NP-40 lysis buffer を用いて 2-1-7 に従って細胞抽出

液を回収し，タンパク質定量を行い，ウエスタン・ブロッティングに供した． 

 

2-1-15 RNA sequencing 解析 
 

この RNA sequencing データは DNA Data Bank of Japan に登録されている（DRA017247）．

操作は以下のように行った． 

 

(1) Total RNA の抽出 

 

3.5 cm dish に SH-SY5Y 細胞を播種し，翌日，200 μM の GSNO とコントロールの GSH を
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処理し，48 時間後に以下のように回収した．1 mL の PBS で細胞を洗浄し，上清を取り除い

た．1 mL の trypsin を添加し，37°C で 150 秒間インキュベートした．次に，3 mL の培地を

加えて 15 mL チューブに移した．20°C，15,000×g で 20 秒間遠心し，上清を取り除いた．1 

mL の PBS を添加して細胞を洗浄し，1.5 mL チューブに移して 20°C，15,000×g で 20 秒間遠

心する操作を 2 回繰り返した． 

RNA sequencing 解析は山口大学 大学研究推進機構 総合科学実験センターに委託して行

った．具体的には以下の操作を依頼した．各サンプルの total RNA は RNeasy Mini Kit

（QIAGEN）を用いて抽出した．得られた total RNA 濃度を nano drop ONE（Thermo Fisher 

Scientific)で測定した． 

 

(2) RNA-sequencing ライブラリー作製 

 

(2)-1 poly（A）RNA の抽出と断片化 

 

 Total RNA 100 ng を用い，NEBNext Poly（A）mRNA Magnetic Isolation Module（New England 

Biolabs）と NEBNext Ultra Ⅱ RNA Library Prep Kit for Illumina（New England Biolabs）を用い

て poly（A）RNA の抽出と断片化を行った．プロトコルは，NEBNext Ultra Ⅱ RNA Library 

Prep Kit for Illumina Instruction Manual に従った．断片化は，NEBNext Ultra Ⅱ RNA Library Prep 

Kit for Illumina（NEB）の NEBNext First Strand Synthesis Reaction Buffer と NEBNext Random 

Primers を加えて，94℃で 15 分間行った． 

 

(2)-2 逆転写およびアダプター結合 

 

 断片化した poly（A）RNA に NEBNext Ultra Ⅱ RNA Library Prep Kit for Illumina（NEB）

の NEBNext First Strand Synthesis Enzyme Mix を用いて逆転写反応を行い，cDNA を作製し

た．その後，NEBNext Adaptor（NEB）を用いてアダプターを付加した． 

 

(2)-3 cDNA 増幅およびバーコード配列付加 

 

 作製した cDNA を以下の条件に従って，PCR（BioRad C1000 Touch）で増幅し，ライブラ

リーを作製した．作製したライブラリーの濃度を Qubit（Thermo Fisher Scientific）を用いて

測定した． 
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・PCR 条件 

[1] 98 ℃ 30 秒間 

[2] 98 ℃ 10 秒間 

[3] 65 ℃ 75 秒間 

[2]と[3]を 11 サイクル繰り返す 

[4] 65 ℃ 5 分間 

[5] 4 ℃ ∞ 

 

(3) Illumina NovaSeq 6000 解析 

 

NovaSeq 6000 S1 Reagent Kit V1.5（100cycles）を用いて，cDNA 領域 100 bp 及びインデッ

クス配列のシーケンスを行った． 

 

(4) RNA-Sequencing 解析 

 

 データ解析には CLC Genomics Workbench 20.0.4（GWB）を使用した．Illumina NovaSeq 6000 

から出力された BCL ファイルを bcl2fastq v2.20.0.402 tool を用いて fastq ファイルに変換し

た．変換した fastq ファイルを GWB にインポートしたのち，GWB の Trim reads 2.4 ツール

でリードのトリミングを行った．発現解析のために，トリミング処理後のリードを GWB の

RNA-Seq Analysis 2.21 ツールを用いてリファレンス配列へのマッピングとタグカウントを

行った．  

 

2-1-16 統計処理 
 

実験結果は平均値±標準誤差で示した．統計解析は GraphPad Prism 8 を使用した．one-way 

ANOVA により検定し，事後検定として Bonferroni 法または Dunnett 法を用いた．なお，統

計的有意差は*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001 で示した． 
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2-2 実験結果 
 

2-2-1 PRMT1 の S-ニトロシル化 
 

 まずビオチンスイッチアッセイを用いて，PRMT1 が SNO 化されるか否か検討した．

PRMT1 の SNO 化が報告されたのは，神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞を用いた網羅的探索であ

ったこと，また将来展望として神経変性疾患への影響を検討する計画であることから，SH-

SY5Y 細胞を用いて検討した 15．生理的かつ汎用される NO ドナーである，S-nitrosocysteine

（SNOC）と S-nitrosoglutathione（GSNO）の 2 種類をそれぞれ，0，50，100，200 μM 処理

し，ビオチンスイッチアッセイに供した．NO ドナーの作用様式として，NO の放出とトラ

ンスニトロシル化（基質のチオール基に NO を受け渡す）が知られている 53．また，生理的

な NO の濃度は数 pM から数 μM オーダーとする報告があり 54,55，先行論文では過剰な NO

産生量として 100-200 μM の NO ドナーが使用されていることから 56,57，最大濃度を 200 μM

として処理した．また NO ドナーは NO を徐々に放出するため，細胞内での NO 濃度が処理

濃度より低いことが報告されていることから 58,59，200 μM の NO ドナー処理による検討は，

生体内で産生しうる NO 濃度とかけ離れてはいないと考えられた．検討の結果，内在性の

PRMT1 は NO ドナー処理濃度依存的に SNO 化されることが分かった（図 10 A-D）． 
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図 10 PRMT1 の SNO 化 

 

（A）SH-SY5Y 細胞に 50，100，200 μM の GSNO，またはコントロールとして 200 μM の

GSH を 5 分間処理した．その細胞溶解物をビオチンスイッチアッセイとウエスタン・ブロ

ッティングに供し，抗 PRMT1 抗体で検出した． 

  

（B）（A）の SNO-PRMT1 を定量化し，input の PRMT1 で標準化した．One-way ANOVA with 

Dunnett’s test．Values are expressed as mean ± SEM．n = 3，*p < 0.05，***p < 0.001． 

 

（C）SH-SY5Y 細胞に 50，100，200 μM の SNOC を 10 分間処理した．コントロールとし

て 200μM old SNOC を用いた．その細胞溶解物をビオチンスイッチアッセイとウエスタン・

ブロッティング供し，抗 PRMT1 抗体で検出した．old SNOC は SNOC 調製から半年以上経

過し，NO 放出能を失ったものである． 

 

（D）（C） の SNO-PRMT1 を定量化し，input の PRMT1 で標準化した．One-way ANOVA 

with Dunnett’s test．Values are expressed as mean ± SEM．n = 6，*p < 0.05，***p < 0.001． 

  

A C 

B D 
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2-2-2 PRMT1 の SNO 化部位同定 
 

 PRMT1 にはシステインが 11 個存在する．細胞外から近接できる部位にあるシステイン

が SNO 化されると考えられ，候補となるタンパク質表面に存在するシステインは 7 個ある．

PRMT1 を SNO 化基質として同定した SH-SY5Y 細胞における LC-MS/MS では C250 と C360

が SNO 化部位として報告されている 15．一方で，過去の知見では，C119 にあたる rat の C101

に，システインとの反応性が高い 4- hydroxynonenal や maleimide が結合するという異なる主

張が報告されている 60,61．また，LC-MS/MS での PRMT1 のカバー率は 49%であり，C119 を

含むペプチドは検出されていない可能性が考えられた．そこで PRMT1 の構造モデルを用い

て SNO 化されるシステインの候補を精査したところ，システイン 119（C119）は，メチル

基供与体である S-adenosylmethionine（SAM）の代謝物である S-adenosylhomocysteine（SAH）

の結合部位近傍に位置していることが分かった．さらに，SAM や基質の結合に関与し，ア

ミノ酸を置換すると不活性変異体となるグリシン 98，グルタミン酸 162，グルタミン酸 171

に立体的に近くに位置していたことから，酵素活性に影響する可能性があると予想し，C250

と C360 よりもむしろ C119 が最も有力な候補と考えて着目した（図 11 A）62–66．なお，3 次

元構造は protein data bank から得ており（PDB6NT2），データベース上に SAM との相互作用

を示す構造がなかったため，SAH に着目した．そこで，システインをセリンに置換した変

異体である C119S を作製した．また，C119 と同様にタンパク質表面に露出しているが，C119

とは立体的に離れた位置にある C226 について同様に変異体を作製した（図 11 B）．これら

の変異体を過剰発現させるために，プラスミドの発現効率がよい HEK293T 細胞を用いた．

HEK293T 細胞に，PRMT1 の野生型（WT）と C119S，C226S をそれぞれトランスフェクシ

ョンし，24 時間後に 200 μM の SNOC を 30 分間処理してビオチンスイッチアッセイに供し

た．その結果，PRMT1 WT でみられていた SNO 化が，C119S ではほとんど見られなくなっ

た（図 11 C，D）．一方で，C226S では有意な SNO 化の減少は見られなかった．以上から，

C119 が主要な SNO 化部位であることが示唆された．  
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図 11 PRMT1 の SNO 化部位の同定 

 

（A）PRMT1 の構造（PDB 6NT2）は pyMOL ver. 2.5.5 を用いて再構築した．赤は C119，ピ

ンクは S-adenosylhomocysteine（SAH），黄は不活性変異体となるアミノ酸を示す． 

 

（B）赤は C119 と C226 の位置，黒は C250 と C360 の位置を示している．PRMT1 の構造

（PDB 6NT2）は pyMOL ver. 2.5.5 を用いて再構築した． 

 

（C）HEK293T 細胞に各種 PRMT1 をトランスフェクションし，24 時間後に 200 μM の SNOC

または old SNOC を 30 分間処理した．その細胞抽出液をビオチンスイッチアッセイとウエ

スタン・ブロッティングに供し，抗 PRMT1 抗体で検出した． 

 

（D）（C）の SNO-PRMT1 を定量化し，input の PRMT1 で標準化した．One-way ANOVA with 

Bonferroni’s multiple comparison test．Values are expressed as mean ± SEM．n = 3，**p < 0.01 vs 

PRMT1 WT（SNOC+）． 

A B 

C D 
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2-2-3 PRMT1 の SNO 化による酵素活性への影響 
 

C119 が SAH の結合部位や酵素活性に関与するアミノ酸の近傍に位置することから，

PRMT1 の SNO 化が酵素活性に影響を及ばす可能性が予想された．そこで，NO ドナーによ

る酵素活性の影響を検討した．PRMT1 はタンパク質のアルギニンを非対称性にジメチル

（asymmetric dimethyl arginine: ADMA）化する酵素であることから，NO ドナーによる ADMA

化レベルへの影響を検討した．なお，PRMT1 はモノメチル化と ADMA 化の両方を担う酵

素であるが，ADMA 化がより Type I に特異的な修飾であること，さらに PRMT1 のノック

ダウンにより ADMA 化レベルの減少とモノメチル化レベルの増加がみられるという報告が

あったことから，ADMA 化レベルが PRMT1 の活性をより反映する修飾様式だと考えて着

目した 67．メチル化が安定な修飾であることから，PRMT1 の SNO 化による影響を見るため

に NO ドナーで 48 時間処理した．SNOC や GSNO は半減期がそれぞれ数分間，数時間と短

いため，NO 供与体であり半減期が 21 時間と長い NOC-18 を用いた 68,69．PRMT1 の SNO 化

の検討で用いた SH-SY5Y 細胞は NO ドナーによる細胞毒性に感受性が高く，200 μM NOC-

18 の 48 時間処理では検討に必要なライゼート量を安定して回収できなかったこと，また複

数の細胞で NO ドナーによる ADMA 化への影響を検討することを考え，タンパク質全体の

ADMA 化レベルの検討に HeLa 細胞を用いた．HeLa 細胞でも PRMT1 が発現していること

を Human Protein Atlas で確認した（第 4 章 考察の表 3）．HeLa 細胞を用いてタンパク質全

体の ADMA 化レベルに及ぼす NO の影響を検討したところ，NO ドナー処理濃度依存的な

ADMA 化レベルの減少がみられた（図 12 A，B）．なお，Type I PRMT 阻害薬の MS023 処理

でも同様に ADMA 化レベルの減少がみられることを確かめた 67．また上記のように 200 μM

の NOC-18 に対する感受性の高さから，SH-SY5Y 細胞を用いた検討は図 12C に示す 1 例の

み行ったため統計検定は行えないが，SH-SY5Y 細胞でも同様に NO ドナー処理濃度依存的

に ADMA 化レベルが減少する傾向があることを確認した（図 12 C）． 
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図 12 NO ドナーによる ADMA 化レベルへの影響 

 

（A）HeLa 細胞に 0，50，100，200 μM の NOC-18 もしくは 10 μM の MS023 を 48 時間処理

し，細胞抽出液をウエスタン・ブロッティングに供し，抗 ADMA 抗体（Anti-dimethyl-arginine 

Antibody，asymmetric（ASYM24）），もしくは抗 β-actin 抗体で検出した． 

 

（B）（A）の ADMA（メンブレン全体）を定量化し，β-actin で標準化した．One-way ANOVA 

with Dunnett’s test．Values are expressed as mean ± SEM．n = 3，**p < 0.01，***p < 0.001． 

 

（C）SH-SY5Y 細胞に 0，50，100，200 μM の NOC-18 もしくは 10 μM の MS023 を 48 時間

処理し，細胞抽出液をウエスタン・ブロッティングに供し，抗 ADMA 抗体（ASYM24），も

しくは抗 β-actin 抗体で検出した．  

A B 

C 
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 そこで次に，PRMT1 の基質であるヒストン H4R3 の ADMA 化レベルへの NO の影響を検

討した．主にヒストン H4R3 の ADMA 化を担う酵素は PRMT1 であると報告されている 67．

HEK293T 細胞に NOC-18 を 48 時間処理して，ヒストン抽出を行い，ウエスタン・ブロッテ

ィングに供した．その結果，NO ドナー処理濃度依存的なヒストン H4R3 の ADMA 化レベ

ルの減少がみられた（図 13 A，B）．以上から，PRMT1 は SNO 化を介して酵素活性が抑制

されることが示唆された． 

 

 

 

 

図 13 NO ドナーによる H4R3 の ADMA 化レベルへの影響 

 

（A）HEK293T 細胞に，0，50，100，200 μM の NOC-18 を 48 時間処理し，ヒストン抽出し

て，ウエスタン・ブロッティングに供し，抗 H4R3me2a 抗体もしくは抗 histone H4 抗体で検

出した． 

 

（B）（A）の H4R3me2a レベルを定量化し，histone H4 で標準化した．One-way ANOVA with 

Dunnett’s test．Values are expressed as mean ± SEM．n = 3，*p < 0.05，**p < 0.01． 

  

A 

B 
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2-2-4 BioID による PRMT1 基質の探索 
  

 NO ドナーによって PRMT1 が SNO 化され，酵素活性が抑制されることが示唆されたこ

とから，PRMT1 の SNO 化による活性制御が，病態に及ぼす影響を解明することを目的に

BioID を用いて基質の探索を行った．BioID による PRMT1 基質の網羅的探索を行い PRMT1

近傍のタンパク質の機能を知ることで，PRMT1 の機能を解析することが出来るため，より

適切な基質を選定することができると考えた．BioID は PRMT1 近傍のタンパク質をビオチ

ン化して標識し，LC-MS/MS を用いて基質を検出することができるため，免疫沈降法と比較

してより多くの基質を探索できることから，PRMT1 の機能を広く解析できると考えた．ま

た，これまでに BioID を用いて PRMT グローバルな機能を考察する論文はあったものの，

PRMT1 だけに着目した論文はなかったため実施した 70．BioID は，大腸菌ビオチンリガー

ゼである BirA が目的タンパク質近傍に存在する基質のリジンのアミノ基にビオチンを付加

することにより，基質を検出する．そこでまず，BirA 配列を挿入した PRMT1 をトランスフ

ェクション効率がよい HEK293T 細胞に発現させた．トランスフェクションの 24 時間後に

50 μM のビオチンを添加し，24 時間後に細胞抽出液を回収してビオチン化されたタンパク

質を NeutrAvidin agarose で濃縮した．まずタンパク質がビオチン化されているか確かめるた

めに，ビーズで濃縮したビオチン化基質をウエスタン・ブロッティングに供した．検討の際，

PRMT1-BirA をトランスフェクションしないサンプル，ビオチンを添加しないサンプルをコ

ントロールとして用意した．streptavidin 抗体を用いてビオチン化された基質を検出した結

果，PRMT1-BirA を過剰発現し，ビオチンを添加したサンプルでは，バンドがラダー状に検

出されたのに対して，ビオチンを添加していないサンプルや PRMT1-BirA をトランスフェ

クションしていないサンプルではほとんどバンドが検出されなかった（図 14A）．また，銀

染色に供したところ PRMT1-BirA の発現によってバンドがラダー状に検出されたが，コン

トロールでも薄くバンドが検出された（図 14B）次に，PRMT1-BirA をトランスフェクショ

ンしたサンプルと，コントロールとして PRMT1-BirA プラスミドをトランスフェクション

していないサンプルの 2 サンプルを LC-MS/MS に供して，fold change を算出した．その結

果，fold change が 2 以上であったビオチン標識されたタンパク質を 1349 種，メチル化が検

出されたタンパク質を 38 種単離し，1349 種のビオチン標識されたタンパク質のうち，

National Center for Biotechnology Information（NCBI）の遺伝子シンボルを持つ 1109 種のタン

パク質について，データベース Harmonizome 3.0 に収載されている 2064 種の PRMT1 基質

と一致するのか比較した（図 15A）．BioVenn を用いて，ベン図を作成して比較した．興味

深いことに，解析で得られた基質候補の約半数である 580 種がデータベースに含まれてい
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た．また，残りの 529 種はデータベースに含まれていない新規の基質候補であると考えられ

た．次に fold change が 2 以上のビオチン化された基質候補のうち，上位 500 種を Gene 

Ontology（GO）解析に供し，PRMT1 の基質候補がどのような機能を持つか調べた．その結

果，上位から翻訳，細胞分裂，リボヌクレオタンパク質複合体形成，mRNA 代謝経路が該当

した（図 15B）．これまでに PRMT1 は基質として RNA 結合タンパク質を多く持つことが知

られている．さらに BioID で同定した基質候補に広義の RNA 代謝に関わる基質が多く含ま

れていたことから，RNA 代謝が PRMT1 における重要な機能の一つであることが示唆され

た． 

BioID では PRMT1 のメチル化基質ではないタンパク質もビオチン化されて単離される．

よって，今回 LC-MS/MS によって算出された fold change は，より多くビオチン化されたタ

ンパク質の指標であり，PRMT1 近傍に位置している，または相互作用している可能性は高

いが，PRMT1 のメチル化基質かは明らかでない．タンパク質アルギニンメチル化の割合は

0.5-2%と報告されており，1349 種という数字は 2%を上回っているため，メチル化基質では

ないものが含まれていると考えられる 16．そのため，基質選定の際には，メチル化が LC-

MS/MS で検出されているものを選択することや，fold change やペプチドカバー率が低いも

のを排除することが必要である．また，基質候補が PRMT1 と相互作用するか，さらにメチ

ル化されるかを検討する必要があった．そこで，1349 種の中から fold change の大きさを重

視して基質の選定を行うのではなく，メチル化が検出された 38 種の中から基質を選定し（表

1），RNA 代謝に関わる基質候補の中でも，ALS との関連が示唆されている Dead box helicase 

3X-linked（DDX3）に着目した 36．メチル化による DDX3 機能への影響はほとんど明らかで

なく，一方で RNA 代謝や ALS との関与が報告されていたことから，NO と RNA 代謝との

関連を明らかにできると考えた 71．なお，DDX3 の fold change は約 16 であり，順位は上か

ら 477 番目で，カバー率は 44%であった．LC-MS/MS の結果，DDX3 のアミノ酸 82-93 配列

では、ジメチル基が付加したペプチドが検出され，アルギニン 88（R88）がジメチル化され

ることが示唆された（図 16A，B）．また，アミノ酸 604-622 の配列では，メチル基あるいは

ジメチル基が付加したペプチドが検出され，アルギニン 617（R617）がメチル化の標的であ

ることが示唆された（図 16A，C，D）．以上から，DDX3 の R88 と R617 がジメチル化され

ることが明らかとなった． 
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図 14 BirA によるビオチン化標識の確認 

 

（A）HEK293T 細胞に PRMT1-BirA を過剰発現させ，24 時間後に 50 μM のビオチンを添加

した．PRMT1-BirA をトランスフェクションしないサンプルと，トランスフェクションした

がビオチンを添加しないサンプルをコントロールとして用意している．その 24 時間後に細

胞抽出液を回収し，NeutrAvidin agarose でビオチン標識タンパク質を濃縮し，ウエスタン・

ブロッティングに供して，streptavidin 抗体で検出した． 

 

（B）HEK293T 細胞に PRMT1-BirA を過剰発現させ，24 時間後に 50 μM のビオチンを添加

した．その 24 時間後に細胞抽出液を回収し，NeutrAvidin agarose でビオチン標識タンパク

質を濃縮し，ウエスタン・ブロッティングに供して，銀染色を行った． 

  

A B 
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図 15 PRMT1 基質の探索 

 

（A）BioID で fold change が 2 以上であった基質候補のうち，NCBI gene symbol を有する

1109 種のタンパク質について，データベース Harmonizome に収載されている PRMT1 基質

と一致するか比較した．BioVenn を用いて，ベン図を作成して比較した． 

 

（B）fold change が 2 以上のビオチン化された基質のうち，上位 500 種を GO 解析に供し，

PRMT1 の基質候補がどのような機能を持つか調べた．GO 解析には，Metascape 

ver.3.5.20230501 を用いた． 

 

A 

B 
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表 1 BioiD においてメチル化が検出されたタンパク質 

赤色のハイライトは RNA 代謝に関与するタンパク質を示す． 
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図 16 BioID による DDX3 アルギニンメチル化部位同定 

 

（A）LC-MS/MS で検出された DDX3 のアルギニンメチル化部位の表． 

 

（B）アミノ酸 82-93 配列でのペプチドの MS/MS スペクトル．R88 にジメチル基が付加し

たペプチドが検出された．アミノ酸配列中の DI はジメチル化を示す． 

 
（C）アミノ酸 604-622 配列でのペプチドの MS/MS スペクトル．R617 にメチル基が付加し

たペプチドが検出された．アミノ酸配列中の ME はメチル化を示す． 

 
（D）アミノ酸 604-622 配列でのペプチドの MS/MS スペクトル．R617 にメチル基が付加し

たペプチドが検出された．アミノ酸配列中の DI はジメチル化を示す． 
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2-2-5 PRMT1 による DDX3 の ADMA 化と NO ドナーによる影響 
 

 PRMT1 と DDX3 が相互作用するか確認するために，共免疫沈降法に供した．HEK293T 細

胞に，FLAG タグ標識された PRMT1 と HA タグ標識された DDX3 を共発現した．トランス

フェクション 24 時間後に細胞を回収し，抗 HA 抗体で免疫沈降し，ウエスタン・ブロッテ

ィングに供して，抗 FLAG 抗体で検出した．その結果，PRMT1 は DDX3 と相互作用するこ

とが分かった（図 17）．次に，DDX3 が asymmetric dimethyl arginine（ADMA）化されるか検

討した．HEK293T 細胞に PRMT1 と DDX3 を共発現させ，抗 HA 抗体で免疫沈降し，抗

ADMA 抗体で検出した．その結果，DDX3 は ADMA 化されることが分かった．さらに，

DDX3 の ADMA 化レベルへの PRMT1 の SNO 化の影響を検討するために，NO ドナーとし

て 200 μM の NOC-18 を 48 時間処理したところ DDX3 の ADMA 化レベルが有意に減少し

た（図 18A，B）．また Type I PRMT の阻害薬である MS023 処理によっても DDX3 の ADMA

化レベルが減少することを確かめている．以上の結果から，DDX3はPRMT1によってADMA

化され，NO ドナー処理によって ADMA 化が抑制されることが明らかとなった． 

 

 

 

 

 

図 17 PRMT1 と DDX3 の相互作用の検討 

 

HEK293T 細胞に，FLAG タグ標識された PRMT1 と HA タグ標識された DDX3 を共発現し

た．トランスフェクション 24 時間後に細胞を回収し，抗 HA 抗体（HA tag Polyclonal antibody 

（rabbit））もしくは IgG（normal rabbit IgG）で免疫沈降し，ウエスタン・ブロッティングに

供して，抗 FLAG 抗体もしくは抗 HA 抗体（HA-Tag（6E2）Mouse mAb）で検出した． 
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図 18 DDX3 の ADMA 化の検出 

 

（A）HEK293T 細胞に PRMT1 と DDX3 を共発現させ，6 時間後に 200 μM の NOC-18 もし

くは 10 μM の MC023 を処理して 48 時間後に細胞抽出液を回収した．HA 抗体（HA Tag 

Monoclonal antibody （mouse））もしくは IgG（normal mouse IgG）で免疫沈降し，ウエスタ

ン・ブロッティングに供して，抗 ADMA 抗体（asymmetric dimethyl arginine motif [adme-R] 

MultiMub Rabbit mAb mix），抗 HA 抗体（HA tag Polyclonal antibody（rabbit）），抗 FLAG 抗

体で検出した． 

 

（B）（A）の ADMA 化レベルを定量化し，免疫沈降した DDX3 で標準化した．One-way 

ANOVA with Bonferroni’s multiple comparison test．Values are expressed as mean ± SEM．n = 3，

*p < 0.05，**p < 0.01 vs コントロール（NOC-18-，MS023-）． 

  

A 

B 
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2-2-6 NO ドナーによる DDX3 酵素活性への影響 
 

 DDX3 が ATP 依存性 RNA ヘリカーゼであることから，ヘリカーゼアッセイを行い DDX3

ヘリカーゼ活性への NO の影響を検討した．ヘリカーゼアッセイでは DDX3 が 2 本鎖 RNA

（dsRNA）を 1 本鎖 RNA（ssRNA）に解く現象を，ゲル電気泳動で検出した．PRMT1 の SNO

化による影響を検討するために，DDX3 は NO ドナー処理を行った細胞から抽出した．

HEK293T 細胞に HA タグ標識された DDX3 をトランスフェクションし，その 6 時間後に

100 μM の NOC-18 を処理し，48 時間後に細胞抽出液を回収した．また ADMA 化レベルの

減少状態を模倣するコントロールとして，MS023 処理群を用意した．細胞抽出液に Pierce 

anti-HA magnetic beads を添加して DDX3 を濃縮し，ヘリカーゼアッセイに供した．なお，細

胞には DDX3 以外のヘリカーゼも存在することから DDX3 を過剰発現した場合にのみ

ssRNA を検出できることを確認するために，コントロールとして DDX3 をトランスフェク

ションしていない細胞由来のサンプルを用いた．この時，DDX3 をトランスフェクションし

た場合にのみ細胞抽出液のタンパク質量依存的に ssRNA レベルが増加することを確認した

（図 19）．検討の結果，NO 未処理のコントロールと比較して NO ドナー処理群と MS023 処

理群では ssRNA レベルが増加した（図 20A，B）．以上から，DDX3 は NO ドナーや PRMT1

阻害薬処理よって酵素活性が上昇することが示唆された． 

 

 

図 19 DDX3 のヘリカーゼ活性測定 

 

HEK293T 細胞に HA タグ標識された DDX3 もしくは pCMV10 ベクターをトランスフェク

ションし，48 時間後に細胞抽出液を回収した．0，500，1000，1500 μg のタンパク質量の細

胞抽出液に Pierce anti-HA magnetic beads を添加して DDX3 を濃縮し，ヘリカーゼアッセイ

に供した．免疫沈降した DDX3 をヘリカーゼアッセイ終了後にウエスタン・ブロッティン

グに供し，抗 HA 抗体（HA tag Polyclonal antibody（rabbit））で検出した． 
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図 20 NO ドナーによる DDX3 ヘリカーゼ活性への影響 

 

（A）HEK293T 細胞に HA タグ標識された DDX3 をトランスフェクションし，その 6 時間

後に 100 μM の NOC-18 または 10 μM の MS023 を処理し，48 時間後に細胞抽出液を回収し

た．500 μg のタンパク質量の細胞抽出液に Pierce anti-HA magnetic beads を添加して DDX3

を濃縮し，ヘリカーゼアッセイに供した．免疫沈降した DDX3 を，ヘリカーゼアッセイ終

了後にウエスタン・ブロッティングに供し，抗 HA 抗体（HA tag Polyclonal antibody （rabbit））

で検出した． 

 

（B）（A）の ssRNA レベルを定量化し，免疫沈降した DDX3 で標準化した．One-way ANOVA 

with Bonferroni’s multiple comparison test．Values are expressed as mean ± SEM．n = 3，**p < 

0.01，***p < 0.001 vs コントロール（NOC-18-，MS023-）． 

 

 

  

A B 
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2-2-7 NO ドナーによる DDX3 基質のタンパク質レベルへの影響 
 

 これまでの結果から，仮説として，PRMT1 が SNO 化されて DDX3 の ADMA 化レベルが

減少し，ヘリカーゼ活性が上昇する可能性が考えられた（図 21）．NO ドナーによってヘリ

カーゼ活性が上昇したことから，DDX3 制御タンパク質の発現に NO が影響するか検討し

た．DDX3 のノックダウンは翻訳全体には影響しないが，5’UTR に 2 次構造を持つ RNA の

翻訳抑制を解除することが報告されている 36．DDX3 の RNA 基質の一つに STAT1 がある．

STAT1 は 5’UTR に 2 次構造をもち，DDX3 によって 2 次構造が解かれることで翻訳が促進

されるという報告がある 72．そこで HEK293T 細胞に 100 μM の NOC-18 を 72 時間処理し

て，細胞抽出液を回収し，ウエスタン・ブロッティングに供した．その結果，NO ドナーの

処理によって STAT1 のタンパク質レベルが増加した（図 22A，B）．以上から PRMT1 の SNO

化は DDX3 のヘリカーゼ活性を上昇させ，STAT1 のタンパク質レベルでの発現を増加させ

る可能性がある． 

 

 

 

 

図 21 PRMT1 の SNO 化における DDX3 への影響の仮説 

 

DDX3 は定常状態でヘリカーゼ活性を有するが，PRMT1 が SNO 化されて DDX3 の ADMA

化レベルが減少することで，ヘリカーゼ活性が上昇する可能性が考えられた． 
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図 22 NO ドナーによる STAT1 のタンパク質レベルへの影響 

 

（A）HEK293T 細胞に 100 μM NOC-18 または 10 μM MS023 を 72 時間処理して細胞抽出液

を回収し，ウエスタン・ブロッティングに供し，抗 STAT1 抗体または抗 β-actin 抗体で検出

した． 

 

（B）（A）の STAT1レベルを定量化し，β-actinで標準化した．One-way ANOVA with Bonferroni’s 

multiple comparison test．Values are expressed as mean ± SEM．n = 3，*p < 0.05 vs コントロー

ル（NOC-18-，MS023-）．  

 

 

  

A B 
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2-2-8 NO ドナーと PRMT1 阻害による転写への影響 
 

PRMT1 の基質にはヒストンや転写因子があり，転写制御に関わることが報告されている

31–33．また，DDX3 についても転写調節に関与することが報告されている 37．そのため，SNO

化による PRMT1 の機能抑制が転写に影響する可能性が予想された．そこで，PRMT1 の SNO

化と遺伝子発現変化との関連性を明らかにすることを目的とし，gene set enrichment analysis

（GSEA）を行い，NO ドナー処理と PRMT1 ノックダウンまたは阻害薬処理における遺伝

子発現変化を比較した．NO ドナー処理によって発現が変化する遺伝子は SH-SY5Y 細胞に

GSNO を処理して 48 時間後に回収した細胞を RNA sequencing に供して得られた 26443 種の

遺伝子のデータを用いた（DRA017247）．神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞を選択した理由は，

将来展望として神経変性疾患への PRMT1 の SNO 化の影響を検討することを考慮したため

である．また，PRMT1 ノックダウンもしくは PRMT1 阻害薬 MS023 処理によって発現が変

化する遺伝子は，データベースから引用した（GSE122435，GSE158625）73,74．比較に用いた

データベースの遺伝子群は，ヒト白血病細胞腫 MV4-11 細胞もしくは THP-1 細胞で PRMT1

をノックダウンしたもの，またはヒト肺胞上皮腺がん由来 A549 細胞で 1 μM の MS023 を 7

日間処理したもので，それぞれコントロールと比較して fold change が 2 以上である発現増

加した遺伝子と 0.5 以下の発現低下した遺伝子を解析に供した（表 2，図 23A）．なお，NO

を処理した細胞とデータベースから引用した細胞が異なる理由は，データベースには SH-

SY5Y 細胞などの神経細胞を用いて PRMT1 のノックダウンまたは阻害薬処理を行った検討

がなかったためである．GSEA に用いた細胞種が異なるものであったため，3 種類の細胞の

データを用いて解析に供し，どの細胞を用いても同様の結果が得られるか確認した．なお，

Human Protein Atlas から，用いる細胞すべてで PRMT1 と DDX3 が発現していることを確か

めている（表 2）．また，SH-SY5Y 細胞を用いた RNA sequencing での PRMT1 と DDX3 の

NO ドナー処理による fold change は，それぞれ 0.83，1.0 であり，NO ドナー処理によって

発現量は大きく変化しなかった．また，GSEA では FDR q-value が 0.25 以下であると信頼性

が高いと考えられている（GSEA のホームページの user guide にも記載がある，

https://www.gsea-msigdb.org/gsea/doc/GSEAUserGuideFrame.html?Interpreting_GSEA）75．解析の

結果，PRMT1 ノックダウンまたは阻害薬処理によって fold change が 2 以上の発現増加した

遺伝子は GSNO 処理で発現増加した遺伝子に有意に多く含まれていることが分かった（図

23B）．また，fold change が 0.5 以下の発現低下した遺伝子については，MV4-11 細胞で PRMT1

をノックダウンした際に発現低下した遺伝子が，NO で発現低下した遺伝子に有意に多く含

まれていることが分かった（図 23C）．以上から，PRMT1 のノックダウンや阻害薬処理にお
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ける遺伝子発現変化と NO ドナー処理における遺伝子発現変化に類似性が認められた．次

に，NO ドナー処理と，MV4-11 細胞における PRMT1 のノックダウンで，GSEA においてと

もに発現増加した遺伝子を制御する転写因子を Homer の promoter motif analysis を用いて解

析した．該当遺伝子のプロモーター配列を基に，一致する転写因子の配列を解析した．その

結果，炎症に関わる interferon regulatory factor（IRF）ファミリーの結合配列をプロモーター

領域にもつ遺伝子が多く含まれることが分かった（図 23D）．  

 

 

 

表 2 GSEA で使用した細胞の由来，PRMT1 と DDX3 の発現量 

 

細胞 由来 PRMT1（TPM） DDX3（TPM） 

SH-SY5Y ヒト神経芽細胞腫由来 322.8 207.5 

MV4-11 ヒト急性慢性白血病由来 527.2 81.1 

THP-1 ヒト単球白血病由来 248.0 124.1 

A549 ヒト肺胞上皮腺がん由来 388.4 240.7 

 

 

 

 

 

 

 

A 
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図 23 NO ドナー処理と PRMT1 ノックダウンまたは阻害薬処理における発現変動遺伝子

の比較 

 

（A）GSEA に供した遺伝子の概要図． 

 

（B）GSEA を行い，NO ドナー処理と PRMT1 ノックダウンまたは阻害薬処理における遺伝

子発現変化を比較した．NO ドナー処理によって発現が変化する遺伝子は SH-SY5Y 細胞に

GSNO を処理して 48 時間後に回収した細胞を RNA sequencing に供して得られた遺伝子の

B 

C 

D 
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データを用いた．また，PRMT1 ノックダウンもしくは PRMT1 阻害薬 MS023 を処理した際

に発現が変化する遺伝子は，データベースから引用した（GSE122435，GSE158625）．比較に

用いたデータベースの遺伝子群は，MV4-11 細胞もしくは THP-1 細胞で PRMT1 をノックダ

ウンしたもの，または A549 細胞で 1 μM の MS023 を 7 日間処理したもので，それぞれコン

トロールと比較して fold change が 2 以上の遺伝子を解析に供した．縦軸は enrichment score

であり，NES は normalized enrichment score である． 

 

（C）GSEA を行い，NO ドナー処理と PRMT1 ノックダウンまたは阻害薬処理における遺伝

子発現変化を比較した．NO ドナー処理によって発現が変化する遺伝子は SH-SY5Y 細胞に

GSNO を処理して 48 時間後に回収した細胞を RNA sequencing に供して得られた遺伝子の

データを用いた．また，MV4-11 細胞において PRMT1 ノックダウン時に発現が変化する遺

伝子は，データベースから引用し（GSE122435），fold change が 0.5 以下の遺伝子を解析に供

した． 

 

（D）NO ドナー処理時と MV4-11 細胞における PRMT1 ノックダウン時でともに発現増加

した遺伝子322種を制御する転写因子をHomerのpromoter motif analysisを用いて解析した．

遺伝子のプロモーター領域に結合配列を有する転写因子の上位 6 種を示している． 
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2-3 考察 
 

PRMT1 の SNO 化による酵素活性抑制について 

  

本研究では，まず SH-SY5Y 細胞を用いて PRMT1 が NO ドナー処理濃度依存的に SNO 化

されることを確認した（図 10）．SNO 化の検出のために用いたビオチンスイッチアッセイ

は，2001 年に Jaffrey らによって確立され，それ以降タンパク質の SNO 化を検出する手法

として多くの論文で用いられてきた 6–11,13,43．この手法では，細胞を可溶化して細胞抽出液

の状態にし，NO ドナーによって修飾されていないフリーのチオール基を MMTS によるジ

スルフィド結合で保護する．次にアスコルビン酸を添加して，SNO 化修飾を還元してビオ

チンを付加させ，NeutrAvidin agarose で沈降することで SNO 化タンパク質を検出する手法

である．この手法では，アスコルビン酸が弱いジスルフィド結合やスルフヒドリル化修飾を

還元し，ビオチン化標識することがある．しかし，今回の検討ではビオチン標識によって濃

縮されたタンパク質が NO ドナー処理濃度依存的に増加したことを確認できたため，NO ド

ナー処理によって増加する SNO 化タンパク質を主に検出できていると考える． 

この時，SNOCもしくはGSNO を用いて 50 μM 以上の濃度で SNO 化が確認され，100 μM，

200 μM ではより顕著な SNO 化がみられた．また 50 μM 以上の濃度で同じく NO 供与体で

ある NOC-18 処理濃度依存的な ADMA 化レベルの減少がみられた（図 12）．この際，Type I 

PRMT 阻害薬である MS023 を用いて，NO ドナー処理によって減少したバンドと同じ位置

で ADMA 化レベルが減少したことを確認した．ADMA 化修飾を担う酵素は Type I PRMT の

みであることが知られていることから，ADMA 化レベルの減少は Type I PRMT の酵素活性

抑制を介していることが推定された．さらに，PRMT1 がタンパク質アルギニンメチル化の

約 85%を担うこと，今回 ADMA 化レベルを検討した HEK293T 細胞，HeLa 細胞，SH-SY5Y

細胞における PRMT1 の転写レベルでの発現が PRMT ファミリーや脱メチル化酵素 JMJD6

と比べて高いことが公共データベース Human Protein Atlas（https://www.proteinatlas.org/）で

公表されていることから（表 3），PRMT1 がアルギニンメチル化において主要な役割を担っ

ていると考えられる 26．以上から，NO ドナー処理による ADMA 化レベルの減少は Type I 

PRMT の酵素活性抑制を介していることが推定され，さらに PRMT1 の細胞での発現量が他

の Type I PRMT より顕著に多いこと，PRMT1 が SNO 化されたことを合わせると，Type I の

中でも PRMT1 の酵素活性が抑制されたと考える．これを支持するデータとして， NO ド

ナーによってヒストン H4R3 の ADMA 化レベルの減少を確認した（図 13）．ヒストン H4R3

の ADMA 化を担う酵素は主に PRMT1 であることが報告されている 67,76–78．そのため NO ド
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ナーによってみられたヒストン H4R3 の ADMA 化レベルの減少は，PRMT1 の酵素活性抑

制によるものであると考えられる．さらに PRMT1 を過剰発現した HEK293T 細胞で，DDX3

の ADMA 化レベルが NO ドナーによって減少したことを合わせると，PRMT1 の SNO 化は

PRMT1 の酵素活性の抑制をもたらすことが示唆された（図 18）．一方で，SNO 化されてい

る PRMT1 の割合は現在報告されている情報では推定できず，推定する方法も報告されてい

ない．ビオチンスイッチアッセイによって得られた SNO 化 PRMT1 のバンドと input のバン

ドの強度を比較するという方法も考えられるが，SNO 化 PRMT1 の回収率が不明であるた

め，SNO 化される PRMT1 の割合を推定できない．PRMT1 の酵素活性が SNO 化を介して低

下しているか否かは，in vitro の実験で検証することで議論の限界を補う必要がある．さら

に，PRMT1 のノックダウンやノックアウト細胞を用いた検討を行うことで，NO ドナーに

よる ADMA 化レベルの減少が PRMT1 の機能抑制に起因しているのかを補填するデータを

得られると考える．また，今回の議論の限界点として，HeLa 細胞においては SNO 化の検討

を行えていないことがある．MS023 処理によって ADMA 化レベルの減少が認められている

ことから，Type I PRMT が ADMA 化レベルの減少に関わっていることが示唆される．HeLa

細胞においても HEK293T 細胞や SH-SY5Y 細胞と同様に PRMT1 が発現しており，発現量

が他の Type I PRMT と比較して多いということを踏まえると，NO ドナーによる ADMA 化

レベルの減少は PRMT1 の SNO 化に起因していることが考えられる（表 3）．しかし，HeLa

細胞でみられた NO ドナーよる ADMA 化レベルの減少が，PRMT1 の SNO 化によって起こ

ることを示すためには，HeLa 細胞でも PRMT1 の SNO 化を検討する追加実験が必要であ

る． 

また，タンパク質全体の ADMA 化レベルを検討した際に，63-75 kDa 付近のタンパク質

が顕著に検出された．同じ抗体を用いて ADMA 化を検出している過去の論文でも同様の位

置にバンドが検出されていることを確認した 79．一方で，PRMT1 の基質の分子量に偏りが

あることは報告されていない．63-75 kDa 付近でバンドが強く検出される理由として，Type 

I PRMT の基質が多数存在する，発現量が多い，メチル化されるアルギニン部位の数が多い

ことが考えられた．またタンパク質全体の ADMA 化レベルの検討では 10 kDa 付近のバン

ドの ADMA 化はほとんど検出されていないが，ヒストン H4R3 のみを検出した際には，ヒ

ストン H4R3 の ADMA 化レベルの NO ドナー処理による減少を検出できた．理由として，

ヒストンよりも 63-75 kDA 付近のタンパク質の存在量が多く相対的にバンドが検出されな

かったことが考えられた．ヒストン抽出を行いかつヒストン H4R3 の ADMA 化修飾特異的

な抗体を用いたため検出感度が増加したと考える． 

また，NO ドナーの濃度について，生理的な NO の濃度は数 pM から数 μM オーダーとす
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る報告があったため 54,55，PRMT1 の SNO 化による ADMA 化レベルの減少は病態を模倣す

る高濃度の NO 産生下で惹起される現象であると考えられる．さらに，50 μM の NO ドナー

では200 μMと比較して顕著なADMA化レベルの減少が認められなかったことから，PRMT1

の SNO 化を介した酵素活性の抑制は，生理的な NO 濃度よりも高濃度で起こると考えられ

た．しかし，NO の病態における濃度はこれまでに報告がなく，過剰量の NO は半減期が 1

秒間未満とされる報告があり，NO の濃度を正確に計測することは困難である 80．より病態

を模倣する条件での検討として，NO 合成酵素の過剰発現系を用い，NO を内在性に過剰量

産生させる検討を行う必要がある．また，PRMT1 の SNO 化が in vivo や患者でみられた報

告はない．PRMT1 では不明だが，先行論文でパーキンソン病とアルツハイマー病の患者の

死後脳の組織においてタンパク質の SNO 化を検出している報告があることから 6，神経変

性疾患などの患者の剖検を用いて SNO 化を検出することで，PRMT1 の SNO 化が病態で起

こるのか明らかにする必要がある．一方で，PRMT1 の SNO 化や酵素活性の抑制が生理的条

件下でも起こるか確かめるためには，50 μM より低濃度の NO ドナーを用いた PRMT1 の

SNO 化の検討が必要である．  

 

 

表 3 PRMT ファミリーと脱メチル化酵素 JMJD6 の発現量 

 Human Protein Atlas で公表されている各細胞における転写レベルでの発現量．表の数値は

transcripts per million（TPM）で示されている． 
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PRMT1 の SNO 化部位について 

 

PRMT1 のタンパク質表面に露出しているシステインは 7 個（C119，226，250，272，295，

360，364）あり，PRMT1 の構造モデルで C119 が SAH 結合部位近傍に位置していたことか

ら，C119 が最も有力な候補と考えて検討を行った．検討の結果，C119S 変異体では SNO 化

がほとんど見られなくなったことから，主要な SNO化部位であることが示唆された（図 11）．

SNO 化されやすいシステインは，特徴的なモチーフ配列を持つことが知られている．例え

ばトランスニトロシル化（タンパク質の SNO 化が別のタンパク質に移る）を促進する酸性

アミノ酸や，チオラートアニオン（SNO 化されやすい状態）の形成を促進する塩基性アミ

ノ酸が一次配列上もしくは立体構造上システインの近傍に存在することが特徴として明ら

かとなっている 15．興味深いことに，C119 の近傍には塩基性アミノ酸であるリジン，酸性

アミノ酸であるグルタミン酸とアスパラギン酸が位置しており，NO との反応性が高いと予

想された（図 24）．さらに種間における PRMT1 のアミノ酸配列を比較したところ，C119 は

種間で高度に保存されていることから，PRMT1 の機能において C119 の SNO 化が重要であ

る可能性が推定された（図 25A）．一方，PRMT ファミリーの中で C119 は，今回用いた細胞

種では発現しない PRMT8 を除いて保存されておらず，PRMT1 に特異性の高い SNO 化部位

である可能性が考えられた（図 25B）．以上から，C119 は非常に反応性が高いシステインで

あり，図 11C，D の結果と合わせて PRMT1 の主要な SNO 化部位であることが示唆された． 

一方で，本研究では C250，C360 の変異体を用いた検討を行っていないため，LC-MS/MS

による検出が擬陽性であったかどうかは明らかでなく，C250S，C360S 変異体を用いて SNO

化の検討をする必要がある．C119S でほとんど SNO 化がみられず，他のシステインの SNO

化が検出されなかったことに対する擬陽性以外の理由として，C119 以外のシステインにお

ける SNO 化の割合が低く，ビオチンスイッチアッセイを用いたウエスタン・ブロッティン

グによる方法では検出できなかった可能性が考えられる．また，NO の濃度や反応時間によ

って SNO 化されるシステインの部位や基質が変化することが報告されていることから 8,81，

NO ドナーの処理濃度や時間などの検討条件の違いが，SNO 化部位の違いを生む可能性が

ある． 
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図 24 PRMT1 C119 近傍のアミノ酸配列 

 

赤のハイライトは C119，青のハイライトは SNO 化モチーフを示している．C119 は塩基性

アミノ酸のリジン（K），酸性アミノ酸のグルタミン酸（E）とアスパラギン酸（D）と一次

配列上近傍に位置している． 

 

 

 

A 
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図 25 PRMT1 アミノ酸配列の比較 

 

（A）Uniprot から human（Q99873），mouse（Q9JIF0），rat（Q63009），frog（Q28F07），zebrafish 

（F1R3J9）のアミノ酸配列を取得し，ClustalW（https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw）を

用いてアライメントを行った．赤色でハイライトしたアミノ酸は human の C119 と C226 に

あたるシステインを示している． 

 

（B）Uniprot から human の PRMT1（Q99873），PRMT2（P55345），PRMT3（O60678），PRMT4

（Q9NQ92），PRMT5（O14744），PRMT6（Q96LA8），PRMT7（Q9NVM4），PRMT8（Q9NR22），

PRMT9（Q6P2P2）のアミノ酸配列を取得し，ClustalW を用いてアライメントを行った．

PRMT1 のアミノ酸 103 から 150 にあたる配列を示しており，PRMT ファミリーはアライメ

ントの順に出力されている．赤色でハイライトしたアミノ酸は PRMT1 の C119 にあたるシ

ステインを示している．   

B 
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PRMT1 の SNO 化による酵素活性抑制機構について 

 

C119 はメチル基供与体 SAM の代謝物である SAH の結合部位近傍に位置していることか

ら，SNO 化修飾により SAM との結合が阻害されることによって酵素活性が低下する可能

性が考えられた．C119 と SAH が相互作用するか否かは明らかとなっていないため，C119

のチオール基から最も近い位置にある SAH のアデニンの 3 位の窒素との距離を測定したと

ころ，3.4 Åであった（図 26）．ただし，SNO 化はタンパク質の構造や基質との結合を変化

させることが知られており，C119 以外のシステインが修飾されて酵素活性に影響を与える

可能性を排除できていない．そのため，PRMT1 の SNO 化による酵素活性抑制メカニズムを

明らかにする必要がある．そこで，PRMT1 の基質との相互作用が NO ドナーによって阻害

されるか否か検討し，また NO ドナーによる ADMA 化レベルの減少が高濃度の SAM の供

給により抑制されるかどうか検討することで，SNO 化による酵素活性抑制機構を明らかに

できると考える． 

 

 

 

図 26 C119 と SAH との距離 

 

pyMOL ver. 2.5.5 を用いて PRMT1（PDB 6NT2）の C119 のチオール基から最も近い位置に

ある SAH のアデニンの 3 位の窒素との距離（青の点線で示す距離）を調べたところ，3.4 Å

であった．赤は C119，ピンクは SAH を示している．   
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BioID による PRMT1 基質の探索について 

 

 BioID によって 1349 種の基質候補を同定し，そのうちアルギニンメチル化が検出された

のは 38 種であった．BioID は，BirA から 10 nm の範囲にあるタンパク質のリジンをビオチ

ン化標識して検出する手法であるため，同定した基質候補が PRMT1 によってメチル化され

るかどうかは明らかでない．メチル化が検出されていない候補は，PRMT1 の基質でない可

能性，検出の過程でメチル基が外れた可能性，LC-MS/MS ではすべてのアミノ酸配列をカバ

ーできていないことからメチル化部位のペプチドを読み取れていない可能性が考えられた．

共免疫沈降法を用いて DDX3 が基質であるか確認したところ，PRMT1 と DDX3 が相互作用

し，さらに DDX3 が ADMA 化されることが分かった（図 17，18）．また今回基質候補とし

て同定した 1109 種のうち約半数の 580 種がデータベース Harmonizome に PRMT1 の基質と

して収載されているものであった．興味深いことに，ALS 関連タンパク質であり，PRMT1

の基質として知られている fused in sarcoma（FUS）を BioID で単離出来ていたことからも，

BioID による PRMT1 基質の探索は効果的であると考えられた． 

PRMT1 の基質に普遍的に起こりうることとして，PRMT1 の SNO 化を介した ADMA 化

レベルの減少がある．一方で，ADMA 化レベルの減少による基質機能への影響は，基質に

よって異なるものであるため，個々の基質に着目した検討が必要である．BioID によって同

定した基質候補について，基質であるかを相互作用や ADMA 化の検討から確認し，さらに

NO ドナーによる ADMA 化や基質の機能への影響を検討することで，PRMT1 の SNO 化に

制御される分子機構を明らかにできる可能性がある． 

 

NO ドナーによる DDX3 の ADMA 化レベルの減少について 

 

本研究によって，DDX3 が ADMA 化され，NO ドナーによって ADMA 化レベルが減少す

ることが明らかとなった（図 18）．本研究では，DDX3 と PRMT1 を共発現し，DDX3 を免

疫沈降して ADMA 化レベルを検出しているため，今回検出された ADMA 化は PRMT1 によ

る影響が大きいと考える．また 200 μM NOC-18 処理という高濃度の NO 暴露条件下で DDX3

の ADMA 化レベルの減少がみられた．この結果から，PRMT1 の酵素活性が NO ドナーによ

って抑制され，DDX3 の ADMA 化レベルが減少したことが示唆された．そのため，神経の

過剰興奮や炎症によってNOが高濃度，長期間産生される病態条件下では，生体内でもDDX3

の ADMA 化レベルが減少している可能性があると考える．NO 合成酵素の過剰発現系や，

病態患者の剖検を用いて DDX3 の ADMA 化レベルを検出することで，病態で起こる現象か
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明らかにする必要がある． 

 

NO ドナーによる DDX3 のヘリカーゼ活性上昇について 

 

 ヘリカーゼアッセイを実施し，DDX3 のヘリカーゼ活性における PRMT1 の SNO 化の影

響を検討したところ，NO ドナーを処理した細胞由来の DDX3 はコントロールと比較してヘ

リカーゼ活性が上昇することが明らかとなった（図 20）．また MS023 の処理においてもヘ

リカーゼ活性が上昇したことから，PRMT1 の SNO 化を介した ADMA 化レベルの減少が，

DDX3 のヘリカーゼ活性上昇に寄与することが示唆された．BioID において LC-MS/MS か

ら明らかとなった DDX3 アルギニンメチル化部位は種間での保存性が高く，酵素活性に重

要な役割を果たす可能性が考えられた（図 27）．また，先行論文において DDX3 のアルギニ

ン変異体が γ-globulin のタンパク質レベルでの発現を増加させたという報告があり，ADMA

化が DDX3 のヘリカーゼ活性を介した翻訳に影響を及ぼす可能性を示している 71．しかし，

NO ドナーによる ADMA 化レベルの減少が DDX3 のヘリカーゼ活性を上昇させた機構は不

明である．本研究で BioID によって明らかにしたメチル化部位である R88 と R617 は DDX3

の N 末端と C 末端側の領域に位置している．これらの領域は構造が解かれておらず，報告

されている ATP 結合ドメインや RNA 結合ドメインとは異なる位置にあるが 37，N 末端と C

末端を欠く DDX3（アミノ酸 168-582）は ATP アーゼ活性を失うことが報告されている 82．

また，R617 はアルギニンとセリンに富む RS-like ドメインに位置し，R88 近傍はアルギニン

とグリシンに富んでいる（図 27）37．アルギニンとグリシン，またはアルギニンとセリンに

富む領域は RNA との結合に関与することが報告されているが，DDX3 においては不明であ

る 83．また，LC-MS/MS で検出された DDX3 のカバー率は 44%であったことから，R88 と

R617 以外のアルギニンについてもヘリカーゼ活性制御に関わるメチル化部位である可能性

がある．今後は，ヘリカーゼ活性の制御に関わるアルギニンメチル化部位を同定し，ADMA

化が RNA や ATP（DDX3 が ATP 依存性ヘリカーゼ活性を有するため）との相互作用に影響

するのか検討を行い，NO を介した DDX3 酵素活性制御の様式を明らかにする必要がある．

また，ヘリカーゼ活性の測定に使用した DDX3 が細胞から抽出したものであるため，ヘリ

カーゼ活性上昇が PRMT1 の SNO 化に起因しているかは明らかではない．DDX3 のアルギ

ニンメチル化部位の同定とその変異体を用いた検討を行うことで，ヘリカーゼ活性上昇に

おける ADMA 化の影響を明らかにすることが出来ると考える． 

また，NO ドナーの処理によって DDX3 のヘリカーゼ活性が上昇したことから，DDX3 が

SNO 化されて酵素活性が上昇した可能性を排除できていない．これまでに DDX3 が SNO 化
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されることは報告されていないが，この可能性を排除するためには，DDX3 の SNO 化の検

討や，DDX3 が SNO 化された場合には DDX3 の SNO 化がヘリカーゼ活性に寄与しないこ

とを示す必要がある．具体的には，リコンビナント DDX3 を用いて，PRMT1 の存在しない

条件下では，NO ドナーによるヘリカーゼ活性の上昇がみられないことを確認する必要があ

ると考える． 

 

 

 

図 27 DDX3 アルギニンメチル化部位の種間の保存性 
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Uniprot から human（O00571），mouse（Q62167），rat（A0A0G2K719），frog（A0A6I8REU5）

のアミノ酸配列を取得し，ClustalW を用いてアライメントを行った．赤色でハイライトした

アミノ酸は human の R88，R617 に該当する． 

 

 

NO ドナーによる STAT1 のタンパク質レベルの増加について 

 

STAT1 は 5’UTR に 2 次構造を有し，DDX3 によって翻訳を制御されることが報告されて

いる 72．NOとMS023処理のそれぞれでSTAT1のタンパク質レベルが増加したため（図 22），

NO ドナーによる PRMT1 酵素活性の抑制が，DDX3 のヘリカーゼ活性上昇を介して STAT1

のタンパク質レベルの発現を増加させた可能性がある．また，RNA-sequencing では，NO ド

ナー処理による STAT1 の fold change は 1.1 であったため，NO ドナーによる STAT1 のタン

パク質レベルの増加は，転写レベルの増加ではなく翻訳レベルでの増加であり，転写以降の

RNA 代謝の過程に依存するものであることが示唆された．これらの結果により，PRMT1 の

SNO 化による酵素活性の抑制が，RNA 代謝を制御する可能性が分かった． 

これまでに STAT1 のタンパク質レベルでの発現増加はインターフェロン刺激後に短時間

から誘導されることが報告されている 84．本研究では，100 μM の NO ドナーを 72 時間処理

することで STAT1 のタンパク質レベルが増加したが，NO ドナーが DDX3 を介さずに STAT1

の翻訳を促進した可能性を排除できない．STAT1 の mRNA の 2 次構造を解き翻訳を促進す

る因子として DDX5 も報告されているが 85，DDX5 に対する NO や PRMT1 の影響は明らか

ではない 86．DDX3 と DDX5 の基質の中には，共通した基質があることが報告されている

87．Human Protein Atlas を用いて，HEK293T 細胞における RNA の発現量を調べたところ，

DDX3 の TPM は 218.7，DDX5 の TPM は 71.2 であり，存在量は DDX3 の方が多かった．今

後，DDX3 をノックダウンして NO ドナーを処理した場合の STAT1 のタンパク質レベルを

検討することで， STAT1 の NO ドナー処理による発現増加が DDX3 を介した機構か明らか

にする必要がある．  

 

PRMT1 の SNO 化における転写への影響に関して 

 

 PRMT1 が転写調節に関わる基質を有すること，またその中の一つとして DDX3 が報告さ

れていることから，PRMT1 の SNO 化による転写への影響を検討した 31–33,37．PRMT1 のノ

ックダウンまたは阻害薬処理において 2 倍以上発現増加した遺伝子が，NO ドナー処理によ

って発現増加した遺伝子に有意に多く含まれることが明らかとなった（図 23B）．興味深い
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ことに過去の知見では，PRMT1 が cGAS のメチル化を担っており IRF3 制御下にある遺伝

子の発現に関与することが報告されている（図 28）62．具体的には，cGAS は非 ADMA 化

状態では，STING を介してリン酸化酵素 TBK1 を活性化する．すると TBK1 による IRF3 の

リン酸化とそれに伴う核移行が促進され，標的遺伝子の発現が誘導される．一方で，PRMT1

によって cGAS が ADMA 化されると，IRF3 を介した遺伝子の発現が抑制される．実際に，

GSEA において PRMT1 ノックダウンと NO ドナー処理の両方で発現が増加した遺伝子の一

部には，プロモーター領域に転写因子 IRF3の結合配列を持つ遺伝子が含まれていた（図29）．

このことから，PRMT1とNO ドナーによる発現制御を受ける遺伝子の一部は，転写因子 IRF3

の制御を受ける可能性がある．以上から，PRMT1 の酵素活性抑制を介した遺伝子発現増加

メカニズムが存在する可能性が考えられた．発現が増加した遺伝子において炎症に関わる

IRF ファミリーに制御される遺伝子が多く含まれたのは，GSEA に供した発現変動遺伝子が

データベースから抽出したものであり，細胞種が異なるものであることが考えられる．炎症

は異なる細胞種間で共通して NO ドナー処理や PRMT1 ノックダウンを介して惹起される可

能性が考えられた．一方で，NO ドナー処理と PRMT1 のノックダウンによってそれぞれが

別の機構を介して炎症関連遺伝子の発現を誘導した可能性を否定できない．機構の詳細は

明らかとなっていないが，NO がサイトカインの産生を促すという報告や 55，PRMT1 ノッ

クアウトマウスでは炎症関連遺伝子が増加するという報告がある 29．PRMT1 の SNO 化が遺

伝子の発現を制御するか明らかにするためには，PRMT1 基質を用いた検討が必要であると

考える．例えば，cGAS に着目し，NO ドナーによる cGAS の ADMA 化レベルの減少や，

IRF3 のリン酸化，下流遺伝子の発現増加がみられるかを検討することで，SNO 化による

PRMT1 の酵素活性抑制を介して，遺伝子の転写が制御される機構を明らかに出来ると考え

る． 

 また，DDX3 が転写調節に関与する遺伝子として Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A

（CDKN1A，P21）が報告されている 37．RNA sequencing の結果から fold change を算出して

NO ドナー処理によって p21 の発現が変化するか確認したところ，fold changeが 5.0 であり，

NOドナーによって発現が増加したことが分かった．また，PRMT1をノックダウンしたMV4-

11 細胞と THP-1 細胞のデータを調べたところ，それぞれ fold change が 2.5，6.8 と，NO ド

ナー処理と同様に発現が増加していた．また，これらの細胞で NO ドナー処理や PRMT1 ノ

ックダウンを行った際の RNA sequencing の結果では，DDX3 の fold change はいずれも 1.0

であり，変化がほとんどなかった．これらのことから，PRMT1 の SNO 化による DDX3 の

ADMA 化レベルの減少は，DDX3 による転写調節にも影響を及ぼす可能性が考えられた． 

さらに，1 例ではあるが PRMT1 ノックダウンにおいて fold change が 0.5 以下の発現が低
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下した遺伝子が，NO ドナー処理によって発現低下した遺伝子に有意に多く含まれることが

明らかとなった（図 23C）．PRMT1 はヒストン H4R3 や転写因子のメチル化を介して転写を

促進することが報告されている 31–33．そのため，PRMT1 の SNO 化による酵素活性の抑制が

遺伝子の転写抑制にも寄与する可能性がある．このことは，ヒストン H4R3 の ADMA 化レ

ベルが NO ドナー処理濃度依存的に減少したことからも予想できる（図 13）．今後は，PRMT1

の SNO 化によって発現が制御される遺伝子とその転写制御を介在する因子を明らかにする

ために，ヒストンや転写因子のメチル化が NO ドナー処理によって減少するか検討し，さら

に下流遺伝子の発現への影響を検討する必要があると考えている． 

PRMT1 ノックダウンや阻害薬処理で fold change が 2 以上だった遺伝子の多くは，GSNO

で発現増加した遺伝子と有意な相関がみられた一方で，一部の遺伝子では相関しなかった

ため，遺伝子の中には PRMT1 の SNO 化による制御を受けないものがあると考えられた．

また同様に，PRMT1 のノックダウンで fold change が 0.5 以下であった遺伝子の一部には，

GSNO 処理では反対に発現増加したものもあったため，PRMT1 のノックダウンで発現低下

する遺伝子の中には，PRMT1 の SNO 化による制御を受けないものがあると考えられる．こ

の点を踏まえても，PRMT1 による ADMA 化が転写制御に関わる基質を選定し，PRMT1 の

SNO 化による制御を受けるか明らかにする必要がある．GSEA で用いたデータでは，NO を

処理した細胞と PRMT1 ノックダウン，もしくは阻害薬を処理した細胞が異なるものであっ

たため，データベースから引用する際に，1 種類ではなく 3 種類の細胞を用いたデータを使

用した．今後はデータベースから引用したデータに追加して，SH-SY5Y 細胞を用いて

PRMT1 のノックダウンや MS023 処理のデータを得ることで，より PRMT1 の SNO 化によ

って制御される可能性の高い遺伝子を抽出することに繋がると考える．  
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図 28 PRMT1 の cGAS を介した遺伝子転写制御機構 

 

Liu らが明らかにした cGAS のメチル化を介した遺伝子転写制御機構のまとめ図． 

 

 

 

 

図 29 NO と PRMT1 ノックダウンでともに発現増加した遺伝子と IRF3 によって発現制

御を受ける遺伝子の比較 

 

GSEA において NO ドナー処理と，MV4-11 細胞における PRMT1 ノックダウンでともに発

現増加した遺伝子 322 種について，IRF3 による制御を受ける遺伝子があるか調べた．

Harmonizome 3.0 の Encode transcription factor target というデータベースを用いて，転写開始

点近傍で IRF3 が結合する遺伝子 4159 種と比較した．比較には，BioVenn を用いてベン図を

作製した． 
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第 3 章 本研究のまとめと展望 
 

本研究により以下のことが分かった． 

1. PRMT1 の C119（システイン 119）は SNO 化標的であった． 

2. NO ドナーによって PRMT1 基質の ADMA（非対称性ジメチルアルギニン）化レベルが

減少した． 

3. PRMT1 基質として DDX3 を BioID で同定し，その ADMA 化レベルが NO ドナーによっ

て減少した． 

4. DDX3 のヘリカーゼ活性が NO ドナーによって上昇した． 

5. DDX3 の基質である STAT1 のタンパク質レベルが NO ドナーによって増加した． 

6. PRMT1 発現抑制および阻害薬処理後に発現上昇する遺伝子は，NO ドナー処理において

も同様に発現上昇する傾向を示した． 

 

本研究により，PRMT1 の C119 で SNO 化が起こり，活性抑制を生じることが示唆された． 

BioID を用いて PRMT1 基質を網羅的に探索したところ，既知および未知の基質候補が複数

同定された．GO 解析の結果，RNA 代謝に関わるタンパク質が濃縮されていた．さらに，

RNA ヘリカーゼ活性を有し，RNA 代謝に関与する DDX3 は，過剰な NO ドナー処理によっ

てその ADMA 化が抑制され，ヘリカーゼ活性が上昇することが分かった．PRMT1 の基質

には RNA 代謝を制御する多くのタンパク質が含まれていることから，本研究は，NO によ

る RNA 代謝制御機構について新たな視点を提供するものと考えられる．さらに GSEA か

ら，過剰な NO 曝露による遺伝子発現変化は，PRMT1 の活性阻害に連関することが明らか

になり，SNO 化が PRMT1 基質を介した転写制御に関与することが示唆された．以上から，

PRMT1 の SNO 化が RNA 代謝や転写を制御するキーファクターとなる可能性がある（図

30）．  

 

 

PRMT1 の SNO 化による機能抑制と関連しうる疾患として，NO の過剰産生が報告されて

かつ RNA 代謝異常が報告されている，ALS が考えられる 88,89．ALS では RNA 代謝に関与

する TDP-43 や FUS といった RNA 結合タンパク質の変異や，C9orf72 の翻訳開始点より 5’

側の領域でおこる異常な翻訳がみられ，これらのタンパク質の凝集体形成による細胞毒性

が報告されている 56,89．また ALS はグルタミン酸による神経毒性が発症に寄与することが

報告されており，グルタミン酸による神経興奮は NO 合成酵素を介して NO の産生を促進す
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ることが知られている 6,90,91．また ALS には炎症が関与することが知られているが，NO の

産生は炎症性サイトカインによって誘発されることや，反対に NO がサイトカインの産生

を促進することが知られている 55,92．また NO は神経変性疾患でみられる神経細胞死を惹起

することが知られている 6,91．さらに，PRMT1 ノックアウトマウスではミクログリアやアス

トロサイトの増加，炎症関連遺伝子の増加が報告されている 25,29,30．本研究では，DDX3 の

ヘリカーゼ活性に着目し，その機能が PRMT1 の SNO 化を介して制御される可能性を見出

した．興味深いことに，DDX3 は ALS や脆弱 X 症候群においてシトシンとグアニンの繰り

返し配列から成る有毒な凝集ペプチドの合成に関連する repeat-associated non-AUG（RAN）

の翻訳を制御している 36,93．さらに BioID において PRMT1 基質として検出された FUS の

PRMT1 を介したアルギニンのメチル化は，ALS の病態に関連する不溶性凝集体の形成を抑

制するという報告がある 21,94．これらの知見は，PRMT1 の酵素活性阻害が ALS 病態形成に

関与する可能性を示唆している．しかし，PRMT1 活性が FUS の凝集を促進したことを示唆

する報告もあるため，PRMT1 活性と ALS の関係を明らかにするためには，さらなる検討が

必要である 95．興味深いことに，ALS 病態に特徴的な TDP-43 凝集体形成が SNO 化によっ

て引き起こされるという知見がある 56．このように NO や PRMT1 の活性抑制が ALS でみ

られる凝集体形成や細胞死といった表現型に関与することから，PRMT1 の SNO 化が病態

発症に関わる可能性が考えられる．しかし，これまでに ALS 患者や病態モデル動物におい

て PRMT1 の SNO 化が検討された報告がないため，今後検討する必要がある．具体的には

患者の死後脳の組織をビオチンスイッチアッセイに供して SNO 化を検出し，さらに ADMA

化レベルについても組織を用いて健常者と比較検討することを想定している．また，PRMT1

の SNO 化が ALS の結果引き起こされる可能性を排除するために，PRMT1 の SNO 化によっ

て ALS の表現型が誘導されるか検討する必要がある．本研究では，PRMT1 の SNO 化によ

る活性制御と転写や DDX3 の機能への影響に焦点を当てたため，神経細胞死やタンパク質

凝集体形成といった病態に特徴的な表現型に対する PRMT1 の SNO 化の影響については検

討しなかった．今後，PRMT1 の SNO 化が ALS の表現型に与える影響を検討することで，

PRMT1 の SNO 化が病態発症に寄与するか明らかにできると考える．具体的には，PRMT1

の SNO 化による FUS など ALS 関連タンパク質のメチル化や凝集体形成，細胞死への影響

を検討する必要がある．さらに，PRMT1 の SNO 化を介した DDX3 ヘリカーゼ活性の上昇

が病態形成に寄与するか明らかにするために，RAN 翻訳への影響を検討することも興味深

いと考える． 

ALS は RNA 代謝異常が報告されてきた疾患であり，根本的治療法は未だ開発されていな

い 88,89．本研究によって，PRMT1 の SNO 化を RNA 代謝の制御因子として見出したことか
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ら，ALS 発症メカニズムの一端の解明につながる可能性がある．さらに， PRMT1 の活性に

影響を与えることなく，PRMT1 の SNO 化を特異的に阻害する化合物の開発は，ALS や他

の関連病態における PRMT1 の SNO 化の影響を調べるためのツールとなることが期待され

る． 

 

 

 

 

 

 

図 30 本研究のまとめ 
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