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研究成果の概要（和文）： これまで、がん細胞を中心とした代謝リモデリング制御に関する研究の多くは、
HIF-1aやc-Mycなどストレス誘導性転写因子による解糖系酵素遺伝子群の発現上昇によって説明されてきたが、
近年代謝酵素群自身の翻訳後修飾に起因した酵素活性変化による代謝制御機構が多数報告されている。本研究で
は解糖系酵素の核内特異的メチル化修飾に着目し、その制御メカニズムについて研究を行なった。その結果、ア
ルギニンメチル化酵素PRMT1の自己メチル化を介した核移行が解糖系酵素群のメチル化修飾に必須であることが
明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In cancer cells, the expression of glycolytic enzymes is regulated by 
stress-responsive transcriptional factors (e.g., HIF-Ia and c-Myc). Recent studies demonstrated that
 post-translational modifications of metabolic enzymes also regulate metabolic reprogramming. Our 
previous study showed that arginine methylation of glycolytic enzymes is spatial regulated in the 
nucleus. In this study, we clarified the mechanism of nuclear-specific arginine methylation of 
enzymes. Furthermore, we found that auto-methylation of PRMT1, which is a responsible 
methyltransferase for glycolytic enzymes influenced the nuclear translocation of PRMT1, resulted in 
nuclear-specific methylation of glycolytic enzymes.

研究分野： 代謝生化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
がん細胞における解糖系優位な代謝はワ

ールブルグ効果と呼ばれ、従来 HIF-1や
c-Myc などの転写因子の活性化による解糖系
酵素遺伝子群の発現上昇によって説明され
てきた。しかしながら最近の研究から、解糖
系酵素群が多様な翻訳後修飾を受けること
で活性が制御される仕組みが次第に明らか
になってきた。そのなか我々は解糖系の律速
段階を制御する酵素 PFKFB3および PKM2が
アルギニンメチル化修飾を受けることを明
らかにした。メチル化修飾は解糖系を亢進さ
せる作用があることがわかったが、これら解
糖系酵素のメチル化修飾は取り込んだグル
コースの代謝経路を切り替える「スイッチ」
として作用することが分かった。 
研究開始当初においてアルギニン残基の

脱メチル化酵素・および機構の分子実態の解
析を行なっていたところ、注目すべき実験結
果を得た。我々が同定した複数種の解糖系酵
素のメチル化修飾は、すべて同一のアルギニ
ンメチル化酵素 PRMT1 によって行なわれて
いることであり、なおかつ核内でそのメチル
化レベルが高いという点である。さらに興味
深いことに、我々が同定した酵素のメチル化
動態は PRMT1 の核内での発現量と相関する
ことを見出した。さらに我々が作製した解糖
系酵素群のメチル化部位特異的抗体を用い
た解析からは、複数種のがん細胞株およびマ
ウス腹腔マクロファージにおいてこれらの
酵素のメチル化型はほぼ核のみに存在する
ことから、申請者は解糖系酵素のメチル化修
飾は個別に制御されるわけではなく、PRMT1
の核移行の度合いによって overall に制御さ
れている可能性があると着想した。 
最近の当該分野の研究動向からも、核内に

おける異常な高メチル化状態と疾患との関
係が注目されつつある。臨床検体においても
悪性度の高いがんではアルギニンメチル化
酵素 PRMT1 および 6 の核局在の頻度が高い
ことや、自己免疫疾患に起因するリウマチや
多発性硬化症の患者では血清中におけるメ
チオニン代謝異常およびシトルリン化酵素
PADI4 の核内での異常蓄積が認められる。こ
れらの事実は核内における修飾動態の適切
な制御の重要性を強く示唆するものである。 
核内に限局した糖代謝酵素のメチル化修

飾制御機構の存在は、我々による報告が初め
ての例であり、修飾酵素自体の局在に起因す
る翻訳後修飾動態の違いは、局所におけるメ
チオニン代謝制御と局所でのメチル化制御
といういわゆる代謝物質の『地産地消』の分
子実態の一部であると考えられ、本研究によ
る研究成果はこれらの問題点にも多くの新
たな示唆をもたらすものと期待される。 
 
２．研究の目的 

 
上述のようにアルギニンメチル化酵素

PRMT1 の核-細胞質のシャトリングは様々
な細胞種において認められ、核内における解
糖系酵素群のメチル化の同時制御を司るこ
とから、この酵素の局在機構および活性調節
機構を詳しく理解することは、将来的にこの
ような局在機構を人為的に制御することで、
がん細胞の兵糧攻めや、糖代謝のリモデリン
グが細胞分化の鍵と考えられているマクロ
ファージで、糖代謝酵素のメチル化を操作す
ることで代謝動態の異なるサブタイプ間で
の形質転換技術に応用できる可能性を秘め
ていると考えられる。本研究では、PRMT1
の核移行メカニズムの解明を通じて、核内に
おける解糖系酵素のメチル化修飾がどのよ
うに制御されるかを理解し、PRMT1 の移行
メカニズムを逆手に取ることで細胞内のエ
ネルギー代謝を人為的に制御できる技術を
確立することを目的とする。 
本研究では核内における糖代謝律速酵素

のメチル化修飾はアルギニンメチル化酵素
PRMT1 の核移行メカニズムが重要であると
考え、（１）PRMT1 の修飾部位・修飾部位の
同定、（２）PRMT1 の核内発現量とグルコー
ス代謝調節の相関、（３）人為的に PRMT1
の核内発現量を制御した場合の細胞機能制
御（増殖・形質）の実証実験を in vivo モデ
ルで検討、の 3 点を中心に遂行する。 

 
 
３．研究の方法 
 
本研究においては、以下の手法で研究を遂行
した。 
 
（１）PRMT1 のメチル化部位を同定するた
めに放射性ラベルの[3H]-SAM を用いた in 
vitro methylation によって同定した。各種
PRMT1 の変異体はすべて N 末 GST タグを
付加し、大腸菌株 BL21 に発現させ、GST ア
フニティカラムにて精製した。 
 
（２）細胞内局在を可視化するために N 末に
GFP を付加した PRMT1 との融合遺伝子を
作成した。各種培養細胞への導入にはレンチ
ウィルスベクターを用いて行ない、ピューロ
マイシンで選択することで安定発現株を樹
立した。 
 
（３）研究代表者が所有している、PKM2 メ
チル化部位特異的ポリクローナル抗体はウ
エスタンブロットには使用できるものの、免
疫染色には不適なものであった。よって、免
疫染色にも利用可能な抗体を得るために抗
メチル PKM2 のモノクローナル抗体を作成
した（抗体作成は細胞工学研究所に依頼）。 
 
（４）ゼノグラフト実験は大腸がん細胞株
HCT116 細胞を Scid マウスに接種後、約 2
週間後から SAM（S-adenosylmethionine）
を腹腔注射し、腫瘍径を測定することでおこ
なった。 



 
（５）培養用特殊培地（メチオニン・コリン
不含培地）は細胞科学研究所（仙台市）に依
頼し調製した。 
 
 
４．研究成果 
 
 
（１）PRMT1 の自己メチル化部位の同定 
 
脱メチル化剤処理により PRMT1 の核内発

現量が低下したことから PRMT1 の核-細胞質
のシャトリングにはメチル化を介したイベ
ントが関与すると疑われた。そこで in vitro 
methylation 解析をおこなったところ、PRMT1
は自己メチル化を受けることを見いだした。
さらに自己修飾部位を調べたところ、PRMT1
の C 末端である、350 番目および 352 番目の
アルギニン残基が少なくともメチル化を受
ける事が明らかになった。 
 
 
（２）メチオニン代謝が PRMT1 の核-細胞質
のシャトリングに重要である 
 

PRMT1 の核移行を人為的に操作できるか、
検討するため、N 末端に GFP を付加した
GFP-PRMT 融合遺伝子を構築し、このコンス
トラクの安定発現株を樹立し、このような実
験系を用いて、人為的に PRMT1 の自己メチ
ル化レベルを変化させた時に PRMT1 の核移
行を生細胞内で観察できるかを検討した。そ
の結果、SAM 合成の元になる、含硫代謝物で
あるメチオニンおよびコリンを欠乏させた
培地で細胞培養したところ、培養開始数時間
で PRMT1v1 バリアントでは核移行できるが、
v2 バリアントの細胞内局在はメチオニン濃
度に関して非感受性であった。尚、この現象
は培地の組成に応じて可逆的であり、培養条
件によって、人為的に核内の解糖系酵素のメ
チル化レベルを変化させることが可能にな
った。 
 
 
（３）PRMT1 の核移行と腫瘍増殖能の関連 
 

PRMT1 は核内に移行後、PFKFB3 や PKM2
のメチル化を制御する。我々の研究から、メ
チル化修飾の有無は糖代謝経路のスイッチ
ングに作用することが明らかになった。そこ
で、人為的に腫瘍内のメチル化レベルを変化
させた際に腫瘍の増殖にどのような影響を
及ぼすかを調べた。 
免疫不全マウスに大腸がん細胞株 HCT116

を接種し皮下腫瘍を作らせたマウス腹腔中
に、解糖系酵素のメチル化亢進を意図して、
SAM（S-adenosylmethionine）を定期的に注射
し、腫瘍の大きさを記録した。その結果予想
に反して SAM 注射群において腫瘍の有意な

増殖が認められた。摘出した腫瘍からタンパ
ク質を抽出し、それぞれの修飾レベルを調べ
たところ、SAM 投与群の腫瘍では PFKFB3
およびPKM2のメチル化レベルが低下してい
たとともにメチル化酵素 PRMT の核内発現
量も相対的に低下していた。これは投与され
たSAMによってPRMT1の自己メチル化が進
み、核から細胞質へ移行したことに因るもの
と理解している。 
 
 
（４）メチル化 PKM2 モノクローナル抗体の
作製と核内のメチル化状態のモニタリング 
 
我々は解糖系酵素PKM2のメチル化レベル

を調べる際、メチル化部位特異的ポリクロー
ナル抗体を使用していたが、ウェスタンブロ
ット解析には使えるが、立体構造が認識でき
ないため、免疫沈降、免疫組織染色には利用
できなかった。そこで我々は PKM2 メチル化
型特異的モノクローナル抗体の作製を行な
った。その結果良好なクローンを取得するこ
とができ、免疫組織染色にも適用可能な良好
な抗体を得た。これは今後、組織や細胞内に
おけるエネルギー状態を推定する上で有用
なツールとして有用となるものと考えてい
る。 
 
 
（５）PKM2 の活性制御因子である PIN1 に
よるメチル化制御 
 

PKM2 は PRMT1 によってメチル化修飾を
受ける事が我々の実験系より明らかになっ
ているが、両者の発現量が高い細胞質ではメ
チル化レベルは核内に比べ極めて低い。我々
は細胞質と核内では PKM2 若しくは PRMT1
の立体構造自体に差異があるのではないか
と着想した。 
 PKM2 はプロリン異性化酵素 PIN1 と相互
作用することが以前から他の研究グループ
によって示されているが、相互作用によって
酵素活性にどのような影響を及ぼすかはい
まだ不明である。よって、PIN1 による PKM2
のメチル化制御機構に注力した。まず、
CRISPR/Cas9 システムを用いて乳がん細胞株
MDA-MB-231 および脳腫瘍細胞株 U87-MG
の PIN1 ノックアウト細胞を作成した。これ
らの細胞ではPKM2は高メチル化状態であっ
た。次に in vitro で PKM2-PIN1 複合体を作ら
せた後に in vitro methylation を行なったとこ
ろ、PKM2 は PIN1 との相互作用によってメ
チル化修飾が阻害されることが明らかにな
った。細胞質では PKM2 もメチル化責任酵素
PRMT1 も高発現しているが、PKM2 のメチル
化修飾が核内特異的であるのは、細胞質にお
ける PKM2-PIN1 複合体の存在が細胞質にお
けるメチル化修飾を防いでいるものと考え
る。 
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