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論文の内容の要旨

タンパク質の翻訳後修飾の一つである、アルギニン残基のメチル化反応は、アルギニンメチル基転移酵素

(protein arginine methyltransferase : PRMTs)により触媒される化学的に安定な修飾である。一方、遊離型の

モノメチルアルギニン、及び非対称性ジメチルアルギニン (asymmetricdimethylarginine: ADMA)は、一酸化

窒素合成酵素 (NOsyntase : NOS)の内因性阻害煎として作用するが、遊離の L-Argが直接メチル化されて

メチルアルギニン誘導体が生成される反応は知られていなし」メチル化アルギニン誘導体は、アルギニンメ

チルイとされたタンパク質が分解を受けることにより生成されると考えられているが、それらを明確にした報

告はまだなし、そこで、本研究では、タンパク質分解経路を制御することで、培養細胞内メチルアルギニン

の生成を変化させることができるのではないかという仮説を立て、その検証を試みた。

細胞内の微量な遊離メチルアルギニンを計測するにあたり、著者は従来のHPLCでの検出法を改良し、微

量検出が可能な系の確立を目指した。細胞抽出液より題相抽出を行い、塩基性物質を集めた後、アミン誘導

体化試薬 AccQ-Fl uor™ を用いてメチルアルギニンを含む試料を蛍光誘導体化し、超高速クロマトグラフィー

を用いて分析を行った。擦品を用いた分析から、互いに異性体の関係にある ADMAと対称性ジメチルアル

ギニン (symmetricdimethylarginine: SDMA)とを十分に分離し、定量分析に必要な分解能が得られた。さらに、

細胞抽出液より、これらの溶出位置に溶出したピークを分取し、 MALDI-QIT-TOF骨MSによる MS品1S瓜t1Sに

おける解析を行った結果、これらのピークがそれぞれ対応する標品と伺ーの構造であることを確認した。

次に、上記の確立した方法を用いて、細胞内のメチルアルギニンの生成機序におけるタンパク質分解によ

る影響を検討した。おもに、タンパク質分解経路と考えられているユビキチンプロテアソーム系、及びオー

トファジ一系について検討を行うこととした。プロテアーゼ阻害剤である MG132を培地中に添加すると、

細胞内の遊離ADMA及びSDMAの減少が観察された。また、同様の阻害剤である epoxomicinを添加するこ

とにより、細胞内遊離ADMA及びSDMAは減少する事が確認された。

さらに、オートファジ一躍害斉IJである chloroquineで処理したところ、河様に細胞内遊離ADMAの減少が

観察された。これらの条件下で、 PRMTの遺伝子発現に対する影響を九定量的 PCR法を用いて検討したと
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ころ、殆どの PRJvITの遺伝子発現に対する有意な影響は認められなかった。以上の結果から、各阻害剤処

理に伴う細胞内の遊離 ADMAは減少する事が確認され、タンパク奨分解が遊離メチルアルギニンの生成の

制御の重要な要因となっていることを示した。

審査の結果の要旨

著者が確立したメチルアルギニンの定量法は、 Jtll紫iやのメチルアルギニンの検出法を改良し、細胞内とい

う小さな容量におけるメチルアルギニンの検出を可能にした。この定量方法を}召し=ることにより、細胞内メ

チルアルギニンの検出はもとより、他のアミノ酸の細胞内定量にも応用できると考えられる。また、本研究

により、タンパク質アルギニンメチル化修飾を受けたタンパク質のタンパク質分解が、遊離メチルアルギニ

ンの生成の大きな因子となっていることを明らかにした。以上のように、遊離メチルアルギニンの生合成に

おける重要な知見を提示したことは評価できるが、これらの現象に関する普遍的な最終結論を得るまでには

至っておらず、今後に課題も残されている。しかし、研究自体は非常に注意深く行われており、十分な信頼

性を有していると判断でき、当該研究分野の発展に十分な貢献をしたと判断できる。

よって、著者は博士(生物工学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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