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 本研究は質量分析を行って、アルギニンメチル基転移酵素 PRMT5 の膵臓癌特異的な基質分子を同定する。 過

去に HeLa 細胞を使った PRMT5 の基質分子の網羅的な解析が行われている (Mushiani et. al., Science 

Signaling 12 eaat8388 (2019)) 。 

実施内容 

1. ウエスタンブロット法を行って膵癌由来癌細胞株における PRMT5 基質分子の検出 

 まずは HeLa 細胞での実験をもとに、実際に PRMT5 の基質分子が同定可能か否かについて検証を行った。上皮

系膵癌由来癌細胞株 2種、間葉系膵癌由来癌細胞株 3種からタンパク質を回収し、PRMT5 特異的なアルギニン残

基メチル化を認識する抗体を使ったウエスタンブロットを行い、PRMT5 基質分子の検出を試みた。その結果、上

皮系膵癌由来癌細胞株と間葉系膵癌由来癌細胞株で HeLa 細胞と同程度の検出感度で、多くの基質分子と思しき

バンドを検出できた。さらに細胞株ごとに異なる基質分子がある可能性が示唆される結果を得た。以上のことか

ら、上皮系膵癌由来癌細胞株またはハイブリット型膵癌由来癌細胞株を用いれば、質量分析を使って多くの

PRMT5 基質分子を同定できる可能性が高いことが分かった。その後、パイロット実験を行って、PRMT5 の基質を

同定できる目処がたった。 

2. 質量分析を用いた膵癌細胞における PRMT5 基質分子の同定 

項目1の実験結果をもとに、上皮系の性質を持つ癌細胞

株1種（AsPC-1細胞）と間葉系の性質を持つ癌細胞株2種

（Panc10.05細胞、PANC1細胞）を使って、細胞質におけ

る各々の細胞で共通のPRMT5基質分子と各々の細胞で特

異的なPRMT5基質分子の同定を実施した。3x107細胞に対

し、終濃度5 µMのPRMT5阻害剤を72時間処理したのち、細

胞のペレットを回収し、質量分析用のサンプル調製を行

った。その結果、予想通りAsPC-1細胞（上皮系: 

Classical）、Panc10.05細胞（ほぼ間葉系: Quasi-

Mesenchymak）、PANC1細胞（間葉系: Mesenchymal）で共

通の基質分子だけでなく、各種の癌細胞で特異的なPRMT5

の基質分子を同定できた（図1）。3種の癌細胞株では合

計97種類の基質分子を同定した。そのうち46種類が新規

のPRMT5基質分子であった。さらに18種類は過去にPRMT5

基質分子として報告されているが、膵癌細胞において

PRMT5がメチル化するアルギニン残基は、これまで報告さ

れた細胞で報告されたアルギニン残基とは異なることも

分かった。このことから、既知の基質であってもPRMT5が

メチル化するアルギニン残基が異なることから、そのメチル化の意義を探ることで、膵癌特異的な役割を浮かび

上がらせることができる可能性が考えられた。また、基質分子のGene Ontology解析を行ったところ、大部分の

PRMT5の基質分子がRNAスプライシング制御やRNAの安定化に関わる分子であったが、細胞骨格制御や細胞分裂に

関わるPRMT5の新規基質分子も複数含まれていた。 

同定した基質分子の中から、PRMT5との結合が確認でき、膵癌細胞におけるPRMT5の新規基質分子として、遺伝

子発現やスプライシングに関わるSFPQ、mRNAの核外排出に関わるTPRに焦点を当て、膵癌発症・維持におけるPRMT5

によるメチル化修飾の意義を明らかにする。 

 

図1: 3種の性質の異なる膵癌細胞で同定された

細胞質におけるPRMT5の基質分子 


