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緒　言

　RNAもDNAやヒストンと同様にメチル化やアセチル
化といった化学修飾を受ける．しかし，その生理的な意義
については未解明な部分が多い．最近の研究によりRNA
のメチル化がRNAとタンパク質との結合に影響を与え，
mRNAの安定性に関与していることが報告された．この考
えはRNAエピジェネティクスと呼ばれ，「RNAもDNAや
ヒストンと同様に，アセチル化やメチル化修飾を受け，こ
れらの修飾が重要な機能を持つ」という概念である 1)．
　RNAは，5’ capとして知られる 7 - メチルグアノシン

（m7G）の他に，5 - メチルシトシン（m5C）やN6 - メチル
アデノシン（m6A）などのメチル化を受けることが知られ
ている．しかし，その機能に関してはようやく報告が増え
てきたばかりであり，m5C修飾とm6A修飾は，RNA-タン
パク質間の結合を変化させることが示されている 2, 3)．そ
こで，本研究ではRNAの中でもタンパク質をコードし
ない long noncoding RNA（lncRNA）に注目し，そのメチル
化 /非メチル化により，RNA結合タンパク質との結合がど
の様に変化するのかを明らかにすることを目的とした．
　Cyclin D1（CCND1）上流領域から転写される lncRNAに
注目して，RNAメチル化がRNA結合タンパク質との結合
に及ぼす影響を調べた．CCND1 は，細胞周期のG1/S期
チェックポイントを制御しており，B細胞リンパ腫，乳が
ん，肺がん等で過剰発現が報告されている．その上流領域
からは，DNA損傷によって誘導されるいくつかの lncRNA
が発現している．これらの lncRNAがRNA結合タンパ
ク 質Translocated in Liposarcoma（TLS，ま た はFused in 
Sarcoma （FUS））と結合し，ヒストンアセチル基転移酵素

（HAT）であるCBPのHAT活性を阻害することで，DNA
損傷によるCCND1 遺伝子の発現を抑制すると考えられ
ている 4)．今回は，発現している lncRNAの中で最も発現
量 が 高 い lncRNA（promoter associated noncoding RNA-D 

（pncRNA-D））に着目して，pncRNA-DとTLSとの結合に
おけるRNAメチル化の効果を検証した．

材料・方法

　本研究では主にヒト子宮頸がん由来のHeLa細胞を

用いた．HeLa細胞のRNAを抽出し，m5Cおよびm6A修飾
を認識する抗体を用いたRNA免疫沈降法（RIPアッセイ）
により，pncRNA-Dのメチル化部位を同定した．また，放
射線の代わりに 0.4 MのソルビトールをHeLa細胞に処理
することで，pncRNA-Dの発現を誘導し，m6Aとm5Cとい
う二つのRNAメチル化レベルがどの様に変化するか観察
した．またm6A修飾については認識するタンパク質を同定
するため，YTHDF1 および 2，そしてYTHDC1 に対する
抗体を用いたRIPアッセイを行った．

結　果

1) pncRNA-Dのメチル化部位の同定
　まず，pncRNA-Dのm5Cおよびm6Aの修飾部位の同定
を行った．m5C修飾については，DNAのメチル化部位を
同定するときに使用されるbisulfite法を用いた．その結
果，m5C修飾はpncRNA-Dの 72 番目と 277 番目のシト
シンに起こる事がわかった（図 1）．m6A修飾に関しては，
RRACH （R: A/G, H: G以外）配列のアデノシンに起こりや
すいことが分かっており，中でもGGACU配列のアデノ
シンに修飾が入ることが多い．pncRNA-Dには 467 番目の
アデノシンがその配列にあたり，抗m6A抗体を用いたRIP
後の次世代シーケンサー解析の結果でも，この配列が含
まれる断片が多く検出されることから，467 番目のアデノ
シンがm6A修飾を受けていると判断した．
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図 1.	白いボックスはm5C修飾を受けるCを，黒いボックスはm6A 
修飾を受けるAの位置を示している．下にはpncRNA-Dの各
断片とTLSとの結合をRNA pull down assay後のwestern blot 
の結果により検出した．
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2) in vitro RNAメチル化系の確立
　RNAメチル化が実際にpncRNA-DとTLSとの結合に影
響を及ぼすかを検証するため，in vitro RNAメチル化系の
立ち上げを試みた．m5C，m6Aのメチル化酵素としてそ
れぞれNSun2 と，METTL3 および 14，WTAPが知られ
ているため，これらのリコンビナントタンパク質を，大
腸菌を用いて作製した．メチル化基質であるSAMを加
え，RNAのメチル化を試みたが，メチル化を検出できな
かった．原因として上記の酵素単体ではなく，複合体と
して機能していることが予想されたため，現在は細胞に
FLAGタグをつけたNSun2 とWTAPを発現させ，FLAG
タグで複合体そのものを取ってきて，メチル化を試み
ている．
3) RNAメチル化によるTLSとの結合の変化
　in vitro RNAメチル化系がうまく機能しなかったため，
TLSとpncRNA-Dとの結合にRNAのメチル化が関与し
ているのかを間接的に調べた．初めにpncRNA-DとTLSと
の相互作用におけるソルビトール処理による影響を見るた
め，TLS抗体を用いたRIPアッセイを行った．その結果，
ソルビトール未処理の状態に比べ約 2 倍，結合が強まる
ことを明らかにした（図 2 左）．一方で，m6A修飾レベルを
調べた結果，ソルビトール処理後に著しく低下すること
が分かった（図 2 右）．さらに，pncRNA-DとTLSとの結合
を詳しく検証した．具体的には，pncRNA-Dを 7 つの断片
に分け，それぞれの断片をビオチン化し，どの断片がTLS
と強い相互作用を示すか検討した．その結果，m5Cとm6A
修飾が起こる配列がTLSと強く結合することを明らかに
した 5) （図 1 下）．in vitroで合成したビオチン化pncRNA-D
断片はメチル化を受けていないため，m5Cとm6A修飾は
pncRNA-DとTLSとの結合を阻害している可能性が考えら
れる．

く抗体を用いたRIPアッセイを行った結果，pncRNA-D
は主にYTHDC1 と結合していることが分かった．しか
し，pncRNA-Dはスプライシングを受けていないので，
YTHDC1 との結合がどの様な影響を及ぼしているのかを
今後，明らかにしていく．

考　察

　上記の結果から間接的にではあるが，RNAメチル化が
pncRNA-DとTLSとの結合を阻害している可能性が示唆
された．もう一つの可能性として，pncRNA-Dの分解を促
進する事によってTLSとの結合を阻害している事も考え
られる（図 3 上）．しかし，ソルビトールや放射線による
外部刺激により，pncRNA-Dの発現が強く誘導されると，
RNAメチル化レベルは減少し，TLSとpncRNA-Dとの相
互作用が強まり，最終的にCCND1 の発現が抑制されると
予想される（図 3 下）．
　RNAメチル化とがんとの関連については，肺がんの細
胞株を用いた研究により，転移の際に起きる上皮間葉転換
に置いてMEG3 というlncRNAのメチル化が関与している
ことが報告されている 6)．CCND1 も肺がんや乳がんを含
む多くのがんで，その過剰発現が報告されていることか
ら，pncRNA-Dのメチル化とがんとの関連も今後明らかに

図 2.	ソルビトール処理後のpncRNA-DとTLSとの結合とm6A修飾
レベル．

図 3.	pncRNA-DによるCCND1の発現抑制モデル図．通常時，
pncRNA-Dは転写量が低くRNAメチル化レベルも高い（上）．
しかし，放射線などによるストレスを受けると，pncRNA-D 
の発現が誘導され，メチル化レベルが減少し，最終的に
CCND1の発現を抑制する（下）．

4) m6A修飾を認識するタンパク質の同定
　m6A修飾は認識するタンパク質の違いにより，RNA
に及ぼす影響が変わる．現在，認識タンパク質として
YTHDF1，YTHDF2，hnRNP-A2/B1，そしてYTHDC1 が
知られており，それぞれ翻訳促進，RNA分解，miRNA
生成，そしてRNAスプライシングに関与しているとさ
れる．これらのタンパク質のうち，hnRNAP-A2/B1 を除
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していく．CCND1 の過剰発現はがん細胞の増殖異常を介
して，予後の悪化につながる事が多く，CCND1 の発現を
特異的に低下させる事で，上記のがんにおける治療へと本
研究を発展させていく．
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