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研究成果の概要（和文）：N6-メチルアデノシン（m6A）は、メッセンジャーRNAに最も多く存在する修飾塩基で
あり、種々の生命現象に影響を与える。本研究では、RNAメチル化酵素METTL3/METTL14ヘテロダイマーのグアニ
ン四重鎖(G4)構造RNAに対する結合特異性およびメチル化特性を明らかにした。また、シロイヌナズナの細胞内
においてG4構造およびi-モチーフ構造を可視化することに成功した。さらに、ゲノムワイドな遺伝子発現解析か
ら、多くの遺伝子がG4構造の形成による制御を受けていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：N6-methyladenosine (m6A) is the most abundant modified base in mRNA and 
influences various biological phenomena. In this study, we have characterized the binding 
specificity and methylation properties of the RNA methyltransferase METTL3/METTL14 heterodimer to 
guanine quadruplex (G4) structured RNAs. We also succeeded in visualizing the G4 structure and 
i-motif structure in Arabidopsis cells. Furthermore, genome-wide gene expression analysis revealed 
that many genes are regulated by the formation of G4 structures.

研究分野：生物分子化学

キーワード： 核酸高次構造　核酸修飾

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
N6-メチルアデノシン（m6A）は様々なRNA代謝に関わり、発生や分化、がん化、体内時計の制御やウイルスの生
活環など種々の生命現象や疾患に影響を与える。本研究では、エピトランスクリプトーム制御におけるG4構造の
関与という新たな知見と同時に、核酸高次構造の新たな機能を示す結果を得た。また、植物個体においても核酸
の高次構造が存在し遺伝子制御に関わることが明らかになり、一時配列にとどまらない核酸の役割に関する基礎
的な知見を得た。これらの成果は、核酸の高次機能の制御が、種々の生命現象を理解したり、創薬を行う上での
新たな観点となることを示すものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
クロマチンの化学修飾が遺伝子発現に寄与することがエピゲノム研究により周知のものとなっ
た。また近年では、RNAの化学修飾の重要性が明らかになりつつある。これらの塩基修飾に加
えて、DNA、RNAのグアニンに富む配列は、グアニン 4重鎖(G4)という非二重らせん構造をと
り、転写や翻訳の制御に関わることが示唆され始め、配列情報を超えた核酸の役割に注目が集ま
っていた。 
メッセンジャーRNA の修飾として最も多く存在する N6-メチルアデノシン（m6A）は、RNA
の安定性や局在、スプライシングや翻訳など様々な RNA 代謝に関わり、発生や分化、がん化、
体内時計の制御やウイルスの生活環など種々の生命現象に影響を与える。アデノシンへのメチ
ル化の導入機構を知ることはこれらの生命現象を理解する上でも重要であるが、メチル化酵素
自体の RNA結合特性は不明であった。メチル化酵素複合体を構成するタンパクMETTL14は、
G4 結合モチーフの一つとして知られるアルギニンとグリシンに富む RGG モチーフを RNA 結
合モチーフとして持つことから、配列情報を超えた核酸の多元機能として、本研究では、核酸の
化学修飾と高次構造との関係性に着目した。 
また、核酸の高次構造体は動植物に共通するものであるにもかかわらず、哺乳動物細胞におい
て転写の制御への寄与などが報告されているほかは、核酸構造体の存在や役割はほとんど不明
であった。植物をはじめとして、種々の生命体における G4構造の実体を明らかにすることが求
められていた。 
 
２．研究の目的 
 
核酸の構造変化は可逆的であり、かつ周辺環境の影響を受けやすい。加えて、種々の核酸構造
や化学修飾は動植物に共通する。それ故、環境応答性の核酸構造体は生理的にも重要な役割を秘
めていると考えられる。本研究では、化学修飾と核酸構造といった一次配列情報からは知り得な
い核酸の多元性の生理機能に関して、エピトランスクリプトーム制御の観点からの知見および、
植物個体における核酸高次構造体の基礎的知見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) エピトランスクリプトーム制御における RNA高次構造の役割の解明 
① モデル配列を用いた RNAメチル化酵素METTL3/METTL14の結合性、メチル化能の検証 
RNA メチル基転移酵素 METTL3/METTL14 はアデノシンの N6 位にメチル基を転移し、N6-
methyladenosine (m6A)を合成する酵素である。酵素機能に必須の領域を大腸菌発現系で共発現
させて His-tagおよび Strep-tagIIを利用して、複合体として精製した。安定な G4構造を形成
することが知られているテロメア RNA配列に基づく RNA配列に RNAメチル化基質となる配
列を挿入した数種のモデル配列およびコントロール配列をデザインし、グアニン四重鎖構造を
安定化するカリウムイオンの存在下もしくは、安定化に寄与しないリチウムイオン存在下にお
けるMETTL3/METTL14のこれらの RNAに対する結合親和性およびメチル化活性を評価した。 
② METTL3/METTL14が結合する細胞由来 RNA配列の探索 
A01 班の遠藤（甲南大）が開発した、細胞由来の RNA配列を提示する微粒子 R-CAMPを用い
て、METTL3/METTL14 が結合する A549 細胞由来の RNA 配列の探索を行った。
METTL3/METTL14 を蛍光標識することで、蛍光強度を指標として METTL3/METTL14 が結
合している微粒子をセルソータで回収し、次世代シーケンサーで配列を確認した。さらに、A01
班の凌（新潟大）との共同研究によって、得られた配列から QGRS Mapper を用いて G4構造
形成可能配列を抽出し、また m6Aデータベースとの照合によって、得られた配列中の m6A サ
イトを抽出した。 
③ METTL3/METTL14の RNA結合と RNAメチル化との関係性の検証 
回収した微粒子に提示された RNA の配列解析の結果、G4 形成可能配列の近傍に m6A サイト
が存在する RNA配列に関して、CDスペクトル測定により G4構造形成能を検証した。また、
ゲルシフトアッセイによって METTL3/METTL14 結合親和性を算出し、m6A 感受性 RNA 切
断酵素MazFを用いてメチル化能を検証した。 
 
(2) 植物における核酸高次構造の役割の解明 
① G4構造の可視化 
植物細胞内における DNA 四重らせん構造の存在を示すために、モデル植物シロイヌナズナを用
いた免疫染色に取り組んだ。シロイヌナズナの根を細胞壁分解酵素で処理し、動物細胞で広く使
用されているグアニン四重鎖と i-モチーフ構造を認識する抗体を用いて染色を行った。また、グ
アニン四重鎖と i-モチーフを安定化させるピリドスタチンとフィセチンを処理した根に対して



も同様の操作を行い、コントロールと比較した。 
② 核酸高次構造による遺伝子発現の制御 
核酸高次構造により発現制御を受ける遺伝子を同定するため、RNAシーケンスを用いたゲノム
ワイドな遺伝子発現解析を行った。グアニン四重鎖を安定化するピリドスタチンを処理もしく
は未処理のシロイヌナズナを用いて、シーケンスデータを比較解析した。また、植物種間での核
酸高次構造の比較を目的として、公開されているさまざまな植物のゲノム情報を用いてグアニ
ン四重鎖の予測を行った。予測には QGRS Mapperを用いた。 
 
４．研究成果 
 
(1) エピトランスクリプトーム制御における RNA高次構造の役割の解明 
RNAメチル基転移酵素METTL3/METTL14の G4構造 RNAへの結合性を調べるために、安
定な G4構造を形成するモデル配列として、テロメア RNAの G4配列（(GGGUUA)n）のルー
プ部分もしくは G4 構造の外側にメチル化基質配列を挿入したオリゴ RNA と、G4 構造を形成
できないオリゴ RNAを用意し、まず、これらの G4構造形成能を CDスペクトル測定によって
確認した。METTL3/METTL14の結合親和性を調べた結果、ループの長さに関わらず、G4構造
を形成するオリゴに対して METTL3/METTL14 は高い親和性で結合することが明らかになっ
た。カリウムイオン非存在下（リチウムイオン存在条件）では結合親和性が大きく低下したこと
からも、METTL3/METTL14が G4構造 RNAに対して特異性があることが示唆された。また、
RNA メチル化能に関しては、細胞由来の RNA が存在する夾雑条件においては、G4 構造近傍
（ループ部分、G4 隣接領域）に存在するメチル化基質配列中のアデノシンが選択的にメチル化
されることが明らかになった。METTL3/METTL14は、G4構造 RNAに結合した上で、それを
足場として近傍のメチル化標的配列をメチル化している可能性が示唆された。 
 さらに、モデル配列のような安定な G4 形成配列に限らず、細胞に存在するmRNA配列の中
でMETTL3/METTL14が結合する配列を A549 由来 mRNA配列を提示した微粒子から探索し
た。METTL3/METTL14 が結合している微粒子を回収し、提示されている RNA 配列を次世代
シーケンサーで解析した結果、候補となる約 300 配列を得た。これをヒット配列群とし、コン
トロール群としてトランスクリプトーム中からランダムに、ヒット配列の平均鎖長を持つ同数
の配列を抽出した。エンリッチメントモチーフ解析により、コントロール群と比較して GGAに
富む配列が濃縮されていることが明らかになった。特に、RGAGGAGGAGGAGGA配列は 60%
近くものヒット配列中に存在した。また、ヒット配列中およびコントロール配列中の G4 形成可
能配列およびm6A サイトを抽出した。その結果、コントロール群と比べて、ヒット配列群では
G4 形成可能配列の数と m6A サイトの数のいずれも、コントロール群に対して有意に多いこと
が明らかになった。 
 候補として得られた RNA 配列が実際に G4 構造を形成するのか、METTL3/METTL14 の結
合標的およびメチル化標的となるのかを検証するために、得られたヒット配列の中から、m6A
データベースとの照合によりメチル化を受けるアデノシンを有し、かつその近傍に G4 形成可能
配列を含む領域を抽出し、オリゴ RNAを合成した。これらの CDスペクトル測定を行なったと
ころ、カリウム存在下では特徴的なパラレル型 G4 構造を形成することが示唆された。また、
METTL3/METTL14 が結合し、夾雑
RNA が過剰に存在する条件でも特異
的に G4 構造近傍のメチル化サイトを
メチル化することを確認した。安定な
G4 構造を形成するモデル配列のみな
らず、細胞の mRNA 由来の配列にお
い て も METTL3/METTL14 が
G4RNA を認識し、これを足場として
メチル化を進めることが示唆された
（図１）。これらの結果は、RNAの G4
構造がアデノシンメチル化部位の決定
に関わる一因であることを示唆するも
のであり、エピトランスクリプトーム
の制御におけるG4RNA構造の新たな
知見を提供した（図１）。 
 
(2) 植物における核酸高次構造の役割の解明 
抗グアニン四重鎖抗体と抗 i-モチーフ抗体を用いた免疫染色の結果、シロイヌナズナの根の細

胞においてそれぞれのシグナルが検出された。また、これらのシグナルはピリドスタチン処理も

しくはフィセチン処理により増加したことから、コントロール群において観察されたシグナル

は核酸高次構造由来であると考えられた。このことから、植物ゲノムにも核酸高次構造が存在す

ることが示唆された。 
 ピリドスタチン処理もしくは未処理のシロイヌナズナを用いて RNA シーケンスを行った結

図１. RNAメチル化酵素はG4RNA構造結合性を有し、
近傍サイトをメチル化する 



果、ピリドスタチン依存的に 2 倍以上発現変動する遺伝子として 1939遺伝子を同定した。Gene 
Ontology エンリッチメント解析の結果、発現変動遺伝子の多くがストレス応答に関連するもの

であった。グアニン四重鎖が植物においてストレス

応答を制御する新たな可能性を示すことができた

（図 2）。 
 QGRS Mapperを用いたさまざまな植物のゲノム

におけるグアニン四重鎖の予測の結果、植物進化系

統樹において陸上植物の基部に位置する苔類ゼニ

ゴケのゲノムには多くのグアニン四重鎖が存在す

る可能性が示唆された。そこで、ピリドスタチン処

理したゼニゴケを用いて植物ホルモン応答因子を

コードする遺伝子の発現解析を行った結果、コント

ロールと比較して発現が有意に抑制されることが

明らかになった。当該遺伝子のプロモーター上に予

測されたグアニン四重鎖は植物ホルモン応答に必

要なシス配列の近傍に存在し、またピリドスタチン

処理により植物ホルモン応答性が喪失されたこと

から、核酸高次構造の形成が植物ホルモンに応答し

た当該遺伝子の発現制御機構に対して抑制的に機

能すると考えられた。 

図 2. 核酸高次構造はストレス応答遺伝
子を発現制御して植物の成長を制御する 
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