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研究成果の概要（和文）：本研究は、マイクロRNAなどの短鎖ノンコーディングRNAに起こる化学修飾を網羅的に
検出する技術を開発する目的で進めてきた。アフィニティークロマトグラフィーによるサンプルの純化の技術、
イオン化効率の向上などのための条件の検討を行い、合成オリゴのレベルであれば、1～5%以下のメチル化を検
出できるまでの精度を実現することができた。質量分析に関しては、小分子核酸の検出に最適な質量測定レンジ
や、レーザー強度の調整を行なった。網羅的検出のため、基板上にターゲットを捕捉するためのオリゴ核酸を高
密度に配置する技術の開発を進めており、チップ基板上への捕捉オリゴのプリントの工程に関して条件検討を行
なった。

研究成果の概要（英文）：Chemical modifications of microRNA molecules potentially alter their 
biological functions. This study is aimed for a development of devices to comprehensively detect 
methylations of small nucleotide molecules including microRNAs. Efficient purifications of target 
microRNAs and highly accurate detection using mass spectrometry are key processes of this system. We
 have developed target enrichment method using affinity chromatography to precisely quantify 
chemical modifications on microRNAs from a very few amount of RNA samples. Furthermore, the 
optimizations of mass spectrometry settings including improvement of ionization efficiency and 
adjustment of measurement ranges enabled detection of a very small amount of chemical modifications 
(less than 5%) on microRNA oligonucleotides. To detect variety kinds of chemical modifications on 
many microRNA species, we have designed chip devices, on which oligonucleotides with complement DNA 
sequence of target microRNAs are densely printed.
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課題名「マイクロ RNA 分子のメチル化を網
羅的に検出する革新的チップ技術の創出」 
 
１．研究開始当初の背景 
近年の RNA の化学修飾に関する研究から
RNAはDNAやヒストン同様そのメチル化状
態をダイナミックに変換させ、これが遺伝子
発現の重要な調節因子として機能している
ことが知られるようになった。さらに 2013
年以降、RNA メチル化は ES 細胞における幹
細胞性の維持や、分化細胞においても mRNA
の核外輸送、選択的スプライシング など多
くの重要な細胞機能に関わる事が次々と報
告されている(Y.Wang et al, Nat cell Biol. 
2014)(X. Wang et al, Nature 2014)。一方で
マイクロ RNA を始めとする小分子 RNA の
メチル化に関してはいまだ詳細が明らかに
されていない。RNA-タンパク複合体に内包
された形で機能を発揮する小分子 RNA の作
用動態を明らかにするためには、従来のトラ
ンスクリプトーム解析のような RNA 発現量
を調べるだけでは不十分で、定量のみならず
機能の推察が重要と考えられる。つまり、
RNA の存在だけでなく、それが実際に機能
しているかどうかを別のアプローチにより
調べる必要があると考え、RNA のメチル化
に焦点をあてるという着想にいたった。本研
究では、小分子 RNA が様々なメチル化修飾
(N1,6 位メチルアデニン、3,5 位メチルシトシ
ン)を受ける可能性に関して調べ、多様な化学
修飾、多様な RNA の種類に対応するために、
これらを網羅的に検出するチップ基板の開
発を目指した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、小分子 RNA が様々なメチル化
修飾(N1,6 位メチルアデニン、3,5 位メチルシ
トシン)を始めとする化学修飾を受ける可能
性に関して調べ、そのメチル化機構を明らか
にするとともに、マイクロ RNA を始めとす
る多様な小分子 RNA に起こる多種の化学修
飾を網羅的に検出するチップ基板の開発を
目指した。 
 
３．研究の方法 
小分子 RNA の化学修飾の検出には、各種修飾
体に起こるわずかな質量差を検出する必要
があるため、PCR 等の定量法ではなく、液体
クロマトグラフ質量分析（LC/MS-MS）、なら
びにマトリックス支援型 マトリックス支援
レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 質 量 分 析
（MALDI-TOF-MS）を用いた。試料としては、
今回の研究では培養細胞株から抽出した
Total RNA を中心に解析を行なったが、血液
検査などで得られるわずかな量の試料から
の分析も想定し、ターゲットの RNA をより効
率良く純化できる技術の最適化を行った。ま
た、検出すべき小分子 RNA の種類、化学修飾
の種類を絞り込むために、小分子 RNA メチル
化機構の解明、RNA メチル化に関わる酵素の

同定、その機能解析にも取り組んだ。さらに、
チップ基板上にプリントするターゲット相
補的なオリゴヌクレオチドの配置に関して、
より効率的なターゲットの純化を実現でき
るように、in silico での数理的な予測を行
った。 
 
４．研究成果 
今回の研究では、培養細胞から得られた
Total RNA を中心に試料として使用したが、
最終的に目指すシステムが、がんを始めとす
る疾患における小分子RNAの化学修飾の検出
を目指すものであることから、血液検査など
で得られるわずかな量の試料を想定し、ター
ゲットのRNAをより効率良く純化できる技術
の最適化を行った。具体的には、アフィニテ
ィークロマトグラフィーを用いたターゲッ
ト RNA 分離の技術に関しては、オリゴヌクレ
オチドのハイブリダイゼーションの際の条
件最適化、ならびに質量分析での検出のプロ
セスにおいては、検出対象を小分子 RNA に限
定し、イオン化効率の向上などのための条件
検討、質量測定レンジや、レーザー強度の調
整などを行った。その結果、合成オリゴヌク
レオチドのレベルであれば、５%以下のメチ
ル化を検出できるまでの精度を実現するこ
とに成功した。また、目的である化学修飾の
網羅的な検出のため、基板上にターゲットを
捕捉するためのオリゴ核酸を高密度に配置
する技術の開発を進め、チップ基板上への捕
捉オリゴのプリントの工程に関して条件検
討を行なった。検出対象となる小分子 RNA に
関しては、その中心となるマイクロ RNA だけ
でも 2500 種類にものぼる。このため、効率
的な化学修飾の検出のために、基板上に配置
する核酸の種類に関して絞り込みを行った。
培養細胞株から抽出した小分子RNA分画から、
６位メチル化アデニン(m6A)、ならびに 5 位
メチル化シトシン（m5C）の抗体を用いて免
疫沈降を行い、これを次世代シークエンサー
で解析(メチル化 RNA 免疫沈降シークエン
ス:meRIP-seq)することで、これらの修飾を
受ける可能性の高い小分子RNAを網羅的に同
定した。チップ基板上に配置するターゲット
相補的なオリゴヌクレオチドの配置に関し
ては、お互いが干渉せず、より効率的なター
ゲットの捕捉が可能となるようように、数理
的な予測を行った。 
また、これに並行して、どの分子に起こるど
のような化学修飾が生物学的に重要かを見
極め、チップ基板開発に役立てるため、各種
小分子 RNAの人工合成オリゴに実際に m6Aや
m5C などのメチル化修飾を加え、これらの修
飾が、細胞の増殖能、細胞周期、スフェア形
成能など細胞機能に与える影響を調べた。そ
の結果、一部のマイクロ RNA に関して、メチ
ル化修飾がそのターゲット抑制能に大きな
変化をもたらすことを明らかにすることが
できた。これらのデータを利用し、疾患の進
行や、発症に重要な役割を果たす可能性があ



る分子を選別、開発する基板上に配置するこ
とで、今後の臨床応用の際に有効なデバイス
の開発を目指して研究をすすめてきた。 
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