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研究成果の概要（和文）：本研究は、ペプチド型、ステロイド型、アミノ酸誘導体型に次ぐ第4の内分泌因子の
存在とその生理機能について明らかにすることを目的として実施した。修飾RNAの代謝産物である修飾ヌクレオ
シドについてG蛋白共役型受容体リガンド同定技術を用いて、オーファン受容体やアデノシン受容体への結合能
と活性化能を調査した結果、修飾ヌクレオシドの1種であるｍ6Aがアデノシン受容体のリガンドであることを明
らかにした。また、m6Aはアデノシン受容体を介して、肥満細胞の脱顆粒を促進するなどの生理機能を有してい
ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：About 150 post-transcriptional RNA modifications are present throughout all 
kingdoms of life. During RNA catabolism, unlike unmodified nucleosides that are subject to further 
degradation or salvage pathway in cells, most modified nucleosides are resistant to degradation and 
are released into extracellular space4-6. However, the physiological role of these extracellular 
modified nucleosides remains unexplored. In this study, we found that N6-methyladenosine (m6A), 
widely known as an epigenetic mark in RNA, is released into extracellular space as the result of RNA
 breakdown and acts as a novel ligand for the adenosine A3 receptor with an 10-fold greater affinity
 than unmodified adenosine. Furthermore, m6A was dynamically released in response to cytotoxic 
stimuli both in vitro and in vivo, and facilitated type I allergy through the A3 receptor. Our 
findings shed new light on m6A as a signaling molecule with the ability to activate GPCRs. 

研究分野：生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトゲノム中に内在性リガントが不明の「オーファン」な非嗅覚Gタンパク質共役受容体（GPCR）が少なくとも
120種類ある。この内の49種類がヌクレオシド等の低分子リガンドが結合するクラスAである。オーファンGPCRの
生理的リガンド探索研究については、ヒトゲノムが解明された2003年頃に世界中で精力的に研究が行われて、多
くの新規リガンドが発見された。しかし、近年新規リガンドの報告が激減している。GPCRのリガンドとして修飾
ヌクレオシドを同定したという本研究成果は、GPCR研究の促進に繋がることが期待される。

※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 

RNA 修飾研究（エピトランスクリプトミクス）は、エピゲノムの次の研究分野として注目
されている。従来の RNA 研究は、その配列情報と発現量を解析するトランスクリプトーム
研究が中心であった。しかし、すべての生物において転移 RNA (tRNA)、リボソーム RNA 
(rRNA)、メッセンジャーRNA (mRNA)など全 RNA 種は、100 種類以上の複雑多彩な化学修
飾を受け、同修飾という形で RNA の質的な情報としてメモリーされていることが我々など
の研究により明らかになった。RNA 修飾の特徴は、真核生物や真正細菌のみに存在する修飾
もあれば、全ての生物に共通の修飾もあるなど非常に複雑かつ多彩であり、DNA やタンパク
質の化学修飾とは一線を画する。従来、RNA の代謝に関する報告は無かった。その理由は、
tRNA 代謝産物（修飾ヌクレオシド）を網羅的に解析できる技術が無かったからである。我々
は、100µl の血液や尿標本からヒトの修飾ヌクレオシドを網羅的に解析する技術開発に成功
した。我々は、本技術を用いて RNA の代謝について検討し、以下の結果を得た。RNA は細
胞内でヌクレオシドまで分解される。未修飾のヌクレオシドは、そのまま細胞内に留まった
り、また Equilibrative nucleoside transporter (ENT)を介して、細胞内に取り込まれたりす
ることにより、細胞内に高濃度存在することが明らかになった。これら未修飾ヌクレオシド
は、RNA や ATP などの合成に再利用されていた。一方、修飾ヌクレオシドは、ENT を介し
て積極的に細胞外に分泌されていることが明らかになった。その結果、未修飾のヌクレオシ
ドは、細胞内より血清中の濃度が 1/10 程度低く、一方修飾ヌクレオシドは血清中の濃度が、
約 5 倍〜10 万倍も高濃度であることが明らかになった。また、修飾ヌクレオシドは、生体内
外の様々な環境因子（酸化ストレス、pH、血中ポリ硫黄濃度など）やミトコンドリア障害な
どの刺激により、血中へ分泌が促進されることが明らかになった）。 
 ミトコンドリア tRNA 修飾の一つに i6A があるが、i6A は植物では植物ホルモンとして知

られている。また、哺乳細胞では、がん細胞の増殖抑制効果があることは古く知られていた
が、その由来や作用機序は不明であった。これらの結果から、修飾 RNA 代謝産物である修
飾ヌクレオシドは、細胞内外の環境刺激に応答により血中へ分泌し、他の臓器・組織にその
情報を伝え、そして恒常性維持を担う“新規内分泌因子”なのでは？という着想に至った。 

 
 
２．研究の目的 

G タンパク質共役型受容体（GPCR）はヒトゲノム中に約 800 種類の遺伝子が存在し、こ
の内カテコールアミンやヌクレオシド等の低分子リガンドが結合し、創薬の標的となってい
るクラス A は約 270 種類存在する。現在、その内の 49 種類が未だオーファン受容体である。
ヒトゲノム解読後、GPCR の内因性リガンド同定の報告が相次いだが、近年そのペースが激
減している。このことは、これまでの概念に無い内因性リガンドの存在を示唆するものであ
る。本研究の目的は、新規概念のクラス A に分類される GPCR の内因性リガンドを同定する
ことである。 
 tRNA はタンパク質翻訳に不可欠のノンコーディング RNA の一種であるが、構成するヌ

クレオチドの約 80％が何らかの化学修飾を受けている。この修飾は、細菌〜ヒトまですべて
の生物に認められており、すべての生物に共通の修飾もあれば、真核生物にのみ認められる
修飾もあるなど多彩である。現在ヒトでは、約 50 種類が同定されている。従来の細菌や酵母
の研究から、tRNA 修飾が、翻訳の正確性（フレームシフトや誤翻訳の防止）、翻訳速度、tRNA
の構造や安定性を制御していることは知られていた。一方、哺乳動物、特にヒトでは疾患と
の関連性が不明なため、これまで研究が全く進んでいない研究分野であった。最近になり我々
が、tRNA 修飾異常が２型糖尿病、ミオパチー、小児急性肝不全など様々な疾患発症に関与
していることを明らかにしたことから、生命科学研究の中で注目されている研究分野となっ
ている。さらに tRNA の化学修飾は、細胞や生体内外の様々な環境因子（酸化ストレス、pH、
血中ポリ硫黄濃度など）により変動し、それが各組織・臓器の生理機能に影響を及ぼすこと
を明らかにした。 
 tRNA 修飾が DNA やタンパク質修飾と異なるのは、脱修飾酵素が存在しないということ

である。すなわち一度修飾されると、ヌクレオシドに代謝された後も長時間修飾ヌクレオシ
ドとして細胞内に存在する。我々は、tRNA が代謝された後のヌクレオシドの局在について
検討した。すると、未修飾ヌクレオシドは細胞内に再吸収され RNA 合成に再利用されるが、
一方、修飾ヌクレオシドは、再利用できないため細胞外から血中に排出されることを明らか
にした。そこで、血中に排出された修飾ヌクレオシドの一部が、GPCR に結合し、活性化す
るのではないかとの着想に至った。そこで本研究では修飾 RNA が代謝されて産生される修
飾ヌクレオシドが、新規概念の内分泌因子として生理機能を発揮するかどうかを明らかにす
ることを目的として実施した。 

 



 

 

 
３．研究の方法 
①. GPCR結合･活性化修飾ヌクレオシドの網羅的解析と同定 
ヒトでは約 50種類の RNA由来の修飾ヌクレオシドが存在する。そこで各修飾ヌクレオシド

について、G 蛋白共役型受容体リガンド同定技術を用いてアデノシン受容体に結合し、同受
容体を活性化する修飾ヌクレオシドが存在するか網羅的に解析する。 
 網羅的解析で陽性となった修飾ヌクレオシドとアデノシン受容体を強制発現させた培養細
胞を用いた cAMP-GloTM Assay 法により、生理的結合能、細胞内のセカンドメッセンジャー活
性化能、EC50を調査し、真の内因性リガンドであることを証明する。 
 
②. ①で同定した修飾 tRNAヌクレオシドの生理機能解析 
①で同定した修飾ヌクレオシドの生理機能を明らかにするために、①で同定した修飾ヌク

レオシドがどのような刺激により細胞外に分泌されるか、培養細胞に様々な刺激を与え、細
胞外への分泌量を測定する。①で同定した修飾ヌクレオシドをマウスなど動物に接種し、そ
の生体への影響について調査する。 
 

 
４．研究成果 
①. GPCR結合･活性化修飾ヌクレオシドの網羅的解析と同定 
血清や尿中に分泌される修飾ヌクレオシドを同定するために、ヒト血清ならびに尿を除タ

ンパク後 LC/MS質量分析機器にて各修飾ヌクレオシド量について網羅的に調査した。その結
果、20種類の修飾ヌクレオシドが血清ならびに尿中に豊富に存在することが明らかになった。
例えば、血清中に
t6Aは 78 nM、m1A
は 48 nM、m6Aは
12 nM存在するこ
とが明らかにな
った。 そこで、
この 20種類の修
飾ヌクレオシド
について、A1、
A2A、A2B ならび
に A3 アデノシ 
ン受容体に対す
る結合能および
活性能について
G 蛋白共役型受
容体リガンド同
定技術を用いて
調査した。すると
m6Aが、アデノシ
ン A3 受容体に
対して高い結合
能と活性化能を
有していることが明らかになった（図 1）。そこで、アデノシンと m6Aの各アデノシン受容体
に対する EC50について比較検討した。その結果、A1、A2A、A2B アデノシン受容体に対しては、
アデノシンの EC50が m

6Aより低値だった。一方、A3アデノシン受容体に対しては、m6Aの EC50
がアデノシンより低値であった。また、その EC50が 11nMであることから、生理的なリガンド
であることが示唆された (図 1)。  
次に、m6A が A3 アデノシン受容体を活性化し、その下流の情報伝達系を活性化するか検討

した。A3アデノシン受容体にアデノシンが結合すると、細胞内の ERKが活性化されることが
知られている。そこで培養細胞を m6Aで 1 時間処理し、ERKのリン酸化についてウエスタンブ
ロット法にて調査した。その結果、m6A は濃度依存的に ERK のリン酸化を促進した（図 2）。
この m6A による ERK のリン酸化は、A3 アデノシン受容体の拮抗薬ならびに Gi 阻害剤で抑制
された。A3アデノシン受容体は、Gi受容体であることから、m6Aの ERK 経路の活性化は、A3
アデノシン受容体を介していることが示唆された。A3アデノシン受容体の活性化は、細胞内
の Ca2+の上昇とそれによる細胞内カルシウムシグナルを活性化することが知られていること
から、次に m6Aが細胞内の Ca2+濃度を上昇させるか、Ca2+イメージング技術で解析した。その
結果、m6Aを培養細胞液中に添加すると、添加後 10 秒以内に、細胞内の Ca2+濃度が上昇した
（図 2）。この m6Aによる細胞内 Ca2+濃度の上昇は、A3アデノシン受容体の拮抗的阻害薬を添
加すると抑制されることから、m6Aによる細胞内 Ca2+濃度の上昇は A3アデノシン受容体を介
していると結論づけた。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②. m6Aの生理機能解析 
A3 アデノシン受容体が、Ⅰ型アレルギーに関与していることがしられていることから肥満

細胞の脱顆粒を促進す

るか検討した。肥満細

胞を m6Aで処理した後、

その後フォルスコリン

で刺激し、細胞内の

cAMP 濃度について調査

した。その結果、m6Aは

濃度依存的にフォルス

コリンによる細胞内

cAMP 低下作用を促進す

ることが明らかになっ

た（図 3）。次に、肥満細

胞を様々な濃度の m6A

で処理し、その後抗原

である BSAで刺激し、脱

顆粒について検討し

た。その結果、m6Aは濃

度依存的に BSA による

肥満細胞の脱顆粒を促

進することが明らかに

なった（図 3）。さらに、

m6Aは肥満細胞内の Ca2+を上昇させることが判明した（図 3）。 

最後に、m6Aが In vivoでⅠ型アレルギーを促進させるか検討した。ウサギの耳に IgEを注

射し、翌日に m6A もしくはコンロールとして溶解液のみを耳に注射した、その後、抗原とエ

バンスブルーを投与し、Ⅰ型アレルギー反応として生ずるエバンスブルー液の血管外への浸

潤面積について比較検討した。すると、m6Aを投与すると、エバンスブルー液の浸潤が濃度依

存的に拡大することが明らかになった。このことから、m6AはⅠ型アレルギー反応を促進する

ことが明らかになった。 
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