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研究成果の概要（和文）：本研究は、新規m6A RNA修飾酵素METTL16が生体の鉄代謝調節において果たす役割の解
明を目的とした。赤芽球特異的METTL16欠損マウスは重度の赤血球造血障害のため胎生致死に至ること、また
METTL16欠損下では、赤芽球に重要な転写因子GATA-1やKLF1、およびトランスフェリン受容体をはじめとする鉄
代謝関連遺伝子群の発現が低下していることを見出した。次に、METTL16の下流で作用する分子機構を解析し、
MTR4-核内エクソソームを介したmRNA制御の必要性を明らかにした。本研究成果から、METTL16を介した鉄代謝関
連遺伝子の発現制御機構が解明された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the roles of a novel RNA m6A 
methyltransferase METTL16 in the regulation of iron metabolism. We revealed that the mice that lack 
METTL16 specifically in erythroblasts lead to embryonic death due to severe anemia. Moreover, 
METTL16-deficient erythroblasts failed to express erythroid transcription factors GATA-1 and KLF1, 
and iron-related genes including transferrin receptor. Next, we investigated the molecular 
mechanisms that act downstream of METTL16 and revealed that MTR4-nuclear exosome is critically 
involved in the mRNA regulation mediated by METTL16. These findings establish the novel mechanisms 
of gene expression of iron-regulatory transcripts mediated by METTL16.

研究分野：生化学

キーワード： RNA修飾　鉄代謝　赤芽球分化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、これまで不明であったMETTL16の生体における機能の一端が解明された。また、METTL16の下流で
作用する分子機構を網羅的に探索し、はじめてm6A修飾とMTR4-核内エクソソームの関係性を明らかにした。本研
究成果は貧血をはじめとする鉄代謝異常や造血器疾患の病態の理解に寄与すると考えられる。

※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 

赤芽球は造血の過程でヘモグロビン産生のために大量の鉄を必要とする。このため、赤芽球は鉄

取り込みに必要なトランスフェリン受容体を高発現する。トランスフェリン受容体(TfR1)の発

現制御においては、遺伝子発現を mRNA のレベルで調節する転写後調節機構が重要な役割を果た

すことが知られている。しかしながら、赤芽球分化の過程において TfR1 の発現を制御する転写

後制御機構には未だ不明な点が多い。そこで申請者は、TfR1 の発現を制御する因子の同定のた

め赤芽球様細胞 K562 を用いて CRISPR スクリーニングを行い、RNA N6-methyladenosine (m6A)修

飾酵素 METTL16（METT10D）を TfR1 の発現制御因子として同定した。このことは RNA 修飾を介し

た鉄代謝制御機構の存在を示唆しているが、その詳細な機構は未だ明らかではない。そこで本研

究では、赤芽球での鉄代謝制御における RNA 修飾の役割の解明を目指した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、申請者が実施した TfR1 制御因子のスクリーニングにより同定された RNA 修飾酵素

METTL16 の赤芽球特異的欠損マウスを解析することにより、鉄代謝制御における RNA 修飾の役割

の解明を目指した。また、TfR1 の発現制御を切り口としてさらに 2 次スクリーニングを行い、

METTL16 の新たな機能的パートナーを明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）赤芽球特異的 METTL16 欠損マウスの解析 

鉄代謝が重要な役割を果たす場である赤血球造血における METTL16 の役割を検討するため、

METTL16 の floxed マウスをエリスロポエチン受容体 Cre（Epor-Cre）マウスと交配させることに

より、赤芽球特異的 METTL16 欠損マウスを作出した。このマウスを用いて、フローサイトメトリ

ーにより TfR1 の発現、赤芽球分化を解析した。次に赤芽球特異的 METTL16 欠損マウスから、各

分化段階での赤芽球細胞を単離し RNA-seq を行い、鉄代謝・赤芽球分化関連遺伝子の発現変動を

検討した。また、METTL16 欠損赤芽球をセルソーターにより分取し、GATA-1 の発現について免疫

蛍光抗体法により解析した。 

（２）METTL16 の機能的パートナーの同定、解析 

RNA 修飾はそれ自体が RNA 代謝を調節するのではなく、修飾 RNA を認識する RNA 結合タンパク質

が作用することで mRNA の代謝が調節される。そこで、修飾 RNA の代謝に関与する RNA 結合タン

パク質を同定するため、METTL16 と他の TfR1 制御因子を二重欠損した際の TfR1 の発現変動を指

標として CRISPRi スクリーニングを行い、機能的パートナーを網羅的に同定できる遺伝学的相

互作用解析を実施した。この解析により同定された関連因子についてのノックダウン実験を行

い鉄代謝関連の遺伝子発現を検討した。 

 

４．研究成果 

（１）赤芽球特異的 METTL16 欠損マウスの解析 

赤芽球特異的 METTL16 欠損マウスを作出したところ、このマウスは胎生致死であることを見出

した。そこで胎生期のどの段階で致死に至るか詳細に検討を加えたところ、1次造血が 2次造血

に置き換わる胎生期の E13.5 頃までにこのマウスは死亡することが明らかとなった（図１A）。ま



た E12.5 において 2次造血の場である胎仔肝は対照群よりも小さいことを見出した（図１B）。次

に各胎生期における赤芽球についてフローサイトメトリーにより検討した。1 次造血について

E10.5 末梢血における赤芽球を解析したところ、これらの細胞では TfR1 の発現が有意に低下し

ていることを見出した（図 1C-E）。この結果は CRISPR スクリーニングの結果とも一致していた。

しかしながら、赤芽球特異的 METTL16 欠損マウスはこの日齢以降もまだ生存していたことから、

次に 2 次造血の場である E11.5 胎仔肝における赤芽球分化についても解析したところ、赤芽球

特異的 METTL16 欠損マウスにおいて Ter119/CD71 共に陽性の赤芽球の割合が著明に低下してお

り（図１F）、2次造血での著明な赤芽球分化の障害が示唆された。 

図１．RNA 修飾酵素 METTL16 は赤芽球造血に必要である 

 

次に、赤芽球分化における遺伝子発現の調節過程において RNA 修飾が果たす役割を検討した。

METTL16 欠損マウスから CD71 陽性、Ter119 陰性(R2 群)と Ter119/CD71 共陽性(R3 群)の赤芽球

を単離し RNA-seq を行ったところ、METTL16 欠損下の R3 群においては赤芽球に特徴的な遺伝子

発現（GATA1, KLF1 など）が低下しており、むしろ骨髄系細胞に特徴的な遺伝子の発現（PU.1, 

MPO など）が増加していた（図 2A、B）。また、この細胞では鉄代謝とヘモグロビン合成に必要な

一群の遺伝子発現（TfR1, STEAP3, ALAS2, Hb など）が低下していた。したがって、METTL16 は

赤芽球分化・鉄代謝関連の遺伝子発現制御に必要な因子であることが明らかとなった。 



図２．赤芽球における METTL16 は鉄代謝・赤芽球分化関連の遺伝子発現に必要である 

 

加えて、RNA-seq の Gene set enrichment 解析結果から、DNA 損傷や p53 に関係する遺伝子群

の発現が METTL16 欠損下で増加していることを見出した（図 3A）。実際 METTL16 欠損赤芽球にお

いて、DNA 損傷や p53 の下流で誘導される caspase-3 の活性化がみとめられた（図 3B）。Caspase-

3 は赤芽球にとって重要な転写因子 GATA-1 を分解することで赤血球造血を制御することが知ら

れている。実際 METTL16 欠損赤芽球においては、GATA-1 の発現が低下していることが確認され

た（図 3C、D）。KLF1 や TfR1 などの赤芽球分化・鉄代謝関連遺伝子群は GATA-1 の転写活性の標

的であることが知られていることから、METTL16 欠損下での遺伝子発現異常には、caspase-3-

GATA-1 を介した制御が関与することが示唆された。 

図３．赤芽球における METTL16 は転写因子 GATA-1 の発現を制御する 

 

（２）METTL16 の機能的パートナーの同定、解析 

METTL16 の下流で作用する因子を同定するため、TfR1 制御因子の CRISPR スクリーニングによっ

て得られた上位 500 遺伝子について METTL16 との遺伝学的相互作用解析を行った（図 4A-C）。遺

伝学的相互作用解析の結果、特に METTL16 と強い相互作用を示した遺伝子として核内の RNA エ

クソソームの構成因子（DIS3、EXOSC2）とその結合因子 MTR4 を見出した（図 4D）。RNA エクソソ

ームは RNA のプロセシングや分解に寄与する分子機構であるが、m6A RNA 修飾との機能的関連性

はこれまで明らかでない。そこで METTL16 による RNA 修飾との関連性をさらに検討することに

した。 



図４．遺伝学的相互作用解析による METTL16 の機能的パートナーの同定 

 

 まず遺伝学的相互作用の解析の結果を検証するため、METTL16 と MTR4・DIS3 とをそれぞれ、

もしくは同時にノックダウンした K562 細胞を樹立し TfR1 の発現を検討したところ、METTL16 単

独ノックダウン下では TfR1 の減少がみとめられる一方、MTR4 や DIS3 のノックダウン下では

METTL16 ノックダウンによる TfR1 発現変化が減弱することが確認できた（図 5A-D）。次に、マウ

ス胎仔肝由来の赤芽球においても MTR4 の欠損で同様の効果がみとめられるか検討したところ、

TfR1 や Klf1 の発現は METTL16 単独欠損下では有意に減少する一方、MTR4 の欠損下では有意な

差がみとめられなくなることを明らかにした（図 5E、F）。したがって、MTR4-核内エクソソーム

が METTL16 を介した mRNA 制御にとって重要であることが示唆された。 

図５．METTL16 による mRNA 制御には MTR4-核内 RNA エクソソームが必要である 

 

以上のことから、METTL16 は転写因子 GATA-1 の発現制御を介して鉄代謝・赤芽球分化関連遺伝

子の発現を調節する RNA 修飾酵素であることが示唆された。また、この mRNA 制御機構は MTR4-

核内 RNA エクソソームを介していることを見出した。これらの結果より METTL16 を介した TfR1

発現制御機構の一端が明らかとなった。今後は METTL16 による RNA 修飾が果たす役割について

さらに解析を加え、METTL16 による鉄代謝・赤芽球分化制御の全容を明らかにしたい。 
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