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研究成果の概要（和文）：本研究は、RNAメチル化修飾酵素であるMETTL16が赤血球造血において果たす役割を解
明することを目的とした。赤芽球特異的METTL16欠損マウスは重度の貧血を呈し、胎生致死につながる。この
際、METTL16を欠損した赤芽球においてはDNA損傷が高頻度に生じることを見出した。さらにMETTL16はDNA修復に
関連する遺伝子群のmRNAにRNA修飾を付加し、これらの遺伝子発現を正に調節することで、赤芽球分化を可能に
する因子であることを見出した。以上の結果から、METTL16を介したRNA修飾が生体の造血制御において重要な役
割を果たすことが示唆される。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the role of METTL16, an RNA 
methyltransferase, in erythropoiesis. Erythroblast-specific METTL16-deficient mice exhibit severe 
anemia, leading to embryonic lethality. We found that micronuclei, a marker of DNA damage, are 
frequently observed in METTL16-deficient erythroblasts. Furthermore, METTL16 enables erythroid 
differentiation by depositing RNA modifications to mRNAs encoding genes related to DNA repair and 
positively regulating the expression of these genes. These results suggest that RNA modifications 
mediated by METTL16 play an important role in the regulation of hematopoiesis in mammals.

研究分野： 医化学

キーワード： RNA修飾　赤芽球分化　DNA損傷
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、METTL16を介したRNA修飾の造血とDNA修復における意義が明らかとなった。また、METTL16により
修飾を受けるmRNAの包括的な理解につながった。本研究は新たな赤芽球分化制御機構としてのRNA修飾の役割の
理解に寄与し、貧血をはじめとする赤血球造血異常の病態解明や新規治療法・治療薬の創出にも波及することが
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
赤血球造血は、造血幹細胞から BFU-E、CFU-E、前赤芽球といった赤芽球の各分化段階を経て、
最終的に成熟した赤血球を作り出す多段階のプロセスである。この分化の過程で、赤芽球は複数
回の DNA 合成と細胞分裂を短時間に繰り返し、大量の成熟赤血球を産生する。このような高い増
殖能により、ヒトで一日 2000 億個もの赤血球を供給することが可能になっている。この機構が
破綻すると、貧血をはじめとする造血異常となる。したがって、赤芽球の分化機構の理解は造血
器疾患の病態解明や新規治療法・治療薬の創出にとって重要である。 
 赤芽球の活発な DNA 合成に伴い DNA の異常が生じ得るが、これは DNA 修復機構により修復さ
れれば問題なく細胞分裂を続行できる。しかし異常が修復されなければ、細胞は増殖を停止する
かアポトーシスに至る。赤芽球は細胞分裂のため活発に DNA 合成を行っており、異常 DNA が比較
的生じやすい環境にあると言える。また、赤芽球はその分化の過程で大量の鉄を細胞外から取り
込み、ヘモグロビンを合成する。一方、鉄やヘモグロビンは酸化還元反応を誘導しやすく、赤芽
球は酸化ストレスが最も生じやすい細胞の１つである(Ghaffari, Antioxid Redox Signal. 
2008)。酸化ストレスによって DNA 損傷が引き起こされることはよく知られている。したがって、
赤芽球は活発な DNA 合成による複製ストレスと、大量の鉄による酸化ストレスという２つの固
有の性質から、DNA 損傷が起こりやすい状態であると言える。実際、DNA 修復機構を欠損したマ
ウスでは特異的に赤血球造血が阻害されることが複数報告されている(Alvarez, Nat Commun. 
2015; Farres, Cell Death Differ. 2015)。しかしながら、赤芽球がどのように DNA 修復機構
を制御しゲノム安定性を保っているのかは不明な点が多い。 
 研究代表者はこれまで赤血球造血に必要な因子のゲノムワイドな CRISPR スクリーニングを実
施し、RNA N6-メチルアデノシン(m6A)修飾酵素 METTL16 が赤血球の分化に必須であることを見
出している。RNA 修飾は近年注目を集めている分子機構であり、mRNA の安定性や翻訳調節など、
様々なレベルで遺伝子発現に寄与することが知られている(Yoshinaga et al., Inflam Regen. 
2024)。しかしながら、METTL16 がどのように赤芽球分化を制御するか明らかでない。そこで、
本研究では新たな RNA 修飾機構を介した赤芽球分化調節機構を明らかにすることを目指した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、RNA 修飾酵素 METTL16 の赤芽球特異的欠損マウスにおける赤芽球分化異常のメカニ
ズムを明らかにすること、加えて、METTL16 を介した RNA 修飾がどのように赤芽球分化を調節す
るか、その分子機構を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）METTL16 の DNA 損傷における役割の検討 
赤芽球特異的 METTL16 欠損マウスから赤芽球を回収して RNA-seq を行い、Gene set enrichment
解析(GSEA)を実施した。次に、METTL16 欠損赤芽球において損傷 DNA のマーカーであるγH2AX 染
色を行い、微小核とγH2AX が共局在するか確認した。また、赤芽球特異的 METTL16 欠損マウス
の胎仔肝において cleaved caspase-3 の免疫染色を行った。 
（２）METTL16 の赤芽球における標的 mRNA の同定 
METTL16欠損赤芽球を用いてm6A修飾を網羅的に同定するmethylated RNA immunoprecipitation 
sequencing（MeRIP-seq）法を実施し、METTL16 欠損下における m6A 修飾の変動を検出し、表現
型と関連し、METTL16 により修飾を受ける mRNA 群を同定した。次にこの結果を qPCR 法や MeRIP-
qPCR 法による個別的な解析で検証した。加えて同定された標的 mRNA をモデルに、Single-base 
elongation and ligation-based qPCR amplification（SELECT）法を用いて RNA 修飾部位を１塩
基レベルで同定し、その修飾の意義をルシフェラーゼレポーターアッセイにより検討した。 
 
４．研究成果 
（１）METTL16 の DNA 損傷における役割の検討 
METTL16を欠損した赤芽球においてGSEAを行ったところ、UV照射に対する応答やp53経路など、
DNA損傷に関係する遺伝子群の発現がMETTL16欠損下で誘導されていることを見出した（図1a）。
そこで、METTL16 欠損赤芽球を免疫染色により解析したところ、これらの細胞では DNA 損傷のマ
ーカーであるγH2AX 陽性の微小核が多数みとめられた（図 1b,c）。また、赤芽球特異的 METTL16
欠損マウスの胎仔肝においては多数の cleaved caspase-3 陽性細胞がみとめられた（図 1d）。こ
れらの結果は、METTL16 欠損細胞において DNA 損傷が生じ、caspase の活性化が引き起こされて
いることを示唆している。Caspase の活性化は赤芽球にとって重要な転写因子である GATA-1 の
分解を誘導することも知られており（De Maria et al., Nature 1999）、このことが赤血球造血
異常の原因の一端であると考えられた。 



図１ METTL16 欠損赤芽球では DNA 損傷が高頻度に生じる 
 
（２）METTL16 の赤芽球における標的 mRNA の同定 
METTL16 がどのように赤芽球分化を調節するか、m6A 修飾制御の観点から解析を加えた。本実験
では METTL16 欠損赤芽球を胎仔肝から in vitro で誘導する実験系を用いた（図 2a）。この細胞
においては、METTL16 の発現が著明に低下しており、また METTL16 の代表的な修飾標的として知
られる Mat2a の発現も有意に低下していた（図 2b）。MeRIP-seq 法により m6A 修飾変動を解析し
たところ、METTL16 欠損下において多数の部位での m6A 修飾の低下を検出した（図 2c）。このよ
うな修飾部位は CDS や 3’非翻訳領域に集積しており、また終止コドン周辺に存在していた。ま
た、m6A 修飾変動がみとめられた部位には、CAG や GA-rich な配列が有意に多く見出された。他
方 m6A 修飾を付加する主たる酵素である METTL3 は、DRACH（D = A/G/U, R = A/G, H = A/C/U）
モチーフに修飾を付加することが知られており、METTL16 により修飾を受ける部位は METTL3 と
は大きく異なることが示唆された。 

次に、METTL16 により修飾を受ける mRNA のうち発現が METTL16 欠損下で減少するもの、増加
するものについて GO 解析を行った。興味深いことに METTL16 欠損下で発現が減少する遺伝子群
には DNA 修復に関連する遺伝子が多く含まれていた（図 2g）。加えて、METTL16 欠損下で発現が
増加する遺伝子群には炎症・免疫に関連する遺伝子が多く含まれることも見出した（図 2h）。次
に、赤芽球特異的 METTL16 欠損マウスから回収した赤芽球を用いて行った RNA-seq で発現が減
少している遺伝子においても、DNA 修復に関連する遺伝子群が多く含まれることを見出した（図
2i）。これらの結果は、METTL16 が DNA 修復に関連する遺伝子群の mRNA に m6A 修飾を付加するこ
とを示唆している。 

図 2 METTL16 は DNA 修復に関わる遺伝子群の mRNA に m6A 修飾を付加する（次項も続く） 



 

図 2 METTL16 は DNA 修復に関わる遺伝子群の mRNA に m6A 修飾を付加する（続き） 
 
 次に、METTL16によるm6A修飾がmRNAのどの部位に付加されているかさらに詳細に検討した。
このため、上述の解析で同定された DNA 修復関連の遺伝子である Brca2 と Fancm に着目し解析
を加えた（図 3a）。これらの遺伝子は METTL16 欠損下で著明に発現が低下しており、また m6A 修
飾も減少していた（図 3b,c）。そこで、これらの mRNA において SELECT と呼ばれる 1塩基レベル
で m6A 修飾部位を同定できる手法を用いて解析したところ、図中青で示す塩基が METTL16 によ
り修飾を受けていることを見出した（図 3d,e）。次に、この修飾の機能的意義を検討するため、
METTL16 により修飾を受ける配列をルシフェラーゼレポーターに挿入したベクターを作出した
（図 3f）。加えて、修飾配列に変異を加えた配列も同様に挿入した。これらのベクターを HEK293T
細胞にトランスフェクションし、METTL16 をノックダウンしたところ、野生型の配列は METTL16
ノックダウン下でルシフェラーゼ活性が低下するのに対し、変異型の配列は METTL16 ノックダ
ウンによる影響を受けなかった（図 3g）。以上の結果から、METTL16 による m6A 修飾は DNA 修飾
に関連する遺伝子の mRNA の発現を正に調節するものであることが示唆された。 
 

 
図 3 DNA 修復関連遺伝子の mRNA における METTL16 修飾部位の同定と機能解析（次項も続く） 
 



 
図 3 DNA 修復関連遺伝子の mRNA における METTL16 修飾部位の同定と機能解析（続き） 
 
以上の結果から、METTL16 は DNA 修復に関連する遺伝子群に m6A 修飾を付加し、これらの遺伝

子の発現を正に調節することで、赤芽球分化を可能にする因子であることが示唆された
（Yoshinaga et al., Nat Commun. 2022）。本研究は新たな赤芽球分化制御機構としての RNA 修
飾の役割の理解につながり、貧血をはじめとする赤血球造血異常の病態解明や新規治療法・治療
薬の創出にも波及することが期待される。 
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