
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

挑戦的萌芽研究

2015～2014

酵素プローブを用いたRNA修飾部位網羅的探索の実践と応用

Exploring RNA modifications using enzymatic probe and its applications

９０５３３１２５研究者番号：

鈴木　健夫（Suzuki, Takeo）

東京大学・工学（系）研究科（研究院）・講師

研究期間：

２６５６０４４２

平成 年 月 日現在２８   ６   １

円     2,700,000

研究成果の概要（和文）：RNA修飾酵素をプローブとし、RNA-修飾酵素の共有結合複合体の形成過程を利用したRNA修飾
の網羅的探索法の構築を試みた。培地中の核酸アナログ分子を取り込んだHeLa細胞に対し、共有結合複合体を形成しう
る修飾酵素を一過的に発現させたところ、アナログ分子の添加に依存して修飾酵素に結合したRNAが回収できることを
見出した。また、RNAに酵素的前処理を行うことで特定の修飾構造の変換が促進されたという観察に基づき、新規のRNA
修飾標識法の検討を進めた。

研究成果の概要（英文）：We aimed to explore transcriptome-wide RNA modifications with new techniques 
using covalent complexes between RNA modification and RNA modifying enzyme. We transiently expressed a 
modifying enzyme of interest in HeLa cells that were cultured under supplying a nucleic acid analogue 
molecule and could collect bound RNA from immune-precipitated RNA-enzyme complex in the analogue molecule 
dependent manner. Moreover, we examined a novel RNA modification labeling method based on enzymatic 
conversion of specific RNA modifications followed by nucleophilic substitution reaction. The method may 
provide a new solution to detect those specific modifications.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
RNA は化学修飾などの転写後プロセシン
グを経て初めて機能的に成熟する。RNA修飾
は分子の特定部位に修飾酵素によって導入
されるため、修飾機能の理解にはどの部位に
何の修飾があるかの情報が重要となる。細胞
内に多量にある rRNAや tRNAの修飾解析例
は多くあるが、mRNAは末端のキャップ構造
以外の分子内修飾解析はほとんど行われて
こなかった。一方で局所的に様々な高次構造
を取る mRNA もやはり修飾酵素の基質とな
り、導入された修飾も機能を持つのではない
かという着想を持つに至った。既存の mRNA
修飾解析法も存在するが、原理上の短所があ
り、また解析可能な修飾も限られている。
mRNAにどのような内部修飾が存在し、機能
しうるかを示すためには新しい RNA 修飾網
羅的同定法が必要である。 
 
２．研究の目的 

RNA修飾酵素をプローブとし、その修飾酵
素が本来基質とされる既知の標的以外の
RNAも幅広く基質として認識し、修飾しうる
という可能性を、RNA修飾を網羅的に探索す
る方法論の構築により目指し、また実 RNA
サンプルでの探索を試みる。本法からの知見
により得られた修飾導入に必要な条件を
mRNAに導出することで、遺伝子発現制御へ
の応用を目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究では、細胞内で生成させた RNA-修
飾酵素共有結合体から結合 RNA を得て、そ
の結合配列を評価するまでが段階として重
要であり、そのための基盤の確立を目指した。
そのため RNA-修飾酵素共有結合体を細胞か
ら回収するために必要な酵素プローブ材料
の作成と、RNAを得るまでの操作の各種条件
検討を行った。その後、実際に酵素プローブ
のプルダウンを行い酵素プローブに結合し
た RNAの評価を行った。 
 
４．研究成果 

RNA-修飾酵素共有結合体を取得する前準
備として培地に添加する核酸アナログ分子
をHeLa細胞RNA内へ取り込ませるための最
適条件を、アナログ分子の培地中濃度と HeLa
細胞の培養時間を変えて検討した。幾つかの
候補分子(核酸塩基のフルオロ置換体など)を
それぞれ培地に添加し培養した HeLa 細胞か
ら RNA を調製し、ヌクレオシド分解物中に
含まれるアナログ分子の含量をHPLCにより
測定することで取り込み効率を計算した。細

胞の生存や増殖への影響が少ない化合物を
選択し、生存可能な濃度条件において取り込
み効率が最大(約 15%を達成)となる最大濃度
と培養時間を決定した。 
次にアナログ分子導入条件下における

RNA結合能の評価を進めた。修飾酵素として、
修飾部位に取り込まれたアナログ分子と共
有結合を形成する可能性が考えられた、シュ
ードウリジン合成酵素 PUS1 を選択した。
PUS1遺伝子の全長 cDNAと N末を短縮した
アイソフォームの cDNAをC末 FLAGタグ融
合型で各々クローニングした。発現ベクター
のトランスフェクションと免疫染色から、全
長 PUS1はミトコンドリアに、N末短縮 PUU1
は核局在することを確認した。アナログ分子
の添加培養下にある HeLa 細胞に N 末短縮
PUS1を一過的に発現し、細胞内で RNA-修飾
酵素共有結合体を形成させた。細胞を破砕し
て調製したライセートから抗タグ抗体ビー
ズを用いて RNA-PUS1 複合体を免疫沈降し
た。沈降画分をプロテイナーゼ K処理により
PUS1 を分解した上清からフェノール抽出を
行うことが、RNA回収の効率と再現性を高く
するために重要と判明している。 

PUS1 の抗タグ抗体免疫沈降画分における
RNA に既知の基質 RNA である細胞質
tRNASerが濃縮されているか qRT-PCR によっ
て検討したところ、アナログ分子依存的に基
質の tRNASerが数倍程度濃縮されていること
が確認された。従ってこの実験系での、アナ
ログ分子依存的な RNA-PUS1 修飾酵素共有
結合体の生成が強く示唆された。今後は、タ
グの選択や一過性の発現系よりも適した発
現系の探索、修飾探索を行う生物種や細胞種
の検討など種々の観点から、この方法論の実
証を進める必要がある。 
更に別の方法論の確立を目指し、TrmA ヒ
トホモログ遺伝子を対象としてC末FLAGタ
グ融合タンパクをヒト培養細胞内で発現で
きるようクローニングし、同時にアミノ酸置
換により RNA-修飾酵素共有結合体の形成を
促進する不活性変異を導入した。作成した発
現ベクターについて免疫染色での発現確認
と、このタンパク質でこれまで報告がなかっ
た細胞内局在に関する知見を得た。今後はこ
の不活性変異体による基質 RNA への結合能
評価を行う。 
また研究提案時には想定されていなかっ
たが、全く新規の RNA 修飾同定法の確立に
つながる知見を得た。特定の RNA 修飾構造
に対し変換作用がある酵素で処理を行うこ
とで、変換された修飾構造に化学的にリンカ
ーを付加できることが見出された。リンカー
を選択することで、更にビオチンなどでの標



識も可能であったことから、酵素依存的に特
定の RNA 修飾を標識・回収し、網羅的修飾
部位探索に供せる可能性が示唆された。反応
条件の最適化と大規模シーケンスに向けた
ライブラリ調製を進めており、今後の新規研
究課題となるよう発展につなげる計画であ
る。 
本研究着想の根底にあった網羅的 RNA 修
飾探索の必要性と重要性は、現在では「エピ
トランスクリプトミクス」として確立されつ
つある、新たな研究分野の隆盛から窺うこと
ができる。事実、様々な手法が開発され、RNA
修飾の網羅的探索が行われているが、本研究
で提案した方法論は未だ実施例がなく、現時
点においても独自性が高い技術と言える。今
後も今回提唱した 2 種の RNA 修飾部位網羅
的探索法の実施可能性を追求し、細胞内 RNA
修飾の探索からその機能的意義の解明につ
なげ、更に遺伝子発現制御への応用に発展さ
せていく必要があるだろう。 
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