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研究成果の概要（和文）：　高等生物ゲノムにのみ保存された超保存領域（ultraconserved region: UCR）はヒ
トゲノムに481か所存在するが、その生理機能は未だ不明である。
　UCRより作り出されるRNA群 (Transcribed-UCRs: T-UCRs)の一部ががん細胞に蓄積しがん細胞の増殖や浸潤性
の獲得に寄与する。T-UCRが何故がん細胞の核にのみ発現するのか、大腸がん特異的なm6A RNAメチル化修飾の分
子基盤を検討した。本研究成果により、がん細胞に特異的なm6A RNAメチル化修飾が、中途ストップコドンを持
つ異常RNAの生成及び核内蓄積に関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： RNA methylation at adenosine N6 (m6A) is one of the most common RNA 
modifications which affects RNA processing, transport, and translation. Ultraconserved regions 
(UCRs) are 481 genomic sequences with 100% identity across humans, rats, and mice. Increasing 
evidence suggests that non-coding RNAs transcribed from UCRs are involved in various diseases, 
especially cancers. 
 Overexpression of T-UCR in colon cancer cells promoted cell proliferation by changing the 
expression of G2/M-related cell cycle regulators. m6A methylation of T-UCR was upregulated in cancer
 cells, compared with that of normal colon epithelial cells. We found m6A methylated RNA 
preferentially bound to several cancer-related RNA-binding proteins. Inhibition of m6A methylation 
decreased T-UCR levels and cell growth of colon cancer cells. These results suggest that m6A 
modification plays a pathogenic role in cell proliferation of cancer cells and may become a 
potential biomarker and therapeutic target for colon cancer.

研究分野： 分子生物学

キーワード： RNA修飾　RNAメチル化　選択的スプライシング　大腸がん　超保存領域
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究で着目したT-UCRは中途ストップコドンを持ちタンパク質には翻訳されず、 従来速やかに分解される
RNAであるため、T-UCRの蓄積は疾患特異的なバイオマーカーと成り得る。　
　本研究成果によって、T-UCRががん細胞核に蓄積するメカニズムの一端として、がん細胞に特徴的なm6A RNAメ
チル化修飾パターンと関連するRNA結合タンパク質を見出した。今後、がん細胞のみで認められるメチル化修飾
配列を標的とした、正規タンパク質発現に影響を与えない、新しいコンセプトの核酸医薬の開発に繋がる可能性
がある。

※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（共通） 

 
 
１． 研究開始当初の背景 

 
（１）ultraconserved region（超保存領域: UCR）は、マウスからヒトまでの高等生物に種を超
えて 100%保存された領域であり、ゲノム上に 481 か所存在する。UCR の大部分は、転写因子や選
択的スプライシング調節因子をコードする遺伝子領域に分布しているが、その生理学的意義は
未だわかっていない。進化の過程で、限られた遺伝子数から、高等生物の遺伝子の多様性の獲得
に寄与したと考えられるが、同時に、癌や神経変性疾患、高度免疫機能を含む複雑な疾患の発症
リスク経路に関与する可能性がある。 
 
（２）UCR より転写される転写産物 RNA 群 （Transcribed-UCRs: T-UCRs）のいくつかは、ヒト
において発生段階・組織特異的及び疾患依存的な発現パターンを示すことが報告されている。 
 
（３）スプライシング調節因子 SR（Ser/Arg）タンパク質（SRSF）ファミリー(SRSF1-10)の遺伝
子領域より転写された T-UCRs は、中途ストップコドン（PTC）を含むが、RNA 品質管理機構であ
るナンセンス RNA 分解（NMD）により分解を受けず、がん細胞の核内に異常蓄積することを見出
している。さらに、これまでの研究において、T-UCR のひとつ uc.138 RNA は大腸がん組織に高
発現し、細胞増殖 と浸潤能に寄与すること、マウス腫瘍移植モデルにて腫瘍形成を有意に促進
することを見出している（Kuwano et. al., Sci Rep. 2021）。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
スプライシング因子 SR(Ser/Arg)タンパク質ファミリー(SRSF1-10)の遺伝子領域から転写さ

れる T-UCR 群は中途ストップコドンを持つため、タンパク質に翻訳されず、「ジャンク RNA」と
して速やかに分解されると考えられた。しかしながら、SRSF ファミリー由来の T-UCR RNA は正
常組織にはほとんど発現しないが、なぜがん細胞では分解を受けずに蓄積されるのか、メカニズ
ムは分かっていない。 
そこで、DNA 障害やストレスに応答しリバーシブルな RNA 修飾であるアデノシン N6 位のメチ

ル化（Methyl-6-adenosine（m6A））に着目した。UCR を含む RNA はステムループやグアニン四重
鎖（G-quadruplex：G4）構造などユニークな機能配列を持ち、RNA の修飾が T-UCR の二次構造と
細胞内局在を調節する可能性は十分に考えられる。RNA 転写後調節による超保存領域の活性化の
報告は未だなく、本研究の目的として、「高等生物のみが有する T-UCR の RNA メチル化スイッチ
を介した新しい大腸がん制御メカニズム」の解明を目指す。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）大腸がん細胞におけるメチル化 RNA の次世代シークエンスによる網羅的解析（MeRIP-seq）： 
 
 T-UCR 群の一部は正常細胞ではほとんど発現しないにも関わらず、がん細胞の核内に高発現す
ることを見出している。メチル化 RNA を特異的に認識する抗体及び IgG 磁気ビーズを用いたメ
チル化 RNA 免疫沈降によって、大腸がん細胞における高メチル化 RNA を抽出し、イルミナ社の次
世代シークエンスによる網羅的解析（MeRIP-seq）を行った。得られた結果はリアルタイム PCR
によりバリデーションを行った。 
 
（２）oncogenic RNA uc.138 のメチル化配列の特定と結合タンパク質の同定： 
 
 ヒト大腸がん組織組織パネルを用い、m6A RNA メチル化関連因子（メチル化酵素、脱メチル化
酵素、m6A 結合タンパク質）の発現スクリーニングを行い、正常組織と比較し、がん細胞で発現
変動するがん関連因子を同定した。その中で uc.138 のメチル化特異的に結合するタンパク質を
ビオチン化 RNA-pulldown アッセイにより同定した。 
 
（３）METTL3 の特異的 RNA メチル化阻害剤 （STM_2457）によるがん細胞の RNA 発現プロファイ
ル： 
 
  がん細胞において RNA メチル化酵素 Mettl3 を選択的に阻害し、メチル化依存的に発現調節を
受ける RNA を次世代シークエンスによる網羅的解析（RNA-seq）によって同定した。得られたデ



ータはパスウェイ解析により生理的意義のクラス化を行った。 
 
（４）RNA メチル化阻害剤を使用した m6A 阻害によるがんのフェノタイプへの影響： 
 

RNA メチル化酵素活性をもつ METTL3 を選択的に阻害し、大腸がん細胞における細胞周期関連
因子の発現変動、細胞老化、細胞増殖、浸潤能等のフェノタイプを比較し、RNAメチル化による
がん悪性化調節を検討した。 
 
（５）がん組織中の m6A メチル化 RNA 量の検出： 
 

m6A RNA dot blot を用い、ステージの異なるがん検体の RNA メチル化量を比較し、新規バイ
オマーカーとしての可能性を検討した。 

 
 
 

４．研究成果 
 
（１） 大腸がん細胞における m6A メチル化 RNA の網羅的解析（MeRIP-seq） 

 
先行研究より、メチル化 m6A 特異的抗体(図 1a)と lncRNA カスタムマイクロアレイを用い、大

腸がん細胞株における T-UCR の RNA メチル化ステータスを解析した。その結果、メチル化ステー
タスが変動する数種類のがん関連 lncRNA と T-UCR の候補を抽出できた。 
今回は新たに、RNA シークエンスを用い、大腸がんで高メチル化されている RNA を網羅的に解

析し、大腸がん特異的メチル化 RNA がセルサイクルシグナルに有意に関連していることを明ら
かにした（図１b） 

 
図 1a   抗メチル化 RNA 抗体によるメチル化 RNA の抽出 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1b   インプット RNA に比較し有意にメチル化されている RNA のパスウェイ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（２） oncogenic RNA uc.138 のメチル化配列の特定と標的として結合するメチル化 RNA 結合

タンパク 質のスクリーニング（RNA-protein pulldown アッセイ） 
 

先行研究により、HCT116 大腸がん細胞に TRA2B 遺伝子から転写される T-UCR uc.138 を導入し
た安定過剰発現を樹立した（Kuwano et. al., Sci Rep. 2021）。Uc.138 過剰発現細胞では、細
胞増殖の亢進及びヌードマウス移植時の腫瘍形成能の獲得が認められた。uc.138 の機能配列と
してステムループ部分に変異を加え、ループ構造を特異的に破壊した変異株では、腫瘍形成能が
有意に低下したため、T-UCR はステムループ構造を介してマウスの腫瘍形成を促進することを見
出した。そこで、ステムループ内に存在するメチル化サイトに着目し、人工的に m6A 化したビオ
チン化 RNA フラグメントを合成し、メチル化付加の有無による結合タンパク質を同定した（図



２）。さらに、大腸がん関連メチル化 RNA 認識タンパク質 X は、uc.138 の核内局在及び安定化に
寄与する可能性が示唆された。 

 
図 2  uc.138 のメチル化 RNA に結合するタンパク質 X 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（３） RNA メチル化阻害剤による RNA 発現変化の網羅的解析（RNA-seq） 
 

RNA メチル化酵素活性をもつ METTL3 を選択的に阻害し、メチル化依存的に発現調節を受ける
RNA を次世代シークエンスによる網羅的解析（RNA-seq）によって同定し、遺伝子がメチル化修
飾を受け、GO 解析により RNA メタボリズムに関与する遺伝子群が DNA メチル化の有無により転
写後発現調節を受けている可能性が示唆された（図３）。 

 
 
図 3  STM2457 による RNAメチル化阻害効果 

 

 
 
 
 
 
（４） RNA メチル化酵素 Mettl3 の特異的阻害による大腸がんのフェノタイプへの影響 

  
大腸がん細胞及び正常大腸上皮細胞で RNA メチル化ステータスを比較すると、大腸がんにお

いて全般の RNA メチル化の更新が認められた（図４）。そこで、RNA メチル化酵素活性をもつ
METTL3 を選択的に阻害すると、大腸がん細胞における細胞周期関連因子の発現変動、細胞老化、
細胞増殖、浸潤能等の大腸がんフェノタイプが阻害されることを見出した。 

 
 
図４ 細胞抽出 RNA 間のメチル化 RNA 量の比較 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

以上のことから、RNA メチル化は大腸がんにおいて、T-UCR の発現増加及び核内局在に関与し

ている可能性が示唆された。本研究では、大腸がんで 亢進するメチル化 RNA の同定と、細胞周

期依存的な細胞内 RNA 動態を捉えるという目的の一端が期間内に明らかにできたと考えられる。 
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