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研究成果の概要（和文）：真核生物のmRNAには、いくつかの転写後修飾が含まれており、これらの修飾が転写後の遺伝
子発現調節において重要な役割を演じている。我々は、出芽酵母の胞子形成時に出現するmRNA上のN6メチルアデノシン
(m6A)修飾の役割を明らかにすることを目的とし、m6A部位の探索を行った。抗m6A抗体を用いた免疫沈降と次世代シー
クエンス解析を組み合わせたm6A-seqにより、約3,000遺伝子中に8,000か所以上のm6A候補領域を見出した。また、RNA
の高感度質量分析法（RNA-MS）により、IME1 mRNA中にm6A修飾部位を特定した。しかしこの位置はm6A-seqでは確認で
きなかった。

研究成果の概要（英文）：Eukaryotic mRNAs and non-coding RNAs contain various post-transcriptional 
modifications including 5’ cap structure, inosine (I), 5-methylcytidine (m5C), and N6-methyladenosine 
(m6A). To investigate functional roles of m6A, we screened m6A sites on mRNAs in sporulating budding 
yeast. More than 8,000 candidate regions were mapped in about 3,000 genes in Saccharomyces cerevisiae by 
m6A-seq which is a biochemical method to identify m6A regions by immunoprecipitation of m6A-containing 
RNA fragment by anti-m6A antibody combined with deep sequencing. In addition, we identified a single m6A 
site in IME1 mRNA by RNA mass spectrometric analysis. However, this m6A site was not confirmed by 
m6A-seq, exposing a problem of anti-m6A antibody with poor specificity.

研究分野： 分子生物学
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１． 研究開始当初の背景 
真核生物のmRNAや non-coding RNAには、5’
末端のキャップ構造とその近傍の 2’O メチル
修飾以外に、イノシン(I)、5 メチルシチジン
(m5C)、N6メチルアデノシン(m6A)が見つかっ
ている。これらの修飾は組織ごとの違いや、
発生時期依存的に変動することが知られ、転
写後の遺伝子発現調節において重要な役割
を担っていると考えられている。 
m6A 修飾は、酵母から動植物に至る真核生
物の mRNA と一部のウイルス RNA に含まれ
ていることが知られていた。最近、複数のグ
ループにより、抗 m6A 抗体と deep sequencing
を組み合わせた手法(m6A-seq)を用いて、ヒト
およびマウスの m6A 部位がゲノムワイドに
探索され、低い分解能であるものの、数万か
所を超える m6A 部位が同定された。さらに、
mRNA 中の m6A を認識するリーダータンパ
ク質や、脱メチル化する酵素が同定され、エ
ピトランスクリプトームという概念が生ま
れつつある。しかし、具体的に m6A 修飾がど
のようなメカニズムで生命現象へ関与する
かは不明な点が多く残されている。 
 
２． 研究の目的 
出芽酵母(S. cerevisiae)において、m6A 修飾酵
素の触媒サブユニットである IME4 が、胞子
形成に必須であることが知られている。また、
胞子形成時に mRNA の m6A 含量が特異的に
増加することが知られており、m6A 修飾が酵
母における減数分裂や胞子形成に重要な役
割を担っていることが示唆されている。 
本研究では、出芽酵母の減数分裂期に

mRNA 上で特異的に増加する m6A の修飾部
位を特定し、胞子形成における m6A 修飾の役
割を明らかにすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
出芽酵母の胞子形成時の mRNA に特異的に
出現する m6A 修飾部位を特定するために、S. 
cerevisiae の胞子形成モデル株である SK1 株
を用いる。胞子形成誘導度にRNAを抽出し、
poly(A)+ RNA 画分を取得する。RNA 鎖を断
片化した後に、抗 m6A 修飾抗体を用いた免疫
沈降を行うことで、m6A 修飾を含んだ RNA
断片を濃縮し、cDNA に変換後に次世代シーケ
ンサーを用いて配列解析を行う。S. cerevisiaeの
ゲノム配列をレファレンスとして、m6A 修飾領域
の特定を行う（遺伝研の藤山教授、豊田准教授、
野口博士、および、産総研の光山博士との共同
研究）。また、poly(A)+ RNA を変性ポリアクリル
アミドゲル電気泳動で分離し、メジャーなバンド
を切り出し溶出する。また、標的とする mRNA を、
往復循環クロマトグラフィー（RCC）を用いて、単
離精製する。精製したmRNAを RNase T1により
G 特異的に断片化し、各断片の質量を RNA の
高感度質量分析法(RNA-MS)で測定後、RNA
マスフィンガープリント(RMF)法で解析を行い、
m6A 修飾部位を直接的に同定する。 
 

４．研究成果 
胞子形成誘導後、3時間後の細胞から、
poly(A)+ RNAを調製し、約 300塩基長に断片
化した後に、m6A-seq解析を行った。その結果、
3,425遺伝子中に8,309か所以上のm6A候補領
域を見出した。そのうちの約 94%が ORF内部に
あることも判明した。胞子形成時に変動する遺
伝子発現プロファイルとの比較から、いくつかの
mRNAは m6A修飾によって安定化される傾向
があることが示唆された。しかし、分解能の低さ
から、m6A修飾部位の特定には至らなかった。
また、RNAの高感度質量分析法（RNA-MS）に
より、IME1 mRNA中に m6A修飾部位を特定し
たが、この位置は m6A-seqでは濃縮されなかっ
たことから、抗 m6A抗体の特異性にも問題があ
ることが発覚した。現在、一般的に行われている
m6A-seq はすべて同一の抗体を用いているた
め、同様の問題があると考えられる。今後は、
より特異性の高い抗 m6A抗体の取得と、
m6A-seqの解析精度を向上させる必要がある。 
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