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研究成果の概要（和文）：哺乳類細胞のS-アデノシルメチオニン（SAM）合成酵素であるMAT2AのmRNAは、細胞内
SAM量に応じて3' 非翻訳領域（3' UTR）に存在するヘアピン構造中の特定のアデノシン部位がN6-メチル化修飾
（m6A）されることで、安定性が変動する。本研究では、MAT2A mRNAの3' UTRと相互作用するRNA結合タンパク質
を探索した。このとき、細胞内SAM量を変動させたときに結合が変動するもの、あるいは野生型3'UTRとメチル化
部位変異型3'UTRの間で差異のあものに注目することで、MAT2A mRNA安定性制御に関与する因子を見出した。

研究成果の概要（英文）：The expression of MAT2A, the ubiquitous S-adenosylmethionine (SAM) 
synthetase in mammals, is regulated in a intracellular SAM-responsive manner. The feedback control 
is mediated by methyl-6-adenosine (m6A) modification occurring six specific adenosine residues in 
the hairpins located in the 3' UTR of the MAT2A mRNA. The research aimed at identification of RNA 
binding proteins interacting with the MAT2A 3'UTR. By comparing associating proteins between WT and 
 m6A-site-mutant 3'UTR, we found RNA-binding proteins involved in the stability control of the MAT2A
 mRNA.

研究分野： 分子生物学

キーワード： RNA　S-アデノシルメチオニン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
mRNAの転写後調節は、遺伝子発現制御の主要な仕組みの一つである。m6A修飾はmRNAに見られる修飾のうち最も
多いものであり、これによるRNA制御の分子メカニズムは近年の注目を集めている。本研究の結果はMAT2A mRNA
を対象としてとりあげ、m6AによるRNA制御のメカニズムの理解に資するものであるとともに、m6A 制御や細胞内
SAM 量調節の異常を原因とする疾患の研究のための基礎的な情報としても貢献できる可能性もある。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

 メチオニンアデノシルトランスフェラーゼ（MAT）は、ATP とメチオニンから S-アデノシルメ

チオニン（SAM）を合成する酵素である。SAM は、ヒストンや DNA のメチル化反応においてメチ

ル基供与体となる重要な代謝物であり、細胞内における SAM の生産は過不足なく厳密にコント

ロールされる必要がある。 

その鍵の一つは、細胞内 SAM 量に応じて、MAT の発現量がフィードバック制御されることで

ある。原核生物の場合は細胞内 SAM がコファクターとして働いており、大腸菌ではリプレッサ

ータンパク質に SAM が結合すると MAT 遺伝子の転写が抑制されること、また乳酸菌では MAT の

mRNA の開始コドン上流に SAM が結合すると、翻訳が阻害されることで MAT 発現が制御されてい

ることが知られていた。 

哺乳類の MAT には二つのアイソザイムが存在し、肝臓特異的な MAT1 に対し MAT2 はあらゆる

細胞でユビキタスに発現している。MAT2 の触媒ドメインである MAT2A の発現は、細胞内 SAM に

応じてmRNAの安定性が変動することで制御されることが知られていた。申請者らは、MAT2A mRNA

の 3'非翻訳領域（3'UTR）に複数存在するヘアピン構造のループ部のアデノシンが N6-メチル化

修飾（m6A）されることが安定性制御に重要であること、また、この修飾に RNA メチル基転移酵

素 METTL16 が関わることを見出した。 

 

２．研究の目的 

以上のようにメチル化と MAT2A mRNA 安定性制御の関係が示されたものの、メチル化される

ことで MAT2A mRNA がどのように制御されているのか、METTL16 の他にどのような因子が制御

に関わっているのかについて詳細は不明であった。一般的に 3’UTR は、mRNA 機能制御のため

の種々の RNA 結合タンパク質の標的となると考えられている。MAT2A mRNA 安定性制御機構の

解明のため、MAT2A mRNA の 3’UTR に結合するタンパク質を同定することを本研究の目的とし

た。 

 

３．研究の方法 

 ホタルルシフェラーゼのコーディング配列の下

流にマウスMAT2Aの3’UTRを付加したレポーター

ベクターを HeLa 細胞に導入すると、レポーターの

発現は細胞内 SAM 量に応じて変動する。この系を

改変し、ルシフェラーゼと 3’UTR の間にバクテリ

オファージ MS2 のゲノム中にあり、MS2 の coat タ

ンパク質が結合する配列を挿入する。細胞には同

時に Bio-tag 付きの MS2 coat タンパク質を発現

させているため、ストレプトアビジンによるアフ

ィニティ精製を行うことで coat タンパク質を介

質量分析により結合タンパク質を同定 

図１．MAT2A 3’UTR 結合タンパク質解析方法 



してレポーターmRNA と結合タンパク質の複合体が分離される。タンパク質を LC-MS/MS で同定

し、negative control（MS2 認識配列を有しないレポータープラスミドによるサンプル）に結

合する background と比較して、MAT2A 3’UTR 結合タンパク質を明らかにする。 

 

４．研究成果 

・MS2 coat タンパク質認識配列を付加したルシフェラーゼレポーターベクターを作成した。こ

れを HeLa 細胞にトランスフェクションし、MAT 阻害剤シクロロイシン（cLEU）の処理により細

胞内 SAM を低下させるとルシフェラーゼ活性が上昇したことから、MS2 配列の付加は mRNA 安定

性に関わる 3’UTR の機能に影響を及ぼさないと考えた。 

 

・レポーターベクターと Bio-tag MS2 coat 発現ベクターを co-transfection した HeLa 細胞の

抽出液を用いてストレプトアビジンビーズによりアフィニティ精製を行い、分離されたタンパ

ク質を LC-MS/MS によって解析した。Negative control との比較から、結合タンパク質として

多くの因子が得られた。この中には METTL16 が含まれていたことから、この系によりレポータ

ーmRNA に結合するタンパク質を分離できたと考える。 

 

・同様の実験を、cLEU あるいは SAM を培地に添加する処理を行った細胞を用いて実施した。こ

こでは LC-MS/MS において Non-label 定量を行い、細胞内 SAM に応じた 3’UTR への結合の変動

を調べた。結合タンパク質のうち変動が見られたものはごくわずかで、その一つは METTL16 で

あり、低 SAM 条件で mRNA への結合が上昇していることを示す結果が得られ、これは既報の知見

と一致していた。METTL16 は MAT2A mRNA の他に U6-snRNA を標的とすることが知られている。

興味深いことに、この実験では U6-snRNA 結合タンパク質として知られているものが候補因子と

して得られた。さらに、この因子は METTL16 とは反対に、低 SAM 条件下でレポーターmRNA への

結合が低下することを示す結果が得られた。その他の結合タンパク質としては、METTL16 より

以前から m6A 修飾酵素として知られていた METTL3 と複合体を形成する因子や、m6A 認識タンパ

ク質 YTHDC1 がリストアップされたが、これらの結合は細胞内 SAM によって大きく影響は受けな

いと思われる結果であった。 

 

・MAT2A 3’UTR の 6 か所の m6A 修飾アデノシン部位に変異を導入したレポーターベクターを用

いて同様の実験を行った。METTL16 および U6-snRNA 結合タンパク質のレポーターmRNA との相互

作用は、変異型レポーターでは見られなかった。 

 

・U6-snRNA 結合因子のクローニングを HeLa 細胞を用いて行い、FLAG-HA-タグ付きタンパク質

の発現ベクターを作成した。これを HeLa 細胞にトランスフェクションして発現させ、抗 FLAG

抗体および抗 HA 抗体によるタンデム免疫沈降を行って、沈降画分に含まれる RNA を RT-qPCR

によって定量したところ、内在性 MAT2A mRNA の回収が確認された。 



 

以上の結果から、U6-snRNA 結合因子は METTL16 と同様に、MAT2A 3’UTR 中のヘアピン構造部分

に結合すると考えられた。一方でその結合は、METTL16 とは逆に高 SAM 条件において促進され

ると予想された。 

 

・また、3’UTR 相互作用タンパク質には

MTR4 が含まれており、これをノックダウ

ンした細胞では、cLEU 処理時の MAT2A 

mRNA 増加が見られなくなることが分か

った(図２)。このことは、RNA 分解装置

である RNA エクソソームと mRNA とを介

するアダプター因子である MTR4 タンパ

ク質が、MAT2A mRNA の安定化に必要であ

ることを意味し、MTR4 タンパク質の新た

な機能を示唆する興味深い結果である

と考える。 

 

 

 

 

 

図２. MTR4 ノックダウン細胞では低 SAM 条件下（6

時間）での MAT2A mRNA フィードバック制御が損な

われる。  
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