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研究成果の概要（和文）：RNA-DNAハイブリッド鎖の高次構造、特にバルジ構造内にある核酸塩基が自由に運動
でき、抗体がその核酸塩基を選択的に認識することを利用したRNAの特定N6-メチルアデノシン検出法を考案し、
大腸菌RNAの特定N6-メチルアデノシン一塩基の配列特異的な検出が可能であることを示した。本イムノアッセイ
法を、表面プラズモン共鳴法を用いたマイクロデバイスに適用し、RNA増幅せずに、少量の試料量でRNAの修飾情
報を迅速に取得できることを示した。

研究成果の概要（英文）：We developed a method for detecting RNA specific N6-methyladenosine by 
utilizing the selective recognition of antibodies to a nucleobase in the higher-order structure of 
the RNA-DNA duplex, especially in the bulge structure, that can move freely. We confirmed that a 
N6-methyladenosine in a specific sequence of rRNA of E. coli could be selectively detected with our 
immunoassay method. This immunoassay method was applied to a microdevice using the surface plasmon 
resonance method, and it was shown that the information of a modified RNA can be rapidly obtained 
using thi microdevice, with a small amount of RNA sample without the RNA amplification.

研究分野： 分析化学、生化学、細胞生物学

キーワード： RNAエピジェネティクス　N6-メチルアデノシン　イムノアッセイ法　表面プラズモン共鳴法　マイクロ
デバイス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で提案したRNA-DNAハイブリッド鎖高次構造内にある塩基を抗体が選択的に認識できることに基づく検出
原理を利用したイムノアッセイ法は、特定のRNA塩基の修飾情報を簡便・迅速に測定できる方法であり、網羅的
なエピトランスクリプトーム解析技術とともに、有用な情報が得られる測定法であると考える。将来、特定の
RNA修飾と疾病等の関連性が明らかになれば、本イムノアッセイ法を適用したマイクロデバイス等を利用するこ
とで、医療現場等で当該RNAの修飾情報をオンサイトで迅速・正確に得ることができると考える。

※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。



１．研究開始当初の背景 
mRNA のアデノシン塩基の N6 メチル化動態が、さまざまな生体機能や糖尿病、がん等の疾

患に関与していることが報告されている。申請者らは、これまでに抗体の DNA 二重鎖の高次
構造選択的な認識を利用したイムノアッセイを実現し、DNA メチル化検出エピゲノムセンサ
を提案した。この検出原理を RNA 修飾塩基の検出に適用し、さらにセンサデバイスの開発を
行うことで、エピトランスクリプトーム解析の進展に寄与すると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、核酸塩基を認識する抗体が核酸二重鎖の高次構造、特にバルジ構造内の

塩基を選択的に認識することを利用した RNA 修飾塩基の配列特異的な新規検出法の開発を
目的としている。RNA の増幅を必要とせず、少量の試料で、高感度、かつハイスループット
な検出法の開発を目指す。さらに、マイクロ流体技術を利用したエピトランスクリプトーム
解析デバイスの開発を行う。 
 
３．研究の方法 
（1）RNA-DNA ハイブリッド鎖のバルジ構造形成を利用した修飾塩基の検出 
ターゲット RNA のモデル配列として、先ずは大腸菌

の 23S リボゾーム RNA（rRNA）2058 位の N6 メチルア
デノシン(m6A)を含む配列を用いる。プローブは、二
重鎖内のターゲット塩基部位にバルジ構造を形成す
る DNA 配列とし、5’側には短い T リンカーとセンサ
ー表面に固定化するためのビオチン末端を有する。
プローブ DNA はターゲット RNA とハイブリダイズし、
形成された二重鎖はアビジンを固定化したセンサー
表面上に捕捉される。抗体はバルジ構造内のターゲ
ット塩基を選択的に認識する（図 1)。抗体の結合量
を ELISA 法や表面プラズモン共鳴法（SPR）により測
定する。 
大腸菌や培養細胞より全 RNA を抽出・精製し、ターゲット配列の m6A が検出可能か調べる。

制限酵素や物理的方法による断片化処理の検出感度への効果を調べる。大腸菌の N6 メチル
トランスフェラーゼ遺伝子欠損株より RNA を調製し、ターゲット塩基のメチル化を測定す
ることにより、当該遺伝子機能の有無を調べることが可能か検証する。また、メチル化率の
異なる試料を調製し、本手法によりメチル化の有無やメチル化率の判定が可能か検証する。 
 
（2）マイクロデバイスによるハイスループット化と RNA エピジェネティクスへの適用 

申請者らはこれまでに携帯型の SPR 角計測器を開発しており、この計測器を読み取り装
置とする使い捨てのマイクロデバイスを作製する。マイクロデバイス内の検出面には、予め
アビジン（SA）を固定化しておく。ビオチン化 DNA とハイブリダイゼーションした測定対象
RNA をデバイスへ送液することでセンサー表面上へ固定し、その後、検知したい修飾 RNA 塩
基を認識する抗体を導入するだけで、抗体との結合、つまり RNA 塩基の修飾状態を SPR 角
変化から検知する（図 2）。 
 恒常的な RNA 修飾だけでな
く、mRNA やマイクロ RNA のア
デノシンのメチル化状態の
ダイナミックな変化を追跡
することが可能か検証する
ために、ポリチミジンと結合
する RNA 試料（メッセンジャ
ーRNA（mRNA）に相当する試
料）について、本イムノアッ
セイ法を用いてメチル化状
態を調べることを試みる。タ
ーゲット配列には、すでに知
られている mRNA 配列中のアデノシンのメチル化頻度の高い配列モチーフやマイクロ RNA が
結合する RNA 配列を想定し、DNA プローブ配列をデザインする。薬剤添加による培養細胞の
状態の変化に応じた RNA 修飾状態の変化についても調べる。 
 
４．研究成果 
（1）RNA-DNA ハイブリッド鎖のバルジ構造形成を利用した修飾塩基の検出 

図 1 RNA 修飾塩基の検出原理 

図 2 RNA マイクロデバイスと修飾塩基の検出スキーム 



 まずは、ターゲットの m6A を含む合成オリゴ RNA
を用いて、本研究で提案した検出原理が実証できる
か検証した。図 3 は、大腸菌の 23S rRNA2058 位の m6A
を含む合成オリゴ RNA について、マイクロプレート
を用いた ELISA 法により m6A 量を測定した結果であ
る。ターゲット修飾塩基の検出範囲は 0.5-5 nM RNA、
検出限界濃度は、0.5 nM RNA であった。また、メチ
ル化率を変化させて測定した結果、メチル化率の変
化に応じた直線性の良い検量線が得られた。RNA 増幅
なしに特定 m6A の配列選択的な検出が可能であるこ
とを示した。（Anal. Chem. 2018,90,12,7578-7582） 
次に、実試料でも本測定法が適用できるかを調べる

ために、大腸菌 RNA や培養細胞 RNA のターゲットア
デノシンのメチル化を同様の方法で測定した。RNA 試
料を、RNA 制限酵素で断片化処理すると、より効率よ
く検出されることが分かった。大腸菌の N6 メチルトラ
ンスフェラーゼ遺伝子を欠損させた株（欠損株）と野
生株の RNA について、ターゲットアデノシンのメチル
化を、ELISA 法により測定した。野生株では、1 バルジ
形成 DNA プローブとのハイブリッド鎖を用いることで
抗体の結合が見られた。一方、欠損株では、用いる DNA
プローブ間で抗体の結合量に違いが見られないことか
ら、ターゲットアデノシンの非メチル化を確認するこ
とができた（図 4 上）。本測定法では、50 µL/well の
試料量が必要であり、測定は 3−4 時間程度かかった。
しかし、同時に複数の試料を測定できるメリットがあ
る。 
さらに、欠損株と野生株の RNA 試料を混合し、さまざ

まなメチル化率の試料を調製した。これらの試料の
m6A 量を測定することにより検量線を作成した。1 バル
ジ形成プローブを用いると、メチル化率に比例した直
線性の良い検量線が得られた（図 4 下）。ターゲット塩
基のメチル化状態の検出に必要な RNA 試料は、細胞が
良く増殖した培養液 1 mL 程度から十分量精製できた。
本研究で提案したイムノアッセイ法が、実試料 RNA の
特定塩基のメチル化の有無やメチル化率の判定に利用
できることを示した。 
 

（2）マイクロ流路デバイスを用いた大腸菌 RNA m6A の検出（SPR 測定） 
DNA プローブ（10 nM）と RNA 制限酵素により断片化

した大腸菌 RNA フラグメント（10 ng/µL）とのハイブ
リッド鎖を、アビジンを固定化した SPR センサー表面
に固定化した。固定化は流速 2 µL/min、約 15 分でほ
ぼ飽和状態に達し、SPR 角変化は約 100 ミリ度であっ
た。センサー表面に RNA/DNA ハイブリッド鎖がほぼ密
に固定化されたと考えられた。続けて、抗 m6A 抗体
（10 µg/mL）を約 15 分間流したところ、m6A への抗
体結合による SPR 角変化量の増加がみられた。図 5 上
に SPR センサーグラムの一例を示す。およそ 15 分後
にランニング緩衝液に切替え、90 秒後の SPR 角変化
量を抗体結合量とした。野生株と欠損株の RNA フラグ
メントを 1 バルジ形成 DNA プローブ、またはフルマッ
チ DNA プローブを使用して、ターゲットアデノシンの
メチル化の有無を調べた。その結果、野生株で、1 バ
ルジ形成プローブとのハイブリッド鎖でのみ抗体の
結合による SPR 角変化量の増加が見られた。一方、欠
損株では、抗体結合量に違いがなかった（図 5 下）。
この結果より、欠損株では N6 メチルトランスフェラーゼが発現していないことが示された。
1 回の測定に必要な RNA/DNA ハイブリッド鎖の試料量は、30−50 µL、測定時間は約 40 分で
あった。また、センサー表面を再生することで、繰り返し測定できることも確認した。従来
のイムノアッセイ法である ELISA 法に比べ、少ない試料量で測定でき、また、測定時間も短
縮できることを示すことができた。 

図 3 合成オリゴ RNA 修飾塩基検出 

検量線 

図 4 大腸菌野生株とメチル化

酵素遺伝子欠損株RNAのメチル

化計測（ELISA） 

図 5 SPR を用いた大腸菌 RNA の

メチル化計測 



 トランスクリプトーム解析への適用に向けて、mRNA アデノシンのメチル化の測定も試み
た。mRNA 配列中のアデノシンのメチル化頻度の高い配列モチーフやマイクロ RNA が結合す
る RNA 配列を参考に DNA プローブをデザインした。薬剤を添加し細胞状態を変化させた培
養細胞（肝がん細胞）の mRNA のメチル化状態の変化を、肝細胞に特異なマイクロ RNA 配列
を参考にデザインした DNA プローブを用いて調べた。残念ながらメチル化状態の変化を明
らかにするまでには至らなかった。しかし、生体機能や疾病等に関連する RNA の修飾塩基配
列が新規に発見された時には、この配列をマーカーとして、RNA の修飾状態を追跡すること
が可能となると考えられる。本研究で提案した RNA 修飾測定方法は、今後、トランスクリプ
トーム解析研究の進展の一助になると考える。 
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