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研究成果の概要（和文）：多発性骨髄腫（MM）細胞株におけるmature miRNAのm6aメチル化をmiR-137に着目して
解析した。プロテアソーム阻害薬の添加によりmiR-137のm6Aメチル化比率の上昇とmiR-137発現量の発現維持が
確認できた。MM細胞株ではm6Aメチル化酵素METTL3のmRNA発現は低発現であり、一方で脱ｍ6Aメチル化酵素FTOお
よびALKBH5のmRNAは発現が維持されていた。また、プロテアソーム阻害薬の添加により脱ｍ6Aメチル化酵素の
mRNAの低下が認められたことから、MM細胞におけるm6Aメチル化制御は脱ｍ6Aメチル化酵素群の発現により制御
されることが示唆される。

研究成果の概要（英文）：We analyzed m6a methylation of mature miRNAs in multiple myeloma (MM) cell 
lines with a focus on miR-137. Treatment of proteasome inhibitors increased the m6A methylation 
ratio of miR-137 and maintained the expression level of miR-137. mRNA expression of m6A 
methyltransferase METTL3 was low in the MM cell line, while mRNA expression of m6A demethylase FTO 
and ALKBH5 was maintained. In addition, the addition of proteasome inhibitors decreased the mRNA 
expression of m6A demethylases. Our results suggested that the regulation of m6A methylation in MM 
cells is regulated by the expression of m6A demethylases.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究にて、miRNAの発現が転写後修飾であるm6Aメチル化により制御されることが示唆された。今後、m6Aメチ
ル化修飾を受けるさらなるmiRNAの同定や薬剤耐性との関連を解明することで、腫瘍におけるmiRNAの発現異常解
明へとつながることが予想される。さらに、m6Aメチル化を対象とした新たな治療開発およびバイオマーカーと
しての応用が期待される。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
MM は比較的高齢者にみられる形質細胞性腫瘍で、新規治療の導入により 50%生存期間が改善し

てきているが、ほとんどの患者は早晩化学療法に抵抗性となり、未だ治癒が望めない。そこで、
さらなる治療成績の向上および予後予測マーカーの開発が社会的に求められている。 
miRNA は primary miRNA(pri-mRNA)から premature mRNA(pre-mRNA)を経て mature miRNA とな

り、他の様々な遺伝子の発現を制御しているが、miRNA 自体の調節メカニズムは明らかになって
いない。申請者らは、MM細胞において、mature miRNA と pri-miR の発現乖離を認め、miRNA の
生成に直接関与する DROSHA や DICER の発現量を検討したが異常を認めなかった。近年 miRNA の
生成過程に RNA のメチル化が関与しているといった報告があり、MM 細胞における miRNA 発現異
常に m6A RNA メチル化が関与していると推察した。 
 
２．研究の目的 
本研究ではこれらの点をふまえ、MM 細胞における miRNA 発現制御と RNA メチル化機序の関係に
ついて以下の点を解明することを目的とする。 
(1) MM 細胞の各 miRNA 成熟段階におけるメチル化状態の解析と各 miRNA 発現および 

メチル化との関連の解明。 
(2) miRNA メチル化と抗 MM 腫瘍薬の作用との関係 
 
３．研究の方法 
（1）  MM 細胞におけるメチル化による miRNA 発現制御の解析 
① RNA 免疫沈降法（RNA immunoprecipitation; RIP）を応用した qPCR による N6-メチルアデ
ノシン（m6A）修飾 pri-miR・miRNA の解析法の確立と m6A 関連酵素 mRNA の発現解析 
・各 MM細胞株より抽出した miRNA を含む Total RNA 分離し、抗 m6A 抗体を用いた RNA 免疫沈降
法（RIP 法）にて m6A 修飾を受けた RNA を分離した。逆転写後、我々が現在ターゲットとしてい
る miRNA-29 および miRNA-34 ファミリーのプライマーを用いた qPCR 法によりメチル化 pri-miR
および miRNA を同定する。また、次世代シーケンスを用いて網羅的に miRNA の発現量を解析し
た。 
また、並行して各 MM 細胞株の m6A メチル化転移酵素 METTL3、m6A 脱メチル化酵素 FTO、ALKBH5

の発現量を qPCR 法にて同定し、非骨髄腫細胞株と比較した。 
 
（2）  miRNA メチル化と抗 MM 腫瘍薬の作用との関係 
① 抗 MM 腫瘍薬添加によるメチル化 pri-miR・miRNA の変化の解析 
・現在、MM治療に汎用されているプロテアソーム阻害薬を MM細胞株に添加し、RIP 法にてメチ
ル化 miRNA の変化を解析した。また、並行して m6A メチル化転移酵素 METTL3、m6A 脱メチル化酵
素 FTO、ALKBH5 のｍRNA 発現量を比較し、プロテアソーム阻害薬による m6A メチル化制御への影
響を検討した。 
② m6A 脱メチル化酵素 FTO、ALKBH5 ノックダウンによる薬剤感受性への影響 
・siRNA により FTO・ALKBH5 をノックダウンし、プロテアソーム阻害薬感受性への影響を、セル
カウンティングキット 8（CCK-8）を用いて生細胞率を比較し、検討を行った。 
 
４．研究成果 
miR-29a の発現量と m6a メチル化量を比較したところ、両発現量の間に有意な相関関係は認め

られなかった。miR-34aについては検討したすべてのMM細胞株でm6aメチル化を認めなかった。
miR-34a の配列を再確認したところ、m6A 修飾共通配列と考えられる 3塩基から 4塩基の配列パ
ターンが認められず、m6a メチル化による制御を受けないものと推測される。 
引き続いて、miR-29a および miR-34a の初期転写物である primary miRNA（pri-miR）についても
同様に検討を行った。MM 細胞株における pri-miR-29a および pri-miR-34a の発現量と mature な
miR-29a および miR-34a の発現量を比較したところ、pri-miR が高発現にもかかわらず mature 
miR が低発現のままであり、乖離があるのことが確認された。しかし、pri-miR が高いものほど
各 pri-miR の m6a 修飾量も高く、mature な miR-29a・miR-34a と pri-miR-29a・pri-miR-34a の
発現量の乖離に m6a 修飾量は関係していないと予測される。 
 
MM 細胞株における m6a メチル化を媒介するメチル化酵素 METTL3 および脱メチル化酵素 FTO、

ALKBH5 の mRNA の発現量を qPCR 法にて比較した。MM 細胞株では m6A メチル化酵素である METTL3
の発現が非 MM細胞株に比べ低い株が多く、薬剤添加により m6A メチル化量の増加が認められて
ものの METTL3 には変化が認められなかった。一方で、m6A 脱メチル化酵素 FTO と ALKBH5 の mRNA
発現量は急性骨髄性白血病細胞株 HL-60 に比べると高く、ボルテゾミブ添加により減少が認め
られた。 
 



最も METTL3 発現が高く、FTO・ALKBH5 が比較低発現な MM 細胞株 KMS12BM について m6a 抗体を
用いた RNA 免疫沈降を行い、免疫沈降前のものを対照として micro RNA の m6a メチル化量を次
世代シーケンスにより網羅的に検討を行った。次世代シーケンスの結果より、免疫沈降前と比較
し沈降後のサンプルで 50倍以上増加し、m6a 修飾が高いと予想された micro RNA は 49 種であっ
た。この中より既報にて多発性骨髄腫と関連が報告された miR-137 について今後の検討を行っ
た。 
 

多発性骨髄腫細胞株での miR-137 の発現量は、急性骨髄性白血病細胞株 HL-60 に比較すると低
発現であった。ボルテゾミブ添加における m6A メチル化と miR-137 発現の変化を比較し、m6A メ
チル化量の増加が miR-137 の発現維持に関与することを確認した。 
 
m6A メチル化がボルテゾミブ感受性に与える影響を確認するため、脱メチル化酵素 FTO・ALKBH5
のノックダウンを行ったところ ALKBH5 のノックダウンによりボルテゾミブ感受性の増加が確認
され、m6A メチル化制御の異常が MM細胞の薬剤感受性に影響することが示唆された。 
 
以上の結果から、MM 細胞における m6A メチル化制御は脱ｍ6A メチル化酵素群の発現により制御
されることが示唆された。 
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