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研究成果の概要（和文）：生体内の液性因子のうち、核酸型液性因子はアデノシンやATPに集約されており、他
の液性因子と比べて多様性が極端に乏しい。近年、RNAには150種にも及ぶ多彩な化学修飾が存在することが発見
された。RNA修飾は転写後の遺伝子発現制御を担い、修飾異常が疾患発症原因となることが明らかになりつつあ
るが、分解後にどのように振る舞い、細胞機能に影響を与えるか不明であった。本研究ではRNA修飾由来代謝物
が眼房水や血清中に豊富に含まれることを示し、さらにその中には液性因子として受容体を強力に活性化して下
流のシグナルを誘導し、生体機能を調節しうるものが存在することを証明した。

研究成果の概要（英文）：This study presents biochemical and structural evidence that extracellular 
m6A is generated from modified-RNA catabolism and is a potent and selective ligand of adenosine A3 
receptor. This study provides a framework for understanding the roles played by the complex pantheon
 of extracellular modified nucleosides.

研究分野：核酸医学、緑内障
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研究成果の学術的意義や社会的意義
RNA修飾の代謝産物が眼房水中や血液といった細胞外液に豊富に含まれていることを示した。その中でも
N6-methyladenosine（m6A）が生体内で受容体を強力に活性化して生理作用・病的作用を起こすことを明らかに
した。本研究成果により、新しい液性因子としてRNA修飾由来の代謝物が生体機能に関わることが示された。本
研究成果が基盤となり新しい核酸医薬開発への発展が期待される。

※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 

 
緑内障は本邦中途失明原因一位の加齢性疾患であり、高齢化が加速する現代における社会的
重要性が増している。房水は様々な生理活性物質を含み、緑内障病型や外的環境要因によって組
成が変化し病態に影響する。申請者は以前より TGF-βや VEGF を含む眼内液性因子の不均衡
に着目し、Rho-ROCK シグナル、メカニカルストレス、あるいはエピジェネティクスと緑内障
術後瘢痕化との関連について報告した。しかし緑内障病態は未解明の部分が多く、新たな切り口
が必要である。 
近年、DNA やタンパク質だけでなく、RNA もメチル化やアセチル化といった化学修飾を受
けることが明らかになり、RNA修飾がエピジェネティクスに次ぐ新たな研究分野として定着し
つつある。RNAはセントラルドグマの根幹を成す分子であるにも拘らず、その修飾は解析手法
が特殊であるために緑内障との関連については過去に報告がなく全くの未知であった。 
 
２．研究の目的 

 
 本研究では眼房水を含む細胞外液中における RNA 修飾の代謝物の網羅的検出法の確立と、
RNA修飾の観点から新たな緑内障病態に関わる分子の同定を目的とした。 
 
３．研究の方法 

 
（1）RNA修飾の網羅的検出法の確立とヒト眼房水中での定量評価 
 質量分析を用い、房水や血清、尿などの細胞外液に含まれる RNA修飾の代謝物を安定して測
定する手法の確立を目指して比較検討を行った。また、この系を用いてヒト眼房水や血漿、尿中
の代謝物の定量評価を行った。 
 
 (2) 眼内に存在する RNA修飾代謝物の生理活性の検討 
 ヒト細胞外液中に存在する RNA 修飾の代謝物の液性因子としての活性評価を TGF-α 
shedding assay法（Inoue et al., Nature Methods. 2012）を用いて行った。各種 Gタンパク質
共役受容体（GPCR）の発現ベクターとアルカリフォスファターゼ融合 TGFα（AP-TGFα）を
一過性に HEK293A細胞に強制発現させ、代謝物を添加した際に GPCRを介した活性化が起こ
ると細胞膜から培養上清中に遊離する AP-TGFα量を測定した。 
 
 (3) RNA修飾代謝物の GPCR活性機構の解明と生理作用の同定 
 GPCR 活性が明らかになった RNA 修飾代謝物の活性機構の解明を in silico モデルと変異体
作成によって行った。更に外的環境に応じた RNA修飾代謝物の生体内での変動の有無を質量分
析によって測定し、その変動の機序について核酸分解と核酸代謝の観点から検討を行った。更に
受容体を介した代謝物の生理作用・病的作用について、生体モデルを用いて検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) RNA修飾の網羅的検出法の確立 
 細胞外液は採取後-80℃で保存し、測定日に解凍し、有機溶
媒を加えて除タンパクした後に水を添加して液層を２層に分
け、そのうちの水層を限外濾過を行った後に回収した。回収
した水層を遠心濃縮して超純水に再溶解し、質量分析装置に
より RNA 修飾代謝物を検出し、標準物質を用いてピーク面
積を定量し、濃度測定を行った（図 1）。 
本成果は 2021 年に STAR Protocols誌に掲載された。 
 
(2) 眼内に存在する RNA修飾代謝物の生理活性の検討 
上記検出法を用いてヒトを含む様々な生物種の細胞外液
（房水や血清・血漿、尿など）中の RNA代謝物の分布を測
定したところ、多種の代謝物が検出された。これらの代謝物
はヌクレオシドの修飾体であるため、液性因子として機能す
る可能性があると考え活性スクリーニングを行った。 
その結果、アデノシン修飾体である N6-methyladenosine 

(m6A)がアデノシン A3受容体に対して特異的な活性を有し
ていることを同定した。m6A のアデノシン A3 受容体に対
する活性能はこれまで内在性リガンドとして知られていた



未修飾アデノシンの約 10倍も強力であった。 
 
(3) RNA修飾代謝物の GPCR活性機構の解明と生理作用の同定 

m6Aの強力なアデノシンA3受容体活性機構を解明するためにホモロジーモデリングによる
予測構造を調べ、さらに変異体ア
ッセイを行うことで裏付けを取
り、m6Aのメチル基とより強い分
子間力で結合するアデノシン A3
受容体に特異的な疎水性アミノ
酸残基を同定した。次に新規液性
因子 m6A の制御機構を調べるた
め様々な外的刺激を加えること
による変動を調べたところ、細胞
傷害時に特異的に、rRNAあるい
は mRNA の分解がリソソームで
起こることで m6A が細胞外で増
えていることが分かった。さらに
この m6A-アデノシン A3 受容体
の下流で ERK のリン酸化や細胞
内 Ca2+濃度の上昇が起こり、生
体内で I型アレルギーあるいは局
所的な炎症性サイトカインの産
生が増えることが分かった（図
2）。 
本 研 究 成 果 は 2021 年 に

Molecular Cell誌に掲載された。 
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