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研究成果の概要（和文）：本プロジェクトは、RNAの転写後修飾による遺伝子発現調節機構の探究と様々な生命現象と
の関係について理解を深めることを目的とした。私たちはイノシン化部位を生化学的に検出するため、I特異的な化学
修飾と逆転写反応を組み合わせたICE法を開発し、次世代シーケンサーを組み合わせる（ICE-seq）ことにより、ヒト成
人脳において約2万箇所の新規I修飾部位を同定した。またイノシン修飾がAlu配列のエキソン化を防ぐ役割があること
を明らかにした。また、tRNAから新規RNA修飾である2-アグマチニルシチジン(agm2C)およびサイクリックt6A（ct6A）
を発見し、その機能及び生合成を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This project aims to study regulatory gene expression associated with various 
biological processes mediated by post-transcriptional modifications. We established a biochemical method 
called "inosine chemical erasing (ICE)" to directly identify inosines on RNA strands with high 
reliability, and applied the ICE method combined with deep sequencing (ICE-seq) to successfully map about 
20,000 novel A-to-I RNA editing sites in human brain transcriptome. As novel RNA modifications, we 
identified 2-agmatinylcytidine (agm2C) and cyclic t6A (ct6A) from tRNAs, and studies their function and 
biogenesis.

研究分野： RNA生化学
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１． 研究開始当初の背景 
様々な生命現象を解明するためには、遺伝子
発現の調節機構を深く理解する必要がある。
転写制御に加え、転写後における調節機構が、
様々な生命現象と密接な関係にあることが
明らかになりつつある。RNA は転写後に様々
な修飾を受けて成熟し、はじめてその本来の
機能を発揮する。これまでに知られている
RNA 修飾は 100 種類を超えている。RNA 修
飾は mRNA やあらゆる ncRNA に普遍的に存
在し、RNA が機能する上でこれらの修飾は見
過ごすことのできない重要な質的情報であ
る。RNA 修飾の果たす役割としては、細胞内
局在の決定、立体構造の安定化、RNA 結合タ
ンパク質との相互作用、遺伝情報の修飾と解
読などが知られているが、その機能と生合成
過程には未解明な部分が多く残されている。
また化学構造が決定されていない RNA 修飾
も数多く存在する。 
 
２．研究の目的 
本研究は転写後の遺伝子発現調節機構に着
目し、ncRNAやmRNAが有する質的な側面、
特に RNA の転写後修飾に着目し、RNA が関
与する遺伝子発現調節機構の探究と高次生
命現象との関係について理解を深めること
を目的とする。具体的には以下の 3 つのサブ
テーマから構成される。(1) RNA 修飾の網羅
的探索と機能解析、(2) 低分子 RNA の末端
修飾の解析と選択的安定化機構の解明、 
(3)RNA 修飾遺伝子の解析と修飾異常に起因
する疾患の探究 
 
３．研究の方法 
本研究を効果的に推進するためには、個々の
RNA 分子における化学修飾を詳細に解析す
る必要がある。私たちは、微量 RNA を単離
精製し、解析するための 2 つの基盤的な技術
を開発し、本研究に積極的に活用している。
微量 RNA の単離法に関しては、往復循環ク
ロマトグラフィー(RCC)法を用いている。私
たちはこの手法を搭載した RNA 精製装置
（RCC 装置）を開発し、目的の RNA 分子を
全自動で単離精製することができる。また微
量な RNA の解析に関しては、RNA の高感度
質量分析法(RNA-MS)を活用している。これ
らの技術を駆使することで新規 RNA 修飾の
構造決定や、修飾部位の同定を行う。また、
修飾酵素の探索や RNA 修飾の試験管内再構
成を行い、修飾形成の分子機構について理解
を深める。さらに、生化学、分子遺伝学、構
造生物学的な手法を用いることで RNA 修飾
が関与する遺伝子発現調節機構を探究する。 
 
４．研究成果 
イノシン修飾部位の生化学的な同定 
mRNA にはイノシン(I)修飾が多く含まれて
おり、A-to-I RNA エディティングと呼ばれて
いる。I 修飾部位を同定する従来型の手法は
精度が低く、より高精度な手法が求められて

いた。私たちは I 修飾部位を生化学的に検出
するため、I 特異的な化学修飾と逆転写反応
を組み合わせた Inosine chemical erasing (ICE)
法を開発した。さらに、ICE 法と次世代シー
ケンサーを組み合わせた ICE-seq 法を用い、
ヒト成人脳由来RNAにおける I修飾の網羅的
な探索を行った。その結果、約 2 万箇所の新
規 I 修飾部位の同定に成功した。ヒトの I 修
飾の多くは非翻訳領域において、正方向及び
逆方向に配座した Alu 反復配列により形成
される長い二本鎖 RNA 領域に含まれること
が知られている。私たちの解析で、Alu 配列
以外に様々なリピート配列や短いヘアピン
上にも I 修飾が見つかった。またイントロン
中のAlu配列に I修飾が大量に見つかったが、
これらの修飾は、スプライシングの際にアン
チセンス方向 Alu 配列の一部がエキソンとし
て取り込まれるの防ぐ役割があることを見
出した。 
 
サイクリック t6A (ct6A)の発見と生合成 
tRNA に含まれる修飾塩基はタンパク質の生
合成において重要な役割を担っている。N6-
スレオニルカルバモイルアデノシン（t6A）は、
40 年以上前に発見された最も有名な修飾塩
基の１つで、ANN コドンを解読する tRNA の
37 位に存在する。t6A は、ほぼすべての生物
に保存され、多くの生物の生育に必須である
ことが知られていた。t6A はいくつかの tRNA
のアミノアシル化に不可欠である他、コドン
認識の正確さやタンパク質合成の効率を維
持するために必要であるなど、翻訳反応にお
いて重要な役割を担っている。ところが私た
ちは，t6A が大腸菌や出芽酵母において，さ
らに脱水環化したサイクリック t6A（ct6A）を
形成していることを発見した。この新規の修
飾塩基は加水分解をうけやすいため，これま
での解析手法では検出できなかったが，試料
の調製法を最適化することにより、はじめて
その検出が可能になった。とくに大腸菌には
t6A はほとんど存在しないことが判明した。
ct6A は細菌、酵母、菌類、植物、原生生物な
どさまざまな生物種に広く分布していたが、
アーキアと哺乳動物には ct6A が存在せず、 
t6A が使われていることも明らかとなった。
これまでの t6A に関する研究は、主に大腸菌
や出芽酵母を用いて研究されてきたが，これ
らの研究は ct6A が加水分解されたアーティ
ファクトを研究してきたことになり，私たち
の研究は，これまでのまちがった化学構造を
前提とした 40 年来の研究の見直しをせまる
ものである。さらに， ct6A の生合成に必須
な修飾酵素 TcdA を発見し，ct6A の試験管内
修飾再構成に成功した。ct6A は tRNA のコド
ン認識能を補助し、タンパク質合成の効率を
向上させる役割があることが判明した。 
 
アグマチニルシチジンの発見と生合成 
DNA に書き込まれた遺伝暗号を正確に読み
取ることは，すべての生命に課せられたもっ



とも根本的で重要なタスクである。私たちは，
アーキア由来 tRNAIle のアンチコドンから新
規の修飾シチジンである 2-アグマチニルシ
チジン(agm2C)を発見した。また、agm2C 修飾
により AUA コドンをイソロイシンへと正確
に解読する機構を明らかとした。さらに
agm2C 修飾酵素 TiaS を同定し，アグマチンと
ATPを用いて試験管内での agm2C修飾の再構
成に成功した。詳細な反応機構の解析および
tRNAIle-TiaS 複合体の結晶構造解析から、TiaS
が触媒するユニークな修飾形成機構が明ら
かとなった。さらに、TiaS は自身の活性サイ
トにある Thr 残基をリン酸化する活性がある
ことが判明し、RNA とタンパク質の両方を基
質にする新規のキナーゼであることも明ら
かとなった。 
 
出芽酵母 tRNA前駆体の細胞質から核への逆
行性の輸送が塩基修飾の形成に関わる 
tRNA は転写後に末端のプロセシング、イン
トロンのスプライシング、そして RNA 修飾
を経て成熟する。出芽酵母では多くの tRNA
修飾酵素が核内に局在しているが、いくつか
の酵素は細胞質に局在していることが知ら
れている。また、tRNA のスプライシングは
細胞質で起こることが示されており、tRNA
はダイナミックに細胞内を移動しながら成
熟化する、と考えられる。私たちは出芽酵母
において、tRNA 前駆体が細胞質から核へと
逆行性の輸送で移動することにより、RNA 修
飾の生合成に関わることを明らかにした。
tRNAPheの 37 位に存在する嵩高い修飾塩基で
ある Wybutosine (yW)は正確な読み枠の維持
に関与することが知られている。その生合成
は 、 核 に 局 在 す る Trm5p に よ る
1-methylguanosine (m1G)の形成でスタートす
る。その後、私たちが同定した 4 つの TYW
タンパク群による連続的な反応により、細胞
質において yW が形成される。しかし、
tRNAPhe 前駆体はアンチコドンループにイン
トロンを持つため、tRNAPhe 前駆体が細胞質
でスプライシングされるまで、yW 形成は進
行しない。遺伝学的かつ生化学的な解析から、
tRNAPhe 前駆体はスプライシング後に、再び
核に戻り、Trm5p による m1G37 形成が生じ、
細胞質へ再輸送後に TYW タンパク群により
yW が形成されることが判明した。 
 
ヒト tRNA 修飾遺伝子の同定 
ヒトの tRNA 修飾遺伝子を同定することは、
RNA 修飾異常に起因する疾患の探索や、発症
メカニズムの研究、治療法の開発において、
非常に有用である。私たちは、ミトコンドリ
ア脳筋症の代表病型である MELAS や
MERRF が、tRNA の修飾欠損で生じることを
明らかにし、RNA 修飾病(RNA modopathy)と
いう疾患の新しい概念を提唱した。そこで、
私たちはミトコンドリア tRNA の修飾欠損が
一般に広く、様々な疾患の原因になると考え
た。そこで、ヒトと配列や修飾構造の類似性

が高いウシミトコンドリア tRNA を全セット、
22 種類をすべて単離精製し、RNA-MS によっ
て全修飾部位の決定に成功した。その結果、
15 種類の修飾塩基が 118 か所に見つかった。
また、これらの修飾を司るヒトの修飾遺伝子
の候補をリストアップした。さらに、以下に
示すように、細胞質 tRNA の修飾遺伝子を 5
つ を 同 定 し た ( 共 同 研 究 を 含 む ) 。
Hydroxywybutosine (OHyW) の生合成酵素
hTYW2 と hTYW5、3-methylcytidine(m3C)のメ
チル化酵素 Trm140、1-methyladenosine (m1A)
のメチル化酵素 Trmt61B、ms2t6A の 2 メチル
チオ化酵素 Cdkal1。 
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and Suzuki, T.* Inosine cyanoethylation 
identifies A-to-I RNA editing sites in the human 
transcriptome 
Nature Chem Biol., 6, 733-740 (2010) 
 
〔学会発表〕（招待講演のみ） 
 
①第 16回生命化学研究会 (熱海) RNAエピジ

ェネティクスと生命現象 鈴木 勉
（2014/1/10） 
 
②RIKEN symposium RNA Sciences in Cell and 
Developmental Biology III (神戸) RNA 
modifications as naturally-selected chemical 
diversity involved in various biological processes 
Tsutomu Suzuki  (2013/12/7) 
 
③Peking Unvi School of Life Sciences Lecture 
(Beijing) RNA modifications as 
naturally-selected chemical diversity involved in 
various biological processes Tsutomu Suzuki 
(2013/11/15)   
 
④Riboclub2013 (Quebec) RNA modifications as 
naturally-selected chemical diversity involved in 
various biological processes Tsutomu Suzuki 
(2013/9/25) 
 
⑤Symposium on Frontier Science and 
Technology (高知) RNA エピジェネティクス
と生命現象鈴木 勉 (2013/7/19) 
 
⑥The 18th annual meeting of the RNA society 
(Davos) Biogenesis and function of cyclic 
N6-threonylcarbamoyladenosine as a widely 
distributed tRNA hypermodification Tsutomu 
Suzuki (2013/6/12) 
 
⑦日本化学会第 93 春季年会（滋賀）RNA エ
ピジェネティクスと生命現象 鈴木 勉
(2013/3/22) 
 
⑧第 35 回日本分子生物学会年会（福岡） 
Molecular pathogenesis of human diseases 
associated with RNA modification disorder 
Tsutomu Suzuki (2012/12/13) 
 
⑨XXIV tRNA Conference (Olmue, Chile) A 
cyclic form of N6-threonylcarbamoyladenosine as 
a widely distributed tRNA hypermodification 
Tsutomu Suzuki (2012/12/4) 
 
⑩Invited Seminar in Beijing Institute of 
Genetics (Beijing, China) Discovery and 
functional analysis of novel RNA modifications 
Tsutomu Suzuki  (2012/10/15) 
 
⑪Cold Spring Harbor Asia Conference RNA 
biology (Suzhou, China) The cyclic form of 
N6-threonylcarbamoyladenosine (ct6A) as a bona 
fide hyper-modification of tRNAs in bacteria, 
lower eukaryotes and plants  Tsutomu Suzuki 
(2012/10/10)  
 
⑫酵素工学研究会第 68回講演会 （東京）RNA
とタンパク質をリン酸化する酵素の発見
―RNA 修飾の生合成と遺伝暗号の解読機構
― 鈴木 勉 (2012/10/5)  



 
⑬FEBS International Workshop: New 
Developments in RNA Biology (Tavira, Portugal) 
The cyclic form of N6-threonylcarbamoyl- 
adenosine (ct6A) as a bona fide 
hyper-modification of tRNAs in bacteria, lower 
eukaryotes and plants  Tsutomu Suzuki  
(2012/9/2)  
 
⑭第 34 回日本分子生物学会年会（横浜）RNA 
modifications as naturally-selected chemical 
diversity involved in various biological processes 
Tsutomu Suzuki  (2011/12/13) 
 
⑮第 223 回川崎医学会講演会 （倉敷）ミト
コンドリア脳筋症と tRNA のタウリン修飾欠
損鈴木 勉 (2011/11/29)  
 
⑯ISNAC2011 第 38 回国際核酸化学シンポジ
ウム（札幌）Biogenesis and function of 
2-agmatinylcytidine found at the wobble position 
of archaeal tRNAIle  Tsutomu Suzuki  
(2011/11/11)  
 
⑰生体機能関連化学部会「若手フォーラム」
（つくば）RNA 修飾の生合成から細胞内の化
学反応を学ぶ 鈴木 勉 (2011/9/11) 
 
⑱バイオロジカルマススペクトロメトリー
2011（箱根）マイクロ RNA と核酸医薬のマ
ススペクトロメトリー  鈴木 勉 (2011/7/11) 
 
⑲第 67 回今堀フォーラム（東京）RNA 修飾
が関与する生命現象へのアプローチ 鈴木 
勉(2011/2/7) 
 
⑳Gordon Research Conference (RNA editing) 
(Galveston, Texas) A landscape of A-to-I RNA 
editing in human transcriptome  Tsutomu 
Suzuki (2011/1/9) 
 
㉑さきがけ公開シンポジウム 第 2 回「RNA
と生体機能」（東京）RNA 修飾が関与する生
命現象へのアプローチ 鈴木 勉 (2010/12/14) 
 
㉒神奈川科学技術アカデミー（KAST)教育講
座「機能性 RNA」（川崎）世界標準を志向し
た miRNA と核酸医薬のマススペクトロメト
リー 鈴木 勉 (2010/10/20) 
 
㉓2010 INTERNATIONAL POLYAMINE 
CONFERENCE (御殿場) Agmatidine, an 
agmatine-conjugated cytidine found at the 
anticodon wobble position of archaeal tRNAIle 
essential for AUA decoding  Tsutomu Suzuki 
(2010/6/15) 
 
〔その他〕 
ホームページ 
http://rna.chem.t.u-tokyo.ac.jp/ 

 
受賞 
第 9回 日本学術振興会賞受賞 (2012年12月) 
「高感度質量分析による RNA の直接解析と
生命現象へのアプローチ」 
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