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緒緒  言言  

 
近年、RNA 修飾のうち、N 6 位がメチル化されたアデノシン（m６A）が RNA の動態や安定性に影響し、翻訳

やシグナル伝達を制御することが報告された［1］。そのメチル化レベルの異常は、癌や生活習慣病などの種々の

疾病に関与することが明らかになりつつある。一方、癌細胞では、癌種の違いにより、m６A メチル化が亢進され

る場合もあれば抑制される場合もあり、m６A 含有 RNA がいかにして癌化に関わっているかは、未だ不明な点が

多い。このため、m６A 含有 RNA の簡便かつ精密な検出技術の開発は、m６A 含有 RNA の関わる生命現象の解明

と疾病の診断や創薬において、極めて重要な課題となっている。特に、m６A 含有 RNA の動態が RNA の機能制

御に関わっているため、生細胞で m６A 含有 RNA の局在変化や量的変化を可視化する技術が求められている。

現在、生細胞中で m６A 含有 RNA を可視化するには、蛍光タンパク質を m６A 結合タンパク質 YTH に融合させ、

その細胞内局在を蛍光顕微鏡で観察する手法が用いられている。しかしながら、この手法では、m６A 含有 RNA
に結合していない遊離の融合タンパク質から蛍光が観測されてしまい、m６A 含有 RNA 由来の蛍光シグナルとの

区別がつかないという問題がある。そこで、本研究では、この問題を解決するために、化学原理を精査して分子

設計することで、m６A 含有 RNA に結合すると蛍光強度が上昇する「化学プローブ」を開発した。このプローブ

の in vitro における蛍光特性を評価するとともに、細胞内での動態を可視化した。 
 

方方  法法  

 
11．．化化学学ププロローーブブのの設設計計・・開開発発  
目的とする化学プローブは、3つの部位から構成されるように設計した（図1）。1つはm６Aに結合するYTHDF2

由来の YTH ドメインであり［2］、もう 1 つは RNA と相互作用し蛍光強度を上昇させる合成核酸結合色素であ

り、最後の 1 つは YTH ドメインに合成蛍光色素を連結するためのタグタンパク質 PYP とした。我々は、これま

でに、目的タンパク質に PYP タグなどのタグタンパク質を融合し、その特異的リガンドとタグのラベル化反応

を利用することで色素を目的タンパク質に導入する技術を開発してきた［3～7］。本研究では、PYP タグリガン

ドPCAFと核酸結合色素BO を異なる長さを持つ 3 種類のリンカーで連結したラベル化分子（PCAF-BO、PCAF-
L1-BO、PCAF-L2-BO）を合成し、PYP タグ融合 YTH ドメインをラベル化することで、化学プローブを構築し

た。 
 

22．．ララベベルル化化反反応応おおよよびび RRNNAA 結結合合反反応応のの評評価価  
各ラベル化分子と YTH-PYP を反応させインキュベートした後に、変性ゲルを用いた SDS-PAGE を行い、   

蛍光画像を取得するとともに、CBB 染色を行い、ラベル化反応について解析した。また、ラベル化反応により構

築した化学プローブを m６A 含有 RNA と反応させインキュベートした後に、非変性ゲルを用いたゲルシフトア

ッセイを行い、RNA 結合活性を評価した。また、色素部位のラベル化に伴う蛍光強度や、RNA 結合前後の蛍光

強度を測定した。また、m６A 含有 RNA に対して親和性が上昇することの知られている変異体 YTH（D422N）
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［8］を用いて、同様の RNA 結合・蛍光強度解析を行った。 
 

33．．化化学学ププロローーブブのの細細胞胞内内構構築築とと RRNNAA イイメメーージジンンググ  
YTH 融合タンパク質の遺伝子に mCherry を融合し、HeLa 細胞に導入し、ラベル化分子を添加後、蛍光顕微

鏡観察を行った。 

図 1．化学プローブの設計・開発 
YTH と PYP タグ（変異体）の融合タンパク質を PYP タグリガンドと合成蛍光色

素を連結したラベル化分子を結合させ化学プローブを構築する。このプローブは、

YTH 部位が m６A と結合すると色素部位が周辺の RNA と相互作用し蛍光強度を

上昇させる。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．ララベベルル化化反反応応おおよよびび RRNNAA 結結合合反反応応のの評評価価  
PYP タグは酸性タンパク質であり、核酸との静電反発が予想されたため、リガンド結合部位付近の 3 つの酸性

アミノ酸を Arg に変化させた変異体 PYP3R を YTH に融合した YTH-PYP3R を用いた。このたんぱく質と各種

プローブを反応させ、SDS-PAGE を行ったところ、YTH-PYP3R のバンドから色素由来の蛍光が観測された。

このことからラベル化反応は進行し目的とする化学プローブを構築できたと考えられる。さらに、この化学プロ

ーブを用いて m６A 含有 RNA と反応させたところ、蛍光強度の上昇が確認された。一方、ラベル化分子のみと

m６A 含有 RNA を反応させても蛍光強度の上昇は確認されなかった。このことから、化学プローブは、m６A 含

有 RNA との結合により蛍光強度が上昇することが示された。次に、化学プローブを m６A 非含有 RNA と反応さ

せたところ、蛍光強度が上昇し、m６A 含有 RNA との反応時と大きな差はないことが分かった。そこで、m６A 非

含有 RNA と化学プローブが非特異的に反応した可能性が考えられたため、その原因がカチオン性のアミノ酸変

異体 PYP3R を用いたことで静電相互作用が促進されたことによると仮説を立てた。 
そこで、3 つの Arg を中性アミノ酸に変異した PYP NQN を用いて YTH に融合し、化学プローブを構築した

後、RNA 結合実験を行った。その結果、m６A 非含有 RNA と反応させたときの蛍光強度の上昇を、PYP3R を用

いたときに比べ抑制できることが分かった。さらに、m６A 含有 RNA との結合親和性が高い YTH（D422N）変

異体を用いて、同様の実験を行ったところ（図 2）、化学プローブ単独の時に比べ m６A 含有 RNA と反応させる

と蛍光強度は 17 倍上昇したのに対し、m６A 非含有 RNA の時は 6 倍しか蛍光強度が上昇しなかった（図 2c）。
このように、化学プローブを用いることで、m６A 含有 RNA を検出し、m６A 非含有 RNA との差を出すことがで

きることが判明した。 

2



 

22．．化化学学ププロローーブブのの細細胞胞内内構構築築とと RRNNAA イイメメーージジンンググ  
YTH（D422N）-PYP NQN-mCherry の遺伝子を HeLa 細胞で発現させ、PCAF-L1-BO を添加しインキュベ

ート後、蛍光イメージングを行った。遺伝子発現細胞からは、mCherry 由来の蛍光と化学プローブ由来の蛍光が

それぞれ異なる蛍光チャンネルで観測され、それらの蛍光は重なった。一方、遺伝子非発現細胞に PCAF-L1-BO
を添加したところ、蛍光は観測されなかった。このため、細胞内で YTH（D422N）-PYP NQN-mCherry は発現

し、PCAF-L1-BO と反応し化学プローブが生細胞内で構築されたと考えられた。さらに、細胞を固定し膜透過処

理を行った後に、RNase 処理をしたところ、細胞内の強い蛍光が消失していることが判明した。このことから、

化学プローブは細胞内で RNA と結合し、蛍光強度を上昇させる機能を持っていることが示唆された。 
本研究では、タンパク質と合成色素からなる新しいタイプの化学プローブを細胞内で構築し、RNA を可視化す

る技術の構築に成功した。今後は、観測された蛍光のうち、m６A による寄与がどの程度あるかをさらに検証する

必要があるとともに、さらなる S/N の向上をする分子設計を行っていくことが課題である。もっとも、この化学

プローブのコンセプトは、核酸修飾部位に結合するドメインがあれば、それを化学プローブの中に取り入れるこ

とにより、様々な修飾核酸の可視化に応用展開できるポテンシャルがあるため、今後より汎用的な化学ツールと

して発展していくことが期待できる。 

 

図 2．化学プローブによるメチル化 RNA の蛍光検出 
a） 化学プローブ 1（PCAF-BO と YTH（D422N）-PYP 変異体の複合体）、

化学プローブ1とm６A含有／非含有RNAを反応させたときの蛍光強度。 
b） 化学プローブ 2（PCAF-L1-BO と YTH（D422N）-PYP 変異体の複合体）、

化学プローブ 2 と m６A 含有／非含有 RNA を反応させたときの蛍光強度。 
c） 化学プローブ 3（PCAF-L2-BO と YTH（D422N）-PYP 変異体の複合体）、

化学プローブ 3 と m６A 含有／非含有 RNA を反応させたときの蛍光強度。 
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