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図 1 PTM の例
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LCタンデム質量分析による RNA 転写後修飾の解析

中 山 洋

1 は じ め に

RNA は遺伝子発現の中間体としてだけではなく，

RNAタンパク質（RNP）複合体としてタンパク質と

協同し，遺伝子発現を中心とした様々な細胞機能の実行

部隊として働く。これらの RNA は DNA の単なるコ

ピーではなく，転写後にスプライシングや官能基付加・

脱離，異性化，プロセシングなどのいわゆる転写後修飾

（posttranscriptional modification ; PTM）を受けて成

熟し，その機能を発現する。現在までに 130 種を超え

る PTM がオンラインデータベースに登録されてい

る1)2)。PTM は，メチル化体や擬ウリジン（Y）などの

比較的単純なものから，queuosine など複雑なものまで

多岐にわたる（図 1）。多くは tRNA で発見されたもの

であるが，rRNA, snRNA, snoRNA, miRNA など他の

ノンコーディング RNA からも検出されている。いくつ

かの PTM はこれらの RNA の構造安定，機能発現に重

要な役割を持つが，大多数の機能は未知である。近年，

tRNA や rRNA の PTM の一部が酸化ストレスや生育

条件により変動することが明らかとなった3)4)。さら

に，タンパク質をコードする mRNA にも可逆的な

PTM が存在し，修飾を受けた mRNA の機能を調節し

ていることが報告された。この PTM による遺伝子発現

調節は，Epitranscriptome 解析と呼ばれる生命科学の分

野を生み出し注目を集めている5)～7)。これら PTM のほ

とんどは質量変化を伴うので，質量分析（MS）により

検出可能であり，タンデム質量分析（MS/MS）を用い

ればその位置も同定できる。本稿では，筆者らが首都大

の礒辺教授，農工大の高橋教授らと開発してきたナノフ

ロー液体クロマトグラフィー（nLC)MS/MS システム

による PTM 解析の現状について紹介する。

2 nLCMS/MS による RNA 解析システム

RNA の nLCMS/MS による分析は proteomics で一

般的に用いられる bottomup アプローチと同様である

（図 2）。すなわち，細胞抽出液あるいは affinity 精製し

た RNP 複合体から酸性フェノールクロロホルム法によ

り調製した RNA（混合物）を Guanosine の 3′側のリン

酸エステル結合を加水分解する RNase T1 などの配列

特異的エンドヌクレアーゼで消化し，生じたオリゴヌク

レオチドを nLCMS/MS で分析する。RNA は酸性分

子なので，ネガティブモードのエレクトロスプレーイオ

ン化法を用いるのが一般的であるが，このイオン化法で

は放電によりスプレーが不安定化しやすいため，筆者ら
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図 2 nLCMS/MS を中心とした RNA の bottomup 解析
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は nLC 分離を損なうことなくイオン化時に有機溶媒ミ

ストを添加できる補助スプレー装置を考案した。これに

より LC グラジエント溶離の全範囲で安定したスプレー

が得られ，RNP 複合体などから調製した fmol レベルの

RNA の化学構造の実態を解析できるようになった8)。

一方，RNA の逆相 LC による分離・精製はタンパク質

と比べて容易なので，RNA を消化せずそのまま MS/

MS する，いわゆる topdown アプローチも有望であ

る。例えば，上述の nLCMS/MS を用いることでヒト

細胞から調製した miRNA（～22 nt，約 7 kDa）の直接

配列決定が可能だった8)。現時点では，tRNA（～76 nt，

約 30 kDa）程度が分析の上限であるが，試料調製法，

分析計およびデータ処理法の発展に伴い，より大きな

RNA の直接分析が可能となろう。

筆者らは，上述の分析システムで得た MS/MS デー

タのみを用いてヒトゲノムなどの DNA/RNA 配列デー

タベースを検索し，RNA を同定できる検索エンジン

Ariadne を開発してきた。Ariadne は，１ 確率的アルゴ

リズムによるヌクレオチド同定ステップ，２ ステップ

１ で同定した複数のヌクレオチドのゲノム配列上での

「密度」を評価するステップの 2 段階検索により目的の

RNA を同定する9)。このソフトウェアは，修飾ヌクレ

オ シ ド と し て RNA modification database2) お よ び

MODOMICS1) という PTM データベースのエントリー

に加え，ユーザーが定義した任意の残基を検索に利用で

きる。これによりメチル化やプロセシングなど詳細な

RNA 化学構造の解析のみならず，DNA/RNA mixmer

や非天然型のモノマーを含む合成核酸の化学構造解析も

可能となった。Ariadne は，web サービスとして公開し

ており，誰でも利用できる（ariadne.riken.jp/）。現在

までに，日米独英など12か国から約6500回の検索利用

実績がある。

3 LCMS/MS による異性体 PTM のシーク

エンシング

従来 RNA の PTM は，RNA をヌクレオシドまで加

水分解して生化学的な方法あるいは UV や MS を検出

器とした LC で定性・定量分析されてきた。しかし，こ

れらのヌクレオシド分析では，修飾部位の情報が失われ

てしまう。一方，2 で述べた RNase 消化オリゴヌクレ

オチドの nLCMS/MS では予測配列からの質量変化と

して PTM 部位を同定可能だが，PTM に多い異性体修

飾の識別に問題があった。このため，従来 PTM の同定

には LC 分離したオリゴヌクレオチドのヌクレオシド分

析が必要であった。この方法は，実験操作が煩雑で感度

も低いため tRNA や rRNA など存在量の多い RNA し

か分析できなかった。これに対して最近では，抗 m6A

抗体などにより濃縮した RNA 試料や化学修飾した

RNA 試料を逆転写反応により増幅し，生成した cDNA

を高速シークエンサーで大規模解析して情報処理するこ

とで，試料 RNA の PTM を一塩基解像度で検出する方

法が開発されている7)。この方法は，Y，m1A，m6A，

m5C などの限られた特定の PTM については極めて高

感度で，従来は困難だった mRNA の修飾解析を可能と

したが，抗体や化学修飾反応の特異性に依存し，逆転写

産物を分析する間接法であるため，擬陽性や擬陰性が多

く10)，一回の分析で一つの修飾種の測定しか出来ない

など一般的な PTM 解析法とはなり得ない。

そこで，より高感度で一般的な PTM 解析法を目指し，

MS による異性体識別が研究されてきた。例えば，部位

特異的安定同位体による代謝標識法により異性体間の質

量差を生み出す方法が開発された。Popova らは 5,6

D2uracil を代謝標識した大腸菌を用い，ピリミジンヌ

クレオシド（C/U）の 5 位への PTM とその他の部位が

修飾された異性体を識別できることを示した11)。この

方法で標識した RNA 試料では，Y と U，m3U と m5U，

m3C /m4C と m5C を 1 Da の質量差として検出でき

る。この方法は，核酸合成酵素変異体を用いるため動物

個体などには適用が難しいものの，従来の化学修飾と

MS を組み合わせた方法と比較すると非常に明確に異性

体 PTM 部位を同定できる。

MS による異性体識別法としては，分析計内での衝突

開裂（collisioninduced dissociation ; CID）における開

裂パターンを指標とする方法も開発されている。RNA/

DNA の CID では，塩基リボース間の NC 結合が開裂

しやすく，脱離塩基の質量からメチル化位置が塩基か糖

かを識別できる。また，配列情報を与える product ion

の 3′塩基脱離から，塩基/糖メチル化異性体を部位特異

的に識別できる。このような開裂情報の利用をさらに進

めることで，山内らは RNA 配列中の Y 部位を標識無

しに同定できることを示した10)。Y は塩基とリボース
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図 3 SILNAS 法の概要（文献 4 より許諾を受け転載）
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が炭素炭素結合している唯一のヌクレオシドであり，

CID により塩基脱離が生じず特異的に Y ヌクレオシド

の 2 脱水イオンを生じる。このイオンの有無を精密質

量 MS/MS/MS で分析することで Y 化部位を同定でき

る。この方法を用いてスプライシングを行う RNP 複合

体である Spliceosome の構成 RNA である U snRNAs

の Y 部位を解析したところ，これまでに報告された 26

部位の Y すべてに加え，U5 snRNA, U6 snRNA からそ

れぞれ未報告の Y を 1 か所ずつ同定できた。

さらに，筆者らはこの方法を改良してメチル化部位同

定と異性体識別を同時に行える nLCMS/MS/MS 法の

開発を進めている。この方法では，メチル化ヌクレオシ

ドの各構造異性体に特有の開裂パターンを利用すること

で，それぞれの異性体を従来の直接法の約 100 倍の感

度で識別できる。この方法の開発は，プロテームの多様

性を生む mRNA の可逆的修飾として注目される

Epitranscriptome の直接解析に道を
ひら

拓くものである。

4 LCMS/MS による修飾部位ごとの PTM

修飾率の定量

上述のように全 RNA あるいは分画した RNA 全体の

修飾率は，これらの RNA を加水分解後にヌクレオシド

分析すれば得ることができる。しかし，ヌクレオシド分

析では，部位ごとの修飾率やその変化を調べることは困

難である。プロテオミクス同様に，通常の培地と安定同

位体ラベルヌクレオシドを含む培地から調製した RNA

試料を混合，RNase 消化し，生じたオリゴヌクレオチ

ド混合物を LCMS/MS で分析することで異なる状態

の細胞間で修飾状態の比較ができることも報告されてい

る。しかし，これらの MS を用いた方法でも上述の高

速シークエンサーを用いた方法でも，部位ごとの修飾率

を知ることはできなかった。田岡らは，安定同位体標識

した in vitro 合成 RNA を内部標準として用いる方法

（Stable IsotopeLabeled riboNucleic Acid as an internal

Standard ; SILNAS）を提案し，PTM を部位ごとに同

定し定量することができることを示した（図 3）。合成

RNA を用いた評価では数 ％ 以上の修飾率であれば高

い定量性が得られた。さらに SILNAS は，質量変化を

伴わない Y も LC の溶離時間の違いから識別し定量結

果を得ることができる。もし，目的のヌクレオチドが複

数の U を持つ場合には，上述した安定同位体置換体を

用いた代謝標識や MS/MS/MS 法により Y の位置を決

定できる。この方法を分裂酵母4) および出芽酵母12)の

rRNA（5S rRNA, 5.8S rRNA, 18S rRNA, 25S rRNA）

に適用し，これらの酵母 rRNA の PTM の全貌を明ら

かにした。これは真核細胞の rRNA の PTM を含む化

学構造を完全に決定した最初の例である。これらの

PTM をリボゾームの立体構造上にマッピングしたとこ

ろ，修飾ヌクレオシドはサブユニット間インターフェイ

スや peptide exit tunnel に局在しており，rRNA の機能

との関連が示唆された。さらに，分裂酵母では細胞の生

育条件により PTM の修飾率が変動することを見いだし

た4)。これらの変動の生理的意義は不明であるが，

tRNA, mRNA での修飾変動と考え合わせると，RNA
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の PTM は細胞の状態に応じて動的に細胞機能を調節

しているのかもしれない。

5 お わ り に

筆者らが開発した nLCMS/MS を中心とした RNA

の直接解析法は，RNP 複合体などから調製した fmol 量

の RNA の詳細な化学構造を得ることが可能である。こ

の技術は，膨大な種類が存在する ncRNA の機能解析な

どを通じて基礎生物学に貢献できるだけでなく，RNA

代謝異常症などの機構解析にも有用と考えられる。一

方，最近急速に研究・開発が進展している核酸医薬13)

で用いられる核酸分子は，医薬品としての効果を高め，

体内に投与した核酸分子の安定性を向上するため，2′,

4′架橋した locked nucleic acid（LNA）やチオリン酸リ

ンカーなど高度に「修飾」された核酸が用いられるため，

その解析には分子生物学の技術の適用が困難である。こ

れら非天然核酸も生体由来の DNA/RNA と同様に

Ariadne により構造確認や分解物などの同定が可能であ

る。したがって，本稿で紹介した分析技術は，核酸医薬

の設計，製造工程の改善，品質管理，体内での安定性や

代謝過程さらには体内動態の解析など，創薬研究への展

開が期待できる。
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