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略号 一覧 

 
本論文で使用した略号は以下の通りである。 

3´UTR: Three prime untranslated region 

5´UTR: Five prime untranslated region 

BHQ1: Black Hole Quencher-1 

BSA: Bovine serum albumin 

CRISPR/Cas: Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/ 

CRISPR associated protein 

DTT: Dithiothreitol 

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid 

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay 

EMSA: Electrophoretic mobility shift assay 

FAM: 5/6-Carboxyfluorescein 

FTO: Fat mass and obesity-associated protein 

HRP: Horseradish peroxidase 

m6A: N6-methyladenosine 

PAGE: Polyacrylamide gel electrophoresis 

PPR: Pentatricopeptide repeat 

PUF: Pumilio and fem-3 mRNA-binding factor 

PUM1: Human Pumilio 1 

PVDF: Polyvinylidene difluoride 

RIPA: Radio-immunoprecipitation assay 

SDS: Sodium dodecyl sulfate 

TTP: Tristetraprolin 

VEGFA: Vascular endothelial growth factor A 
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序論 

 RNA は、DNA から転写された後、分解されるまでの間に様々な制御を受け、このよ

うな制御は遺伝子発現において重要な役割を担っている。したがって、特定の RNA

に対する制御を自在にコントロールすることができれば、遺伝子発現を人工的に制御

できるだけでなく、転写後制御機構や細胞機能の詳細な解明、疾患治療などの生命

科学技術への応用が期待される。 

 RNA 結合タンパク質は、スプライシングや輸送、翻訳など RNA 代謝の様々な過程

と関連がある。また、多くの RNA 結合タンパク質はモジュール構造を持ち、RNA 結合

ドメインと機能ドメインから成る。したがって、特定の RNA と結合する RNA 結合ドメイ

ンは、様々な機能ドメインと組み合わせることによって、標的 RNA に対する人為的な

機能制御が可能になると期待される（Fig. 0-1）[1–3]。様々な RNA 結合タンパク質の

中でも、ユニット単位で RNA 塩基を認識するモジュール構造をもつ Pumilio and 

fem-3 mRNA-binding factor (PUF)や Pentatricopeptide repeat (PPR)は、各ユ

ニットの認識塩基を変更することによって、任意の RNA 配列を標的にすることができ

る配列特異的 RNA 結合タンパク質であり、RNA 制御の基盤となる RNA 結合ドメイ

ン と し て 有 望 で あ る [1,4] 。 ま た 、 Clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats (CRISPR)/ CRISPR associated protein (CRISPR-Cas9)シ

ステムの 1 つである CRISPR-Cas13 も guide RNA を介して任意の RNA 塩基配列

を標的にすることができることが報告されている[5,6]。 

Fig. 0-1  Schematics of engineered RNA regulation tools with sequence specific RNA binding domains. (A) 
Induction of translation using eIF4E. (B) Polyadenylation of mRNA using GLD2. (C) RNA editing using ADAR. 
(D) Cleavage of RNA using the PIN domain. 
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 PUF は約 36 アミノ酸からなる類似構造リピートを含む RNA 結合タンパク質であり、

１つのリピートが RNA の１塩基を認識する（Fig. 0-2）[7]。これらの RNA 結合リピート

の 12 番目と 16 番目のアミノ酸の組み合わせによって認識する塩基が決定される。天

然の PUF の結晶構造解析から A、U、G に対応するアミノ酸の組み合わせが同定さ

れたことに加えて、天然に存在しない C に対応するアミノ酸の組み合わせも報告され

ている（Fig. 0-2）[8–12]。このため、一般に 8 リピートから成る PUF は、各リピートの

特定のアミノ酸を置換することで、認識する塩基配列 8 塩基を自由に変更することが

できる[1,8,9,11–13]。このことから、これまでに、8 リピート PUF を機能タンパク質と融

合することによって特定の RNA を制御する手法が報告されてきた[11,14–19]。一方、

8 リピート PUF が認識可能な 8 塩基 RNA の配列パターンは理論上 48 ≒	 6.6×104

通りであり、ゲノム DNA の配列多様性を考慮すると、トランスクリプトーム中では複数

の転写産物に同じ 8 塩基配列が存在する可能性が高い[1,13]。したがって、PUF を

基盤とする RNA 制御ツールは、細胞内で標的遺伝子の転写産物以外の RNA に対

しても作用することが懸念される。このことから、PUF の認識塩基数の制限は、特定の

RNA に対する正確な制御を達成するために大きな障害となる。また、RNA の制御は

多岐にわたり、これまでにいくつかの RNA 制御ツールが報告されているものの、全て

を網羅することはできていない。RNA を自在に制御するためには、さらなるツール開

発が求められる。 

 そこで本研究では、PUF の認識塩基数の増加と新規 RNA 制御ツールの創出に取

り組むことで、選択的な RNA 制御法の向上を目指した。第一章では、PUF の認識塩

基数を増やすために伸長骨格の構築を行い、第二章では、PUF を基盤とする RNA

制御法として、標的 RNA 特異的な m6A 脱メチル化酵素の創出および細胞内での内

在 RNA の制御における標的選択性の向上に成功した。以下にその研究成果の詳細

について述べる。 
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Fig. 0-2  Structure and amino acid sequence of PUF. (A) Crystal structure of Pumilio 1 (PUM1), a PUF protein, 
bound to RNA, adapted from PDB ID: 1M8Y. 12th and 16th amino acids (A12 and A16) in each repeat of PUF interact 
with one RNA base. The combinations of A12A16 and RNA bases are shown in the right. (B) Amino acid sequence 
of PUM1.  
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第一章 

PUF 伸長骨格の構築 

 PUF の各リピートでは、RNA 塩基と相互作用する 2 つのアミノ酸が同定されており、

各リピート中の RNA 認識に関わるアミノ酸の種類を変えることによって、PUF は任意

の塩基配列を標的にすることができる[1,8,9,11–13]。一方、8 リピート PUF の認識塩

基数は 8 塩基に制限される。したがって、細胞内では複数の転写産物中に標的となる

配列が含まれる可能性がある。さらに長い RNA 塩基配列を認識する RNA 結合ドメイ

ンを創出できれば、標的遺伝子の RNA に対する特異性の向上が期待される。 

 これまでに、Filipovska らによって、PUF の 1 つである human Pumilio 1 (PUM1)

の PUF ドメインの 5 番目と 6 番目のリピート間に、さらにリピート 1~8 を挿入した 16 リ

ピート PUF が作製され、連続した 8 つのリピートを挿入することで認識塩基数が増加

することが報告された[12]。PUF の認識塩基数を増やすためのアプローチとして、リピ

ート数を増やすことが有効であると考えられる。一方、PUF の 8 つのリピートは類似し

た構造をもつが、それぞれのアミノ酸配列は異なり、各リピートの性質は完全に同じで

はない（Fig 0-2B）[7]。したがって、新たに導入するリピートの種類とその位置が PUF

の認識塩基数の増加に影響する可能性があり、認識塩基数を増加させるためには、さ

らに最適な伸長骨格を検討する余地があると考えた。本章では、標的配列を人工的

にデザインした 2 種類の 8 リピート PUF を用いて挿入位置の異なる 16 リピート PUF

を作製し、その塩基認識能を評価することによって、8 リピートの最適な挿入方法を検

討するとともに、PUF 伸長骨格の構築を試みた。 
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第一節 8 リピート挿入による 16 リピート PUF の作製 

 

 本研究では、RNA の認識様式が結晶構造解析から明らかになっており、野生型の

標的配列以外にもいくつかの配列を標的として結合が検討されてきた PUM1 の RNA

結合ドメインを 8 リピート PUF の骨格配列として用いた[7,9,10]。標的 RNA に対する

結合が確認された 2 種類の人工 8 リピート PUF を組み合わせて 16 リピート PUF を

作製した。具体的には、RNA 配列：5´-UGAUAUUA-3´を標的とする 8 リピート PUF 

（PUF_S）[10]と RNA 配列：5´-UUUUUUUU-3´を標的とする 8 リピート PUF

（PUF_U）を用いた（Fig.1-1A）。PUF_U は 12 番目と 16 番目のアミノ酸に U を認識

するように変異を導入したリピートを並べて作製し、その結合能を確認した（Fig.1-1B）。

PUF_U の各リピート間に、PUF_S のリピート１~8 を挿入することで、異なるリピート骨

格を持つ16リピートPUF: PUF_UnS （n = 0~8）を作製した（nは挿入されたPUF_S

の 8 リピートの N 末端側に隣接する PUF_U のリピート数と一致し、挿入位置を示す）

（Fig.1-1A）。 

 RNA を標的とする場合には、その配列によって立体構造などが異なり、PUF との結

合親和性に影響することが懸念される。各リピートが同じ塩基を認識する PUF_U を用

い る こ と で 、 PUF_UnS の 標 的 配 列 は 共 通 の 標 的 RNA 配 列 （ US ） ： 5´-

UUUUUUUUUGAUAUUAUUUUUUUU-3´に含まれる。そこで本検討では、標

的 RNA 配列がそれぞれ異なる 16 リピート PUF の RNA 結合能を、共通配列を含む

RNA を用いて評価した。 
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Fig. 1-1 Design of 16-repeat PUFs (A) Schematic diagrams of 8-repeat and 16-repeat PUFs. PUF_S and PUF_U 
are artificial 8-repeat PUFs with eight repeats flanked by N- and C-terminal regions. The target RNA sequences of 
PUF_S and PUF_U are shown below the corresponding repeats. PUF_U0S to PUF_U8S are 16-repeat PUFs in 
which the eight-repeat of PUF_S was inserted between two repeats of PUF_U. (B) Specific binding of PUF_U to 
the target RNA. A representative EMSA result of PUF_U with the RNA fragment containing target sequence is 
shown. RNA sequence: 5′-UUGGUUUUUUUUGGACAUGUAUAUAGU-3′ (the target sequence of PUF_U is 
underlined).  



 12 

第二節 16 リピート PUF の RNA 結合能の検討と伸長骨格の選出  

 

 リピート挿入位置の異なる 16 リピート PUF と標的 RNA との結合を検証するために、

レポーターアッセイを行った。開始コドン直前の 5´非翻訳領域（5´UTR）に PUF_UnS 

の共通標的配列である US を 3 カ所に導入したルシフェラーゼ遺伝子（3×US 

reporter）を作製した（Fig. 1-2A）。PUF_UnS 発現ベクターと 3×US reporter 発現

ベクターを NIH3T3 細胞に導入し、ルシフェラーゼ活性を測定した。本アッセイでは、

発現した PUF がレポーターmRNA 中の標的配列と結合し、レポーター遺伝子の翻

訳が阻害されることでルシフェラーゼ活性が低下すると期待される[16,20]。測定され

たルシフェラーゼの発現抑制を指標として、PUF の RNA 結合能を評価した。その結

果、ルシフェラーゼの発現抑制レベルは 16 リピート PUF ごとで異なり（20-85%）、8 リ

ピートの挿入位置によって 16 リピート PUF の RNA 結合能が違うことが明らかになっ

た（Fig. 1-2B）。特に PUF_U0S と PUF_ U6S は 80%程度の抑制を示した。さらに、

PUF_U の代わりに、5´-GGGGGGGG-3´を標的配列とする PUF_G に PUF_S を挿

入した PUF_GnS（n = 0~8）を用いてアッセイを行ったところ、類似した抑制パターン

を示した（Fig. 1-2C）。すなわち、PUF_GnS の共通標的 RNA 配列（GS）：5´-

GGGGGGGGUGAUAUUAGGGGGGGG-3´を 3 カ所に導入した 3×GS レポータ

ーに対して、PUF_G0S、PUF_G6S および PUF_G8S が顕著な発現抑制効果を示

した（〜70％）。なお、ウエスタンブロッティングアッセイによって、発現抑制の強さに関

わらず、PUF_UnS、PUF_GnS の発現が確認された（Fig. 1-2D, E）。以上のことか

ら、8 リピートの挿入によって PUF を伸長させる際に、挿入位置 n = 0, 6, 8 にリピート

を挿入することが PUF の認識塩基数の増加に対して有望であることが示唆された。 

 本検討では、PUF_U や PUF_G を用いた 16 リピート PUF をデザインすることによ

り、単一かつ共通のレポーターを用いて各 PUF の結合能を評価した。その結果、レポ

ーター間の RNA 配列や立体構造の違いを考慮することなく、有望な挿入位置を発見

することができた。また、16 リピート PUF（n = 0, 6, 8）は Filipovska らの報告例に対

応する PUF_U5S や PUF_ G5S よりも高いレポーター発現抑制効果を示した。16 リ
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ピート PUF（n = 0, 8）は 2 つの 8 リピートが保持されていることで安定な構造をとりや

すく、認識塩基数が増えたと考えられる。またこれまでに、PUF の伸長骨格としてリピ

ート 6 の連結体が報告されている[21]。このことから、リピート 6 は立体構造の変化を

許容し、16 リピート PUF（n = 6）において隣接するリピートが変わってもリピート 1~6

の構造を保持できることによって、認識塩基数が増えたと推測される。挿入位置 n = 0, 

8 はいずれも 8 リピートのタンデムな連結という点で同様であることを考慮し、以後は挿

入位置 n = 0, 6 について実験を行った。 

 

Fig. 1-2 RNA-binding abilities of 16-repeat PUFs based on luciferase reporter assays. (A) Design of the 
luciferase reporter. The target site was inserted in the 5´UTR of the luciferase mRNA. The 3×US and 3×GS 
reporters contained three PUF binding sites of the PUF_UnSs and PUF_GnSs, respectively. (B) and (C) Repressive 
effects of PUFs on luciferase reporter activity. Luciferase activities were standardized to that of mock (empty 
vector) transfection for each reporter. At least three replicates were performed. Data are the mean ± S.D. (D) and 
(E) Expression of PUFs in NIH3T3 cells was analyzed by western blotting assay.  
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第三節 選出された 16 リピート PUF の結合能の検証 

 

 16 リピート PUF は、リピート数が増加したことによって標的 RNA の 16 塩基と結合

すると考えられる。一方、16 リピート PUF には PUF_S 由来の連続するリピート 1~8

が挿入されていることから、オリジナルの 8 リピート PUF_S の結合特異性も保持して

いる可能性、すなわち、挿入された 8 リピートが独立して 8 塩基を認識することが懸念

される。そこで、16 リピート PUF の標的配列 16 塩基を含む完全一致 RNA および挿

入された 8 リピートに対応する 8 塩基のみが一致する部分一致 RNA を用いてゲルシ

フトアッセイを行った。16 リピート PUF である PUF_U0S と PUF_U6S について、完

全一致 RNA として PUF_UnS の共通標的配列 RNA(US)を、部分一致配列として

挿入された PUF_S の標的 8 塩基のみが一致する RNA(CS)を用いた。大腸菌内で

発現させて精製した PUF_U0S と PUF_U6S を用いてそれぞれゲルシフトアッセイを

行ったところ、PUF_U0S と PUF_U6S は RNA(US)に対して顕著な結合を示した

（Fig. 1-3A）。一方、PUF_U0S と PUF_U6S は、部分一致標的配列 RNA(CS)に結

合を示さなかった（Fig. 1-3B）。RNA(CS)が何らかの構造をとることで PUF_S の結合

を許容できない可能性を検証するために、8 リピート PUF である PUF_S を用いて

RNA(CS)との結合親和性を確認した。その結果、RNA(US)に対する結合と同程度

の結合親和性を示した（Fig. 1-3A, B）。同様の結合特性が、PUF_G0S および

PUF_G6S と完全一致する標的 RNA 配列：RNA（GS）、部分一致標的 RNA 配列：

RNA（CS）の組み合わせでも示された（Fig. 1-4）。 

 以上のことから、挿入された 8 リピートは独立した RNA 認識能を持たず、16 リピート

PUF は標的 16 塩基に特異的に結合することが示唆された。16 リピート PUF 中で、

PUF_S 由来の 8 リピートは、野生型 8 リピート PUF とは異なり、N 末端および C 末

端領域を含んでいない。PUF_S 由来の 8 リピートを含む 16 リピート PUF が部分的

に一致する標的配列とはほとんど結合しなかった理由として、両末端領域の欠損によ

って、挿入された 8 リピートの RNA 結合能が低下したことが考えられる。これらの結果
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は、挿入位置 n = 0, 6 への 8 リピート挿入という PUF の骨格伸長のアプローチが認

識塩基数の増加および選択能の向上にとって有効であることを支持するものである。  
  

Fig. 1-4 EMSA of PUF_G0S, PUF_G6S and PUF_S to fully matching RNA or partially matching RNA. 
Representative results of PUF_G0S, PUF_G6S and PUF_S are shown. Upper and lower panels indicate the binding 
of PUF proteins to RNA(GS) and RNA(CS), respectively. Lane 1: protein free; Lanes 2–9: 0.46–1000 nM of 
PUF_G0S, PUF_G6S or PUF_S; RNA(GS): 5′- UUGGGGGGGGUGAUAUUAGGGGGGGGUU-3′ (the target 
sequence of PUF_S is underlined). Kd for binding to RNA(GS) was not calculated because of the smear band 
patterns of RNA(GS), which probably resulted from structured RNA containing the G-rich sequence.  

Fig. 1-3 EMSA of PUF_U0S, PUF_U6S and PUF_S to fully matching or partially matching RNA. (A) and (B) 
Representative results for PUF_U0S, PUF_U6S and PUF_S are shown. Each panel indicates the binding of PUF 
proteins to RNA(US) (A) and RNA(CS) (B), respectively. Lane 1: protein-free; Lanes 2–9: 0.46–1000 nM of 
PUF_U0S, PUF_U6S or PUF_S; RNA(US): 5´-CCUUUUUUUUUGAUAUUAUUUUUUUUCC-3´; RNA(CS): 
5´-UUCCCCCCCCUGAUAUUACCCCCCCCUU-3´ (the target sequence of PUF_S is underlined); the Kd value 
indicates the mean ± S.D. (n = 3); N.D.: not determined due to low binding.  
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 本章では、PUF のリピート 1~8 を別の PUF のリピート間に挿入することによって挿

入位置の異なる 16 リピート PUF を作製した。16 リピート PUF の RNA 認識能はそ

れぞれ異なり、リピート挿入位置が重要であることが示唆された。特に、8 リピートのタ

ンデムな連結体およびリピート 6、7 間への 8 リピートの挿入体が PUF 伸長骨格とし

て有望であることが示唆された。また、これらの 16 リピート PUF は認識塩基数が増え

たことにより、8 リピート PUF に比べて、優れた配列選択能をもつことが示唆された。 
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第二章 

PUF を基盤とした標的 RNA の特異的制御 

 RNA をターゲティングする配列特異的 RNA 結合ドメインとしての PUF と、様々な

機能タンパク質との融合タンパク質をデザインすることによって、特定の RNA を制御

することができると期待される。これまでに、翻訳開始因子や RNA 不安定化因子と融

合した翻訳制御ツール[10,15,16]、スプライシングファクターと融合した選択的スプラ

イシングツール[11,14]、蛍光タンパク質と融合した RNA イメージング[19,22–24]など、

複数の RNA 制御ツールが報告されてきた。一方、細胞内での RNA 制御を行うにあ

たり、PUF を用いた RNA 制御ツールはその種類に制限があり、多様な RNA の修飾

や制御を網羅できていない。そこで本章では、新規の RNA 制御法として塩基修飾制

御法の創出に取り組んだ。また、細胞内で内在の転写産物の制御を実現するために

は、標的 RNA に対する特異性の向上が求められる。そこで 16 リピート PUF を用い

て内在 mRNA を標的とした遺伝子発現抑制の検討を行った。 

  



 19 

第一節 標的 RNA 特異的な脱メチル化酵素の創出 

 

 RNA において 100 種類以上の塩基修飾が知られており、塩基修飾を介する RNA

の構造変化やタンパク質との相互作用の変化が遺伝子発現制御に関与することが報

告されている[25]。さらに詳細な機能解明を行うためにも、塩基修飾を標的 RNA 特異

的に制御する手法が求められる。N6-methyladenosine (m6A)は、真核生物の

mRNA において広範にみられる修飾塩基である（Fig. 2-1A）［26,27］。近年、メチル

基転移酵素と脱メチル化酵素が発見され、アデニンのメチル化修飾が細胞内で動的

に制御され、その修飾状態が mRNA 代謝と関連することが報告されている［28–34］。

これまでに、関連遺伝子の過剰発現、ノックダウン、ノックアウトといった遺伝子操作に

よって、細胞包括的に m6A の機能解析が行われてきた。しかし、その機能の詳細は

不明な点が多い。PUF を RNA のターゲティングに用いることによって、PUF と標的

RNA の結合を足場として、周辺の m6A を特異的にメチル化、あるいは脱メチル化す

ることが期待される。 

 Fat mass and obesity-associated protein (FTO)は、m6A 脱メチル化酵素として

知られている［32］。そこで、FTO の C 末端に 8 リピート PUF として PUM１を融合し

た FTO-PUM１を作製し、脱メチル化活性を評価した（Fig. 2-1B）。なお、脱メチル化

活性の評価にはメチル化感受性 RNA ヌクレアーゼ MazF を利用した（Fig. 2-1C）。

MazF は RNA 配列：5´-ACA-3´を認識して RNA を切断するが、5´末端側の A がメ

チル化された配列 5´-(m6A)CA-3´を切断しない[35]。RNA 配列 5´-(m6A)CA-3´を含

むオリゴ核酸を FTO によって脱メチル化した後、MazF で切断して、その脱メチル化

活性を評価した。 
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Fig. 2-1 m6A RNA methylation. (A) Methylation occurs at the consensus RNA sequence 5′-RRACH-3′ (R = 
G/A, H = U/C/A) by the METTL3/METTL14 complex and demethylation is mediated by FTO or ALKBH5. (B) 
Schematic design of FTO-PUM1. PUM1 was fused to the C-terminal end of FTO demethylase. m: -CH3 (methyl 
group). (C) Methyl-sensitive MazF RNA endonuclease. MazF cleaves non-methylated RNA but not methylated-
RNA, which enables the specific detection of the methylation states of RNA.  
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 はじめに、FTO と PUM1 を、6 アミノ酸（GSSGSS）をリンカーとして連結した FTO-

PUM1 融合体を作製し、PUM1 の融合が FTO の脱メチル化活性に与える影響につ

いて調べた。その際に、RNA への PUM１の配列非特異的な結合による脱メチル化

活性への影響を除くために、m6A を含む RNA と DNA のキメラオリゴ核酸（配列: 5´-

FAM/ d(CAT)r(G(m6A)CA)d(TATGT)/ BHQ1-3´）を用いた。この核酸は、MazF に

よって切断されると消光が解消され、切断量に対応した蛍光が観察される。FTO およ

び FTO-PUM１の各濃度における脱メチル化活性を、MazF によるオリゴ核酸の切断

反応で測定された蛍光強度を指標として評価した。その結果、FTO-PUM1 は FTO と

同程度の濃度依存的な脱メチル化活性を有することが確認された（Fig. 2-2）。 

  

Fig. 2-2 Demethylation activities of FTO and FTO-PUM1. m6A RNA/DNA chimera probes with a FRET pair 
at the ends (5′-FAM/ 3′-BHQ1) were incubated with FTO or FTO-PUM1. After demethylase reaction, probes were 
mixed with MazF, and the fluorescent signals from the cleaved probe were monitored. Fluorescence intensities 
were normalized to that of the non-methylated probe. m6A probe: 5′-FAM/ d(CAT)r(G(m6A)CA)d(TATGT)/ 
BHQ1-3′. Data are the mean ± S.D. (n = 4) 
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 m6A の近傍に PUM1 結合配列がある場合には、FTO-PUM1 は野生型 FTO が脱

メチル化活性を示さない低濃度においても、PUM1 と RNA の結合を介して近傍の

m6A を脱メチル化することが期待される。そこで、PUM１標的配列を含むオリゴ RNA

に含まれる m６A（Table 1）に対する脱メチル化活性を低濃度条件下で調べた。まず、

ゲルシフトアッセイを行って、FTO-PUM1 がどちらの RNA とも結合することを確認し

た。5´末端を FAM で標識した各 RNA 断片を脱メチル化反応後に MazF で切断し

て、電気泳動パターンから切断割合を算出した。その結果、FTO-PUM1 は、PUM1

結合配列から 2、6、10 塩基離れた位置にある m6A を脱メチル化し、いずれの場合に

も FTO よりも高い活性を示すことが明らかになった（Fig. 2-3）。一方、PUM１結合配

列中の m6A に対しては脱メチル化活性を示さなかった。これらのことから FTO-

PUM1 が標的配列近傍の m6A を選択的に脱メチル化することが示唆された。 

 
Table 1. Sequences of RNA oligomers containing m6A with different spacers between PUM1 binding site and m6A. 
m = m6A. The target sequences of PUM1 are underlined. 

m6A RNA Sequence (5′---3′) Spacer (nt) 

m6A -1 AUUGUAUAUmCAUUUUA 0 

m6A +2 AUUGUAUAUAAGmCAUUUUA 2 

m6A +6 AUUGUAUAUAUCUAAGmCAUUUUA 6 

m6A +10 AUUGUAUAUAUCGGCUUUAGmCAUUUUA 10 

Fig. 2-3 Demethylation activity of FTO-PUM1 to m6A with target RNA sequence. RNA oligomers containing 
m6A and PUM1 binding site were incubated with 0.1 µM of FTO or FTO-PUM1. Demethylated RNA was detected 
by PAGE following the cleavage with MazF. The sequence of RNA is shown in Table 1. Binding to the target RNA 
was examined by EMSA after demethylase reaction. Data are the mean ± S.D.; N.D.: not detectable; *: p < 0.01 (n 
≧ 3, Student t-test). Demethylation activities were normalized to the cleaved ratio of non-methylated RNA. 
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 また、FTO-PUM1 におけるリンカー長の影響を調べるために、FTO と PUM1 の間

に長さの異なるリンカーをもつ FTO-PUM1 を作製し、脱メチル化活性を調べた。これ

までの実験で用いた 2×GSS（6 残基）に加えて、1×GSS（3 残基）、3×GSS（9 残基）

および XTEN リンカー（39 残基）[25]をもつ FTO-PUM１を作製した（Table 2）。その

結果、いずれの FTO-PUM1 も同程度の脱メチル化活性と結合活性を有することがわ

かった（Fig. 2-4）。したがって、FTO と PUM1 の間のリンカーは脱メチル化活性にほ

とんど影響しないことが確認された。そこで以後の実験では、これまでと同様に

2×GSS をリンカーとする F2P を FTO-PUM1 として使用した。 

 

 

Table 2. The linker of FTO-PUM1. FTO-PUM1 with different lengths of linker are shown.   

FTO-PUM1 Linker Length (mer) 

F1P GSS 3 

F2P GSSGSS 6 

F3P GSSGSSGSS 9 

FXP GSSGPSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSAS 39 

Fig. 2-4 Demethylation activities of FTO-PUM1 with different linkers. Designed FTO-PUM1 are shown in 
Table 2. After incubation of m6A +6 RNA with FTO-PUM1, binding to m6A +6 RNA and demethylation activity 
of each FTO-PUM1 were examined by EMSA and MazF cleavage assay, respectively. Data are the mean ± S.D. 
(n ≧ 3). Demethylation activities were normalized to the cleaved ratio of non-methylated RNA. 
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 最後に、FTO-PUM1 の PUM1 結合配列近傍の m6A に対する選択的な脱メチル

化活性が PUM１と PUM1 結合配列との結合に起因することを確かめるために、競合

条件での m6A 脱メチル化活性を調べた。競合阻害剤としては、PUM1 標的配列を含

む RNA（標的 RNA）および PUM１標的配列を含まない非特異的な RNA（非特異的

RNA）を用いた。その結果、標的 RNA を m6A RNA の 10 倍量添加すると、FTO-

PUM１の脱メチル化活性は有意に低下し、100 倍量を添加するとさらに活性が低下

することがわかった（Fig. 2-5）。一方、非特異的 RNA を 100 倍量添加した場合にも、

FTO-PUM１の脱メチル化活性が有意に低下したが、10 倍量の添加では活性の低下

はほとんど見られなかった。以上の結果から、PUM1 結合配列近傍の m6A に対する

FTO-PUM1 選択的な脱メチル化活性には、PUM1 と標的 RNA との結合が関与し

ていることが示唆された。 

 

 

  

Fig. 2-5 Competitive demethylation activity of FTO-PUM1. Competition for the demethylation activity of 0.1 
µM FTO-PUM1 to m6A +6 RNA was achieved with binding target RNA or non-specific RNA. 10- and 100-times 
fold excesses of each competitor were added. Demethylation activities with competitor were normalized to that 
without competitor. Data are the mean ± S.D.; *: p < 0.01; **: p < 0.0001; n.s.: not significant (n ≧ 3, one-way 
ANOVA followed by Tukey-Kramer post-hoc analysis).  
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第二節 単一 RNA 配列を標的とする遺伝子発現抑制の検討 

 

 細胞内で内在性 RNA 代謝を自在に操作することは、PUF を用いた RNA 制御ツ

ールの最終目標である[1–3]。細胞内で 8 リピート PUF を用いる際には、標的遺伝子

の転写産物以外にも PUF と結合する配列を含む RNA が存在する可能性が高く、標

的遺伝子以外の転写産物に結合することで標的遺伝子に対するツールとしての効果

が弱まることが懸念される。Abil らは、転写後調節因子である Tristetraprolin (TTP)

の C 末端に 8 リピート PUF を融合した TTP-PUF による遺伝子発現抑制法を報告し

た[10]。血管内皮増殖因子 VEGFA mRNA を標的にして、そのタンパク質産生の抑

制効果を調べると、VEGFA mRNA 中の複数ヶ所に存在する 8 塩基を標的配列とす

る場合には強い抑制効果が示された。その一方で、VEGFA mRNA 中に 1 ヶ所にし

かみられない 8 塩基を標的配列とする TTP-PUF（Fig.2-6、以下本論文内では TTP-

PUF_V とする）では抑制効果が弱かった。このように、PUF は内在遺伝子の配列１ヶ

所を標的とする場合にはその活性が弱いことがある。これは、PUF が他の転写産物に

含まれる標的配列とも結合することが原因と考えられる。認識塩基数が増えれば、標

的 RNA に対する選択能が向上し、より効果が強くなると期待される。そこで本研究で

は、第 1 章で作製した 16 リピート PUF を用いて VEGFA mRNA 中の単一配列を標

的にした場合に、TTP-PUF が抑制効果を示すことができるかどうかの検討を行った。

そのために、TTP-PUF_V のリピート 1~8 を用いて、8 リピートのタンデム連結体であ

る 16 リピート PUF： PUF_T およびリピート 6、7 間への 8 リピート挿入体である 16 リ

ピート PUF： PUF_I をそれぞれ作製した（Fig.2-6）。 

 作製した 16 リピート TTP-PUF が標的 RNA と結合するかどうかを調べるために、

PUF ドメインを大腸菌内で発現させて精製したタンパク質と、各 PUF の標的 RNA 配

列を含む RNA(VEGFA)（配列: 5´-FAM-GAAAUACAGAUAUAUCUUAAAA-3´）

を用いてゲルシフトアッセイを行った。その結果、PUF_V、PUF_T、PUF_I は同程度

の結合親和性を示し、Kd の違いは 2 倍以内であることがわかった（Fig. 2-7）。 
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Fig. 2-7 EMSA of PUF domains, PUF_V, PUF_T and PUF_I, targeting VEGFA mRNA, to RNA(VEGFA). 
Representative results are shown. Kd indicates the mean ± S.D. (n = 3). 

Fig. 2-6 Design of TTP-fused PUFs (TTP-PUFs) targeting the 3′-UTR of VEGFA mRNA and the estimated 
numbers of their target sites in human transcriptome. Schematic representation of PUF_V, PUF_T and PUF_I and 
their target sequences in the 3′-UTR of VEGFA mRNA are shown. Homology search of PUF target sequences 
against the human transcriptome was performed with GGRNA, a transcript-oriented search engine. 
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 PUF と標的 RNA 配列との結合が確認されたことから、TTP-PUF による VEGFA 遺

伝子の発現抑制効果を調べた。TTP は AU-rich element への結合を介して mRNA

の分解と翻訳抑制を行う転写後制御因子である[36–38]。なお本研究では、先行研究

と同様に、RNA 結合能を失わせた TTP 変異体を用いた[39]。PUF と標的 mRNA

の結合によって、TTP-PUF が mRNA の分解や翻訳抑制を行う複合体を誘導するこ

とで遺伝子発現を抑制することが期待される。各 TTP-PUF 発現ベクターを Flp-In 

293 細胞にトランスフェクションし、24 時間後に VEGFA の発現誘導剤として知られて

いる 500 µM CoCl2 を含む培地に交換した[40,41]。さらに 24 時間培養した後、培地

を回収して、分泌された VEGFA 濃度を ELISA 法によって定量した。先行研究と同

様に、TTP-PUF_V は VEGFA のタンパク質産生を抑制できなかった（Fig. 2-8）。一

方、16 リピート PUF をもつ TTP-PUF_T および TTP-PUF_I によって、VEGFA タ

ンパク質産生は有意に抑制された。また VEGFA mRNA に標的配列を持たない 16

リピート PUF である PUF_U0S と PUF_U6S を用いた TTP-PUF_U0S および TTP-

PUF_U6S の場合には、抑制効果は確認されなかった。なお、各 TTP-PUF の発現

はウエスタンブロッティングアッセイによって確認された（Fig. 2-8）。以上の結果から、

mRNA の単一配列を標的にする 16 リピート PUF を用いることで、内在遺伝子の発

現を抑制できることが示された。 
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Fig. 2-8 Repression of endogenous VEGFA by 16-repeat TTP-PUFs. (A) Inhibition of hypoxia-induced 
VEGFA expression in cells transfected with engineered TTP-PUF expression vectors or the empty vector (mock). 
VEGFA was induced by treatment with CoCl2 24 h after transfection, and cells were incubated for an additional 
24 h. Secreted VEGFA levels were measured by ELISA. TTP-PUF_U0S and TTP-PUF_U6S, targeting 5′-  
UUUUUUUUUGAUAUUA-3′ and 5′-UUUGAUAUUAUUUUUU-3′, respectively, have no target sequence in 
VEGFA mRNA. VEGFA protein production levels were normalized to the total amount of protein and compared 
with mock treated with CoCl2. Data are the mean ± S.D.; **: p < 0.0001; n.s.: not significant (n ≧ 3, one-way 
ANOVA followed by Tukey-Kramer post-hoc analysis). (B) Confirmation of TTP-PUF expression by western 
blotting assay. 
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 興味深いことに、8 リピート PUF を用いた TTP-PUF_V と 16 リピート PUF を用い

た TTP-PUF_T および TTP-PUF_I では、結合親和性や発現量に大きな差が見られ

ないにも関わらず、TTP-PUF による VEGFA 産生の抑制効果に違いが生じた。これ

は、8 塩基を標的配列とする TTP-PUF_V が VEGFA mRNA 以外の RNA に対し

ても結合できる可能性に起因すると考えられる。実際に、ヒトのトランスクリプトームにお

ける標的RNA配列のホモロジー検索を行ったところ、PUF_Vの標的配列はVEGFA

に加えて、様々な遺伝子の RNA に 100 サイト以上見つかった（GGRNA）[42]。一方、

16 リピート PUF である PUF_T や PUF_I の標的配列はどちらも VEGFA mRNA の

3´UTR にしか見つからなかった。そこで、共通する PUF_V の標的配列以外をランダ

ムな配列とした類似 RNA 配列を競合 RNA として用いることで、標的 RNA に対する

各 PUF の結合選択性を調べた。PUF_V の場合には、200 倍量の競合 RNA 添加

によって標的 RNA との結合は消失した（Fig. 2-9）。一方、16 リピート PUF である

PUF_T や PUF_I の場合には、600 倍量の競合 RNA を添加しても標的 RNA との

結合が保持された。このことから、16 リピート PUF が 8 リピート PUF よりも標的 RNA

に高い選択性をもつことが確認された。 

 以上の結果から、TTP-PUF_T および TTP-PUF_I は、標的 VEGFA mRNA に対

する結合選択性が TTP-PUF_V に比べて向上したことによって、VEGFA の高い発

現抑制効果を示したと考えられる。 

  

Fig. 2-9 Competitive RNA-binding assay of PUFs targeting VEGFA mRNA. Representative results are shown. 
Competition for the binding of PUFs to fluorescently labeled RNA: RNA(VEGFA) was achieved with unlabeled 
competitive RNA: 5′-NNNNUACAGAUANNNNNNNNNN-3′. N = A, U, G or C. The target sequence of PUF_V 
is underlined. Fold excesses of competitive RNA are shown above each lane. 
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 本章では、8 リピート PUF を脱メチル化酵素 FTO と融合することで、標的 RNA と

の結合を介して、その近傍の m6A を特異的に脱メチル化する塩基修飾制御ツールを

創出した。また 16 リピート PUF を用いることで内在性 mRNA 中の単一の配列を標

的にしてその発現を抑制することができた。 
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総括 

 本研究では、配列特異的 RNA 結合タンパク質である PUF を基盤として、機能性

RNA 結合タンパク質の創出に取り組んだ。第一章では、PUF のリピート 1~8 を挿入

することで作製した 16 リピート PUF について、挿入位置によって RNA 結合能が異

なることを示すとともに、8 リピートの連結体およびリピート 6 と 7 の間への 8 リピート挿

入体が、認識塩基数を増やすための伸長骨格として有効であることを見出した。第二

章では、PUF を基盤とする新規 RNA 制御ツールとして RNA 特異的脱メチル化ツー

ルを創出した。さらにトランスクリプトーム中で単一の RNA 配列を標的とする 16 リピー

ト PUF を用いて、内在遺伝子の発現を抑制することができた。以上のことから、本研

究によって、PUF を基盤とした RNA 制御法に塩基修飾制御が加えられたとともに、こ

れまでよりも標的 RNA 選択的に RNA の制御が可能になったと考えられる。今後、転

写後制御機構や細胞機能の研究、疾患治療法の開発など、多方面への応用が期待

される。 
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実験の部 

第一章に関する実験 

プラスミド DNA の構築 

1. 哺乳類発現ベクター： pCI-PUF-Halo-HA 

PUF Assembly kit (Addgene #1000000051)の RNA 結合ドメインをコードする塩基

配列を PCR 法により増幅した。この断片を、Gibson Assembly によって哺乳類細胞

において強発現を誘導する pCI ベクターに挿入した。さらに C 末端側に Halo-tag、

HA-tag を導入した哺乳類発現ベクターを作製した。8 リピート PUF として、PUF_U、

PUF_S および PUF_G を Golden Gate Assembly によって作製した。さらに、PCR

法により増幅した PUF_S のリピート 1~8 をコードする DNA 断片を、Gibson 

Assembly によって PUF_U のリピート挿入位置 n = 0~8 に導入することで、16 リピ

ート PUF: PUF_U0S~U8S を発現するプラスミド DNA を作製した。同様に、PUF_S

のリピート 1~8 を PUF_G に導入した 16 リピート PUF: PUF_G0S~G8S を発現する

プラスミド DNA を作製した。 

2. 大腸菌発現ベクター： pET-His6-PUF 

哺乳類発現ベクターと同様の方法で、8 リピート PUF 骨格を pET28b ベクターの His-

tag C 末端側へ導入した大腸菌発現用ベクターを作製した。8 リピート PUF として

PUF_U、PUF_S および PUF_G を作製した。さらに、PUF_S のリピート 1~8 をコー

ドする DNA 断片を PUF_U のリピート挿入位置 n = 0, 6 に導入することで、

PUF_U0S および PUF_U6S を作製した。同様に、PUF_S のリピート 1~8 を PUF_G

に導入した 16 リピート PUF: PUF_G0S~G8S を発現するプラスミド DNA を作製し

た。 

第一章で作製した PUF について、各リピートで RNA と相互作用するアミノ酸（A12A16）

と標的 RNA 配列を Table 3 に示す。 

3. ルシフェラーゼレポーターベクター： 3×GS, 3×US 

pmirGLO ベクター（Promega）にコードされたホタルルシフェラーゼ遺伝子の 5´UTR
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に標的 RNA 配列 3×US および 3×GS に対応する DNA 配列を導入したレポーター

ベクターを作製した。導入した標的配列 DNA を Table 4 に示す。 

 

本研究で使用した全てのプラスミド DNA はシークエンス解析によって正しく作製でき

ていることを確認した。 

Table 3. The amino acids, A12A16 in each repeat, interacting with RNA bases and target RNA sequences are shown. 
A12A16 in the repeat 1-8 of PUF_S and their recognition bases are underlined. Nt and Ct mean N-terminal and C-
terminal, respectively. 

Protein A12A16 in repeat 1-8 
Target RNA 

sequence 

 Ct                                                                       Nt 5′- - - - - -3′ 

PUF_S 8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ UGAUAUUA 

PUF_U 8NQ-7NQ-6NQ-5NQ-4NQ-3NQ-2NQ-1NQ UUUUUUUU 

PUF_U0S 8NQ-7NQ-6NQ-5NQ-4NQ-3NQ-2NQ-1NQ-8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ UUUUUUUUUGAUAUUA 

PUF_U1S 8NQ-7NQ-6NQ-5NQ-4NQ-3NQ-2NQ-8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ-1NQ UUUUUUUUGAUAUUAU 

PUF_U2S 8NQ-7NQ-6NQ-5NQ-4NQ-3NQ-8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ-2NQ-1NQ UUUUUUUGAUAUUAUU 

PUF_U3S 8NQ-7NQ-6NQ-5NQ-4NQ-8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ-3NQ-2NQ-1NQ UUUUUUGAUAUUAUUU 

PUF_U4S 8NQ-7NQ-6NQ-5NQ-8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ-4NQ-3NQ-2NQ-1NQ UUUUUGAUAUUAUUUU 

PUF_U5S 8NQ-7NQ-6NQ-8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ-5NQ-4NQ-3NQ-2NQ-1NQ UUUUGAUAUUAUUUUU 

PUF_U6S 8NQ-7NQ-8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ-6NQ-5NQ-4NQ-3NQ-2NQ-1NQ UUUGAUAUUAUUUUUU 

PUF_U7S 8NQ-8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ-7NQ-6NQ-5NQ-4NQ-3NQ-2NQ-1NQ UUGAUAUUAUUUUUUU 

PUF_U8S 8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ-8NQ-7NQ-6NQ-5NQ-4NQ-3NQ-2NQ-1NQ UGAUAUUAUUUUUUUU 

PUF_G 8SE-7SE-6SE-5SE-4SE-3SE-2SE-1SE GGGGGGGG  

PUF_G0S 8SE-7SE-6SE-5SE-4SE-3SE-2SE-1SE-8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ GGGGGGGGUGAUAUUA  

PUF_G1S 8SE-7SE-6SE-5SE-4SE-3SE-2SE-8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ-1SE GGGGGGGUGAUAUUAG  

PUF_G2S 8SE-7SE-6SE-5SE-4SE-3SE-8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ-2SE-1SE GGGGGGUGAUAUUAGG  

PUF_G3S 8SE-7SE-6SE-5SE-4SE-8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ-3SE-2SE-1SE GGGGGUGAUAUUAGGG  

PUF_G4S 8SE-7SE-6SE-5SE-8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ-4SE-3SE-2SE-1SE GGGGUGAUAUUAGGGG  

PUF_G5S 8SE-7SE-6SE-8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ-5SE-4SE-3SE-2SE-1SE GGGUGAUAUUAGGGGG  

PUF_G6S 8SE-7SE-8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ-6SE-5SE-4SE-3SE-2SE-1SE GGUGAUAUUAGGGGGG  

PUF_G7S 8SE-8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ-7SE-6SE-5SE-4SE-3SE-2SE-1SE GUGAUAUUAGGGGGGG  

PUF_G8S 8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ-8SE-7SE-6SE-5SE-4SE-3SE-2SE-1SE UGAUAUUAGGGGGGGG  
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細胞培養 

マウス胎児線維芽細胞（NIH3T3 細胞）は、10％非働化ウシ胎児血清（FBS, Gibco）

を含むダルベッコ改変イーグル培地（DMEM, Wako）中にて培養した。37°C、5% 

CO2 条件下で培養し、80~90%コンフルエントの状態で 2-3 日毎に継代を行った。 

 

ルシフェラーゼレポーターアッセイ（RNA 結合能の評価） 

作製した哺乳類細胞発現ベクター (120 ng)、ルシフェラーゼレポーターベクター (1 

ng)、および pCI (80 ng)を 70~80%コンフルエントの状態の NIH3T3 細胞に同時に

トランスフェクションした。トランスフェクションは Lipofectamine 3000 (Thermo 

Fisher Scientific)を用い、推奨プロトコールに従って行った。トランスフェクションして

から 24 時間後のホタルルシフェラーゼ活性を Dual luciferase reporter system 

(Promega)を用いて測定した。得られたホタルルシフェラーゼ活性は、レポーターベク

ターにコントロールレポーターとして導入されているウミシイタケルシフェラーゼ活性を

用いて標準化した。 

 

タンパク質発現の確認（ウエスタンブロッティングアッセイ） 

哺乳類細胞発現ベクターをトランスフェクションした NIH3T3 細胞を 24 時間培養した。

細胞を RIPA buffer で溶解した後に超音波処理し、遠心分離によって上清を回収し

た。回収された上清中のタンパク質濃度を Pierce BCA protein assay kit (Thermo 

Fisher Scientific)によって測定した。各上清に 2×SDS sample buffer を加えて

95°C で熱変性させた。SDS-PAGE で展開し、PVDF 膜へ転写した。転写した PVDF

膜に対して高親和性抗 HA 抗体  （Roche: 3F10）（1:1000）、抗 β-actin 抗体 

Table 4. DNA sequences inserted in 5′UTR of pmirGLO for luciferase reporter assay. 

Reporter DNA sequence (5´ --- 3´) 

3×US AATTCTTTTTTTTTGATATTATTTTTTTTTTTGATATTATTTTTTTTTTTGATATTATTTTTTTTCGAT 

3×GS AATTCGGGGGGGGTGATATTAGGGGGGGGGGTGATATTAGGGGGGGGGGTGATATTAGGGGGGGGCGAT 
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（Sigma Aldrich: AC-74）(1:4000)を 1 次抗体として TBS-T （0.5% Tween20、5%

スキムミルク含有 TBS）に希釈してインキュベーション後、HRP 標識抗ラット IgG 抗体

（ Beckman Coulter: 732664 ） （ 1:5000 ） 、 HRP 標 識 抗 マ ウ ス IgG 抗 体 

（Amersham: NA93）（1:5000）をそれぞれ二次抗体として TBS-T に希釈しインキュ

ベーションした。抗原-抗体複合体は Amersham ECL Prime (GE Healthcare)によ

り可視化し、LAS 3000 mini (Fujifilm)によって検出した。 

 

タンパク質精製 

作製した大腸菌発現用ベクターで E. coli BL21(DE3)株をトランスフォーメーションし

た後、Km-LB 寒天プレートに播種して 37°C で終夜培養した。形成されたコロニーか

ら採取した大腸菌を 37°C、LB 培地で培養後、OD600 = 0.6~1.0 の時点で最終濃度

0.1 mM となるように IPTG を加え、20°C で終夜培養した。遠心分離によって集菌し

た後、Buffer A (20 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, 40 mM imidazole, pH 7.4)に

懸濁し、超音波破砕した後に遠心分離によって可溶性画分を得た。この可溶性画分

をアフィニティークロマトグラフィーによって精製した［カラム : HisTrap FF (GE 

Healthcare); 溶出液= Buffer B (20 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, 250 mM 

imidazole, pH 7.4)］。続いて限外濾過によって濃縮後、Buffer C に置換した[フィル

ター: AmiconUltra 0.5 (Merck Millipore); Buffer C = 20mM HEPES, 100mM 

KCl, 1 mM EDTA, 1mM DTT, pH7.4]。タンパク質純度は SDS-PAGE とその後の

Coomassie blue staining によって確認し、タンパク質は Glycerol (50% v/ v)を添加

して-80°C で保存した。 

 

RNA 結合親和性の評価（Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)） 

結合反応は、10 mM HEPES、50 mM KCl、0.5 mM EDTA、2 mM DTT、0.2 

U/µL Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega)、0.1 mg/mL 

BSA、0.1 mg/mL yeast tRNA (Ambion)、0.01% Tween20、2% Ficoll を含む緩衝

液中で 5 nM 5´末端 FAM 修飾 RNA 断片と 500 nM から 3 倍ずつ段階希釈した
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精製タンパク質を 25°C で 1 時間インキュベートすることにより行った。タンパク質と

RNA の結合反応後、反応液の一部を、0.5×TBE を用いて 5%非変性ポリアクリルア

ミドゲルにて電気泳動することで、遊離の RNA とタンパク質と結合している RNA を分

離した。泳動後のゲルは Typhoon FLA 9000 (GE Healthcare)によって可視化した。

さらに、Image J software（NIH）とカレイダグラフ（Synergy Software）を用いて解

析した。  

EMSA に使用したオリゴ RNA の配列を Table 5 に示す。 

 

 

 

第二章に関する実験 

プラスミド DNA の構築 

１．大腸菌発現ベクター: pET-His6-FTO-strep, pET-His6-FTO-PUM1-strep 

マウス FTO をコードする cDNA 断片を pET28b ベクターの His-tag をコードする配

列の 3´末端側へ導入した pET-His6-FTO-strep を作製した。さらに PUM１配列をコ

ードする塩基配列を PCR 法により増幅し、2×GSS リンカーをコードする配列と共に、

FTO をコードする配列の 3´末端側に導入した pET-His6-FTO-2×GSS-PUM1-

strep を作製した。同様に 1×GSS、3×GSS および XTEN リンカーを持った FTO-

PUM1 をそれぞれ作製した。また PUF_V、PUF_T および PUF_I をコードするプラ

スミド DNA の作製は第一章と同様に行った。 

Table 5. Sequences of RNA oligomers for EMSA. 

RNA oligomer Sequence (5´ --- 3´) 

PUF_U target RNA [FAM]-UUGGUUUUUUUUGGACAUGUAUAUAGU 

RNA(US) [FAM]-CCUUUUUUUUUGAUAUUAUUUUUUUUCC 

RNA(CS) [FAM]-UUCCCCCCCCUGAUAUUACCCCCCCCUU 

RNA(GS) [FAM]-UUGGGGGGGGUGAUAUUAGGGGGGGGUU 
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2．哺乳類発現ベクター: pCMV-TTP(C147R)-GG-PUF 

PUF Assembly kit の pCMV-TTP(C147R)-GG-PUF ベクターを用いて Golden 

Gate Assembly により TTP-PUF_V 発現ベクターを作製した。16 リピート TTP-PUF

発現プラスミド DNA は第一章の 16 リピート PUF 作製と同様に PCR 法により増幅し

たリピート 1~8 をコードする DNA 断片を Gibson Assembly によって 8 リピート TTP-

PUF の対応する位置へ導入することで作製した。  

第二章で作製した PUF について、各リピートで RNA と相互作用するアミノ酸（A12A16）

と標的 RNA 配列を Tables 6 に示す。 

 

 
タンパク質精製 

作製した大腸菌発現用ベクターで E. coli BL21(DE3)株にトランスフォーメーションし

た後、Km-LB 寒天プレートに播種し、37°C で終夜培養した。形成されたコロニーか

ら採取した大腸菌を 37°C、LB 培地で培養後、OD600 = 0.6~1.0 の時点で最終濃度

0.1 mM となるように IPTG を加え、18°C で終夜培養した。遠心分離によって集菌し

た後、Buffer A に懸濁し、超音波破砕した後に遠心分離によって可溶性画分を得た。

この可溶性画分をアフィニティークロマトグラフィーによって精製した［カラム: HisTrap 

FF; 洗浄液= Buffer A; 溶出液= Buffer B］。次に、TTP-PUF_V、TTP-PUF_T お

Table 6. The amino acids, A12A16 in each repeat, interacting with RNA bases and target RNA sequences are shown. 
A12A16 in the repeat 1-8 of PUF_V and their recognition bases are underlined. Nt and Ct mean N-terminal and C-
terminal, respectively. 

Protein A12A16 in repeat 
Target RNA 

sequence 

 Ct                                                                       Nt 5′- - - - - -3′ 

PUM1 8NQ-7SE-6NQ-5CQ-4NQ-3CQ-2NQ-1SQ UGUAUAUA 

PUF_V 8NQ-7CQ-6SR-5CQ-4SE-3CQ-2NQ-1SQ UACAGAUA 
PUF_T 8NQ-7CQ-6SR-5CQ-4SE-3CQ-2NQ-1SQ-8NQ-7CQ-6NQ-5SR-4NQ-3NQ-2CQ-1SQ UACAGAUAUAUCUUAA 
PUF_I 8CQ-7CQ-8NQ-7CQ-6SR-5CQ-4SE-3CQ-2NQ-1SQ-6NQ-5CQ-4NQ-3SR-2NQ-1NQ AAUACAGAUAUAUCUU 
PUF_U0S 8NQ-7NQ-6NQ-5NQ-4NQ-3NQ-2NQ-1NQ-8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ UUUUUUUUUGAUAUUA 

PUF_U6S 8NQ-7NQ-8NQ-7SE-6CQ-5NQ-4CQ-3NQ-2NQ-1CQ-6NQ-5NQ-4NQ-3NQ-2NQ-1NQ UUUGAUAUUAUUUUUU 
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よび TTP-PUF_I を限外濾過によって濃縮した後、Buffer C に置換した[フィルター：

AmiconUltra 0.5]。FTO および FTO-PUM1 は、さらにアフィニティークロマトグラフ

ィーによって精製し［カラム: StrepTrap HP (GE Healthcare); 洗浄液= Buffer D 

(274 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 20 mM Na2HPO4, 4 mM KH2PO4); 溶出液= 

Buffer E (274 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 20 mM Na2HPO4, 4 mM KH2PO4, 2.5 

mM desthiobiotin)］、限外濾過によって濃縮した後 25 mM Tris-HCl (pH 7.5)に置

換した[フィルター：AmiconUltra 0.5]。精製したタンパク質の純度を SDS-PAGE とそ

の後の Coomassie blue staining によって確認し、Glycerol (30 or 50% v/ v)を添加

して-80°C で保存した。 

 

脱メチル化反応 

1. m6A の脱メチル化 

Demethylation buffer（150 µM α-ketoglutarate, 70 µM Fe(NH4)2(SO4)2, 1 mM 

ascorbic acid, 50 mM NaCl, 50 µg/mL BSA, 100 µg/mL yeast tRNA, 0.01% 

Tween 20, 25 mM Tris-HCl, pH 7.5)）中で、5´末端 FAM 標識オリゴ RNA 断片

（100 nM）あるいは 5´末端 FAM、3´末端 BHQ-1 標識 RNA/DNA キメラオリゴ核酸

断片（500 nM）を FTO または FTO-PUM1 と混合し、25°C で 1 時間インキュベート

した。脱メチル化反応後、反応液の一部と 5％ Ficoll を 1:1 で混合し、0.5×TBE を

用いて 5%非変性ポリアクリルアミドゲルにて電気泳動することで RNA を分離し、

Typhoon FLA 9000 によって可視化し、RNA への結合の確認を行った。さらに、残り

の反応液を 90°C で 3 分間インキュベートし、脱メチル化反応サンプルの 1/10~1/5 量

を MazF による切断反応に用いた。 

2. RNA 競合条件での m6A の脱メチル化 

Demethylation buffer 中で、5´末端 FAM 標識オリゴ RNA 断片（100 nM）と 0.1 

µM FTO-PUM1 および標識 RNA 断片に対してヌクレオチド比で 10 倍あるいは 100

倍量の Competitor RNA（Binding target RNA または Non-specific RNA）とを混

合し、25°C で 1 時間インキュベートした。脱メチル化反応後、反応液を 90°C で 3 分
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間インキュベートし、1/10~1/5 量を MazF による切断反応に用いた。 

脱メチル化反応に使用したオリゴ核酸および Competitor RNA の配列を Table 7 に

示す。 
 

 

蛍光強度測定による MazF 切断の検出 
Corning nonbinding surface 96 well half area microplate (Corning)において、

メチル化反応後のオリゴ RNA/DNA キメラプローブ（50 nM）と 0.08 U/µL MazF を

MazF reaction buffer（40 mM sodium phosphate (pH 7.5), 0.01% Tween 20, 5 

mM EDTA）中で混合し、Arvo sx 1420 multilabel counter (Perkin Elmer)によっ

Table 7. Sequences of oligonucleotides and competitor RNA for demethylation assay. The target sequence of PUM1 
is underlined. A, U, G and C: RNA bases; dA, dT and dG; DNA bases. 

Oligomer Sequence (5´ --- 3´) 

m6A RNA/DNA [FAM]-dCdAdTdAG(m6A)CAdTdAdTdGdT-[BHQ-1] 

A RNA/DNA [FAM]-dCdAdTdAGACAdTdAdTdGdT-[BHQ-1] 

m6A -1 [FAM]-AUUGUAUAU(m6A)CAUUUUA 

A -1 [FAM]-AUUGUAUAUACAUUUUA 

m6A +2 [FAM]-AUUGUAUAUAAG(m6A)CAUUUUA 

A +2 [FAM]-AUUGUAUAUAAGACAUUUUA 

m6A +6 [FAM]-AUUGUAUAUAUCUAAG(m6A)CAUUUUA 

A +6 [FAM]-AUUGUAUAUAUCUAAGACAUUUUA 

m6A +10 [FAM]-AUUGUAUAUAUCGGCUUUAG(m6A)CAUUUUA 

A +10 [FAM]-AUUGUAUAUAUCGGCUUUAGACAUUUUA 

Binding target RNA [Biotin]-CCAGAAUUGUUGUAUAUAAUAUAUUCG 

Non-specific RNA 

GGGCCCGCCUGUUUACGGUGCCGUGGCCGGUUAAAGGUUGCACCGUGAAAUAUACGGAAGCCGAA 

AUUGCGGCCGCAUGUCAGACCUUCCUGAAACUGAACGAUUACCUGCAGGUUGAAACGAUCCAGGC 

GCUGGAAGAACUGGCCGUUCGCGAAAAAGCCAAUGAAGAUGCAGUGCCGCUGUGCAUGGCAGAAU 

UUCCGCGUGCGGGCGUUGGUCCGAGCUGUGAUGAUGAAGUGGAUCUGAAAUCUCGCGCGGCCUAU 

AACGUGACCCUGCUGAAUUUUAUGGAUCCGCAGAAAAUGCCGUAUCUGAAAGAAGAACCGUACUU 

CGGCAUGGGUAAAAUGGCAGUUAGUUGGCAUCACGAUGAAAACCUGGUGGAUCGUAGCGCAGUGG 

CGGUUUAUUCUUA 
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て 37°C で 20-30 秒ごとに約 1 時間、蛍光強度を測定した［励起フィルター: F485、

吸収フィルター: F535］。測定時間に対して蛍光強度をプロットし、飽和した蛍光強度

の平均値を各サンプルの測定値とした。非メチル化プローブを MazF で切断した際の

平均飽和蛍光強度に対して、各サンプルの測定値を標準化し、脱メチル化活性とした。 

 

PAGE による MazF 切断の検出 

脱メチル化反応後のオリゴRNA断片（10 nM）とMazF（0.1 U/µL）をMazF reaction 

buffer 中で混合し、37°C で 1 時間インキュベートした。MazF 反応後、Hi-Di 

formamide (Thermo Fisher Scientific)を 1：1 で混合し、95°C で 1 分加熱した反

応溶液を 0.5×TBE 緩衝液中で 15%変性ポリアクリルアミドゲルにて電気泳動し、切

断された RNA と未切断の RNA を分離した。泳動後のゲルは Typhoon FLA 9000

によって可視化し、Image J software にて解析した。非メチル化プローブを MazF で

切断した際の RNA 切断割合に対して各サンプルの RNA 切断割合を標準化し、脱メ

チル化活性とした。 

 

細胞培養 

ヒト胎児腎細胞由来 Flp-In 293 細胞（Thermo Fisher Scientific）は、10％FBS を

含む DMEM 中にて培養した。37°C、5% CO2 条件下で培養し、80~90%コンフルエ

ントの状態で 2-3 日毎に継代を行った。 

 

VEGFA 発現の評価 

TTP-PUF 発現ベクター (500 ng)、あるいは pCI (500 ng)を 70~80%コンフルエント

の状態の Flp-In 293 細胞にトランスフェクションした。トランスフェクションは

Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher Scientific)を用い、推奨プロトコールに従っ

て行った。トランスフェクション後 24 時間で 500 µM CoCl2 を添加した培地に交換し、

さらに 24 時間培養した。培地上清を回収し、Human VEGF DuoSet kit (R&D 

Systems)を用いて VEGFA タンパク質分泌量を測定した。Flp-In 293 細胞は RIPA 
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buffer で溶解、遠心分離後、BCA Protein Assay kit を用いて総タンパク質濃度を

測定した。VEGFA 発現レベルは VEGFA タンパク質分泌量を総タンパク質濃度によ

って標準化した。 

 

TTP-PUF 発現の確認（ウエスタンブロッティングアッセイ） 

哺乳類細胞発現ベクターをトランスフェクションした Flp-In 293 細胞を 24 時間培養し

た。細胞を RIPA buffer で溶解後、超音波処理し、遠心分離によって上清を回収した。

回収された上清中のタンパク質濃度は BCA protein assay kit によって測定された。

各上清に 2×SDS sample buffer を加えて 95°C で熱変性させた。SDS-PAGE で展

開し、PVDF 膜へ転写した。転写した PVDF 膜に対して抗 FLAG 抗体 (Sigma 

Aldrich: F3165)（1:1000）、抗 β-actin 抗体 (Sigma Aldrich: AC-74)（1:4000）を 1

次抗体として TBS-T に希釈してインキュベーション後、HRP 標識抗マウス IgG 抗体 

(Amersham: NA93)（1:4000）を二次抗体として TBS-T に希釈しインキュベーション

した。抗原-抗体複合体は Amersham ECL Prime により可視化し、LAS 3000 mini

によって検出した。 

 

RNA 結合親和性の評価 

1. 標的 RNA に対する結合親和性の評価 

結合反応は 5 nM 5´末端 FAM 修飾 RNA［RNA(VEGFA)］と 500 nM から 3 倍ず

つ段階希釈した精製タンパク質を緩衝液（10 mM HEPES, 50 mM KCl, 0.5 mM 

EDTA, 2 mM DTT, 0.2 U/µL Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor, 0.1 

mg/mL BSA, 0.1 mg/mL yeast tRNA, 0.01% Tween20, 2% Ficoll）中で 25°C で

1 時間インキュベートすることにより行った。反応後、0.5×TBE を用いて 5%非変性ポ

リアクリルアミドゲルにて電気泳動することで RNA を分離した。泳動後のゲルは

Typhoon FLA 9000 によって可視化し、Image J software とカレイダグラフを用いて

解析した。 

 



 42 

２. 競合結合実験 

各 PUF タンパク質が 50％以下の RNA 結合能を示すように、それぞれ 120 nM 

PUF_V、120 nM PUF_T および 200 nM PUF_I を用いた。結合反応は、上記で用

いた緩衝液中に 5 nM RNA(VEGFA)と精製タンパク質、3 µM から 3 倍ずつ段階希

釈した Competitive RNA を 25°C で 1 時間インキュベートすることにより行った。結

合反応後、上記と同様に遊離 RNA と PUF と結合している RNA を分離して可視化し

た。 

実験に使用したオリゴ RNA の配列を Table 8 に示す。 

 
Table 8. Sequences of RNA oligomers for EMSA and competitive binding assay. N: A, G, U or C. 

RNA oligomer Sequence (5´---3´) 

RNA(VEGFA) [FAM]-GAAAUACAGAUAUAUCUUAAAA 

Competitive RNA        NNNNUACAGAUANNNNNNNNNN 

 

RNA 配列相同性検索 

PUF_V、PUF_T および PUF_I の標的配列と完全に一致する配列を含む転写産物

数を GGRNA （http://GGRNA.dbcls.jp/）において検索した。検索結果において、

各遺伝子の転写産物バリアントを同一とみなし、性質不明の転写産物を結果から除外

した。 
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