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研究成果の概要（和文）：本研究では、尿および末梢血標本からtRNA修飾をハイスループットかつ網羅的に解析
する技術開発と同技術を用いたミトコンドリア病およびアジア型２型糖尿病診断技術の開発を行った。ごく少量
の尿あるいは血漿からメタノールで除タンパク後、LC/MS質量分析機器で、1時間以内に30種類の修飾ヌクレオシ
ドを網羅的に解析する技術開発に成功した。本技術を用いて、ミトコンドリア病患者の尿中の2種類の修飾ヌク
レオシド量を調査することにより、ミトコンドリア病を診断できることが明らかになった。さらに、2型糖尿病
危険因子のCdkal1のリスクアレル保有者では、末梢血中のms2t6A 量が有意に減少していることが分かった。

研究成果の概要（英文）：I studied to develop an inclusive and high throughput analysis method for 
tRNA modifications in urine and peripheral blood samples, and applied the method to diagnose 
mitochondrial disease and Asian-type diabetes. I succeeded to develop a analysis method by which we 
could detect more than 30 modified nucleosides within 1 h by LC/MS after removal of proteins form a 
small volume of urine and peripheral blood.  I verified that we diagnosed mitochondrial disease by 
measuring two kinds of modified nucleosides in urine using the new analysis method. Moreover, this 
method was also useful for the diagnosis of Asian-type diabetes in patients who carry risk alleles 
in CDKAL1 gene.

研究分野： 生理学

キーワード： tRNA　ミトコンドリア病　糖尿病　修飾ヌクレオシド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、エピジェネティクスやメタボロミクスのようにセントラルドグマを制御する因子を網羅的に解析するオミ
ックス研究は、生命現象を解明するだけでは無く、疾病発症や病態進行の予測、あるいはプレシジョン・メディ
シンへの期待から、全世界で熾烈な競争が行われている。本研究により、私はtRNA修飾を網羅的かつハイスルー
プットに解析する技術開発に成功した。本成果により、tRNAモドミクスという新しいオミックス研究分野の開拓
と既存のオミックス研究と統合することにより、次世代マルチオミックス研究への発展が期待できる。また、乳
幼児に多く発症するミトコンドリア病の診断を非侵襲的にかつ簡易に診断できることが示せた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

近年、エピジェネティクスやメタボロミクスのようにセントラルドグマを制御する因子を網
羅的に解析するオミックス研究は、生命現象を解明するだけでは無く、疾病発症や病態進行の
予測、あるいはプレシジョン・メディシンへの期待から、全世界で熾烈な競争が行われている。
さらに各オミックス研究で得られたデータを統合し、疾病の解明や予防に役立てようとする多
階層オミックスも精力的に行われている。しかし、現在のオミックス研究は、セントラルドグ
マを制御する分子や化学修飾のすべてを網羅しているわけではない。tRNA は、すべての生物
種において複雑かつ多彩な化学修飾を受けており、同化学修飾は翻訳の正確性や速度、tRNA
の構造や代謝を制御していることが知られていた。従来 tRNA 修飾研究は、化学修飾の同定と
その生理的意義の研究が主であった。しかし我々が、tRNA 修飾異常が 2 型糖尿病、ミトコン
ドリア脳筋症、小児急性肝不全など様々な疾患発症に関与することを報告して以来(1-3)、tRNA
修飾と疾病との関係がクローズアップされている 4, 5)。 
そこで私は、tRNA 修飾を網羅的に

解析する研究分野を新しいオミック
ス研究分野と位置づけ、tRNA モドミ
クスと命名した（図 1）。tRNA モドミ
クスの成果と従来のオミックス研究
成果を統合させた次世代マルチオミ
ックス研究を実施することにより、こ
れまで以上に先鋭な疾病発症と病態
進行を予測できる方法の開発に繋が
るとの着想に至った。しかし、これま
で tRNA修飾をハイスループットかつ
網羅的に解析技術が無いため、tRNA
モドミクス研究を実施することは不
可能であった。さらに、尿や血液中に
修飾 tRNAの代謝産物である修飾リボ
ヌクレオチドが存在するかも不明で
あった。 

 
２．研究の目的 

最近、酵母の tRNA 修飾を HPLC と質量分析（LC-MS）を組み合わせて網羅的に解析する技術が
報告された 6）。私は、この技術をヒト tRNA 修飾の網羅的解析に応用することができるのでは
ないかと考えた。しかし、ヒトの血中や尿中に tRNA の代謝ヌクレオチド（化学修飾リボヌク
レオチド）が存在するか全く報告が無いため、ヒトの血漿および尿を用いて予備実験を実施し
た。すると、血漿および尿のいずれの標本においても、100 µlの検体量で tRNA 特異的な 30 種
類の化学修飾ヌクレオチドを網羅的に同定することに成功した。 
以上のことを踏まえて、本研究は、新しいオミックス研究として tRNA モドミクスを確立し、

解析技術の開発と各疾患における tRNA 修飾解析、また疾患発症分子機構を解明することを目
的として実施した。 
具体的に下記の研究事項を目的とした。 

① ヒト尿および血漿中の tRNA 修飾を網羅的かつ定量的に解析できる技術の開発・・・100µl
の極微量献体からヒトtRNAを構成するヌクレオチドの全修飾を網羅的かつ定量的に解析で
きる技術の開発を行った。 

② tRNA 修飾を標的とした疾患マーカー、予後予測マーカー探索研究・・・ミトコンドリア病
患者の tRNA タウリノメチル修飾ウリジン（τm5U）およびチオメチル化修飾アデノシン
（ms2i6A）について、①で開発した技術を用いて定量解析を実施し、診断および予後予測マ
ーカーとしての有用性について検討した。 

③ アジア型２型糖尿病診断解析技術開発・・・CDKAL1 は、アジア型２型糖尿病の危険因子で
ある。２型糖尿病患者を CDKAL1 の一塩基多型（SNP）で、リスクアレル群と非リスクアレル
群に分け、末梢血中のチオメチル化修飾（ms2t6A）について①で開発した技術で解析し、ア
ジア型２型糖尿病が診断できるか原理検証を行った。 

 
３．研究の方法 
① ヒト尿および血漿中の tRNA 修飾を網羅的かつ定量的に解析できる技術の開発 
ごく最近、酵母から精製した RNA をヌクレアーゼで処理し、HPLC で分離後、LC-MS 質量分析

器で測定することにより、20 種類の tRNA 修飾が解析できる技術が報告された６）。本研究では、
尿中に tRNA の代謝産物、すなわち修飾ヌクレオシドが含まれているのではとの仮説のもと、
上述の方法を変法し、尿から修飾リボヌクレオシドが検出できるか予備実験を行った。具体的
方法は、尿をタンパク質吸着カラムで除タンパクした後、酸処理を行った。その後、HPLC に注
入し分離後、トリプル四重極 LC/MS にて質量分析を行い、Nat. Protoc.に報告されていた各化
学修飾リボヌクレオチドの質量と飛行時間から、各化学修飾リボヌクレオチドについて測定し
た。現在ヒト tRNA のリボヌクレオチドの化学修飾は、38 種類同定されている。酵母もほぼ同

図 1 現在のオミクス研究 



数の化学修飾が判明しているが、Nat Protoc の方法では 20種類しか同定できていない。そこ
で、本研究では 30 種類以上の修飾ヌクレオシドを解析できる技術開発を行った。 
 

② tRNA 修飾を標的とした疾患マーカー、予後予測マーカー探索研究 
ミトコンドリア病（MELAS）患者、未成人の場合は患者の後見人に対してインフォームド・コ

ンセント（IC）を行った。IC で同意を得患者に対して、患者登録、血液、尿標本の採取、臨床
データの収集を行った。目標症例数は、ミトコンドリア病患者および健常人にそれぞれ 40 名
の登録ならびに尿標本の採取とした。 
同意が得られた MELAS 患者および健常人から採取した尿中修飾ヌクレオチド（τm5U ならび

に ms2i6A）解析で得られた各修飾ヌクレオチド量が MELAS 診断マーカーとして有用か、ROC 
(receiver operating characteristic)分析を実施した。また、現在 MELAS 診断マーカーとし
て最も有力視されている FGF-21 と比較して AUC (area under curve) が同等以上であるか検
討した。さらに、コントロールの修飾ヌクレオチドの結果にサンプル間のバラツキがある場合
は、m6A から ms2t6Aに変更するなど、開発項目１−２の尿中修飾ヌクレオシド解析にフィードバ
ックを行い、解析方法の修正を図った。 
 

③ アジア型２型糖尿病診断解析技術開発 
①で開発した尿中 tRNA 修飾解析技術を用いて、糖尿病患者の末梢血標本のチオメチル化アデ

ノシン（ms2t6A） 量について測定した。血球中のチオメチル化修飾については、定量 PCR 法
で解析しており、今回の測定結果と定量 PCR 法で解析した結果について比較し、①で開発した
解析技術のアジア型２型糖尿病診断に対する有用性について調査した。 
 

４．研究成果 
① ヒト尿および血漿中の tRNA 修飾を網羅的かつ定量的に解析できる技術の開発 
40 名の健常人の尿を用いて、36 種類の修飾ヌクレオシドについて網羅的に解析した。36 種

類すべての修飾ヌクレオシドについて LC/MS で半定量的に解析を行い、年齢ならびに性別で有
意差のある修飾ヌクレオシドがあるか
検討したが、認められなかった。 
40 名の健常人の尿中の τm5U および

ms2i6A について、m7G を補正コントロー
ルとして解析した。すると、τm5U では
最小値と最大値で約 40 倍の差があり、
また ms2i6A では、約 10 倍の差が認めら
れた（図２）。すなわち、m7G を補正コン
トロールとして用いた場合、健常人でも
個人差が大きいことが明らかになった。 
そこで、内部補正コントロール修飾ヌ

クレオシドとしてどの修飾ヌクレオシ
ドが最適であるか検討するために、40名
の健常者尿標本中の 36 種類のヌクレオ
シド量から、ミトコンドリア病発症およ
び進行の原因修飾ヌクレオシドである
τm5U および ms2i6A とそれ以外のヌクレ
オシド量を比較検討した。その結果、
τm5U および ms2i6A ヌクレオシド量と相
関するヌクレオシドと相関しないヌクレオシドに区分できることが明らかになった。健常者で
相関するヌクレオシドが補正コントロールとして適していると考えられるため、相関するヌク
レオシドからピアソン積率相関係数（r）が 0.75 以上であるヌクレオシドを抽出した。抽出し
たヌクレオシドの幾何平均を補正コントロールとして、40 名の MELAS 患者と 40 名の健常者尿
中のτm5U および ms2i6A 量を解析し、比較した。その結果、τm5U 量は、健常者と比較して MELAS
患者で有意に低かった。P値は、0.0146 であった。また、ms2i6A 量についても MELAS 患者で有
意に低かった。P値は、<0.0001 であった。 
次に、抽出したピアソン積率相関係数（r）が 0.75 以上である修飾ヌクレオシドについて、

L1 正則化（Lasso 解析）を実施した。その結果、補正コントロール修飾ヌクレオシドとして acp3U
のみを用いることにより、健常者群でばらつきが最小限に抑えられることが明らかになった。 
以上のことから、これまでの技術では酵母から 20種類の修飾ヌクレオシドしか同定できなか

ったが、本研究により開発した解析方法を用いると、36 種類の修飾ヌクレオシドが網羅的に解
析できることが明らかになった。さらに補正コントロールは、acp3U のみで良いことが明らか
になった。 
 

② tRNA 修飾を標的とした疾患マーカー、予後予測マーカー探索研究 
acp3U を内部補正コントロール修飾ヌクレオシドをとして、尿中のτm5U 量および ms2i6A 量を

幾何平均した値を MELAS Index とした。そして、MELAS Index について、MELAS 患者と健常者

図２ 健常人の尿中τm5U および ms2i6A 解析結果 



で比較検討した。すると、MELAS 患者では、MELAS Index
が健常者と比較して有意に小さいことが明らかになっ
た（図３）。 
次に受信者動作特性解析（RO 解析）を行い、ROC 曲

線を描写した。ROC=0.9796、95% CI=0.9519〜1.000 で
あった（図 4）。またカットオフ値の見定めを行った。
カットオフ値を 0.687879 とすると、感度：95．24％、
特異度：91.43%であった。 
現在、ミトコンドリア病診断のためのマーカーとし

て、クレアチニンキナーゼ（CK）,ピルビン酸、乳酸、
乳酸/ピルビン酸比、FGF-21 などが用いられている（図
4）。そこで、これらマーカーと MELAS Index について
ROC 曲線、Area under the curve (AUC)について比較
検討した。MELAS index の AUC が最も大きいことが明
らかになった（図 5）。 
 

③ アジア型２型糖尿病診断解析技術開発 
44 名アジア型２型糖尿病患者の末梢血か

ら、DNA を精製し、CDKAL1 の SNP(rs10946398)
を調査し、リスクアレル群と非リスクアレル
群に分けた。リスクアレルを保有している患
者が 19 名、非リスクアレルを保有している
患者が 25名であった。 
次に、末梢血から血漿を分離し、メタノ

ールで除タンパク後、ms2t6A 量について
LC/MS で検討した。その結果、リスクア
レル群の ms2t6A 量が、非リスクアレル群
のそれより有意に少ないことが明らか
になった（P<0.01）。本結果より、末梢血
の修飾ヌクレオシド量を測定すること
により、アジア型 2型糖尿病が診断でき
る可能性が示唆された。 
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