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研究成果の概要（和文）：ヒトのtRNAに存在する糖付加キューオシン(Q)について新規修飾遺伝子の特定に成功
した。対象の遺伝子ノックアウト(KO)細胞株を作出し、表現型解析を実施したところ、KO細胞ではタンパク質の
凝集体形成が亢進した。この現象は修飾異常tRNAによってtRNA本来のコドン解読能が変化してしまうことによる
ことが示唆された。修飾の構造と機能の相関を深く理解するために、更なる研究が必要である。

研究成果の概要（英文）：We determined modifying genes of queuosine derivatives found in the wobble 
position of some animal tRNAs. Knocking out each gene in cultured cells revealed the elevation of 
protein aggregates in cytoplasm, suggesting that the hypomodification of the modification by gene KO
 altered decoding ability of corresponding tRNA. To deeply understand the molecular and 
physiological function of these modifications, further investigations will be required.

研究分野：分子生物学

キーワード： tRNA　生合成　デコーディング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RNA修飾のヒトや動物個体における機能は詳細が明らかでないものが多く、今回、修飾酵素の新たな特定を通じ
て、修飾機能の解明に迫った。特にコドン解読という、あらゆる生命に共通するプロセスにおいて当該修飾の特
徴的な役割を提唱したことは一定の意義がある。また今回特定した遺伝子の中に、遺伝子異常が神経変性疾患と
相関する例を見出しているため、病態の理解や疾患の診断や治療への応用が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
RNA分子の成熟過程において RNA修飾は重要なステップである。RNA修飾遺伝子の変異によ
る修飾異常がヒト疾患と関連する例も複数知られるが、生合成遺伝子や機能が不明な修飾も未
だ多い。そのため新規修飾構造の探索や、生合成経路およびその調節機構の特定、さらには修飾
の分子機能の解明が必要である。 
 
 
２．研究の目的 
RNA 修飾の構造や生合成関連遺伝子・酵素は生物界全体に分布し進化的に保存されるものも多
いが、本研究ではヒト(脊椎動物)を中心とする一部の生物種にのみ存在する特徴を持つ「希少修
飾」に着目した。希少修飾の例として、ヒトの一部の tRNAウォブル位に存在するキューオシン
(Q)への糖付加修飾がある。糖付加 Qは主に脊椎動物で見いだされるが、修飾酵素の実態や、糖
付加 Qの機能的意義は明らかでない。そこでこのような修飾の生合成遺伝子/酵素の同定や機能
解析を実施し、希少修飾としての独特な役割の解明を試みる。また希少修飾の細胞内形成率が基
質メタボライトの量的変動に応答して制御されるかどうかを検証し、調節機構の意義を探求す
る。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 候補遺伝子の探索 
動物組織の可溶性タンパク質ライセートから修飾再構成活性を検出する径を構築した。ライセ
ートを各種クロマトグラフィーで分画し、酵素活性を濃縮する。最終的に液体クロマトグラフィ
ー/質量分析法(LC/MS)による画分中のタンパク質を同定し、修飾酵素の候補を絞り込む。 
CRISPR/Cas9により対象遺伝子ノックアウト(KO)し、KO細胞で RNA修飾が消失することによ
り証明する。 
(2) 組み換えタンパク質を用いた in vitro再構成による生合成反応の性質の理解 
特定した遺伝子について動物培養細胞もしくは大腸菌の発現系にクローニングして組み換えタ
ンパク質を取得し、想定された触媒活性があるかを検証する。 
決定した修飾酵素を用いて反応条件の最適化やカイネティックス測定を行い、酵素反応の性質
を深く理解する。 
(3) 修飾遺伝子 KOによる表現型への影響 
修飾酵素同定のため樹立した遺伝子ノックアウト細胞を各種の環境刺激下に置き、生育速度の
阻害や促進への影響を評価することで細胞レベルでの修飾の機能を評価する。 
 
 
４．研究成果 
【糖付加 Q】 
糖付加 Q は細胞質 tRNA のウォブル位修飾 Q に、更に単糖が付加した希少修飾である。2 種の
糖付加 Qが知られ、1種の修飾酵素も同定したが、残りの 1種の酵素は不明であった。なお基質
は付加する単糖に対応した糖ヌクレオチドである。 
(1) 糖転移酵素として知られるタンパク質は多種類存在し予測が困難である。動物組織ライセー
トのカラム分画物から触媒活性を追跡し、濃縮画分に含まれるタンパク質を LC/MSで同定す
ることで酵素の候補を得た。酵素の遺伝子を CRISPR/Cas9ゲノム編集で KOすることで糖付
加 Qが消失することを証明した。 

(2) 同定したタンパク質の組み替え体を取得し、糖付加反応活性を持つことを示した。カイネテ
ィクス測定により、基質 tRNAに対する Kmが 10-8オーダーの値で得られた。基質 tRNAに
Q が形成されると速やかに糖付加を受けることが示唆される。基質糖ヌクレオチドに対する
Km は 10-5オーダーであり、細胞内糖ヌクレオチド濃度と同程度の値を示した。糖ヌクレオ
チドプールの濃度変化により修飾効率が制御される可能性が示唆された。 

(3) KO 細胞における影響を探索した。まずノザンブロット法により対象 tRNA の定常状態量が
変化しないことを示した。次にタンパク質の折り畳み(フォールディング)への影響に着目し、
フォールディングを評価するレポーターとして、点変異により熱変性しやすい Flucの改変体
と GFPを融合させた Fluc-GFPを用いたところ、KO細胞において Fluc-GFPの凝集体が細胞
質に蓄積することを見出した。このことは KO 細胞において不完全な修飾を持つ tRNA がコ
ドンを適切な速度で解読できなくなった結果と考えられる。 

(4) ノックアウト動物における影響やデコーディングへの影響については今後の適切な共同研
究により明らかにする必要がある。 

 
 



【m5U】 
(1) m5U はヒトミトコンドリア tRNAに見られる必須な希少修飾である。これまでメチレンテ
トラヒドロ葉酸(CH2-THF)とタウリンがタウリノメチル基の基質になることを示してきた。 

(2) m5Uの修飾酵素 MTO1と GTPBP3を用いた in vitro再構成系を構築したが、反応効率が非
常に低かった(5%以下)。in vitro 再構成系で tRNA の変異体解析を行い、点変異によるm5U
反応の阻害が修飾欠損の要因となることを示すため、再構成反応の高効率化を検討した。 
具体的には、これまで詳しく検討されてこなかった反応の構成成分の検討を行い、CH2-THF
の最適濃度を決定した。CH2-THFの濃度が高いと逆に反応効率が下がったため、基質阻害が
かかる反応様式が示唆された。また系に加える補酵素の種類と濃度を詳細に検討し、反応に
不要または阻害的に作用する補酵素を除くことで、反応系のシンプル化を進めた。細胞の総
ヌクレオシドからm5Uを検出する LC/MS測定により、現状では通常の細胞培養条件下にお
けるm5Uレベルの約 50%程度の反応効率を達成している。 

(3) HEK293T細胞をタウリン欠乏培地で培養すると、m5Uレベルが低下し、タウリンの代わり
にグリシンを用いた修飾 cmnm5Uが出現する。タウリン濃度低下に加え、グリシンを培地に
添加すると cmnm5U レベルが上昇した。ヒトミトコンドリアにおけるm5U/cmnm5U 修飾形
成は細胞内タウリン・グリシン濃度に依存した調節が行われていることが示唆された。ヒト
ミトコンドリアにおける cmnm5Uの機能や、タウリンやグリシンの代謝レベルと修飾形成率
の関係についてさらに研究を進めていく。 

 
【f5C】 
(1) f5Cはヒトミトコンドリア tRNAMetに見られるAUAコドンの解読に必須な希少修飾である。
修飾遺伝子として NSUN3と ALKBH1をこれまでに特定してきた。各遺伝子の KO細胞に
おけるミトコンドリア機能低下もこれまで証明してきた。 

(2) NSUN3によるメチル化反応を理解するため、基質 tRNAと NSUN3タンパク質それぞれに
ついて変異体解析を行った。アンチコドンステムループ(ASL)をモデルに RNA変異を導入
し、アンチコドンへの変異やループのサイズにより特にメチル化反応が阻害される傾向を
見出した。タンパク質への変異について、予測構造における触媒活性残基や RNA recognition 
motif (RRM)-like領域内の保存残基への変異でメチル化反応が阻害された。RRM-like領域は
活性部位と距離があることから tRNA結合への関与が示唆された。 

(3) f5C が持つ AUA コドン解読能は in vitro のタンパク質合成系やリボソーム結合アッセイで
示されてきたが、細胞内においても AUAコドン解読に寄与するかは不明であった。共同研
究により各遺伝子 KO細胞を用いたリボソームプロファイリングを行い、AUAコドン解読
における寄与を評価した。結果として、これまでの各種 in vitro実験における観察と同様の
傾向を示したが、プロファイリングの実施条件検討を含め、さらなる詳細な解析を進めて
いる。 

(4) NSUN3 のパラログの 1 つ NSUN2 について、KO 細胞のミトコンドリア tRNA 修飾の解析
や in vitro 再構成を通じて、ミトコンドリア tRNA の 5-メチルシチジン(m5C)修飾酵素であ
ることを示した。NSUN2は従来、核質に局在し細胞質 tRNAの m5C修飾を担うことが知ら
れていたが、一部がミトコンドリアにも移行することを意味する。超解像顕微鏡により内
在 NSUN2のミトコンドリア内シグナルの検出に成功した。またミトコンドリア DNAマー
カータンパク質およびミトコンドリア RNA との共染色を実施し、NSUN2 がミトコンドリ
ア RNAと共局在する傾向を見出した。ミトコンドリア RNAがプロセシングされる場であ
るミトコンドリア RNA顆粒(MRGs)の存在が提唱されており、NSUN2がMRGsの構成因子
である可能性を示した。 

 
【関連する成果】 
ヒトミトコンドリア tRNA全 22種の修飾を解析し、本研究で着目した希少修飾以外も含めて 18
種の構造が 137 か所に分布していることを見出した。さらにミトコンドリア tRNA の Q 修飾に
ついて、細胞質の Q修飾酵素である QTRT1と QTRT2の関与を示した。共同研究によるリボソ
ームプロファイリングを実施し、QTRT2の KO細胞でミトコンドリアにおける UAUコドンの解
読速度が変化する影響を見出した。 
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