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研究成果の概要（和文）：細胞内の転移RNA（tRNA）に含まれる修飾核酸を網羅的に測定しプロファイリングを
行い、未だ治療法の確立していないミトコンドリア病の病態解明や重症度予測などに役立てることを目的とし
た。ミトコンドリアtRNAを高純度で精製する手法を開発し、ミトコンドリアtRNAに特異的な修飾核酸の定量も可
能になった。ミトコンドリア病の患者からiPS細胞を樹立し、さらに同一患者からヘテロプラスミーの異なるク
ローンを樹立した。以上より、今後iPS細胞を用いて、ミトコンドリア病におけるミトコンドリアtRNAの修飾核
酸プロファイリングを行うための一連のプロトコルを確立することができた。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study was to clarify the pathophysiology of 
mitochondrial diseases by comprehensive quantification of modified nucleosides in mitochondrial 
tRNAs. We established 1) the method to specifically purify mitochondrial tRNAs from total RNA, 2) 
the comprehensive quantification system for profiling the modified nucleosides in mitochondrial 
tRNAs, and 3) iPS cell clones derived from patients with mitochondrial diseases such as MELAS, all 
of which will be an important basis for the clinical application of our profiling method to patients
 with mitochondrial diseases.

研究分野： ミトコンドリア病、tRNA、細胞のストレス応答

キーワード： ミトコンドリア病　tRNA　MELAS　iPS細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ミトコンドリア病は未だ根本的な治療法が確立していない難病で、その病態に未解明な点が多いことも治療法の
開発を妨げる要因の一つとなっている。本研究は、ミトコンドリア病の病態への関与が示唆されている、ミトコ
ンドリアtRNAの修飾核酸を網羅的定量によりプロファイリングし、その情報をミトコンドリア病の病態解明に役
立てようとするものである。ミトコンドリア病を、修飾核酸というこれまでにない新たな視点で評価するもので
あり、依然不明な点の多いミトコンドリア病の病態の理解に貢献することが期待される。

※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 
 
 ミトコンドリア病は、細胞内のミトコンドリア DNA（mtDNA）の点変異や欠失などにより心
筋症、脳卒中様症状、糖尿病、難聴などを引き起こす症候群の総称である。代表的な疾患として
MELAS（mitochondrial myopathy, encephalopathy, lactic acidosis, and stroke-like episode）が挙げられ、
その中でも A3243G 変異を有する患者が全 MELAS 患者の 80%程度を占めるとされる。近年
MELAS の脳卒中様症状に対する治療としてタウリン散の内服が認可されたものの、あくまでも
症状を和らげる対症療法としての薬剤であり、新規治療法の確立のため病態の詳細な解明が求
められている。 
 ミトコンドリア病はミトコンドリア機能不全を病態の基礎とするが、mtDNA の異常がどのよ
うにミトコンドリア機能不全を引き起こすかは不明な点も多い。機序の一つとして有力視され
ているのが、転移 RNA（tRNA）の転写後修飾の阻害による tRNA の機能不全である。RNA に
は、構造の基礎となる核酸である A, U, G, C に加え、様々な転写後修飾を受けた修飾核酸が存在
することが知られており、これまでに 100 種を超える修飾核酸が報告されている。tRNA は特に
修飾核酸の種類や量が豊富な RNA 分子として知られている。これまで A3243G 変異を持つ
MELAS 患者では、mtDNA に変異の存在する領域の転写産物であるロイシン tRNA（mt-tRNALeu）
におけるタウリン修飾が阻害されると報告されている(PNAS 2005)。加えて、変異の存在しない
他の複数のミトコンドリア tRNA の別の修飾（2-メチルチオ化修飾）も阻害されることが報告さ
れており(Cell Metab 2015)、ある修飾核酸の量や割合が変動すると他の修飾の形成に影響を及ぼ
す、修飾核酸間のクロストークが存在する可能性が示唆されている。興味深いことに、同じ mt-
tRNALeu上の変異でも変異部位の差異により症状が異なり、さらに修飾核酸のプロファイルも異
なることが報告されている。申請者は、ミトコンドリア tRNA の修飾核酸プロファイルが、ミト
コンドリア病の病態や重症度を反映する可能性を見出すことで、未だ不明な点の多いミトコン
ドリア病の診断や治療に貢献したいと考えた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、ミトコンドリア病患者のミトコンドリア tRNA 内に存在する修飾核酸の一斉定量を
行い、様々なミトコンドリア病に特異的な修飾核酸の変動パターンを同定し、ミトコンドリア病
の病態と修飾核酸変動との相互作用を明らかにするとともに、疾患ごとの修飾核酸のパターン
をミトコンドリア病の診断、重症度分類、治療効果判定などの新たな手法として応用することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
①ミトコンドリアからの tRNAs の効率的な抽出、②LC-MS/MS による修飾核酸の一斉定量系の
構築、③ミトコンドリア病患者から樹立したヘテロプラスミーの異なる iPS 細胞クローンの樹
立、の 3項目を柱とした。  
 
①ミトコンドリア tRNA 特異的抽出法の確立 
 
 LC-MS/MS による修飾核酸定量のためのサンプル調整法を開発する。tRNA 特異的にオリゴを
連結し成熟 tRNA のみを特異的に抽出する手法を開発し、これをミトコンドリア分画抽出と組み
合わせることで、total RNA のほとんどを占める細胞質由来の RNA の混入を防ぎ、ミトコンドリ
ア tRNA を高純度で含んだサンプルを調整できるプロトコルを確立する。測定の信頼性を高める
ためには、オリゴのライゲーションやその後のプルダウン、ミトコンドリア tRNA の酵素的消化
など、多くの過程において最適化が必要であり、まず培養細胞を用いて予備検討を行う。 
 
②ミトコンドリア tRNA 特異的修飾を含めた修飾核酸一斉定量系の構築 
 
 ミトコンドリア tRNA には修飾の中間体も含めると少なくとも 15 種類以上の修飾核酸が存在
するとされている（Nat Commun 2020）。その中にはタウリン修飾(5-taurinomethyluridine; tm5U, 5-
taurinomethyl-2-thiouridine; tm5s2U)や 2-メチルチオ化修飾(2-methylthio-N6-isopentenyladenosine; 
ms2i6A)など、mt-tRNA に特異的に存在する修飾も含まれる。これらを含めた修飾核酸の一斉定
量を可能にするため、定量に必要な内部標準物質と安定同位体の合成を進める。 
 
③同一 MELAS 患者由来でヘテロプラスミーの異なる iPS 細胞クローンの樹立 
 
 A3243G 変異は、MELAS の原因として最も高頻度であることから精力的に研究が進められて



おり、またタウリン修飾や 2-メチルチオ化修飾の形成が阻害されると報告されていることから、
本研究の解析系の妥当性確認のためにも最適な評価対象と考えられる。A3243G 変異を持つ
MELAS 患者の線維芽細胞から iPS 細胞を樹立し、MELAS の病態解明のための疾患モデル細胞
を確立する。また、同じ患者由来であっても、クローン毎に変異ミトコンドリアを持つ割合（ヘ
テロプラスミー）が異なることを確認している。変異ミトコンドリアの比率依存的な修飾核酸の
変動を明らかにするため、異なるヘテロプラスミーのクローンを樹立する。さらにこの iPS 細胞
を心筋細胞などに分化させることで、MELAS の病態（心筋細胞であれば心筋症）のモデル細胞
として確立させる。 
 
４．研究成果 
 
①ミトコンドリア tRNA 特異的抽出法の確立 
 
1) 成熟 tRNA 特異的抽出法の開発 
 
 サンプル調整においては、さまざまな RNA 分子
を含む total RNA から、高純度のミトコンドリア
tRNA を抽出する必要がある。tRNA の精製は一般
的に電気泳動の泳動度を指標に行われるが、同じ
75 塩基程度の小分子 RNA が混入してしまう問題
がある。また電気泳動とその後のゲルの切り出し
は煩雑であり、臨床応用にとっては障壁となるこ
とが予測される。そこで、成熟 tRNA に特異的に結
合するオリゴを用いたライゲーションを行い、オ
リゴに付加されたビオチンをストレプトアビジン
ビーズでプルダウンすることで、高純度の tRNA 分
画を精製する方法を開発した（図 1）。面倒な電気
泳動やゲルの切り出しが不要なプロトコルとなっ
ているのが大きな特徴である。連結されるオリゴ
（計 24 塩基長）は 2 塩基を除いて全て DNA 成分
でできており、測定値に与える影響はほぼ無視でき
る。 
 開発したこの手法で total RNA から tRNA 分画を
抽出し、核酸染色とノザンブロットで評価したとこ
ろ、成熟 tRNA のみが高純度で抽出されていた（図
2）。ミトコンドリア tRNA に対するノザンブロット
では、オリゴが連結され、通常より長くなったミト
コンドリア tRNA が検出されたことから、この手法
はミトコンドリア tRNA の特異的抽出においても
有用であることが確認された。 
 今回開発した方法は、tRNAs の高次構造（tRNA
の 3'-CCA末端）特異的に結合する DNA オリゴと成熟 tRNAs を連結させるものである。本研究
の予備検討としてこの手法の最適化を行い、さらにこの手法を用いて、tRNAs の 3'-CCA末端が
細胞のストレスにより切断されうることを明らかにした。この結果は本研究の重要な基礎デー
タとなるものであり論文として報告を行なった（Front Mol Biosci 2022）。 
 
2) ミトコンドリア分画抽出法の最適化 
 
 申請者が開発したサンプル調整法は、成熟
tRNA 特異的プルダウンを用いたものであるた
め、tRNA以外の RNA 分子（特に total RNA の
大部分を占めるリボソーム RNA など）の混入
は最小限に抑えられる。従って、高純度のミト
コンドリア tRNA サンプルを調整するために
は、細胞質の tRNA 成分を可能な限り除外する
ことが最重要となる。細胞質成分の除去の効率
化と、ミトコンドリア分画の収量の増加を指標
に検討を行い、市販のミトコンドリア抽出キッ
トと比較し、細胞質 RNA 成分の混入が少なく、
ミトコンドリア RNA の収量が大幅に改善した
抽出プロトコルを開発した（図 3）。この手法で
抽出したミトコンドリア分画 RNA を用いて、
1) の成熟 tRNA 特異的プルダウンを行うこと



により、total RNA から高純度でミトコンドリア tRNA のみを抽出し、LC-MS/MS の測定サンプ
ルを調整するプロトコルを確立することができた。 
 
②ミトコンドリア tRNA 特異的修飾を含めた修飾核酸一斉定量系の構築 
 
1) 成熟 tRNA 分画を用いたプレリミナリー解
析 
 
 まず成熟 tRNA 分画と total RNA からそれぞ
れサンプルを調整し（図 1 参照）、LC-MS/MS
で一斉定量を行った。それぞれの修飾核酸濃度
は非修飾核酸濃度で補正し、total RNA 分画で
の存在量を 1 としたときの tRNA 分画での存
在比を算出した（図 4）。total RNA のうち、お
よそ 15%は tRNA とされており、tRNA のみに
存在する修飾核酸は理論上、total RNA 分画に
対する tRNA 分画での存在比が 15% : 100%で、
およそ 7 となることが予想される。実際、tRNA
に特異性が高いと考えられている修飾核酸は、
理論値の 7 に近い値を取っていた。これらの結
果より、開発した成熟 tRNA抽出法が有用であ
ること、さらに本測定系を用いて、修飾核酸の
プロファイリングが異なるサンプルを明確に区別できることが示唆された。 
 
2) ミトコンドリア tRNA 修飾核酸の測定 
 
 ミトコンドリア tRNA 特異的な修飾核酸の定量系を確立するため、τm5s2U, ms2i6A, τm5U, f5C
といった、ミトコンドリア特異的修飾核酸の安定同位体の合成に成功し、これらの精密定量が可
能となった。しかしながら現時点では感度の問題から、培養細胞を用いてもこれらの検出のため
には大量の細胞を必要とすることが課題となっている。引き続き感度改善のための測定条件や
測定方法の検討を進め、実用性の向上を目指す。 
 
③同一 MELAS 患者由来でヘテロプラスミーの異なる iPS 細胞クローンの樹立 
 
 iPS 細胞クローンの樹立に関しては、MELAS 患者由来の iPS 細胞で、異常ミトコンドリアの
割合が 0%と約 80%のクローンを樹立し、いずれもトロポニン陽性率を指標として 80%程度の心
筋誘導効率が得られている。しかしながら現時点では、LC-MS/MS の感度の問題から、誘導心筋
におけるミトコンドリア tRNA の修飾核酸の測定には至っていない。LC-MS/MS の感度を飛躍的
に改善させることは困難なため、心筋への誘導と比較し細胞数を確保しやすい血管平滑筋への
誘導を行い、血管平滑筋におけるミトコンドリア tRNA の修飾核酸プロファイリングを、今後パ
イロット試験として行なっていく予定である。 
 iPS細胞の分化に関しては、ヘテロプラスミーの異なるクローンを心筋細胞、血管平滑筋細胞、
膵 β 細胞、肝細胞など、さまざまな細胞に分化させ解析を行う道筋が立った。ヘテロプラスミー
の異なるクローンを比較することで、細胞内の変異ミトコンドリアの割合がミトコンドリア病
の病態に与える影響を検討することが可能であるため、今後本研究で得られた成果をミトコン
ドリア病の病態解明、および新規ミトコンドリア病治療法の開発に発展させていく。  
 
（その他の研究成果） 
 
 本研究に並行して、tRNA 断片を介した細胞のストレス応答について研究を進め、ストレスに

て切断された tRNA 断片が、小胞体ストレス応答などにおいて機能する RNA リガーゼ(RTCB 複

合体)により修復されること、さらに酸化ストレス下では RTCB の抑制により修復が抑制され

tRNA 断片の産生量が増幅することを明らかにし、報告を行った（IJMS 2022）。また、tRNA 断

片を介した細胞のストレス応答機序に関する総説を 2 報発表した（WIREs RNA 2023, Antioxid 
Redox Signal 2024）。 
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