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研究成果の概要（和文）： 
ヒトミトコンドリアtRNAウォブル位修飾ウリジンの修飾遺伝子であるhGTPBP3とhMTO1の機能
解析を行った。2 遺伝子産物は共にミトコンドリア局在性を示し、細胞内で複合体を形成して
いた。酵母の相同遺伝子欠損株を用いた相補実験の結果から、2遺伝子はヒト-酵母の組み合わ
せで修飾活性を発現しないこと、また hGTPBP3 の C 末端が修飾の形成に必要であることが示唆
された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We investigated two human gene products, hGTPBP3 and hMTO1, which modify the wobble 
uridine of human mitochondrial tRNAs. They localized in mitochondria and interacted each 
other. Replacement of each of these genes from yeast homologues to human genes did not 
complement modification activity, and the C-terminal region of hGTPBP3 was suggested to 
be required for the wobble modification. 
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１．研究開始当初の背景 
tRNA の転写後修飾は tRNA の機能成熟に関

わるプロセシング過程の 1 つで、特に tRNA
のウォブル位への修飾は、タンパク質合成に

おいて tRANがコドンを正確に認識するため

に重要な機能構造である。5-メチル型ウォブ

ル位修飾ウリジン(xm5U)は 3 字目が A また

は G であるコドンの認識に関わることが知

られている。ヒトのミトコンドリア tRNA の

xm5U(mt-xm5U)である 5-タウリノメチルウ

リジンはミトコンドリア tRNAの点変異によ

り 5-タウリノメチル修飾が欠損し、ある種の

ヒトミトコンドリア病の発症要因として知

られる。また、5-タウリノメチルウリジン修

飾遺伝子とされる hGTPBP3と hMTO1につ

いても遺伝子変異と心筋肥大症などのミト

コンドリア異常を呈する遺伝病との関連が

見つかっている。進化的に保存されている

xm5U はバクテリアや酵母ミトコンドリアに

おいてもカウンターパート構造やヒト修飾

遺伝子のホモログが見出されており、これら

モデル生物を用いた研究の進捗も見られる

が、ヒト疾患における発症機構を正しく理解

するには、ヒトの遺伝子・酵素・ミトコンド

リア tRNAを直接の解析対象にした5-タウリ
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トコンドリア tRNA認識機構に対する知見が

必要である。しかしヒト因子を用いた研究の

進展は遅れているのが現状である。 
 
２．研究の目的 
5-タウリノメチルウリジン生合成におけるヒ

トの修飾酵素の性質を明らかにする。そして

ヒト因子のみによる 5-タウリノメチルウリ

ジン再構成系の構築を目指す。ヒト因子のみ

による再構成系を用いた種々の解析結果は、

モデル生物系で得られた xm5Uに対する知見

よりもヒトでの性質を直接的にあらわすモ

デルとなる。 
 
３．研究の方法 
ヒトの 5-タウリノメチルウリジン修飾遺伝

子とされる hGTPBP3と hMTO1の組換え体

発現系を構築し精製する。そのための発現コ

ンストラクトの構成や発現ホストの検討を

並行して行う。2 つの因子用いた修飾再構成

反応を試みる。また 5-タウリノメチルウリジ

ン構造の試験管内反応による再現が可能か

を検証するため、大腸菌酵素を用いた xm5U
の試験管内再構成系や酵母を用いた遺伝子

相補系を用いた解析を行う。 
 
４．研究成果 

hGTPBP3 と hMTO1 をそれぞれ単独に大腸

菌で発現するベクターを構築した。C 末側に

His6 タグを融合し、N 末端はミトコンドリ

ア移行シグナル配列(推測)をあらかじめ除去

するように設計した。除去シグナル配列は

Mitoprot により推測された切断部位を暫定

的に用いた。pET ベクター - BL21(DE3)の
系で IPTG誘導発現させたところ、hGTPBP3
は高発現を示し、大部分が可溶化した。一方、

hMTO1 は発現量が低く大部分が不溶化した。

検討により低温培養下でのラクトース誘導

発現で hMTO1 の可溶化率がある程度改善さ

れた。大腸菌組換え体の hGTPBP3 と

hMTO1、転写合成したヒトミトコンドリア

tRNA を基質にした再構成反応を行ったが、

5-タウリノメチルウリジンは形成されなかっ

た。N 末除去配列が適切でなかったことや、

hMTO1 量が十分でなかった、翻訳後修飾が

再現されなかったなどの可能性が考えられ

たため、大腸菌発現系を適切に設計するため

には hGTPBP3と hMTO1のより詳細な知見

が必要と考えられた。 
酵母ミトコンドリア tRNA の mt-xm5U は同

じ真核生物であるにもかかわらずヒトの 5-
タウリノメチルウリジンとは異なる構造を

持つが、mt-xm5U 修飾酵素とされる yMSS1
と yMTO1 はヒトの hGTPBP3 と hMTO1 の

ホモログである。酵母の yMSS1 および

yMTO1 の欠損株に、yMSS1 または yMTO1、
hGTPBP3 ま た は hMTO1 を 相 補 し 、

mt-xm5U が再構成されるかを観察するため、

酵母 ADH プロモーター恒常発現ベクターに

計 4 遺伝子をクローニングした。yMSS1 と

yMTO1 は完全長 CDS ならびに、ベクターに

よる発現を検証できるよう C 末端に FLAG
タグを融合させた 4 種類の配列を構築し、

hGTPBP3 と hMTO1 は完全長 CDS の C 末

端にFLAGタグを融合させた2種類の配列を

構築した。完全長 yMSS1 および yMTO1 の

相補により、欠損株で失われた mt-xm5U 形

成能が復活したが、C 末タグ融合型 yMSS1
および yMTO1 の相補では yMSS1 のみ形成

能を失ったままであった。C 末タグ融合によ

り付加された配列が yMSS1 の機能を喪失さ

せ る と 解 釈 さ れ た 。 C 末 タ グ 融 合 型

hGTPBP3 および hMTO1 の相補では、どち

らの場合も mt-xm5U または 5-タウリノメチ

ルウリジンの形成能は復活しなかった。C 末

タグ融合 hGTPBP3 は yMSS1 と同じく C 末

タグの影響による可能性が考えられ、

yMTO1 は hMTO1 に置き換えられても機能

的相補が不可能であることを示唆している。 
大腸菌発現系の検討と並行し、ヒト培養細胞

を用いた発現系の構築を行った。高コストで

発現精製スケールが小さい欠点はあるが、ミ

トコンドリア移行に伴う N 末シグナル配列

の除去や翻訳後修飾などのプロセシングが

正しく行われることが期待される。CMV プ

ロモータの下流に hGTPBP3 または hMTO1
完全長 CDS に C 末端 FLAG タグまたは V5
タグを融合させた 2 種類の配列を構築した。

HeLa 細胞に発現ベクターをコトランスフェ

クションし一過的に共発現させ、免疫染色に

より細胞内局在がミトコンドリアにあるこ

とを確認した。共発現させた細胞ライセート

と抗 FLAG タグ抗体ビーズを用いて免疫沈

降を行い、抗 V5 抗体によりウエスタンブロ

ッティングで共沈降タンパクを検出したと

ころ、hGTPBP3 の共沈降物に hMTO1 が、

hMTO1 の共沈降物に hGTPBP3 が含まれて

いた。従って hGTPBP3 と hMTO1 はミトコ

ンドリア内で複合体を形成していることが



 

 

判明した。xm5U 修飾酵素間の相互作用の検

出はヒト因子では初めてであり、酵母におい

て hMTO1 のみでの機能相補ができなかった

のは、異種生物間では複合体形成が起きにく

く、5-タウリノメチルウリジン形成にはタン

パク間相互作用が重要であることが示唆さ

れた。 
抗 FLAG タグ免疫沈降物に hGTPBP3 と

hMTO1 が共に濃縮されていることから、免

疫沈降物と転写合成したヒトミトコンドリ

ア tRNAを用い再構成反応を行ったがこの場

合も 5-タウリノメチルウリジン形成は確認

できなかった。 
酵母の結果で示唆されたようにhGTPBP3の

C 末タグを除去し、hMTO1 により免疫沈降

することでhGTPBP3を共精製するという方

針が有効であることが示唆された。 
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