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研究成果の概要（和文）：tRNAの構成成分である修飾核酸1-メチルアデノシンの挙動変化を検知することが急性腎傷害
の新しいバイオマーカーとなることを明らかにした(Mishima,JASN,2014)。また大迫研究コホートのサンプルを用いた
一般住民の解析から血中の1-メチルアデノシン濃度がその後の総死亡率と相関することを明らかにした。さらに本研究
の過程から各種修飾塩基(1-メチルアデノシン、N6メチルアデノシン、シュードウリジン、5-メチルシチジン)に対する
モノクローナル抗体を使用してRNA内の修飾を簡便に検出するImmuno-Northern blotting法を確立した（Mishima,PLoS 
ONE,2015）。

研究成果の概要（英文）：We revealed that the detection of 1-methyladenosine, which is a modified 
nucleoside containing in transfer RNA, is a useful new biomarker for diagnosis of acute kidney injury 
(Mishima et al. JASN, 2014). In addition, we showed that circulating 1-methyladenosine levels are 
significantly associated with the mortality in the general population using the sample of Ohasama cohort 
study. Therefore, tRNA damage reflects early oxidative stress damage, and detection of tRNA damage may be 
a useful tool for identifying organ damage and forming a clinical prognosis. Furthermore, we developed a 
method for detecting RNA modifications called immuno-northern blotting analysis and confirmed its various 
capabilities (Mishima et al. PLoS ONE, 2015).
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１．研究開始当初の背景 
 
tRNAは一般にはタンパク質の翻訳時にアミ
ノ酸をリボソームに運搬する役割が知られ
ているが、その役割のみならず酸化ストレス
に対する細胞内ダメージ応答メカニズムと
して tRNAの関与の重要性が近年注目され始
めている。また small non-coding RNAの一種
であるmicro RNA挙動が新たな病態疾患マー
カーとして有用性が報告されつつある。そこ
で我々は同じ small non-coding RNAの中でも
転移 RNA（transfer RNA,tRNA）に着目し、細
胞障害時の転移 RNA（tRNA）の挙動を検知
することが新規の組織障害のバイオマーカ
ーとなりうることを見出してきた。中でも
tRNA上の構成成分の一つで修飾塩基である
1-メチルアデノシンが組織障害時に血中に増
加することを明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 
（１）組織障害を早期に検知する新しいマー
カーとして tRNA分解産物である 1－メチル
アデノシンの臨床有用性を確立する。 
 
（２）tRNA代謝産物濃度の測定が予後判定
因子となりうるか、一般住民における血中の
tRNA代謝産物濃度とその予後との関連の検
討する。 
 
（３）我々は tRNA構成成分を検出する方法
を検討する過程で、我々は修飾塩基に対する
抗体を用いて RNA 修飾の検出する方法であ
るイムノノーザンブロッティング法
（Immuno-Northern Blotting）を新たに開
発した。このイムノノーザンブロッティング
法のプロトコルを確立させ、その有用性の検
討を行う 
 
３．研究の方法 
 
（１）急性腎傷害時の血中１－メチルアデノ
シン濃度の変化検討 
 
腎障害モデルとしてラット虚血再灌流モデ
ル（腎動脈を 60 分間血管クリップで遮断後
に解除）、シスプラチン誘導性腎障害モデル
（20mg/kg を腹腔内投与）、ブタ虚血再灌流
モデル（両側腎動脈を 15 分間血管クリップ
で遮断後に解除）を用いた。各モデルにおい
て経時的に採取した血漿中の 1－メチルアデ
ノシン濃度をEILSAまたはLC-MS/MS法を
用いて測定した。その結果、血中 1－メチル
アデノシン濃度は腎障害後すみやかに上昇
を認めることが明らかとなった。またブタ虚
血再灌流モデルにおいて全身末梢血と腎静
脈からそれぞれ採取した血漿サンプルを比
較すると血中１－メチルアデノシン濃度は
腎静脈中でより高値であった。そのため急性
腎傷害後に増加する血中 1－メチルアデノシ
ンの由来は傷害をうけた腎組織に起因する

ことが示唆された。 
 
さらにヒトの胸部大動脈瘤の患者の術中か
ら術後の血液検体を用いて検討を行った。大
動脈置換術の術中には手術手技上、腎臓の一
定時間の虚血とその後の再灌流が不可避で
あり急性腎傷害が高い確率で起きうる。この
大動脈置換術を受けた患者の術中から術後
に採取した血漿検体を用いて血中 1－メチル
アデノシン濃度を EILSA 法を用いて測定し
た。その結果、血中 1-メチルアデノシン濃度
は腎臓の虚血再灌流の１０分後から有意な
血中濃度の上昇をみとめた。その上昇のタイ
ミングは一般的な腎障害マーカーである血
清クレアチニンや KIM-1 よりも早期の時期
から上昇していた（図 1）。以上から血中 1-
メチルアデノシン濃度は急性腎傷害を早期
に検知するバイオマーカーとして有用であ
る可能性が示唆された。 
 

図 1. ブタ虚血再灌流モデル（左）、およびヒ
ト大動脈置換術（右）の術中の血中１－メチ
ルアデノシン濃度の変化（発表文献 10 より
引用） 
（２）血中１－メチルアデノシン濃度が高い
状態は慢性の酸化ストレス状態を反映してい
るという仮説の検証のため、大迫研究コホー
トの一般住民サンプルを用いて、血中１－メ
チルアデノシン濃度と予後との関連性につい
て検討した。一般住民1,033人から回収した血
清中の1-メチルアデノシン濃度をLC-MS/MSに
よって測定した。6.7年の平均フォローアップ
期間で72人の死亡を認めた。単変量解析では
血中総死亡率に相関性を認めた。またこの相
関は年齢、性別、収縮期血圧、腎機能、喫煙、
高血圧治療歴、糖尿病の有無、高脂血症、心
血管死亡率で多変量解析しても両者相関性を
認め、血中濃度が最も高い群は低い群と比較
して3.05倍の総死亡の相対危険度が高かった
（図2）。以上から血中１－メチルアデノシン
濃度はその後の予後と相関しており、血中１

－メチルアデノシ
ン濃度が高い状態
は慢性の酸化スト
レス状態を反映し
ている可能性が示
唆された。 
図 2. 血中 1－メ
チルアデノシン
濃度と総死亡率
の相関 



（３）ストレス誘導性 tRNA 分解酵素
Angiogenin KOマウスの解析 
 
細胞内の tRNA は酸化ストレス曝露時に
tRNA 分解酵素の一つである angiogenin に
よって半分に切断され half-tRNA の状態で
ある tiRNAへと分解される。このangiogenin
のノックアウトマウスを作成し、組織障害時
の tRNAの挙動の変化および組織障害に与え
る表現形への違いについて検討を行った。
Ang1-KO マウスは通常飼育では野生型マウ
スと同等の体重変化で成長を認めた。また２
０週齢までの通常飼育下での観察では明ら
かな表現形の違いを認めなかった。tRNAの
ストレス誘導性の分解のモデルとして行っ
た肝臓の虚血再灌流モデルにおいては
Ang1-KO マウスにおいて野生型と比較して
組織障害時の tiRNA の出現量の減少を認め
た。本結果は Ang1が欠損していることで酸
化ストレス曝露による tRNAの分解がKOマ
ウスでは減少していることを示した所見で
ある。このストレス誘導性 tRNA分解の減少
が組織障害の程度に変化を与えるか検討を
行った。しかし肝虚血再灌流モデルでは肝臓
の組織障害の程度は Ang1-KO マウスと野生
型マウスの間で有意な差を認めなかった。今
後は他の組織障害モデルでの検討をすすめ
る予定である。 
 
（４）イムノノーザンブロッティング法のプ
ロトコル検討と有用性の評価。 
 
RNA 修飾を検出する方法として、修飾塩基
に対する抗体を使用して検出するイムノノ
ーザン法を開発した。イムノノーザン法は、
抗体を利用して目的タンパク質を検出する
ウエスタンブロッティング法と、相補的プロ
ーブを使用して目的 RNA を検出するノーザ
ンブロッティング法の両者の原理をハイブ
リッドさせた方法である。概略としては、ア
クリルアミドゲルもしくはアガロース電気
泳動でサンプル中の RNA を分離をした後に、
ゲル内の RNA をポジティブチャージナイロ
ンメンブレンへ転写を行う。その後 RNA が
転写されたメンブレン上で標的修飾塩基に
対する抗体と反応させることで、標的修飾塩
基を含むRNAを検出する方法である（図 3）。 

 
図 3. イムノノーザン法の概略（発表文献 2
より引用） 

RNA 中の修飾塩基の内１－メチルアデノシ
ン、N6 メチルアデノシン、シュードウリジ
ン、５－メチルシチジンについて各特異的抗
体を用いてイムノノーザン法で解析するこ
とで生物種、細胞種、オルガネラ毎に RNA
修飾のパターンが異なることを明らかにし
た（図 4） 

図 4. 各修飾塩基に対する抗体を用いたイム
ノノーザン法の検討（発表文献 2より引用） 
 
４．研究成果 
（１）血中の 1-メチルアデノシン濃度が急性
腎障害の鋭敏なバイオマーカーとなりうる
ことを明らかにした。 
 
（２）tRNA由来代謝産物である血中の 1-メ
チルアデノシン濃度が予後予測因子となり
うることを明らかにした。 
 
（３）RNA 修飾を簡便にかつ定量性に優れ
た検出法であるイムノノーザン法を新たに
確立した。また本研究の過程で樹立を行った
１－メチルアデノシン、５－メチルシチジン
及びシュードウリジンのモノクローナル抗
体が今後の研究で広く使用できるように一
般購入可能な状態とした（現在 MBL社から
購入可能な状態となっている。） 
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