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研究成果の概要（和文）：ヒト/脊椎動物に特異的に存在するミトコンドリアtRNA-Metのウォブル位修飾5-ホル
ミルシチジン(f5C)の生合成について、f5Cはメチル化により5-メチルシチジン(m5C)を経てm5Cの酸化により生じ
る経路を示唆し、実際にメチル化酵素NSUN3とm5Cの酸化酵素ALKBH1を同定し、in vitroでのf5C形成に成功し
た。NSUN3とALKBH1の遺伝子ノックアウト(KO)細胞におけるミトコンドリア機能障害およびミトコンドリアタン
パク質合成能の低下を明らかにした。f5C以外の修飾に関しても試験管内再構成や修飾遺伝子の同定を達成した
が、修飾機能の理解のために、更なる研究が必要である。

研究成果の概要（英文）：We revealed the biogenesis and physiological function of 5-formylcytidien 
(f5C) modification specifically found in the wobble position of human/vertebrates mitochondrial 
tRNA-Met. A metabolic labeling analysis enables us to predict that f5C synthesis initiates 
methylation of C to 5-methylcitidine (m5C), and then oxidizes m5C to f5C. Actually, we successfully 
identified the methyltransferase NSUN3 and the oxygenase ALKBH1 and performed in vitro f5C 
reconstitution by using these enzymes. Knockout cells of each gene exhibited mitochondrial 
dysfunction and decreased mitochondrial translation in biochemical analyses. As for species-specific
 modifications other than f5C, in vitro reconstitution or modifying gene identification were 
achieved. To deeply understand the function of these modifications, further investigations will be 
required.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
RNA 分子の成熟において RNA 修飾は重要

な過程である。修飾欠失および修飾遺伝子の
変異が疾患と関連する例も複数知られるが、
修飾遺伝子や機能が不明なものも未だ多い。 
例としてヒトミトコンドリア(mt) tRNAMet

のウォブル位に存在する 5-ホルミルシチジ
ン(f5C)は AUA コドンをメチオニンとして解
読するために必須であることが in vitro の実
験により見いだされている。しかし f5C の生
合成機構や細胞(生体)内での機能は明らかで
ない。 
 
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)特
異的な「希少修飾」に着目した。修飾遺伝子
/酵素の同定や機能解析を進め、希少修飾ゆえ
の独特な役割の解明を試みる。 
本研究では、主な対象としてヒト/脊椎動物

に見いだされる生物種特異的な RNA 修飾で
ある f5C・5-タウリノメチルウリジン(m5U)・
糖付加 Q 等について生合成経路および生理
機能の解明を目指している。 
 
３．研究の方法 
(1) 修飾構造基質の決定 
培養細胞に安定同位体標識化合物を添加

し、同位体元素が修飾構造に取り込まれたか
を質量分析で評価することで修飾構造を構
成する分子や代謝経路を決定する。 
(2) 候補遺伝子の探索 
構造の基質が判明すると、修飾酵素がどの

ような反応を触媒するか予測が可能となる
ため、候補となる遺伝子を CRISPR/Cas9 によ
りノックアウト(KO)し、RNA 修飾が消失す
るかを証明する。 
(3) 組み換えタンパク質による in vitro再構成 
遺伝子が特定された場合、対象の遺伝子を

クローニングし誘導発現系により組み換え
体を取得し、想定された触媒活性があるかを
検証する。 
遺伝子の特定と合わせ、最終的に修飾酵素

の同定と修飾形成反応の実体が判明する。 
(4) 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 
【f5C】 
(1) 13C 標識されたアミノ酸を培地に添加し、
培養細胞中の f5C に同位体が取り込れるかを
質量分析により評価したところ、メチオニン
の 13C が f5C のホルミル基炭素に導入される
ことを見出した。 
(2) メチオニンは細胞内において S-アデノシ
ルメチオニン(SAM)を介してメチル基転移の

ドナーとなる。つまり f5C は直接的なホルミ
ル基転移によって形成されず、まず 5-メチル
シチジン(m5C)にメチル化されてから酸化に
より生じるという生合成経路が考えられた。
そこでミトコンドリア局在性の機能未知な
メチル基転移酵素遺伝子群から候補 NSUN3
について遺伝子を KO し、ミトコンドリア
tRNAMetの修飾を調べたところ、f5C が消失し、
未修飾 C のままであったことを見出した。 
同様に機能未知な酸化酵素遺伝子群から候
補 ALKBH1 の遺伝子 KO により、f5C が消失
し、中間体 m5C が生じることを見出した。 
(3) NSUN3 と ALKBH1 の組み換え体を大腸
菌系で大量発現精製し、in vitro の試験管内再
構成を試みた。予想通り NSUN3 は SAM 依存
的なメチル化活性を、また ALKBH1 はドメイ
ン構造から推測された Fe2+ / 2-オキソグルタ
ル酸 (2OG)依存的な酸化活性を有していた。
全体の反応はメチル化を起点とし、5-ヒドロ
キシメチルシチジン(hm5C)を経由する、C → 
m5C → hm5C → f5C という段階的な形成で
あることを示すことができた。 
ミトコンドリア DNA 内 mt tRNAMet遺伝子へ
の点変異が遺伝性ミトコンドリア病と相関
することが知られている。そこで報告事例が
ある mt tRNAMetの 9 種の変異体を作成し、f5C
再構成能を評価した。NSUN3 はアンチコド
ンループの変異によりメチル化能が低下し
たが、ALKBH1 の反応は変異による活性の変
化は見られなかった。変異による疾患の発症
に f5C 形成の特にメチル化段階の重要性が示
唆された。 
(4) NSUN3とALKBH1のKO細胞はミトコン
ドリア f5C を失っていることから、KO 細胞
のミトコンドリア機能を評価した。まずどち
らの細胞も O2 消費量の顕著な低下が認めら
れ、また非発酵性の炭素源を使うガラクトー
ス添加培地中での増殖能の低下が観察され
た。アンチコドン修飾欠損の直接的な影響と
してタンパク質合成能の測定を 35S パルスラ
ベル実験で実施し、実際に各 KO 細胞でミト
コンドリアタンパク質合成能が低下してい
ることを示した。また呼吸鎖複合体 I サブユ
ニットの定常状態量が低下した観察結果は
複合体アセンブリの異常を示唆する。単離ミ
トコンドリアの呼吸鎖酵素複合体の粗分画
物から酵素活性を測定し、複合体 I の活性が
大幅に低下し、複合体 IV の活性も中程度に
低下していた。総じてミトコンドリア機能障
害の表現型を見出した。 
(5) その他: 先行研究によれば ALKBH1 は
核・細胞質での酸化反応を介した脱メチル化
を行うとされる。一方、細胞質 tRNALeu のウ
ォブル位には 2’-O-メチル-f5C (f5Cm)および
hm5Cm の存在が知られていた。ALKBH1 の
KO 細胞由来の細胞質 tRNALeu を解析し、
f5Cm/hm5Cm の消失と m5Cm の出現が見いだ
され、また in vitro 反応により f5Cm/hm5Cm が
形成された。細胞質における f5C(m)はミトコ
ンドリア f5C と同様にデコーディング性能に



関わると推測されるが、更なる研究が必要で
ある。 
【m5U】 
(1) m5U は f5C と並んでヒトミトコンドリア
に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 の修飾遺伝子について、代表者らに
よる酵母ミトコンドリア研究との比較から、
2 種の酵素 GTPBP3 と MTO1 の関与が推測さ
れていた。CRISPR/Cas9 により GTPBP3 遺伝
子を KO した細胞では、実際にm5U が消失
していることを見出した。 
(3) HEK293T 細胞で共過剰発現させた
GTPBP3/MTO1 複合体を取得し、KO 細胞由
来m5U 欠損 tRNA とタウリンとテトラヒド
ロ葉酸を基質に各種補因子を加え再構成反
応を実施したところ、5%以下の低効率だった
がm5U の形成が確かめられた。 
(4) f5C の解析のケースと同様の解析を行い、
GTPBP3 の KO 細胞でミトコンドリア機能障
害の表現型を見出した。 
【糖付加 Q】 
(1) 糖付加キューオシン(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。基質は付加する単糖に応じた
糖ヌクレオチドである。 
(2) 糖転移酵素として知られるタンパク質は
多数あるため本当に修飾酵素がいるのか、い
たとしても予測が困難である。細胞ライセー
トのカラム分画物から触媒活性を追跡する
ことで酵素の特定に成功した。酵素の遺伝子
を KO することで糖付加 Qが消失することが
判明した。 
(3) 組み替え体を取得し、糖付加反応活性を
持つことを確認した。カイネティクス測定に
より、基質 tRNA に対する Km が 10-7オーダ
ーの値として得られた。基質 tRNA に Q が形
成されると速やかに糖付加が起こることが
示唆される。 
(4) これまで KO 細胞の表現型に目立ったも
のは見いだされていない。今後の研究により
糖付加 Q の機能的意義を明らかにする必要
がある。 
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