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緒 言 
 
近年、RNA を構成するヌクレオシドに豊富な化学修飾が見出され、これら修飾ヌクレオシドは RNA の構造的安定

性やRNAの局在を制御し、RNAに質的な情報を付加する［1］。RNAのうち、特に豊富に化学修飾を含むRNAはト

ランスファーRNA（tRNA）である。これまでに 100 種類以上のRNA 修飾が発見され、その 8 割以上が tRNA に見

出されている［2］。また、一部の tRNA修飾については、修飾の破綻がタンパク質翻訳を障害し、2型糖尿病や神経疾

患につながることから、tRNA修飾が生体高次機能に必要不可欠であることが明らかになってきた［3］。細胞内に存在

するほとんどのRNA は核DNA に由来するが、一部のRNA はミトコンドリアDNA から転写され、ミトコンドリア

の中だけで機能する。ミトコンドリアDNAは、22種の tRNA、13種のmRNAと2種類の rRNAをコードし、これ

らの RNA 群から 13 種類のミトコンドリアタンパク質が翻訳される。翻訳されるタンパク質はすべての呼吸鎖複合体

の一部として機能するため、ミトコンドリアでのタンパク質翻訳は電子伝達系の活性を維持し、エネルギー代謝に必要

不可欠である。そのため、ミトコンドリアにおけるタンパク質翻訳障害は、生体エネルギー代謝の低下を引き起こし、

がんなど様々な疾患の発症につながる。 
ミトコンドリア機能低下により発症する疾患のうち、最も重篤な疾患の一つはミトコンドリア病である。ミトコンド

リア病は、脳、心臓や骨格筋などミトコンドリアが豊富に存在する臓器が機能不全に陥る難治性疾患である。ミトコン

ドリア病患者のうち、多くの患者においてミトコンドリアDNAの点変異が認められている。また、これらミトコンド

リアDNAの点変異のうち、最も頻度が高い変異はmt-tRNALeuをコードするDNA領域に存在するA3243G変異であ

る。しかし、なぜA3243Gがミトコンドリア機能障害を引き起こすかについては、これまでにその分子機序が不明であ

った。唯一分かっていたのでは、A3243G変異を有するmt-tRNALeuにおいて、アンチコドンに存在するタウリンが消

失することである［4］。しかし、タウリン修飾の分子機能やタウリン修飾欠損によるミトコンドリア障害の分子機構が

不明であった。本研究は、タウリン修飾酵素Mto1 に着目し、Mto1 欠損マウスを用いてミトコンドリアmt-tRNA の

修飾ヌクレオシドであるタウリン修飾の分子機能を解明することを目的とした［5］。 
 

方 法 
 
全身性Mto1欠損マウスおよび心臓特異的Mto1欠損マウスを作製した。欠損マウスの各組織からRNAを抽出し、

質量分析法でタウリン修飾を測定した。ミトコンドリアにおけるタンパク質翻訳を検討するために、全身性Mto1欠損

マウスの胚からES細胞を作製し、Cyclohexylamine存在下で 35S-メチオニンをES細胞に添加し、ミトコンドリア内

におけるタンパク質翻訳を解析した。ミトコンドリアの形態については、透過型電子顕微鏡を用いて観察した。 
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結果および考察 
 

1． Mto1によるタウリン修飾はミトコンドリア翻訳と好気呼吸に必要不可欠である 
本研究は、まずMto1欠損マウスの表現系解析を行ない、タウリン修飾の分子機能を検討した。胎生8日目の胎児

マウスを摘出して解析したところ、Mto1 欠損マウス胎児は、胎生 8 日目より前に発生が止まり、胎児の大きさが野

生型マウス胎児と比べて半分以下であった（図 1A）。次に、Mto1 欠損マウスの受精卵から ES 細胞を作製し、mt-
tRNA のタウリン修飾とミトコンドリアタンパク質翻訳を検討した。Mto1 欠損細胞由来の mt-tRNA ではタウリン

修飾が完全に消失し、ミトコンドリアタンパク質翻訳も著しく低下していた（図1B-C）。ミトコンドリアでの翻訳さ

れるタンパク質はすべて呼吸鎖複合体に取り込まれ、複合体の一部として機能するため、タンパク質翻訳の低下がミ

トコンドリアの呼吸鎖複合体の形成と活性に大きく影響する可能性が考えられた。そこで、Mto1 欠損 ES 細胞と野

生型ES細胞からミトコンドリアを単離し、呼吸鎖複合体を解析した。Mto1欠損ES細胞では、呼吸鎖複合体の形成

が顕著に障害され、また、複合体 I から複合体 IV の活性も低下していた（図 1D）。呼吸鎖複合体での電子伝達異常

により、Mto1 欠損 ES 細胞ではミトコンドリアの膜電位が低下し、乳酸産生の亢進などミトコンドリア代謝異常が

認められた。 
ES 細胞は未分化細胞であり、ミトコンドリア機能も未発達である可能性が高い。分化した細胞における Mto1 の

分子機能を解析するために、心臓特異的Mto1 欠損マウスを作製した。心臓特異的Mto1 欠損マウスは、出生直後に

死亡した（図1E）。死亡する前に心臓を摘出し、質量分析によるタウリン修飾分析とウェスタンブロットによるミト

コンドリアタンパク量を検討した。心臓特異的 Mto1 欠損マウスの心筋において、mt-tRNA のタウリン修飾が消失

し、ミトコンドリアで翻訳されるMT-COIのタンパク量も著しく低下していたこと（図1F）。 
以上のことから、Mto1 によるタウリン修飾は、ミトコンドリアにおけるタンパク質翻訳を制御し、ミトコンドリ

アの代謝機能に必要不可欠であることが示された。 

図1．Mto1欠損マウスの表現型解析 
（A）胎生8 日目の野生型マウス胎児（WT）と全身型Mto1 欠損マウス胎児（KO）の外見。スケール

バーは0.5 mmを示す。 
（B）野生型ES細胞のmt-tRNAにタウリン修飾（τm5Uとτm5s2U）が存在するが、Mto1欠損ES

細胞ではタウリン修飾が消失した。 
（C）ミトコンドリアタンパク質における 35S-メチオニンの取り込みを示す。Mto1欠損ES細胞では取

り込みが著しく低下し、ミトコンドリアタンパク質翻訳が低下した。 
（D）Mto1欠損ES細胞の呼吸鎖複合体 I-IVの活性が野生型細胞と比べて有意に低下していた。 

統計処理はStudent’s t-testを用い、***はP < 0.001を示す。 
（E）出生直後の心臓特異的Mto1欠損マウス（HcKO）と野生型マウス（Flox）の外見を示す。 
（F）心臓特異的 Mto1 欠損マウスのミトコンドリアでは、MT-COI などミトコンドリア呼吸鎖複合体

タンパク質の量が野生型マウスと比べて顕著に低下していた。 
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2． タウリン修飾欠損によるミトコンドリア膜の形態異常とタンパク質の品質低下 
 ミトコンドリア呼吸鎖複合体がミトコンドリア内膜に密集することは以前から知られている。ミトコンドリアの密度

が効率的な電子伝達に必要であるのみならず、ミトコンドリアの膜構造維持に必要であることが最近明らかになってき

た。タウリン修飾欠損による著しい呼吸鎖障害がミトコンドリアの膜形態に大きく影響する可能性があるため、本研究

は電子顕微鏡を用いてミトコンドリアの膜構造を観察した。野生型細胞では、ミトコンドリアの内膜が細長く形をして

おり、また規則正しく並んでいたが、Mto1 欠損ES 細胞やMto1 欠損心筋では、ミトコンドリアの内膜構造が短く断

片化され、膜構造が激しく破壊されていた。 
 ミトコンドリアに局在するタンパク質は、ミトコンドリア内で翻訳される 13 種類のタンパク質と、核DNA に由来

し、細胞質で翻訳されてミトコンドリアの膜内に輸送される千種類以上のタンパク質によって構成される。Mto1 欠損

ES 細胞では翻訳障害によりミトコンドリア膜が破壊されていたことから、これら細胞質に由来するミトコンドリアタ

ンパク質が正しく輸送されない可能性が考えられた。実際、ミトコンドリアの外膜と内膜に局在する細胞質由来のミト

コンドリアタンパク質を解析したところ、Mto1 欠損ES 細胞では、ミトコンドリア内膜に局在するタンパク質が著し

く低下していた。ミトコンドリアに局在するタンパク質は一般的に疎水性が強く、凝集しやすい性質がある。そこで、

タンパク質の凝集体を蛍光染色すると、Mto1欠損ES細胞においてタンパク質凝集体が多数観察された。また、Mto1
欠損ES細胞ではChopやXbp1などに代表される小胞体ストレス遺伝子の発現が亢進していた。さらに、タンパク質

凝集体の蓄積を抑制するため、Chemical ChaperonであるTUDCAをMto1欠損細胞に投与したところ、TUDCAが

凝集体の蓄積を解消し、小胞体ストレス遺伝子の発現が顕著に抑制された。あらに、TUDCAの投与により、Mto1欠

損細胞の増殖能が改善された。 

 
 
図1．Mto1欠損細胞におけるミトコンドリア膜構造異常とタンパク質の品質低下 

（A）野生型細胞（WT）とMto1欠損細胞（KO）、野生型心筋（Flox）と心臓特異的Mto1欠損マウスの心筋（HcKO）

におけるミトコンドリアの電子顕微鏡像を示す。スケールバーは1μmを示す。 
（B）野生型細胞と比べて、Mto1欠損ES細胞のミトコンドリアでは、内膜に局在するタンパク質の量が低下した。 
（C）細胞内のタンパク質凝集体の蛍光染色像を示す。Mto1欠損ES細胞ではタンパク質凝集体が蓄積していた。スケ

ールバーは10μmを示す。 
（D）Mto1欠損ES細胞における小胞体ストレス遺伝子の発現量が野生型細胞と比べて有意に亢進していた。統計処理

はStudent’s t-testを用い、***はP < 0.001を示す。 
（E）細胞内のタンパク質凝集体の蛍光染色像を示す。TUDCA は Mto1 欠損 ES 細胞内のタンパク質凝集体を除去し

た。スケールバーは10μmを示す。 
（F）TUDCAはMto1欠損ES細胞における小胞体ストレス遺伝子Chopの発現量を抑制した。統計処理はStudent’s 

t-testを用い、*はP < 0.05を示す。 

KOWT

Flox HcKO

Timm44

Timm50

Opa1

Loading
Control

Mitofilin

WTWT KOKO Aggregation

WT

KO

Xbp
1 s

pli
ce

d
Xbp

1
Cho

p
0

1

2

3

4

R
el

at
ive

 e
xp

re
ss

ion

WT
KO***

***
***

KO
KO

+ 
TU

D
C

Aggregation

Vehicle TUDC
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

WT
KO

*

A B C

D E F

3



上原記念生命科学財団研究報告集, 33（2019） 
 

 以上のことから、タウリン修飾は、ミトコンドリアタンパク質翻訳を介してミトコンドリアの膜構造やミトコンドリ

ア外におけるタンパク質の品質維持にも影響することが示された。 
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