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［２］研究経過 
 表題の研究は加齢研の魏教授と共に実施しており、 
魏教授から研究に対するアドバイスをいただいた他

に、全 61 種類のコドン翻訳レポータープラスミドを

ご分与いただいた。本来であれば、表題研究について

記述すべきところであるが、関連成果を特許出願中で

あるために、その内容を公表できない。そこで大変恐

縮だが、魏教授および大学院生の村上慶高と共に進め

てきた、ミトコンドリア tRNA修飾酵素の研究につい

て書かせていただく。こちらの研究成果は、2021 年

12月に論文を投稿し、現在リバイスを実施中である。 
 
ミトコンドリアは、核ゲノムとは独立したDNAと

遺伝子発現系を有する。ミトコンドリア内の遺伝暗号

は核・細胞質とは一部異なり、たとえばAUAコドン

は核・細胞質ではイソロイシンを指定するが、ミトコ

ンドリアではAUA はAUG と共にメチオニンを指定

する。ミトコンドリアDNAには、呼吸鎖複合体タン

パク質、およびその翻訳に使われる tRNAなどがコー

ドされている。ミトコンドリア内で転写された tRNA
は、様々な転写後修飾を受けて成熟するが、tRNA修

飾の一つとして、tRNA の 5-ホルミルシチジン修飾

（f5C修飾）が知られる（図１）。 
f5C修飾は、ミトコンドリアのメチオニン tRNAの

アンチコドン１文字目のみに存在する修飾である。未

修飾のCAU アンチコドンはAUG コドンのみと効率

的な塩基対合が可能であるのに対して、f5C 修飾が付

加された f5CAU アンチコドンは AUG のみならず

AUAコドンとも効率的に塩基対合できる（図１）。f5C
修飾反応では、初めにNSUN3という酵素がシトシン

塩基の５位にメチル基を付与し、次にALKBH1とい

う酵素がメチル基をホルミル基へと酸化する。ヒトの

培養細胞において、NSUN3やALKBH1のノックア

ウト細胞はミトコンドリアの翻訳量の低下を示し、両

アレルの NSUN3 遺伝子の変異はミトコンドリア病

を引き起こすことが知られる。本研究は、Nsun3ノッ

クアウトマウスを作製して個体における NSUN3 の

役割の詳細な解明を目的とする。 
 
［３］成果 
 （３－１）研究成果 
 初めに、Nsun3全身ノックアウトマウスの作製を試

みた。Nsun3ヘテロマウス同士の交配により、野生型：

ヘテロ：KO = 5匹 : 13匹 : 0匹の割合で生まれた。

次に、ヘテロマウス同士の交配後にE12.5の段階で胎

児を観察した結果、少なくともE12.5 の段階で、KO
の胎児は顕著に小さく子宮に吸収され始めているも

のもいた。従って、NSUN3はマウスの正常な発生に

必須であることを明らかにした。今後、E9.5の段階で

KOマウスが生きているかを観察する予定である。 
 次に、成獣でのNSUN3の生理学的および生化学的

な意義の解明を目的とし、Nsun3 Flox マウスと心筋

特異的に Cre を発現する Myh6-Cre マウスとを交配

することで、心臓特異的 Nsun3  KO（Nsun3 HKO）

マウスを作製した。Nsun3 HKOマウスは正常に生まれ

て成長し、20週における体重はFloxマウスと同等で

あった。Nsun3 HKOマウスの心臓を摘出し、RNAを

抽出、分解し、f5C 修飾を液体クロマトグラフィ質量

分析で定量した結果、Nsun3 HKO マウスの心臓では



 

f5C修飾が無くなっていることを確認した。 
 成獣の加齢に伴う心臓の表現型の解明を目的とし、

14週齢および50週齢のマウス心臓を解析した。初め

に心臓の重量を調べた結果、14 週齢では心重量が

Flox マウスとNsun3 HKOマウスで差が無かったのに

対して、50週齢では、Nsun3 HKOマウスの心臓がFlox
マウスよりも30%ほど重くなっていた(P = 0.034)。次

に、心エコーを実施した結果、左心室後壁の厚さは14
週齢ではFloxマウスとNsun3 HKOマウスで有意差が

無かったのに対し、50 週齢では、Nsun3 HKO マウス

では左心室後壁が有意に厚かった。一方で、14週齢の

段階からNsun3 HKOマウスのほうがFloxマウスより

も心臓の駆出率が大きかった。以上より、Nsun3 HKO

マウスの心臓では、心筋症とは言えない軽度の異常が

見られ、加齢に伴いやや悪化する。 
 ミトコンドリアの機能異常は、ミトコンドリアの形

態異常を伴うことが知られる。そこで、14週齢および

50 週齢のマウス心臓のミトコンドリアを電子顕微鏡

で観察した。その結果、（１）Nsun3 HKO マウス心臓

では Flox マウス心臓と比べてミトコンドリアの面積

が 1.7 倍に増加していること、（２）Flox マウス心臓

では 14 週齢と 50 週齢でミトコンドリア面積が変わ

らないのに対してNsun3 HKOマウス心臓では14週齢

に比べて50週齢で17%大きくなっていること、（３）

Nsun3 HKO マウス心臓ではクリステが断片化してい

ることを見出した。以上より、Nsun3 HKOマウスの心

臓ではクリステが断片化し、ミトコンドリアが特に加

齢に伴い肥大化していることを明らかにした。 
 f5C 修飾は、ミトコンドリアにおけるタンパク質合

成において重要であることがヒト培養細胞を用いた

先行研究で明らかにされている。そこで次に、Nsun3 
HKO により心臓でミトコンドリアの呼吸鎖複合体に影

響が出るかを検証するために、初めに、ミトコンドリ

アを単離して呼吸鎖複合体のBlue native-PAGEを実

施した。その結果、14週齢と50週齢のNsun3 HKOマ

ウス心臓において、複合体 IV 量の顕著な低下が見ら

れた。複合体I, II, III, Vについては明確な定常状態量

の低下は見られなかった。また、ウェスタンブロット

でも、複合体I, II, III, Vのタンパク質量はほとんど変

わらず、複合体 IV タンパク質量の顕著な低下が観察

された。次に、心臓から単離したミトコンドリアを用

いて呼吸鎖複合体 I-IVの活性を測定した。その結果、

14週齢でのNsun3 HKOではFloxと比べて複合体 IV
の活性が６割ほどに低下した。さらに、50週齢では、

Nsun3 HKOでは Flox と比べて複合体 IV の活性が５

割ほどに低下したのみならず、複合体 Iの活性も５割

ほどに低下した。以上より、Nsun3 HKOマウスの心臓

では、若齢時から複合体 IV の活性が低下し、加齢に

伴い複合体 I の活性も低下することを明らかにした。 
 

（３－２）波及効果と発展性など 
ミトコンドリア tRNA アンチコドンの修飾酵素とし

て、魏教授らはMTO1とMTU1がマウス胚発生に必

須であることを解明していた。本研究によりさらに、

３番目の tRNA アンチコドンの修飾酵素 NSUN3 も

胚発生に必須であることが示され、ミトコンドリア

tRNA アンチコドン領域の修飾の生理的重要性がさ

らに強調された。一方、心臓特異的KOは、Mto1 HKO

やMtu1 HKOが明確な心筋症とより顕著な呼吸鎖複合

体活性低下を示すのに対して、Nsun3 HKOは、比較的

軽度な表現型を示した。これは、MTO1やMTU1が

リジンやグルタミンなど複数のアミノ酸の翻訳に重

要であるのに対して、NSUN3はメチオニンのみの翻

訳を促進するからだと考えられる。また、ミトコンド

リアへの影響が比較的軽度であるからこそ成獣まで

成長し、加齢に伴う表現型が見えてきたとも考えられ

る。 
 全身 Nsun3 KO が胚性致死であるのに対して、ミ

トコンドリア機能が重要とされる心臓でさえ臓器特

異的な Nsun3 KO の表現型が比較的軽度であった。

今後の課題としては、発生のどの段階のどの組織・細

胞において NSUN3 が重要であるかの解明が待たれ

る。 
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