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リボソームプロファイリングによるミトコンドリア翻訳の 
網羅的理解

脇川 大誠 1，岩崎 信太郎 1, 2

真核細胞では細胞質内のタンパク質合成系に加えて，ミトコンドリア内にもう一つのタン
パク質合成系を有している．この二つのタンパク質合成系は空間的に分離しているだけで
なく，進化的に異なるメカニズムによって制御されている．特にミトコンドリア翻訳に関
しては技術的制約もあり，その制御メカニズムの詳細が長年明らかにされてこなかった．
本稿では，ミトコンドリア翻訳を研究するために開発された生化学的解析手法，次世代
シークエンス技術を紹介しつつ，ミトコンドリアリボソームプロファイリングの発展に焦
点を当て，その最新の活用例を紹介する．

1. はじめに

ミトコンドリアは細胞内の主要なエネルギー供給源で
あり，酸化的リン酸化反応を介してATPを産生し，細胞
の恒常性を維持している．ミトコンドリアの起源である
プロテオバクテリアが細胞内共生に至り 1），約20億年を経
て，ミトコンドリアを形作る遺伝子の多くは核ゲノムへと
移行した．しかしながら，ミトコンドリアは依然として自
身のゲノムDNAを保持し，わずかなミトコンドリアタン
パク質をコードしている．ヒトのミトコンドリアゲノム
は，ポリシストロニックmRNA 2種を含む11種のmRNA
（mt-mRNA）に加え（タンパク質としては合計13種），2種
の rRNA（mt-rRNA），22種の tRNA（mt-tRNA）を保持し
ている．オルガネラ内で専用のリボソームを組み立てるこ

とで，酸化的リン酸化複合体に必須の13種のタンパク質
を合成している 2）．その結果，真核生物の細胞内には細胞
質とミトコンドリア内部で二つの異なるタンパク質合成系
が共在することになる．これらは，その駆動される場所や
メカニズムが大きく異なる（図1）．
ミトコンドリア翻訳活性はATP産生能をつかさどるた

め，その異常は脳卒中様エピソード（MELAS），ミオクロ
ニーてんかん（MERRF），リー症候群などの疾患を引き起
こすことが知られている 3‒6）．これらの病態はミトコンド
リア機能異常に基づくことからミトコンドリア病と総称さ
れ，わが国では難病指定されている多臓器疾患である．こ
のように，ミトコンドリア翻訳は細胞において重要な反応
であるにもかかわらず，そのメカニズムや制御機構の理解
は，解析の困難さから立後れている．これは細胞質に比
べ，ミトコンドリア翻訳は細胞全体から見ればごく一部で

1 理化学研究所開拓研究本部岩崎RNAシステム生化学研究室
（〒351‒0198　埼玉県和光市広沢2‒1　生物科学研究棟S205）

2 東京大学大学院新領域創成科学研究科メディカル情報生命専攻
（〒351‒0198　埼玉県和光市広沢2‒1　生物科学研究棟S205）

Comprehensive understanding of mitochondrial translation through 
ribosome profiling
Taisei Wakigawa1 and Shintaro Iwasaki1, 2 (1 RNA Systems 
Biochemistry Laboratory, RIKEN Cluster for Pioneering Research, 
S205 Bioscience Bldg., 2‒1 Hirosawa, Wako, Saitama 351‒0198, 
Japan, 2 Department of Computational Biology and Medical Sciences, 
Graduate School of Frontier Sciences, The University of Tokyo, S205 
Bioscience Bldg., 2‒1 Hirosawa, Wako, Saitama 351‒0198, Japan)
DOI: 10.14952/SEIKAGAKU.2024.960760
© 2024 公益社団法人日本生化学会 図1 哺乳類細胞に共在する二つの翻訳システム

特集：RNAバイオロジーの最前線



761

生化学 第 96巻第 6号（2024）

あり，細胞質翻訳と夾雑する中で，ミトコンドリア翻訳の
みを取り出して解析することが困難であることによる 7）．
本稿では，ミトコンドリア翻訳を研究するために開発され
た生化学的解析手法，次世代シークエンス技術を紹介しつ
つ，ミトコンドリアリボソームプロファイリングの発展に
焦点を当て，その最新の活用例を紹介する．

2. ミトコンドリア翻訳の生化学的解析手法

1） 新規合成タンパク質の放射性標識
古くから，細胞内のタンパク質合成量を測定するため

に，新規合成タンパク質の代謝標識法が用いられてきた．
放射性標識アミノ酸（たとえば，L-［35S］-メチオニン単独
やL-［35S］-メチオニンとL-［35S］-システインの混合物）で
一定時間細胞を処理することにより，その処理時間に合成
されたタンパク質を標識することができる．細胞内では，
細胞質リボソームによって翻訳されるタンパク質が大部
分を占めるため，そのままではミトコンドリア翻訳の検出
は困難であるが，cycloheximide, anisomycin, emetineなどの
細胞質リボソーム特異的な阻害剤下 8, 9）で実験を行うこと

により，ミトコンドリアリボソームで合成されるタンパク
質のみを標識することができる（図2A）．定量は通常，ド
デシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳動
（SDS-PAGE）とオートラジオグラフィーによって行われ，
ヒトでは13個のタンパク質産物をすべて同定することが
できる 10‒13）．

2） 蛍光非標準アミノ酸タギング（FUNCAT）
放射性アミノ酸を用いる伝統的な方法は現在でも汎用さ
れているが，X線撮影に基づく検出は，より広範な技術応
用を妨げてきた．この課題を解決するために，クリックケ
ミストリー（一対の官能基を迅速，効率的，特異的，共
有結合的に連結する有機反応）に適合するメチオニン誘導
体が開発された．L-ホモプロパルギルグリシン（HPG）と
L-アジドホモアラニン（AHA）は，それぞれアルキン基
とアジド基を持つ非放射性メチオニン誘導体であり，新
たに合成されたタンパク質に組み込まれる性質を有する．
それゆえ，その後の細胞溶解とクリック反応により，ア
ナログが組み込まれたタンパク質を蛍光標識（たとえば，
HPGにはアジド結合色素，AHAにはアルキン結合色素）

図2 ミトコンドリア翻訳の生化学的解析手法
（A）新規合成タンパク質の放射性標識．（B）蛍光非標準アミノ酸タギング（FUNCAT）．（C）スクロース密度勾配超
遠心法．（D）再構成ミトコンドリア翻訳システム．
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することができる．この方法はもともと細胞質翻訳の測
定のために開発されたが 14‒21），放射性アミノ酸を用いた
方法と同様，細胞質翻訳の阻害剤を処理することで，ミ
トコンドリア翻訳のみを蛍光標識できる（mito-FUNCAT）
（図2B）22‒25）．実際，標識タンパク質をゲル上で分析する
ことで，ミトコンドリアゲノムにコードされる13個のタ
ンパク質の合成率を定量することができる（on-gel mito-
FUNCAT）．さらに，mito-FUNCATを in situアプローチ 23‒25）

や蛍光活性化セルソーティング（FACS）26）に応用するこ
とで，単一細胞におけるミトコンドリア翻訳の空間的ダイ
ナミクスや細胞集団でのミトコンドリア翻訳の不均一性を
解析することができるようになった（図2B）．

3） スクロース密度勾配超遠心法
タンパク質合成を担うリボソーム複合体の形成を測定

することで翻訳状態を解析することができる．ショ糖密
度勾配超遠心法では，質量に沿ってリボソーム複合体を
分離し，小サブユニット（28S），大サブユニット（39S），
モノソーム（55S），ポリソームを分画することができる
（図2C）．mRNA上のリボソーム数が多いほどタンパク質
合成速度が速いことを示すため，ポリソーム画分のノーザ
ンブロッティングや定量的逆転写PCR（RT-qPCR）を行う
ことで，個々のmt-mRNAの翻訳効率を評価することがで
きる（図2C）22, 27‒29）．

4） 再構成ミトコンドリア翻訳システム
翻訳の素過程である開始，伸長，終結，リボソームリサ

イクルといった，ミトコンドリア翻訳の各ステップに関す
る詳細な分子メカニズムを理解するには，無細胞 in vitro
アプローチが有用な手段となる．精製した組換えミトコ
ンドリア翻訳因子，55Sミトコンドリアリボソーム，酵母
または大腸菌由来の tRNA混合物を用いて，哺乳類ミトコ
ンドリア翻訳の再構成系が開発された（図2D）30, 31）．この
pure systemは，mt-mRNAの特徴であるリーダー配列を持
たないmRNAから，モデルタンパク質（細菌のジヒドロ
葉酸レダクターゼやナノルシフェラーゼ）とミトコンドリ
アゲノムにコードされたタンパク質を合成することができ
る（図2D）．

3. 次世代シークエンサーによるミトコンドリア翻訳の
網羅的解析

上述の古典的生化学によるアプローチや近年の構造生物
学の進歩によって，ミトコンドリア翻訳のメカニズムに関
する知見は徐々に増加し，他の翻訳系（細胞質翻訳系や細
菌翻訳系）と異なるユニークなメカニズムによって駆動さ
れることが明らかになってきた 2）．一方で，実際の細胞や
組織におけるミトコンドリア翻訳の摂動や，疾患が及ぼす
ミトコンドリア翻訳への影響などを，包括的かつ高解像度
に理解することは難しいのが現状である．ここでは，その

課題を補完する技術として，リボソームプロファイリング
（またはRibo-Seq）を紹介し，その最新のアップデートに
ついて論ずる．

1） リボソームプロファイリングとその技術的制約
リボソームプロファイリングは，次世代シークエンサー
を応用し，細胞内の翻訳状態を網羅的かつ定量的に解析
する手法である 32）．リボソームは，mRNA上で塩基配列
を1コドンずつ読み進めることでタンパク質を合成する．
このmRNA‒リボソーム複合体にリボヌクレアーゼ消化を
施すと，途端にmRNAは分解するが，リボソームで保護
されたmRNA部分は分解を免れる．それゆえ，残存した
mRNA断片（リボソームフットプリント）を精製し，次世
代シークエンサーで読み解くことで，リボソームの数や位
置情報をゲノムワイドに調べることができる（図3A）．実
際，各フットプリントの位置は，リボソームによって物理
的に保護されたmRNA領域を示すため，詳細なデータ解
析によって，mRNA上のリボソーム数や各コドンにおける
リボソームの翻訳速度，リボソームがmRNA上で翻訳を
開始する位置と終了する位置などについての情報を得る
ことができる 33）．また，リボソームプロファイリングと同
時にRNA-Seqを行い，リボソームフットプリントの数を
RNA量で補正することで，翻訳とRNA量の変化を明確に
切り分けて解析することが可能である．
リボソームプロファイリングでは，細胞質リボソームと
ミトコンドリアリボソーム由来のフットプリントを同時
に解析することができる 34‒36）．しかしながら，従来の方法
では，ミトコンドリアリボソーム由来のフットプリントは
全体の1％程度しか得られず（図3B），ミトコンドリア翻
訳を1コドン分解能で理解することは難しいという課題が
あった．

2） ミトコンドリアリボソームプロファイリング
上述のリボソームプロファイリングが抱える問題を解
決するために，ミトコンドリアリボソームフットプリント
を濃縮する改良型のリボソームプロファイリングが開発
されてきた．たとえば，ヒトの細胞質リボソーム（80S）
とミトコンドリアリボソーム（55S）はサイズが異なるた
め，スクロース密度勾配超遠心とそれに続く分画によっ
て分離することができる（図3C）29, 37‒44）．一方でこの方
法は，細胞質リボソーム（80S）とミトコンドリアリボ
ソーム（74S）のサイズが類似している酵母には適さな
い．それゆえ，遺伝子組換えによってミトコンドリアリ
ボソームタンパク質（MrpS1/uS17m）にFLAGタグをつ
け，免疫精製によって分離するアプローチがとられてい
る（図3D）45, 46）．これらのミトコンドリアリボソームプロ
ファイリング（MitoRibo-Seq）法により，ミトコンドリア
翻訳の詳細な解析が可能になった．実際にmt-tRNAの修
飾 29, 39, 40），mt-tRNAの点変異 37），細胞質翻訳との共役関
係 42, 45），TACO1によるPro-Proコドンの伸長反応促進 43）な
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どが明らかにされている．
MitoRibo-Seq法は，ミトコンドリアリボソームフットプ

リントのカバレッジを改善し，コドン分解能での解析を可
能とする．しかしながら，この手法が開発され，約10年
が経過したにもかかわらず，ミトコンドリア翻訳のコド
ン分解能での理解はいまだ乏しいのが現状である．これ
は，従来のMitoRibo-Seq法の技術的煩雑さに起因する．た
とえば，スクロース密度勾配超遠心法は，ローターによっ
て1度に扱えるサンプル数が最大6サンプルまでに限ら
れ，精製に時間がかかる（～1日）というスループット性
の欠点がある．また，酵母に用いられている免疫沈降法
によるアプローチは，貴重な疾患細胞やマウス組織などに
応用することは困難である．こういった技術的制約から，
MitoRibo-Seq法の使用は制限され，大規模な解析は行われ
てこなかった．

3） MitoIP-Thor-Ribo-Seq
簡便かつ高解像度にミトコンドリア翻訳を解析するため

に，最近新たなミトコンドリアリボソームプロファイリン
グ法が開発された 47）．この手法では，ミトコンドリア外膜
に局在するTOM22の抗体を用いて，ミトコンドリアを免
疫沈降し，リボソームプロファイリングを行う（図4A）．

ミトコンドリア免疫沈降法（MitoIP）によるミトコンドリ
アリボソーム精製は短時間（～2時間）かつ簡便に行える
ため，並行して複数のサンプルを処理すること（10サン
プル以上）が可能である．非常にシンプルな手法ではある
が，ミトコンドリア転写産物上のリードカバレッジを格段
に増加させることができる（図4B）．また，これらのミト
コンドリアリボソームフットプリントは3塩基周期性を示
し（リボソームはmRNA上を1コドンずつ3′方向へ移動す
るため，高品質なフットプリントは3塩基周期性を持つ）
（図4B），コドン分解能での解析が可能である．

MitoIP法の欠点の一つとして，最終的に回収できるサン
プル量が限られる（15 cmディッシュから約1～2 µgのトー
タルRNAに該当するサンプルを回収）という点があげら
れる．リボソームプロファイリングのライブラリー調製に
は，一般的に10 µgのトータルRNAに該当するサンプルが
必要であり，サンプル量の制限は，ライブラリー調製を妨
げうる．この課題を克服するために，リボソームプロファ
イリングに関わる新たな手法が適応された（図4C）．T7 
high-resolution original RNA（Thor）は，RNA依存性RNA
増幅に基づく技術である 48）．ライブラリー調製の初期段
階に，T7ポリメラーゼによってリボソームフットプリン
トの逆鎖RNAを増幅することで，少量サンプルからの堅

図3 リボソームプロファイリングによるミトコンドリア翻訳解析
（A）リボソームプロファイリングの概略図．（B）リボソームフットプリントの割合．（C）哺乳類細胞におけるスク
ロース密度勾配超遠心法を用いたミトコンドリア翻訳特異的Ribo-Seq（MitoRibo-Seq）の概略図．（D）酵母細胞に
おけるFLAGタグと免疫沈降法（Flag-IP）を用いた翻訳特異的Ribo-Seq（MitoRibo-Seq）の概略図．
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牢なライブラリー調製を可能とした（図4C）．MitoIP法
とThor技術の組合わせは（MitoIP-Thor-Ribo-Seq），従来の
MitoRibo-Seqの制約を補填する新たな手法となりうる．

4. MitoIP-Thor-Ribo-Seqの最新の適応例

MitoIP-Thor-Ribo-Seqの開発によって，ミトコンドリア
翻訳のハイスループットかつハイコンテントな解析が可能
となった．ここでは，その活用例を紹介しつつ，ミトコン
ドリア翻訳の複雑性とダイナミクスに関する最新の知見に
ついて議論する．

1） ミトコンドリア tRNA修飾の網羅的解析
哺乳類ミトコンドリアでは，正規の遺伝暗号表と比較し

変則的なものに進化している．AUAはMet, UGAはTrpに
よってコードされ，AGAおよびAGGは停止コドンとなっ
ている（図5A）．60のセンスコドンは，22種のmt-tRNA
によって解読され，これはあらゆる生物およびオルガネラ
の翻訳システムの中で最小セットである 49）．少ない種類
の tRNAから遺伝暗号を正確に解読するために，mt-tRNA
は核コード修飾酵素によって修飾を受ける．特に読み取り
に重要なウォブル位置（34位）には，5-ホルミルシチジン
（f 5C），5-タウリノメチルウリジン（τm5U），5-タウリノメ
チル-2-チオウリジン（τm5s2U），キューオシン（Q）が修飾
される（図5B）35）．これらの責任酵素とその役割は生化学
的手法を軸に明らかにされてきているものの 35, 39, 50‒61），そ
れぞれの tRNA修飾がミトコンドリア翻訳ヘ与える影響を
包括的に理解するには至っていない．この課題に答える
ために，それぞれの責任酵素を欠失させた細胞において，

MitoIP-Thor-Ribo-Seqが適用された 47）．
網羅的な解析の結果，tRNA修飾の欠損によって，特定

コドン上でミトコンドリアリボソームが停滞しているこ
とが明らかにされた（図5C）．この失速の多くは，修飾さ
れる tRNAに対応するコドンで発生し，修飾がデコーディ
ング（A site）やトランスロケーション（P site）に重要な
役割を持つことが示唆された 47）．たとえば，Metは f 5C修
飾を受けるが，この修飾酵素NSUN3の欠損によって，A 
site（およびP site）のAUAコドン上でミトコンドリアリ
ボソームが停滞する（図5C）．同様に，τm5U修飾はUUG/
UGG/AAGコドン，τm5s2U修飾はGAGコドン，Q修飾は
UAUコドンの解読に必要であることが明らかにされた
（図5C）47）．

2） ミトコンドリア病患者細胞への適応
ミトコンドリア翻訳障害は，呼吸障害を伴うミトコンド
リア機能障害を招き，多臓器での重篤な臨床症状を引き
起こしうる 3, 4）．この原因としてmt-tRNAの病原性点突然
変異が知られており，mt-tRNALeu（UUR）の14番目の位置に
相当するA3243G変異は，MELASで最も頻発する変異で
ある 62‒64）．これまでの研究によって，A3243G変異による
tRNA立体構造の不安定は，MTO1-GTPBP3複合体の基質
認識を妨げ，τm5U修飾率を低下させると考えられている
（図6A）51, 65‒67）．
疾患細胞における翻訳ダイナミクスの変化を精査するた
めに，A3243Gを持つMELAS患者筋芽細胞 67, 68）にMitoIP-
Thor-Ribo-Seqが適用された 47）．コドン分解能の解析の結
果，UUGコドン上でミトコンドリアリボソームが停滞し
ていることが明らかになった（図6B下）．これは，前述

図4 MitoIP-Thor-Ribo-Seqの開発
（A） MitoIP-Ribo-Seqの概略図．（B） Ribo-SeqとMitoIP-Ribo-Seqにおけるミトコンドリアリボソームフットプリント
のmetageneプロット．RPMは，100万リードあたりのリード数．文献47より転載．（C） Thor-Ribo-Seqの概略図．
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のGTPBP3（m5U修飾酵素）欠損細胞の結果と同様の傾
向を示しており，変異によるm5U修飾の欠損によって引
き起こされていると推測される．さらに，UUGコドン前
後のフットプリント変化を詳細に解析することによって，

UUGコドンでの顕著なリボソーム停滞は，後続のリボ
ソームの衝突，すなわちリボソーム渋滞を引き起こすこと
が明らかにされた（図6B下）47）．

図6 MitoIP-Thor-Ribo-SeqによるMELAS患者細胞の解析
（A） mt-tRNALeu （UUR） におけるA3243G変異の模式図．文献47より転載．（B） A3243G変異細胞におけるUUGコドン
上でのミトコンドリアリボソーム渋滞の模式図．A, P, EはそれぞれA site, P site, E siteを示す．

図5 MitoIP-Thor-Ribo-Seqによるミトコンドリア tRNA修飾の網羅的解析
（A）哺乳類ミトコンドリアゲノムのコドン表．対応するミトコンドリア tRNAの34位のヌクレオチドと修飾を示す．
文献47より転載．（B）ミトコンドリア tRNAの34位における修飾とその責任酵素．文献47より転載．（C） mt-tRNA
修飾酵素欠損細胞株における特定コドン上でのミトコンドリアリボソーム停滞の模式図．A, P, EはそれぞれA site, 
P site, E siteを示す．
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3） ミトコンドリアリボソーム衝突（ダイソーム）の解析
リボソームはmRNA上を一定の速度で伸長し新生鎖を

合成するわけではなく，tRNA修飾による伸長の反応促
進 69）やタンパク質の局在化を図るための一時停止 70）な
ど，加速や減速を伴って伸長を進め，タンパク質合成の忠
実性を保っている．ミトコンドリア翻訳においては，新生
鎖を共翻訳的に膜挿入し 71‒76），アセンブリ因子との相互作
用を介して酸化的リン酸化複合体が組み立てられていくた
め，伸長速度は厳密に制御される必要がある．実際，MT-
CO1の翻訳は伸長途中で一時停止し，新生鎖とアセンブ
リ因子が相互作用することで翻訳が再開することが報告さ
れている 77）．
こういったプログラムされた翻訳休止点や疾患に基づく

リボソーム渋滞をゲノムワイドに探索するために，衝突
したリボソーム（ダイソーム）の解析が細胞質翻訳系や細
菌翻訳系を中心に行われてきた 78‒83）．一般的にRNase処理
によって生成されるリボソームフットプリントは約20～
30塩基長であるが，ダイソームではリボソーム二つ分の
長さに相当するフットプリントが生成されるため，50～
80塩基長のRNA断片を精製することで，網羅的かつ定量
的にリボソーム衝突を調べることができる（Disome-Seq）．
一方で，従来のMitoRibo-Seqではスクロース密度勾配超遠
心によって55S（ミトコンドリアモノソーム）を単離する
ため，ミトコンドリアダイソームの解析はこれまで行うこ
とができなかった（図7A）．MitoIPでは，スクロース密度
勾配超遠心のようにミトコンドリアダイソームの除去は行
わないため，RNase後に生じた50～80塩基長のRNA断片
を精製・増幅し（図7B），次世代シークエンス解析が可能
である（MitoIP-Thor-Disome-Seq）47）．

MitoIP-Thor-Disome-Seqによって，ミトコンドリア転写
産物上でリボソーム衝突が普遍的に発生していることが
明らかにされた（図7C）．実際，mt-mRNAの特定の位置
において，ミトコンドリアダイソームが生じやすいこと

が示された 47）．これらの位置は，特定の膜貫通ドメイン
（TMD）の合成完了部位に割り当てられる（図7C）．それ
ゆえ，TMDの膜貫通前に合成が完了してしまうことを防
ぐため，ミトコンドリアリボソームが一時休止することを
示唆している．さらに，このような翻訳休止点は，細胞種
間での保存性が高いことから 47），共翻訳膜挿入の忠実性
を保つためにプログラムされたチェックポイントである可
能性がある．

5. おわりに

以上のように，ミトコンドリア翻訳を解析する手法は近
年目覚ましい発展を遂げており，これまで明かされてこな
かったユニークな翻訳のメカニズムや複雑性，ダイナミク
スが次々と明らかにされてきている．今後，これらの新規
手法をミトコンドリア病患者細胞や疾患モデルマウスに適
用していくことで，より詳細な病態の理解につながるであ
ろう．また，当分野の喫緊の課題として，すでに同定され
ているミトコンドリア翻訳制御因子の少なさがあげられ
る．実際，現在知られている哺乳類ミトコンドリア翻訳の
制御因子はわずか三つであり 43, 84‒86），新たなスクリーニン
グ技術を開発することで因子の探索を行うことが望まれ
る．
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