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略語一覧 
 

aaRS  アミノアシルtRNA合成酵素 （Aminoacyl-tRNA synthetase） 

ADP アデノシン二リン酸（Adenosine diphosphate） 

AMP  アデノシン一リン酸 （Adenosine monophosphate） 

Ap3A ジアデノシン三リン酸（Diadenosine triphosphate） 

ATP  アデノシン三リン酸 （Adenosine triphosphate） 

BCH 2-aminobicyclo-(2,2,1)-heptane-2-carboxylic acid 

cDNA  相補的 DNA （Complementary DNA） 

CHO細胞 チャイニーズハムスター卵巣細胞（Chinese hamster ovary cell） 

DEPC  ジエチルピロカーボネート （Diethylpyrocarbonate） 

DMEM  ダルベッコ変法イーグル培地 （Dulbecco’s Modified Eagle Medium） 

DPO  2,5-ジフェニルオキサゾール （2,5-Diphenyloxazole） 

DTT  ジチオトレイトール  （Dithiothreitol） 

EDTA  エチレンジアミン四酢酸 （Ethylenediamine tetraacetic acid） 

ES細胞 胚性幹細胞（Embryonic stem cell） 

FBS  胎児ウシ血清 （Fetal bovine serum） 

Fhit Fragile histidine traid 

FITC フルオレセイン 4-イソチオシアネート（Fluorescein-4-isothiocyanate） 

FM4-64 3-トリエチルアンモニウムプロピル)-4-(6-(4-(ジエチルアミノ) フェニル) ヘキサトリエ 

ニル) ピリジニウム 

（N-(3-Triethylammoniumpropyl)-4-(6-(4-(diethylamino)phenyl)hexatrienyl) pyridinium） 

GAG グリコサミノグリカン（Glycosaminoglycan） 

GapDH  グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ 

（Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase） 
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GAS  IFN-γ活性部位 （IFN-γ activation site） 

HPRT  ヒポキサンチン－グアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ 

 （Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase）  

IDO  インドールアミン-2,3-ジオキシゲナーゼ （Indoleamine 2,3-dioxygenase）  

IFN-γ  インターフェロン-γ （Interferon-gamma） 

IPTG  イソプロピル-β-チオガラクトピラノシド （Isopropyl-β-thiogalactopyranoside） 

ISRE  IFN 刺激応答因子 （IFN- stimulated response elements） 

LAT 大型アミノ酸輸送体（Large amino acid transporter） 

mRNA  メッセンジャーRNA （Messenger RNA） 

NAD  ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド  （Nicotinamide adenine dinucleotide） 

PBS  リン酸緩衝生理食塩水 （Phosphate buffered saline） 

PCR  ポリメラーゼ連鎖反応 （Polymerase chain reaction） 

PMSF  フッ化フェニルメチルスルホニル （Phenylmethylsulfonyl fluoride） 

POPOP  1,4-ビス(5-フェニル-2-オキサゾリル)-ベンゼン （1,4-Bis(5-phenyl-2-oxazolyl)-benzene） 

PPi  ピロリン酸 （Pyrophophoric acid） 

PVDF  ポリフッ化ビニリデン （Polyvinylidene difluoride） 

RT-PCR 逆転写PCR（Reverse transcription PCR） 

S100A10 S100 calcium-binding protein A10 

SDS  ドデシル硫酸ナトリウム （Sodium dodecyl sulfate） 

siRNA Small interfering RNA 

TCA  トリクロロ酢酸 （Trichloroacetic acid）  

tRNA  運搬RNA （Transfer RNA） 

Trp  トリプトファン （Tryptophan）  

TrpRS  トリプトファニルtRNA合成酵素 （Tryptophanyl-tRNA synthetase） 

Trp-SA 5’-O- [N (L-tryptophanyl) sulfamoyl] adenosine 

TyrRS  チロシル tRNA合成酵素 （Tyrosyl-tRNA synthetase）
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1. 序論 
 

生体内では、遺伝情報である DNA の配列を基にアミノ酸が並び、タンパク質が合成される。

このタンパク質合成の場には、運搬 RNA（tRNA）と呼ばれる RNA がアミノ酸を運ぶ。tRNA

に対して対応するアミノ酸を付加するアミノアシル化反応を触媒する酵素がアミノアシル tRNA

合成酵素（aaRS）であり、20 種類のアミノ酸それぞれに対応する酵素が存在する。各 aaRS の

触媒するアミノアシル化反応は、次に示す 2段階から成り立つ。 

 

第一段階として、ATPの加水分解によって生じるエネルギーを利用してアミノ酸のカルボキシ

ル基が AMP と結合した高エネルギー状態のアデニル化アミノ酸が合成される。この反応は可逆

である。第二段階として、アデニル化アミノ酸のカルボキシル基が tRNAの 3’末端にあるヒドロ

キシ基に転移し、アミノ酸と tRNAがエステル結合を生じてアミノアシル tRNAとなる不可逆の

反応が起こる。 

タンパク質の合成に必須である aaRS は、生物の生存に必須であり、原核生物から真核生物ま

で全ての生物において保存されており、生物進化に伴って分子進化を遂げた。高等生物の aaRS

では、下等生物には見られない付加ドメインを獲得し、獲得した付加ドメインの作用により、翻

訳だけに留まらない新規機能を持つことが数多く報告されている。例えば、ヒトのグルタミル-プ

ロリル tRNA合成酵素は、サイトカインであるインターフェロンγ（IFN-γ）に応答して GAIT

（IFN-γ-activated inhibitor of translation）を形成し、IFN-γによるタンパク質発現誘導を抑

制する（1）。ヒトのセリル tRNA合成酵素は、C末端の脊椎動物特有なドメインに存在する核移

行配列によって核に移行し、血管内皮細胞増殖因子 A の転写抑制因子として機能し、血管新生を

制御する（2）。さらに、ヒトのチロシル tRNA 合成酵素（TyrRS）は、C 末端側に下等生物には

存在しない付加ドメインを持ち、プロテアーゼによって付加ドメインが切断されると、好中球を

活性化させるサイトカイン、あるいは血管新生促進因子として機能する（3）。 
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トリプトファニル tRNA合成酵素（TrpRS）は、tRNAにトリプトファン（Trp）を付加するア

ミノアシル化反応を触媒する。TrpRS はその立体構造が X 線結晶構造解析によって解析され、

TyrRSのホモログであり、進化的に最も近いことが明らかになっている（図 1 A）（4, 5）。ヒトを

始め、脊椎動物の TrpRSは N末端に付加ドメインを持ち、ヒトでは、通常の TrpRS（full-length 

TrpRS）の他に alternative splicingによってN末端付加ドメインの一部（1-47アミノ酸残基）

を欠いたmini TrpRSが産生される（6-8）。このmini TrpRS はヒトでのみ報告されており、ア

ミノアシル化活性に加えて、血管新生抑制活性を持つ（図 1 B）（9, 10）。また、ヒト full-length 

TrpRSはプロテアーゼによるN末端の切断を受け、T1 TrpRS（71-471アミノ酸残基）、T2 TrpRS

（94-471アミノ酸残基）を生じる。これら T1 TrpRS、T2 TrpRSも血管新生抑制活性を持つが、

T2 TrpRS に限り、N 末端付加ドメインに加え、触媒活性ドメインの一部を欠くために、アミノ

アシル化活性を欠落している（図 1 B）（10）。 

ヒト TrpRSは、aaRSの中で唯一、IFN-γによる発現誘導を受ける（11, 12）。また、他の aaRS

と比較して組織間の発現量の差が非常に大きい（13）。しかしながら、ヒト TrpRS にこのような

発現変化が起こる意義は解明されていない。そこで、私は博士課程において、発現上昇したヒト

TrpRS の機能を解明することを第一章の目的とした。さらに、多機能性タンパク質であるヒト

TrpRSがそれぞれの機能をどのように制御しているのかを解明することを目指した。 

 また、ヒト TrpRSにおいては alternative splicingによってN末端を欠いたmini TrpRSが産

生するが、マウスではヒトとは異なる alternative splicing variant（SV-TrpRS）が生じる（14）。

この SV-TrpRS は、マウス ES 細胞において脳と比較して高く発現していることが報告されてお

り、通常の full-length TrpRS（FL-TrpRS）のC末端に 6つのアミノ酸（Cys-Phe-Cys-Phe-Asp-Thr）

を付加している（図 1 C）。データベースで検索したところ、ラットでもマウス同様の SV-TrpRS

が存在することがわかった。しかしながら、このげっ歯類に特異的な SV-TrpRS に関しては、

SV-TrpRSの存在を報告した初めの一報以降、何も報告されておらず、SV-TrpRSの発現部位や機

能については全く不明であった。そこで私は、マウスの組織における FL-TrpRS、SV-TrpRS の

発現部位の解析と、マウスに特異的な SV-TrpRSの機能の解明を第二章の目的とした。 

 私は、博士課程において上述した 2 つの目的を達成することにより、多機能性タンパク質であ
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る TrpRSの機能の制御機構の解明と、その生物種特異性を明らかにすることを目指し、研究を進

めた。これが明らかになれば、TrpRS以外の aaRSに関しても、機能の制御がどのように行われ

るのかを解明する手掛かりになると期待できる。 
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図 1 ヒト TrpRSの結晶構造及びヒト TrpRS、マウス TrpRSの一次構造 

(A) ヒト TrpRS 二量体の結晶構造。青色は N 末端付加ドメインを示す。二量体のうち一方（灰色）の N

末端付加ドメインは構造が揺らいでおり、解析されていない。（Protein Data Bank entry 1R6T） 

(B) ヒト TrpRS多型の一次構造の模式図とそれぞれの機能。 

(C) マウス TrpRSの一次構造。マウス SV-TrpRSに特有な C末端付加配列を赤で示した。 

A 

B 

C 
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2 第一章 
  

第一章では、細胞内で発現量が増加したヒト TrpRSの機能を解明することを目的に研究を進めた。 

現在、国際誌への投稿準備中であるため、ここに掲載できないが、5年以内には出版予定である。 
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3 第二章 

 

3.1 要旨 

 

マウスに特有な alternative splicing によって産生する SV-TrpRSは、ヒト full-length TrpRS に相当

する FL-TrpRS の C末端に 6つのアミノ酸（Cys-Phe-Cys-Phe-Asp-Thr）が付加している。SV-TrpRS

の mRNA の発現は、脳と比較して、ES 細胞において発現が高いことが報告されている。本研究

の第二章では、SV-TrpRS の mRNA を特異的に検出することのできるプライマーを設計し、

Real-time RT-PCRにより、マウスに特有な SV-TrpRSの ES 細胞、各組織、胚における発現を mRNA

レベルで解析した。その結果、マウス SV-TrpRSは ES 細胞に限らず、さまざまな組織において発

現しており、特に肺や肝臓、脾臓、子宮、胚で高い発現を示した。一方、脳における発現量は、

FL-TrpRS と比較して非常に低いことを発見した。さらに、マウス培養細胞の Real-time RT-PCR に

よる mRNA発現解析から、マウス FL-TrpRS、SV-TrpRSの発現量が、ヒト TrpRSと同様に IFN-γ

によって上昇することを初めて明らかにした。また、大腸菌を用いて発現、精製したマウス

FL-TrpRS、SV-TrpRS のアミノアシル化活性を解析したところ、SV-TrpRS のアミノアシル化活性

が FL-TrpRS と比較して 50%程度であった。アミノ酸置換変異体解析の結果、SV-TrpRSの C 末端

付加配列に存在する Cys 残基によって、アミノアシル化活性が低く制御されていることが明らか

になり、ヒト TrpRSと同様に金属による制御が行われている可能性が示唆された。 
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3.1 序論 

 

 ヒト TrpRSに関しては、アミノアシル化活性、血管新生抑制活性の研究を中心に、これまでに

も多くの研究がなされてきた。ヒト以外の生物種の TrpRS に関しては、例えば、ウシにおいて、

アミノ酸残基が一カ所だけ置換した 2 種類の TrpRS が存在することや、膵臓から TrpRS が多く

分泌されることが報告されている（47）。また、ヒト TrpRSにおいては alternative splicingによ

ってN末端を欠いたmini TrpRSが産生するが、マウスではヒトとは異なる alternative splicing 

variant TrpRS（SV-TrpRS）が生じることが報告されている（14）。しかしながら、これらの報

告に続報はなく、ヒト以外の生物種の TrpRSに関する研究は非常に少ない。そこで、本研究では、

マウス特有なスプライス変異体である SV-TrpRS に着目し、その発現と機能を解析することを第

二章の目的とした。 

マウスに特有な SV-TrpRS は、マウス ES 細胞において脳と比較して高く発現していることが

報告されており、ヒト full-length TrpRSに相当するマウス FL-TrpRSの C末端に 6つのアミノ

酸（Cys-Phe-Cys-Phe-Asp-Thr）が付加している。データベースで検索したところ、ラットでも

マウス同様の SV-TrpRS が存在することが分かり、げっ歯類に特有なスプライシングが起きてい

ることが示唆された。しかしながら、このげっ歯類に特異的な SV-TrpRSに関しては、SV-TrpRS

の存在と、その配列上の特徴を報告した初めの一報以降、何も報告されておらず、SV-TrpRS の

発現部位や機能については全く不明であった。そこで本研究の第二章では、マウスの各組織や胚、

細胞における FL-TrpRS、SV-TrpRSのmRNAレベル、タンパク質レベルでの発現を解析するこ

とを第一の目的とした。さらに、大腸菌を用いて作製したマウス FL-TrpRS、SV-TrpRS のアミ

ノアシル化活性の解析により、機能面での SV-TrpRSの特徴を調べることを第二の目的とした。 
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3.3. 材料・方法 

 

3.3.1 発現ベクターの準備 

 マウス FL-TrpRS、SV-TrpRSの細胞発現用ベクター（pcDNA3.1 myc-His (-) B）、大腸菌発現

用ベクター（pET151D）については、すでに研究室で作製済みのものを使用した。 

 

3.3.2 発現ベクターの調製 

 大腸菌からのタンパク質精製に用いたベクターは、Escherichia coli（E.coli）DH5α に形質転

換し、QIAprep SPIN Miniprep kit（QIAGEN）を用い、そのプロトコルに従って精製した。 

 

3.3.3 変異体の作製 

  ベクターへの部位特異的変異の導入は、Quik Change Site-Directed Mutagenesis Kit

（Stratagene）のプロトコルに従い行った。具体的には、変異を含むプライマー（表 3-1）を用

意し、野生型 TrpRSが挿入されたプラスミドを鋳型とし、その全長を PCR反応により増幅した。

この PCR産物に DpnⅠを加え、37 ℃で 1 時間インキュベートすることで、アデニンがメチル

化されている鋳型プラスミドを選択的に分解した。これを井上・野島法によって E.coli DH5α株

に形質転換し、TYE寒天培地にまき、37 ℃で一晩培養後、形質転換体を含むコロニーを得た。

変異が導入されたことは、DNAシークエンスの解析により確認した。  
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表 3-1：変異体作製に用いたプライマー 

変異 配列 

C476S 
Fw 5'-CCTTCCACTTCCAGTCCTTCTGCTTTGACAC-3' 

Rv 5'-GTGTCAAAGCAGAAGGACTGGAAGTGGAAGC-3' 

C478S 
Fw 5'-CCACTTCCAGTGCTTCTCCTTTGACACTTG-3' 

Rv 5'-CAAGTGTCAAAGGAGAAGCACTGGAAGTGG-3' 

E155Q 
Fw 5'-GAATCAAATTCTGGATGCCTATCAAAATAAGAAGCCATTCTACC-3' 

Rv 5'-GGTAGAATGGCTTCTTATTTTGATAGGCATCCAGAATTTGATTC-3' 

D189N 
Fw 5'-CACAAAGTGGCTACAGAATGTGTTCAATGTGCCTTTGG-3' 

Rv 5'-CCAAAGGCACATTGAACACATTCTGTAGCCACTTTGTG-3' 

C229S 
Fw 5'-GCAAAGGACATCATTGCCTCTGGCTTCGACATCAACAAAAC-3' 

Rv 5'-GTTTTGTTGATGTCGAAGCCAGAGGCAATGATGTCCTTTGC-3' 

D232N 
Fw 5'-GGACATCATTGCCTGTGGCTTCAACATCAACAAAACTTTCATCTTC-3' 

Rv 5'-GAAGATGAAAGTTTTGTTGATGTTGAAGCCACAGGCAATGATGTCC-3' 

D306N 
Fw 5'-GATCTTCCGAGACAGGACAAATATCCAGTGCCACATCCCGTGTG-3' 

Rv 5'-CACACGGGATGTGGCACTGGATATTTGTCCTGTCTCGGAAGATC-3' 

H473A 
Fw 5'-CCAGGCAGCTGTCCTTCGCCTTCCAGTGCTTCTGCTTTGACAC-3' 

Rv 5'-GTGTCAAAGCAGAAGCACTGGAAGGCGAAGGACAGCTGCCTGG-3' 

D480N 
Fw 5'-CCACTTCCAGTGCTTCTGCTTTAACACTTGAAAGGGCGAGCTCAG-3' 

Rv 5'-CTGAGCTCGCCCTTTCAAGTGTTAAAGCAGAAGCACTGGAAGTGG-3' 

 

3.3.4 細胞培養 

 マウス肝癌細胞株（Hepa1-6細胞）、マウス白血球由来癌細胞株（RAW264細胞）、マウス神経

芽細胞腫（Neuro-2a細胞）は 4.5 g/L グルコースを含む DMEMに、10% (v/v) FBS、2 mM グ

ルタミン、100 U/mL ペニシリン、100 µg/mL ストレプトマイシンを加えて 37℃、5% CO2 の

インキュベーター内で培養した。3または 4 日置きに培地交換を行い、90% コンフルエントに達

し次第継代した。 

 

3.3.5 細胞への IFN-γ処理 

 Hepa1-6細胞、RAW264細胞、Neuro-2a細胞は 35 mm dishに 4×105 cells/mLで播き、翌日

マウス IFN-γを終濃度 100 U/mL となるように添加し、37 ℃、5% CO2で 24 時間培養した。 
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3.3.6 Neuro-2a細胞の分化処理 

 Neuro-2a細胞は、poly-D-Lysin dishに 3×104 cells/mLで播き、37℃、5% CO2 のインキュ

ベーター内で一晩培養した後、培地を 2% (v/v) FBS, 2 mM グルタミン、20 μMのレチノイン

酸を含む DMEM 培地に交換することで分化を促進した。IFN-γ処理を行う場合には、分化処理

5日後に 100 U/mL マウス IFN-γを添加し、さらに一晩培養した。 

 

3.3.7 細胞内 mRNAの回収 

 Total RNA Mini Kit（BIO-RAD）を用い、そのプロトコルに従って精製した。具体的には、培

養細胞の培地を取り除き、PBSで 3回洗浄後、回収した。500 G、10 分遠心して PBSを除き、

風乾後に Lysis Solution、70% エタノールを加えて懸濁し、遠心してカラムに通した。続いて

Low-stringency wash solution をカラムに通し、DNaseⅠをカラムに加えて 15 分処理した。再

び遠心した後、High stringency wash solution、Low stringency wash solution を順次カラムに

通し、Elution solutionで溶出した。溶出したmRNA は-20 ℃で保存した。 

 

3.3.8 Real-time RT-PCR 

培養細胞から回収したmRNA、Mouse Total RNA Master Panel（Clontech）のmRNAをも

とに逆転写反応を行い、cDNA を作成した。具体的には、RNA 5 μLを DEPC 処理水で 11 μL 

に調製し、1 μL Oligo (dT)12-18 Primer（invitrogen）を加えた。そして 65 ℃、5 分反応後、氷

上に移し 10 mM dNTP（invitrogen）1 μL、PCR Grade Buffer（invitrogen）4 μL、0.1 M DTT 

（invitrogen）2 μL 加えた。この調製液を 3.3℃、2 分静置後、SuperScriptⅡ  Reverse 

Transcriptase（invitrogen） 1 μL を加え、3.3 ℃、50 分で逆転写を行った。その後、70 ℃、

15 分で酵素を失活させ、Ribonuclease H（invitrogen）1 μL 加えて 37 ℃、20 分静置した。

100 ℃、5 分で酵素を失活させた後、-20 ℃で保存した。 

逆転写反応によって作成したマウス培養細胞 cDNA、組織 cDNA、そしてマウス ES細胞（ST1、

E14.1）cDNAは C1000 Thermal Cycler（BIO-RAD）を用いて定量を行った。マウス ES 細胞

cDNA は東京工業大学 田川陽一准教授から譲渡されたものを用いた。これらの cDNA とプライ



 

13 

 

マー、iQ SYBR Green Supermix（BIO-RAD）を混合し、Real-time PCR 反応解析を行った。

結果は全て、ハウスキーピング遺伝子であるHPRT（ヒポキサンチン-グアニンホスホリボシルト

ランスフェラーゼ）を用いて標準化し、脳組織における HPRT に対する TrpRS の発現量を 1 と

した、相対値で示した。使用したプライマーは、HPRT には HPRT primer set（HPRT foward 

primer、HPRT reverse primer）、FL-TrpRSとSV-TrpRSの両者を測定するものにはTotal primer 

set（Total forward primer、Total reverse primer）、SV-TrpRSを特異的に認識するものには SV1 

primer set（SV1 forward primer、SV1 reverse primer）及び、SV2 primer set（SV2 forward 

primer、SV2 reverse primer）を用いた（配列は表 3-2に記載）。反応サイクルは以下の 2 通り

である。まずHPRT primer set と Total primer setは 95 ℃、30 秒を経た後、95 ℃で 5 秒処

理した後、55 ℃で 20 秒処理するという反応サイクルを 40 回繰り返した。また SV1 primer set

と SV2 primer setは 95 ℃、30 秒を経た後、95 ℃、5 秒処理した後、55.7 ℃で 20 秒処理す

るという反応サイクルを 40 回繰り返した。 

 

表 3-2：Real-time RT-PCR に用いたプライマー  

名前 標的 配列 

HPRT HPRT 
Fw 5'-ATACAGGCCAGACTTTGTTGG-3' 

Rv 5'-CAACTTGCGCTCATCTTAGG-3' 

Total 
FL-TrpRS,  

SV-TrpRS 

Fw 5'-GAAAGGCATTTTCGGCTTTACG-3' 

Rv 5'-GATGAGGCACTGGATATCTG-3' 

SV1 SV-TrpRS 
Fw 5'-CTGTCCTTCCACTTCCAG-3' 

Rv 5'-CTGCTGTTCTTTTCTGTCTAG-3' 

SV2 SV-TrpRS 
Fw 5'-GGAGCAGATCAGAAAGGATTAC-3' 

Rv 5'-TCAAAGCAGAAGCACTGGAAG-3' 

 

3.3.9 細胞へのプラスミド導入 

 Hepa1-6細胞は35 mm dishに4×105 cells/mLで播き、翌日、Lipofectamine 2000（Invitrogen）

のプロトコルに従って哺乳動物発現ベクターである pcDNA4 His Maxに挿入したマウス TrpRS

の導入を行い、37 ℃、5% CO2で 24時間培養した。 
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3.3.10 細胞の回収 

 dishから培地を除き、PBSで洗浄した。Lysis buffer（50 mM NaH2PO4, 150 mM NaCl, 10 mM 

EDTA, 1% NP-40, 0.4%（v/v）PMSF, プロテアーゼインヒビターカクテル）を加え、セルス

クレーパーで細胞を剥がした。超音波破砕の後、15,000 rpm、4 ℃、10 分遠心し、可溶性画

分に等量の 2×SDS loading buffer を加えた。 

 

3.3.11 Western blot 解析 

  15%（w/v）ポリアクリルアミドゲルを用いて試料を分離し、Trans-Blot® SD Cell（BIO-RAD）

を用いて 100 mA、1 時間で Poly Vinylinede DiFluoride（PVDF）膜にタンパク質を転写した。

その後、PVDF膜をブロッキング溶液（5% スキムミルク、1% Tween、10 mM Tris-HCl (pH8.0)）

でブロッキングし、洗浄バッファー（1% Tween、10 mM Tris-HCl (pH8.0)）で洗浄後、500 倍

希釈した一次抗体（表 3-3）で室温、1時間振とうした。一次抗体反応後、洗浄バッファーで洗浄

し、5000 倍希釈した ECL Anti-mouse IgG Horseradish Peroxidase Linked Whole Antibody

（from sheep）あるいは ECL Anti-rabbit IgG Horseradish Peroxidase Linked F (ab’)2 fragment

（from donkey）（どちらも GE Healthcare）で室温、1時間振とうした。二時抗体を洗浄バッフ

ァーで洗浄後、LAS 4000 mini（GE health care）により発光を検出した。 

 

表 3-3：一次抗体 

標的タンパク質 抗体名 二次抗体 会社名 

マウス TrpRS polyclonal WRS antibosy rabbit invitrogen 

6×His tag anti-His C-term mouse invitrogen 

マウス Actin monoclonal anti-βactin antibody mouse SIGMA-ALDRICH 

 

 

3.3.12タンパク質の発現・精製 

 マウス TrpRS の発現および精製は、次のように行った。pET151D に挿入されたマウス

TrpRS のプラスミドを用い、塩化カルシウム法によって E.coli BL21（DE3）に形質転換し
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て TYE 寒天培地上で一晩培養した。得られた菌体を 100 μg/ml アンピシリンを添加した

2×TY 培地で 37 ℃、5 時間培養した後、0.4 mM イソプロピル-β-D-ガラクトピラノシド

（IPTG）を添加して、TrpRSまたは IDO1の発現を 37 ℃下で 4時間誘導した。菌体は 4,500 

rpm、室温で 7分間遠心して回収し、-20 ℃下で保存した。 

 タンパク質精製は pET System Manual（Novagen）に従い、Ni-NTA アフィニティーク

ロマトグラフィーにより行った。回収した菌体を Binding buffer（20 mM Tris-HCl（pH 7.9）、

500 mM NaCl、5 mM イミダゾール）、0.4%（v/v）PMSF 、プロテアーゼインヒビターカ

クテルに懸濁し、氷上で超音波破砕後、4 ℃、10,000 rpm、30 分遠心し上清を回収した。

Charge buffer（50 mM NiSO4）を用いてNiを補填し、Binding buffer で平衡化した Ni-NTA 

His Bind Resin（Novagen）に遠心上清を添加した。カラムを Binding bufferで洗浄後、さ

らにWash buffer（20 mM Tris-HCl（pH 7.9）、500 mM NaCl、60 mM イミダゾール）で

洗浄し、Elute buffer（20 mM Tris-HCl （pH 7.9）、500 mM NaCl、1 M イミダゾール）

により 6×His タグ付きの目的タンパク質を回収した。得られたタンパク質は Amicon 

Ultra-15（Merck Millipore）を用いて Phosphate buffered saline（PBS, pH 7.4）にバッファ

ー置換し、-80℃下に保存した。 

 

 

3.3.13 アミノアシル化活性の測定 

前処理として 3 MM paper filter（Whatman）に 5% トリクロロ酢酸（TCA）を滴下し、1時

間乾燥させた。反応液は 150 mM Tris-HCl （pH 7.5）、150 mM KCl,、10 mM MgCl2、4 mM ATP、

19 μM Trp、1 μM [3H]Trp（PerkinElmer）に、72 ℃、2 分インキュベートした Yeast-tRNA

（Roche）を終濃度 500 μMとなるように加え、室温で 30 分静置することで tRNAのリフォー

ルディングを促した。反応液に終濃度 100 nM になるよう TrpRS を加えて反応を開始し、経時

変化に伴って反応液を filterに滴下し、反応を停止させ、2 mM Trpを含む 5% TCA で洗浄後、

99.5% エタノールですすいだ。filterは室温、1時間乾燥させた後、0.5 mM 2.5-ジフェニル・オ

キサゾール（DPO）、16.5 mM 1,4-ビス-,2-(5-フェニルオキサゾイル)-ベンゼン）（POPOP）を含
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むトルエン 2 mL を入れたバイアルに入れ、LS 6500 Multi-Purpose Scintillation Counter

（BECKMAN）を用いて測定を行った。 

 

3.3.14 統計処理 

 アミノアシル化活性の測定結果については、 one-way ANOVA で解析した後、

Turkey-Kramer post hoc tests にかけた。 
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3.4 結果 

 

3.4.1 マウス組織、胚、細胞における TrpRS の発現解析 

3.4.1.1 設計したプライマーはマウス SV-TrpRS を特異的に検出する  

 本研究では、マウス FL-TrpRS 及び SV-TrpRS の mRNA の発現を Real-time RT-PCR

（Reverse transcription PCR）によって定量するため、それぞれの TrpRS を特異的に

検出することのできる 3 種類のプライマーを設計した（図 3-1 A）。1 つ目は、FL-TrpRS

と SV-TrpRS の共通した領域に結合し、どちらの TrpRS も検出する、即ち TrpRS の全

体量を検出することのできる Total プライマーである。次に SV-TrpRS のみを検出する

ことのできる 2 つの異なるプライマーを設計した。第一に、リバース（Rv）プライマー

の 21 塩基のうち、7 塩基が FL-TrpRS と SV-TrpRS との C 末端共通部分に、残りの 14

塩基が SV-TrpRS の C 末端付加配列に結合する SV1 プライマーである。このプライマ

ーは SV-TrpRS にのみ結合し、FL-TrpRS には結合しない。第二に、Rv プライマーが 3’

非翻訳領域に結合する SV2 プライマーである。このプライマーは、FL-TrpRS の 3’非翻

訳領域にも結合することができるものの、伸長時間が足りず（1054 b）増幅しない。一

方、SV-TrpRS に結合すると正しく伸長し、119 b の PCR 産物が生じる。  

 設計したプライマーの特異性を確認するため、FL-TrpRSあるいは SV-TrpRSの cDNA

を組み込んだ 2 つのプラスミドベクターを鋳型として Real-time PCR を行った（図 3-1 

B）。Total プライマーを用いた場合には、どちらのベクターでも同じように PCR 産物が

増幅し、同程度の Ct 値を示した。一方、SV1 プライマー、SV2 プライマーを用いた場

合には、SV-TrpRS の cDNA を組み込んだベクターで優先的な増幅が見られた。さらに

SV1 プライマー、SV2 プライマーで得られた SV-TrpRS ベクターにおける Ct 値は、Total

プライマーでの Ct 値とほぼ一致した。PCR 産物を 2 %アガロースゲルを用いて電気泳

動したところ、Total プライマーで増幅した場合には、FL-TrpRS、SV-TrpRS のどちら

のベクターを鋳型とした場合にも期待されるバンドが見られたが、SV1 プライマー、SV2
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プライマーの場合は SV-TrpRS ベクターでのみ、バンドが見られた（図 3-1 C）。これら

の結果から、設計した Total プライマーは FL-TrpRS と SV-TrpRS の両方を、SV1 プラ

イマー、SV2 プライマーは SV-TrpRS のみを特異的に検出することが確認された。  
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  図 3-1 RT-PCR を用いたマウス FL-TrpRS、SV-TrpRS の mRNA の検出 

(A) マウス TrpRS mRNA と設計したプライマーの模式図。桃色の四角形はマウス FL-TrpRS をコード

したオープンリーディングフレームのうち、FL-TrpRS、SV-TrpRS に共通の部分を、濃い赤色は

alternative splicing を受けて翻訳される配列を示している。灰色は FL-TrpRS と SV-TrpRS の

両方を検出する Total primer set を、赤色と青色は SV-TrpRS のみを検出する SV primer set

を示している。 

(B) RT-PCR によってマウス FL-TrpRS（実線）あるいは SV-TrpRS（点線）の cDNA を組み込んだプラ

スミドベクターを検出したときの増殖曲線。（RFU: relative fluorescence units） 

(C) PCR産物の泳動像。cDNA を組み込んだプラスミドベクターを RT-PCR によって増幅し、14サイク

ル終了後の PCR 産物を 2 %アガロースゲルで電気泳動し、臭化エチジウムで染色した。DNA の

分子量マーカー（100、200、300、400、500、517、600、700、800、900、1000、1200、

1517 bp）のうち一部を左に示した。 
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3.4.1.2 マウス ES 細胞の分化前後で SV-TrpRS の発現量に変化はない  

 SV-TrpRS の存在を報告した最初の論文では、マウスの脳組織と比較して ES 細胞に

おいて SV-TrpRS が高く発現していることを Northern blot 解析によって明らかにした

（14）。それを受けて本研究では 2 種類のマウス ES 細胞（ST1、E14.1）から回収した

mRNA を基に、RT-PCR によって cDNA を作製した。さらに、ES 細胞を肝組織へと分

化誘導させた場合の cDNAも同様に作製し、分化前後における FL-TrpRS及び SV-TrpRS

の mRNA の発現量を Real-time PCR によって解析した。これら ES 細胞の cDNA は東

京工業大学の田川陽一准教授、玉井美保先生により調製していただいた。Real-time PCR

の結果、分化の前後において FL-TrpRS、SV-TrpRS のどちらの発現量も大きな変化が

ないことが明らかとなった（図 3-2 A-C）。 
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図 3-2 マウス ES 細胞 ST1、E14.1 とそれらを分化させた細胞における FL-、SV-TrpRS の発現  

(A) Total primer set を用いて検出した Total TrpRS（FL-TrpRS と SV-TrpRS）の発現量  

(B) SV1 primer set を用いて検出した SV-TrpRS の発現量  

(C) SV2 primer set を用いて検出した SV-TrpRS の発現量   

（A）～（C）すべてのデータは HPRT の発現量で補正し、脳組織における TrpRS の発現を 1 とした相

対値で示した。（n≧3） 
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3.4.1.3 一部の組織、胚において SV-TrpRS の発現量が高い  

 3.4.1.2 より、マウス ES 細胞においては分化の前後で FL-TrpRS、SV-TrpRS の発現

量に変化はなかった。そこで、マウスの各組織や胚の mRNA を購入し、RT-PCR によっ

て cDNA を作製した後、TrpRS の発現量を解析した。その結果、組織における TrpRS

の全体量（FL-TrpRS＋SV-TrpRS）は、組織によってばらつきがあり、特に脾臓や肺、

肝臓、子宮、そして胚において高い発現を示すことが明らかとなった（図 3-3 A）。組織

におけるこの発現パターンは、ヒト TrpRS のそれと類似していたが、各組織間の発現量

の差はヒト TrpRS よりも小さかった（13）。また、SV-TrpRS の発現については、ES 細

胞に限らず、いくつかの組織において高い発現を示し、一方で脳では発現が低いことが

明らかとなった（図 3-3 B, C）。SV-TrpRS の組織間の発現パターンは、マウス TrpRS

全体のパターンと類似していたが、SV-TrpRS の組織間の発現量の差は、全体の差より

も非常に大きかった。  
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図 3-3 マウス組織における FL-TrpRS、SV-TrpRS の発現  

(A) Total primer set を用いて検出した Total TrpRS（FL-TrpRS + SV-TrpRS）の発現量  

(B) SV1 primer set を用いて検出した SV-TrpRS の発現量   

(C) SV2 primer set を用いて検出した SV-TrpRS の発現量   

(A)～(C) すべてのデータは HPRT の発現量で補正し、脳組織における TrpRS の発現を 1 とした

相対値で示した。（n≧3） 
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3.4.1.4 マウス TrpRS mRNA の発現は IFN-γの影響を受ける  

 ヒトでは、いくつかの培養細胞において IFN-γを処理したときに TrpRS の発現が大

きく増加することが報告されている（11, 12, 15）。そこで今回、マウスのマクロファー

ジ様細胞株（RAW264 細胞）、肝癌細胞株（Hepa1-6 細胞）、そして神経芽細胞株（Neuro-2a

細胞）に対してマウス IFN-γを処理し、24 時間後に mRNA を回収し、マウス TrpRS

の発現を Real-time RT-PCR によって解析した。その結果、RAW264 細胞、Neuro-2a

細胞では IFN-γ処理の有無によって TrpRS の全体量、SV-TrpRS の発現量ともに変化

はなかった（図 3-4 A, B, C）。一方、Hepa1-6 細胞では IFN-γ処理によって TrpRS の

全体量、SV-TrpRS の発現量ともに 5 倍程度の増加が見られた（図 3-4 A, B, C）。  

 組織のマウス TrpRS の発現解析では、脳における SV-TrpRS の発現が非常に低かった

が、神経細胞である Neuro-2a 細胞では他の 2 つの細胞と比較しても SV-TrpRS の発現

は高かった。この要因が、未分化の Neuro-2a 細胞を使用していることにあると考え、

Neuro-2a 細胞をレチノイン酸によって分化させた後、Real-time RT-PCR を行った。そ

の結果、マウス TrpRS 全体量は、分化処理の有無で大きな差がなかったが、分化後の方

が IFN-γ処理による発現上昇が起こる傾向が見られた（図 3-5 A）。一方、マウス

SV-TrpRS に関しては、分化処理の有無でほとんど変化がなかった（図 3-5 B）。 
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図 3-4 マウス培養細胞における FL-TrpRS、SV-TrpRS の発現 

(A) Total primer set を用いて検出した Total TrpRS（FL-TrpRS と SV-TrpRS）の発現量  

(B) SV1 primer set を用いて検出した SV-TrpRS の発現量  

(C)  SV2 primer set を用いて検出した SV-TrpRS の発現量  

(A)～(C) すべてのデータは HPRT の発現量で補正し、脳組織における TrpRS の発現を 1 とした相

対値で示した。（n≧3） 
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図 3-5 マウス神経細胞における FL-TrpRS、SV-TrpRS の発現 

(A) Total primer set を用いて検出した Total TrpRS（FL-TrpRS と SV-TrpRS）の発現量  

(B) SV2 primer set を用いて検出した SV-TrpRS の発現量  

(A)、(B) すべてのデータは HPRT の発現量で補正し、脳組織における TrpRS の発現を 1 とした相対

値で示した。（n≧3） 



 

27 

 

3.4.1.5 マウス TrpRS タンパク質の発現は IFN-γの影響を受ける  

mRNA 発現解析を行った細胞に対し、タンパク質レベルでも TrpRS の発現を確認す

るため、Western blot 解析を行った。まず、ヒト TrpRS を認識する抗体がマウス TrpRS

も特異的に認識することを確認するため、細胞発現用ベクターを用いて Hepa1-6 細胞に

His タグ付きのマウス FL-TrpRS あるいは SV-TrpRS を過剰発現させた。細胞破砕液を

Western blot 解析を行った結果、抗 His 抗体と抗ヒト TrpRS 抗体では同じ位置に特異

的なバンドが検出され、抗ヒト TrpRS 抗体がマウス TrpRS を特異的に認識することを

確認した（図 3-6 A）。そこで IFN-γ処理した RAW246 細胞、Hepa1-6 細胞、Neuro-2a

細胞に対して Western blot 解析を行うと、RAW246 細胞と Neuro-2a 細胞では IFN-γ

処理の有無によるタンパク質発現の変化は見られなかった（図 3-6 B）。一方、Hepa1-6

細胞では IFN-γ処理時に TrpRS の発現上昇が見られた（図 3-6 B）。これらは mRNA

の発現解析の結果と一致しており、タンパク質レベルでもマウス TrpRS の発現が IFN-

γによる制御を受けていることが明らかとなった。  
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図 3-6 マウス培養細胞における TrpRS の発現 

(A) Empty vector、FL-TrpRS vector、SV-TrpRS vector を導入した Hepa1-6 細胞における

6×His-tagged TrpRS、内在性 TrpRS、アクチンを Western blot 解析により検出した。 

(B) RAW264 細胞、Hepa1-6 細胞、Neuro-2a 細胞を IFN-γで処理し、Western blot 解析

によりマウス TrpRS 及び、actin を検出した。 



 

29 

 

3.4.2 マウス SV-TrpRS のアミノアシル化活性の解析 

3.4.2.1 マウス SV-TrpRS のアミノアシル化活性は低い  

  Real-time RT-PCR を用いた発現解析により、マウス SV-TrpRS の発現が、組織特異的

であり、脳において低いことを明らかにした。そこで、SV-TrpRS の機能を解析するため、

大腸菌を用いてマウス FL-TrpRS 及び SV-TrpRS を発現させ、Ni-NTA 精製を行った。精

製した TrpRS のアミノアシル化活性を測定した結果、SV-TrpRS のアミノアシル化活性

は FL-TrpRS と比較して 50%程度であることが明らかになった（図 3-7）。  
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図 3-7 マウス TrpRS のアミノアシル化活性  

マウス FL-TrpRS、SV-TrpRS のアミノアシル化活性

（Trp-tRNA 合成量）。（n=18, **; p<0.01） 
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3.4.2.2 マウス SV-TrpRS のアミノアシル化活性は Cys 残基が制御する  

  ヒト TrpRS のアミノアシル化活性は、金属の結合によって制御されている（48）。一

方で、マウス FL-TrpRS やウシ TrpRS では、金属による活性制御はなく、常に高い活性

状態であることが報告されている（49）。そこで、マウス SV-TrpRS のアミノアシル化活

性が金属によって低く制御されているのか検証した。マウス SV-TrpRS の C 末端付加配

列には、システイン（Cys）残基が 2 つ含まれていることから、これらの残基をセリン

に置換した変異体（C476S, C478S, C476S/C478S）を作製し、アミノアシル化活性を測定

した。その結果、C476S は WT SV-TrpRS と同様に低いアミノアシル化活性を示したが、

C478S と C476S/C478S では、FL-TrpRS と同様に高いアミノアシル化活性を示した（図

3-8）。このことから、マウス SV-TrpRS のアミノアシル化活性制御には、C 末端付加配列

に含まれる 478 番目の Cys 残基が関与していることが明らかになった。  
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図 3-8 マウス SV-TrpRS 変異体のアミノアシル化活性  

マウス FL-TrpRS と SV-TrpRS WT, 変異体のアミノアシル化活性（Trp-tRNA 合成量） 

（n≧3, *; p<0.05  **; p<0.01） 
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3.4.2.3 金属が SV-TrpRS のアミノアシル化活性を制御するかもしれない  

 Cys 残基が活性制御に関与することから、マウス SV-TrpRS には金属が結合しており、

アミノアシル化活性を低く制御している可能性がある。そこで Cys478 とともに金属結

合に関与するアミノ酸残基の特定を目指した。マウス TrpRS は結晶構造がとられていな

いため、ヒト TrpRS の結晶構造を基に、タンパク質表面に局在し、C 末端部分と距離の

近いアスパラギン酸、グルタミン酸、ヒスチジン、システイン残基を候補とし、7 つの

アミノ酸置換変異体を作製した（D155N、D189N、C229S、D232N、D306N、H473A、D480N）

（図 3-9 A）。これらのうち、C229S、D232N は大腸菌において不溶性画分に発現し、精

製することができなかった。Cys229 と Asp232 は構造の安定化に重要な残基だと考えら

れる。E155Q、D189N、D306N、H473A、D480N に関しては、大腸菌において可溶性画

分に発現したため、Ni-NTA により精製した。変異体のアミノアシル化活性を測定した

結果、E155Q、D306N、H473A、D480N では、SV-TrpRS 野生型と同程度の活性を示した

（図 3-9 B）。一方、D189N は、アミノアシル化活性がほとんど見られず、Asp189 がア

ミノアシル化活性に必須であることが明らかになった（図 3-9 B）。候補残基に変異を入

れた 7 つの変異体では、C478S や C476S/C478S のようにアミノアシル化活性の復活が見

られるものはなかったが、アミノアシル化活性や構造の安定に重要な Asp189、Cys229、

Asp232 が Cys478 とともに金属結合に関与している可能性が高い。  
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図 3-9 マウス SV-TrpRS 変異体のアミノアシル化活性  

(A) マウス SV-TrpRS に変異を入れたアミノ酸残基の位置。マウス TrpRS は結晶が取れていないた

め、ヒト mini TrpRS の結晶構造を用いた。（PDB:1O5T） 

(B) マウス FL-TrpRS と SV-TrpRS WT, 変異体のアミノアシル化活性（Trp-tRNA 合成量）。

FL-TrpRS のアミノアシル化活性を 1 とした相対値で示した。（n≧3, *; p<0.05  **; p<0.01） 
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3.5 考察 

 

3.5.1 マウス TrpRS の発現解析  

 今回の研究では、FL-TrpRS と SV-TrpRS の mRNA がマウス ES 細胞や、脾臓、肺、肝

臓、子宮のようないくつかの組織において高く発現していること、一方で脳組織では

FL-TrpRS の発現量に対する SV-TrpRS の発現量が非常に少ないことを発見した。

SV-TrpRS の cDNA を組み込んだベクターについて、SV1 プライマー、SV2 プライマーは

Total プライマーと同様の増幅効率を示したことから、Ct 値を基に TrpRS 全体量

（FL-TrpRS + SV TrpRS）に対する SV-TrpRS の割合を見積もったところ、マウス脳組織

では 0.7 %未満、一方で ES 細胞ではおおよそ 6 %となった。この結果は、先行文献の

Northern blot 解析による分析とほぼ一致している（14）。また、今回の研究では、脳組織

において SV-TrpRS の発現が非常に低い一方で、神経芽細胞 Neuro-2a では SV-TrpRS の

高い発現が見られ、組織とは異なる結果を得た。この要因が分化処理をしていないこと

にあると考えたが、レチノイン酸による分化処理でも、SV-TrpRS の発現量は高いままで

あった。これについては、2 つの原因が考えられる。1 つは、脳組織は神経細胞だけでな

く、グリア細胞などの雑多な細胞の集合であるのに対し、Neuro-2a 細胞は神経細胞だけ

を見ている。SV-TrpRS の発現が低いのは神経細胞ではなく、脳組織のその他の構成要素

である可能性がある。2 つ目として、細胞の置かれた環境の違いが挙げられる。脳組織

は他の組織と比較しても酸素の消費が激しく、活性酸素などによるストレスも大きい。

このような細胞の外部環境が SV-TrpRS の発現に関与する可能性もあるため、今後検討

する必要がある。  

 今回の研究で FL-TrpRS、SV-TrpRS の発現が高かった臓器は、発現量の差はマウスの

方が小さいものの、ヒトにおいて TrpRS の発現が高い臓器とほぼ一致している（13）。

さらに、Hepa1-6 細胞を IFN-γで処理すると FL-TrpRS、SV-TrpRS の発現が 5 倍程度ま

で増加することが明らかになったが、この結果もヒト TrpRS の発現が IFN-γに応答する
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ことと一致する。過去の報告では、 IFN-γに曝したヒト培養細胞では、TrpRS の mRNA

が通常時の 50 倍程度まで増加することから、マウス TrpRS の発現誘導はヒト TrpRS よ

りも弱い（12）。しかしながら、マウスにおいてもヒトと同様に IFN-γによって TrpRS

の発現が誘導されることは、マウスとヒトの臓器で TrpRS の発現が同様のパターンを示

したことと関係していると考えられる。TrpRS の他に IFN-γによって発現が誘導される

タンパク質として IDO1 が挙げられる（23, 50）。IDO1 は Trp を代謝するキヌレニン経路

の初期反応を触媒し、この経路の律速酵素となっている（24）。マウスの脾臓や子宮にお

いて IDO1 が高く発現することが検出されている（51）。IDO1 を発現している細胞は、

Trp の代謝が活発になり、Trp が欠乏することによる細胞死から自身を守るために TrpRS

を発現していると言われている（52）。TrpRS が過剰に発現した細胞では、Trp を Trp-AMP

という形で貯蓄し、IDO1 による Trp の代謝からタンパク質合成に必要な Trp を確保して

いるのだろう。IFN-γは免疫応答の調節を中心的に担っている（53, 54）。IFN-γ誘導性

遺伝子には Gamma Activation Sequence （GAS）あるいは Interferon- stimulated 

Response Element （ISRE）配列が重要である。マウス TrpRS の遺伝子配列と alternative 

splicing の模式図を図 3-10 に示した。NCBI と Ensembl のデータベースを基に 2 つの転写

開始点 P1 と P2 を見い出し、これらの配列付近で GAS と ISRE に相当する配列を探した

ところ、P1 と P2 の間に存在した。GAS のコンセンサス配列を TTC/ANNNG/TAA、ISRE

のコンセンサス配列を NGAAANNGAAAG/CN としている。IFN-γ誘導性の TrpRS 発現

調節に関しては今後さらなる解析が必要である。  
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図 3-10 マウス TrpRS 遺伝子の概略図  

(A) マウス TrpRS のゲノム構造と alternative splicing の概略図。図は NCBI と Ensembl のデータ

ベースを基にして描いた。白抜きの四角形はエキソン、線はイントロン、点線は TrpRS の mRNA

のスプライス型、開始コドン（ATG）と終止コドンは矢印で示している。推定される転写開始位

置を P1、P2 とした。 

(B) マウス TrpRS の 5’ 転写調節領域の概略図。エキソン Ib 内の推定転写開始部位を＋1 とし

た。推定される IFN-γ調節因子 GAS、ISRE とその位置、塩基配列を示している。 
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3.5.2 マウス SV-TrpRS のアミノアシル化活性とその制御機構  

 本研究では、マウス SV-TrpRS のアミノアシル化活性が FL-TrpRS の 50％程度である

ことが明らかになった。アミノアシル化活性の低い要因として、SV-TrpRS の C 末端付

加配列（CFCFDT）に含まれる 2 つの Cys 残基に着目し、変異体を用いた解析をした結

果、特に 2 つ目の Cys 残基（Cys478）によってアミノアシル化活性が低く制御されてい

ることを発見した。哺乳類 TrpRS のアミノアシル化活性の制御は生物種ごとに異なる

（49）。ヒト TrpRS は亜鉛イオンやヘムとの結合によってアミノアシル化活性が制御さ

れている。亜鉛イオンを欠乏させたヒト TrpRS ではアミノアシル化活性が低いが、そこ

に亜鉛イオンあるいはヘムを結合させると、アミノアシル化活性が大きく上昇する（48）。

さらに、IFN-γに曝された細胞ではヒト TrpRS の発現が大きく増加するが、新しく合成

されたヒト TrpRS は亜鉛イオン非結合型が存在するため、これらのヒト TrpRS のアミノ

アシル化活性はヘムや亜鉛イオンの濃度に依存する。一方で、マウス FL-TrpRS やウシ

TrpRS は亜鉛イオンやヘムの結合の有無に関わらず、常時活性型である（49）。本研究に

より、マウス SV-TrpRS のアミノアシル化活性が C 末端付加配列の Cys 残基によって低

く制御されることが明らかになったことから、マウス SV-TrpRS のアミノアシル化活性

がヒト TrpRS と同様に金属によって制御される可能性が示唆された。C 末端付加配列と

ともに金属の結合部位となるアミノ酸残基の候補として、マウス TrpRS と相同性の高い

ヒト TrpRS の結晶構造を参考にして、タンパク質表面の Asp、Glu、His、Cys 残基に着

目した。アミノ酸置換変異体のアミノアシル化活性の解析結果から、E155Q、D306N、

H473A、D480N は野生型 SV-TrpRS と同程度のアミノアシル化活性を示したため、Glu155、

Asp306、His473、Asp480 が金属結合部位でないことが明らかになった。一方で、D189N

ではアミノアシル化活性が失われており、また、C229S、D232N は不溶性画分に発現し

たため、タンパク質の精製ができなかった。このことから、Asp189、Cys229、Asp232

は構造維持に重要な残基であり、SV-TrpRS のアミノアシル化活性を低く制御するための

金属結合部位である可能性が示唆された。  

 本研究では、マウス SV-TrpRS の mRNA がマウス ES 細胞に加え、胚やさまざまな組
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織において発現していること、Hepa1-6 細胞では IFN-γによって発現が増加することを

明らかにした。これまでに、他の下等あるいは高等な脊椎動物において、マウス TrpRS

のような alternative splicing を受ける TrpRS の報告はされていない。マウス SV-TrpRS の

組織特異的な発現パターンや、 IFN-γによる発現の増加、マウス SV-TrpRS の低いアミ

ノアシル化活性からも、SV-TrpRS がアミノアシル化活性とは別に、何らかの重要な機能

を持つことを示唆している。ヒト TrpRS は細胞外に分泌されて血管新生を抑制したり、

核に移行して p53 を活性化したりすることが報告されている（20）。本研究から、Trp の

トランスポーターとして機能することも明らかになった。今後は、マウス FL-TrpRS と

SV-TrpRS がこれらの機能を持つのか検証する必要がある。さらに、細胞内局在やストレ

ス応答、相互作用分子などについての比較を通して SV-TrpRS の機能を解明することが

課題である。  
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4. 結論 

 

 本研究の第二章では、マウスに特有な SV-TrpRS の発現及びアミノアシル化活性を解

析し、SV-TrpRS は脳における発現量が非常に低いこと、アミノアシル化活性が低いこ

とを明らかにした。特に、アミノアシル化活性は、C 末端付加配列の Cys 残基に金属が

結合することによる制御である可能性が示唆された。ヒト TrpRS は、金属の結合によっ

てアミノアシル化反応の活性型と不活性型が存在し、上述したように、それによって他

の機能が制御されている可能性がある。一方、ヒト full-length TrpRS にあたるマウス

FL-TrpRS は、金属の結合の有無に関わらず、常に高いアミノアシル化活性を持つ。マ

ウスでは、アミノアシル化活性の低い SV-TrpRS が alternative splicing によって産生

されることで、アミノアシル化反応以外の機能を SV-TrpRS が担当しているのかもしれ

ない（図 4）。また、マウス以外の生物でも、アミノアシル化不活性型の TrpRS が存在

し、多機能を制御している可能性がある。  

 

 

 
図 4 マウス TrpRS の機能制御の模式図（仮説） 
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