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研究成果の概要（和文）：癌細胞では、細胞外から細胞内へ、トリプトファン(Trp)に対する高い親和性と高い
選択性を有する高感度な取り込みが起こり、癌周辺のTrpを枯渇させることでT細胞の活性を抑制し、免疫寛容が
生じる。本プロジェクトでは、癌の免疫寛容を誘導する細胞外から細胞内への高感度Trp輸送にトリプトファニ
ルtRNA合成酵素(TrpRS)が直接関わること、また、TrpRSによるTrp-AMP合成能と細胞内のTrp飢餓状態が高感度
Trp輸送に極めて重要であることを明らかにした。さらに、アミノアシルtRNA合成酵素に結合しアミノアシル
tRNA合成酵素の機能を制御するポリフェノールの探索にも挑んだ。

研究成果の概要（英文）：The novel tryptophan (Trp) transport system, which displays high affinity 
and selectivity for Trp, is present in tumour cells. High-affinity Trp uptake into tumour cells 
results in extracellular Trp depletion and immune suppression. In this project, we showed that human
 tryptophanyl-tRNA synthetase (TrpRS) has a crucial function in high-affinity Trp uptake into cells 
and demonstrated that Trp-AMP production by TrpRS and intracellular Trp starvation conditions are 
important for high-affinity Trp uptake. Moreover, we tried to search for polyphenols which bind to 
aminoacyl-tRNA synthetases and regulate their protein function.

研究分野： 分子生命科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、癌の免疫寛容を誘導する細胞外から細胞内への高感度トリプトファン(Trp)輸送に直接関わるトリ
プトファニルtRNA合成酵素(TrpRS)の作用機序の解明を目指し、TrpRSによるTrp-AMP合成能と細胞内のTrp飢餓状
態が高感度Trp輸送に極めて重要であることを明らかにした。さらに、アミノアシルtRNA合成酵素に結合しアミ
ノアシルtRNA合成酵素の機能を制御するポリフェノールについて解析を行った。高親和性Trp取り込みは癌が免
疫機構を回避するために利用されるため，今回見出したポリフェノールはアミノアシルtRNA合成酵素をターゲッ
トとする癌の治療薬開発のために活用できると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
アミノアシル tRNA 合成酵素は tRNA にアミノ酸を結合させるアミノアシル化反応を触媒する

酵素である。我々はこれまで、アミノアシル tRNA 合成酵素の新規機能の探索を行ってきた。チ
ロシル tRNA 合成酵素 (TyrRS)とトリプトファニル tRNA 合成酵素 (TrpRS)は、tRNA にそれぞれ
チロシン(Tyr)及びトリプトファン(Trp)を結合させるアミノアシル化反応を触媒し、蛋白質の
翻訳系に関わっている。我々は、ヒト TyrRS がこの触媒機能に加え、アポトーシスの初期段階で
細胞から分泌され、余分な付加ドメインがプロテアーゼで切断された後、触媒活性ドメイン及び
余分な付加ドメインが二種類のサイトカインとして働くことを発見した(Wakasugi and 
Schimmel Science 284, 147-151 (1999); Wakasugi and Schimmel J. Biol. Chem 274, 23155-
23159 (1999)) 。また、ヒト TyrRS の触媒活性ドメインが、血管新生促進因子として働くこと、
他方、分子進化学的に近縁の酵素であるヒト TrpRS も蛋白質分解酵素や alternative splicing
により余分な付加ドメインが切断され、ヒト TrpRS の触媒活性ドメインは逆に血管新生抑制因
子として働くことを発見した(Wakasugi et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 173-177 
(2002); Wakasugi et al. J. Biol. Chem. 277, 20124-20126 (2002))。さらに、最近、ヒト
TrpRS がインターフェロン(IFN)-γ に応答して発現量が著しく増加し、細胞内から細胞外に分
泌され、免疫寛容に関わる細胞外から細胞内への Trp に対する高い親和性と高い選択性を有す
る高感度な Trp 輸送に関わることを発見した(Miyanokoshi et al. and Wakasugi J. Biol. 
Chem.293, 8428-8438 (2018))。 
癌細胞では、細胞外から細胞内へ、Trp に対する特異性及び親和性が非常に高い Trp 取り込み

が起こり、癌細胞周辺の Trp を枯渇させることにより T細胞を不活性化し、免疫系における癌の
排除を回避させる免疫寛容が誘導されることが明らかになった。この高感度 Trp 取り込みは，イ
ンターフェロン(IFN)-γ に刺激された細胞や Trp の代謝酵素であるインドールアミン 2,3-ジ
オキシゲナーゼ 1 (IDO1) を発現する細胞が行う Trp 特異的な高親和性の取り込みである。IDO1
は癌で高発現しており、細胞周囲の Trp を枯渇させることにより、免疫系における癌の排除を回
避させる。しかしながら、高感度 Trp 輸送機構の詳細は全く不明であった。ヒト TrpRS は 20 種
類のアミノアシル tRNA 合成酵素の中で唯一 IFN-γに応答して発現量が著しく増加する。我々の
解析の結果、細胞への IFN-γ処理により細胞内への高親和性の Trp の取り込み量が著しく増加
し、高親和性 Trp の取り込み量は TrpRS の発現量に依存すること、また、細胞外へ TrpRS 蛋白質
を添加すると高親和性 Trp の取り込み量が増加することが明らかになった(Miyanokoshi et al. 
and Wakasugi J. Biol. Chem. 293, 8428-8438 (2018))。 
 
２．研究の目的 
我々は、ヒト TrpRS が IFN-γに応答して発現量が著しく増加し、細胞内から細胞外に分泌さ

れ、免疫寛容に関わる細胞外の Trp の細胞内への輸送に関わることを発見した。癌細胞では、
Trp を代謝する酵素 IDO1 が高発現しており、癌周辺の Trp を枯渇させることで T 細胞の増殖を
抑え免疫寛容が生じることが明らかになっている。本プロジェクトでは、これらの新たな発見を
さらに推し進め、免疫寛容を誘導する癌細胞における TrpRS を介した高感度 Trp 輸送の制御機
構の全容解明を目指した。特に、Trp をキヌレニンに代謝する酵素である IDO1 に着目し、TrpRS
蛋白質を介する高感度 Trp 取り込み分子機構のさらなる解明を目指した。細胞発現用ベクター
を用いてヒト TrpRS を過剰発現させると Trp 飢餓条件下の細胞内への高感度 Trp 取り込み量が
増加するかどうか解析した。また、ヒト TrpRS の Trp や ATP 結合部位のアミノ酸を改変させた
変異体、tRNA 結合部位を欠失させた変異体を使って Trp の取り込みを解析することにより、Trp
の細胞内への取り込みに重要な TrpRS のアミノ酸残基を特定することにも挑んだ。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
ヒト子宮頸癌細胞株（HeLa 細胞）は 4.5 g/L グルコースを含む Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM)に、10% (v/v) Fetal Bovine Serum (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。HeLa 細胞への Trp 飢餓誘導は、Trp を含まない培地で 24時間培養することによって行
った。 
 
(2) 大腸菌でのヒト TrpRS 蛋白質および TyrRS 蛋白質の発現及び精製 
ヒトTrpRSまたはTyrRSを発現させるためのpET20b発現ベクターを作製し、大腸菌BL21（DE3）

に形質転換して大腸菌での蛋白質発現を行った。その後、pET System Manual に従い、Ni-NTA ア
フィニティークロマトグラフィーにより蛋白質の精製を行った。 



 
(3) 細胞へのプラスミド導入 
HeLa 細胞は 60 mm dish に 1.5×105 cells/mL で播き、翌日、PEI MAX を用いて、TrpRS を発

現するための哺乳動物発現ベクターpcDNA3.1/myc-His(-) B TrpRS vector の導入を行った。具
体的には、発現ベクターと PEI MAX を混合して 20 分静置後、dish に加え、37 ℃、5% CO2で 24
時間培養した。 
 
(4) 細胞外から細胞内への Trp の取り込み測定 
HeLa 細胞の培地を除き、リン酸緩衝液(PBS)でよく洗浄した。細胞を回収し、1×106 cells/mL

となるように PBS で懸濁した。終濃度 500 nM TrpRS 蛋白質の存在下、または非存在下で、150 
nM [3H] Trp を添加し、経過時間に伴って回収した細胞を glass microfiber filters に滴下後、
PBS で洗浄した。filter を乾燥後、LS 6500 Scintillation Counter を用いて測定を行った。 
 
４．研究成果 
(1) IDO1 過剰発現細胞への TrpRS 蛋白質の添加は高感度 Trp 取り込みにさらなる相乗効果をも
たらす 
Trp 高感度取り込みにおいて Trp 代謝酵

素と TrpRSがどのように関わり合っている
のか明らかにすることを目指した。まず、
細胞に野生型(WT) IDO1 発現ベクターを導
入し IDO1 を過剰発現させると、Trp 高感度
取り込みが起こることが明らかになった
（図 1）。次に、IDO1 を過剰発現させた細胞
に TrpRS蛋白質を外部添加して Trp取り込
みを測定したところ、TrpRS 添加のみや
IDO1 過剰発現のみの細胞と比較して、Trp
高感度取り込み量が著しく上昇すること
を発見した（図 1）。一方で、IDO1 のヘム結
合に重要な 346番目のヒスチジン残基をア
ラニンに置換し、Trp 代謝活性を失った
H346A IDO1 変異体の過剰発現ではこのよ
うな相乗効果は確認されなかった（図 1）。以上のことから、IDO1 過剰発現細胞では細胞外 TrpRS
蛋白質による Trp 高感度取り込みが促進されており、IDO1 過剰発現による Trp 代謝に伴う Trp
の欠乏が、細胞膜上で TrpRS と相互作用する蛋白質の発現量を増加させている可能性が考えら
れる。この内容は、Genes (Basel)誌上で投稿論文（Yokosawa, T., Sato, A., and Wakasugi, 
K. Tryptophan depletion modulates tryptophanyl-tRNA synthetase-mediated high-affinity 
tryptophan uptake into human cells. Genes (Basel)（査読有）11, 1423 (2020)）として発表
した。 
 
(2) 細胞の Trp 欠乏状態が TrpRS を介する Trp 高感度取り込みに重要となる 
IDO1 の過剰発現により

TrpRS 蛋白質の添加に伴う
Trp 高感度取り込みが著し
く増加することが確認され
たことから、IDO1 により生
じた Trp 代謝物が Trp 高感
度取り込みを引き起こす、
もしくは Trp 代謝による細
胞の Trp 欠乏状態が Trp 高
感度取り込みを誘導すると
いう 2つの可能性が考えら
れる。過去の研究において
IDO1のTrp代謝で生じるキ
ヌレニンが芳香族炭化水素
受容体を活性化させ、細胞
の Trp 取り込みを上昇させ
ることが報告されている。
そこで、キヌレニン存在下

 

図 1. TrpRS 蛋白質を添加した際の DO1 過剰発現細胞

 

図 2. TrpRS 蛋白質を添加した際の Trp 飢餓細胞の高親和性 Trp 取り込み 



や低濃度 Trp 培地で培養した HeLa 細胞を用いて、TrpRS を介する Trp 取り込みを測定し、Trp 代
謝物と Trp 欠乏状態のどちらが Trp 高感度取り込みの誘導に重要であるかについて検証を行っ
た。キヌレニンで処理した HeLa 細胞では、TrpRS 添加に伴う Trp 高感度取り込みの上昇は確認
されなかった一方、Trp を欠く培地で培養した細胞に対し精製 TrpRS 蛋白質を外部添加すると
Trp 高感度取り込みがさらに著しく増加することが明らかになった（図 2）。これらの結果から、
細胞の Trp 欠乏状態が TrpRS による Trp 高感度取り込みに重要であること、また、細胞外 TrpRS
が Trp 飢餓細胞の Trp 高感度取り込みに関わることが明らかになった。この内容は、Genes 
(Basel)誌上で投稿論文（Yokosawa, T., Sato, A., and Wakasugi, K. Tryptophan depletion 
modulates tryptophanyl-tRNA synthetase-mediated high-affinity tryptophan uptake into 
human cells. Genes (Basel)（査読有）11, 1423 (2020)）として発表した。 
 
(3) IDO1 過剰発現細胞では確かに Trp が枯渇している 
転写因子 ATF4 の細胞内発現量は、過去

の報告同様、Trp 飢餓に応答して増加す
ることが明らかになった（図 3A）。そこ
で、ATF4 の発現量変化を指標に、Trp 代
謝酵素の過剰発現に伴い Trp が枯渇して
いるかどうか検証する実験を次に行っ
た。WT IDO1 を過剰発現させると ATF4 の
発現量が増加し、Trp 代謝活性のない
H346A IDO1 の過剰発現では ATF4 発現量
は変化しなかった（図 3B）。また、Trp を
400 μM過剰に含む培地で WT IDO1 過剰
発現細胞を培養すると、通常培地での培
養と比べ、ATF4 発現量が著しく低下した
（図 3C）。以上の実験結果より、Trp 欠乏
を ATF4 発現量でモニターできること、ま
た、IDO1 過剰発現細胞では確かに Trp が
枯渇していることが明らかになった。こ
の内容は、Genes (Basel)誌上で投稿論文
（Yokosawa, T., Sato, A., and Wakasugi, K. Tryptophan depletion modulates tryptophanyl-
tRNA synthetase-mediated high-affinity tryptophan uptake into human cells. Genes 
(Basel)（査読有）11, 1423 (2020)）として発表した。 
 
(4) ヒト TrpRS の過剰発現細胞を用いた Trp 飢餓条件下での高感度 Trp 取り込みの解析 
ヒトWT TrpRS過剰発現細胞をTrpを含まない培地で培養すると、通常の培地で培養した TrpRS

過剰発現細胞や、Trp を含まない培地で培養した空のベクターを導入した細胞と比較して、Trp
取り込みの顕著な増加が観察された。これらの結果から、細胞の Trp 飢餓状態が TrpRS による
Trp 高感度取り込みに重要であることが明らかになった。次に、Trp を欠く培地で細胞発現用ベ
クターを用いてヒト TrpRS 変異体を HeLa 細胞で過剰発現させ、[3H]Trp の取り込みを測定した
ところ、Trp が結合できない変異体 Y159A/Q194A TrpRS 変異体、ATP が結合するアデノシンポケ
ットを塞いだ A310W TrpRS 変異体を過剰発現させた場合には、WT TrpRS を過剰発現させた場合
にみられた Trp 飢餓条件下での高感度 Trp 取り込みは誘導されなかった。他方、tRNA 結合部位
の 382 から 389 番目のアミノ酸残基を欠失させた Δ382-389 変異体の過剰発現により、WT TrpRS
過剰発現細胞と同様のレベルまで Trp 飢餓細胞への Trp 取り込み量が増加した。以上のことか
ら、TrpRS による高感度 Trp 輸送に、TrpRS のトリプトファニル AMP 形成能（Trp 結合能と ATP
結合能）は重要であるが、TrpRS の tRNA 結合能は必須ではないことが明らかになった。また、
ヒトの tRNA をアミノアシル化できない枯草菌 TrpRS を過剰発現させた HeLa 細胞を Trp 飢餓条
件下で培養した場合でも Trp の活発な取り込みが見られたことから、TrpRS への tRNA 結合は
TrpRS による Trp の取り込みに不必要であることが再確認された。また、精製した枯草菌 TrpRS 
蛋白質を取り込みアッセイバッファーに添加した場合にも、Trp 飢餓細胞への高親和性 Trp 取
り込みを促進した。これら実験結果からも、TrpRS への tRNA 結合能は TrpRS による高感度 Trp
輸送には不必要であると考えられる。現在、これら実験結果を投稿論文として執筆中である。 
 

(5) IFN-γによる高感度 Trp 輸送の誘導におけるヘムの影響の解析 
HeLa 細胞の培地に IFN-γ を添加すると高感度 Trp 輸送が増加するが、今回、IFN-γ 添加と

ともにスクシニルアセトンを添加しヘム合成を阻害すると高感度 Trp 輸送が著しく減少し、こ
の細胞にヘムを補充すると高感度 Trp 輸送が大きく増加することも明らかになった。この実験

図 3. 転写因子 ATF4 の細胞内発現量の比較 

ATF4 抗体を用いて Western blot 解析を行った。なお、
右側の矢印は、ATF4 の予測されたバンド位置を示す。 
(A) Trp を欠く培地で培養した細胞との比較、 (B) 
IDO1 過剰発現細胞との比較、(C) Trp を多く含む培地
で培養した IDO1 過剰発現細胞との比較 



結果は、Trp 代謝酵素がヘム蛋白質であり、ヘムの結合が Trp 代謝活性に必須であるためと解釈
される。 
 
(6) アミノアシル tRNA 合成酵素の機能を制御するポリフェノールの探索 
レスベラトロールは、ポリフェノールの一種であり、酸化ストレスからの細胞保護効果がある。

最近、レスべラトールが、ヒトの TyrRS の Tyr 結合ポケット内に Tyr 同様に結合した後、ヒト
TyrRS がアセチル化修飾を受け、アセチル化修飾した TyrRS は核に移行し、転写因子 E2F1 や
poly(ADP-ribose)polymerase-1 (PARP-1)を活性化し、DNA 損傷修復遺伝子の発現を増加させる
ことにより、酸化ストレスから細胞を保護する働きがあることが明らかになった。レスベラトロ
ールは TyrRS に結合し TyrRS のアミノアシル化活性を阻害することから、アミノアシル化活性
の阻害を指標に、TyrRS または TrpRS と結合するポリフェノールを探索した。その結果、いくつ
かのポリフェノールがヒト TyrRS のアミノアシル化活性を阻害し、しかも、過酸化水素による細
胞死から細胞を保護することに関与することが明らかになった。また、ヒト TrpRS に結合するポ
リフェノールも見つかり、ポリフェノールの TrpRS への結合に伴い TrpRS の蛋白質－蛋白質間
相互作用が変化することも明らかになった。アミノアシル tRNA 合成酵素に結合しアミノアシル
tRNA 合成酵素の機能を制御するポリフェノールについて解析を行った。今回見出したポリフェ
ノールは、アミノアシル tRNA 合成酵素をターゲットとする癌の治療薬開発のために活用できる
と考えている。 
 
(7) 細胞外から細胞内への高感度 Trp 取り込み機構の仮説 
本プロジェクトで得られた実験結果

をもとに、Trp 高感度取り込み機構を図
4 にまとめた。まず、細胞を IFN-γ で
刺激すると、IDO1 と TrpRS の発現量が
著しく増加する。IDO1 の発現量の増加
は、Trp の代謝を促進し、Trp の欠乏状
態に導く。細胞内の Trp の欠乏状態は、
TrpRSと相互作用する蛋白質分子の発現
量を増加させ、また、TrpRS の細胞外へ
の分泌を誘導する可能性がある。その
後、細胞外に分泌された TrpRS は細胞外
の Trp と結合し、発現量が増加した
TrpRS 相互作用蛋白質を介して、Trp を
細胞内へ選択的に輸送する Trp 高感度取り込みが誘導されると考えられる。Trp 欠乏状態の細胞
では、Trp と結合していない TrpRS が増加し、小胞体ストレスや GCN2-ATF4 経路が促進されると
推測される。これらによって細胞膜上で TrpRS と相互作用する分子の増加と、TrpRS の細胞外へ
の分泌や細胞膜への移行が起こり、細胞の Trp 高感度取り込みが誘導される可能性がある。 
 

 
図 4. Trp 高感度取り込み機構 
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