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研究成果の概要（和文）：本研究では、D-アミノ酸結合tRNA脱アシル化酵素であるD-tyr-tRNA 

deacylase(DTD)に着目して、D-アミノ酸がタンパク質合成に利用されることにより生じる運動

神経細胞ストレスメカニズムについて検討した。DTD存在下では、D-アミノ酸の存在は細胞に

明らかな毒性を示さなかったものの、DTD非存在下では細胞は小胞体ストレスを増悪させるこ

とが明らかとなり、D-アミノ酸負荷はユビキチン化タンパクの増加へと導くことが明らかとな

った。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated in this study how motoneurons reacts against 
contamination of D-amino acids in protein synthesis by focusing on D-tyr-tRNA deacylase 
(DTD). D-amino acids do not make any cellular stresses in the existence of DTD, whereas 
genetic disruption of DTD enhances unfolded protein response and D-amino acids increase 
ubiquitinated proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
筋萎縮性側索硬化症は(ALS)は、中年発症の
運動神経疾患であり、随意筋の麻痺がわずか
数年間で全身へ進行して呼吸筋麻痺に致っ
てしまう疾患である。現在のところ、進行を
止める治療法は見つかっておらず、治療標的
の開発は急務である。 
主要な病態仮説一つである、グルタミン酸に
よる運動神経興奮毒性に着目して、我々はグ
ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の 一 つ で あ る
N-methyl-D-aspartate(NMDA) 受 容 体 の
coagonistであるD-セリンがALSの脊髄で病

勢とともに増加し、神経変性を増悪すること
を明らかにした。一方、ALSの病理像として、
特徴的な細胞内封入体形成が知られている
ものの、詳細なメカニズムは明らかとなって
おらず、D-セリンの増加と凝集体形成が関連
するか否かは知られていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、加齢性変化として、D-アミノ酸
がタンパク質合成に混入することに着目し、
細胞ストレスを引き起こしALS関連細胞死へ
と導くのではないかと考えた。D-アミノ酸が
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タンパク質中に翻訳されるのを生理的に阻
止 す る 分 子 と し て 、 D-tyrosine-tRNA 
deacylase (DTD)が知られている。DTDは D-
アミノ酸が tRNAに結合するのを非アシル化
することによって、タンパク質翻訳合成には
D-アミノ酸は通常状態では排除されること
が知られている。そこで、DTDの機能または
発現の加齢性変化および、それに伴う細胞ス
トレスを評価した。 
 
３．研究の方法 
動物 
C57BL/6JJclマウスを株式会社クレアから購
入して使用した。動物は、specific pathogen 
freeの環境下で飼育し、実験は慶應義塾大学
医学部動物実験委員会による承認を得た。 
細胞、遺伝子導入 
NSC34細胞を使用した。NSC34細胞は、マウ
ス脊髄前角細胞とマウス神経芽細胞腫のハ
イブリドーマである。37℃で10%血清を含む
DMEMにて培養した。遺伝子導入は
Lipofectamine 2000(Invitrogen)を用いて、
製造元のプロトコールに沿って行った。 
抗体 
マウスDTD56-70番目のペプチドを抗原とし
て、ウサギポリクローナル抗体を作成した
（蛋白精製工業）。M2抗体（anti-FLAG抗体）
は、sigma-aldrichから購入した。GAPDH抗
体は、cell signaling technologyから購入
した。 
クローニング、プラスミド、siRNA 
マウスおよびヒトcDNA libraryからPCRに
てmDTDおよびhDTDのcDNAを増幅し、
pCMV-FLAGベクター(Sigma-Aldrich)にクロ
ーニングした。Pfu turbo mutagenesis 
kit(Stratagene)を用いて、T81A変異を導入
し、DTD活性を喪失したmutant (T81ADTD)を
作製した。mDTDおよびhDTDに対するsiRNA
は、Enhanced siDirect社のホームページに
て設計した。 
 
４．研究成果 
(1)DTDのマウスにおける発現と経時的変化 
マウスにおけるDTDの臓器別発現をDTD抗体
を用いて検討したところ、中枢神経系で多く
発現していることが確認された（図１：下左）。
また、経時的変化を検討したところ、DTDは
成長とともに増加し、加齢とともに減少する
ことが明らかとなった（図２：下右）。 

 
                 図２ 
 
 

(2)siRNA oligoのLipofectionによるDTDの
ノックダウン効率の確認 
mDTDおよびhDTDに対するsiRNAを作製し、
ネガティブコントロールとして配列をラン
ダムに並べ替えた siRNAおよび非特異的な
siRNA を pCMV-mDTD-FLAG お よ び
pCMV-hDTD-FLAGと共にLipofectamine2000を
用いてそれぞれ遺伝子導入したところ、特異
的にほぼ 100%の効率でノックダウンできる
ことを確認した（図3）。 

 
図３ 
 
 
 
 
 

(3)DTDノックダウンによる Unfolded 
protein response(UPR)への影響 
DTDとタンパク質合成との関係を明らかにす
るため、NSC34細胞に mouseDTDに対する
siRNAおよびUPREを含むluciferaseのレポ
ーター遺伝子を導入し、40時間後に
tunicamycin を 8 時 間 処 理 し て Dual 
luciferase assay行った。コントロールの
siRNA(nc1, nc2)と比較して優位に DTDに対
する siRNAで UPREに結合する転写因子の活
性は増強し、驚くべきことにD-セリン処理に
よって減弱した（図4）。 
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(4)D-セリンとUPR減弱との関連性の検討 
当初、D-セリンによってUPRが増強すること
が予想されていたため、D-セリンが細胞内に
取り込まれていないため何らかの原因で UPR
が減弱したのではないかと考えた。細胞内に
D-セリン合成酵素のセリンラセマーゼ(SRR)
を発現させ、細胞外からL-セリンを処理して
細胞内で D-セリン合成を促した条件下で、
UPREのDual luciferase assayを行った。こ
の結果、L-セリン処理によってもUPRが減弱
することが明らかとなり、SRR発現群ではさ
らに UPRが減弱したため、細胞内のD-/L-セ
リンによってUPRが減弱することが明らかと
なった（図5）。 
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(5)D-/L-アミノ酸とUPRとの関連性の検討 
DTDの deacylase活性はセリン以外にもアス
パラギン酸やアラニン、チロシンなどにも示
す。生体内にはD-アラニン、D-アスパラギン
酸が比較的豊富に認められるため、これらの
アミノ酸と DTDとの関連性を次に検討した。
DTDノックダウン条件下において、D-/L-チロ
シン、アスパラギン酸、アラニン、セリンを
それぞれ 24時間処理し、UPREの Dual 
luciferase assayを行った。アスパラギン酸、
チロシンはD-/L-体が UPRに及ぼす影響は同
程度であったが、アラニン、セリンはそれぞ
れL体がD体よりも優位にUPRを抑制するこ
とが明らかになった（図6）。 
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(6)mDTD高発現による小胞体ストレスへの影
響の評価 
(4)でmDTD発現を消失させた場合に小胞体ス
トレスが増強することが明らかになったた
め、mDTDの発現を上昇させた場合、細胞にか
かるストレスが減弱するか否かを検討した。
NSC34細胞に C末端 FLAG-tagを有した mDTD
またはそのmutant T81A DTDをそれぞれ遺伝
子導入し、40時間後にtunicamycinを8時間
処理し、UPREのDual luciferase assayを行
った。結果、mDTDの過剰発現によって、
tunicamycin誘導性の UPRが優位に減弱し、
T81A-DTDも同様にUPRを減弱させた（図7）。
T81A-DTDはdeacylase活性を持たない変異で
あるにもかかわらず、wild type DTDと同様
にUPRを減弱させたことから、DTDとUPRの
関連はdeacylase活性とは無関係であること
が示唆された。また、この現象は N末端 tag
の DTDでも同様に認められたことから(data 
not shown)、tagによる影響ではないと考え
られる。 
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(7)DTDとユビキチン・プロテアソーム系と
の関連性の検討 
異常タンパク質の分解を担うもう一つの系
として、ユビキチン・プロテアソーム系と
D-アミノ酸含有タンパク質合成との関連を
検討した。NSC34細胞で DTDをノックダウ
ンした細胞に D-/L-セリンを処理し、ユビキ
チンに対する抗体でウエスタンブロッティ
ングを行ったところ、DTD ノックダウン下
で D-セリンを処理した群でユビキチン化が
増強していた（図 8）。このことから D-アミ
ノ酸含有タンパク質は、ユビキチン・プロテ
アソーム系によって主に処理されているの
ではないかと考えられる。 
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