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緒 言 

 
ストレス顆粒は、熱や酸化などの外部刺激に応答して細胞内で組織化する顆粒状構造体である。ストレス顆粒は、

mRNA を顆粒内に取り込み翻訳を一時的に停止することで、蛋白質の蓄積による細胞の損傷を防ぐ［1］。ストレス顆

粒の形成は可逆的であり、細胞がストレスから回復するとストレス顆粒は消失 （脱重合） し、翻訳が再開する。スト

レス顆粒の主要構成成分としてT-cell intracellular antigen 1（TIA-1）などのRNA結合蛋白質が同定されている［2］。
TIA-1は、3つのRNA認識モチーフ（RRM）およびprion-like domain（PrLD）とよばれるプリオン蛋白質とアミノ

酸組成が類似するドメインをもつ（図1）。PrLDは特定の立体構造をもたない天然変性領域であり、in vitro実験では

容易にハイドロゲル状態へと相転移する。このことから、TIA-1はPrLDの自己重合を介してストレス顆粒へ構造転移

し、細胞内での反応を区画化する場を提供すると考えられる［3］。 
ストレス顆粒は生体の防御機構の一翼を担う一方で、ストレス顆粒の可逆性が失われると、筋萎縮性側索硬化症（ALS）

などの神経変性疾患の原因となる封入体（不溶性凝集体）の蓄積が認められる［4］。遺伝性の疾患では、PrLDのアミ

ノ酸変異が同定されている［5，6］。TIA-1 のPrLD 変異が原因となる遺伝性疾患としてWelander 遠位型ミオパチー

が知られている［7，8］。これらの重篤な疾病の予防法や有効な治療法を確立するためには、PrLD の自己重合に着目

したストレス顆粒の形成や不溶性凝集体形成のメカニズムを解明することが重要である。本研究では、野生型および変

異型の TIA-1 が顆粒状構造体や不溶性凝集体へと状態転移する条件を体系的に検証して相図を作成し、得られた相図

に基づいてTIA-1が構造転移する分子機序を明らかにすることを目的とした。 
野生型TIA-1 のRRM3-PrLD を発現・精製し、蛋白質濃度および塩濃度に依存した相転移を観察したところ、蛋白

質濃度・塩濃度の上昇に伴い溶液状態からゲル状態への相転移が見られた。ゲル化した試料について、固体NMR測定

をおこない、運動性の高い領域および低い領域のNMR信号が検出された。今後は、野生型と変異型における相図およ

び固体NMRスペクトルの異同から、PrLDの自己重合を介した構造転移のメカニズムを明らかにする。 
 

 
 

図1．TIA-1の構造とPrLDの凝集 
 

 

 

 

*現在の所属：広島大学 大学院統合生命科学研究科 数理生命科学プログラム

上原記念生命科学財団研究報告集, 33 (2019)

1



上原記念生命科学財団研究報告集, 33（2019） 
 

方 法 

 
1． 目的蛋白質の発現・精製 
大腸菌を用いた組換え蛋白質として、N末端側にHisタグを融合したTIA-1 PrLD（291386）およびRRM3-PrLD

（199～386）を調製した。NMR測定のための安定同位体 （13C/15N） 標識した蛋白質の調製では、13C-グルコースお

よび 15N-塩化アンモニウムをM9培地に添加して、目的の蛋白質を発現した。Hisタグを融合した蛋白質は、ニッケル

カラムおよびゲル濾過カラムを用いて精製した。精製中の溶液は、50 mM Tris-HClおよび2 M尿素を含む緩衝液 （pH 
9.0）を使用し、Hisタグの除去を目的として蛋白質本体との間にTobacco Etch Virus（TEV）プロテアーゼ認識配列

を挿入したが、Hisタグは除去せずそのまま利用した。 
TIA-1の天然変性領域であるPrLD（291～386）単独では精製過程で凝集体を形成したため、以下の実験ではすべて

RRM3-PrLD（199～386）を使用した。ゲル濾過カラムで精製したRRM3-PrLDは、50 mM Tris-HCl（pH 9.0）で透

析して濃縮した後、凍結保存した。溶液は、実験の直前に限外濾過もしくは透析によりバッファー置換した。 
2．NMR測定 
固体NMR 測定は、1H 共鳴周波数 400 MHz NMR 装置（Bruker）を使用した。プローブは 4 mm wide variable 

temperature（WVT）マジック角回転（MAS）プローブを用いた。 
 

結果および考察 

 

1．TIA-1 RRM3-PrLDのハイドロゲル相転移 
In vitro実験において、TIA-1はハイドロゲル状態へと相転移する［3］。溶液状態からゲル化する条件を検証するた

めに、RRM3-PrLD の相転移の蛋白質濃度および塩濃度依存性を調べた（図 2）。蛋白質濃度および塩濃度の増加に伴

い、RRM3-PrLDは溶液状態からゲル状態へと相転移した。 
 

 

 
図2．TIA-1 RRM3-PrLDハイドロゲル形成の観察 

蛋白質濃度および塩濃度を上昇させると、蛋白質溶液はゲル化した。 
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2．TIA-1 RRM3-PrLDハイドロゲルのNMR解析 
NMR 測定のための安定同位体（13C／15N）標識した RRM3-PrLD を発現・精製し、固体 NMR スペクトル測定を

おこなった（図3）。交差分極（CP）／MAS測定では運動性が低く、CPによる 1Hから 13Cへの磁化移動が起こりや

すい領域のNMR 信号が検出されるのに対して、パルス飽和移動（PST）／MAS 測定では運動性が高い領域のNMR
信号が強調される。双極子デカップリング（DD）／MAS測定では、運動性による強調の無いNMRスペクトルが得ら

れる。図3に示すように、CP／MAS測定とPST/MAS測定で得られるNMRスペクトルは大きく異なった。 
 

 

図3．TIA-1 RRM3-PrLDハイドロゲルの固体NMRスペクトル 
50 mM Tris-HCl（pH 9.0）、50 mM NaCl条件下で1.0 mM RRM3-PrLDが形成するハイドロゲル（右上図）の

NMRスペクトルを測定した。試料回転3 kHz。スペクトルは、DD/MAS（青）、CP/MAS（赤）、PST/MAS（緑）。 
 
3．今後の展望 
我々の先行研究では、相図を利用することで蛋白質凝集化が蛋白質の濃度に依存することを明らかにしてきた［9］。

本研究では、蛋白質の濃度に着目するとともに、TIA-1のNMR解析から、PrLDの重合を介したストレス顆粒への構

造転移や不溶性凝集体への相転移の分子機序を明らかにすることを目的として、研究をすすめてきた。PrLD自己重合

への分子間相互作用の寄与を調べるために、異なる塩濃度（50、100、200、300 mM NaCl）におけるRRM3-PrLD（蛋

白質濃度1.0 mM）ハイドロゲル試料を準備し、現在までに各種 13C NMRスペクトルを取得している。今後は、NMR
信号の帰属し、運動性の高い領域および低い領域をアミノ酸残基レベルで同定する。また、疾患に関連する変異体 
（E384K）についても、相図の作成および NMR 測定を遂行し、野生型と変異型における相図および固体 NMR スペ

クトルの異同から、PrLDの自己重合を介した構造転移のメカニズムの解明を目指し、研究をすすめる。 
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