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研究成果の概要（和文）：酵母のTORC2はMCT（membrane compartment containing TORC2）と呼ばれるエルゴス
テロールに富む細胞膜脂質マイクロドメインに局在する。そこで、エルゴステロール合成系の欠損株、あるいは
脂質マイクロドメインの構造を不安定化する薬剤であるエデルフォシンがTORC2シグナルの活性化に及ぼす影響
を検討した。その結果、erg2Δ株やerg3Δ株ではTORC2シグナルの活性化が抑制され、エデルフォシンはTORC2シ
グナルの活性化を阻害した。一方、低分子量Gタンパク質であるCdc42の欠損株ではTORC2シグナルの活性化が抑
制された。

研究成果の概要（英文）： Yeast TORC2 localizes to the sterol-rich plasma membrane lipid microdomains
 (MCT, membrane compartment containing TORC2). We investigated the effect of edelfosine, a drug that
 disrupts or destabilizes lipid microdomain’s structure, on the activation of TORC2-Ypk1/2 
signaling. We found that edelfosine inhibited the activation of TORC2 signaling. On the other hand, 
edelfosine induced phosphorylation of Mpk1. We examined the effect of Cdc42 deficiency on the 
activation of TORC2 signaling, and found that activation of TORC2-Ypk1/2 signaling is suppressed in 
Cdc42-deficient strains.

研究分野：応用微生物学

キーワード： 酵母　TORC2　メチルグリオキサール　エデルフォシン　エルゴステロール　Pkc1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
TORは真核生物において広く保存されたSer/Thrキナーゼであり、細胞の成長や代謝などを司るシグナル伝達経路
を構成する。TORは機能的に異なる2種類のTOR複合体（TORC1とTORC2）を形成する。TORC1の活性化機構について
は詳細な研究が進んでいるのに対し、TORC2の活性化機構の詳細については未解明の部分が多い。本研究は、細
胞膜脂質成分であるエルゴステロールやホスファチジルセリン、ならびに低分子量Gタンパク質Cdc42が、酵母
TORC2シグナルの活性化において重要な役割を果たしていることを明らかにした。このことは、TORC2の活性化機
構の解明に貢献するものである。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

TOR（Target Of Rapamycin）は真核生物において広く保存された Ser/Thr キナーゼであり、
細胞の成長や代謝などを司るシグナル伝達経路を構成する。TOR は機能的に異なる 2 種類の
TOR 複合体（TORC1 と TORC2）を形成する。TORC1 の活性化のイニシエーターとしては、
アミノ酸などの栄養源が知られている。一方、TORC2 の活性化のイニシエーターとして、動物
細胞ではインスリンが知られているが、その活性化のメカニズムの詳細についてはまだよく分
かっておらず、また下等真核生物である酵母には、インスリンのような成長因子による生育制御
系は存在しない。これに対し我々は、解糖系から派生する 2-オキソアルデヒドであるメチルグ
リオキサール（MG）が生物種を超えて TORC2 シグナルを活性化することを見いだした（Mol. 
Cell. Biol. 35:1269-1280, 2015）。 

MG は TORC2 シグナルを活性化させる。一方、TORC2 の機能欠損は致死となる。従って、
MG 感受性を示すような変異株の中には、MG による TORC2 シグナルの活性化に関与する因子
も含まれるのではないかと考えられる。そこで、酵母を使って MG に対する応答性を指標とし
た遺伝学的なスクリーニングを行った結果、細胞膜脂質成分であるホスファチジルセリン（PS）
の合成酵素（Cho1）の欠損株や、酵母のコレステロールに当たるエルゴステロールの合成系の
欠損株が MG 感受性を示すことを見いだした（Cell. Signal. 31:146-153, 2017; J. Biol. Chem. 
292:15039-15048, 2017）。実際、Cho1 の欠損株では TORC2 シグナルの活性化が起こらなくな
った（Cell. Signal. 31:146-153, 2017）。 

酵母においても動物細胞においても TORC1 の活性化に低分子量 G タンパク質が重要な役割
を果たすことが明らかになっている。酵母の TORC1 は、低分子量 G タンパク質 Rag GTPase
である Gtr1/Gtr2 を介して液胞膜に局在する。一方、動物細胞における mTORC1 は RagA/B と
RagC/D を介してリソソーム膜に局在し、mTORC1 のリソソーム膜局在は、その機能発現と相
関する。これに対し、酵母でも動物細胞でも TORC2 の活性化に低分子量 G タンパク質が関与
するかどうかについてはわかっていない。 
 
 
２．研究の目的 

酵母の TORC2 は、細胞膜のうち MCT（Membrane Compartment containing TORC2）と
呼ばれるマイクロドメインに局在するが、TORC2 の MCT 局在が機能と相関しているかどうか
については分かっていない。低分子量 G タンパク質のうち Rho GTPase である Cdc42 は細胞膜
に局在するが、PS 合成酵素の欠損株（cho1）ではその局在が消失することが報告されている（Nat. 
Cell Biol. 13:1424-1430, 2011）。我々は、PS 合成酵素である Cho1 の欠損株では TORC2 シグ
ナルの活性化が起こらなくなることを明らかにしている（Cell. Signal. 31:146-153, 2017）こと
から、Cdc42 が TORC2 シグナルの活性化に関与している可能性が期待される。そこで本研究
では、TORC2 シグナル活性化における膜脂質成分である PS やエルゴステロール、ならびに細
胞膜局在する Cdc42 の関与について明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
3.1 TORC2 の活性化 

TORC2 シグナルの活性化には、MG やオーレオバシジン A（AbA）を用いた。TORC2-Pkc1
シグナルの活性化については下流の Mpk1 のリン酸化状態を、TORC2-Ypk1/2 シグナルの活性
化については Ypk1/2 のリン酸化状態を、それぞれに対するリン酸化抗体を用いたウエスタンブ
ロッティングにより評価した。 
 
3.2 薬剤に対する感受性の検討 

対数期まで培養した酵母を MG や AbA を含む SD 培地（2%グルコース、0.67% YNB）にス
ポットし、28ºC で培養を行った。 
 
 
４．研究成果 
4.1 エルゴステロールの合成欠損が MG による TORC2-Pkc1 シグナルの活性化に及ぼす影響 

これまでに我々は、MG に感受性を示す酵母変異株の網羅的スクリーニングにより、エルゴ
ステロール（Erg）合成系酵素の変異株（erg2∆、erg3∆）を取得している（J. Biol. Chem. 
292:15039-15048, 2017）。そこで、他の Erg 変異株についても精査した結果、多くの Erg 変異
株が MG 感受性を示した（図 1B）。また、erg2∆株ならびに erg3∆株の MG による TORC2-Pkc1
シグナルの活性化を検討したところ、これらの変異株では活性化が認められなかった（図 1B）。
これらのことから、MG による TORC2-Pkc1 シグナルの活性化には細胞膜成分の一つであるエ



 

 

ルゴステロールが必要であると考えられた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 エルゴステロール合成の欠損が MG による TORC2-Pkc1 シグナルの活性化に及ぼす影響 
A：MG を含む培地に各変異株をスポットし、28ºC で培養した。B：MG 処理後の Mpk1 のリン

酸化状態を抗リン酸化 Mpk1 抗体を用いて検討した。 
 
4.2 MG による TORC2-Ypk1/2 シグナルの活性化 

MG が TORC2-Pkc1 シグナルを活性化したことから、TORC2 による別のシグナルブランチ
である TORC2-Ypk1/2 シグナルが活性化されるかどうかを抗リン酸化 Ypk1/2 抗体を用いて検
討を行った。オーレオバシジン A（AbA）は TORC2-Ypk1/2 シグナルを活性化させることが明
らかになっている。そこで、MG ならびに AbA で処理した細胞における Ypk1/2 のリン酸化を
検討した結果、MG は TORC2-Ypk1/2 シグナルを活性化することが明らかになった（図 2A）。
また、Ypk1 の欠損株や TORC2 の必須コンポーネントの一つである Avo3 の変異株（avo3-30）
の MG 感受性をスポットアッセイにより検討した結果、これらの変異株は MG 感受性を示した
（図 2B）。これらのことから、MG は TORC2-Pkc1 シグナルのみならず TORC2-Ypk1/2 シグナ
ルも活性化し、MG による TORC2-Ypk1/2 シグナルの活性化は何らかの生理的意義を持つと考
えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 MG による TORC2-Ypk1/2 シグナルの活性化 
A：MG ならびに AbA 処理後の Ypk1/2 のリン酸化状態を抗リン酸化 Ypk1/2 抗体を用いて検討

した。B：MG を含む培地に各変異株をスポットし、28ºC で培養した。 
 
4.3 ステロール阻害剤による TORC2-Ypk1/2 シグナル活性化の阻害 

TORC2 シグナルの活性化にエルゴステロールが重要な役割を果たすことが強く示唆された
ことから、ステロール阻害剤が AbA による TORC2-Ypk1/2 シグナルの活性化に及ぼす影響に
ついて検討した。その結果、Nystatin、Amphotericin B、ならびに Filipin で処理した細胞では
TORC2-Ypk1/2 シグナルが活性化されないことを見いだした（図 3A、3B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 ステロール阻害剤が TORC2-Ypk1/2 シグナルの活性化に及ぼす影響 
A：Nystatin（Nys）、Amphotericin B （AmB）で処理した細胞における AbA による Ypk1/2 の

リン酸化状態を抗リン酸化 Ypk1/2 抗体を用いて検討した。B：Filipin で処理した細胞における

AbA による Ypk1/2 のリン酸化状態を抗リン酸化 Ypk1/2 抗体を用いて検討した。 
 
4.4 エデルフォシンによる TORC2-Ypk1/2 シグナル活性化の阻害 

これまでの実験結果から、エルゴステロールが TORC2 シグナルの活性化に重要であること
が強く示唆された。エルゴステロールは細胞膜の脂質マイクロドメインの構成成分である。また、
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TORC2 は MCT と呼ばれる細胞膜の領域に局在する。Edelfoshine（Edel）はリゾホスファチジ
ルコリンアナログで、ステロールに親和性を持ち、脂質マイクロドメインに影響を与えることが
報告されている（J. Biol. Chem. 277:39541-39547, 2002; J. Biol. Chem. 280:38047-38058, 
2005; Chem. Phys. Lipids 191:153-162, 2015; J. Phys. Chem. B. 117:7929-7940, 2013）。そこ
で、Edel で処理した細胞における TORC2-Ypk1/2 シグナルの活性化を検討した。その結果、
AbA、Myriocin（Myr）、ならびに MG による TORC2-Ypk1/2 シグナルの活性化が阻害された
（図 4A、4B）。また、Edel で処理した細胞を AbA を含む培地にスポットしたところ、Edel 処
理細胞は AbA 感受性を示した（図 4C）。これらの結果から、脂質マイクロドメインは TORC2
シグナルの活性化に重要であると考えられた。しかしながら、 TORC2 の局在性を蛍光顕微鏡
を用いて観察したところ、Edel 処理によって TORC2 の MCT 局在が失われることはなかった
（data not shown）。 

 
図 4 Edelfosine による TORC2 活性化の阻害 
A：Edel で処理した細胞における AbA による Ypk1/2 のリン酸化状態を抗リン酸化 Ypk1/2 抗体

を用いて検討した。B：Edel で処理した細胞における AbA、Myr、あるいは MG による Ypk1/2
のリン酸化状態を抗リン酸化 Ypk1/2 抗体を用いて検討した。C：5 µM Edel で 60 分処理した細

胞を図中の濃度の AbA を含む培地にスポットし、28ºC で培養した。 
 
4.5 エデルフォシンによる Mpk1 のリン酸化 

Edel が TORC2-Ypk1/2 シグナルの活性化を阻害することが明らかになったことから、Edel
が TORC2-Pkc1 シグナルの活性化に及ぼす影響を、Mpk1 のリン酸化を指標に検討した。その
結果、意外なことに Edel は Mpk1 のリン酸化を誘導した（図 5）。Mpk1 のリン酸化は、我々が
発見した TORC2-Pkc1 シグナル（Mol. Cell. Biol. 35:1269-1280, 2015）の他に、Cell Wall 
Integrity（CWI）経路によっても誘導される。今後の検討課題として、Edel による Mpk1 のリ
ン酸化が TORC2-Pkc1 経路によるものなのか、あるいは CWI 経路によるものかを明らかにし
ていく必要がある。また、Edel による TORC2-Ypk1/2 シグナルへの負の作用について、TORC2-
Pkc1 シグナル、あるいは CWI 経路が何らかの影響を与えているかどうかについても検討して
いく必要がある。 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 Edelfosine による Mpk1 のリン酸化 
Edel による Mpk1 のリン酸化状態を抗リン酸化 Mpk1 抗体を用いて検討した。 

 
4.6 TORC2 シグナルの活性化における Cdc42 の関与 

TORC2-Pkc1 シグナルの活性化には細胞膜脂質成分であるホスファチジルセリン（PS）が重
要であることを我々はこれまでに明らかにしている（Cell. Signal. 31:146-153, 2017）。低分子
量 G タンパク質の一つである Cdc42 は PS の細胞膜局在との相関性が報告されている（Nat. 
Cell Biol. 13:1424-1430, 2011）ことから、Cdc42 欠損が TORC2 シグナルの活性化に及ぼす影
響を検討した。その結果、Cdc42 の温度感受性変異株（cdc42-1、cdc42-13）では、制限温度下
における AbA による TORC2-Ypk1/2 シグナルの活性化が観察されなくなった（図 6A、6B）。
このことは、TORC2 シグナルの活性化に Cdc42 が関与する可能性を示唆している。ところが、
興味深いことに、MG による TORC2-Ypk1/2 シグナルの活性化は cdc42-1 株の制限温度下でも
起こった（図 6C）。TORC2 シグナル活性化における Cdc42 の関与の詳細についても今後の検
討課題である。 
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図 6 TORC2 シグナルの活性化における Cdc42 の関与 
A：cdc42-1 株にベクター、あるいは野生型 CDC42 遺伝子を導入した株の許容温度と制限温度

における AbA による Ypk1/2 のリン酸化状態を抗リン酸化 Ypk1/2 抗体を用いて検討した。B：

cdc42-13 株の許容温度と制限温度における AbA による Ypk1/2 のリン酸化状態を抗リン酸化

Ypk1/2 抗体を用いて検討した。C：cdc42-1 株の許容温度と制限温度における MG ならびに AbA
による Ypk1/2 のリン酸化状態を抗リン酸化 Ypk1/2 抗体を用いて検討した。 
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