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科学研究費補助金研究成果報告書

平成 24 年 2 月 20 日現在

研究成果の概要（和文）：

アミノ酸のシグナル伝達と細胞応答に関する共同研究が、主にトランスクリプトミク
スによる網羅的解析を用いて実施された。その結果、栄養素としてではない、情報分子
としてのアミノ酸の機能性が、タンパク質合成と分解に関与する遺伝子発現とオートフ
ァジーの制御、糖代謝と脂質代謝の制御、神経組織におけるセリン有効性の情報伝達に
関連して解析され、多様なアミノ酸の複雑な情報ネットワーク構造の一端が明らかにな
った。

研究成果の概要（英文）：
Collaborative works on the signal transduction and cell response to amino acids 

were undertaken mainly by using DNA microarray analysis. Thus, functionalities of 
amino acids, not as nutrients, but as signaling molecules, were analyzed regarding the 
regulation of protein synthesis and degradation, i.e., gene expression and autophagy, the 
regulations of carbohydrate metabolism and lipid metabolism, and a signaling 
mechanism of serine availability in the neuronal tissues. Complex information network 
structures of a variety of amino acids were partially clarified. 
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１．研究開始当初の背景
本課題は、異なる実験系を持つ研究者が共同

で、アミノ酸の生体内での細胞応答と情報伝達
ネットワーク構造をオミックス技術で網羅的に
解析することにより、安全な次世代型生体調節
因子としてのアミノ酸の新規機能性とその有効
性を検証するための基礎的データベースの構築

を目指すものである。

２．研究の目的
(1) オートファジーを調節するアミノ酸のシグ
ナル経路の解析(門脇 基二、藤村 忍)
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が，その主要な生理的調節機構はアミノ酸によ
るものである。従って、アミノ酸による調節機
構の解明が待たれる所であるが、その詳細はま
だ不明である。そこで、今回、アミノ酸の種類
による情報伝達系の違いを健闘するとともに遺
伝子発現レベルと細胞質タンパク質活性化レベ
ルでの二重の調節系の存在も明らかになってき
たことから、トランスクリプトミクス解析とタ
ンパク質活性化との比較解析を実施する。
(2) アミノ酸による遺伝子転写制御の情報経
路の解析（加藤久典） 信号因子としてのア
ミノ酸の機能を詳細に明らかにし、さらにその
情報伝達経路を明確にすることを目的として、
主に培養細胞を用い、アミノ酸欠乏が遺伝子発
現やタンパク質量に及ぼす影響を網羅的に解析
することを試みた。まず、動物でのリジン
（Lys）・スレオニン（Thr）欠乏の影響を以前よ
り明確に解析するため、DNA マイクロアレイ解
析を行った。この際、アミノ酸の欠乏を最も鋭
敏に反映する正規化手法の選択も行えると考え
た。

次に、肝ガン系の培養細胞である HepG2 を用
い、Lys、Thr、メチオニン（Met）のそれぞれの
欠乏処理を行った後に、DNA マイクロアレイ解
析およびプロテオーム解析を行い、これらのア
ミノ酸の欠乏に共通な機構や特異的な機構につ
いて幅広く明らかにすることを試みた。
(3) イソロイシンの糖代謝調節機能（吉澤史昭）

アミノ酸のなかでも分岐鎖アミノ酸、バリン
(Val)、ロイシン(Leu)、イソロイシン(Ile)は、
生体の代謝を調節する栄養シグナル分子として
機能することが知られている。これまでの研究
で、Ile は肝臓での糖新生抑制と骨格筋への糖
取り込み促進により血糖値を低下させるシグナ
ルとしての機能をもち、また Leu は骨格筋にお
いて翻訳開始段階を刺激してタンパク質合成を
促進するシグナルとしての機能を持っており、
それぞれ栄養シグナル分子として異なる機能を
もつことが示唆されている。本研究、Leu と Ile
により調節される肝臓および骨格筋の遺伝子群
をトランスクリプトミクスにより解析比較する
ことで、代謝異常症の予防や代謝の正常化に有
効に利用するための重要な基礎情報を得ること
を目的とした。
(4) 含硫アミノ酸の脂質代謝制御機構（小田裕
昭） 複数のアミノ酸が脂質代謝、コレステ
ロール代謝を制御することが知られているが、
その中で含硫アミノ酸に強い作用があることが
知られている。その作用機構は必ずしも明らか
にされておらず、細胞内レドックスや、調節タ
ンパク質のリン酸化・脱リン酸化が関与するこ
とを分担者らは最近の研究で明らかにしてきた。
単一アミノ酸が、細胞内でグローバルな遺伝子
発現変動を引き起こした結果、コレステロール
代謝が変動することが推測されるようになった。
本研究では、その全体像をつかむため、トラン
スクリプトーム解析によりグローバルな遺伝子
発現変動を調べ、含硫アミノ酸の有効性の分子

的基盤を確立する。
(5)セリン（Ser）に応答する情報伝達経路と遺
伝子発現制御系の解明（古屋茂樹） 可欠ア
ミノ酸である Ser の合成能欠損導く個体と細胞
レベルでの表現型変化と、それを支配する分子
機序の解明から、可欠アミノ酸生合成の生理的
意義とその代謝恒常性の制御機構解明を目指す。

３．研究の方法
(1) (門脇 基二、藤村 忍) まず、培養肝
細胞 H-4-II-E 細胞を用い，Leu、グルタミン
(Gln)、アルギニン（Arg）の３種のアミノ酸に
よるオートファジー調節を細胞質 LC3 比法で比
較検討した。情報伝達経路として、mTOR,p38MAP

kinase, NOS 等の細胞内シグナリング経路につ
いて、特異的阻害剤などの活用により、各アミ
ノ酸のオートファジーの調節経路を推定した。
また、遺伝子発現レベルでのアミノ酸による調
節の可能性を調べるため、LC3 mRNAを定量的PCR
法，並びに DNA マイクロアレイ法による網羅的
解析により他のオートファジー関連遺伝子につ
いても、応答を追跡した。
(2) （加藤久典） アミノ酸欠乏による生体
への影響を網羅的に調べるため、まずラットに
アミノ酸欠乏食を与え、肝臓における遺伝子発
現プロファイルの変化を解析した。Lys および
Thr 欠乏飼料であるグルテン食、あるいは無タ
ンパク質食、対照のカゼイン食を一週間摂取さ
せたラットについて、肝臓の DNA マイクロアレ
イ解析を行った。

次に細胞レベルでのアミノ酸欠乏の影響を詳
細に解明するため、HepG2 細胞を通常の DMEM 培
地、または Lys、Thr、Met 欠乏の DMEM 培地で３
時間、および 12 時間処理をし、細胞を回収した。
調製した RNA を DNA マイクロアレイ解析
（GeneChip, Human Genome U133 Plus 2.0）に
供した。また、タンパク質を２次元電気泳動に
て分離し、蛍光染色によりアミノ酸欠乏で量が
変動するスポットを同定した。有意な変動を示
したスポットを切り出し、ゲル内消化後 TOF-MS
によるタンパク質同定を行った。

PEPCK2 遺伝子のアミノ酸欠乏による発現上
昇機構を探るため、HepG2 細胞におけるレポー
ターアッセイを行った。同遺伝子のプロモータ
ー領域には GCN2 経路によるアミノ酸応答配列
様の配列が認められた（-239 付近）。そこでこ
の部分を含む、あるいは含まない上流領域につ
いて、またこの配列に変異を入れたものについ
て、アミノ酸欠乏の影響を調べた。

一方、DNA マイクロアレイ解析において、mTOR
経路周辺の変動も見られたので、アミノ酸欠乏
による mTOR 制御機構を解析するため、hVps34
および p150 について、HEK293 細胞でのノック
ダウンを行い、全アミノ酸欠乏処理後に、２時
間のアミノ酸再添加処理に対する応答がどのよ
うに変化するかを、mTOR の下流因子である S6K
のリン酸化を指標に調べた。
(3) （吉澤史昭）
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①動物実験 18 時間絶食させた 5 週齢の
Wistar 系雄ラットを 3群に分け、1群はそのま
ま屠殺して Control 群とした。残る 2群には、
Ileあるいは Leuを体重 100gあたり 135mg経口
投与して 3時間後にエーテル麻酔下の腹下大静
脈から全血を採血して屠殺した後（順に
Isoleucine 群、Leucine 群）、肝臓、左右の腓腹
筋を摘出して分析まで-80℃で保存した。
②トランスクリプトーム解析 肝臓および腓
腹筋から定法により mRNA を抽出し、DNA マイク
ロアレイ解析（GeneChip Rat Genome 230 2.0
Array、Affymetrix 社）と定量 PCR のサンプル
として用いた。階層的クラスター解析は、
Affymetrix 社がサイト上で公開している Gene
Ontology のうち Biological Process に基づい
て目的の遺伝子群を抽出して、統計解析ソフト
「R」の pv-crust を用いた。Pathway 解析はソ
フトウェア Ingenuity Pathways Analysis を用
いて行った。
③プロテオーム解析 肝臓から常法に従って
タンパク質を調製し、二次元電気泳動を用いて
発現量の変化するタンパク質を検索し、発現量
の変化したスポットを切り出し、ゲル内消化法
でペプチドに分解し、質量分析法によって同定
した。同定は、ペプチドフィンガープリント法、
ならびにタンデムマス解析により得られた部分
ペプチド配列を用い、データベース解析によっ
て行なった。
(4) （小田裕昭） Met、シスチン（Cys）、タ
ウリン（Tau）をラットに摂取させ、脂質代謝変
動（血中コレステロール、血中中性脂質、肝臓
脂質）を検討し、遺伝子発現変動をトランスク
リプトーム解析により明らかにする。その解析
によりアミノ酸シグナルがどの様な経路である
か推定した。

アミノ酸のシグナル伝達機構を解明する目的
で、初代培養肝細胞に様々なアミノ酸を添加し
て遺伝子発現の変動を検討した。
(5) （古屋茂樹） 細胞内で解糖系中間体

3-ホスホグリセリン酸から Ser 合成を開始する
酵素 3-ホスホグリセリン酸脱水素酵素(Phgdh)
をコードする遺伝子を脳特異的に不活性化した
KO マウス海馬及び、全身性 Phgdh KO マウスよ
り樹立した線維芽細胞（KO-MEF）を用い、遺伝
子変異による組織および細胞内での Ser 欠乏が
惹起する分子細胞生物学的表現型とその機序に
ついて、マイクロアレイを中心とした網羅的解
析を行なった。

４．研究成果
(1) (門脇 基二、藤村 忍) オートファジ

ーのアミノ酸による抑制作用は通常１０分程度
の大変急激なものである。従って，その作用点
は従来遺伝子レベルではなく、細胞内でのリン
酸化を始めとする急速なシグナリング機構によ
ると考えられてきた。特に、調節性のアミノ酸
の代表として Leu の単独作用がよく知られてい
るが，mTOR 経路である可能性を検討すべく，阻

害剤ラパマイシンとmTORの基質であるS6Kのリ
ン酸化で調べたところ、Leu は確かに mTOR に作
用するが，その作用は下流のオートファジー、
LC3 比に影響を与えることはなかった．従って，
タンパク質合成の調節経路と異なり、少なくと
も肝細胞では、Leu は mTOR 経路を使わないこと
が判明した。次に Gln は p38MAP kinase を経由す
るという報告があるが，この場合も p38MAP

kinase のリン酸化までは届くがその下流にま
で届かなかった。さらに Arg について調べたと
ころ，NOS 阻害剤により、明確にオートファジ
ーの抑制が解除され，Arg は NO 経路を経由して
作用することが推定された（ラパマイシンによ
る阻害は受けない）。以上のように、アミノ酸は
個別のアミノ酸ごとに異なるシグナリング経路
が作用していることが明らかになった。

また、これまでアミノ酸がオートファジーを
転写レベルで調節することは予想されなかった
が、オートファジーマーカーである LC3 mRNA
を飢餓培地上での細胞で有意に抑制することが
認められた。これは総アミノ酸で認められた作
用であるが、網羅的解析により、複数のオート
ファジー関連遺伝子の変動が観察された。この
応答は一様なものではなく、再現性の点からま
だ明確なグループ分けができていない。今後、
この数時間を要するより緩慢な遺伝子レベルの
調節について、その生理的意義付けも含めて、
検討を継続していく。
(2) （加藤久典） HepG2 細胞を Lys、Thr、
Met 欠乏の培地で３ないし 12 時間処理し、遺
伝子発現プロファイルを解析したところ、
GCN2経路およびその標的遺伝子の共通な変化
として、 ATF4, ATF3, CHOP, asparagine 
synthase、IGFBNP-1 等の発現上昇が見られ、
これまでに見出されている Leu 欠乏や全アミ
ノ酸欠乏での結果と同様であることがわかった。
また、β酸化系の亢進や脂肪酸合成の低下は３
つのアミノ酸欠乏に共通な変動であった。さら
に、Met 欠乏に特異的なメチル基転移経路の変
化が見出された。一方、mTOR 関連では、mTOR
活性の調節因子として知られる Raptor や
Rictorの発現がLysやThrの欠乏で増加してい
ることが見出された。

プロテオーム解析では、酸化ストレス応答や、
プロテアソーム系関連のタンパク質の変化が目
立っていた。糖新生酵素 PEPCK2 は、これま
で分岐枝アノ酸欠乏により遺伝子発現が亢進す
ることを見出しているが、Lys 欠乏、Thr 欠乏
においても量が増加するタンパク質として同定
された。これは DNA マイクロアレイ解析の結
果とも一致していた。

そこで、次に PEPCK2 遺伝子の発現制御機
構を詳細に解析することにした。レポーターア
ッセイの結果、アミノ酸応答配列様配列を含む
コンストラクトはアミノ酸欠乏に応当して発現
が上昇するが、これを含まない、あるいは変異
させたコンストラクトではアミノ酸欠乏への応
答能を失っていた。同遺伝子の制御に関与する
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転写因子を明らかにするため各転写因子を強発
現させたところ、ATF4 には強い誘導効果が、
ATF3 には抑制効果が、C/EBPβには作用が無い
ことが明らかとなった。ChIP アッセイの結果、
アミノ酸欠乏では、同遺伝子プロモーター領域
への ATF3 と ATF4 の結合増加が認められ、両
者が拮抗しながら、同遺伝子の活性を調節して
いることが示唆された。HEK293T 細胞におい
て、hVps34 および p150 のノックダウンの影響
を調べたところ、これらのノックダウンにより
アミノ酸の再添加による mTOR の活性化が見
られなくなった。

さらに mTOR 経路によるアミノ酸感知機構
の詳細を解析するため hVps34 や p150 タ
ンパク質の様々な変異体を作成して過剰発現さ
せたところ、hVps34 では予想に反して、何れ
のドメインの欠失もアミノ酸への応答を増強さ
せた。各ドメインが他の因子との相互作用にお
いて抑制的に作用している可能性が考えられた。
一方、p150 に関しては、キナーゼ、HEAT,WD40
の欠失により mTOR 活性が低下することが明
らかとなった。

なお、以上の解析から得られたトランスクリ
プトームデータに関しては、ニュートリゲノミ
クスデータベースに追加を行い、リファレンス
データとしての利用に供した。
(3) （吉澤史昭）
①変化したプローブセットの数 経口投与に
よって変化した遺伝子は、肝臓では Isoleucine
群よりも Leucine 群の方が多く、骨格筋では
Leucine群よりもIsoleucine群の方が多かった。
経口投与によって変化した遺伝子の数だけに注
目すれば、遺伝子群の発現調節に与える影響は、
肝臓では Leu の方が Ile よりも大きく、骨格筋
では Ile の方が Leu よりも大きいものと考えら
れる。
②階層的クラスター解析 階層的クラスター
解析とは、似ているものを集めて分類して、共
通した特性によってグループに分け、その中か
ら意味のあるものを発見する多変量解析のひと
つである。肝臓あるいは骨格筋における
Isoleucine群またはLeucine群の「全遺伝子群」
(31099 個)をはじめとする９種の遺伝子群につ
いてそれぞれクラスター解析を行った結果、
Leucine 群の肝臓の「全遺伝子」、「glucose
metabolism 」、「 protein biosynthesis or
proteolysis」、「protein metabolism」、「lipid
metabolism」の遺伝子群、Isoleucine 群の骨格
筋の「glycolysis」、「protein metabolism」の
遺伝子群は Control 群とは別のクラスターに分
かれたため、これらの遺伝子群は Leu、Ile 経口
投与によって影響を受けたと考えられる。
③Leucine 群の肝臓における「lipid metabolism」
の遺伝子群に注目した解析

脂肪酸分解に関わる遺伝子 Ppar-α、Cpt-1α、
Cpt-1βが有意に減少しており、また、脂肪酸合
成を促進する Srebf1 が有意に増加していた。こ
のことから Leu 経口投与により肝臓では脂肪酸

分解が抑制され、脂肪酸合成が促進されること
が示唆された。さらに脂肪酸代謝の鍵となる
Srebf1 について Pathway 解析を行った結果、
Srebf1 の下流・上流ともに多くの遺伝子が変化
していた。
④Ile の糖新生抑制作用に注目した解析

Ile は糖新生の律速酵素の発現を抑制するこ
とがこれまでに明らかにされている。肝臓にお
いて、Ile 投与の影響はクラスター解析では確
認できなかったが、定量 PCR で糖新生の律速酵
素である glucose-6-phosphatase
(G6pc)、fructose-1,6-bisphosphatase
(Fbp1)、phosphoenolpyruvate carboxykinase
(Pck1)、pyruvate carboxylase (Pc)の発現量を
測定した。Ile 経口投与によって G6pc、Pck1、
Pc の発現量が有意に減少し、また Leu 経口投与
によって Pck1、Pc の発現量が有意に減少した。
そこでこれらの遺伝子について、Pathway 解析
を行ったところ、G6pc と Pck1 の上流に位置す
る遺伝子の発現が変化していた。

G6pc について、変化した上流の遺伝子のうち、
Isoleucine 群では Ppargc1a が、Leucine 群では
Elovl5、Gck が特異的であった。Pck1 について、
変化した上流の遺伝子のうち、Isoleucine 群で
は Ppargc1a が、Leucine 群では Nr3c1、Atf3、
Elovl5、Gck、Plin2、Ahr、Myc が特異的であっ
た。これらの結果から Isoleucine 群、Leucine
群で異なる分子を介した G6pc、Pck1 の発現調節
Pathway が存在することが示唆され、この差異
が Ile 特異的な血糖値低下作用をもたらす一因
になっていると考えられる。
⑤Ile 投与後の肝臓のプロテオームの解析

Ile 経口投与後の肝臓のプロテオームを解析
した結果、Ile 投与によって糖代謝に関わる２
つ の 酵 素 （ Alpha-enolase 、 mitochondrial
aldehyde dehydrogenase）のリン酸化が増加し、
１ つ の 酵 素 （ pyruvate dehydrogenase
phosphatase regulatory subunit）の発現増加
が確認された。これらの変化はいずれも解糖を
抑制する。
【結論】トランスクリプトーム解析によって、
Leu は脂質代謝を調節する栄養シグナル分子と
しても機能することが示唆された。また、トラ
ンスクリプトーム解析の結果から Ile が骨格筋
での解糖を調節する機能を有することが新たに
示され、さらにプロテオーム解析の結果から
Ile は肝臓の糖代謝に関わる酵素の活性および
発現を調節することが示され、これまでの研究
で示唆されていた Ile の肝臓および骨格筋での
糖代謝調節シグナルとしての機能を裏付ける新
たな証拠を得ることができた。
(4) （小田裕昭） ラットに Tau を添加した食
餌を与え、肝臓の RNA を用いてトランスクリプ
トーム解析を行い、バイオファンクション解析、
パスウェイ解析、ネットワーク解析を行った。
その結果、脂質代謝、糖質代謝、薬物代謝の変
動が確認され、その作用は NR0B2 を介する経路
によって制御されていることが明らかになった。
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また、Tau、Gly、Lys、Gln、Val、Ala、Met、
Ser などのアミノ酸を添加した初代培養肝細胞
では、数百の遺伝子の変動が見られ、一部ラッ
ト個体での遺伝子変動を説明するものから新た
な遺伝子の変動も見られた。
(5) （古屋茂樹） Ser 合成酵素 Phgdh を脳特
異的に KO したマウス脳海馬のマイクロアレイ
解析より、特徴的な遺伝子発現変化を同定した。
機能カテゴリー解析より、翻訳調節、分子輸送、
がん、細胞増殖、情報伝達などに関わる遺伝子
が選択的に変化している事が明らかとなった。
これらには既に全身性Phgdh KOマウス胚組織で
同定されていた Ser 欠乏に特徴的に応答する複
数の遺伝子が発現誘導されていた。すなわち発
達段階を越えて Ser 欠乏によって共通に応答す
る一群の遺伝子の存在が明らかとなった。その
応答に関わる詳細な分子機序を明らかにするこ
とを目的に、全身性 Phgdh KO マウスから不死化
KO-MEF の樹立に成功した。KO-MEF は 10％仔牛
血清とアミノ酸を十分に含む培地では野生型と
同様の増殖能を示すが、血清濃度を 1％に低下
させ、Ser を含まない制限培地で培養すると、
速やかに増殖を停止した。この増殖抑制は
Phgdh KO マウスに観察される脳及び他臓器の成
長遅滞表現型を細胞レベルで再現したものと判
断した。そこでグループ内共同研究として、この
Ser制限条件でマイクロアレイによるKO-MEFの網羅
的遺伝子発現解析を行ない、制限後 6 時間で統計的
に有意な2倍以上または1/2 以下の発現変化を示し
た約930の遺伝子を同定した。これらにはKO胚組織
で発現変化している翻訳調節関連遺伝子等が含まれ
ており、さらに各種ストレス応答、炎症惹起、糖質・
脂質代謝制御等のカテゴリーに属す遺伝子の顕著な
発現変化が QRT-PCR による確認実験で示された。ま
た、これらの遺伝子応答に関わる経路として、全般
的なアミノ酸欠乏によって活性化する GCN2-eIF2α
-ATF4経路による制御に加え、細胞死や炎症反応に関
わる遺伝子については Ser の枯渇によって産生され
る異常スフィンゴ脂質によって転写誘導されること
を見出した。以上の結果より、Serの欠乏はGCN2-eIF2
α-ATF4 経路だけでなく異常スフィンゴ脂質を介し
た細胞内情報伝達系も活性化し、翻訳抑制や発達遅
滞、さらには炎症反応を惹起する原因となることが
明らかとなった。すなわち Ser は、これらの病的状
態を予防する可欠アミノ酸として重要な代謝的役割
を担うことが示された。これらの共同研究成果につ
いて現在原著論文を作成している。
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