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研究成果の概要（和文）：栄養供給量に応じて適切にタンパク質合成を進行させるためには、使用し得るアミノ
酸量をモニターし、遺伝子発現とタンパク質合成を調節する必要がある。これまで、細胞内アミノ酸濃度を感知
して、タンパク質合成を担うmTORC1へシグナルを伝える細胞内センサーが報告されている。これに対して本研究
は、細胞外のロイシンに応答してmTORC1を活性化する細胞膜型アミノ酸センサーの存在を示した。さらに、その
特異的アゴニストを見出し、その存在に確証を得た。

研究成果の概要（英文）：In order to progress protein synthesis appropriately according to the amount
 of nutrients supplied, it is necessary to monitor the amount of available amino acids and regulate 
gene expression and protein synthesis. So far, intracellular sensors have been reported that sense 
intracellular amino acid concentrations and transmit signals to mTORC1, which is responsible for 
protein synthesis regulation. In contrast, this study has demonstrated the existence of a plasma 
membrane-type amino acid sensor that activates mTORC1 in response to extracellular amino acids. 
Furthermore, we have found a specific agonist and confirmed the existence of a plasma-membrane amino
 acid sensor.

研究分野： 薬理学

キーワード： アミノ酸　輸送体　受容体　シグナル情報伝達
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、特異的なアゴニストを見出し、細胞膜アミノ酸センサーの存在に確証を与えたものである。これまで
研究されてきた細胞内アミノ酸センサーは、細胞内アミノ酸濃度を恒常的に保つフィードバック制御を担うのに
対し、細胞膜センサーは、細胞外のアミノ酸濃度を感知し、アミノ酸アベイラビリティに応じてタンパク質合成
を制御するフィードフォワード制御を担うものと想定される。本研究の成果は、アミノ酸シグナル研究に大きな
進展をもたらし、情報受容・伝達機構の新たな領域を開拓するものと期待される。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
栄養供給量に応じて適切にタンパク質合成を進行させることは、細胞の生存にとって必須の要

請であり、そのためには、使用し得るアミノ酸量を感知して、転写・翻訳を制御する必要がある。
アミノ酸は、生体にとって必須の栄養素としてタンパク質生合成など多くの生化学反応の基質
として使われるとともに、アミノ酸自身がシグナル分子としての機能を有し、転写・翻訳制御や
細胞の多様な代謝応答・機能制御に寄与している。しかし、そのセンシングとシグナル機構およ
びアミノ酸による細胞代謝制御の全容は明らかになっていない。「アミノ酸センサー」は、特定
のアミノ酸と特定の親和性で結合し、アミノ酸濃度情報を、細胞内シグナル経路へと連結し得る
リン酸化シグナルへと変換する分子（あるいは分子複合体）と定義される。その作動のダイナミ
ックレンジは、生理的なアミノ酸濃度の変動幅に鋭敏に応答できるものでなくてはならない。こ
れまでのアミノ酸センシングとシグナル機構の研究において、主に腫瘍細胞株が用いられ、細胞
内でロイシン等と結合し、細胞のアミノ酸応答を担うセリン/スレオニンキナーゼ複合体 mTORC1
（mechanistic target of rapamycin complex 1）へとシグナルを伝達するセンサー分子が同定
されている（細胞内ロイシンセンサーSestrin2、細胞内アルギニンセンサーCASTOR1：Science 
2016;351:43-8, Cell 2016;165:153-64）。これは、細胞内のアミノ酸濃度をモニターし、必要に
応じてオートファジーを動員する等で細胞内アミノ酸濃度の恒常性を維持するフィードバック
機構を形成するものである。しかし、細胞内でのアミノ酸濃度の感知のみでは不十分であり、こ
れに加えて、細胞外のアミノ酸濃度を感知し、アミノ酸アベイラビリティに即応して、細胞内ア
ミノ酸代謝機能を前向きに制御するフィードフォワード制御も存在する可能性が想定されてき
た。 
 
２．研究の目的 
研究代表者らは、治療薬のシーズとしてアミノ酸トランスポーター阻害薬を創製する研究を行

なってきたが、得られたアミノ酸トランスポーター阻害薬を用いて種々の培養細胞でロイシン
による mTORC1 活性化を検討する実験の過程で、一部の細胞株では、細胞内のアミノ酸感知では
説明できない事例があることがわかり、細胞のアミノ酸感知機構の多様性を研究する材料が得
られた。すなわち、HeLaS3 細胞等の多くの細胞では、ロイシンによる mTORC1 活性化が、細胞へ
のロイシン取り込みを担うアミノ酸トランスポーターLAT1（L-type amino acid transporter 1; 
SLC7A5）を阻害する BCH（2-aminobicyclo [2.2.1]heptane-2-carboxylic acid）により抑制さ
れることから、アミノ酸は細胞内で感知され、細胞内センサーを介して mTORC1 が活性化された
ものと想定される。これに対して HEK293T 細胞では、ロイシンによる mTORC1 活性化が BCH によ
って影響を受けないことが見出されたことから、この細胞ではロイシンが細胞内に取り込まれ
ずに感知されるものと想定される。この細胞において、細胞膜上でのアミノ酸濃度の感知機構の
存在が示唆される。このような予備的観察に基づき、本研究は、多くのアミノ酸のなかでも特に
mTORC1 を選択的に活性化することが知られるロイシンに焦点を絞り、アミノ酸アベイラビリテ
ィによる代謝制御を担うトランスメンブランシグナル機構を明らかにすることを目的として行
った。 
 
３．研究の方法 
(1) アミノ酸刺激による mTOR シグナル系への影響の検討 
HelaS3 細胞は 5.0 × 105 cells/10cm dish で撒き MEM (10%FBS)培地で、HEK293T 細胞は 5.0 

× 105 cells/10cm dish で撒き DMEM (10%FBS)培地で 48 時間培養し、その後 16 時間の血清飢餓
処理(0%FBS)を行った。さらに Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline（DPBS）で２時間培養し
てアミノ酸血清飢餓処理を行い、続いてアミノ酸刺激培地にかえて２時間培養した。アミノ酸刺
激培地は、アミノ酸除去 MEM 培地を基本とし（図１の lane 1：アミノ酸なし）、それにロイシン
以外の MEM 培地のアミノ酸（AAs）を加えたもの（lane 2：AAs）、AAs 以外にさらにロイシン（100
μM）を加えたもの（lane 3：AAs + Leu）、AAs 以外にさらにロイシンを加えたものにさらに LAT
１阻害薬 KYT-0353 30μMを加えたもの（lane 4：AAs + Leu + KYT-0353）、lane 3 でロイシン
の代わりにロイシンチル化誘導体（M-Leu）（100μM）を加えたもの（lane 5：AAs + M-Leu）、
lane 4 でロイシンの代わりに M-Leu（100μM）を加えたもの（lane 6：AAs + M-Leu + KYT-0353）
を用いた。アミノ酸刺激培地で刺激後、洗浄して細胞融解し、抗リン酸化 p70S6 kinase 抗体お
よび抗リン酸化 S6 タンパク質抗体を用いてウェスタンブロットを行った。 
 
(2) 網羅的リン酸化プロテオーム解析および網羅的比較定量プロテオーム解析 
網羅的リン酸化プロテオミクス、網羅的比較定量プロテオミクスおよび得られたプロテオーム

データのインフォマティクス解析に関しては、Okanishi H et al., Cancer Sci. 2021; 112: 
871-883 に記載の方法にしたがって行った。 
 
４．研究成果 



(1) アミノ酸を感知するトランスメンブランシグナル機構の検討 
「研究の目的」で述べたように、細胞外のアミノ酸は、アミノ酸トランスポーターを介して細胞
内に取り込まれて感知され mTROC1 のリン酸化に反映される経路と、細胞膜上の何らかの受容体
で感知され mTROC1 のリン酸化に反映される経路が存在すると想定される。この想定を検証する
ため、アミノ酸トランスポーターLAT1 特異的な阻害薬である KYT-0353 を用いて検討した。これ
までの研究では、アミノ酸取り込み阻害薬として上記の BCH が使用されてきたが、BCH は特異性
が低く LAT1 以外の複数のトランスポーターを阻害すること、さらに BCH は、実際はトランスポ
ーターの基質でありトランスポーターを介し
て取り込まれ、細胞内でシグナル系への何ら
かの影響を及ぼす可能性が否定できないこ
と、加えて BCH は、交換輸送体（exchanger）
である LAT1 に取り込まれる際に細胞内から
グルタミン等のアミノ酸を細胞外に放出させ
るため、細胞内のアミノ酸組成の変動や、放
出されたアミノ酸の細胞外からの作用が生じ
る可能性があること等の理由から、本研究で
は、LAT1 によって輸送されず、特異的な阻害薬であることが確立されている KYT-0353 を用いて
検討した。その結果を図１に示す。 
図１の実験は、HeLaS3 細胞および HEK293T 細胞において、「研究の方法」（1）に記載の方法に

従いロイシン刺激を行い、ロイシン刺激に対する KYT-0353 の効果を、抗リン酸化 S6 タンパク質
抗体を用いたウェスタンブロットで比較したものである。HeLaS3 細胞においては、ロイシン刺
激により上昇した S6 タンパク質のリン酸化は KYT-0353 によって強く抑制された（lane 3 と 4
の比較）。これに対して、HEK293T 細胞においては、ロイシン刺激により上昇した S6 タンパク質
のリン酸化の KYT-0353 による抑制は弱いものであった（lane 3 と 4 の比較）。図には示してい
ないが、S6 タンパク質のリン酸化と同様に、mTORC1 活性を反映する p70S6 kinase のリン酸化に
おいても、同様の結果が得られた。これらの結果は、HeLaS3 細胞においては、ロイシンが LAT1
を介して細胞内に取り込まれ、細胞内で感知されて mTORC1 を活性化するのに対し、HEK293T 細
胞においては、ロイシンが LAT1 を介して細胞内に取り込まれてシグナル系を刺激するのではな
く、細胞内に取り込まれずに細胞外から mTORC1 を活性化することを強く示唆している。 
HeLaS3 細胞と HEK293T 細胞のロイシン刺激に対する応答の質的な違いを明確にする目的で、ロ

イシンメチル化誘導体（M-Leu）を用いた検討を行った。M-Leu は、HeLaS3 細胞において、LAT1
を介して取り込まれるにもかかわらず、mTORC１は活性化しないものである。このことから、M-
Leu は、細胞内のロイシン感知機構には、認識されないものとされている。図１の実験では、
HeLaS3 細胞および HEK293T 細胞において、ロイシン刺激に加えて、同じ条件で、M-Leu による刺
激を行った。HeLaS3 細胞においては、以前の結果と矛盾なく、M-Leu は S6 タンパク質のリン酸
化を上昇させなかった（lane 2 と 5 の比較）。これに対して、HEK293T 細胞においては、M-Leu
が S6 タンパク質のリン酸化を上昇させ（lane 2 と 5の比較）、この M-Leu によって上昇した S6
タンパク質のリン酸化は、KYT-0353 では抑制されなかった（lane 5 と 6 の比較）。KYT-0353 は、
M-Leu の取り込みを阻害するが、それでも S6 タンパク質のリン酸化を抑制しないことから、M-
Leu は HEK293T 細胞において細胞内に取り込まれずに作用し、mTORC1 を活性化することを示唆
している。図には示していないが、S6 タンパク質のリン酸化と同様に、mTORC1 活性を反映する
p70S6 kinase のリン酸化においても、同様の結果が得られた。これらの結果は、HeLaS3 細胞と
HEK293T 細胞のロイシン刺激に対する応答は質的に異なるものであり、M-Leu は細胞外のアミノ
酸感知機構に作用して mTORC1 を活性化するものであることを示している。これにより、M-Leu
は細胞膜型ロイシンセンサー（ロイシン受容体）の特異的アゴニストであることが明らかになっ
た。 
 

(2) アミノ酸を介するトランスメンブランシグナルによる細胞代謝制御 
アミノ酸を介するトランスメンブランシグナルによる細胞代謝制御機構を検討するため、アミ

ノ酸トランスポーターLAT1 を阻害することによって生じる変動を網羅的に検討した。 
 
① アミノ酸シグナル遮断による検討 
対象細胞として、HeLaS3 細胞と同様に LAT1 を阻害により mTORC1 活性が抑制されるヒト胆道が

ん由来の KKU-055 細胞、KKU-100 細胞、KKU-213 細胞を用いた。これらの細胞を LAT1 阻害薬であ
る KYT-0353 で処理したところ、LAT1 基質の細胞内レベルを速やかに減少させた。また、これら
のアミノ酸変動の一部は、長時間の処理後に部分的に回復することも明らかになった。したがっ
て、細胞によるアミノ酸枯渇に対する代償が生じる前の状態で評価するために、短時間での KYT-
0353 処理によるリン酸化プロテオーム解析を実施した。その結果、数百のリン酸化変動が検出
された。下方制御されたリン酸化部位の多くは、細胞周期と RNA スプライシングに関わるタンパ
ク質において見出された。さらに LAT1 阻害に即座に反応する主要なシグナル経路およびその調
節因子も予測された。mTORC1 経路も LAT1 阻害により抑制されることが網羅的解析においても確
認された。さらに、LAT1 阻害に即座に反応するシグナル経路の 1 つとして、プロテインキナー
ゼ CK2 関連シグナルが同定されたため、それに焦点を当てて検討したところ、LAT1 阻害により



CK2 酵素活性自体は変化せず、CK2 基質のリン酸化が減少することが明らかになった。さらに、
LAT1 阻害により CK2 とその調節タンパク質 NOLC1 との相互作用が消失したことから、CK2 基質
タンパク質特異的な調節機構が LAT1 阻害によって制御されることが示唆された。本検討により、
アミノ酸シグナル短時間遮断による直接的な細胞内シグナル系の変動が明らかになった。 
また、LAT1 阻害により mTORC1 経路が抑制されることは、全般的な翻訳抑制が生じることを示

唆している。そこで、培養細胞を KYT0353 で処理し、ポリソーム法およびピューロマイシン法
により解析したところ、LAT1 抑制による全般的翻訳低下が生じることが明らかになった。これ
は、従来から想定されていたアミノ酸アベイラビリティにしたがってタンパク質合成が制御さ
れることを、トランスポーターを介するトランスメンブランシグナルの観点から実際に示した
ものである。 
 
② アミノ酸シグナル遮断に対する細胞の代償機転の検討 
細胞のアミノ酸枯渇状態に対する適応機序を明らかにするため、HeLaS3 細胞と同様に LAT1 を

阻害により mTORC1 活性が抑制されるヒト膵がん由来の MIA PaCa2 細胞および HPAC 細胞を
KYT0353（30μM）で 24 時間処理し、網羅的比較定量プロテオーム解析を行った。その結果、
LAT1 阻害により、ストレス誘導性転写因子 ATF4 の活性化が明らかになった。これは、アミノ酸
欠乏に対する既知の細胞応答と一致するものである。さらに、この ATF4 の活性化は、翻訳開始
を調節する GCN2-eIF2α経路の下流で生じたことがわかった。加えて、ATF4 の発現誘導は、LAT1
を含むアミノ酸トランスポーターやアミノ酸動員に関わる酵素群の転写を上昇させることが観
察され、同時に ATF4 のノックダウンにより KYT0353 の細胞増速抑制効果が増強することを
示すことができたことから、ATF4 の発現誘導は、LAT1 阻害に対する代償として、アミノ酸枯
渇への適応機構として起こってくるものと結論された。 
本実験において、同時にリン酸化プロテオーム解析を行い、細胞のアミノ酸枯渇状態に対する

適応機序を網羅的シグナル解析の観点から検討した。その結果、LAT1 阻害は、mTORC1 抑制によ
るフィードバック経路を介して上流の AKT を活性化することが示され、アミノ酸トランスポー
ターと細胞膜センサーのクロストークが示唆された。 
 

(3) 研究成果の意義、今後の展望 
細胞は、アミノ酸量を感知して転写・翻訳を制御するため、アミノ酸自身がシグナル分子とし

て機能しているが、本研究は、これまでに想定されていた細胞内アミノ酸濃度を感知して mTORC1
へとシグナルを送る細胞内センサーに加えて、細胞外のアミノ酸を感知する mTORC1 を活性化す
る「細胞膜センサー」の存在を実証したものである。ほとんどの細胞株ではロイシンによる
mTORC1 活性化が細胞へのロイシン取り込みを担うアミノ酸トランスポーターの阻害薬により抑
制されるのに対して、特定の細胞ではロイシンによる mTORC1 活性化がアミノ酸トランスポータ
ー阻害薬により抑制されないことが明らかになり、その細胞では、ロイシンによる mTORC1 活性
化は、細胞内センサーによるのではなく、細胞外のアミノ酸を感知する新たな細胞膜センサーが
存在し、それが mTORC1 への主要なシグナルを担っていることを示している。さらに、今回、細
胞膜センサーを介して mTORC1 を活性化するアミノ酸誘導体を見出した。このアミノ酸誘導体は、
細胞内センサーには認識されず、細胞膜センサーの特異的アゴニストとなる。この特異的アゴニ
ストの発見により、細胞膜センサーの存在にさらに確証が与えられた。細胞内センサーは、細胞
内アミノ酸濃度を恒常的に保つフィードバック制御を担うのに対し、細胞膜センサーは、細胞外
のアミノ酸濃度を感知し、アミノ酸アベイラビリティに応じてタンパク質合成を制御するフィ
ードフォワード制御を担う。本研究の成果は、アミノ酸シグナル研究に新たな視点をもたらし、
情報受容・伝達機構の新たな領域を開拓するものと期待される。 
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