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研究成果の概要（和文）：本研究では、アミノ酸の一つであるチロシンをショウジョウバエが認識し、その欠乏
に適応するメカニズムの解明を目指した。未知のチロシン感知機構の解明のため、チロシンに結合することが予
測された核内受容体に着目し、リガンド結合解析や生理的機能の解析を介して、チロシン応答に対する寄与を明
らかにした。また、哺乳類細胞を用いたスクリーニングにより、新たにスプライシングファクターがチロシン感
知に関与する可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, I aimed to elucidate the mechanism by which Drosophila 
melanogaster recognizes tyrosine, one of the amino acids, and adapts to its deficiency. To unravel 
the unknown tyrosine-sensing mechanism, I focused on a nuclear receptor predicted to bind to 
tyrosine and elucidated its contribution to tyrosine response through ligand binding assay and 
analysis of physiological functions. Furthermore, screening using mammalian cells revealed the 
potential involvement of a splicing factor in tyrosine sensing.

研究分野： 分子栄養学

キーワード： 栄養応答　アミノ酸感知　チロシン　ショウジョウバエ　核内受容体　スプライシング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、これまでほとんど知られてこなかった生体内でのアミノ酸認識から端を発する栄養応答機構につ
いて、新たな知見を得ることができた。栄養応答の破綻は代謝疾患やがんの悪性度、老化といった広範な生理状
態あるいは病態に影響を及ぼす。重要性が見過ごされていたチロシンという非必須アミノ酸が持つ、隠れた生理
作用やその作用機序の解明は、健康長寿社会の実現に資する可能性が期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
アミノ酸は生命の根元であり、その感知は生存のために必要不可欠である。アミノ酸の摂取制限
（すなわち食餌中タンパク質制限）は細胞に飢餓応答を引き起こし、同化・異化バランスを大き
く異化の方へと傾ける。しかしそれは、単に身体を構成する原料（building block）としてのア
ミノ酸の減少によるものではなく、アミノ酸の不足を「感知し、伝達し、応答する」一連の「ア
ミノ酸センシング」機構が発動し、栄養シグナルを惹起することによる。異なる物性を持つ 20
種類のアミノ酸は、それぞれ異なる生体応答をもたらす。すなわち、タンパク質制限で見られる
ような身体の飢餓応答は、実際には個々のアミノ酸が組織ごとに異なる栄養シグナルを誘導し
た結果の統合であると考えられる。しかし、どのアミノ酸が、どの組織に、どのようなセンシン
グ機構を介して、栄養欠乏シグナルを惹起するかの全容は不明である。中でも食餌から摂取しな
ければならない必須アミノ酸に比べて、体内での生合成が十分可能だとされている「非必須アミ
ノ酸」はその必要性が見過ごされており、生体にもたらす効果とそのメカニズムの解明は大きく
立ち遅れている。当研究室でのこれまでの研究から、ショウジョウバエにおいて非必須アミノ酸
であるチロシンが体内で欠乏すると、不利な栄養環境での適応的成長に重要な種々の飢餓応答
が誘導されることを見出していた。チロシン制限が惹起する飢餓応答を制御する転写因子とし
て ATF4を同定しているが、その活性化は古典的経路を介さないことが明らかとなった。 
 
２．研究の目的 
 
チロシン欠乏による ATF4 の活性化は哺乳類細胞でも共通してみられることから、チロシンセ
ンシングは生物種を超えて保存された新規の栄養応答機構である可能性が高い。本研究課題で
は、ショウジョウバエと哺乳類培養細胞を用いて、センサー候補因子の機能解析や、網羅的スク
リーニングを介して、チロシンセンシングに端を発する適応的飢餓応答の新規の分子機構を解
明することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 
本研究での戦略は、チロシンセンサーとしての可能性を見出した核内受容体の ATF4 活性化へ
の寄与を検証し、機能解析を行うとともに、チロシンセンシングに関与する因子をスクリーニン
グによって網羅的に探索するというものである。核内受容体の関与の検証にはショウジョウバ
エ遺伝学に加え、生化学的手法を融合させることで詳細な機能解析を試みた。また、ノンバイア
スに哺乳類細胞を用いた siRNAスクリーニングも行い、チロシンがもたらす栄養応答メカニズ
ムの全貌解明を目指した。 
 
(1) チロシンセンシングにおける核内受容体の寄与の検討 
チロシン制限時のトランスクリプトーム解析に対する転写因子予測解析から、ATF4の他にある
一つの核内受容体もチロシンセンシングへの関与が示唆された。このリガンドが不明なオーフ
ァン受容体をノックダウンするだけで ATF4 の活性化が見られたため、これが抑制性の ATF4
制御因子である可能性が浮上した。さらに in silico での解析により、当該核内受容体がチロシ
ンと結合しうることも見出していた。しかしこの受容体が実際にチロシンと結合し、かつ ATF4
活性を制御しうるかは定かではなかった。そこで、核内受容体-ATF4 相互作用について、蛍光レ
ポーターを用いて検証するとともに、マイケルスケール熱運動の変化を指標とした生化学的な
チロシン結合アッセイを行い、当該核内受容体を介したチロシンセンシングの可能性について
詳細に解析した。また、in silicoで予測された核内受容体のチロシン結合部位に CRISPR-Cas9
法を用いて点変異を導入し、チロシンの結合が栄養シグナル制御に必要であるかを検証した。さ
らに、当該核内受容体のノックダウンや点変異導入個体を使用することにより ATF4 活性化時
に見られるような表現型（翻訳抑制・mTOR シグナル抑制・摂食量増加）が再現するか検討し
た。 
 
(2) 3T3-L1細胞での siRNAスクリーニングと、ショウジョウバエ相同遺伝子の機能解析 
一方で当該核内受容体の関与が明確に示されない場合も想定し、網羅的に ATF4 制御因子を探
索するため、ATF4応答性レポーターを導入したマウス 3T3-L1細胞を用いて全遺伝子に対する
siRNA スクリーニングを実施した。本スクリーニングでは、チロシン制限しているにも関わら
ず ATF4応答性レポーターの蛍光が上昇しなくなる siRNA 標的遺伝子を探索していった。これ
らの候補因子を二次スクリーニング再び別の siRNAでノックダウンし、ロイシン制限や ERス
トレス誘導との比較を行い、チロシン制限に特異的な感知機構に関与するかを検証した。また、
哺乳類細胞で同定した新規 ATF4 活性化候補因子については、その相同遺伝子をショウジョウ
バエ脂肪体で遺伝学的に操作し、ATF4 レポーターや飢餓耐性の変化を検証することで、速やか
に in vivoでの機能解析を行った。 



 
４．研究成果 
 
着目している核内受容体のリガンド結合部位に
点変異を導入、あるいは脂肪体特異的にノック
アウトしたショウジョウバエを用いて、チロシ
ン制限に関係する表現型の変化を捉えるため、
成虫の寿命、摂食応答、飢餓耐性、代謝制御、生
殖能力などを解析した。予想に反して、変異体に
おいてチロシン欠乏の表現型が大きく回復する
ことはなかった。ただし、ATF4 レポーター蛍光
については、点変異導入やノックアウトにより
低タンパク質餌へのチロシン添加における ATF4
活性抑制効果が弱まることが見出された（図 1）。
したがって、当該受容体がチロシン存在下での
ATF4 抑制に関与していることが示唆された。ま
た、本受容体は、in vitroにおけるチロシンとの結合アッセイ（マイクロスケール熱運動を用
いた手法）においては、ゆるやかに結合すること、m-チロシンに対しては結合しないこと、点変
異を入れると結合しないことなどが明らかとなった（図 2）。これらの結果から、当該核内受容
体は L-チロシンと結合することで ATF4 に対して抑制性の作用を持つ因子であることが予想さ
れた。 
 核内受容体と ATF4が直接的
に相互作用するかを検証す
るため、ATF4に緑色蛍光タン
パク質（Venus）の N 末端側、
核内受容体に C末端側のタグ
を結合させたものを脂肪体
で過剰発現し、Venus タンパ
ク質の再構築による蛍光が生じるか検証した。しかしこの実験では蛍光は観察されなかったた
め、核内受容体は ATF4に直接結合するのではなく、間接的な機構によって ATF4活性を制御する
ことが推定された。 
 
 哺乳類細胞（マウス前脂肪細胞 3T3-L1）を用
いたゲノムワイド siRNAスクリーニングでは、
チロシン制限によって活性化する ATF4 活性が
siRNA 処理によって抑制されるものを探索し
た。一次スクリーニングの結果、いくつかのス
プライシングファクターのノックダウンによ
って ATF4 活性が抑制されることが見出された
（図 3）。また、同細胞を用いた RNAシーケンシ
ング解析の結果、チロシン制限有無によって、
イントロン保持といったスプライシングイベ
ントに変化があることが見出された。スプライ
シングファクターの一つをノックダウンする
だけでチロシン制限での mRNA 発現の変化が大
幅に抑制されたことなどを合わせて考えると、
スプライシングファクターによる転写制御が
チロシン制限感知に主要な役割を果たしてい
ることが示唆された。一方で、二次スクリーニ
ングでロイシン制限や ER ストレスにおけるス
プライシングファクターの寄与を検証したと
ころ、これらのストレス応答による ATF4 活性
化にもスプライシングファクターが重要であ
ることが見出された。したがって、チロシン特
異的なセンサーとは言えないものの、新たな ATF4活性化機構としてスプライシングファクター
の寄与を明らかにすることができた。スプライシングファクターは ATF4 自体の発現には大きく
影響しなかったことから、翻訳後の ATF4活性を変化せるような因子であることが想定される。
またショウジョウバエにおいても、スプライシングファクターのノックダウンで ATF4 レポータ
ー蛍光が抑制されること（図 4）や、チロシン制限による表現型の一つである飢餓耐性の向上が
抑制されることがわかった。 
以上の結果から、アミノ酸欠乏時において、核内受容体やスプライシングファクターを介した新
たなストレス応答機構が存在する可能性が見出された。 
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図1 受容体への点変異やノックアウトによるATF4レポーター活性の変化
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図4 ショウジョウバエでのスプライシングファクターKDによるATF4活性抑制
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図3 哺乳類細胞でのATF4活性化機構解明戦略と一次スクリーニング結果
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