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研究成果の概要（和文）：真核生物において、細胞を取り巻く環境変化に応じて活性化されるシグナル伝達経路にTOR
（target of rapamycin）経路がある。TORはタンパク質リン酸化酵素で、TORC1とTORC2という2種類の複合体を形成す
る。TORC1シグナルはアミノ酸により活性化されるが、TORC2シグナルの活性化イニシエーターはよくわかっていない。
本研究では、細胞内でのエネルギー代謝プロセスで生成するメチルグリオキサールが、酵母ならびに哺乳類細胞におい
て、TORC2シグナル経路を活性化することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The TOR (target of rapamycin) signaling pathway is evolutionally conserved in euka
ryotes, and responds to the changes in environmental conditions. TOR is a protein kinase, and constitutes 
two distinct complexes, TORC1 and TORC2. TORC1 signaling is enhanced by amino acids. Meanwhile, it is obsc
ure whether there is a common initiator for TORC2 signaling among eukaryotes. In this study, I found that 
methylglyoxal, a metabolite derived from energy producing process, functioned as a signal initiator of TOR
C2 in both yeast and mammalian cells.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
	
 真核生物において、細胞を取り巻く環境変
化に応じて活性化されるシグナル伝達経路
に TOR（target of rapamycin）経路がある。TOR
タンパクの実体は、真核生物に広く保存され
た Ser/Thr タンパク質リン酸化酵素である。
出芽酵母（S. cerevisiae）は Tor1と Tor2とい
う 2 つの TOR タンパクを持つ。一方、哺乳
類細胞は一種類の TORタンパク（mTOR）を
持つ。TOR は 2 つの異なる TOR 複合体、
TORC1（TOR complex 1）と TORC2（TOR 
complex 2）を形成する。S. cerevisiaeでは、
TORC1 には Tor1 もしくは Tor2 が含まれ、
TORC2には Tor2のみが含まれる。一方、哺
乳類の場合、いずれの TOR 複合体の場合で
も、含まれる TOR タンパク質は mTOR だけ
であるが、TOR複合体を構成するその他のサ
ブユニットがTORC1とTORC2では異なって
いる。酵母でもヒトでも、それぞれの TOR
複合体を構成するサブユニットは、共通した
成分が知られている。 
	
 TORC1と TORC2は、細胞内ではそれぞれ
異なった機能を担っている。TORC1はタンパ
ク質合成や細胞の増殖、老化などに関与して
いる。一方、TORC2はアクチンの組織化に関
与する。TORC1へのシグナルのインプットは
栄養源、とくにアミノ酸である。タンパク質
合成を始めとする細胞増殖に必要なマシナ
リーが機能を発揮するためには、環境中に栄
養が豊富に存在することが担保されていな
くてはならない。従って、栄養が存在する条
件では TORC1 は活性化されており、栄養が
枯渇した条件ではTORC1は不活性化される。
また、TORC1はラパマイシンにより阻害を受
けることから、TORC1の活性化機構について
の研究は盛んに行われている。これに対し、
TORC2 経路を活性化するメカニズムは、
TORC2 へのシグナルの直接のインプットが
何であるかがよく分かっていないため不明
な点が多い。これまでに唯一、TORC2へのシ
グナルのインプットとして、哺乳類細胞にお
いてインスリン（ならびにインスリン様増殖
因子）が知られている。一方、酵母のような
下等真核生物にはインスリンのような増殖
ホルモンは存在しない。しかしながら、TOR
シグナル伝達系は酵母からヒトに至まで進
化的によく保存されていることから、生物種
を超えた普遍的な TORC2 活性化のシグナル
イニシエーターが存在することが予想され
るものの、本当にそのような因子が存在する
かどうかについてはよく分かっていない。 
 
２．研究の目的 
	
 TOR複合体は AGCキナーゼと呼ばれる一
群のタンパク質リン酸化酵素を基質とする
ことが知られている。例えば、哺乳類の
mTORC1 は、アミノ酸が存在する条件では
AGC キナーゼファミリーのタンパク質であ
る S6Kをリン酸化する。S6Kの S. cerevisiae
におけるオルソログは Sch9 であるが、S. 

cerevisiaeのTORC1はSch9をリン酸化する。
一方、mTORC2は AGCキナーゼである PKCα
やAktをリン酸化する。S. cerevisiaeの TORC2
が標的とするAGCキナーゼとしてYpk1が知
られている。 
	
 私はこれまでに酵母を用いた研究から、
解糖系で生じる代謝物メチルグリオキサー
ル（MG）が、シグナルイニシエーターと
して細胞内シグナル伝達系を活性化するこ
とを発見し、メタボリックシグナリングと
いう概念を提唱している。その研究の過程
で、MGが Mpk1-MAPキナーゼ経路を活性
化することを見いだした。Mpk1-MAPキナ
ーゼ経路は S. cerevisiaeの唯一の Cキナーゼ
であるPkc1の機能的下流に位置するシグナ
ル伝達経路である。Pkc1も構造的には AGC
キナーゼファミリーに属するが、Pkc1 が
TORC2 の基質になるかどうかについての生
化学的証明はなされてはいない。MG が
Mpk1-MAP キナーゼ経路を活性化すると
いうことは、MG は TORC2 の活性化を介
して Pkc1を活性化し、その下流へシグナル
を流している可能性が考えられる。 
	
 そこで本研究では、S. cerevisiaeを用いる
遺伝学的な解析を通して、MG が TORC2
シグナル経路を活性化しているかどうかを
検証することを第一の目的とした。さらに、
哺乳類においても MG は mTORC2 シグナ
ル経路の活性化イニシエーターとして機能
しているかどうかを明らかにすることも目
的とした。これらの解析を通して、メタボ
リックシグナリングの概念の更なる確立を
目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 酵母 TORC2の免疫沈降法による精製 
	
 酵母 TORC2 は TOR タンパクとして Tor2
の他に、Avo1、Avo2、Avo3、Lst8、Bit61 の
コンポーネントから成る。このうち、必須コ
ンポーネントの一つである Avo3にMycタグ
を付加した株を用い、抗 Myc抗体を用いた免
疫沈降実験を行い、TORC2の精製を行った。 
 
(2) In vitroキナーゼアッセイ 
	
 Pkc1 の TORC2 による推定リン酸化部位
（Thr1125 ならびに Ser1143）を含む領域の
29 アミノ酸から成る Pkc1 ペプチドを合成し
た。また、それらのアミノ酸残基を Alaに置
換した変異型 Pkc1 ペプチドも合成した。こ
れらを基質とし、精製した TORC2、ならびに
[γ-32P]ATP をミックスして 30ºC で 30 分間
インキュベートしてリン酸化反応を行った。
その後、SDS-PAGEサンプルバッファーを
添加し、65ºCで 5分間処理することで反応
を停止させた。次いで、サンプルを
Tricine-SDS-PAGEを行い、リン酸化バンド
の検出はオートラジオグラフィーにより行
った。 
 
(3) リン酸化抗体の作成 



	
 Pkc1 の Thr1125、ならびに Ser1143 をリン
酸化したリン酸化ペプチド（Thr1125：リン酸
化部位を含む 19 アミノ酸、Ser1143：リン酸
化部位を含む 10 アミノ酸）を合成し、ウサ
ギに免疫してリン酸化抗体を作成した。 
 
(4) 脂肪細胞の培養 
	
 前駆脂肪細胞の脂肪細胞への分化は、常法
に従って行った（J. Lipid. Res. 52:873-884, 
2011）。すなわち、3T3-L1 細胞を insulin、
dexamethasone、isobutylmethylxanthine を用
いて脂肪細胞に分化誘導（8〜10 日間）さ
せ、その後、血清スターブさせた。これに
インスリン、あるいは MG を添加した後、
Akt のリン酸化状態を、Akt-Thr450 ならび
にAkt-Ser473特異的リン酸化抗体を用いて
検出した。 
 
４．研究成果	
 
(1) 酵母 TORC2による Pkc1のリン酸化 
	
 免疫沈降法により精製した TORC2 を用い
て in vitroキナーゼアッセイを行った。実験に
先立ち、精製した TORC2 が正常に機能して
いるかどうかを確認するため、TORC2の既知
の基質である Ypk1を大腸菌で発現・精製し、
これを基質とした in vitro キナーゼアッセイ
を行った。その結果、精製 TORC2は in vitro
で Ypk1をリン酸化することを確認した。 
	
 TORCは AGCキナーゼをリン酸化するが、
そのリン酸化部位は AGC キナーゼファミリ
ー間で保存されており、turn motif（TM）と
hydrophobic motif（HM）内の Ser/Thr残基で
ある。Pkc1 にも、TM 内に Thr1125、HM 内
に Ser1143 が存在し、これらが TORC2 によ
る推定リン酸化サイトと考えられる。そこで、	
 
これらのアミノ酸残基を含む野生型 Pkc1 ペ
プチド（WT）と、それらを Ala に置換した
変異型 Pkc1ペプチド（T1125A/S1143A）を用
いて in vitroキナーゼアッセイを行った。その
結果、図 1Aに示すように、野生型 Pkc1ペプ
チドは TORC2 によりリン酸化された。これ
に対し、推定リン酸化サイトを Alaに置換し
た変異体では、リン酸化が認められなかった。 
	
  
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 1 	
 TORC2による Pkc1のリン酸化 

 
	
 次に、酵母の細胞内においても TORC2 が
Pkc1 をリン酸化しているかどうかを検証す
るため、Thr1125 ならびに Ser1143 に対する
リン酸化抗体を作成した。HA タグを付加し
た Pkc1を抗 HA抗体で免疫沈降し、作成した

リン酸化抗体（p-T1125ならびに p-S1143）を
用いたウエスタンブロッティングを行った。
その結果、それぞれの抗体は各アミノ酸残基
のリン酸化状態を特異的に検出できること
を確認した（図 1B）。そこで、それらのアミ
ノ酸残基のリン酸化が TORC2 に依存してい
るかどうかを確認するため、TORC2の機能を
欠損させた。TORC2は生育に必須であるので、
TORC2 の必須コンポーネントの一つである
Avo1 の発現をノックダウンする系を構築し
た。すなわち、AVO1遺伝子を GALプロモー
ター下流に連結し、ガラクトース（Gal）培地
からグルコース（Glc）培地に移すことで
AVO1遺伝子の発現を減弱させた。その結果、
グルコース培地では Thr1125 ならびに
Ser1143 のリン酸化レベルが減少した。とく
に、Thr1125 のリン酸化レベルの減少が顕著
であった（図 1B）。これらのことから、TORC2
は Pkc1 を実際にリン酸化していることが明
らかとなった。 
 
(2) MG処理によるTORC2依存的 Pkc1のリン
酸化 
	
 MG処理によりMpk1-MAPキナーゼ経路の
活性化が起こることから、MG 処理が Mpk1
経路の機能的上流に位置する Pkc1 のリン酸
化レベルに及ぼす影響について検討を行っ
た。その結果、Pkc1の TM内の Thr1125のリ
ン酸化レベルには変化は見られなかったが
（図 2A）、HM 内の Ser1143 のリン酸化レベ
ルが上昇した（図 2B）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2  酵母における MG による TORC2-Pkc1
シグナルの活性化 
 
 
	
 そこで、Pkc1の HM内の Ser1143の MG処
理によるリン酸化レベルの上昇が TORC2 に
よるものであるかどうかを検証するため、
Avo1 のノックダウン実験を行った。その結
果、Avo1をノックダウン（すなわち、TORC2
の機能を減弱）した条件では、MG による
Pkc1-Ser1143 のリン酸化レベルの上昇は観察
されなかった（図 2C）。また、Avo1ノックダ
ウン条件下では、MG による Mpk1 のリン酸
化も起こらなかった（図 2D）。これらのこと
から、MGは TORC2-Pkc1シグナル経路を活
性化するイニシエーターであると考えられ
た。 
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 (3) 哺乳類細胞における MG による
mTORC2の活性化 
	
 ここまでの解析で、MG は酵母において
TORC2 シグナルの活性化イニシエーターと
して機能していることが明らかとなった。そ
こで、MG が生物種を超えて TORC2 シグナ
ルを活性化しているかどうかについて、マウ
スの脂肪細胞を用いて検討を行った。その結
果、図 3A に示すように、MG で処理すると
Aktの HM内の Ser473のリン酸化レベルが上
昇した。これに対し、TM内の Thr450のリン
酸化レベルに変化は見られなかった。酵母
TORC2による Pkc1のリン酸化に関しても、
MG処理により HM内の Ser1143のリン酸化
レベルのみが上昇したことから、酵母でも哺
乳類でも、MG による TORC2 シグナルの活
性化は、AGC キナーゼの HM のリン酸化レ
ベルの上昇を引き起こすと考えられた。 
	
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3  脂肪細胞における MG による
mTORC2-Aktシグナルの活性化 
 
	
 インスリンシグナル伝達系は、インスリン
受容体から IRS-1（インスリン受容体基質）、
PI3K（ホスファチジルイノシトール 3-キナー
ゼ）、PDK1（ホスホイノシチド依存性キナー
ゼ）とシグナルが伝達され、Aktの activation 
loopのリン酸化が起こる。一方、インスリン
刺激に応答して、mTORC2は Aktの HM内の
Ser473 のリン酸化レベルを上昇させるのに
対し、TM内の Thr450のリン酸化はインスリ
ン刺激には応答しない。この mTORC2のイン
スリン応答は、MGによる Aktのリン酸化の
応答とよく似ている。また、インスリンによ
る Akt-Ser473 のリン酸化には PI3K が関与す
ることも報告されている。そこで、MG はイ
ンスリン受容体に対して、インスリンのアゴ
ニスト様に作用しているかどうかを検討し
た。すなわち、インスリン受容体はインスリ
ンを受容するとチロシンキナーゼ活性を持
ち、自己リン酸化とともにその基質である
IRS-1 のチロシンリン酸化を誘導する。そこ
で、MG 処理によっても IRS-1 のチロシンリ
ン酸化が誘導されるかどうかを検討した。そ
の結果、インスリン刺激の場合は IRS-1のチ
ロシンリン酸化が起こったのに対し、MG で

は ITS-1 のチロシンリン酸化は起こらなかっ
た（図 3B）。しかし、いずれの場合でも
Akt-Ser473 のリン酸化は起こっていた。これ
らのことから、MG はインスリン受容体を介
して mTORC2-Akt シグナル経路を活性化し
ているわけではないと考えられた。 
 
	
 以上のことから、MG は生物種を超えて
TORC2 シグナル経路を活性化するイニシエ
ーターとして機能している可能性が示唆さ
れた。また、哺乳類細胞においては、インス
リンとは異なる機構で mTORC2 シグナルを
活性化させている可能性が考えられた。今後
は、どのような機構で MG が TORC2 へシグ
ナルを流しているのか、また TORC2が AGC
キナーゼのHMのリン酸化のみを上昇させる
生理的な意義などについて検討を加えて行
く必要がある。 
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