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研究成果の概要（和文）：シグナル伝達因子を標的とし、標的因子が活性化されてその触媒残基
の反応性が高い状態にある場合に限り共有結合する活性依存型阻害剤に対する反応性を、シグ
ナル伝達因子の活性化状態の指標として用いる方法論を検討した。阻害剤による修飾の検出に
は、阻害剤をハプテンとして作製した特異抗体を用いたウエスタン法を活用した。TOR 経路と
酵母 Rim101 経路をモデルに、３種類の活性依存型阻害剤を用い、方法論の有効性を確認した。 
 
研究成果の概要（英文）：Some inhibitors for signal transduction factors covalently attach to 
the target catalytic residues in their targets only when the targets are activated and the 
reactivity of the catalytic residues become high. A methodology was developed that exploits 
this reactivity as an activity quantitation method for signal transduction factors. To detect 
covalent modifications by inhibitors, western blotting using antibodies raised against the 
modification groups as haptens was used. To evaluate the methodology, three inhibitors 
targeting the TOR pathway or the yeast Rim101 pathway were tested. 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内シグナル伝達系は、細胞が刺激や環
境に対して適切に応答する上で重要な役割
を果たしている。受容体やセンサーの活性化
から細胞応答の惹起にいたる経路には、種々
のシグナル伝達因子が機能する。シグナル伝
達系の研究においては、シグナル伝達因子が
同定され経路の構築が明らかになった後に
は、これら因子が刺激に応答してどのように
活性化されるかを明らかにする必要がある
が、in vivo でその過程を追跡することは容易
ではない。 
 シグナル伝達系の研究に特異的阻害剤が
果たしてきた役割は大きい。特に、細胞透過

性を備えた阻害剤を用いることで、特定のシ
グナル伝達因子を阻害することによる効果
を細胞レベルで簡便に検討することができ
る。阻害剤を用いた研究の利点としては、ノ
ックアウトやノックダウン実験に比して、望
んだタイミングで迅速に活性を阻害するこ
とが可能であることが挙げられる。阻害剤の
内には、標的因子に不可逆的に共有結合して
阻害活性を示す化合物がある。中でも、標的
因子が活性化され、その触媒残基の反応性が
高い状態にある場合に限り反応するような
阻害剤も多い。 
 
 



２．研究の目的 
 本課題では、そのような活性依存型阻害剤
に対する反応性を、シグナル伝達因子の活性
化状態の指標として用いることを検討した。
阻害剤による修飾の検出には阻害剤をハプ
テンとして作製した特異抗体を用い、ウエス
タン法により修飾を定量的に評価した。また、
免疫染色法により細胞内における活性化の
場を明らかにすることも可能である。 
 具体的には、申請者がこれまで研究してき
た、栄養応答性 TOR 経路と酵母アルカリ環
境応答性 Rim101 経路をモデルに、３種類の
活性依存型阻害剤を用い、標的因子が既知の
場合と未知の場合のそれぞれに対して上記
の方法論の有効性を確認した。 
 本研究で目指す方法論は、活性依存型阻害
剤が存在する全ての経路に適用可能な汎用
性を持つ。阻害剤の持つメリットを活かしつ
つ、生きた細胞におけるシグナル伝達因子の
活性化機構や活性化の場を明らかにするた
めの有力なツールとなることが期待される。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 阻害剤をハプテンとして作製した抗体
の精製と評価 
 TOR を含む PI3 キナーゼ関連キナーゼの活
性に依存して活性中心のリジン残基を修飾
するワートマニン、活性化されたヒスチジン
残基を主に修飾するアルキル化剤で、TOR 経
路の活性を抑制する TPCK、システインプロテ
アーゼの活性に依存して活性中心のシステ
イン残基を修飾する E-64-c（細胞透過性の前
駆体である E-64-d）の修飾基をハプテンとし
た抗体を作製する。抗体の特異性をポジティ
ブコントロールを用いて評価する。特異性が
不十分である場合には、同じハプテンを担体
に用いて抗体をアフィニティー精製する。 
 
(2) 阻害剤濃度と処理時間の最適化 
 HEK293 細胞もしくは酵母細胞を用い、標的
分子の活性を阻害するのに必要な阻害剤の
濃度と必要な処理時間を決定する。 
 
(3) TPCK 標的分子の同定 
 TPCK 処理した細胞から穏和な条件で TOR、
もしくは TOR経路の既知の上流因子を免疫沈
降することにより共沈されてくる標品から、
抗 TPCK 抗体と反応するタンパク質をウエス
タン法で検出する。これらの方法で検出され
たタンパク質が何であるのか、分子量から候
補が推定できる場合については、そのタンパ
ク質に対する抗体もしくは cDNA を得て確認
する。また、分子量から候補が推定できない
場合には、抗 TPCK 抗体を用いた免疫沈降法
により TPCK 化されたタンパク質の標品を得
て、質量分析計を用いたマス・フィンガープ

リント法により同定する。 
 
(4) 本法を用いたシグナル伝達因子の活性
制御機構の解析 
 シグナル伝達因子の活性化状態を阻害剤
による修飾の程度を指標に比較する。いずれ
の場合も、経路活性化と阻害剤による修飾の
程度の間に相関があるようであれば、その標
的因子自体の活性化が経路活性化の分子基
盤であると結論できる。 
 TOR 経路に関しては、TOR が十分に活性化
される血清含有 DMEM 培地と、TOR が完全に阻
害されるアミノ酸枯渇培地に置いた細胞を
ワートマニン処理し、そこから抗 TOR 抗体を
用いた免疫沈降法により TOR を回収し、抗ワ
ートマニン抗体を用いたウエスタン法によ
りワートマニン修飾を検出する。もしくは、
同様な細胞を TPCK 処理し、TPCK 標的因子を
免疫沈降法により回収し、抗 TPCK 抗体を用
いたウエスタン法により TPCK 修飾を検出す
る。 
 酵母 Rim101 経路に関しては、Rim13 が活性
化されるアルカリ性培地と、活性が阻害され
る酸性培地で培養した酵母細胞から、Rim13
に付加したエピトープタグに対する免疫沈
降法により Rim13 を回収し、抗 E-64-c 抗体
を用いたウエスタン法により E-64-c 修飾を
検出する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 栄養応答性 TOR 経路において TOR 自体を
標的とするワートマニン、TOR 活性化機構の
未同定因子を標的とする TPCK、酵母アルカリ
環境応答性 Rim101 経路においてプロテアー
ゼ Rim13 を標的とする E-64-d という３種類
の活性依存型阻害剤に対し、その修飾基をハ
プテンとした抗体を作製した。各々の抗体を
用いた解析の結果を順に以下に述べる。 
 
(2) 抗ワートマニン抗体は、HEK293 細胞を用
いた実験において、内在性 mTOR のワートマ
ニン化をウエスタン法により検出すること
が可能な力価と特異性を備えていた。そこで、
ワートマニン処理条件の最適化を行った後
に、mTOR に対するワートマニンの反応性が培
地中のアミノ酸栄養の有無により変化する
かどうかをこの抗体を用いて調べたところ、
mTORC1 活性が低下することが確認されたア
ミノ酸飢餓条件下においても、反応性の低下
は認められなかった。このことは、mTORC1 活
性が mTOR 自体のキナーゼ触媒活性とは別の
レベルで制御されていることを示唆してい
る。これは、mTORC1 活性が、Rag 複合体を介
したリソソーム膜上へのリクルートにより
活性化されるとするモデルを支持する結果
である。 



 (3) 抗 TPCK 抗体は、哺乳類培養細胞を用い
た実験において、ウエスタン法により複数の
内在性タンパク質の TPCK 化を検出すること
ができた。これらの TPCK化タンパク質には、
raptor、rictor、mLst8、mSin1 などの mTOR
複合体構成因子は含まれていなかったが、
mTOR が TPCK 化されることを見出した。TPCK
化される残基を mTOR上に２箇所同定したが、
これらの残基に変異を導入した変異体 mTOR
も TPCK 耐性を示さなかったため、これらの
修飾の意義は不明である。 
 
(4) 抗 E-64-c 抗体は、ハプテンを抗原とし
た ELISAでは十分な力価と特異性とを備えて
いたが、E-64-c 化したパパインをウエスタン
法により検出することができなかった。E64
化された種々の基質に対する反応性を検討
した結果、ペプチド内のシステイン残基が修
飾された抗原に対する力価が低いことが明
らかになり、修飾プロテアーゼの検出のため
にはペプチド性の抗原を用いて抗体を作製
する必要があると考えられる。 
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