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研究成果の概要（和文）：mTORC1共免疫沈降法により同定されたP110は栄養感知システムに関わるmTORC1局在化機構や
mTORC1の下流エフェクター制御機構などに関わる重要な因子である可能性が考えられた。また、ZNF512BはRaptorなど
の既知の因子にはない栄養環境の変化に感受性を示すmTORC1の新規構成因子であり、栄養環境により局在を変化させる
ことで栄養感知システムの末端機能を有している可能性が示唆された。今後、mTORC1栄養感知システムにおけるZNF512
Bの役割および癌細胞と正常細胞との機能の違いについて多角的に検討し、栄養感知システムのメカニズムについて解
析を行う。

研究成果の概要（英文）：The mTOR pathway represents an important intracellular regulatory process between 
nutrient and amino acid transport in the human placenta. PI3K and mTOR pathway, a novel p110 interacting 
protein was identified by the protein-protein interactions using co-immunoprecipitation. We demonstrate 
the p110 catalytic subunit directly binds to mTORC1. These results suggested that P110 is important 
factor and the mTOR regulator. We suggest that mTOR signaling represents an important regulatory pathway 
for placental nutrient transporters.

研究分野： 臨床薬剤学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
Barker DJ & Osmond C は｢成人病胎児期発

症説：Fatal Origins of Adult Disease｣を
提唱している。胎児期において低栄養に胎芽
が曝露されると成人病の素因が形成される
というものであり、2005 年栄養学分野のノー
ベル賞といわれているダノン国際栄養学術
賞を受賞している。このように新生児の健康
状態は胎児期の栄養状態が深く関与してお
り、出生後の環境だけではなく、子宮内にい
る胎児期と出生後数ヶ月の栄養状態が極め
て重要であることを示している。この胎児期
における栄養状態には、母体と胎児を結ぶ唯
一の臓器である胎盤が深く関与している。特
に、胎盤における栄養素の輸送機構が正常に
機能しない場合、胎児への栄養供給が不足す
るため子宮内胎児発育不全や神経管閉鎖障
害の発症リスクが増大し、葉酸摂取不足は二
分脊椎や無脳症等の先天性脊椎癒合不全を
惹起することも示唆されている。 
2006 年には、厚労省から｢妊産婦のための

食生活指針｣、日本産婦人科医会から｢妊娠中
の食事と栄養｣が発行されている。これらは
若年女性のダイエット願望に対して警鐘を
鳴らし食育の意義を謳ったものである。また
近年、胎児期の慢性的な低栄養状態は、発達
障害の増加と臨床像の変化にも関連してい
ることが示唆されており、大きな社会問題に
もなっている。 
以上のように、胎児期の栄養状態は胎児の

発育のみならず、青年期以降の健康状態を反
映するものとして極めて重要であり，胎児の
栄養環境を良好に保つための基礎的な研究
が必要であるが、疫学調査以外は倫理的な面
から臨床研究は勿論、国内外の基礎研究は極
めて少ない。 
 胎盤を通じて栄養素を胎児へ輸送するた
めのシステムとして、いくつかの胎盤トラン
スポーターが知られている。これらのトラン
スポーターは、アミノ酸、グルコース、葉酸
などの栄養素の妊娠期による需要の変化に
応じて高度に発現制御を受けている。これら
の機構により、胎児の栄養環境が決定される
が、制御機構の詳細な分子基盤については明
らかにされていない。環境に応じたトランス
ポーターの発現制御には栄養感知システム
の存在が否定できない。ラパマイシン標的タ
ン パ ク 質 (mTOR ： mammalian target of 
rapamycin)は、酵母からヒトまでの進化の過
程で高度に保存されている生命維持に必須
のシグナルであり、癌細胞でさえも突然変異
していることが稀といわれる。それ故、正常
細胞には極めて重要な生理的意義および機
能がある。その役割として近年注目を集めて
いるのが、細胞外の栄養環境、主にアミノ酸
バランスの変化を感知し、タンパク質の翻
訳・活性を制御する栄養感知システムとして
の機能である。本機構はこれまで癌細胞のア
ミノ酸トランスポーターと関連性が研究さ
れてきたが、正常細胞、特に胎盤の細胞にお

ける栄養環境と妊娠期による栄養素トラン
スポーターの発現変動との関連性について
は、ほとんど研究されていない。 
 妊娠の進行に伴い胎盤組織は大きく変化
し、胎盤を形成する細胞が分化・多核化して
いるにも関わらず、妊娠期を通した比較、あ
るいは評価した例は極めて少ない。mTOR は、
細胞外の栄養環境、主にアミノ酸バランスの
変化を感知し、タンパク質の翻訳に影響を及
ぼすことによって、細胞増殖、脂質代謝、イ
ンスリン抵抗性、オートファジー等に関わる
タンパク質の活性を制御している。AMP 活性
化プロテインキナーゼ(AMPK)は糖質などの
エネルギー環境を感知し mTOR 活性化に対し
ても影響を与えている。これらの栄養感知シ
ステムと胎盤に存在する各種栄養素トラン
スポーター、母体胎児間輸送との関連につい
ての知見はほとんどない。 
 本研究の進展は、精密にプログラムされた
一連の遺伝子発現と子宮内で極めて速い速
度で発育・発達を続けている胎児の健やかな
誕生に多大な貞献をもたらす。妊娠初期にお
ける栄養素の欠如は胎児にとって致命的で
あり、エピジェネティックな変化も含めた研
究意義は極めて大きい。 
 
 
２．研究の目的 
 申請者らは、これまでの研究では妊娠期全
般における胎児の発育に関連した栄養素の
母体胎児間輸送機構を明らかにしてきたが、
本研究では、栄養感知システムとして機能し
ている mTOR と妊娠期による栄養素トランス
ポーターの発現制御の関連を詳細に明らか
にすることとする。 

妊娠の進行に伴う胎盤の形態変化を反映
した様々な評価モデルを用い、栄養感知シス
テムである mTOR および関連因子の活性化と
各種栄養素トランスポーター、特に妊娠初期
に特異的な発現を確認したグルタミントラ
ンスポーターSNAT3(Slc38a3)等との関連を
妊娠期毎に網羅的に解析・評価する。 

本研究期間内に、母体と胎児間の栄養輸送
における mTOR シグナルの新たな役割につい
て明らかにする。本研究の成果は mTOR が栄
養感知システムとして機能することを明ら
かにするだけではなく、食品栄養学、新生児
学および医療薬学、ひいては国民生活に有益
で価値のあるものとなることが期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）胎盤の形態変化を反映した細胞モデル
による活性化─発現─輸送能相関 
 栄養素トランスポーターの対象は、前述の
SNAT3(Slc38a3)の他、アミノ酸トランスポー
ター(SLC ファミリー)、グルコーストランス
ポーター(GLUT, SGLT ファミリー)、葉酸、カ
ルニチンなどのビタミン類、ヌクレオチドト
ランスポーターを網羅的に検討する。 
①化合物処置 



 臨床上問題となるビタミンKなどの脂溶性
ビタミン、エタノール、ニコチン、バルプロ
酸などの抗てんかん薬、経口抗糖尿病薬、ス
タチン系薬物、あるいは mTOR 阻害薬エベロ
リムスなどを用いて、細胞増殖、妊娠期全般
における栄養供給に及ぼす影響を検討する。
例えば、催奇形性を有するサリドマイドの胎
盤透過性は疑う余地はないものの、mTOR シグ
ナルおよび栄養素トランスポーターへの影
響の観点から実施する。一方、栄養素トラン
スポーターの発現は性ホルモン分泌に対し
ても大きな影響を与えることから、
forskolin, PKCなどによって胎盤の細胞を分
化・誘導させた際のヒト絨毛性ゴナドトロピ
ン(hCG)産生とアロマターゼ活性についても
詳細に確認することとする。 
 
②活性化─発現相関 
 各種化合物暴露後の mTOR の活性化変動を
mTOR 活性化マーカーである S6 タンパク質の
リン酸化レベルにて評価する。また、各化合
物暴露後の各種栄養素トランスポーターの
発現変動を同時に解析し、各種化合物と mTOR
の活性化、mTOR の活性化と栄養素トランスポ
ーターの発現変動との関連性について詳細
に評価する。 
 
③活性化─輸送能相関 
 放射性同位体標識した L-グルタミンなど
を用いて、各栄養素トランスポーター基質共
存下での細胞内取り込み量、ラットにおける
胎盤を介した基質輸送を測定する。各々、速
度論的解析(Km, Vmax)にて輸送能を算出する
ことで、グルタミントランスポーターSNAT3
などの栄養素トランスポーターを機能面か
らも解析する。また、各種化合物処置後の
mTOR 活性化変動の結果とトランスポーター
を介した輸送能の関連性を評価し、mTOR の活
性化と輸送能の変動が一致した栄養素トラ
ンスポーターを特定する。 
 
（２）局在化・生理機能解析 
mTOR 活性化と各種栄養素トランスポータ

ー発現との直接な関連を評価するために、リ
ン酸化 S6 タンパク質と各種栄養素トランス
ポーターを同時に蛍光標識し、両者の局在に
ついて比較検討する。先に示した各種妊娠期
モデル細胞やラット胎盤初代培養系を用い
て、妊娠期全般に対する影響を詳細に解析す
る。 
ヒト胎児腎細胞株 HEK293 において一過性

P110 高発現モデル（P110 発現系）を作製し
た。P110 発現系に対して D-PBS を曝露させ、
Western Blot 法により P70S6K や 4EBP1 のリ
ン酸化レベルを評価し、P110 未導入細胞との
比較を行った。また各種条件下の細胞溶解液
を用いて関連タンパク質の免疫沈降を行い
P110 の mTORC1 への結合量の比較を行った。
mTOR、P110 の局在解析については免疫蛍光染
色法を用いた。 

本解析に使用する IN Cell Analyzer 2000 
(GE Healthcare)は接着細胞の特性を維持し
たまま、細胞をイメージングし、形態情報の
ポピュレーション解析や分子局在の解析、細
胞周期の解析、細胞質─核のトランスロケー
ション解析が可能であり、本研究の進展に大
きく貢献できる。 
 
 
４．研究成果 
（１）胎盤の形態変化を反映した細胞モデル
による活性化─発現─輸送能相関 
 妊娠の進行に伴う胎盤の形態変化を反映
した様々な評価モデルを用い、栄養感知シス
テムである mTOR および関連院試の活性化と
各種栄養素トランスポーター、特に、妊娠初
期に特異的に発現したグルタミントランス
ポーターSNAT3（slc38a3）の他、アミノ酸ト
ランスポーター、グルコーストランスポータ
ー、葉酸、カルニチン等のビタミン類、核酸
輸送に関与するヌクレオチドトランスポー
ターを網羅的に解析・評価した。 
 また、mTOR は細胞内外の栄養環境、主にア
ミノ酸バランスの変化を感知し、タンパク質
の翻訳に影響を及ぼすことによって、細胞増
殖、脂質代謝、インスリン抵抗性、オートフ
ァジー等に関わるタンパク質の活性を制御
している。AMP 活性化プロテインキナーゼ
（AMPK）は糖質などのエネルギー環境を感知
し、mTOR 活性化に対しても影響を与えている。
これらの栄養感知システムと胎盤に存在す
る各種栄養素トランスポーター、母体胎児間
輸送との関連性についての知見を得た。 
 
（２）新規 mTORC1 結合因子 P110 の栄養感知
システムとしての生理機能解析 
mTORC1はmTORを中心とした複合体であり、

アミノ酸やグルコースを感知し生存を制御
する栄養感知システムとして、細胞の恒常性
の維持に寄与している。細胞外の栄養を感知
した mTOR は細胞質から核膜周辺に局在する
リソソームに移行し、P70S6K や 4EBP1 をリン
酸化する事が報告されている。しかしながら、
栄養シグナルに関与する mTORC1 結合因子の
存在、あるいはリソソームへの詳細な移行シ
ステム等、栄養感知システムとしての機能に
関する情報は少ない。そこで、mTORC1 におけ
る P110 の機能解析を実施した。 
P110 発現系において、栄養枯渇環境で生じ

る 4EBP-1 の脱リン酸化が未導入細胞と比較
しより短時間に進行する現象を確認した。栄
養枯渇条件、mTOR-Raptor 解離条件下では、
mTORC1下流エフェクターであるS６RPリン酸
化が抑制されても P110 の発現は変化しなか
った。P110 局在解析の結果、P110 は核膜付
近（k−18）および核内（H−180）への局在が
認められた。Anti-Raptor 抗体を用いて 
mTORC1 との共免疫沈降を行い P110 の mTORC1
への結合量を検討した結果、ラパマイシン処
置では、mTOR と Raptor が解離するため mTOR



の共沈量が減少した。また、P110 の共沈量も
同時に減少したことから P110 は mTOR 側に結
合している可能性が示唆された。以上の結果、
mTORC1 共免疫沈降法により同定された P110
は栄養感知システムに関わる mTORC1 局在化
機構や mTORC1 の下流エフェクター制御機構
などに関わる重要な因子である可能性が考
えられた。 
mTORC1 から Raptor を乖離し、細胞溶解液

を共存させることによって、再び各分子を結
合させることができる mTORC1 再構成モデル
を確立した。本法を用いることで、再構成モ
デルに認められる新たな 5 つの構成候補化
合物から 1 つの新規分子 ZNF512B を同定す
ることに成功した。また、mTOR が栄養を感知
しシグナルを下流に伝達する際に Raptor と
の結合が必須であることから、mTORC1 再構
成モデルから同定された ZNF512B は mTOR 栄
養感知システムに関わる重要な因子である
ことが示唆された。 
ZNF512B は 亜 鉛 を 含 む Zinc Finger 

Protein の一種であり転写因子であると予測
されているが、明確な機能は明らかにされて
いない。また、核膜付近と核内への局在を確
認したことから、核膜付近でシグナルを受け
核内移行すると考えられた。mTORC1 が栄養を
感知すると、核膜付近に局在するリソソーム
に移行しシグナルを伝達することを考慮す
ると、その過程に ZNF512B が関与する可能性
が極めて高い。そこで ZNF512B の富栄養条件
と栄養枯渇条件における mTORC1 への結合量
の変化を免疫沈降法にて検討した。その結果、
栄養枯渇条件で mTORC1 への結合量が約 1.7
倍に増加することが確認され、かつ mTORC1
の下流エフェクターであるp-4EBP1の脱リン
酸化がZNF512B未導入細胞に対して急速に亢
進した。また、mTORC1 の下流エフェクターで
ある S6 Kinase のリン酸化は P110 導入・未
導入どちらにおいても5分の段階で完全に抑
制された。しかしながら、翻訳開始因子 eIF4E
に結合する翻訳リプレッサー4EBP1 の脱リン
酸化が P110 導入細胞において急速に亢進す
る現象が生じた。したがって、P110 は栄養環
境の変化に対する感受性を制御している可
能性が明らかとなった。 
 以上の結果より、ZNF512B は Raptor などの
既知の因子にはない栄養環境の変化に感受
性を示す mTORC1 の新規構成因子であり、栄
養環境により局在を変化させることで栄養
感知システムの末端機能を有している可能
性が示唆された。今後、mTORC1 栄養感知シス
テムにおけるZNF512Bの役割および癌細胞と
正常細胞との機能の違いについて多角的に
検討し、栄養感知システムのメカニズムにつ
いて解析を行う。 
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