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研究成果の概要（和文）： アミノ酸により制御を受けるプロテインキナーゼ mTOR とタンパク

質脱リン酸化反応との関係に着目した検討により、哺乳類培養細胞ではプロテインホスファタ

ーゼ制御因子mTIP41がmTOR基質の脱リン酸化の抑圧のみならずmTORの上流にシグナリングに

作用し mTOR の作用を促進することを見い出した。この結果は栄養シグナリングの新たな側面で

あり、アミノ酸による細胞機能制御を明らかにする上で重要である。 

 
研究成果の概要（英文）： We studied the involvement of the protein dephosphorylation 
reaction in the regulation of the protein kinase named mTOR, that senses the intracellular 
concentrations of amino acids to control cell proliferation.  It was revealed that mTIP41, 
a regulator of the protein dephosphorylation reaction, enhances the mTOR signaling 
pathway by not only suppressing the dephosphorylation of mTOR substrates but also playing 
a role in the upstream of the mTOR protein kinase.  These results of nutrient signaling 
are important to elucidate the cellular regulation mechanisms by amino acids. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、アミノ酸はタンパク質を構成する原
料であるのみならず、シグナル伝達物質とし
て細胞成長の調節に必須な役割を果たして
いることが明らかとなり、栄養シグナルのセ
ンシングから細胞応答に至る経路では生理

活性物質の受容伝達と同様にタンパク質リ
ン酸化・脱リン酸化反応が重要な役割を果た
すことが示されている。すなわち mTOR 
(mammalian Target Of Rapamycin)は免疫抑
制剤ラパマイシンの細胞内標的タンパク質
として同定されたプロテインキナーゼであ



るが、アミノ酸濃度の上昇により活性化され
翻訳調節因子 4E-BP1 および S6K のリン酸化
を介してタンパク合成・細胞成長を制御して
いる。また、mTOR による基質タンパク質のリ
ン酸化反応において足場を提供するスキャ
フ ォ ー ル ド タ ン パ ク 質 と し て raptor 
(regulatory associated protein of mTOR)
が同定され、raptor を含む mTOR 複合体は
mTORC1 と呼ばれている。 
 一方、TORは元々、出芽酵母においてラパ
マイシンがもたらす致死効果に対して抵抗
性を示す変異遺伝子として見い出された。出
芽酵母においては栄養枯渇条件により飢餓
応答に必要な遺伝子群の発現が誘導される
が、その栄養シグナリングの過程にはTORな
らびにタンパク質ホスファターゼSIT4 
(suppressors of initiation of 
transcription 4、protein phosphatase type 
2A (PP2A) 触媒サブユニットに対応するオル
ソログ)の関与が提唱されている。すなわち
SIT4 に は TAP42 (type 2A-phosphatase 
associated protein of 42kDa)と呼ばれる抑
制分子が存在し、TAP42 のSIT4 への結合には
TORによるTAP42 のリン酸化が必要であるこ
とが報告されている。さらに富栄養条件下で
はSIT4 はTORによりリン酸化を受けたTAP42
と結合しホスファターゼ活性を発揮しない
状態に保たれており、栄養枯渇やラパマイシ
ン処理によりTORが不活性化されると、SIT4
はTAP42 から解離し、この脱リン酸化活性の
増幅により転写因子GLN3 などを活性化し、そ
の結果、飢餓応答に関わる遺伝子群の発現が
もたらされると考えられている。またTAP42
と相互作用を示すタンパク質としてTIP41 
(TAP42-interacting protein of 41kDa)が見
い出されており、TIP41 はTAP42 と結合する
ことによりTAP42とSIT4を解離させその結果
SIT4 を活性化するが、TIP41 についてもTOR
によるリン酸化制御を受ける可能性が示さ
れリン酸化状態ではTAP42 と結合しないと推
定されている 。以上のように、出芽酵母に
おいてはTORによる脱リン酸化反応の調節が
示されているが、哺乳類ではmTORを介する栄
養シグナリングにおけるタンパク質ホスフ
ァターゼの役割に関してはほとんど研究が
行われていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は哺乳類ではほとんど検討が行わ
れていなかった栄養シグナリングにおける
プロテインキナーゼ mTOR とタンパク質脱リ
ン酸化反応との関係に着目し、アミノ酸によ
り活性制御を受けるプロテインキナーゼ
mTOR を中心として、これまでに知られていな
かった栄養シグナリングにおける機能制御
を明らかにすることを目的とした。 
 

３．研究の方法 
 研究方法の概要は以下のとおりである。 
(1) 培養細胞中において栄養条件の変化によ

りリン酸化状態が変動するタンパク質、
ならびにmTORとの関係が示唆されるタン
パク質脱リン酸化反応について生化学的
に解析する。 

(2) 酵母 two-hybrid 法により mTIP41（本研究
の予備的検討により得られた mammalian 
TIP41）に結合タンパク質を探索し、得ら
れたクローンの発現ベクターを構築する。 

(3) mTIP41 およびその結合タンパク質および
mTOR の結合を、培養細胞に発現したタグ
付組み換え体ならびにその変異体の免疫
沈降法により検討する。 

(4) mTIP41 および alpha4（本研究の予備的検
討により得られた TAP42 の哺乳類オルソ
ログ）をはじめとする対象タンパク質を
特異的に認識する抗体を作製し、内因性
タンパク質およびリン酸化タンパク質の
検出、免疫共沈降法による結合タンパク
質の解析、ならびに細胞内局在の検討を
行う。 

(5) siRNA により対象タンパク質を特異的に
ノックダウンし、その効果を検討する。 

 
４．研究成果 
(1)栄養条件とタンパク質脱リン酸化反応の

検討 
 研究開始にあたり広い視野から栄養条件
とタンパク質脱リン酸化反応について検討
した。その結果、mTOR の上流に位置する AMPK
（AMP-activated protein kinase）の新規リ
ン酸化基質が複数、同定された。これらのう
ち、GBF1 は低分子量 GTPase である ARF のグ
アニンヌクレオチド交換因子であり、小胞体
とゴルジ体との間において ARFを活性化し小
胞形成を促進することによりゴルジ体の形
態維持に関与することが報告されていたが、
GBF1 は富栄養条件では脱リン酸化状態にあ
り、グルコース欠乏により AMPK によるリン
酸化が亢進することが判明した。そこで、そ
のリン酸化部位を同定しリン酸化部位変異
体を持いた解析により、栄養欠乏により誘導
されるゴルジ体の形態変化に AMPK による
GBF1 のリン酸化が関与していることが示さ
れた。GBF1 の脱リン酸化反応と mTOR との関
係については検討を継続している。またタン
パク質分解酵素であるカスパーゼと栄養シ
グナリングを介する細胞増殖との関連を示
唆する結果が得られた。 
 
(2)mTIP41 結合タンパク質の検討 
 本研究の予備的検討により得られた TIP41
哺乳類オルソログである mTIP41 への結合タ
ンパク質を、酵母 two-hybrid 法により検索
した。その結果、PP2A 触媒サブユニットに対



応するオルソログ（PP2Ac）が同定された。
そこで、ヒト培養細胞を用いて細胞内での分
子間の相互作用の検討を行った。まず内在性
の mTIP41 と PP2Ac との結合との結合を検討
し、その相互作用を確認することができた。
なお、PP2Ac はカルボキシ末端のロイシン残
基がメチル化されることが知られているが、
解析の過程でmTIP41はメチル化されたPP2Ac
と高い結合親和性を示すことが明らかとな
った。また、メチル化を受けない PP2Ac の変
異型、PP2AcY307A では mTIP41 との結合が著
しく低下しており、PP2Ac メチル化が mTIP41
との結合に関与する可能性が見い出された。
これに対して、mTIP41 と同様に PP2Ac と結合
する alpha4（TAP42 の哺乳類オルソログ）は
メチル化されていない PP2Acと優先的に結合
していることが示された。出芽酵母では
PP2Ac ホモログ SIT4 の点変異体 SIT4(E38A)
は TAP42との結合が低下することが知られて
いる。ヒト培養細胞を用いた実験において
PP2Ac に お け る 相 同 ア ミ ノ 酸 変 異 体
PP2Ac(E42A)は alpha4との結合に大きな影響
は無かったが、mTIP41 との結合では著しい低
下がみられた。以上の結果から、mTIP41 と
alpha4とは同時にPP2Acへ結合するというよ
りは、状態の異なる PP2Ac 分子を認識してい
ると考えられる。一方、非メチル化型の PP2Ac
量はアミノ酸枯渇および、アミノ酸またはア
ミノ酸と血清による刺激によって変化は見
られなかった。また、mTIP41 と PP2Ac の結合
もこれら刺激によって変化は観察されなか
った。従って、PP2Ac のメチル化反応は栄養
刺激により直接の制御機構というよりも、刺
激を分別する作用に貢献している可能性が
高い。 
 
(3)mTIP41のmTORシグナリングにおける機能 
 従来、出芽酵母では TIP41 は TOR の下流で
働く SIT4 を活性化することにより TOR シグ
ナリングを抑制することが知られていた。し
かし、本研究により哺乳類培養細胞では
mTIP41 は mTORC1 シグナリングに対して正の
役割を果たすことが明らかとなった。すなわ
ち HEK293T 細胞に mTIP41 を高発現させると
アミノ酸枯渇時にみられる mTORC1 基質のリ
ン酸化の減少が抑圧され、さらに、PP2Ac と
の結合が著しく低下する mTIP41 変異型
mTIP41D71L の過剰発現では野生型の mTIP41
発現時に見られるアミノ酸枯渇時の mTORC1
基質の脱リン酸化の抑圧がみられなかった。
したがって mTIP41 は PP2A との結合を介して
mTORC1 シグナリングに作用している可能性
が高い。これに対して、U2-OS 細胞において
アミノ酸飢餓後のアミノ酸再添加による
mTORC1 基質のリン酸化の増加は、２種類の異
なる mTIP41 特異的 siRNA を用いたノックダ
ウンにより有意に抑制され、mTIP41 タンパク

量の減少が mTORC1 の活性化を抑制している
ことが示された。また、新規mTOR阻害剤PP242
によりアミノ酸枯渇時の TIP41過剰発現によ
る mTOR 活性の維持が阻害されることを見い
出した。これらの成果は TIP41 の mTOR シグ
ナリングにおける作用点が、これまで考えら
れてきた PP2A を介した mTORC1 基質の脱リン
酸化の抑制だけではなく、新たに mTORC1 の
上流シグナル機構に存在する可能性を示し
ている。 
 

 
(4)mTIP41 の細胞内局在 
 HEK293T および U2-OS 細胞に蛍光タンパク
質 mCherry を付加した mTIP41 を発現し蛍光
顕微鏡下に生細胞での挙動を観察し、また
U2-OS 細胞および HeLa 細胞における HA タグ
を付加した mTIP41 の局在を間接蛍光抗体法
により検討した結果、共に mTIP41 は核を含
む細胞全体に分布が見られた。今後は内在性
mTIP41 の局在およびアミノ酸刺激など、細胞
環境変化に伴う局在を検討することが必要
である。 
 
(5)PP2Ac と mTORC1 との結合 
 PP2Ac と mTORC1 特異的構成タンパク
raptor がそれぞれの過剰発現で結合するこ
とが明らかとなった。また、試験管内で mTOR
は PP2Acをリン酸化することも確かめられた。
PP2Ac の mTORC1 への結合に対する mTIP41 お
よび alpha4 の影響は単純ではなく、これら
の分子の相互作用ならびに PP2Acのリン酸化
反応の生理的意義については、今後、さらに
検討が必要である。 
 
 本研究では哺乳類細胞における栄養シグ
ナルリングにおけるタンパク質脱リン酸化
反応の機能を検討し、ことに mTORC1 を介す
る栄養シグナリングに対するプロテインホ
スファターゼ PP2Acの役割に着目した解析を
行った。その結果、mTIP41 は出芽酵母におけ
る役割とは異なり、栄養−mTORC1 シグナルに
対して正の作用を持つことが見い出された。
哺乳類細胞における mTIP41 の作用機序とし
て最も有力な可能性は、PP2Ac と直接結合し
てその活性を阻害し、mTORC1 の基質の脱リン



酸化を抑圧することである。しかし、どのよ
うにして mTIP41 が PP2A の活性を抑止するの
かはまだ完全には明らかとなっておらず、ま
た、mTIP41 と PP2Ac による mTORC1 シグナル
への作用点はどこであるのかも明確ではな
い。本研究でのラパマイシンや PP242 の mTOR
阻害剤を用いた実験の結果は、プロテインホ
スファターゼは mTORC1 基質の脱リン酸化反
応のみならず、mTORC1 の上流に作用点が存在
することを示している。一方で、mTIP41 が
PP2Ac とは異なるタンパク質と協調的に
mTORC1 シグナルに関与することも可能であ
る。栄養シグナリングに関して、今後、様々
な観点からの解析を行うことにより、細胞増
殖・成長に関わり各種の疾患との関する知識
が得られることが期待される。 
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