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研究成果の概要（和文）：TORキナーゼを含むTORC1およびTORC2複合体は、細胞の成長・増殖制御に中心的な役
割を果たす。分裂酵母をモデルとして解析を行い、Rab様Gタンパク質が、グルコースに応答してTORC2を活性化
することを発見した。また、TORC2のサブユニットの一つであるSin1のCRIMドメインが特異的にTORC2基質に結合
することを示し、その立体構造を決定した。さらに、Rag様Gタンパク質のGtr1-Gtr2 ヘテロ二量体が、TORC1の
活性を抑制することを発見した。この抑制制御には、Gtr1のGTPase-Activating Protein として働くGATOR1複合
体が必須であった。

研究成果の概要（英文）：TOR protein kinase forms two distinct complexes, called TOR complex 1 
(TORC1) and TOR complex 2 (TORC2), both of which are implicated in cancerous cell proliferation and 
metabolic syndrome. By using fission yeast as a genetically amenable model system, we have 
demonstrated that a Rab-family GTPase activates TORC2 in response to extracellular glucose. Within 
TORC2, we have found that the Sin1 subunit is responsible for binding the TORC2 substrates. The 
TORC2 substrates interact with the Sin1 CRIM domain, whose NMR structure has a ubiquitin-like fold 
with a characteristic acidic loop. Lastly, we have shown that the Rag-family GTPase heterodimer 
Gtr1-Gtr2 at vacuolar membranes plays an important role in suppressing TORC1 activity. This negative
 regulation of TORC1 requires the GATOR1 complex that functions as GTPase-Activating Protein (GAP) 
for the Gtr1 GTPase.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景	

	 タンパク質リン酸化酵素 TOR は、複数の制
御サブユニットと結合することによって２種
類の機能複合体、TORC1 および TORC2 を形成
する。TORC1 は、免疫抑制剤ラパマイシンの標
的として集中的な研究が行われ、アミノ酸シ
グナルに応答したタンパク質合成の促進に働
いていることが明らかになっている。他方、
特異的阻害剤がないために TORC2 の研究は大
きく遅れているが、インスリンに応答して活
性化し、Akt キナーゼのリン酸化を通して細
胞のグルコース取り込みを誘導することが報
告されている。	
申請者を含む国内外の研究者によって、モ

デル生物である分裂酵母がヒトTORC1、TORC2
経路に酷似したシグナル経路を持つことが既
に明らかにされている。特に、G タンパク質	
Rheb による TORC1 の活性化や、TORC2 による
グルコース取り込み制御などは、ヒトと分裂
酵母の間では保存されているが出芽酵母には
見られず、分裂酵母はより優れた TOR 研究の
モデル系であると考えられる。	
	 申請者は予備実験によって、TORC2あるい
はその基質 Gad8 を欠損した分裂酵母株では
TORC1 の活性が顕著に低下すること、逆に人
為的に TORC2 経路を活性化すると TORC1 も活
性化されることを示し、TORC2-Gad8 経路が
TORC1 を正に制御していることが明らかにし
た。すなわち、窒素源とグルコースという二
つの主要栄養が TORC1 と TORC2 それぞれによ
って感知され、かつ TORC2 が TORC1 を制御す
ることによって二つの栄養シグナルが統合さ
れて、細胞増殖の開始を制御している可能性
が浮かび上がってきた。	
	
２．研究の目的	

(1)	TORC2 によるグルコースシグナル感知メ
カニズムの解明	
	 現在の TOR 研究における最大の謎の一つは、
シグナルに応答して TORC2 が活性化されるメ
カニズムである。TORC2活性化因子の探索は、
様々な生物種で試みられていたが、申請者ら
は、低分子量 Gタンパク質 Ryh1（ヒト Rab6 相
同分子）を分裂酵母 TORC2 の活性化因子とし
て同定した。細胞外グルコースに応答した
Ryh1 の制御機構を追求する。	
	
(2)	TORC2 による基質認識機構の究明	
いずれも TOR キナーゼを触媒サブユニット

とする TORC1 および TORC2 は、全く異なる基
質をリン酸化することによって栄養シグナル
統合回路で機能する。申請者らは、分裂酵母
TORC2 の基質特異性に Sin1 サブユニットの
CRIMドメインが必須であることを発見してお
り、TORC2の基質特異性を決定する分子機構を
明らかにする。さらに、ヒト TORC2 において
も Sin1 が同様の機能を果たすのかを検証す
る。	
	

(3)	TORC1 制御メカニズムの解明	
	 窒素源/アミノ酸シグナルとグルコースシ
グナルの統合は、窒素源による TORC１活性の
制御とTORC2-Gad8経路によるTORC1の制御に
よって行われている。分裂酵母モデル系を用
いて、TORC1 の活性制御の分子機構を追求す
る。	
	
３．研究の方法	

本研究計画は、TORC1 および TORC2 複合体
が、異なった栄養シグナルを感知・統合する
細胞内情報処理ネットワークを構築している
ことを明らかにするために、(1)	 TORC2 への
グルコースシグナル入力機構;	 (2)	 TORC2 が
基質を特異的に認識してシグナルを出力する
メカニズム；および	(3)	TORC1 の活性制御機
構、を解析する。	
分裂酵母モデル系を用いた分子遺伝学的な
解析に加え、申請者らの確立した生化学的ア
ッセイ、タンパク質リン酸化解析、さらに構
造生物学的アプローチを組み合わせて研究を
進め、得られた知見を基にヒト培養細胞にも
実験研究を拡張することによって、進化上保
存された栄養シグナル情報処理の原理に迫る。	
	
４．研究成果	
(1)	 ヒト Rab6 エフェクターである BICD2 の
断片を用いて分裂酵母破砕液から GTP を結合
した活性型 Ryh1 のみを吸着・定量するアッセ
イ系を確立して Ryh1 の活性化状態を調べた
ところ、細胞外グルコースに応答して Ryh1 が
GTP 結合型に変換されることを発見した。一
方、イスラエルの研究グルー	プが、分裂酵母
TORC2が cAMP-PKA 経路を介してグルコースに
応答すると報告したが	(Cohen	et	al.	2014)、
より厳密な方法によるわれわれの実験ではそ
の結果を再現できず、Ryh1 がグルコース刺激
に応答して TORC2 を活性化する主要因子であ
ると考えられる。また、Ryh1-TORC2 経路は培
地中の窒素源の有無には応答しなかった。こ
の成果は、下記雑誌論文⑤として発表した。	
	
(2)	連携研究者である児嶋長次郎博士と共に、
分裂酵母 Sin1 タンパク質の	CRIM ドメインの
NMR 立体構造を決定した。その CRIM ドメイン
が TORC2 のリン酸化基質である Gad8 を特異
的に認識し、結合することを明らかにした。
さらに、分裂酵母で見出された Sin1 の機能が
ヒトでも保存されているかを検証するため、
ヒト培養細胞株において SIN1 遺伝子座を
CRSPR/Cas9システムを用いて破壊したところ、
ヒト TORC2 の基質である AKT のリン酸化に欠
損がみられ、さらにCRIM ドメインに変異をも
つ Sin1 をこの株で発現させても AKT のリン
酸化は部分的にしか回復しなかった。加えて、
ヒト Sin1	 CRIM ドメイン断片が AKT に特異的
に結合することを試験管内実験によって示す
ことができた。以上の結果から、ヒト TORC2	
(mTORC2)においても、Sin1 サブユニットが基
質結合サブユニットとして機能し、Sin1 の



CRIMドメインが基質特異性を担っていると結
論できた。この成果は、下記雑誌論文
④⑥⑦として発表した。	

	
(3)	アミノ酸やアンモニアなどの窒素源によ
って活性化される TORC1 複合体についても分
裂酵母をモデル系とした解析を進め、ヒト細
胞で TORC1 を負に制御することが知られてい
る GATOR1 複合体が分裂酵母でも保存されて
いることを明らかにした。この分裂酵母
GATOR1 は、Iml1,	Npr2,	Npr3 の３つのサブユ
ニットからなり、それらの遺伝子破壊実験に
よって、ヒトGATOR1 と同様に分裂酵母におい
ても GATOR1 が TORC1 活性を負に制御するこ
とを明らかにした。	
	 また、分裂酵母の Rag	GTPaseである Gtr1-
Gtr2	ヘテロ二量体が、液胞膜に局在し、TORC1
の活性抑制に必須であることを発見した。こ
のメカニズムは、GDP 結合型の Gtr1 に依存し
ており、GATOR1 複合体が Gtr1 の GTPase-
Activating	Protein	(GAP)として働くことを
明らかにした。この結果は、これまで TORC1 の
活性化因子として考えられてきた Rag	GTPase
が、TORC1抑制因子としても機能することを示
す、非常に予想外の結果であった。この成果
は、下記雑誌論文①②として発表した。	
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