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研究成果の概要（和文）：アミノ酸はシグナル分子として機能し、細胞内代謝機能を司るセリンスレオニンキナ
ーゼmTORC1の活性を制御している。しかし、シグナル経路の起点にあってアミノ酸を認識する機構は明らかにさ
れていなかった。本研究では、細胞が細胞外のアミノ酸を認識する分子機構の解明に取り組んだ。細胞膜画分を
用いたプロテオミクス解析の手技の確立、アミノ酸飢餓・刺激等の実験条件の最適化、mTORC1活性検出の簡便化
と迅速化をおこない、将来の分子同定に向けた重要な技術基盤を確立することができた。

研究成果の概要（英文）：Amino acids play an important role as signaling molecules to activate 
mTORC1, a serine/threonine kinase complex which regulates cellular metabolism. However, the detailed
 molecular mechanisms of amino acid sensing still remain elusive. In this study, we have tried to 
understand the molecular basis of amino acids sensing in the upstream of mTORC1, especially focusing
 on how the cells recognize the extracellular amino acids. The experimental protocol for the 
comparative proteomics analysis using the plasma membrane fractions has been established. Also, the 
conditions of cell treatments as well as the methods for detection of mTORC1 activity were 
optimized, to improve the reliability and the throughput of the analyses. The outcomes the research 
would significantly contribute to identifying the amino acid sensing molecules in the future 
studies.
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１．研究開始当初の背景 
 アミノ酸供給量に応じて転写・翻訳を制御
することは、細胞の増殖や成長にとって極め
て重要である。細胞内代謝制御を司るセリン
/ ス レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ 複 合 体
mTORC1(Mechanistic target of rapamycin 
complex 1)の活性化においては、シグナル分
子としてのアミノ酸が必須であることが知
られる。mTORC1 シグナル経路の破綻は癌・
糖尿病・メタボリック症候群などの疾患にお
いて報告されており、近年、シグナル分子と
してのアミノ酸の機能的側面が注目されて
いる。アミノ酸-mTORC1 シグナル経路を構成
する因子のうち、特に mTORC1 周辺に位置す
るものは急速に解明が進められている。しか
し、シグナル経路の起点にあってアミノ酸認
識する機構は明らかにされていなかった。 
 研究代表者の所属研究室では、複数の哺乳
類培養細胞株を用いた比較解析により、細胞
外のアミノ酸を認識する細胞膜アミノ酸受
容体様の活性を見出した。さらに、リガンド
に対する構造要求性の解析から、細胞膜型ア
ミノ酸受容体に選択的に作用して mTORC1 を
活性化するアミノ酸誘導体を見出した。 
 
２．研究の目的 
 アミノ酸は、タンパク質合成の材料やエネ
ルギー源であるのみならず、シグナル分子と
しての機能を有する。特に、転写・翻訳、脂
質合成、オートファジーなどの多様な細胞内
代謝反応の制御を介して細胞の増殖や成長
を司るキナーゼ複合体 mTORC1 の活性化には、
アミノ酸シグナルの入力が必須である。しか
しながら、そのシグナル経路においてアミノ
酸を認識する分子機構の詳細は未だに充分
に明らかにされていない。本研究では、細胞
が細胞外アミノ酸を認識する分子機構を明
らかにし、細胞内代謝をはじめとする多様な
細胞機能制御における役割を明らかにする
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)プロテオミクス解析による分子探索 
 細胞膜アミノ酸受容体の活性を示す細胞
と、示さない細胞から、細胞膜画分を密度勾
配遠心法により調製した。プロテオミクス解
析により、細胞膜画分において検出される膜
タンパク質を網羅的に比較した。細胞膜アミ
ノ酸受容体の活性を示す細胞由来の細胞膜
画分においてのみ同定された因子を候補因
子とした。 
 
(2)アミノ酸飢餓・刺激条件の最適化 
 これまでの研究では慣例的に、まず血清及
びアミノ酸の両方を除いた培地で長時間細
胞を飢餓処理して細胞内のリン酸化シグナ
ル全般を大きく低下させ、その後、複数種類
のアミノ酸の混合液を加えて細胞の応答を
解析してきた。この方法では、血清が全く存
在しないことの影響が懸念されるほか、刺激

溶液に含まれる個々のアミノ酸の重要性に
ついては充分な検討を加えることが出来な
いと考えられた。そこで、mTORC1 活性化に特
に重要なロイシンに着目し、血清やその他の
アミノ酸の有無を全く変化させることなく、
培地中のロイシンの有無のみを切り替える
ことで mTORC1 の不活性化と活性化を制御で
きる細胞処理条件を模索した。mTORC1 の活性
の評価は、リン酸化基質である p70S6K およ
び 4EBP1のリン酸化状態をウエスタンブロッ
ト法により確認しておこなった。 
 
(3)mTORC1 活性検出の簡便化と迅速化 
 mTORC1 の活性を評価する上で、従来は上記
のウエスタンブロット法を採用してきた。同
法は作業工程が複雑であり、解析のスループ
ットも低いことから研究全体の律速段階と
なっていた。そこで本研究では、1 枚のマイ
クロプレートで解析の全工程を完結できる、
Amplified Luminescence Proximity 
Homogeneous Assay 法（ALPHA 法）の適用を
検討した。 
 
(4)遺伝子ノックダウンによる候補因子の機
能解析 
 上記(1)で絞り込んだ約40種類の候補因子
について、siRNA を用いた遺伝子ノックダウ
ンによる機能解析を実施した。各因子をノッ
クダウンした細胞に対してロイシン飢餓・刺
激処理をおこない、mTORC1 活性化への影響を
検討した。また、研究期間中に海外の複数の
研究グループによって幾つかのアミノ酸セ
ンサー分子の同定が方向されたことをうけ
て、これらの因子についても遺伝子ノックダ
ウンによる機能解析をおこなった。 
 
４．研究成果 
(1)プロテオミクス解析による分子探索 
 スクロース密度勾配遠心法により細胞膜
画分を高効率で濃縮する方法を最適化した。
調製した細胞膜画分を用いたプロテオミク
ス解析の結果に基づき、約 140 種類の膜貫通
タンパク質を候補因子として見出した。その
うち、約 40 種類については、機能未知ある
は分子機能が殆ど知られていないものであ
った。 
 
(2)アミノ酸飢餓・刺激条件の最適化 
 血清やその他のアミノ酸の有無を全く変
化させることなく、ロイシンの有無のみで
mTORC1 の不活性化と活性化を制御できる細
胞処理条件を見出した。mTORC1 リン酸化基質
の p70S6K のリン酸化状態を指標としたウエ
スタンブロット法により、飢餓後にはほぼ完
全に脱リン酸化リン酸化状態にあること、刺
激後には飢餓前とほぼ同等のレベルのリン
酸化状態にあることが確認された。この条件
は、従来法よりもはるかに簡便であり、細胞
を短時間処理するだけで充分であり、且つ長
時間の血清飢餓等の処理をおこなわないた



め、より生理的な条件に近い状態でアミノ酸
シグナルの実体を捉える事を可能にするも
のであると期待される。 
 
(3)mTORC1 活性検出の簡便化と迅速化 
 ALPHA 法を用いることにより、上記(2)で見
出した実験条件下で、ロイシン飢餓と刺激に
よって引き起こされる mTORC1 の不活性化と
活性化を充分なシグナル強度とダイナミッ
クレンジで捉えることが可能になった。同法
は、従来のウエスタンブロット法に比較して
作業工程が簡潔である。また、単回の実験に
おいて、各サンプルについて充分な数のレプ
リケーションを設定することが可能であり、
再現性の確認も容易というメリットがある。
これにより、機能解析のスループットが大幅
に改善された。上記(1)のプロテオミクス解
析により絞り込まれる多数の候補因子につ
いて遺伝子ノックダウンによる機能解析を
するうえで有用な技術的基盤を確立するこ
とが出来た。 
 
(4)遺伝子ノックダウンによる候補因子の機
能解析 
 海外の複数の研究グループによって報告
された幾つかのアミノ酸センサーについて
は、本研究で使用している培養細胞株および
実験条件下においては、遺伝子ノックダウン
をおこなってもアミノ酸-mTORC1 シグナル対
する影響が認められなかった。この結果は、
用いる細胞や実験条件によってアミノ酸認
識機構に差異があることを強く示唆するも
のとなった。 
 細胞膜画分のプロテオミクス解析によっ
て絞り込んだ候補因子群について遺伝子ノ
ックダウンによる解析を実施した結果、IRS4
（Insulin receptor substrate 4）の遺伝子
ノックダウンによりロイシン依存的な
mTORC1 の活性化が顕著に低下することを見
出した。しかしながら、その後の詳細な解析
により、IRS4 のリン酸化はインスリンやイン
スリン様増殖因子Iの刺激により上昇するが、
ロイシンを含むアミノ酸では変化しないこ
とが明らかとなった。従って、IRS4 の遺伝子
ノックダウンによる mTORC1 の活性低下はロ
イシンからのシグナル伝達に直接関連した
ものではなく、増殖因子から mTORC1 に入力
するシグナルの減弱によるものと考えられ
る。最終的に、研究期間中にロイシン刺激依
存的に mTORC1 活性化に関与する因子は見出
すことが出来なかった。 
 
(5)まとめ 
 本研究の以上の結果は、少数の細胞株間の
膜タンパク質の発現プロファイルの比較の
みから適切な候補を絞り込むことは容易で
はないことを示唆するものとなった。これは、
由来する臓器や組織などのバックグラウン
ドが大きく異なる細胞株間の比較では、アミ
ノ酸認識機構以外の細胞間の差異を反映し

た膨大な情報に、必要な情報が埋もれてしま
うためと考えられる。今後の研究の展開とし
ては、アミノ酸認識機構の異なる細胞株の情
報をより多く集めることが重要であると考
えられる。また、同一細胞株でもロイシン感
知機構のタイプが切り替わるような培養条
件を見出すことができれば、極めて有用な比
較材料となることが期待される。本研究によ
り細胞外のアミノ酸を認識する分子機構の
解明には至らなかったが、実験条件の最適化、
解析技術の確立を完了した。将来の分子同定
に向けて重要な成果を得ることが出来たと
考えている。 
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