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研究成果の概要（和文）：昆虫前胸腺刺激ホルモンPTTHのレセプターTorsoは、チロシンキナーゼ型レセプター
である。本研究では、カイコガTorsoが、リガンド刺激の有無にかかわらず、膜貫通領域にある分子間ジスルフ
ィド結合を介して二量化していることを見出した。膜貫通領域に存在するすべてのシステイン残基をフェニルア
ラニンに置換すると、Torsoは、リガンド刺激に関係なく細胞膜上で会合して二量体を形成し自己リン酸化を引
き起こすが、下流のERKのリン酸化を誘導することはできないことがわかった。今後、PTTHによるTorsoの活性化
機序を解明するためには、レセプター機能の維持に必須のこの分子間結合の役割を無視できないだろう。

研究成果の概要（英文）：Insect prothoracicotropic hormone (PTTH) receptor, Torso, is a member of the
 receptor-tyrosine-kinase family. In this study, we detected ligand-independent dimerization of 
silkworm Torso, and found that the receptor molecules in the dimer were linked by intermolecular 
disulfide bridges in the transmembrane region. When all of the cysteines in the region were replaced
 with phenylalanines, non-covalent dimerization of the mutant was detected using a cross-linking 
reagent, both with and without ligand stimulation. This non-covalent dimerization caused apparent 
receptor autophosphorylation independently of the ligand stimulation, but did not promote the ERK 
phosphorylation in the downstream signaling pathway.  The intermolecular disulfide bridges in the 
transmembrane region may play a key role in an activation process of the receptor, Torso.

研究分野： 分子認識化学

キーワード： 前胸腺刺激ホルモン（PTTH）　Torso　チロシンキナーゼ型レセプター　ジスルフィド架橋によるレセプ
ター二量化　カイコガ　自己リン酸化　下流ERKリン酸化の促進
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１．研究開始当初の背景 
 
昆虫の前胸腺刺激ホルモン（prothoracico-

tropic hormone; PTTH）は、前胸腺と呼ばれる
器官に作用してそこで生合成される脱皮ホル
モンの産生量を調節することにより、昆虫の
脱皮・変態を制御している。1922 年にはすで
に PTTH 様活性を持つ物質の存在が指摘され
ていたが、PTTH の実体がジスルフィド結合
によりホモ二量体構造を持つペプチドである
ことが明らかにされたのは 1990 年代になっ
てからのことであった[Ishibashi et al., Bio-
chemistry, 33, 5912–5919 (1994)]（図１）。 
 

 

図１．カイコガ PTTHの化学構造の模式図 

 
また、PTTH が前胸腺でどのような標的分

子に作用して活性を発現しているのかについ
ても長い間明らかにされてこなかった。PTTH
の化学構造の解明から 15 年以上もの年月が
経ってからやっと、PTTH がショウジョウバ
エ遺伝学で「Torso」と呼ばれるチロシンキナ
ーゼ型レセプター（receptor tyrosine kinase; 
RTK）に作用し、その結果、細胞内情報伝達
経路の下流にある細胞外シグナル制御キナー
ゼ（extracellular signal-regulated kinase; ERK）
などのリン酸化を引き起こすことが示された
[Rewitz et al., Science, 326, 1403–1405 (2009)]。
その後も分子レベルでの PTTH 研究が立ち後
れが続いたが、それには、大腸菌を用いて発
現しても、分子内に 7 本ものジスルフィド結
合を持つ PTTH の収率は非常に低く、わずか
しか調製することができないという現実的な
障害があったからである。そこで、私は、本
研究を開始するにあたり、まず、PTTH のよ
うに多くのジスルフィド結合を有するタンパ
ク質を効率よく発現できる発現系を探索し
た。その結果、分泌系を備えたブレビバチル
ス菌を利用することにより、カイコガ PTTH
を大量に調製することに成功した。 
ここに来てやっと、レセプターTorso による

昆虫ホルモン PTTH の認識機序について、分
子レベルで議論できる研究環境が整ってきた
と言える。 

２．研究の目的 
 
昆虫の脱皮・変態を制御するいくつかのホ

ルモンの中で、脱皮ホルモンに関してはエク
ジソン ecdysone という共通のステロイド化合
物が用いられているのに対して、エクジソン
自体の産生を制御するペプチドホルモン
PTTH は昆虫種によってアミノ酸配列の類似
性が低く、作用標的の昆虫種特異性も非常に
高い。例えば、脳抽出物を用いた実験では、
同じ鱗翅目昆虫であっても、カイコガ Bombyx 
mori の PTTH はエリサン Samia cynthia ricini
やタバコスズメガ Manduca sexta の蛹化は促
進しない[Nagata et al., Ann. N. Y. Acad. Sci., 
1040, 38–52 (2005)]。したがって、Torso は、
昆虫種ごとに異なる PTTH の構造を厳格に区
別して認識しているものと考えられる。 
私は、長年、Torso と同じ一本鎖タイプの

RTK である上皮成長因子（epidermal growth 
factor; EGF）のレセプターの研究を続けてき
た。しかし、ヒト EGF レセプターの細胞外領
域が約 620 残基のアミノ酸から成るのに対し
て、カイコガ Torso の細胞外領域は約 350 残
基しかない。これに対して、リガンドの方は、
ヒト EGF が 53 残基であるのに対してカイコ
ガ PTTH は 109 残基のペプチド鎖がホモ二量
体構造を取り、計 218 残基にもなる。はたし
てどのように「大きなリガンド PTTH」を「レ
セプターTorso の短い細胞外領域」が認識して
いるのだろうか。そこで、本研究では、いま
だ明らかにされていない Torso による PTTH
の分子認識機序の研究基盤を構築することを
研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
カイコガ PTTH 刺激に伴うカイコガ Torso

およびその変異体の状態変化を観測するため
に、ショウジョウバエ S2 培養細胞における一
過的な発現系を用いた。S2 細胞に発現させる
Torso の C 端には FLAG タグを付加し、抗
FLAG 抗体を用いたウエスタン・ブロットに
よって Torso の挙動を簡便に追跡できるよう
にした。あらかじめ、このような培養細胞レ
ベルの実験系であっても、カイコガ PTTH の
刺激に依存して、カイコガ Torso が自己リン
酸化されることや下流の ERK のリン酸化が
引き起こされることを確認しておいた。 
また、本研究でリガンドとして用いたカイ

コガ PTTH は、ブレビバチルス菌を利用して、
C 端に His6タグを付加したリコンビナント・
タンパク質を培地に分泌発現させたものを精
製して用いた。この His6タグ付き PTTH は、
G0 期のカイコガから摘出した前胸腺に対し
て、過去に大腸菌を用いて調製したタグのな
いカイコガ PTTH と同等以上のエクジソン放
出活性を示した。C 端に His6タグが付加して
いてもリガンドとしての性能になんら問題は
ないことが確認された。 



４．研究成果 
 
(1) リガンド PTTH の刺激の有無によるレセ
プターTorso の状態変化の追跡 
 
①カイコガ Torso は、カイコガ PTTH で刺激
する前から細胞膜上で二量化している【新規
RTK 構造の発見】 
 
カイコガ Torso は、そのアミノ酸配列から、

当初、ヒトEGFレセプターなどと同じように、
化学的には一本のペプチド鎖から構成されて
いるものと考えられていた。したがって、
Torso も EGF レセプターと同様に、リガンド
が結合することで細胞外領域が二量体を形成
し、細胞外領域の二量化が細胞内領域での自
己リン酸化を引き起こすものと考えられた。 
そこで、まず、常法にしたがって、脂質膜

非透過性の二価性架橋剤 BS3 を用いて、カイ
コガPTTHによる刺激の有無でS2培養細胞に
発現させたカイコガ Torso の会合状態がどの
ように変化するのかを確認してみた（図２）。
すると、驚いたことに、Torso は、PTTH で刺
激しなくても細胞膜上で二量体を形成してい
ることが明らかになった。α2β2 四量体を形成
しているインスリンレセプターのように、も
ともと複数鎖から成る RTK がリガンド刺激
前から多量体を形成している例はあるもの
の、一本鎖タイプの RTK がリガンド刺激前か
ら二量体を形成しているのは、このカイコガ
Torso が初めての例である。 
 

 

図２．二価性架橋剤 BS3を用いた 
カイコガ Torso の二量化状態の確認 

 
②カイコガ Torso の二量化は、膜貫通領域に
存在する分子間ジスルフィド結合によるもの
である【めずらしい膜貫通領域における分子
間ジスルフィド結合】 
 
①で、カイコガ Torso が、リガンド刺激が

なくても二量体を形成していることが明らか
になったので、どのような仕組みで Torso の
二量体が形成されているのかを調べた。非還

元の SDS-PAGE で泳動すると、架橋剤で処理
しなくても二量体のバンドが観測されたこと
から、カイコガ Torso は、2 つのレセプター分
子が分子間ジスルフィド結合によって架橋さ
れているのではないかと考えられた。 
そこで、カイコガ Torso の様々な短鎖変異

体を作製し、どの部分を削ると非還元 SDS- 
PAGE で二量体が観測できなくなるのかを詳
細に調べたところ、膜貫通領域を失うと Torso
が二量体を形成しなくなることを突き止め
た。実際に、カイコガ Torso には、膜貫通領
域に 3 つのシステイン残基（Cys381, Cys393, 
Cys394）が存在するので（図３）。この 3 つの
システイン残基をすべてフェニルアラニンに
置換した“FFF 変異体”の会合状態を確認し
たところ、確かに非還元 SDS-PAGE 上で二量
体のバンドが観測されなくなった（図４）。 

3 つのシステイン残基のうち、どの残基に
実際に分子間結合が架かっているのかは特定
できていないが、膜貫通領域に分子間ジスル
フィド結合が存在していることは確実であ
る。細胞内領域にチロシンキナーゼを持たな
いニューロトロフィンレセプター p75NTRが膜
貫通領域の分子間ジスルフィド結合で二量化
されていることは知られているが[Vilar et al., 
Neuron, 62, 72–83 (2009)]、細胞内にチロシン
キナーゼを持つ RTK では、これまで膜貫通領
域に分子間ジスルフィド結合が存在している
という例は報告されていない。RTKとしては、
非常にめずらしい構造である。 
 

 

図４．カイコガ Torso の膜貫通領域に
存在する 3 つの Cys 残基を Phe に置
換すると二量体を形成しなくなる 

 

図３．カイコガ Torso の化学構造の 
模式図と膜貫通領域のアミノ酸配列 



(2) 膜貫通領域に存在する分子間ジスルフィ
ド結合の役割 
 
では、カイコガ Torso の膜貫通領域に存在

する分子間ジスルフィド結合は、レセプター
の活性発現においてどのような役割を演じて
いるのだろうか。そこで、“FFF 変異体”を
利用して、カイコガ Torso が分子間ジスルフ
ィド結合を失ったときにレセプターとしての
機能にどのような変化が生じるのかを調べて
みた。 
 
①分子間ジスルフィド結合が失われると、リ
ガンド刺激を行わなくても Torso は自発的に
二量化し自己リン酸化が起こってしまう 
 
あらかじめ分子間ジスルフィド結合で二量

化しているカイコガ Torso のような RTK は、
分子間結合がなくなると一本鎖タイプの EGF
レセプターのようにリガンド刺激に応じた二
量体形成や自己リン酸化が観測されるように
なるのだろうか。そこで、図１と同様に、架
橋剤 BS3を用いて、カイコガ PTTH 刺激の有
無によって FFF 変異体の会合状態がどのよう
に変化するのかを調べてみた（図５Ａ）。す
ると、カイコガ Torso は、分子間ジスルフィ

ド結合を失っても分子間結合が架かっていた
ときのように、PTTH 刺激の有無にかかわら
ず細胞膜上で二量体を形成していることが明
らかになった。分子間ジスルフィド結合とい
う強制的に Torso 分子を二量化させている化
学的な要因を取り除いても、Torso は分子自体
の性質として、自発的に会合して二量体を形
成していることが明らかになった。 
次に、カイコガ Torso の FFF 変異体が自発

的に二量体を形成しているならば、その結果
として自己リン酸化も起こっているのではな
いかと考え、FFF 変異体の自己リン酸化状態
についても調べてみた（図５Ｂ）。確かに、
FFF 変異体では、PTTH 刺激の有無にかかわら
ず自己リン酸化が起こっていることが観測さ
れた。PTTH 刺激によらない自発的な二量化
であっても、FFF 変異体は自己リン酸化を引
き起こされていることがわかった。 
 
②分子間ジスルフィド結合が失われて二量
化・自己リン酸化が起こっても、カイコガ
Torso の変異体は細胞内情報伝達経路の下流
を活性化できる訳ではない 
 
一本鎖タイプの EGF レセプターでは、細胞

外領域の一部を削ってしまうと自発的に活性
化してしまい、レセプターが発現している培
養細胞の増殖が促進されることが知られてい
る[Khazaie et al., EMBO J., 7, 3061–3071 
(1988)]。これは、EGF レセプターの場合、比
較的大きな細胞外領域が互いに立体障害とな
ってレセプター分子同士が近づき合うのを抑
え、二量化に対する抑制的制御がかかってい
るため、細胞外領域の一部を削ると二分子が
接近して自発的な二量化や自己リン酸化が起
こり、レセプターが活性化してしまうためと
考えられている。小さな細胞外領域しか持た
ないカイコガ Torso の場合、このような細胞
が領域の立体障害の代わりに分子間ジスルフ
ィド結合が、レセプター分子同士の接近を抑
えているのだろう。 
カイコガ Torso の FFF 変異体を発現させた

S2 培養細胞では、特に増殖速度等に変化はな
かった。そこで、Torso 活性化の指標として用
いられている、下流 ERK のリン酸化状態を調
べてみた（図６）。すると、カイコガ Torso
の FFF 変異体では自発的な活性化どころか、
PTTH 刺激を行っても野生型に比べて非常に
低いレベルの ERK のリン酸化しか観測でき
なかった。カイコガ Torso は、膜貫通領域に
ある分子間ジスルフィド結合を取り除くと、
リガンド刺激なしに二量化して自己リン酸化
が引き起こされるものの、ERK を含む下流の
細胞内情報伝達経路は活性化されない。野生
型 Torso の自己リン酸化部位と FFF 変異体の
自己リン酸化部位とを比較してみないと正確
なことはわからないが、おそらく FFF 変異体
の自発的な自己リン酸化では、下流の ERK 等
の活性化を誘導するチロシンとは別の残基が
リン酸化されているものと考えられる。 

 

図５．カイコガ Torso の FFF 変異体は、
リガンド刺激を行わなくても自発的に
二量化(A)や自己リン酸化(B)を起こす 



 
 
(3) まとめ 
 
本研究では、カイコガ Torso が一本鎖タイ

プ様の RTK でありながら、PTTH 刺激前から、
膜貫通領域にある分子間ジスルフィド結合に
よって二量化していることが明らかになっ
た。これは、これまでには例がない新規の RTK
構造である。 
ここまでの結果を考え合わせると、膜貫通

領域にある分子間ジスルフィド結合は、Torso
を二量化させてより大きな細胞外領域を作り
出すことにより大きなリガンド PTTH を受容
できるようにするとともに、2 つの Torso 分子
を正常な相対配置に保つことにより、リガン
ド刺激とは無関係な無秩序なレセプターの二
量化や自己リン酸化を抑えているものと考え
られる。 
様々な脂質膜非透過性の二価性架橋剤を用

いた予備的な実験では、カイコガ Torso の野
生型と FFF 変異体とでは、架橋剤に対する感
受性が異なることが明らかになっている。こ
のことは、膜貫通領域の分子間結合の有無で、
細胞外領域の構造が明らかに異なっているこ
とを示している。膜貫通領域の分子間ジスル
フィド結合が 2 つの Torso 分子を正常な相対
配置に保つことによって、リガンド PTTH を
認識する細胞外領域の構造までをも正常に保
つ役割を担っている可能性が高い。今後、表
面プラズモン共鳴や NMR を用いた解析を行
い、実際に、野生型 Torso と FFF 変異体との
間でリガンド認識に差違がないかどうかを検
証しようと計画している。 
なお、本研究の研究期間の終わり頃になっ

て、米国ハーバード大学医学大学院の研究チ

ームから、カイコガ Torso の細胞外領域の一
部とリガンド PTTH との複合体の結晶構造
（PDB: 5AOQ）が発表された[Jenni et al., Mol. 
Cell, 60, 941–952 (2015)]。しかし、彼らが構造
解析に用いた細胞外領域には例の分子間ジス
ルフィド結合が欠落している。彼らが明らか
にした構造は、生理的に意味がない FFF 変異
体との複合体の構造のようなものなのかもし
れない。 
今後、私も、X 線結晶構造解析やクライオ

電子顕微鏡解析などを駆使して、本挑戦的萌
芽研究の成果を、分子間ジスルフィド結合を
含む Torso 全長とリガンド PTTH との複合体
の構造解析へと発展させて行きたいと考えて
いる。 
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