
大阪大学・歯学研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

PI3P代謝によるサブセル空間レベルでのTORC1制御機構の解明

Analysis of TORC1 regulation via PI3P turnover at sub-cellular lebel

００２９０９０８研究者番号：

野田　健司（NODA, Takeshi）

研究期間：

１６Ｋ０７３４７

年 月 日現在  元   ６ ２５

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：TORC1は細胞成長やオートファジーを制御する中心的な因子であり、がん細胞の増殖
や寿命延長などの観点から多くの関心が寄せられているが、その制御機構は多くの解明すべき課題が残されてい
る。本研究により１）哺乳細胞において、TORC1活性化因子Rhebがゴルジ体に局在し、リソソームに局在する
TORC1を、リソソームーゴルジ体間のコンタクトサイトを介して、活性化するという新規なモデルを提唱した。
２）酵母Pib2タンパク質を含む複合体がグルタミンと直接結合することで、TORC1の活性化を担うことを明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：TORC1 is a master regulator of cell growth and autophagy, and attracts much 
attention from the view of cancer progression and longevity. However its regulatory mechanism remain
 to be elucidated. In this study, 1)we have uncovered that Rheb is localized at Golgi body and 
activates  TORC1 localized at the lysosome via newly identified Golgi lysosome contact site. 2)A 
complex containing yeast Pib2 protein can directly binds to glutamine, by which TORC1 is activated.

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
TORC1は細胞成長の中心的な制御因子であり、がんや免疫をはじめ、多くの疾病に深く関与することより、多く
の関心が寄せられている。今回、主に２つのTORC1の制御機構を明らかにすることに成功した。本研究に基づ
き、TORC1の制御機構についての理解が進展したことと同時に、将来的にTORC1関連疾病を克服することを目指し
た、創薬等の研究においての分子標的因子を新たに提案することができた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

TORC1は細胞成長やオートファジーの制御を担う中心的な制御因子であり、TORプロテ
インキナーゼを中心としたタンパク質複合体である。TORC1 はアミノ酸をはじめとする
様々な栄養素や増殖因子等に応答して、活性化し下流の基質をリン酸化する。その阻害剤
はラパマイシンは寿命延長効果があることや、抗腫瘍効果があることなどから、その作用
機序の解明は、基礎のみならず臨床面からも多くの注目を集めている。しかしながら、そ
れらの TORC1活性化因子が具体的にどのような機構で活性化に結びつくのか、不明な点
が多く残されている。われわれは哺乳類細胞において、フォスファチジルイノシトール３−
ホスファターゼであるMTMR3が TORC1と結合し不活性化することを見出してきた。ま
た酵母細胞において、ホスファチジルイノシトール３リン酸結合タンパク質 Pib2 が
TORC1活性と関与することも見出してきた。 

 
２． 研究の目的 
１ 哺乳類細胞において、フォスファチジルイノシトール３−ホスファターゼである
MTMR3はゴルジ体に局在するが、TORC1は主にリソソームに局在する。さらに TORC1
を活性化する因子である低分子量 Gタンパク質 Rhebの細胞内局在は、いくつかの説が混
在しており、定説がなく、我々の観察ではゴルジ体に局在する。そこでこれらの因子がサ
ブセルレベルでどのように、TORC1を活性化するかに関して解析を行う。 
 
２ 酵母細胞において、Pib2欠損は TORC1の活性に影響を及ぼすが、これまで知られて
いた GTR/EGOの経路との関係は不明である。またそのホスファチジルイノシトール３リ
ン酸結合能の生理学的意義も不明である。そこで Pib2 がどのように TORC1 を活性化す
るのかに関しての解析を行う。 
  
 
３． 研究の方法 
１． GFP タグをした Rheb および内在性 Rheb の細胞内の局在を光学顕微鏡により観察
し、決定する。GFPに対する一本鎖抗体ナノボディを様々な既存のオルガネラ局在タ
ンパク質に結合させ、GFP-Rhebを強制的に各種オルガネラに局在させることでその
TORC1活性への影響を解析する。 
２． Pib2の条件誘導的欠損酵母株を作成し、TORC1活性への影響を解析する。ホスファ
チジルイノシトール３リン酸結合部位の変異 Pib2 を作成し、ホスファチジルイノシ
トール３リン酸結合能の機能を解析する。ラジオアイソトープラベルしたアミノ酸と
Pib2の結合性を解析する。 

 
 
 
４． 研究成果 
     
１． GFP-Rheb はゴルジ体に主に局在した。内在性 Rheb はゴルジ体に主に局在し
たが、その他の局在も認められた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
２ 
 
 
２ Rheb を強制的にリソソーム、ゴルジ体、小胞体に局在させたところ、リソソー
ムやゴルジ体に局在化させても、TORC1 活性化能を保持していることを明らかにし
た。また、TORC1 を同様の手法でリソソーム、ゴルジ体、小胞体に局在させたとこ
ろ、やはりリソソームやゴルジ体に局在化させても、TORC1 活性化能を保持してい
ることを明らかにした。 
 
３ 実際にゴルジ体とリソソームが 30 nm 以内に近接して存在することを示し、リ
ソソームとゴルジ体のコンタクトサイトが存在することを示した。栄養有無に伴い
リソソームとゴルジ体のコンタクトサイトサイトが増減することから、TORC1 の制



御機構の一端に関わる可能性を提唱した。 
 
 
４ GTR1 欠損酵母株に、PIB2 を条件特異的に消失する変異遺伝子を導入したところ、
TORC1の活性が消失し、細胞増殖が停止したことから、GTR1とPib2が並行して、TORC1
を活性化する経路であることを示した。 
 
５ GTR1 および Pib2 の二重変異株は TORC1 の液胞膜への局在化を解消したことよ
り、これら２つの因子によって TORC1 は液胞膜へ係留されていることが明らかとな
った。Pib2 のホスファチジルイノシトール３リン酸結合の変異体は、液胞膜へ局在
化しなかった。しかしながらホスファチジルイノシトール３リン酸結合部位非依存
的に液胞膜へ結合するように改変した Pib2は、その機能をほぼ回復したことより、
ホスファチジルイノシトール３リン酸の TORC1活性調節機能は、Pib2の局在化飲
みに要求されることが明らかとなった。 
 
６ 大腸菌で発現した Pib2タンパク質を酵母破砕液と反応
させ精製したものが、放射性同位元素でラベルしたグルタミ
ンを特異的に結合することを証明した。さらに Pib2 と
TORC1は結合するが、その結合はグルタミンを添加するこ
とにより増強し、その活性を上昇させる。これらのことから
Pib2 タンパク質を含む複合体がグルタミン存在下に
TORC1 活性を調節するセンサーとして機能する可能性を
提唱した。 
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