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研究成果の概要（和文）：TOR(target of rapamycin)複合体１（TORC1）は，栄養源やストレスを感知して細胞
成長や寿命を制御する過程に中心的役割を担う，真核生物において高度に保存されたプロテインキナーゼ複合体
である。本研究は，酵母の変異株を用いた解析とタンパク質を人為的に局在化させる実験により，スフィンゴ脂
質がTORC1の上流で機能するEGO複合体の制御を介してTORC1を調節していること，その調節にTOR複合体2
（TORC2）シグナル経路と液胞の構造と機能が深く関わっていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：TOR (target of rapamycin) complex I is a highly conserved protein kinase 
complex that functions as a nutrient/stress-sensitive, central controller of cell growth and aging. 
In this study, using yeast mutant strains and approach to localize proteins artificially, we found 
that sphingolipids regulate TORC1 though the upstream regulator EGO complex. In addition, our data 
suggested that sphingolipid-mediated TORC1 regulation is tightly linked to the TORC2 signaling 
pathway and the structure and function of vacuoles.

研究分野：応用生物化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
老化，寿命，癌，肥満などの疾患に関与する主要シグナル分子TOR（Target of Rapamycin)　の活性は，栄養源
やストレスなど多様なシグナルにより制御されるが，その制御機構は不明な点が多い。本研究で，生体膜の主要
成分であるスフィンゴ脂質がTORC1の上流で機能するタンパク質複合体の制御を介してTORC1を調節していること
が明らかになった。また，スフィンゴ脂質によるTORC1の調節には，構成因子と機能が異なる別のTOR複合体2
（TORC2）を介したシグナル経路も深く関わっていることも明らかとなり，TORC1の制御機構およびTOR複合体間
の機能連携の理解の進展に貢献した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
スフィンゴ脂質はセリンとパルミトイル CoA の縮合によって合成されるスフィンゴイド塩
基を骨格とする脂質の一群であり，酵母からヒトに至るまですべての真核生物に存在する。生
体膜を構成する主要な脂質のひとつであるが，膜の形成に必要なだけでなく，シグナリング分
子として、あるいはシグナル伝達の場である脂質ラフトの構成要素として重要な役割を果たし
ている。では，この脂質の代謝やバランスが異常になると，細胞あるいは個体はどうなるだろ
うか？動物細胞では，スフィンゴ脂質を分解するタンパク質の遺伝子異常によってスフィンゴ
脂質がリソソームに蓄積し，細胞障害を引き起こすニーマンピッグ病やゴーシェ病などのリピ
ドーシスが古くから知られている。また，最近の遺伝学研究では，スフィンゴ脂質生合成の負
の調節因子である ORM遺伝子が小児喘息の発症に関与することが示唆されている。しかしな
がら，それらの発症過程の詳細な分子メカニズムは不明である。これらを解明するためには，
スフィンゴ脂質の詳細な機能について，また，スフィンゴ脂質の機能と他の脂質や細胞内シス
テムがどのように連携しているのかを明らかにすることが不可欠である。 
真核生物の中で，スフィンゴ脂質の代謝と機能に関する研究が進んでいるモデル生物のひと
つに出芽酵母がある。出芽酵母には，上述したニーマンピッグ病の原因遺伝子 NPC1や ORM
遺伝子のオーソログも存在する。これまでの出芽酵母の変異株を用いた解析から，スフィンゴ
脂質の機能について多くのことが明らかにされてきた。我々も長年，出芽酵母をモデル生物と
してスフィンゴ脂質の機能について研究し，スフィンゴ脂質の新規機能をいくつか報告してき
た。例えば，スフィンゴ脂質のひとつであるスフィンゴイド塩基がエンドサイトーシスや翻訳
開始を制御すること（EMBO J., 2000; MBC,2006），セラミドあるいは複合スフィンゴ脂質が
小胞体からの GPI（グリコシルホスファチジルイノシトール）アンカー型タンパク質の選別輸
送を調節していることを見出した（JBC, 2002）。GPIアンカー型タンパク質の輸送は，アンカ
ー部分のセラミドリモデリングにより厳密に管理されていることも明らかにした（MBC, 2011; 
Curr. Biol., 2015）。また，スフィンゴ脂質は単独で機能するのではなく，ステロールなどの他
の脂質との連携による複雑な協調を介して働くことを見出し（MBC, 2008; MBC, 2009），さら
に，複合スフィンゴ脂質が小胞体の構造や機能，酵母の寿命や細胞死（Mol. Microbiol., 2012），
テロメアの構造や DNA ダメージチェックポイントの制御にも深く関わっていることを明らか
にした（JCS, 2015）。 
最近，我々は，スフィンゴ脂質の新たな役割を探索する目的で，複合スフィンゴ脂質イノシ
トールリン酸セラミド（inositolphosphorylceramide; IPC）の合成酵素をコードする必須遺伝
子 AUR1の温度感受性変異株（aur1変異株；aur1-1, aur1-18）を独自に作製した。この変異
株を用いた解析から，IPCの合成が低下すると，１）TORC1（TOR(target of rapamycin)複合
体 1）の阻害剤であるラパマイシンに対する細胞の感受性が増加すること，２）リボソームタ
ンパク質の転写抑制，３）テロメアの短小化，４）熱ストレス耐性，５）経時寿命の延長など，
TORC1 の活性が阻害されたときに生じる表現型が現れることを見出してきた。また，AUR1
遺伝子は TORC1の構成遺伝子である TOR1や TCO89と遺伝学的に相互作用することも二重
変異株を用いた解析により明らかにしている。これらの結果は，スフィンゴ脂質が TORC1を
調節していることを強く示唆しているが，詳細は不明である。 

TOR複合体には，TORC1と構成因子及び機能が異なるもうひとつのTOR複合体2（TORC2）
が存在する。TORC2 はアクチン細胞骨格の制御，エンドサイトーシス，ゲノムの安定性など
に関与することが報告されている。また，スフィンゴ脂質の de novo合成は TORC2によって
制御されていることも知られている。興味深いことに，TORC2 の活性はスフィンゴ脂質生合
成の阻害による膜ストレスによって増強することから，スフィンゴ脂質の細胞内ホメオスタシ
スは TORC2 を介したフィードバックループによって調節されている。さらに，我々が見出し
た TORC1 の調節におけるスフィンゴ脂質の新たな役割は，TORC2 を介したスフィンゴ脂質
ホメオスタシスのフィードバックループに TORC1 がリンクしていることを示しており，スフ
ィンゴ脂質が 2つの TOR 複合体を連結させる機能を有していること，つまり，脂質を基盤と
した TOR 複合体間ネットワーク機構が存在する可能性を示唆している。 

 
２．研究の目的 
我々は，スフィンゴ脂質が TORC1 の調節だけでなく，TOR 複合体間ネットワークにも寄
与している可能性を見出した。本研究では，スフィンゴ脂質による TORC1の調節メカニズム
と TOR 複合体間ネットワークにおけるスフィンゴ脂質の役割について解析した。また，
TORC1が液胞膜に局在していることに着目して，TORC1の活性における液胞の構造と機能の
関係性についても解析した。 
 
３．研究の方法 
1）TORC1の in vivo活性の評価 
出芽酵母の各種変異株及び過剰発現株において，ラパマイシン感受性，TORC1 の標的分子で
ある Sch9のリン酸化の状態、TORC1により制御されているオートファジーの活性（GFP-Atg8
の分解）の状態を解析した。 
2）EGO複合体の局在解析 
TORC1 の上流で機能する EGO 複合体の構成因子のひとつ Gtr1 の局在性を，C 末端に GFP



を融合させた Gtr1-GFP発現株を用いて，蛍光顕微鏡で解析した。 
3）Gtr1を液胞膜へ強制局在化させる実験 
Gtr1 を液胞膜の特異的なドメインに強制的に局在化させるために，Gtr1 に GBP（GFP 結合
タンパク質）を融合させた Gtr1-GBP を発現する株に，EGO 複合体の他の構成因子 Ego1 や
液胞膜H+-ATPaseの構成因子Vph1にGFPを融合させたタンパク質（Ego1-GFP、Vph1-GFP）
を共発現させた。 
4) スフィンゴ脂質の合成量の解析 
出芽酵母の各種変異株に放射能標識したイノシトールを加え，脂質を抽出後，放射能で標識さ
れたイノシトールを含むスフィンゴ脂質を薄層クロマトグラフィー（TLC）により解析した。 
 
４．研究成果 
スフィンゴ脂質のどの分子種が TORC1の調節に関与するかについて，スフィンゴ脂質合成
の各種変異株を用いて解析を行った結果，セリンとパルミトイル CoA の縮合反応を触媒する
Lcb1 の変異株と複合スフィンゴ脂質 IPC の合成酵素 Aur1 の変異株の両方において TORC1
の活性が低下していたことから，複合スフィンゴ脂質が TORC1の調節に関与していることが
明らかになった。また，aur1変異株において，Gtr1-GFPの局在を蛍光顕微鏡で観察したとこ
ろ，通常，液胞膜に局在している Gtr1 が液胞膜から離れ，細胞質に局在することが判った。
さらに，Gtr1を aur1変異株に過剰発現させたところ，変異株の表現型が部分的に抑圧された
ことから，スフィンゴ脂質による TORC1 の調節に EGO 複合体が重要な役割を果たしている
ことが示唆された。 
 スフィンゴ脂質の合成は TORC2によって調節されていることが知られている。そこで，我々
は，TORC2 構成因子の変異株で TORC1 の活性が低下しているかどうか，解析を行った。そ
の結果，TORC2の変異株で TORC1の活性が低下していることがわかった。また，TORC2の
下流で機能しスフィンゴ脂質の合成を正に調節する Ypk1/2 の変異株でも TORC1 の活性が低
下していることが示された。さらに，TORC2の変異株における TORC1の活性低下は，Ypk1
の恒常的活性型の発現，および Ypk1/2 の下流で機能しスフィンゴ脂質の合成を負に調節する
Orm1/2の遺伝子破壊によって回復した。これらの結果から，TORC2はスフィンゴ脂質の合成
を介して TORC1を調節していることが示唆された。また，aur1変異株で観察されたように，
TORC2の変異株でも Gtr1の局在は異常を示し，その異常な局在性は Ypk1の恒常的活性型の
発現により回復したことから，TORC2による TORC1の調節は EGO複合体を介したものであ
ることが示唆された。 
 EGO 複合体の構成因子 Ego1は液胞膜のステロールに富む秩序液体相（Lo domain）に局在
することが知られている。この Lo domain の形成にはステロールの他に，スフィンゴ脂質も
必要であると考えられる。そこで，液胞膜の Lo domainが EGO 複合体を介した TORC1の調
節に重要な役割を果たすかどうか，解析を行うことにした。Ego3 の欠失株（ego3Δ）では aur1 
変異株と同様に Gtr1 が細胞質へ異常局在化し，ラパマイシンに対して高感受性を示すが，
Ego1 はどちらの変異株においても液胞膜に局在することが判った。そこで，GBP（GFP 結
合タンパク質）が GFP と相互作用する性質を利用して Gtr1 を Ego1 に強制的に結合させた
ときに，ラパマイシンに対する感受性が影響を受けるか調べた。その結果，ego3Δのラパマイ
シン感受性は Gtr1 を Ego1 に強制的に結合させたとき抑圧したのに対し，スフィンゴ脂質の
細胞内レベルが低下している aur1変異株の感受性は回復しなかった。また，野生株において，
Gtr1を強制的に液胞膜の無秩序液体相（Ld domain）へ局在化させると，ラパマイシンによる
生育障害が悪化した。さらに，ステロールの合成に関与する遺伝子の変異株はラパマイシンに
対して高感受性を示すことがわかった。以上の結果から，液胞膜のドメイン構造が TORC1の
活性制御に深く関わっていることが示唆された。 
 さらに，液胞の融合や酸性化に関与する遺伝子の破壊株がラパマイシンに対して高感受性を
示すことがわかった。このことから，液胞膜のドメイン構造に加え，液胞の構造や内部環境も
TORC1の活性制御に関与している可能性が示唆された。 
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