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研究成果の概要（和文）：酵母のGtr/Rag非依存性・グルタミン応答性TORC1活性化機構であるPib2経路において
は、液胞タンパク質Pib2がグルタミンに結合することにより構造変化し、TORC1に結合してこれを活性化するこ
とを明らかにし、この両者のみでグルタミン応答性TORC1活性化をin vitroで再現することに成功した。すなわ
ち、Pib2はグルタミンセンサーであると同時にTORC1の直接の活性化因子であることを示した。

研究成果の概要（英文）：In the Pib2 pathway, which is the Gtr/Rag-independent glutamine-responsive 
TORC1 activation mechanism in yeast, the vacuolar protein Pib2 changes its structure upon biding to 
glutamine and thereby binds to and activates TORC1. In addition, the glutamine-responsive TORC1 
activation was reconstituted in vitro solely using Pib2 and TORC1. These observations indicate that 
Pib2 is the glutamine sensor as well as the direct activator of TORC1 in the Pib2 pathway.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： シグナル伝達　TOR　TORC1　グルタミン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
TORC1は代謝を制御する主要なシグナル伝達因子で、さまざま疾患の発症・増悪に関与しており、その制御機構
の解明が待たれている。アミノ酸を検知してTORC1を活性化する機構について、不明な点の多かったGtr/Rag非依
存性・グルタミン応答性の分子機構を初めて明らかにした。この機構は多くの生物種を通じて広く保存されてい
る可能性がある。また、細胞内に高濃度で存在する代謝物を特異的に検知する機構としての一般性を備えてい
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



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

 生育条件に応じて成長を適切に調節することは、生物にとって最も基本的な適応応答である。
この制御に枢要な役割を果たしているのが、免疫抑制剤／抗がん剤ラパマイシンの標的分子
TOR（哺乳類では mTOR）を触媒サブユニットとする TORC1（TOR complex 1）キナーゼ複
合体である。TORC1 は構造、機能とも真核生物を通じて保存されており、酵母では TOR-Kog1-
Lst8（哺乳類では mTOR-raptor-mLst8）というサブユニットからなっている。 

 TORC1 の活性は、アミノ酸、エネルギー、ストレス、哺乳類の場合にはさらに増殖因子に応
答して制御されている。活性化された TORC1 は、種々の標的基質のリン酸化を介して、タンパ
ク質翻訳活性や、栄養の取り込み、自食作用などを制御しており、これらの諸過程を介して、同
化的か異化的かという包括的代謝パターンの切り替えの根本を担っている。さらに、哺乳類にお
いては、発生・分化・神経機能・癌・免疫・生活習慣病・老化への決定的な関与が示されて、多
くの分野にわたる関心を集めるようになっている。 

 アミノ酸を感知して TORC1 活性を制御する機構には未だ不明な点が多い。アミノ酸が豊富
な条件下では TORC1 が液胞（哺乳類ではリソソーム）膜上に局在化し、そのことが活性化に重
要であることが分かっている。これは、リソソーム膜上にアンカーされている低分子量 G タン
パク質 Gtr1/2 ヘテロ 2 量体（哺乳類では Rag ヘテロ 2 量体）がアミノ酸依存的に活性化され、
TORC1 をリクルートすることによる。さらに、アミノ酸に応答して Gtr/Rag ヘテロ 2 量体の活
性化状態（グアニンヌクレオチド結合状態）を制御する GAP（GTPase 活性化タンパク質）や
GEF（グアニンヌクレオチド交換因子）が同定されつつある。最近、哺乳類においては、RagA/B
に対するGAPであるGATOR複合体の相互作用因子として同定されたSestrinとCASTORが、
それぞれロイシンとアルギニンに対するセンサーであるとの報告がなされた。センサーを含む
これら制御因子は全て Gtr/Rag ヘテロ 2 量体を介して TORC1 の活性を制御している。ところ
が、Gtr/Rag ヘテロ 2 量体を欠損した細胞においても、アミノ酸、特にグルタミンに応答して
TORC1 が活性化されることが哺乳類と酵母で示された（J Biol Chem 289: 25010-20, 2014、
Science 347: 194-8, 2015）。しかし、Gtr/Rag 非依存性・グルタミン応答性 TORC1 活性化の分
子機構はこれまでのところ不明であった。 

 最近、酵母において、ホスファチジルイノシトール 3 リン酸（PI(3)P）結合ドメインである
FYVE ドメインを有する機能未知タンパク質 Pib2 が、Gtr 依存的経路とは独立に TORC1 の活
性化を担う経路で機能していることが示唆された（Mol Biol Cell 26: 4631-45, 2015）。Pib2 は
液胞膜に局在するが、この局在は PI(3)P キナーゼ（PI3K）である Vps34 の KO 株では失われ
てしまうことから、Vps34 が液胞膜上に PI(3)P を産生し、これが Pib2 の FYVE ドメインと結
合することにより Pib2 は液胞膜へと局在していると考えられる。しかしながら、Pib2 の液胞局
在の意義や、Pib2 を介した TORC1 活性化が実体の不明であった Gtr 非依存性・グルタミン応
答性 TORC1 活性化機構に相当するものであるのかどうかは不明であった。 

 生細胞内で 20 種のアミノ酸のいずれが TORC1 を活性化しているかを判別することは容易で
はない。アミノ酸は細胞内で代謝され相互に変換されることに加え、アミノ酸ごとの取り込み効
率も異なり、培地に加えたアミノ酸は細胞内のアミノ酸レベルにそのまま反映される訳ではな
いため、生細胞を用いたこれまでの in vivo アッセイ系ではアミノ酸ごとの TORC1 活性化能を
評価することはできなかった。これらの問題は、in vitro のアッセイ系を用いることで原理的に
解決しうる。しかしながら、免疫沈降法などで精製した TORC1 標品を用いて in vitro でキナー
ゼ活性をアッセイすることは広く行われてきたが、アミノ酸に応答した TORC1 活性化を in 
vitro で再現することは、長年の取組みにも関わらずこれまで誰も成功していなかった。これは、
TORC1 を精製する過程でアミノ酸応答性を担う因子が失われることによると考えられる。 

 我々は精製 TORC1 を用いるという発想を捨て、透過性化した酵母細胞や酵母から精製した
液胞をそのまま TORC1 キナーゼ標品として用い、哺乳類 TORC1 基質である 4EBP1 の特異的
リン酸化残基 Thr37/Thr46 のリン酸化のみをリン酸化特異的抗体によるウェスタン法で検出す
るという in vitro キナーゼアッセイにより、アミノ酸依存的 TORC1 活性化を in vitro で再現す
ることに世界で初めて成功した。アミノ酸ごとの特異性を評価したところ、生理的な濃度ではグ
ルタミンのみが TORC1 活性化能を示した。さらに、この活性化は L-グルタミンでは起こるが
D-グルタミンでは起こらず、ここで見られた活性化が生理的センサーを介した特異的なもので
あることが確認された。また、Gtr 経路の KO 株から調製した試料を用いても TORC1 活性化能
は損なわれなかったことから、このアッセイ系は、実体が不明であった Gtr 非依存性・グルタミ
ン応答性 TORC1 活性化機構を反映していることが明らかになった。さらに、Pib2 KO 株と
Vps34 KO 株がこのアッセイにおけるグルタミン応答性を失っていることを見出した。このこ
とは、Pib2 が Gtr 非依存的・グルタミン応答性 TORC1 活性化機構に関与しているという予測
を裏付けるものである。Vps34 KO 株でもグルタミン応答性 TORC1 活性化が起こらないこと
は、Pib2がTORC1を活性化するためには液胞膜への局在化が必須であることを示唆している。
また、共沈実験により Pib2 と TORC1 が液胞膜上でグルタミン依存的に相互作用することを見
出した。このことは、グルタミン応答性 TORC1 活性化の分子基盤に Pib2-TORC1 相互作用の
誘導というステップが存在することになるが、Pib2 経路におけるグルタミンセンサーや TORC1
活性化機構の実体は不明であった。 



２．研究の目的 

本研究では、１．で述べた新規 in vitro TORC1 アッセイ系の利点を活かして、Pib2 依存的
TORC1 活性化機構の分子機構を明らかにすることを主要な目的とする。網羅的なスクリーニン
グなどでこの活性化機構の新規構成因子を同定し、グルタミンセンサーや TORC1 活性化機構
の実体を明らかにする。さらに、得られた知見をもとに、グルタミン応答性 TORC1 活性化を精
製票品のみを用いた in vitro の系で再構成することを目指す。また、アッセイ系を改良して Gtr
依存性 TORC1 活性化も再現し、新規 TORC1 活性化能を持つ化合物のスクリーニング系を確立
することも目的とする。 
 
３．研究の方法 

(1) Pib2 依存的 TORC1 活性化機構における Vps34 の機能の解析 
 Pib2 は、Vps34 が産生した液胞膜上の PI(3)P に FYVE ドメインを介して結合し、液胞膜へ
と局在化し、この局在化が TORC1 の活性化に必須であることがわかっている。その理由を説明
するのに以下の２つのモデルが考えられる。① PI(3)P は Vps34 により構成的に液胞膜で産生
され、Pib2 の液胞膜局在を規定している。② Vps34 がグルタミンに応答して活性化され、産生
された PI(3)P が Pib2 への結合を介して TORC1 活性化を引き起こす。いずれのモデルが正し
いかを調べるため、in vitro アッセイ系において Vps34 活性を特異的阻害剤により阻害し、
TORC1 活性化への影響を検討することを試みた。①であれば TORC1 活性化は影響を受けない
が、②であれば TORC1 活性化は阻害されるはずである。このとき、市販の特異的阻害剤は哺乳
類 Vps34 の活性を阻害するが酵母 Vps34 の活性を阻害することができないため、触媒ドメイン
のみをヒト Vps34 と置き換えたキメラ Vps34 を作製し実験に用いた。 

(2) Pib2 依存的 TORC1 活性化機構の新規構成因子の同定 
 Pib2 と Vps34 は、それぞれのノックアウト（KO）株由来の透過性化細胞が in vitro でグル
タミン応答性 TORC1 活性化を示さないことを指標に同定した。同様なスクリーニングを大規
模に行い、Pib2 依存的 TORC1 活性化機構の新規構成因子を包括的に同定ようとした。候補と
しては、液胞に局在するタンパク質をコードする遺伝子、あるいは TORC1 と遺伝的相互作用を
示す遺伝子をゲノムデータベース（Saccharomyces Genome Database）を参照して約 300 遺伝
子を選別した。それらの KO 株を既存の KO コレクション（入手済）から得て、それぞれから調
製した透過性化細胞のグルタミン応答性 TORC1 活性化の有無を調べた。 

(3) Pib2 依存的 TORC1 活性化機構におけるグルタミンセンサーの同定 
 (2)でセンサーの候補をコードし得る約 300 の遺伝子の KO 株を全て検討したところ、いずれ
もセンサー機能の欠如が認められなかった。そのため、Pib2 それ自体がグルタミンセンサーで
ある可能性を検討した。Pib2 を組換えタンパク質として大腸菌で発現・発現し、TORC1 を酵母
から tandem affinity purification 法を用いて精製した。in vitro における両者の結合がグルタ
ミン添加により変化するか否かを検討した。 
 また、Pib2 がグルタミンと直接結合するか否かを検討するために、thermal shift assay や等
温滴定型熱量測定（Isothermal Titration Calorimetry、ITC）、平衡透析法、表面プラズモン共
鳴法、NMR、示差走査熱量計（Differential Scanning Calorimetry、DSC）といった物理化学
的測定を行なった。L-グルタミンに対する特異性を検討するためには、D-グルタミンやアスパラ
ギンをコントロールとして用いた。 

(4) グルタミンセンサーPib2 によるグルタミン検知機構の解明 
 Pib2 に種々の欠失を導入した変異体を作成し、in vivo における TORC1 活性化能と、in vitro
におけるグルタミン応答性の TORC1 結合能を検討した。特に、Pib2 オルソログ間で保存され
ている配列モチーフに着目して変異体を作成し解析を進めた。 
 また、Pib2 が天然変性タンパク質としての性質を備え、in vitro で液滴（liquid droplet）を
形成することを見出したため、液滴形成がグルタミンの有無で変化するかどうかを検討した。 

(5) Pib2 による TORC1 活性化機構の解明 
 酵母細胞で発現することにより TORC1 をより強く活性化するような Pib2 変異体を、ラパマ
イシン耐性の亢進を指標に多数単離した。得られた変異体をシークエンスすることで変異箇所
を同定した。得られた活性化型変異体を組換えタンパク質として大腸菌で発現・精製し、in vitro
におけるグルタミン応答性と TORC1 活性化能を検討した。 

(6) グルタミンセンサーPib2 を介した TORC1 活性化の in vitro 完全再構成 
 精製した Pib2 と精製した TORC1 を in vitro で混合し、グルタミン添加の有無によって
TORC1 活性が変化するか否かを in vitro キナーゼアッセイにより検討した。このとき、組換え
Pib2 タンパク質として、野生型と(5)で単離された活性化型変異体を用いた。 

(7) Gtr 依存的 TORC1 活性化機構の in vitro アッセイ系構築 
 Gtr 依存的 TORC1 活性化機構には、Gtr1/2 ヘテロ 2 量体や、液胞へのアンカータンパク質
である Ego 複合体（哺乳類 Ragulator 複合体のオルソログ）のように液胞膜に存在するタンパ
ク質に加え、細胞質に存在する制御タンパク質（複合体）が知られている。そこで、細胞質に存
在する制御タンパク質に依存しないポジティブコントロールとして、活性化型である GTP 結合



型 Gtr1 と GDP 結合型 Gtr2 を発現する酵母株から透過性化細胞を調製し、不活性化型を発現
する細胞と比較して高い TORC1 活性を示すか否かを検討した。また、Gtr1/2 二量体を液胞膜
に構成的に局在化させるため、Ego1 の N 末端に存在する脂質修飾モチーフを Gtr1 の N 末端側
に融合した変異体を作成した。 
 
４．研究成果 

(1) Pib2 依存的 TORC1 活性化機構における Vps34 の機能の解析 
 グルタミン応答性 TORC1 活性化における Vps34 の役割を検証するために哺乳類 Vps34 特異
的阻害剤を活用することを試みた。市販の阻害剤が酵母 Vps34 を阻害しないため、触媒ドメイ
ンのみをヒト Vps34 と置き換えたキメラ Vps34 を複数作製したが、いずれも酵母細胞内で活性
を持たなかった。しかしながら、(3)に述べるとおり、TORC1 活性化機構の素過程である Pib2
と TORC1 の結合は、Vps34 ならびにその産物である PI(3)P を含まない条件でもグルタミン応
答性を示すことを示すことができた。このことは、グルタミン依存的 TORC1 活性化における
Vps34 の役割が、液胞膜上で構成的に PI(3)P を産生することにより、Pib2 の液胞膜局在を規定
することにあることを示している。 

(2) Pib2 依存的 TORC1 活性化機構の新規構成因子の同定 
 液胞タンパク質や TORC1 関連タンパク質の遺伝子 KO 株を網羅的に in vitro TORC1 活性ア
ッセイ系に供することにより、グルタミン応答性 TORC1 活性化に必須な因子をスクリーニン
グしたところ、いずれの KO 株においても TORC1 活性化能が維持されていた。さらに、パラロ
グの存在する遺伝子については二重 KO 株を作製したが、これも TORC1 活性可能が維持され
ていた。このことは、グルタミン応答性 TORC1 活性化に必要な因子は、Pib2 以外には存在し
ないことを示唆している。 

(3) Pib2 依存的 TORC1 活性化機構におけるグルタミンセンサーの同定 
 Pib2 を組換えタンパク質として大腸菌で発現・精製し、これが精製した TORC1 と L-グルタ
ミン依存的に結合することを見出した。また、結合に必要なグルタミン濃度は、この経路におい
て TORC1 活性化に必要とされる生理的グルタミン濃度と一致していた。このことは、Pib2 自
体、もしくは Pib2 と TORC1 の複合体がグルタミンセンサーであることを示している。 
 Pib2 とグルタミンの直接の結合を検出するために、タンパク質・リガンド相互作用の解析に
一般に用いられる thermal shift assay や等温滴定型熱量測定（ITC）、平衡透析法、表面プラズ
モン共鳴法といった物理化学的測定を行なったが、結合に必要なグルタミンが数十 mM ときわ
めて高濃度であるため結合の有無を判定することはできなかった。また、Pib2 は多くの部分が
天然変性領域からなり、容易に分解したりアグリゲーションを形成したりするため、NMR 解析
に必要な高濃度の組換えタンパク質として調製することも困難であった。そこで、示差走査熱量
計（DSC）を行なったところ、生理的濃度のグルタミンの添加により熱変性に伴うエンタルピー
変化の増大が観測された。この変化は、D-グルタミンやアスパラギンで観測されず、L-グルタミ
ンに特異的であった。これらのことから、Pib2 がグルタミンセンサーの本体であると結論した。 
 また、Pib2 は in vitro で液滴を形成するが、その挙動はグルタミンの有無で影響を受けなか
ったことから、液滴形成はグルタミン検知には直接は関係しないと考えられる。 

(4) グルタミンセンサーPib2 によるグルタミン検知機構の解明 
 Pib2 の種々の欠失変異体の解析から、in vivo における TORC1 活性化能には、E モチーフ、
FYVE ドメイン、tail モチーフの 3 つが必須であることがわかった。さらに、in vitro における
精製 TORC1 との結合がグルタミン応答性に亢進するためには tail モチーフは必要ではなく、E
モチーフと FYVE ドメインで十分であることが明らかになった。Pib2 オルソログ間で E モチー
フに保存されている残基に点変異を導入したところグルタミン応答性の結合の亢進が失われた
ことから、E モチーフがグルタミン検知に必須の役割を果たしていると考えられる。 

(5) Pib2 による TORC1 活性化機構の解明 
 Pib2 の欠失変異体を用いた解析から、tail モチーフはグルタミン応答性には必須ではないも
のの、TORC1 活性化には必須であることを見出した。また、Pib2 の活性化型変異体をスクリー
ニングしたところ、得られた変異体はいずれも tail モチーフに点変異を有していた。さらに、こ
れらの活性化型変異体は、グルタミン応答性ではなく TORC1 活性化能が亢進していることを
in vitro のアッセイで示した。また、tail モチーフと TORC1 の結合も観察された。これらのこ
とから、tail モチーフが TORC1 を直接活性化することが示唆された。 

(6) グルタミンセンサーPib2 を介した TORC1 活性化の in vitro 完全再構成 
 精製タンパク質のみを用いてグルタミン依存性の複合体形成を再現できたが、同じ条件で
TORC1 キナーゼ活性化を確認することには現段階では成功していない。これは、可溶性タンパ
ク質のみを用いた条件においては、複合体の構成因子が膜上に局在化している場合に比較して、
複合体が解離する方向に平衡が傾くからである可能性が考えられる。しかしながら、Pib2 は上
記のとおり精製状態ではアグリゲーションしやすいため、反応系に十分な濃度で加えることが
できない。そこで、(5)で単離した TORC1 を強く活性化することのできる Pib2 変異体を用いて
同様のアッセイを行なったところ、グルタミン応答性の TORC1 活性化を in vitro で再構成する
ことに成功した。このことは、Pib2 がグルタミンセンサーであると同時に TORC1 の直接の活



性化因子であり、Pib2 単独でグルタミン応答性に TORC1 を活性化できる因子であることを示
している。 

(7) Gtr 依存的 TORC1 活性化機構の in vitro アッセイ系構築 
 １．で述べた in vitro アッセイ系は Gtr 非依存的な TORC1 活性化機構のみを反映するもの
であった。これは試料の調製の過程で Gtr 経路の制御因子が失われることが原因であると考え
られた。そこで、活性化型 Gtr 二量体を発現する酵母株から透過性化細胞を調製し、in vitro ア
ッセイ系に供したが、不活性化型を発現する細胞より高い TORC1 活性を検出することができ
なかった。試料に含まれる Gtr1/2 二量体を定量したところ、大部分が調製の過程で失われてい
ることを見出した。これは、Gtr1/2 二量体と Ego 複合体の結合が安定なものではないことによ
ると考えられた。そこで、Gtr1/2 二量体を液胞膜に構成的に局在化させるため、Ego1 の N 末
端に存在する脂質修飾モチーフを Gtr1 の N 末端側に融合した変異体を作成したが、この変異
体は十分な活性を示さなかった。Gtr1/2 二量体を液胞膜に安定に局在化するためには、別の方
法を検討する必要がある。 

(8)総括 
 本研究により、酵母における Gtr/Rag 非依存性・グルタミン応答性 TORC1 活性化機構であ
る Pib2 経路においては、Pib2 がグルタミンセンサーであると同時に TORC1 の直接の活性化因
子であり、Pib2 単独でグルタミン応答性に TORC1 を活性化できることが明らかになった。Pib2
のオルソログは植物を含む多くの生物種に存在することから、Pib2 経路は Gtr/Rag 経路より進
化的に旧く、広く保存された機構である可能性がある。Pib2 によるグルタミン検知は、親和性
が低い（Kd > 10 mM）にもかかわらず特異性が高いことが特徴であり、その検知機構に関する
知見は、細胞内に高濃度で存在する他の代謝物の検知機構に一般化できることが期待される。 
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