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研究成果の概要： 

１． mTORを介した細胞内シグナルの分子基盤の解明：Raptorに結合する新規蛋白としてPRAS40

を見出した。PRAS40 は mTOR によって直接しリン酸化される生理的基質であることが判明

した。 

２．mTOR シグナル改変モデルマウスの解析：膵β細胞特異的に mTORC1 経路が活性化されたマ

ウスを作製し解析した。このマウスは良好なインスリン分泌能を示し、膵β細胞の破壊や

肥満によって引きおこされる糖尿病の発症を抑制していた。 
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１． 研究開始当初の背景 

 

哺乳細胞には、単細胞生物から進化的に保

存された細胞外栄養環境を感知するシステ

ムが存在し、栄養条件の低下した状況では、

無駄な細胞増殖刺激を抑制し、生命の恒常性

を維持するシステム：細胞栄養環境チェック

ポイントシステムが存在する。この栄養環境

チェックポイントシステムに中心的役割を

担っている分子が、ラパマイシン標的分子で

あるリン酸化酵素 mTOR である。 

臨床的側面から、mTOR 阻害剤ラパマイシン

に関して以下のような重要な点が知られて

いる。 

（１）mTOR の阻害剤ラパマイシンは免疫抑制

剤としてまず臨床応用が始まり、現在移植医

療において、世界で広く利用されている。 

（２）Drug Eluting Stent として、ラパマ

イシンは冠動脈ステントの再狭窄を劇的に

低下させることが報告され、虚血性心疾患の



インターベンション治療において、非常に重

要な位置を占めるに至っている。 

（３）ラパマイシンは抗癌剤としても、欧米

各国で既に第三相臨床治験が行われている。 

これらの臨床効果はすべて、ラパマイシンの

mTOR に対する特異的阻害効果から得られる

ものである。 

裏を返せば、ヒト生体において mTOR を解

した細胞内シグナルは、免疫応答、動脈硬化

や血管内皮機能と増殖、発癌のメカニズムに

非常に深く関わっていることを臨床的に示

している。 

しかしながら、以下のような点が全く解明さ

れずに残っている。 

（１）細胞がいかにして細胞環境中のアミノ

酸濃度を感知するか？ 

（２）アミノ酸が mTOR を介して細胞の成長・

増殖を引き起こす詳細な分子メカニズム 

（３）mTOR シグナルが生体でどのように組織

の成長・再生やエネルギー代謝に関与してい

るか？ 

 
２．研究の目的 

 

以上の背景を踏まえて本申請の目的は、細

胞外栄養バランスの感知システムの分子基

盤を明らかにし、その生理的意義を解明する

とともに、その異常がもたらす病態がいかな

る分子メカニズムによっているのかを明ら

かにすることである。 

そのため、以下の３点に着目して研究計画

を立て遂行した。 

（１）mTOR を解した細胞内シグナルの分子

基盤を分子生物学的に明らかにする。 

特に mTOR-Raptor を中心としたシグ

ナル複合体の解析を中心にして解析。 

（２）マウスモデルを用いて mTOR シグナル

の機能異常と病態を分子生物学的に

明らかにする。特に Rheb 発現トラン

スジェニックマウスの作成と解析。 

（３）糖尿病や肝不全への臨床応用の糸口を

見出す。 マウスを用いて特に膵β細

胞と肝の再生に注目して解析。 

 
３．研究の方法 
 

（１）mTOR を解した細胞内シグナルの分子

基盤の分子生物学的解析 

FLAG―Tag 付きの Raptor や Rheb を培養細

胞や実験動物ラットの肝臓に発現させ、抗

FLAG 抗体で FLAG－Raptor や FLAG-Rheb を精

製し、共精製されてくる蛋白を探索する。候

補蛋白はサンプルを SDS-PAGE で分離後、ゲ

ル内で protease で peptide 断片化した後、

質量分析装置にかけ、マスフィンガープリン

テイング法にて蛋白を同定する。同定した蛋

白に対しては、更に以下のような解析を行う。

①特異抗体を作成し、内因性蛋白が実際に

Rheb や Raptor と会合するか。それらの会合

が、細胞環境中の栄養の変化によって影響を

受けるか。②新規同定蛋白の結合が mTOR の

酵素活性や、エフェクター分子 p70 と 4EBP1

のリン酸化や活性化に対してどのような影

響を及ぼすか。③インスリンや各種の細胞外

に由来する細胞増殖刺激による細胞の挙動

が、新規同定蛋白を RNAi 法でノックダウン

した場合に、いかなる影響を受けるか。④得

られた新規分子に酵素活性を示唆する領域

が認められる場合は、その蛋白の酵素活性が

細胞環境中の栄養素、特にアミノ酸濃度の変

化によって変動が見られるか。 

（２）Rheb トランスジェニックマウスを用

いた解析 

rat insulin  promotor を用いて膵β細胞

特異的に Rheb を発現するモデルマウスを作

成した。①糖負荷に対するインスリン分泌能

を解析し、②組織学的に膵島やβ細胞のサイ

ズや増殖に対する影響を検討する。③免疫染

色やウエスタンブロット法を用いて、各種

mTOR シグナルのエフェクター分子の活性化

をリン酸化抗体を用いて検討する。④単離膵

島を用いて、in vitro でインスリンやアミ

ノ酸刺激を加えて、細胞内リン酸化シグナル

を解析するとともに、糖刺激に対するインス

リン分泌能を検討する。④STZ 処理をしたマ

ウスは膵β細胞の破壊が起こり糖尿病を発

症する。そこで、Rheb トランスジェニック

マウスに STZ 処理を行い、糖尿病発症に対す

る抑制効果を検討する。⑤肥満糖尿病モデル

マウスを用いて、糖尿病発症に対する抑制効

果を検討する。 

 
４．研究成果 
 

（１）mTOR を解した細胞内シグナルの分子

基盤の分子生物学的解析 

Raptor 結合蛋白のひとつとして、PRAS40 
(Proline Rich Akt Substrate of 40 kda)を
同定した。PRAS40 には既知の mTOR の基質で
ある p70S6K や 4EBP1 に存在する TOS motif
（TOR signaling motif）が存在していた。
TOS motif は raptor との結合に必要とされて
いるアミノ酸配列であり、PRAS40 上に存在す
る TOS motif 中の Phe129 を Ala に置換する
と Raptor との結合性が低下していた。更に
mTOR によるリン酸化部位として、Ser183 を
同定したが、この Ser 残基を Asp に置換した



mutant では Raptor との結合能が低下してい
た。Ser183 のリン酸化はラパマイシン処理や
2-deoxyglucose 処理による AMPKの活性化に
よって mTOR を阻害することにより低下して
いた。更に、アミノ酸除去によっても Ser183
のリン酸化は低下しその低下は mTOR の活性
化を引きおこす Rheb の発現によって回復し
た。PRAS40 の過剰発現は、p70S6K や 4EBP1
の mTOR によるリン酸化部位のリン酸化を抑
制する一方、p70S6K や 4EBP1 の過剰発現は
PRAS40 の Ser183 のリン酸化を抑制した。逆
にPRAS40の発現をRNAiで抑制するとp70S6K
や 4EBP1 のリン酸化は上昇していた。これら
の結果は、PRAS40 が mTORC1 の生理的基質で
あることを示しており、mTORC1 の基質が相互
にリン酸化制御に影響していることを示し
ている。 
 
（２）Rheb トランスジェニックマウスを用い

た解析 
膵臓β細胞特異的に Rheb を発現させたト

ランスジェニックマウスにおいては、良好な
インスリン分泌を示し、肥満やストレプトゾ
トシン誘導糖尿病の発症を抑制した。その機
序として、膵β細胞の増殖の亢進やアポトー
シスの抑制には有意な差が認められなかっ
たのに対し、膵β細胞の成長がトランスジェ
ニックマウスで有意に亢進していた。一方、
mTOR 阻害剤ラパマイシンでマウスの処理を
行うと、耐糖能異常が出現し、インスリン抵
抗性に対する代償性のβ細胞の増大が抑制
されている可能性が考えられた。また Rheb
発現によって得られた良好なインスリン分
泌能が抑制されていた。mTOR シグナルは全身
のインスリン抵抗性と膵β細胞の代償性過
形成の両方に関与している可能性が考えら
れた。 
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