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研究成果の概要（和文）：TORC2（TOR複合体２）シグナルは進化的に保存されたタンパク質リン酸化酵素複合体
であり、細胞の成長や増殖に重要な役割を担っている。本研究では、ステロールとの親和性を有する合成脂質エ
デルホシンが酵母のTORC2-Ypk1/2シグナルの活性化を阻害することを見出した。また、エデルホシンによる
TORC2-Ypk1/2シグナルの阻害機構に、細胞壁健全性の維持に関わるシグナル伝達経路（CWI経路）が関与するこ
とを見出した。

研究成果の概要（英文）：TORC2 (TOR complex 2) is an evolutionarily conserved protein kinase complex 
that is important for cell growth and proliferation. In this study, we found that edelfosine, a 
compound that has affinity for sterols, inhibited the activation of TORC2-Ypk1/2 signaling in yeast.
 We also found that the CWI signaling pathway was involved in the mechanism by which edelfosine 
inhibits the TORC2-Ypk1/2 signaling.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： TORC2　シグナル伝達　細胞膜　エデルホシン　Ypk1/2　Pkc1　yeast

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞膜動態とTORC2シグナルとの間には機能的な関連が指摘されているが、TORC2シグナルの制御における細胞膜
脂質の関与については、未だ不明な部分が多い。一方、哺乳類TORC2シグナルはがんや代謝性疾患などと関連す
ることから、TORC2は創薬ターゲットとしても期待されている。本研究成果は、TORC2シグナルにおいてエルゴス
テロール動態が関与する新しい制御機構の存在を示唆しており、TORC2シグナル制御機構の理解はTORC2を標的と
する創薬にも繋がる知見となることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 TOR（Target Of Rapamycin）は、真核生物に高度に保存されたタンパク質リン酸化酵素であ
る。TOR は機能的に異なる２つの複合体（TOR 複合体 1：TORC1、TOR 複合体 2：TORC2）
を形成することで機能を発揮し、細胞成長や代謝などの細胞増殖の根幹に関わるシグナル伝達
経路を構成する。 
これまでに、TORC1 シグナルはアミノ酸等により活性化し、タンパク質合成やオートファジ

ーの制御に関与することが明らかとなっている。また、TORC1 シグナルの活性化機構に複数の
低分子量 G タンパク質などが関与することが分かっている。それに対して、TORC2 シグナルは
細胞骨格の形成やその極性制御、ならびにスフィンゴ脂質生合成などの代謝調節への関与が明
らかとなっているが、TORC2 シグナルの制御機構についてはよく分かっていない。 
出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae において、TORC2 は AGC キナーゼファミリーに属する

Ypk1/2 および Pkc1 を基質とする。また、細胞生物学的解析により、TORC2 は主として細胞膜
直下に局在することも明らかとなっている。TORC2-Ypk1/2 シグナルは、細胞膜ストレスなど
によって活性化することから、細胞膜と TORC2 との間に機能的な関連があることが示唆され
るが、細胞膜動態や細胞膜脂質が TORC2 シグナルの制御機構においてどのようなメカニズム
で関与しているのかについては、未だ不明な部分が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究者らはこれまでに、解糖系より派生的に産生されるメチルグリオキサールが酵母および

動物細胞において TORC2 シグナルの活性化因子としての機能を発揮することを見出した。さ
らに、出芽酵母 S. cerevisiae を用いた遺伝学的解析により、主要な細胞膜脂質であるエルゴス
テロールの生合成が不全となる遺伝子欠損株がメチルグリオキサールに対して高い感受性を示
すことを見出した。これらのことは、エルゴステロールが TORC2 シグナルに関与することを示
唆していると考えられた。そこで本研究では、細胞膜と TORC2 シグナルとの関連性において、
特にエルゴステロール動態に着目し、TORC2 シグナルの新規な制御機構を見出すことを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
（１）TORC2 シグナル活性の評価 
 TORC2-Ypk1/2 シグナルの活性は、TORC2 による Ypk1/2 の hydrophobic motif 内のリン酸
化（Thr662/Thr659）レベルを指標とした。Ypk1/2 のリン酸化は、Thr662/Thr659 のリン酸化
を特異的に認識する抗リン酸化抗体を用いるウエスタンブロットにより検出した。 
 TORC2-Pkc1 シグナルの活性は、TORC2 による Pkc1 の hydrophobic motif 内のリン酸化
（Ser1143）レベルを指標とした。Pkc1 のリン酸化は、Ser1143 のリン酸化を特異的に認識す
る抗リン酸化抗体を用いるウエスタンブロットにより検出した。 
 
（２）Aureobasidin A（AbA）に対する感受性評価 
 AbA に対する感受性は、AbA を含む寒天培地を用いるスポットアッセイを実施することで評
価した。 
 
（３）遺伝子過剰発現 
 WSC1/MID2 や RHO1Q68L および PKC1R398P の過剰発現は、ガラクトース誘導性のプロモー
ターである GAL1 プロモーターを利用し、ラフィノースを炭素源とする培地で細胞を対数増殖
期まで培養し、ガラクトースを添加することで遺伝子発現を誘導した。 
 
４．研究成果 
（１）エルゴステロール動態が TORC2-Ypk1/2 シグナルに及ぼす影響  
 エルゴステロールの生合成不全が TORC2-Ypk1/2 シグナルに及ぼす影響を検討するため、メ
チルグリオキサールに対して高い感受性を示したエルゴステロール生合成不全株（erg2∆、erg3
∆、erg6∆）を用いて TORC2-Ypk1/2 シグナルの活性化を評価した。TORC2-Ypk1/2 シグナルは、
AbA などのスフィンゴ脂質生合成の阻害剤などにより活性化されるが、エルゴステロール生合
成不全株における AbA による TORC2-Ypk1/2 シグナルの活性化に、野生株との顕著な差異は
認めなかった。また、メチルグリオキサールも TORC2-Ypk1/2 シグナルの活性化を引き起こし
たが、AbA と同じく、メチルグリオキサールによる TORC2-Ypk1/2 シグナルの活性化にエルゴ
ステロールの生合成不全の影響は認められなかった。 
 次に、細胞膜におけるエルゴステロール動態が TORC2-Ypk1/2 シグナルに影響を及ぼす可能
性について解析するため、エルゴステロールを標的とする、あるいはエルゴステロールに親和性
を示す薬剤であるアムフォテリシン B、ナイスタチン、ならびにエデルホシンの影響について検
討した。その結果、アムフォテリシン B、ナイスタチン、ならびにエデルホシンは AbA や MG



による TORC2-Ypk1/2 シグナルの活性化を抑制した。しかしながら、アムフォテリシン B およ
びナイスタチンは、TORC2-Ypk1/2 シグナルの阻害活性とともに強い細胞毒性を示した。一方、
合成リゾリン脂質であるエデルホシンの場合、TORC2-Ypk1/2 シグナルの阻害する濃度域にお
いて強い細胞毒性は認められなかったことから、今後の解析にはエデルホシンを用いることと
した。 
 Ypk1/2 の変異株などの TORC2-Ypk1/2 シグナルが不全となる変異株は、AbA に対して高い
感受性を示す。エデルホシンが AbA 感受性に及ぼす影響について検討した結果、野生株をエデ
ルホシンで前処理することで AbA への感受性が亢進することを見出した。 
これらのことから、エルゴステロール動態に影響を及ぼすエデルホシンに TORC2-Ypk1/2 シグ

ナルの阻害作用があることが示唆された。 
 
（２）エデルホシンによる TORC2-Ypk1/2 シグナル阻害機構の解析  
①エデルホシンの細胞膜への取り込み能と TORC2-Ypk1/2 シグナル阻害作用との関連 
エデルホシンは、細胞膜フリッパーゼ活性依存的に細胞膜に取り込まれると考えられている。

エデルホシンによる TORC2-Ypk1/2 シグナルの阻害作用において、エデルホシンが細胞膜に取
り込まれることで阻害作用が発揮されることを検証するため、細胞膜フリッパーゼの調節サブ
ユニットである Lem3 の欠損株を用いて検討した。その結果、エデルホシンによる TORC2-
Ypk1/2 シグナルの阻害作用は Lem3 欠損株において著しく減少したことから、エデルホシンに
よる TORC2-Ypk1/2 シグナルの阻害作用はエデルホシンが細胞膜に取り込まれることで発揮さ
れると考えられた。 
 
②エデルホシンによる CWI（Cell Wall Integrity）経路の活性化 
 酵母 C キナーゼである Pkc1 は、TORC2 により制御される（TORC2-Pkc1 シグナル）以外
に、細胞壁健全性の維持に関わるシグナル伝達経路である CWI 経路の構成因子として機能し、
細胞壁損傷ストレスなどに曝されると下流の Mpk1 MAP キナーゼを活性化することでストレ
ス応答に関与する。 
エデルホシンが TORC2-Ypk1/2 シグナル以外に、TORC2-Pkc1 シグナルも阻害する可能性に

ついて検討したところ、TORC2 による Pkc1 のリン酸化レベルはエデルホシンの有無による大
きな影響は受けなかった。従って、TORC2-Pkc1 シグナルはエデルホシンによる阻害作用を受
けないと考えられた。しかしながらその一方で、Pkc1 の下流因子である Mpk1 MAP キナーゼ
のリン酸化レベルがエデルホシンにより亢進することを見出した。エデルホシンによる Mpk1
のリン酸化は、CWI 経路のセンサー分子である Wsc1/Mid2 の欠損株や Pkc1 の変異株において
著しく減少した。これらのことから、エデルホシンは CWI 経路の活性化を引き起こしていると
考えられた。 
 
③エデルホシンによる TORC2-Ypk1/2 シグナルの阻害作用における CWI 経路の関与 
 エデルホシンが CWI 経路の活性化を引き起こしたことから、エデルホシンによる TORC2-
Ypk1/2 シグナル阻害機構における CWI 経路の関与について検討した。CWI 経路のセンサー分
子 Wsc1/Mid2 の欠損株では、エデルホシンによる CWI 経路の活性化を抑制されたが、TORC2-
Ypk1/2 シグナル阻害作用もまた抑制された。一方、Mpk1 ならびにその上流の MAPKKK にあ
たる Bck1 の欠損は、エデルホシンによる TORC2-Ypk1/2 シグナル阻害作用に影響を及ぼさな
かった。これらのことは、エデルホシンによる TORC2-Ypk1/2 シグナル阻害作用は CWI 経路
の活性化を介して発揮されるが、CWI 経路の下流に位置する Mpk1 MAP キナーゼカスケード
には依存しないことを示唆していると考えられた。 
また、Wsc1 や Mid2 の過剰発現、ならびに CWI 経路を構成する低分子量 G タンパク質 Rho1

や Pkc1 の構成的活性化型変異体（Rho1Q68Lおよび Pkc1R398P）の過剰発現によっても TORC2-
Ypk1/2 シグナルの活性化が阻害されることを見出した。 
 
以上の研究成果は、エルゴステロール動態が TORC2-Ypk1/2 シグナルの制御に寄与する可能性

を示すとともに、CWI 経路による TORC2-Ypk1/2 シグナルの負の制御機構の存在を示唆してい
ると考えられた。 
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