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研究成果の概要（和文）：環境は絶えず変化しており、生物にとって、この環境変化をいち早く

察知し防御する「危機管理能力」が、自己の命、ひいては種の維持に欠かせない機能である。

本研究では、環境変化（ストレス）の情報を核へと伝えるシステムの解析および解糖系酵素の

一つ GAPDH によるこの機能の制御を解析した。その結果、ストレス耐性および生存・増殖を司

る二つの異なる情報伝達経路がこの酵素により制御されることを見いだした。 

 
研究成果の概要（英文）：As environmental conditions are always fluctuating, it is most 
important function for organisms to sense the changes and protect themselves. I, in this 
research, biochemically analyzed two signal transduction pathways that control stress 
resistance or proliferation/growth. Moreover, I elucidated function of a glycolytic 
enzyme GAPDH on the pathways. In conclusion, GAPDH has functions as a sensor of oxidative 
stress and a master regulator of adaptation to the stress conditions, in addition to the 
classical function. 
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１．研究開始当初の背景 

生物の体内（細胞内）環境は一定に維持さ
れている。一方、生物を取り巻く環境は刻一
刻と変化する。生命維持のためには、環境変
化（ストレス）を感知・応答し、新しい環境
に適応することが重要になる。この適応機構
は、（１）環境の変化によるダメージを最小
限に抑え、（２）新たな環境に適した成長・

増殖戦略をとるという二段階で行われる。環
境変化に対する適応機構の探求はヒトを含
め地球上の生命が今後経験すると思われる
より過酷な環境に耐え、生命を維持し続ける
術を知る上で意義深い研究であると考える。
また、酸化ストレスは癌、糖尿病、神経変性
疾患などの疾病や老化との関連が示唆され、
近年ストレス応答に関する研究は重要度が
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増しており、本研究の成果は医学・薬学分野
への応用、貢献が期待できる。こうした背景
のもと、研究代表者は、分裂酵母を用い GAPDH
が H2O2 によるストレス応答性タンパク質リ
ン酸化酵素（SAPK）経路の活性化に関与する
ことを見出し、報告した（図１；Morigasaki 
et al., Mol. Cell, 30 巻, 108, 2008; 森ヶ
崎,塩崎,化学と生物,46 巻,740, 2008）。また
未発表ながら、本酵素が Target of rapamycin
複合体 ２（TORC2）経路の制御に関わること
を示唆する結果を得ていた。 

ストレス耐性 
SAPK 経路：SAPK は MAP キナーゼ（MAPK）の
サブファミリーのひとつで、分裂酵母の SAPK
である Spc1 は動物細胞における p38 MAPK の
ホモログである。Spc1 は様々なストレスによ
って活性化され、転写因子Atf1による “core 
environmental stress response”遺伝子群
の転写を活性化するため、この経路はストレ
ス耐性において中心的役割を演じていると
考えられる。Spc1 の活性化はストレスの種類
によって異なる調節を受ける。例えば、高浸
透圧とH2O2は二成分制御系のレスポンスレギ
ュレータである Mcs4 依存的に Spc1 を活性化
するが、二成分制御系の他の因子、Mak2,3 お
よび Mpr1 は H2O2シグナリングにのみ応答す
る（Nguyen et al., Mol. Biol. Cell, 11 巻, 
1169, 2000）。そして、高浸透圧シグナルを
Mcs4 に伝える仕組みは未解明である。 

研究代表者は Spc1 の上流で働く MAPKKK で
ある Wis4 と Win1 が Mcs4 とともに複合体
（MAPKKK 複合体=MTKC）を形成することを見
いだした。そして、分裂酵母の GAPDH である
Tdh1 がこの複合体に結合しており、活性中心
のシステイン残基（Cys152）の酸化により H2O2

ストレスを感知し、Mpr1-Mcs4 間のシグナル
伝達を促進することで Spc1 の活性化に寄与
することを報告した（図１；Morigasaki et 
al., Mol. Cell, 30 巻, 108, 2008）。また、
Tdh1 が高浸透圧ストレス下で MTKC から解離
するという結果を得た（未発表）。 

成長・増殖の制御 
TORC2 経路：Target of rapamycin（TOR）は
真核生物に保存されたタンパク質リン酸化
酵素であり、栄養素などに応答して細胞の生
存、増殖、形態を調節する。TOR は細胞内で
構造的、機能的に異なるふたつのタンパク質
複合体（TORC1, TORC2）を形成する。TORC1
は rapamycin 感受性であり、窒素栄養に応答
し翻訳調節などを行う。一方、TORC2 に関し
てはインスリン刺激で Akt/PKBの疎水性領域
をリン酸化すること（Sarbassov et al., 
Science, 307 巻, 1098, 2005）、アクチン重

合を調節すること（Loewith et al., Mol. 
Cell, 10 巻, 457, 2002）などの報告はある
が、直接上流で働く因子は同定されておらず、
不明な点が多い。 

研究代表者は、分裂酵母で①Akt のホモロ
グである Gad8 の疎水性領域のセリン残基
（Ser546）のリン酸化が TORC2 に依存して起こ
る、②このシグナル伝達経路が H2O2、高浸透
圧、高温条件下での生育に寄与する、③H2O2

ストレスで Gad8 が一時的にリン酸化・活性
化する、という結果を得た（図１；Ikeda et 
al., Cell Cycle, 7 巻, 358, 2008；一部未
発表）。また、TORC2 構成因子をベイトにした
ツーハイブリッド法により、Sin1 結合タンパ
ク質として分裂酵母 GAPDH である Tdh1 を単
離した（未発表）。 

 

 
２．研究の目的 
研究代表者は先行研究より、「GAPDH が酸化

ストレス応答を制御する重要なタンパク質
である」という考えに至った。このアイデア
を検証するために；（１）Tdh1 が TORC2 経路
においてH2O2ストレスのセンサーとして働く、
（２）Tdh1 が MAPKKK 複合体上で H2O2と高浸
透圧ストレスシグナリングの切り替えスイ
ッチとして働く、という作業仮説をたてた。 

本研究は、解糖系酵素である GAPDH(Tdh1)
によるストレスシグナル伝達系の調節機構
を理解することにある。 

 

 

図１：分裂酵母における MTKC および
TORC2 を介したストレス応答性情報伝達
経路。解糖系酵素 Tdh1 は H2O2シグナルを
MTKC に伝える（Ikeda et al., 2008; 
Morigasaki et al., 2008）。 



 

 

３．研究の方法 
（１）TORC2 経路の制御 
TORC2 経路の活性測定：in vivo における
TORC2経路の活性をGad8の疎水性領域のリン
酸化レベルを指標に評価した。カリフォルニ
ア大学デービス校の塩崎教授（現奈良先端科
学技術大学院大学教授）より譲り受けた抗リ
ン酸化 Gad8 抗体を用い、ウェスタン解析に
より Gad8のリン酸化レベルを測定した。Tdh1
と TORC2経路の遺伝学的相関（エピスタシス）
の解析、新規 TORC2 経路の制御因子の探索な
どに用いた。 

タンパク質間物理的相互作用の解析：エピト
ープタグ法により、Tdh1 と TORC2 構成因子間
の結合および TORC2の構成因子間の物理的相
互作用を解析した。後者は、tdh1+遺伝子破壊
による影響を解析することで、Tdh1 の TORC2
の安定性への寄与を解析した。 

以上の解析により、Tdh1 が TORC2 経路の調
節因子である証拠を得ることを試みた。また、
ストレス感受性および不捻性という表現型
を利用し、新規 TORC2 経路の制御因子の探索
を行った。 

（２）MAPKKK 複合体の制御 
ストレスに応答した SAPK 経路の活性化に

おける MAPKKK 複合体（MTKC）の役割を明ら
かにする目的で、生化学的および遺伝学的解
析を行った。 

SAPK 経路の活性測定：in vivo における SAPK
経路の活性を抗リン酸化 Spc1 抗体によるウ
ェスタン解析により測定した。抗体は塩崎教
授より譲り受けた。 

また、上記と同様の方法で、MTKC の構成因
子間および Tdh1 と MTKC 間の物理的相互作用
を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）TORC2 経路の制御 
①Tdh1 による TORC2 経路の制御 

TORC2 経路の活性の解析結果より、tdh1+

遺伝子破壊（∆tdh1）により、対数増殖期（ス
トレスなし）におけるこの経路の活性がほぼ
半減すること、および、細胞の H2O2処理によ
る一時的な活性化が消失することを見いだ
した（表１）。また、Tdh1 の H2O2センサーで
ある Cys152をセリンに置換した変異タンパク
質（Tdh1CS）を発現する株におけるこの経路
の活性は、ストレスなしの条件では野生株と
同レベルであった一方で、H2O2 による活性化
は検出されなかった。 

これらのことは、Tdh1 が二つの異なる機構
で TORC2 経路を制御することを示唆する：一

つは Cys152に依存した H2O2の情報を伝達する
機構であり、二つ目は Cys152に依存せず（恐
らくは、Tdh1 のタンパク質自体の効果）この
経路の活性を維持する機構である。 

これに加えて、Tdh1 と TORC2 の構成因子で
ある Sin1の物理的相互作用を解析した結果、
H2O2 処理がこれらのタンパク質間の結合を強
化すること、Tdh1CS は Sin1 と結合するが、
この結合はH2O2に応答しないことが判明した。
これらことは、Tdh1 が TORC2 経路の直接の制
御因子であることを示唆する。（学会発表⑦,
⑧,⑨） 

 
②TORC2 経路の新規制御因子の探索 
TORC2 経路の機能欠損は高温、高浸透圧ス

トレスに対して感受性であり、不捻性を示す。
Cancer Research UK の登田教授らにより、こ
れらと一致する表現型を示す分裂酵母変異
株 sat1-11, sat4-86, sat7-110 が報告され
ていた（Kominami et al., EMBO J., 17 巻, 
5388, 1998）。これら変異株を譲り受け、原
因遺伝子を同定した結果、sat7-110 は低分子
量型 GTPase である Ryh1 をコードする遺伝子
（ryh1+）に、また、sat1-11 および sat4-86
は Ryh1 の活性化因子をコードする遺伝子に
それぞれ変異が入っていた。 

さらに、解析を進め以下の結果を得た： 
(a) TORC2経路の機能欠損株がryh1+破壊株（∆

ryh1）同様に液胞形成異常を示す。 
(b) ∆ryh1, ∆sat1 および∆sat4 株では Gad8

のリン酸化レベルが野生株の約３割に低
下する（表１）。 

(c) 不活性型 Ryh1 が Sin1 と結合する。 
(d) 不活性型 Ryh1 の過剰発現株では Sin1 と

Gad8 の結合が抑制される。 
この成果は論文として公表した。（雑誌論文
①；学会発表③,④,⑤） 

表１：Gad8 リン酸化レベル。

ND, 検出限界以下。 



 

 

③Tdh1 と Ryh1 間の相互作用 
Tdh1 および Ryh1 が TORC2 経路の制御因子

であることから、これらの因子間における協
調的な制御機構の有無を解析した。その結果、
これらの因子は異なる機構で TORC2経路を制
御することを示唆する結果を得た（表１）。
（学会発表①,②） 

（２）MAPKKK 複合体, MTKC の解析 
H2O2 以外のストレス、特に高浸透圧ストレ

ス、に対する MTKC の応答に Tdh1 が関与する
か否かを解析するためには、その前段階とし
て、MTKC の生化学的解析が必要であると考え
た。従って、まず、MTKC の生化学的解析を試
みた。その結果、以下のことが判明した。 
(a)MAPKKK である Wis4 および Win1 と制御因

子である Mcs4 からなるヘテロ三量体がこ
の複合体のコアになっている。 

(b) Mcs4 は MAPKKK とその基質である Wis1 と
の結合に必須である。 

(c)キナーゼ活性は Wis4 あるいは Win1 のど
ちらかで十分である。 

(d)Wis4 の欠損は Win1 で相補されない。その
逆も同じ。 

Wis4, Win1はキナーゼドメインのアミノ末端
側に約 1000 アミノ酸からなる非触媒領域を
持つ。キナーゼドメインはお互いに相補でき
る(c)。このことは、このアミノ末端領域が
ヘテロであることが MTKC の機能に重要であ
ることを示唆する。（学会発表⑥） 

研究期間内に、ストレスに応答する二つの
情報伝達経路（SAPK および TORC2 経路）で働
く高分子タンパク質複合体（それぞれ MTKC
および TORC2）の制御に関わる分子基盤を解
析し、今後の研究の発展に寄与するデータを
得ることができた。また、解糖系酵素である
GAPDH（分裂酵母では Tdh1）が TORC2 経路を
制御することを示唆する結果も得た（表１）。

このことは、「GAPDH が酸化ストレス応答を制
御する重要なタンパク質である」という仮説
を支持する重要な知見である（図２）。また、
TORC2 の制御因子はどの生物種でも同定され
ておらず、本研究の過程で、TORC2 の制御因
子として Tdh1 に加えて Ryh1 を同定したこと
は重要な成果である。 
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く。Tdh1 と Mcs4 および Sin1 の間の物
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ると考えられる。 
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