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研究成果の概要（和文）： TORC1 シグナリングは、栄養シグナルを受けて多くの細胞機能を制御する。

本研究では、モデル生物である分裂酵母を用いてその分子メカニズムの検討を行い、TORC1 の基質と

して新たに３種類のプロテインキナーゼを同定し、そのうち Psk1 の詳細な活性制御を明らかにした。

今回の知見は、モデル生物を用いた TORC1 シグナリングによる普遍的な細胞制御機構の構築に向け、

重要な足がかりとなることが期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： The TORC1 signaling plays a crucial role in a large number of cellular 
processes in response to nutrient signals.  In this study, we investigated molecular mechanism 

of the nutrient-dependent TORC1 signaling in the fission yeast Schizosaccharomyces pombe and 
demonstrated three protein kinases as its substrates. Of these, it was especially revealed how 

Psk1 is regulated by TORC1 responding to nutrient availability.  The findings obtained from 

this study indicate a milestone to elucidate the universal mechanism of cellular regulation 

by TORC1 signaling among eukaryotes. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、アミノ酸およびグルコースといった栄養素

はタンパク質やエネルギーの原材料となるだけ

でなく、その量的変動によりシグナル分子として

感知され、多くの細胞機能制御に重要な役割を果

すことが明らかとなり、栄養シグナルのセンシン

グから細胞応答に至る経路では、タンパク質リン

酸化・脱リン酸化反応は重要な役割を果たすこと

が示されている。真核生物に広く保存されたプロ

テインキナーゼTOR（Target of Rapamycin）は、

この栄養シグナルによる細胞制御において中心

的なシグナル伝達経路を形成しており、タンパ

ク質および脂質の合成をはじめとする代謝制御、

さらに細胞の増殖やアポトーシスといった主

要な生命活動に深く関与する。また、TORは細

胞内において２種類のタンパク質複合体

（TORC1とTORC2）を形成し、それぞれの構成タ

ンパク質および機能が異なることが知られて

いる。免疫抑制作用が知られる有機化合物ラパ

マイシンは、特にTORC1に結合してその機能を

抑制するが、免疫抑制剤のほか、抗がん剤やス

テント治療における再狭窄抑制剤として臨床

応用されている。 

 TORは様々な細胞機能制御に関わることから、

多くの基質タンパク質のリン酸化を制御する

と推測されるが、特に栄養シグナルに関わる



TORC1では、哺乳類においてタンパク合成に関わ

る4E-BP1とS6Kが知られているが、他の多くの機

能ではエフェクター分子の存在が十分に明らか

となっていなかった。一方、栄養シグナルによる

TORC1の制御において、哺乳類細胞を用いた知見

から低分子量GTP結合タンパク質のRagがリソソ

ーム膜上で複合体を形成して栄養シグナルを仲

介すること、増殖因子シグナルからの制御を受け

るTSC1-TSC2複合体と低分子量GTP結合タンパク

質RhebがTORC1の活性を直接的に制御することが

示されているが、栄養シグナルを感知するメカニ

ズムは明らかになっていなかった。 

 代表者は、モデル生物の一つである分裂酵母

を用いて、SpTORC1（S. pombe TORC1）が栄養源

である培地中のアンモニウムに依存して活性化

され、リボソームタンパク質 S6 のリン酸化を制

御することを明らかにした。また、SpTORC1 は哺

乳動物と同様にTSC1-TSC2複合体とRhebのオー

ソログによって活性制御を一部受けることも見

いだした。さらに、SpTORC1 も、細胞増殖をはじ

め主要な細胞機能に関与することが分子遺伝学

的解析から明らかとなっており、SpTORC1 シグナ

リングには基質タンパク質を含む多くの制御分

子の関与が予想されるが、知られている関連分

子はわずかであった。 

 
２．研究の目的 
アミノ酸をはじめとする栄養素の量的変動によ

り惹起される栄養シグナルは、生物種間を超えて

細胞および個体レベルの機能制御に密接に関わ

るが、その分子メカニズムは十分に明らかになっ

ていない。本研究では、モデル生物である分裂酵

母の栄養シグナルによるSpTORC1 の活性調節、さ

らにSpTORC1シグナルによる細胞機能制御のメカ

ニズムをシグナルの上流及び下流の両面におい

て新規構成分子の同定と機能解析により明らか

にし、生物種間で保存されたTORC1シグナルのモ

デルケースの構築を目指すことを目的とした。ま

た、長時間の栄養枯渇が、SpTORC1の再活性化を

促す知見が得られたため、合わせて検討を行った。 

 
３．研究の方法 
研究方法の概要は以下のとおりである。 

（１） データベースを利用して、哺乳類TORC1

の基質であるS6 kinase 1(S6K1)の分裂酵

母オーソログを探索し、それらの栄養依

存的なリン酸化レベルの変化を調べる。

特に富栄養条件で高いリン酸化を示すオ

ーソログについて、リボソームタンパク

質S6のリン酸化への作用を試験管内およ

び細胞内で調べる。 

（２） S6K1オーソログの栄養依存的なリン酸化

制御について、SpTORC1の関与をTor2の活

性化型変異体および温度感受性変異体、

ラパマイシン耐性変異体、さらにTOR複

合体構成因子の欠失株を用いて検討す

る。また、試験管内でリン酸化反応を

行い、TORC1が直接作用しうるかを検討

する。 

（３） Psk1の構造的に保存されてリン酸化制

御が予想されるドメインについてアミ

ノ酸置換による点変異を挿入するなど

して、リン酸化の有無およびPsk1機能

における影響を検討する。 

（４） 基質のリン酸化を評価することにより、

様々な栄養シグナルによるSpTORC1の

活性制御について検討を行う。 

（５） 長時間の栄養飢餓におけるSpTORC1の

活性変化について、Psk1のリン酸化レ

ベルを調べることにより検討を行う。 

 

４．研究成果 

先行研究によりSpTORC1はTor2をキナーゼサブ

ユニットとして含み、富栄養状態で高い活性を

有し、リボソームタンパク質S6のリン酸化を間

接的に制御することが明らかとなっている。 

 

（１） 分裂酵母のS6K1オーソログ 

ヒトのS6キナーゼであるS6K1のアミノ酸配列

をもとに分裂酵母のデータベースよりBLASTプ

ログラムを用いてS6K1オーソログの探索を行

い、類似性の高かった上位４分子に着目した。

それらはキナーゼドメインを有しており、これ

までの研究ではPsk1、Sck1、Sck2およびGad8と

して報告されていた。Sck1とSck2はcyclic-AMP 

dependent kinaseであるPKAと、Gad8はSpTORC2

との機能的相関性が知られるが、SpTORC1との

関係は知られていなかった。さらにこれら分子

の栄養依存的なリン酸化を調べたところ、Psk1

とSck1およびSck2は、SpTORC1活性の高い富栄

養培地で高度なリン酸化が認められ、窒素源枯

渇により著しく減少した。一方、Gad8はリン酸

化が認められたが、栄養による変動は見られな

かった。次にこれら分子の遺伝子欠失株を作製

し、リボソームタンパク質S6のSpTORC1依存性

のリン酸化制御に関わるキナーゼの同定を試

みた。sck1、sck2およびgad8の遺伝子欠失株で

のS6のリン酸化は野生型株のものと大きな違

いは見られなかったが、一方、psk1欠失株では

富栄養下においてもリン酸化は検出されなか

った。さらにS6の恒常的なリン酸化が見られる

tsc2欠失株やtor2活性化型株においても、psk1
遺伝子欠損ではS6のリン酸化は見られず、Psk1

を介したSpTORC1シグナリングによるリン酸化

制御が示唆された。また、Psk1は試験管内でS6



をリン酸化し、Psk1が分裂酵母のS6キナーゼであ

ることが示された。 

（３）Psk1のリン酸化部位と機能の検討 

ヒトS6K1ではキナーゼドメイン近傍の活性化

ループをはじめ、ターンモチーフおよび疎水性

モチーフが異なるキナーゼによるリン酸化を

受け、活性化に寄与する。すなわち、活性化ル

ープはPDK1に、ターンモチーフと疎水性モチー

フはmTORC1によってリン酸化される。Psk1にも

これらの領域は保存されており、リン酸化制御

および活性への作用が予想されたため、各領域

のリン酸化が予想されるセリンまたはトレオ

ニンをアラニンに置換した非リン酸化型変異

体を作製した。それぞれの変異体では、リン酸

化の有意な減少が認められ、特にターンモチー

フ変異体では顕著であった。また、S6のリン酸

化はどの変異体でも著しい減少がみられ、これ

らの結果より、Psk1はS6K1と同様に保存された

領域においてリン酸化され、活性制御を受ける

ことが示唆された。 

 

（２）SpTORC1シグナリングによるS6K1オーソロ

グのリン酸化制御 

次に、Psk1とSck1およびSck2の栄養依存的なリン

酸化について、SpTORC1シグナリングの関与を検

討した。TORC1特異的阻害剤であるラパマイシン

は、Psk1とSck1およびSck2の少なくとも一部のリ

ン酸化を阻害し、tor2ラパマイシン耐性変異株で

は、阻害効果が抑圧された。Tor2の恒常的活性化

変異体は窒素源の枯渇後においても活性が維持

されるが、Psk1とSck1およびSck2の一部のリン酸

化は、tor2活性化型変異株において窒素源枯渇後

も維持された。また、SpTORC1はこれら分子の組

み換えタンパク質を試験管内で有意にリン酸化

した。さらに、Psk1はtor2温度感受性株において、

制限温度によるリン酸化の顕著な低下が認めら

れ、これらの結果から、S6K1オーソログである

Psk1とSck1およびSck2では少なくとも一部のリ

ン酸化が栄養シグナル依存的にSpTORC1を介した

制御を受けることが明らかとなった（図１）。 

 さらにS6K1の疎水性モチーフのリン酸化を

認識できる抗体を用いて、Psk1の疎水性モチー

フのリン酸化が、栄養依存的にSpTORC1によっ

て制御されることが明らかとなった。また、

SpTORC1は試験管内で精製Psk1のターンモチー

フと疎水性モチーフをリン酸化した。 

 一方、SpTORC1はTor2の他、複数のタンパク質

によって構成される。そのうちMip1は、これまで

の知見からTORC1機能に必須な分子であることが

示唆されているが、他の分子の機能は明らかでな

かった。Tor2とMip1以外のSpTORC1構成分子であ

るpop3、toc1およびtco89遺伝子の欠失株を作製

して、Psk1とその基質であるS6のリン酸化レベル

を測定し、欠失株でのSpTORC1活性を評価した。

まず、これらの欠失株の生育はいずれも野生型株

と大きな違いは認められず、tor2やmip1遺伝子の

ように必須遺伝子ではなかった。出芽酵母の

Tco89オーソログはTORC1活性に関与するが、分裂

酵母ではtco89をはじめ、pop3およびtoc1欠損株

においても、Psk1とS6のリン酸化は検出され、窒

素源枯渇への応答も確認され、SpTORC1の少なく

ともPsk1とS6の制御にはこれらの分子は作用し

ないことが明らかとなった。しかし、pop3欠損株

では若干のSpTORC1活性の低下が認められた。 

 一方、分裂酵母のPDK1オーソログはKsg1とし

て知れるが、ksg1温度感受性変異株を用いた解

析や試験管内でのキナーゼアッセイから、Ksg1

はPsk1の活性化ループのリン酸化と活性に寄

与することが明らかとなった。これらの結果か

ら、Psk1とS6K1におけるリン酸化と活性制御の

メカニズムは進化的に保存されていることが

示唆された（図２）。 

 

 

 
(4)様々な栄養シグナルによるSpTORC1の活性

制御 

 次に、窒素源であるアンモニウム以外の栄養

素について、SpTORC1活性への作用を検討した。

はじめにグルコースの枯渇は、SpTORC1活性を

著しく低下させた。一方、アミノ酸のグルタミ

ン酸およびプロリンはSpTORC1活性に作用せず、

哺乳類ではmTORC1を活性化させることで知ら

れるロイシンも寄与しなかった。一方、グルタ

ミンは培養液への添加によりSpTORC1を活性化

させただけでなく、グルタミン合成阻害剤を用



いて細胞内のグルタミンを枯渇させたところ、

SpTORC1活性の低下が認められた。細胞に取り込

まれるアンモニウム量と生合成されるグルタミ

ン量には密接な相関性がある。そのことから分裂

酵母では細胞内のグルタミン濃度が、SpTORC1活

性を制御する可能性が示された。 

 

（５）長時間の栄養枯渇時に見られるSpTORC1の

活性上昇 

 多くの生物種においてTORC1シグナリングは富

栄養状態で活性が高く、その枯渇により活性を失

うと信じられてきた。しかし分裂酵母において、

Psk1のリン酸化は窒素源枯渇後、３時間以降に弱

いながらも再上昇が認められ、SpTORC1の再活性

化が示された。このことは、哺乳類培養細胞およ

び出芽酵母において最近報告された、栄養枯渇時

のTORC1活性の再上昇と一致する。今後は、その

活性化メカニズムと栄養枯渇時のTORC1機能の解

明が課題となる。 

他の生物種と同様に分裂酵母においてもTORC1は、

少なくとも３種のプロテインキナーゼを基質と

することが明らかとなった。キナーゼは多くの基

質をリン酸化して機能を制御することにより、情

報伝達の幅を広げることが可能である。このこと

は多くの細胞機能を制御するTORC1シグナリング

の役割を支持するが、Psk1をはじめ、基質となる

キナーゼは細胞の生育には必要ではなく、

SpTORC1シグナリングによる細胞制御機構の解明

には、新たな基質の探索を含めた更なる研究が必

要である。 

 これまで分裂酵母では細胞内の SpTORC1 活性

の変動をより直接的に測定することは難しかっ

たが、Psk1 と S6 のリン酸化を調べることによ

り簡便化することができた。実際に、これらの

リン酸化を測定することで、分裂酵母では哺乳

類とは異なり、ロイシンは SpTORC1 の活性化に

は必要ではなく、グルタミンを要求することを

見いだし、さらに、長時間の栄養枯渇が SpTORC1

活性を再上昇させることを示せた。今後は栄養

シグナルだけでなく、ストレスなど多くの

SpTORC1 の制御シグナルが明らかとなることが

期待される。 
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