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研究成果の概要（和文）：細胞膜型ロイシン受容体の活性が見られる細胞と、見られない細胞の細胞膜画分を用いた網
羅的比較定量プロテオミクスにより、細胞膜型ロイシン受容体の候補因子群を見出した。機能解析の結果、増殖因子の
受容体を介したシグナル伝達に関与しており、アミノ酸シグナル系と協調的にmTORC1の活性化に寄与する因子を見出し
た。また、サンプル調製法と測定法に改良を加えて膜タンパク質に特化した比較定量プロテオミクスの測定系を確立し
たほか、比較定量リン酸化プロテオミクスの測定系を確立した。細胞膜型ロイシン受容体の分子同定とそのシグナル系
とのリンクの網羅的解析に向けて、充分な基盤技術を確立することができた。

研究成果の概要（英文）：By comparative quantitative proteomics using mass spectrometry, several candidates
 for the plasma membrane leucine receptor were identified. Functional analysis of these candidates reveale
d that one protein plays a role in mTORC1 pathway downstream of growth factor receptors and thereby regula
tes the activity of mTORC1 cooperatively with amino acids. We also developed a new analytical procedure of
 mass spectrometry suitable for integral membrane proteins by improving the sample preparation process and
 mass spectrometric measurement, because the detection and identification of integral membrane proteins we
re difficult in general. Additionally, to reveal the overall signaling events downstream of leucine recept
or, we established a method for quantitative phosphoproteomics. The technical basis fundamentally importan
t for the identification of leucine receptor has been established in this study.
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１．研究開始当初の背景 
栄養供給量に応じて適切にタンパク質合
成を進行させることは、細胞の生存にとって
必須の要請である。そのためには、使用し得
るアミノ酸量を感知して、転写・翻訳を制御
するフィードフォワード機構が必要となる。
そのようなアミノ酸に対する代謝応答は、セ
リン/スレオニンキナーゼである mTOR
（mammalian target of rapamycin）を中心
に据えたシグナル系が担っている。mTOR が細
胞内で形成している2つのタンパク質複合体
mTORC1 と mTORC2 のうち、特に mTORC1 がアミ
ノ酸応答を担い、細胞成長や増殖を司る。最
近の国内外の研究により、mTOR 系のシグナル
分子が数多く同定されたが、細胞がアミノ酸
を感知する分子機構は未だ不明であり、当該
分野における最重要課題の一つとなってい
る。 
mTORC1 は、アミノ酸のうち特にロイシンに
より強く活性化される。多くの哺乳類培養細
胞株では、ロイシンは細胞内に取り込まれ、
以前から存在が想定されている細胞内のア
ミノ酸センサーによって感知される。そのた
め、mTORC1 下流の p70S6K(p70 S6 kinase)の
リン酸化は、アミノ酸取り込み阻害薬である
BCH
（ 2-Aminobicyclo-(2,2,1)-heptane-2-carb
oxylic acid）によって抑制される。しかし、
研究代表者は一部の培養細胞株においては、
BCHがロイシンによるp70S6Kのリン酸化を抑
制しないことを見いだした。これはロイシン
が細胞内に取り込まれずに感知されること
を意味しており、細胞膜におけるロイシン受
容体の存在を示唆している。 
 
２．研究の目的 
細胞のアミノ酸応答機構は、その細胞内シ
グナル伝達を担う mTOR 系の研究が先行して
いるが、アミノ酸濃度情報を感知し、リン酸
化シグナルへと変換する分子が未だ同定さ
れていない。本研究は、アミノ酸応答の起点
として、従来想定されていた細胞内アミノ酸
センサーとは別の今まで知られていなかっ
た細胞膜ロイシン受容体が存在することを
見いだし、その分子同定と mTOR シグナル系
へのリンクを解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞膜タンパク質の網羅的比較定量プ
ロテオミクスによるロイシン受容体の探索 
細胞膜型ロイシン受容体の活性が見られ
る細胞と、細胞内センサーの活性が見られる
細胞の間で、細胞膜タンパク質の網羅的な比
較定量プロテオミクス解析を実施した。培養
細胞の細胞膜表面タンパク質をビオチン標
識試薬でラベルし、ビオチン-アビジン系を
利用したアフィニティー精製により回収し
た後、トリプシンでペプチド化した。得られ
たペプチドは、安定同位体標識を用いて定量
する iTRAQ（Isobaric tags for relative and 

absolute quantitation）法により解析した。
2 種類の細胞間で細胞膜タンパク質発現量の
網羅的比較定量をおこない、細胞膜型受ロイ
シン容体活性を示す細胞において特に高い
発現を示す受容体様因子および受容体結合
能を有している可能性が高い因子の絞り込
みをおこなった。また、サンプル調製法と質
量分析計による測定法の改善にも取り組み、
細胞膜画分調製法に改良を加えて膜貫通型
タンパク質の同定数を向上させることを試
みた。 
 
(2) アミノ酸-mTORC1 シグナル系における
ロイシン受容体候補因子の機能解析 
細胞膜型ロイシン受容体活性を示す細胞
において選択的に高い発現が見られた候補
因子のそれぞれについて、RNA 干渉法による
遺伝子ノックダウンを実施してアミノ酸
-mTORC1 系における機能解析をおこなった。
候補因子の発現を抑制した細胞に対してア
ミノ酸飢餓処理をおこなった後、ロイシンを
含むアミノ酸を添加して mTORC1 活性化に対
する影響の有無を検討した。mTORC1 の活性化
は、既知の mTORC1 下流因子である p70S6K お
よび 4EBP1のリン酸化特異的抗体を用いたウ
ェスタンブロッティングにより評価した。ま
た、mTORC1 系への入力がアミノ酸とは異なる
とされる、増殖因子を介した mTORC1 シグナ
ル伝達系への影響も併せて解析を実施した。 
 
(3) アミノ酸シグナル伝達系解析のための
比較定量リン酸化プロテオミクス 
 アミノ酸を起点とした細胞内のシグナル
伝達系の全体像を明らかにするため、リン酸
化プロテオミクスの測定系確立をおこなっ
た。細胞破砕液をトリプシン処理後、金属イ
オンとリン酸基の親和性を利用した iMAC
（ Immobilized metal affinity 
chromatography）法によりリン酸化ペプチド
を精製し、iTRAQ 法を組み合わせて比較定量
を試みた。細胞内センサーを発現している細
胞株をモデルに用いて、BCH の存在下と非存
在下でリン酸化の網羅的変動解析を実施し
た。 
 
４．研究成果 
細胞膜タンパク質の網羅的比較定量プロ
テオミクスの系を確立した。得られた定量値
から、細胞膜型受容体の活性を示す細胞と、
細胞内センサーの活性を示す細胞間での発
現量の比を算出し、その中でも特に前者での
発現量が高い因子を絞り込んだ。さらに、そ
の中から受容体様因子および受容体に結合
する可能性が高いと考えられる7つの因子を
候補因子として選別した。また、質量分析の
サンプル調製法と測定法にも改良を加えた。
特に、より低シグナルのデータについても高
い定量性を発揮する非標識法による比較定
量プロテオミクスの導入により、一般に同定
が困難とされている、受容体や膜輸送体など



の複数回膜貫通型タンパク質の同定数を大
幅に増やすことに成功した。細胞膜型ロイシ
ン受容体の分子同定に向けて充分な技術的
基盤を立ち上げることが出来た。 
上記 7つのロイシン受容体およびその関連
分子の候補因子について、遺伝子ノックダウ
ンによる機能解析を実施した。その結果、ノ
ックダウンによってアミノ酸添加時の
mTORC1 活性化が著しき減弱する因子を見出
した。その後の解析により、同因子がインス
リンやIGF-1などの増殖因子受容体を介した
MAP キナーゼ、Akt、TSC2 などの多くの因子
の活性化に関与しており、アミノ酸シグナル
と協調的に mTORC1 の活性化に関与している
ことを明らかにした。 
IMAC法とiTRAQ法を組みあわせた比較定量
リン酸化プロテオミクス解析では、アミノ酸
刺激に応答してリン酸化が上昇する約400種
類のタンパク質を見出すことができた。受容
体分子の特定後は、この手法により受容体下
流の細胞内シグナル伝達系の網羅的な解析
に取り組む予定である。 
細胞のアミノ酸感知機構は、従来、細胞内
に存在するものと考えられてきた。本研究は、
細胞膜型ロイシン受容体が存在し、それから
mTOR 系へのシグナルが入ることを提唱する
ものである。さらに、当該受容体の作用薬の
開発は、mTOR シグナル系の破綻が関与する
糖尿病、癌、肥満、メタボリック症候群等の
疾患の治療薬開発へと繋がる可能性がある。
細胞膜ロイシン受容体の分子同定は、アミノ
酸シグナル研究に革新的な進展をもたらす
とともに、新しいカテゴリーの受容体を提唱
することになり、情報受容・伝達の薬理学に
新たな領域を拓くものと考えている。 
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