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研究成果の概要（和文）：mTORC1キナーゼ阻害剤であるラパマイシンは、抗がん剤としての作用に注目が集まるものの
、mTORC1抑制以下の詳細な作業機序は不明であった。申請者はリン酸化プロテオミクス解析により、のべ20000を超え
るリン酸化を解析し、mTORC1キナーゼによって制御されるリン酸化を新規に約30分子同定した。その中でも転写因子FO
XK1に着目して解析した結果、mTORC1-FOXK1-CCL2というシグナル経路の存在を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Rapamycin, mTORC1 inhibitor, has drug efficacy of anti-cancer. However, effectors 
of mTORC1 kinase are not fully understood. To explore the effecetors of mTORC1, we carried out phosphoprot
eomics analysis and newly identified 30 effectors from the total 20000 phosphopeptides. Next, we analyzed 
FOXK1 as a transcription factor activated by mTORC1, and identified mTORC1-FOXK1-CCL2 signaling pathway. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、mTORの研究は爆発的な広がりを

見せている。mTORは真核生物全般に広く

保存されたリン酸化酵素である。そしてア

ミノ酸感知やインスリンシグナル経路の中

心に位置し、細胞成長を司る分子として知

られている。mTORは様々な細胞機能を制

御する。活性化したmTORは転写・翻訳の

制御、細胞の大きさや細胞骨格の制御、オ

ートファジーの制御などを行い、細胞を成

長へとシフトさせる。またmTORの重要性

に加えて、その阻害剤であるラパマイシン

の薬効作用も大きな注目を集めている。線

虫やマウスにラパマイシンを投与すると寿

命が延長することが知られ、またヒトの悪

性腫瘍や2型糖尿病のような代謝不全、さら

に良性の造腫瘍症候群に対して高い治療効

果をあげる。以上のようにmTORについて

の研究は盛んになされているが、これまで

の研究はmTOR自身の活性化機構に集中し

ており、一方で「活性化したmTORがどの

下流分子を活性化させるか」についての知

見は圧倒的に少ない。mTORが活性化させ

る下流分子群には細胞を成長へと導く際の

実行因子や、ラパマイシンの薬効を説明す

る分子が含まれるはずだが、現在知られて

いる下流分子だけではmTORの多彩な機能

を説明するには十分とは言えず、未知の下

流分子群の同定は大きな課題といえる。 

 

２．研究の目的 

mTORの下流分子群を同定することで、

細胞の栄養応答や、ラパマイシンの薬効に

ついて分子メカニズムを解明する。 

 

３．研究の方法 

申請者の所属する研究室では質量分析計

を用いた解析技術の開発を 10 年以上にわた

って行ってきた。その中でリン酸化の大規模

な 定 量 解 析 の た め の 新 規 技 術

（Phospho-iTRAQ システム）を確立してい

る。このシステムを用いれば、一度の解析で

10,000 を超えるのリン酸化についてその変

動を定量的に比較することが可能である。申

請者は複数の実験条件におけるリン酸化の

変動について大規模データを取得し、以下の

条件を満たすリン酸化の絞り込みを行う。①

血清刺激によって mTOR を活性化させた際

に亢進するリン酸化の中で、②ラパマイシン

処理によって抑制されるものを選び、③その

中から ERK 阻害剤では抑制されないリン酸

化をリスト化する。またその中から④インス

リン刺激によって mTOR を活性化させると

亢進するリン酸化で、⑤かつアミノ酸刺激に

よっても亢進するリン酸化を選び出す。上記

の 5つの条件を組み合わせた解析から新規の

mTOR 下流候補分子を探索する。さらにその

中からいくつかの分子に着目し、詳細な解析

を進める。 

４．研究成果 

申請者は上述した Phospho-iTRAQ システ

ムを用いて、ラパマイシン処理、インスリン

刺激、アミノ酸刺激による細胞内リン酸化の

応答を解析した。のべ 20,000 を超えるリン

酸化を同定し、刺激前後でのリン酸化の変動

を定量した結果、mTORC1 の新規下流分子

として 30 分子を同定した。その中にはフォ

ークヘッド転写因子 FOXK1 が含まれ、申請

者はこれに着目した (図 1)。 

 

引き続きマイクロアレイ解析と ChIP 解析

を行った。mTORC1-FOXK1 経路の下流で発

現上昇する遺伝子を探索するために、

RhebCA を細胞に導入し mTORC1 したサン

プル、RhebCA 導入とともに Rapamycin を

処理したサンプル、FOXK1 をノックダウン

したサンプル、FOXK1 をノックダウンした

のちに RhebCA を導入したサンプルで遺伝

子発現を網羅的に比較したところ、炎症性ケ

モカインであるCCL2が唯一のターゲット遺

伝子であるとわかった。さらに ChIP-qPCR

解析を行ったところ、CCL2 上流に FOXK1

が結合し、またその結合能は mTORC1 の活

性依存的に変動することが明らかとなった。

これらの結果を総合すると、新規経路として

mTORC1-FOXK1-CCL2 経路を明らかにし

たと言える。(図 2) 

 

 

 

図1 mTORC1の新規下流ターゲット分子として 

FOXK1 を含む新規 30分子を同定した 
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