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研究成果の概要（和文）：膜構造を損なわない方法でTORC1サンプルを調製することにより、アミノ酸応答性TORC1活性
化をin vitroキナーゼアッセイにおいて再現することに世界で初めて成功した。この系の示すアミノ酸応答性が、栄養
応答に関わることが知られているGtr二量体依存的経路とは独立の機構によることを示し、その機構の構成因子としてP
I3キナーゼであるVps34と、PI(3)リン酸に結合するFYVEドメインをもつPib2タンパク質を同定した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a TORC1 kinase assay, by using a membrane-preserved TORC1 
preparation, that reproduces for the first time, to the best of our knowledge, the amino acid-responsive 
TORC1 activation in vitro. The amino acid-responsiveness of the assay system was shown to be independent 
of the well-known Gtr-dependent nutrient-responsive mechanism and to involve the Vps34 PI3 kinase and the 
Pib2 protein containing a PI(3)P-binding FYVE domain.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： TOR　TORC1　ラパマイシン　アミノ酸　ストレス顆粒　グルタミン
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 生育環境に応じて成長と代謝とを適切に
調節することは、生物にとって最も基本的な
適応応答である。この制御に枢要な役割を果
たしているのが、免疫抑制剤／抗がん剤ラパ
マイシンの標的分子 TOR（ほ乳類では
mTOR）を触媒サブユニットとする TORC1
（TOR complex 1）キナーゼ複合体である。
TORC1 は構造、機能とも真核生物を通じて
保存されており、酵母では TOR-Kog1-Lst8
（ほ乳類では mTOR-raptor-mLst8）という
サブユニットからなっている。 
 TORC1 の活性は、アミノ酸栄養、エネル
ギー、ストレス、ほ乳類の場合にはさらに増
殖因子に応答して制御されている。活性化さ
れた TORC1は、種々の標的基質のリン酸化
を介して、高分子生合成や、栄養の取り込み、
自食作用などを制御しており、これらの諸過
程を介して、同化的か異化的かという代謝パ
ターンの大きな切り替えの根本を担ってい
ると考えられている。さらに、ほ乳類におい
ては、発生・分化・神経機能・癌・免疫・生
活習慣病・老化への決定的な関与が示されて、
多くの分野にわたる関心を集めるようにな
っている。 
 TORC1 の制御下にある諸過程については、
直接の標的基質の同定をはじめとした制御
機構が次第に明らかにされつつあるのに対
して、TORC1 自身の活性制御機構について
は研究が立ち後れている。特に、アミノ酸栄
養やストレスによって TORC1の活性が制御
される機構については不明な点が多い。最近、
アミノ酸栄養が豊富な条件下では TORC1が
液胞（ほ乳類ではリソソーム）膜上に局在化
し、そのことが活性化に必要であることが報
告された。これは、液胞膜上にアンカーされ
ている低分子量 Gタンパク質 Gtr二量体（ほ
乳類では Rag二量体）がアミノ酸栄養依存的
に活性化され、TORC1 をリクルートするこ
とによる。さらに最近、ロイシンを tRNALeu

に転移する反応を触媒するロイシル tRNAシ
ンセターゼ（LeuRS）がアミノ酸を検知する
センサーとして機能することが酵母とほ乳
類において報告された（Mol Cell 46: 105-110 
(2012)、Cell 149: 410-424 (2012)）。しかし、
これに反する証拠も報告されており、アミノ
酸センサーの実体に関しては未だ結論を見
ていない。 
 我々はこれまで、TORC1 活性化機構に焦
点を当て、酵母とほ乳類培養細胞の二つの実
験系を用いて研究を進めてきた。その過程で、
熱ストレスにさらされた細胞において、細胞
質中に形成されるストレス顆粒と呼ばれる
mRNP構造体に、TORC1が一過的に隔離さ
れて不活性化され、このことがストレスから
の回復期に TORC1再活性化のタイミングを
調節していることを酵母において明らかに
した（Mol. Cell 47: 242-252 (2012)）。 
 
 

２．研究の目的 

 本研究は、ストレス応答性 TORC1活性制
御機構の解析を進めるとともに、残された最
大の問題である栄養応答性 TORC1活性化機
構の解明を目指すものである。 

(1) 熱ストレスによるストレス顆粒への
TORC1隔離機構の解明 
 上述のように、熱ストレスに応答して
TORC1 がストレス顆粒へと一過的に隔離さ
れ、不活性化されることを見出している。こ
の新規な制御機構の詳細とその生理的意義
を明らかにするとともに、同様な隔離がほ乳
類細胞でも保存されているか否かを検討す
る。 

(2) 新規 TORC1 制御因子の探索と TORC1
活性制御機構の解明 
 網羅的な遺伝学的スクリーニングを酵母
において行い、TORC1 の新しい活性制御因
子を包括的に同定したい。特に、Gtr 二量体
を介した既知の活性化機構では説明のつか
ない、栄養応答性 TORC1活性化機構の存在
を示す証拠を得ており、その実態を明らかに
したい。また、そのための強力な研究ツール
として、栄養応答性 TORC1活性化を再現で
きる in vitroアッセイ法を確立したい。 

 成長と代謝を適切に調節することは生物
の最も基本的な適応反応であって、TORC1
の関与する生理／病理現象は広汎である。本
研究の目指す TORC1活性制御の解明は、そ
れら全ての生命現象の根本的理解に欠くこ
とができない知見を提供するばかりでなく、
医学・栄養学・生物生産など多岐にわたる応
用のための基盤技術を提供するものである。 
 
 
３．研究の方法 

(1) 熱ストレスによるストレス顆粒への
TORC1隔離機構の解明 
 酵母細胞を熱ストレスにさらすと、TORC1
が一過的にストレス顆粒へと隔離され不活
性化されることを明らかにしてきた（Mol. 
Cell 47: 242-252 (2012)）。この隔離において、
TORC1 との直接の結合にあずかるストレス
顆粒構成因子を同定するため、既知の構成因
子のうち遺伝子破壊が致死にならないもの
全てについて検討したが、ストレス顆粒形成
と TORC1隔離のいずれについても、起こら
なくなる破壊株は無かった。そこで、遺伝子
破壊が致死になる構成因子について検討を
加えた。これらの因子の温度感受性変異株を
用いるか、または、遺伝子のプロモーターを、
発現のON/OFFが可能なGALプロモーター
に置換した株を作製し、グルコース培地に移
してこれらの因子の発現を抑えた場合に、ス
トレス顆粒形成と TORC1隔離が起こらなく
なるものを探索した。構成因子のうち、翻訳
開始因子 eIF3 は TORC1 による基質リン酸
化の足場ともなっていることがほ乳類細胞



において報告されており、求める結合因子の
有力な候補であった。 

(2) LeuRS-Gtr 二量体を介した栄養応答性
TORC1活性化の再検討 
 LeuRSの特異的阻害剤である DHBBで処
理した細胞と Gtr破壊株において、栄養に応
答した TORC1 活性化を、基質である Sch9
のリン酸化を指標に検討した。評価はリン酸
化特異抗体を用いたウエスタン法によった。 

(3) 栄養応答性 TORC1活性の in vitroアッ
セイ系の開発 
 膜構造をなるべく損なわないように透過
性化した細胞、または精製液胞画分を調製し、
これを TORC1サンプルとしてアッセイに供
した。基質としてほ乳類 4E-BP1を用い、リ
ン酸化特異抗体を用いたウエスタン法でリ
ン酸化を定量した。 

(4) 新規 TORC1制御因子の探索 
 Gtr二量体に依存しない TORC1活性化機
構の重要性が確認されたので、以下の 2つの
方法でGtr二量体非依存的活性化機構の構成
因子をスクリーニングした。 
① TORC1活性が低下したGtr二量体破壊株
にマルチコピーベクターに作製したゲノム
ライブラリーを形質転換して、高発現するこ
とにより TORC1活性を回復させる遺伝子を、
カフェインとラパマイシンに対する耐性を
指標にスクリーニングした。 
② 液胞に局在し、かつ TORC1経路との遺伝
学的相互作用を示す因子を、酵母の網羅的解
析の結果をまとめたデータベースからリス
トアップした。遺伝子破壊株が TORC1活性
の低下を示すことを指標に候補遺伝子を絞
り込んだ。 

(5) 酵母 TORC1の活性制御機構の解明 
 (4)で得られた候補について遺伝子破壊株
を得て、(3)で開発した in vitroアッセイ法を
用いてアミノ酸依存的 TORC1活性化能の有
無を調べた。 
 
 
４．研究成果 

(1) 熱ストレスによって誘導される TORC1
のストレス顆粒への隔離機構の解明 
 隔離に際して直接に相互作用するストレ
ス顆粒側の構成因子を同定するため、構成因
子のうち遺伝子破壊が致死になる eIF4E
（cdc33-1）と eIF3A（rpg1-1）の温度感受
性変異株、および eIF3A（RPG1）と eIF3B
（PRT1）のプロモーターシャットオフ株を
検討したが、ストレス顆粒形成と TORC1隔
離のいずれにおいても欠損を示すものは無
かった。このことから、ストレス顆粒の高度
な構造冗長性が明らかになるとともに、
TORC1 隔離がストレス顆粒形成と分かちが
たく結びついた現象であることが示された。 
 また、我々が見出したのと同様なストレス
顆粒への TORC1隔離がほ乳類細胞において

も起こることが、本研究を開始する直前に報
告されたことを付け加えておく（Cell 152: 
791-805 (2013)、Cell 154: 859-74 (2013)）。 

(2) LeuRS-Gtr 二量体を介した栄養応答性
TORC1活性化の再検討 
 LeuRSとGtr二量体のそれぞれについて、
それらの機能を欠損させた細胞の栄養応答
性 TORC1活性化能を検討した。いずれの場
合も、種々の窒素源に応答した TORC1活性
化能は失われていなかった。このことは、栄
養応答性 TORC1活性化にGtr二量体を介す
る機構が果たす役割は、あくまで限定的なも
のであることを示している。 

(3) 栄養応答性 TORC1活性の in vitroアッ
セイ系の開発 
 TORC1 活性の栄養応答能を評価するため
には、in vivo活性評価系を用いる限りは、細
胞内への栄養取り込みの効率の影響を排除
することができない。さらに、TORC1 活性
自体が栄養取り込み能を制御する働きを持
つため、栄養状態と TORC1活性の関係は in 
vivoにおいていっそう複雑になる。そのため、
in vitroの TORC1活性評価系の開発が強く
望まれていたが、これまでのところ TORC1
活性のアミノ酸応答性を再現できる系は、材
料とする生物種を問わず成功例がない。 
 そこで、本研究ではアミノ酸応答性
TORC1活性の in vitroアッセイ系の開発に
取り組んだ。膜構造をなるべく損なわないよ
うに TORC1サンプルを調製し、キナーゼア
ッセイに供したところ、アッセイにアミノ酸
を加えることでキナーゼ活性の亢進を認め
た。これは、TORC1活性の栄養応答性を in 
vitroで再現したこれまでで唯一の例である。 
 この系を用いて、20種類のアミノ酸につい
て TORC1活性化能を評価したところ、グル
タミンとシステインにのみ活性化能が認め
られた。さらに、活性化能を示すのは L-体の
アミノ酸に限られることから、この活性化は
生理的なアミノ酸検知機構を介したもので
あると考えられる。また、この活性化は単離
した液胞を TORC1標品として用いた場合に
も観察されることから、活性化機構の構成因
子は液胞に局在していることがわかった。膜
電位を損なう処理や、膜を透過性にする処理
をしても活性化には影響しないことから、こ
の系で検出される活性化機構は、液胞膜外の
アミノ酸を検知していると考えられる。 
 この系で検出される活性化機構と、既知の
活性化機構であるGtr二量体依存的経路との
関連を検討するため、Gtr1破壊株や Ego3破
壊株を用いて同様の評価を行ったところ、ア
ミノ酸依存的 TORC1活性化に欠損は見られ
なかった。したがって、この系で検出してい
るのはGtr二量体非依存的な TORC1活性化
機構であると考えられる。 

(4) 新規 TORC1制御因子の探索 
 Gtr二量体に依存しない TORC1活性化機
構の重要性が確認されたので、３．に示した



2つの方法で Gtr二量体非依存的活性化機構
の構成因子をスクリーニングした。いずれの
方法によっても多数の候補遺伝子が同定さ
れた。同定された遺伝子は、リボソーム生合
成因子、栄養源トランスポーターとその制御
因子、ユビキチン・プロテアソーム系、シグ
ナル伝達因子などに分類された。 

(5) TORC1 in vitroアッセイ系を用いた新規
TORC1制御因子の解析 
 (4)で得られた候補について遺伝子破壊株
を得て、in vitro アッセイ法を用いてアミノ
酸依存的 TORC1活性化能の有無を調べたと
ころ、PI3 キナーゼである Vps34 と、PI(3)
リン酸に結合する FYVE ドメインをもつ
Pib2 タンパク質の破壊株がいずれも活性化
能を失っていることが明らかになった。その
ため、Vps34によって液胞膜上に産生された
PI(3)リン酸を介して Pib2が液胞膜へとリク
ルートされることが、Gtr 二量体非依存的な
TORC1 活性化に必須であると考えられる。
この経路におけるアミノ酸センサーの同定
が急務である。 

(6) TORC1 を介した細胞形態と細胞成長の
調整機構の解明 
 アクチン骨格は、細胞形態を規定するとと
もに、TORC1 活性制御を介して細胞成長を
調節することで、これら二つの過程の調整が
果たされていることを国際共同研究により
明らかにした。 

(7) 細胞内膜輸送系が TORC1 活性化に及ぼ
す影響の検討 
 細胞内膜輸送系の種々の機能複合体が、細
胞内アミノ酸ホメオスタシスの維持等を介
して TORC1活性に必須の役割を果たしてい
ることを国際共同研究により明らかにした。 

(8) TORC1 活性が細胞内グルタチオン濃度
に及ぼす影響の検討 
 TORC1 活性化により、細胞内のグルタチ
オン濃度が低下し、ストレスに対する感受性
が亢進することを共同研究により明らかに
した。 

(9) ほ乳類における mTORC1 の生理機能の
解明 
 酵母 TOR の活性化型変異体に関する知見
をもとに独自に開発していた活性化型
mTOR変異体を、脳でコンディショナルに発
現する遺伝子導入マウスを共同研究により
作出し、mTORC1 活性化により発達時期に
応じて異なった神経疾患の症状を再現する
ことに成功した。 
 また、免疫制御に関与する転写因子 Bach2
が mTORC1 によりリン酸化されることを共
同研究により明らかにした。 
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