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1.研究実施の概要 

ラパマイシンの細胞内標的たんぱく質であるmammalian Target of Rapamycin (mTOR)は

分子量290Kの巨大なセリン・スレオニンたんぱく質リン酸化酵素であり、これまでの研究

実績から、mTORを介するシグナル伝達系が、細胞を取り巻く環境中のアミノ酸バランスを

感知し、細胞成長（細胞のサイズ）を制御していると考えている。本研究課題では「細胞

成長を司るたんぱく質群」の構成因子とその機能を明らかにすることを目的としている。

本年度に行われた種々の解析から、哺乳類および出芽酵母の系において、これまでTORと

の関連が知られていなかった複数のたんぱく質が、TOR情報伝達系に関与していることを

示す結果が得られた。いずれのたんぱく質も、細胞の機能において重要な役割を持ってい

る分子であり、これらの分子の一部は、mTORを中心としたたんぱく質複合体の構成因子で

ある可能性が高く、また複合体を構成していなくとも「細胞成長を司るたんぱく質群」の

一員として、細胞成長に深く関わっているたんぱく質であることが予想される。これらの

成果に加え、mTORのノックアウト解析、ラパマイシンの作用機構や翻訳抑制機能の解析等

の解析も行い、mTORシグナリングが、細胞成長を中心とした細胞の機能に重要な役割を担

っていることがより明確にされてきた。今後は本年度見出されたたんぱく質分子とmTORシ

グナリング、さらには細胞成長との機能的な関連性を詳細に解析するとともに、さらに

「細胞成長を司るたんぱく質群」構成因子の探索を続け、mTORを中心として「細胞成長を

司るたんぱく質群」全貌の解明を目指す。 

 

2.研究実施内容 

1. mTORを中心としたたんぱく質複合体構成因子の解析 

① 我々はこれまで、mTORが形成しているたんぱく質複合体の構成因子として、

raptorおよびWD40ドメインより構成されるmLST8を同定した。本研究課題は、細胞

成長制御シグナリングを司る蛋白質複合体の構成メンバーを同定することを目的と

して、raptorおよびmLST8に結合する蛋白質の探索、同定を試みた。Raptorおよび

mLST8に、FLAG-Tagを付加したリコンビナント蛋白質をHEK293細胞に発現させ、こ

のFLAG-raptor、もしくはFLAG-mLST8と共精製される蛋白質を、SDS-PAGEによって



分離し、質量分析法によって同定を試みた。質量分析法による解析は、H15年度に

CREST予算で導入したLC-Qを用いたmLST8の全長、raptorの全長、raptorのアミノ末

端側だけを有した変異体、およびraptorのカルボキシル末端側のWD40ドメイン構造

のみを持つ変異体をベイトとして用いたところ、mLST8およびraptorのWD40ドメイ

ン構造を持つカルボキシル末端側の変異体に、アミノ酸代謝に重要な役割を担って

いるある蛋白質 (Protein X)が有意に結合していることが見出された。アミノ酸代

謝に重要な役割を担っている蛋白質Protein Xが、細胞環境中のアミノ酸バランス

を感知して細胞成長を制御する中枢分子mTORと深く関連していることは極めてリー

ズナブルなことであるが、この分子とmTORとの関連はこれまで全く調べられていな

かった。我々は、mTORシグナル伝達系に抑制的に働くとの知見が得られている結節

性硬化症たんぱく質TSC1およびTSC2の複合体がProtein Xと総合作用する結果も得

ている。 

② 加えて、我々はFLAG-raptorをベイトとしたスクリーニングにおいて、mTORシグ

ナリングと深く関わる情報伝達系を構成するたんぱく質の転写や翻訳に関与するた

んぱく質Protein Yがraptorと結合することを見出した。このProtein YとmTORシグ

ナリングとの直接的な関連は知られていなかった。 

③ 一方、細胞成長制御シグナリングを司るmTORを中心とした蛋白質複合体の機能

を解明するためにRapamycinのこの複合体に対する影響を検討した。Rapamycinは、

細胞内でFKBP12と複合体を形成し、この複合体がmTORに結合することによりmTOR機

能を阻害するといわれているが、その詳細は不明であった。我々は、mTORが効率よ

く基質をリン酸化するために必要なraptorと、mTORとの相互作用に対する

rapamycin の影響を解析した。その結果、以下のことが判明した。 

a) in vivoにおけるmTORとraptorの結合は、rapamycin処理により著しく阻害さ

れた。 

b) FKBP12/rapamycinが結合できないmTOR変異体とraptorの結合は、rapamycin

処理によって抑制されなかった。 

c) rapamycin処理によりraptorとの結合が阻害されたmTORは、p70S6kなどに対

するリン酸化活性が低下していた。 

d) in vitroにおいても、FKBP12/rapamycinは直接mTORとraptorの解離を引き起

こした。 

 以上より、rapamycinは、mTORとraptorの結合、すなわちmTORが効率よく基質をリ

ン酸化するための足場形成を阻害することにより、mTORの機能を抑制していること

が明らかにされた。 

2. 細胞成長を司るたんぱく質群と他のリン酸化カスケードとのクロストークの解析 

AMP-activated protein kinase (AMPK)は、細胞のエネルギー代謝ストレスによっ

て上昇する細胞内AMPレベルを感知し活性化されるたんぱく質リン酸化酵素であり、

これまでに、AMPKがmTORシグナル系を抑制している可能性を報告してきた。現在、



raptorをはじめとするmTORを中心としたたんぱく質複合体を構成する分子とAMPKの

三量体サブユニットとのたんぱく質間相互作用について解析を行なった結果、一部

の複合体の構成因子と一部のAMPKサブユニットが相互作用している知見を得た。 

3. ノックアウトES細胞およびノックアウトマウスを用いた細胞成長を司るたんぱく質

群の機能解析 

これまでmTORの生化学的な機能解析は行われてきたが、哺乳類細胞におけるmTORの

果たす役割は遺伝的には解析されていなかった。そこでmTOR遺伝子ノックアウトを

行った。キナーゼドメインを破壊するターゲティングベクターを作成し、ES細胞で

相同組み換え体を得た。これを胚盤胞に注入し、キメラマウスを経てヘテロ変異マ

ウスを樹立した。ヘテロ変異マウス同士を交配させたが、誕生するマウスにホモ変

異体は存在しなかった。胎児を解析したところ、ホモ変異胚は着床後すぐに細胞が

増殖できず致死となった。ホモ変異の胚盤胞は存在したが、これを生体外で培養し

ても細胞の増殖は起こらなかった。通常のノックアウトではホモ変異のES細胞は得

ることができなかった。そこでCre-loxPシステムを用いたコンディショナルノック

アウトを行った。キナーゼ活性のC末端をloxP配列で囲むベクターを作成し、相同組

み換えES細胞を樹立した。これを高濃度の薬剤で選択することによりホモ変異体を

得た。この細胞をCreで処理し、C末端を欠失させるとES細胞は増殖を停止し、細胞

の大きさも縮小化した。これらの結果から、mTORはES細胞の増殖と成長の両者にお

いて重要な役割を果たしていることが明らかとなった。 

4. 出芽酵母を用いた細胞成長を司るたんぱく質群の同定と機能解析 

① TORによるAtg1複合体形成の制御 

 Atg1プロテインキナーゼは、その活性をTORにより負に制御されている。今年度、

その制御にAtg1結合タンパク質Atg17が関与していることを見いだした。すなわち、

Atg1-Atg17結合はTOR阻害剤ラパマイシン投与時のみに観察されることを明らかに

した。 

② TOR1結合タンパク質遺伝子KOG1の遺伝的解析 

 KOG1遺伝子はTOR結合タンパク質をコードしている必須遺伝子であり、昨年度ま

でにその温度感受性株（kog1ts）を取得している。今年度、kog1tsを用いてその多

コピーサプレッサーを取得し、現在解析中である。 

③ TOR2下流因子YPKキナーゼの同定とその活性化機構 

 出芽酵母TOR2遺伝子はPKC/MAPKカスケードを介して細胞壁合成・アクチン構築を

制御する重要な役割を担っている。ところが、その直接の下流因子は不明であった。

遺伝学的スクリーニングの結果、プロテインキナーゼYPK2がTOR2の下流因子である

ことを見いだした。YPK2の活性化型変異体がTOR2の機能を完全に相補できること、

in vitroでTOR2がYPK2を直接リン酸化できることから、YPK1/2がTOR2の直接の下流

に位置することが示された。 

 



5. mRNAの翻訳制御と細胞成長を司るたんぱく質群の相互作用解析 

細胞が静止、成長、増殖、がん化、アポトーシスと変化するに従い細胞中の翻訳が

高まる。成長と増殖に特異的な翻訳挙動を示す遺伝子を同定し細胞を成長状態に導

く遺伝子を明らかにする目的として、静止期、成長および増殖中の細胞のmRNAの翻

訳効率を調べた。細胞が静止から増殖期へ移行して亢進された翻訳はrapamycinによ

り阻害される。そこで、rapamycinに高感受性のBJAB細胞にrapamycinを添加し、任

意に選んだ遺伝子を個別に解析した。その結果、数種のmRNAsにおいて細胞内局在に

より、rapamycinによる翻訳抑制率が異なることを認めた。これは、同一の遺伝子の

mRNAが細胞内局在により異なる翻訳調節を受けていることを示唆する。次に、神経

細胞の軸策形成を細胞成長の研究モデルとして用いるために、遺伝子の情報が豊富

なマウスneuroblastoma系NS20Y細胞の軸策伸長が高頻度で起こる条件設定に成功し

た。更に、細胞の遊走・増殖に関与する遺伝子解析モデルとして実験創傷治癒系に

おける受傷シグナル応答での各種阻害剤キネティクスを検討した。その結果、ある

種の細胞の治癒反応では従来考えられていた転写・翻訳の順とは逆に、受傷から20

分までの翻訳過程と受傷後20分から40分までの転写過程の寄与が大きいことが明ら

かになった。従って、受傷後20分前後における転写因子mRNAの翻訳効率解析を網羅

的に行うことで、この細胞の遊走・増殖に寄与する遺伝子クラスターの発現状態の

予想が可能になると思われる。 

6. 細胞成長を司るたんぱく質群の機能を制御する化合物の探索 

細胞成長を司る蛋白質群のひとつである分子の活性を指標とした細胞培養系を用い

た評価系を構築し、栄養成分がこの評価系にどのような影響を及ぼすかを調べた。

その結果、細胞種により細胞成長を司る蛋白質群の活性化に必要とされる栄養素の

プロファイルが異なることが確認された。今後は、ある種の特異的な細胞の細胞成

長を司る蛋白質群の活性を制御する栄養素の選択性に関して研究を進める。 

 

3.研究実施体制 

米澤一仁グループ 

① 研究分担グループ長： 

米澤 一仁（神戸大学・バイオシグナル研究センター、教授） 

② 研究項目： 

細胞成長を司るたんぱく質群の同定と分子間相互作用解析 

細胞成長を司るたんぱく質群の翻訳後修飾基の解析 

迅速に細胞内情報伝達系を解明するためのプロテオーム解析法新技術、新方

法論の開発 

RNAi法を用いた細胞成長を司るたんぱく質群の機能解析 

細胞成長を司るたんぱく質群の細胞内における時間・空間的変動の解析 

細胞成長を司るたんぱく質群とリン酸化カスケードとのクロストークの解析 



山中伸弥グループ 

① 研究分担グループ長： 

山中 伸弥（奈良先端科学技術大学院大学・遺伝子教育研究センター・動物

分子工学部門、教授） 

② 研究項目： 

ノックアウトES細胞およびノックアウトマウスを用いた細胞成長を司るたん

ぱく質群の機能解析 

 

鎌田芳彰グループ 

① 研究分担グループ長： 

鎌田 芳彰（岡崎国立共同研究機構・基礎生物学研究所・細胞内エネルギー

変換機構研究部門、助手） 

② 研究項目： 

出芽酵母を用いた細胞成長を司るたんぱく質群の機能解析 

 

懸川友人グループ 

① 研究分担グループ長： 

懸川 友人（千葉大学大学院・薬学研究院・遺伝子薬物学部門、助教授） 

② 研究項目： 

mRNAの翻訳制御と細胞成長を司るたんぱく質群の相互作用解析 

 

竹鼻健司グループ 

① 研究分担グループ長： 

竹鼻 健司（味の素（株）・医薬研究所・創薬第２研究室、主任研究員） 

② 研究項目： 

細胞成長を司るたんぱく質群の機能を制御する化合物の探索 
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