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研究成果の概要（和文）：　酵母からヒトまで進化上保存されているTORC2 (TOR complex 2)-Akt経路は、ヒト
ではインシュリン刺激に反応し、分裂酵母では細胞外環境のグルコースを直接認識し反応する。研究代表者はこ
れまでに、自身が以前に同定したTORC2活性化因子Ryh1を通じて、分裂酵母TORC2-Akt経路がグルコースに応答し
ていることを見出していた。
　本研究では新たに、Ryh1に依存しない未知の分子機構によってもグルコースに応答した活性化制御をTORC2が
受けるという事実を見出した。また、グルコースに応答したTORC2がAktを活性化する鍵分子機構について新たな
知見を得た。

研究成果の概要（英文）：The TORC2 - Akt pathway is evolutionarily conserved from yeast to human. 
Whereas the human TORC2 pathway responds to insulin stimuli, the TORC2 pathway in a unicellular 
organism fission yeast directly responds to glucose in the extracellular environment. In the 
previous study, we utilized fission yeast as a model organism and found that Ryh1, a known activator
 of TORC2, is involved in glucose response of fission yeast TORC2.
In this study, we have discovered a novel mechanism that regulates TORC2 on glucose stimuli 
independently of Ryh1, although the precise molecular mechanism has remained to be elucidated. We 
have also revealed a key molecular mechanism how TORC2 activates Akt.

研究分野：細胞内シグナル伝達

キーワード： TOR
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１．研究開始当初の背景 
 
	 TOR (Target Of Rapamycin) は酵母から
ヒトまで広く保存されているセリン・スレオ
ニンキナーゼである。TORキナーゼが形成す
る複合体の一つ TOR Complex 2（以下
TORC2と表記）はヒトでは Akt（PKBとも
呼ばれる。以下 Aktで統一）を、分裂酵母で
は Gad8（ヒト Akt 相同タンパク質) をリン
酸化することでAktおよびGad8を活性化す
る (Ikeda et al., 2008)。ヒトでは TORC2は、
インスリンや他の成長因子刺激に応答して
Aktを活性化する。活性化された Aktは、未
分化の初期胚やガン細胞ではアポトーシス
を抑制し細胞増殖を促進すると共に、成体の
筋肉や脂肪組織ではグルコース代謝制御に
重要な役割を果たす。しかしながらヒト
TORC2 がインスリン刺激により活性化する
分子機構の詳細は未だ不明である。 
	 研究代表者は本研究開始以前に、対数増殖
期にある分裂酵母培養液からグルコースを
除去すると Gad8は速やかに脱リン酸化、不
活性化され、グルコース再添加により Gad8
は速やかにリン酸化、活性化されることを見
出した（研究開始時点において未発表の結
果）。この結果は、多様に分化した組織を持
つ多細胞生物であるヒトの TORC2が、体内
で分泌されるインスリンホルモンを介して
グルコースに応答する一方、単細胞生物であ
り細胞外環境の栄養を直接感知し取り込む
分裂酵母の TORC2は、細胞外環境のグルコ
ースに直接応答することを示している。ただ
し、インスリン受容体のような受容体チロシ
ンキナーゼはヒトと異なり分裂酵母には存
在しない。その替わりに、様々なヒトホルモ
ンを感知することが知られているＧタンパ
ク質共役受容体が、分裂酵母では細胞外環境
のグルコースを感知する受容体として機能
する事が知られている。 
	 研究代表者は本研究開始以前にまた、真核
生物に進化上保存された Rab 低分子量Ｇタ
ンパク質 Ryh1（ヒト Rab6相同タンパク質）
が TORC2 を活性化することを見出した
(Tatebe et al., 2010; Tatebe and Shiozaki, 
2010)。さらにまた、グルコース非存在下で
は Ryh1活性が有意に低下しており、ryh1遺
伝子機能欠損変異体や ryh1 恒常活性型変異
体では Gad8リン酸化がグルコースに応答し
なくなっていた（研究開始時点において未発
表の結果）。以上の結果から、分裂酵母では
細胞外環境のグルコースに応答した Ryh1の
活性化・不活性化を通じて TORC2活性が制
御されていることが明らかとなってきた。 
 
 
２．研究の目的 
 
	 分裂酵母では、Ｇタンパク質共役受容体が
細胞外のグルコースを直接感知する細胞表
層受容体として知られている。細胞外のグル

コースが分裂酵母Ｇタンパク質共役受容体
に直接結合すると、細胞内の３量体Ｇタンパ
ク質、アデニル酸シクラーゼ、PKA（cAMP- 
dependent protein kinase）が相次いで活性
化する。従って、Ｇタンパク質共役受容体依
存的に、３量体Ｇタンパク質や PKA の制御
下で Ryh1活性がグルコースに応答している
可能性が考えられた。 
	 Ryh1 を含めた低分子量Ｇタンパク質は、
GEF（グアニンヌクレオチド交換因子）によ
り GTPと結合して活性化し、GAP（GTPase
活性化タンパク質）により GDP と結合した
不活性型に変化する。研究代表者はこれまで
に、遺伝学的探索から Sat1/4複合体を Ryh1
の GEFとして同定している (Tatebe et al., 
2010; Tatebe and Shiozaki, 2010)。また、分
裂酵母に存在する全部で12個のRab GAPの
うちの幾つかが Ryh1 の GAP として機能し
うるという予備的な結果を得ている（研究開
始時点において未発表の結果）。TORC2のグ
ルコース応答は、これらの Ryh1 GEF、Ryh1 
GAP がグルコースに応答して Ryh1 活性を
制御することで引き起こされる可能性が考
えられた。 
	 以上を踏まえ本研究では、グルコースに応
答した TORC2活性化分子機構の全体像解明
を目指し、「Ｇタンパク質共役受容体および
PKAに依存的なグルコース応答によるRyh1
活性制御機構の解析」、「Ryh1 GEF、Ryh1 
GAP のグルコース応答とその分子制御機構
の解析」に取り組むことを当初計画とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
	 細胞表面に局在する分裂酵母Ｇタンパク
質共役受容体 Git3 が細胞外環境のグルコー
スに結合すると、細胞膜の細胞質側に局在す
る３量体Ｇタンパク質を刺激する。刺激によ
り活性化した３量体Ｇタンパク質αサブユ
ニット Gpa2は、アデニル酸シクラーゼ Cyr1
に結合して cAMP合成を刺激し PKAの活性
化を誘導する。 
	 そこでまず、Ryh1 活性のグルコース応答
にＧタンパク質共役受容体 Git3 が与える影
響を、野生株と git3遺伝子破壊株をグルコー
ス存在下、グルコース枯渇条件下およびグル
コース再添加条件下で培養し、活性型 Ryh1
に特異的に結合するヒト Rab6 エフェクター
を用い細胞内 Ryh1活性を比較することで検
討する。影響が認められた場合は引き続き、
Ryh1 のグルコース応答が３量体Ｇタンパク
質や PKA の制御下にあるかどうかを gpa2、
cyr1、pka1（PKA触媒サブユニット）、cgs1
（PKA制御サブユニット）遺伝子破壊株を用
いて検討する。さらにまた、グルコース応答
を示す Ryh1 GEF、Ryh1 GAPを同定後には、
Ｇタンパク質共役受容体、３量体Ｇタンパク
質、PKAがそれらの GEF、GAPに与える影
響を検討する。 



	 グルコースに応答した Ryh1 GEF、Ryh1 
GAP タンパク質量の変動を解析するために、
エピトープタグ融合 Sat1、Sat4、Ryh1 GAP
候補タンパク質を内在性プロモーターの制
御下でゲノム DNA から発現する分裂酵母株
を、グルコース存在下、グルコース枯渇条件
下およびグルコース再添加条件下で培養し、
イムノブロットにより、細胞内での各 GEF、
GAP タンパク質量のグルコースに応答した
変動を検討する。また、Sat1、Sat4 は互い
に結合して複合体を形成し Ryh1 GEF とし
て機能するので、グルコース存在下及び非存
在下で培養した分裂酵母細胞から、免疫沈降
により Sat1/4 複合体を精製して複合体の量
的変動を検討する。また、グルコースに応答
した GEF、GAP 活性や細胞内局在の変動に
ついても検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
	 細胞外環境グルコースを感知するＧタン
パク質共役受容体 Git3 とその下流で活性化
する３量体Ｇタンパク質αサブユニット
Gpa2、Gpa2により活性化されるアデニル酸
シクラーゼ Cyr１、活性化 Cyr1 が産生する
cAMPにより活性化される cAMP依存的タン
パク質キナーゼ（PKA）触媒サブユニット
Pka1 は、グルコースに応答した Ryh1 活性
化を担う分子機構である可能性が考えられ
た。そこで始めに、これら因子の遺伝子破壊
分裂酵母変異株において TOR キナーゼ複合
体 TORC2による Gad8キナーゼリン酸化の
程度を検討した。これら因子が Ryh1活性に
影響を与えている場合は TORC2活性に影響
が及び、ひいては Gad8リン酸化の程度に影
響を及ぼすことが予想される。 
	 これらの因子の遺伝子破壊株を分裂酵母
の標準的な完全培地である YES 培地（３％
グルコースを含む）で培養したところ、当初
の予想に反して、Gad8 リン酸化レベルの低
下は全く認められなかった。この発見は、細
胞外環境に存在するグルコースに応答した
Ryh1 依存的な TORC2 活性化に、Ｇタンパ
ク質共役受容体および３量体Ｇタンパク質、
cAMP-PKA 経路が全く関与していないとい
う予想外の結果を意味していた。しかしなが
らこの解析を我々が進めていた当時に、イス
ラエルのグループから、分裂酵母においてグ
ルコースが cAMP-PKA 経路を通じて
TORC2-Gad8 経路を活性化するという報告
がなされた (Cohen et al., 2014)。 
	 そこで我々は、さらに慎重に解析を進める
事とした。その結果、我々が本研究開始当初
に得ていた、Ｇタンパク質共役受容体および
３量体Ｇタンパク質、cAMP-PKA 経路が
Ryh1 依存的な TORC2 活性化に寄与しない
という結果が正しく、イスラエルのグループ
は実験条件・手法の不備から誤った結果を得
ていたと結論づけ、英国テイラーアンドフラ

ンシス社刊行の査読付国際学術誌 Cell Cycle
誌において報告した (Hatano et al., 2015)。
また、他生物種での研究から、グルコース飢
餓が進み細胞内のATPが枯渇するとTORC2
複合体が不安定化することが指摘されてい
たが、我々が分裂酵母をモデルとして解析し
ている迅速な TORC2活性のグルコース応答
はそのような受動的な応答ではなく、Ryh1
活性制御を含む細胞内での能動的な制御に
よるものであると考えられた (Hatano et al., 
2015)。グルコースに代表される炭素栄養源
と並ぶ主要栄養源である窒素栄養源につい
ては、分裂酵母 TORC2活性化を特には促進
しないことも併せて示した(Hatano et al., 
2015)。 
	 さらには、Ryh1 依存的にグルコースによ
り活性化する TORC2活性制御機構に加えて、
細胞外環境のグルコースによって通常は抑
制されている Ryh1 に依存しない TORC2 活
性化機構が存在しているという、本研究開始
時には全く予期していなかった事実が明ら
かとなってきた (Hatano et al., 2015)。２種
類の異なる活性化機構による複合的な制御
の結果として、細胞外環境からグルコースが
枯渇すると、Ryh1 の不活性化により分裂酵
母 TORC2は一時的に不活性化するが、グル
コース枯渇により抑制が解かれた Ryh1に依
存しない活性化機構の働きにより、細胞外環
境グルコースの枯渇時においてもやがて
TORC2 は再度の活性化を果たす(Hatano et 
al., 2015)。これまでの解析から、分裂酵母の
生理において TORC2機能は低グルコース環
境での生育に必須であることが明らかとな
っていた(Hatano et al., 2015)。一方低グル
コース環境での分裂酵母の生育に Ryh1機能
は必須ではなく、むしろ、本研究で見出した
Ryh1 に依存しない TORC2 活性化機構が低
グルコース環境での生育において生理的に
重要な役割を担っている可能性が浮かび上
がってきた (Hatano et al., 2015)。 
	 細胞外環境のグルコースにより抑制を受
ける、Ryh1 に依存しない TORC2 活性化の
実態および分子機構の詳細は分裂酵母では
全く未知であり、他生物種にもそれについて
示唆する知見は皆無であった。そのためそこ
で、グルコース依存的な Ryh1活性制御機構
のより詳細な解明に先立ち、本研究の当初計
画より一部を変更して、Ryh1 に依存しない
TORC2 活性化分子機構の解明に焦点を当て
た遺伝学的探索に着手することにした。これ
までに、分裂酵母 TORC2の恒常機能欠損変
異体を用いた遺伝学的探索からは、多コピー
で TORC2欠損表現型を相補する分裂酵母ゲ
ノムクローンを複数単離しており、それらの
クローンについての解析を進めている（未発
表結果）。TORC2部分機能欠損変異体を用い
た遺伝学的解析からも、同様に多コピー相補
ゲノムクローンを複数単離して解析を進め
ている（未発表結果）。さらなる遺伝学的探
索のために新たな TORC2部分欠損変異体の



創出も行った（未発表結果）。現在までに行
った多コピー相補ゲノムクローンの解析か
らは、単離したゲノムクローンの中に遺伝学
的探索に用いた変異体の原因遺伝子を含む
ゲノムクローンが含まれていることが明ら
かとなっており、多コピー相補ゲノムクロー
ンの遺伝学的探索が適切に行われているこ
とが窺える（未発表結果）。また、TORC2機
能の低下により引き起こされる Gad8機能欠
損を代替する Gad8キナーゼ類似のキナーゼ
や、既存の TORC2サブユニットの１つを代
替する分子機能を有する可能性が示唆され
る新奇因子も単離されている（未発表結果）。 
	 研究代表者が本研究開始以前に行い発表
済みの研究から、グルコースに応答した
Ryh1 による TORC2 活性化は、TORC2 と
TORC2 基質タンパク質との物理的相互作用
の促進によることが示唆されていた  
(Tatebe et al., 2010)。そこでまた、Ryh1を
通じた TORC2のグルコース応答分子機構解
明のための試みの一環として、本研究の当初
計画にさらに加えて、TORC2 中に存在する
TORC2 基質タンパク質を認識する部位につ
いての解析を行った。その結果、TORC2 の
必須制御サブユニット Sin1 中央領域に分裂
酵母からヒトまで共通して存在する CRIM
ドメインが、特徴的な酸性ループを有するユ
ビキチン様ドメインであり、TORC2 基質タ
ンパク質の認識部位として機能する事を見
出し、英国で刊行されている生物学分野の査
読付オープンアクセス国際学術誌 eLIFE 誌
において報告した［図１］(Tatebe et al., 
2017)。本研究で得られた Sin1 CRIMドメイ

ンの立体構造および Sin1 CRIMドメインと
Aktとの物理的相互作用の様式についての知
見は、ヒト発ガンの主因の一つと考えられて
いる TORC2-Akt経路異常活性化を抑制する
分子標的薬の将来的な創出に際して、基盤を
与える知見となることが大いに期待されて
いる (Tatebe et al., 2017; 記者発表 「ガン
増殖を引き起こすタンパク質 Sin1 の構造を

明らかに	 分裂酵母の研究が新たな抗ガン
剤創薬への扉を開く」 http://www.naist.jp/	
pressrelease/2017/03/003673.html ; 奈良新
聞 2017年 3月 25日朝刊 3面 「新しい抗が
ん剤期待	 活性化領域の構造解明」; 朝日新
聞 2017 年 3 月 30 日朝刊 23 面 「がん増殖
関わる酵素	 活性化の仕組み解明」)。 
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図１	 Sin1 CRIMドメインの立体構造 
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