
The Target of Rapatnycin (TOR) is a serineん11reonine・specific protein kinase that forms two

distinct multi・protein complexes, termed TOR complex l (TORCD ωld 2 (TORC2).

Protein・protein interactions play crucial roles in the siBnal・mediated regulation of the TOR

Complexes as we11 as in their execution ofthe $peci丘C ce11Ular 6.1nctions. one ofthe teclmiques

to caP加re 加νivo protein・protein interactions is to introduce ph010-1eaclive, ulmatural arnino

acids into a speci丘C position of a protein of interest for chemical crosslinking analysis. usin豊

this teC11nique, detailed characterization of the interaction between TORC2 肌d its substrate

Gad8 has been canied outin the fission yeast schたOsacchar01πycespo"1be. T11e TORC2・Gad8

Pathway is hom010gous to the human mTORC2・AKT pathway involved in ce11U1雛 insulin

response as we11 as proliferation contr01. The sinl subunit of TORC2 has a ~120・alnino acid

domain, ca11ed cRIM (旦onserved Region in the Middle), which specifica11y binds Gad8 to

recruit it for phosphorylation by TORC2. Ailning to elucidate hoW 杜le cRIM domain

Specifica11y recognizes a11d interacts with Gad8, sinl cRIM is expressed in fission yeast with

P・azido・L・phenylalanine (PAZF) incorporated to its protruding acidic loop essential for the

intel'action with Gad8. uv photo・crosslinking with Gad8 Was detected when pAZF was atthe

Positions ofASP・358, ASP・360, and phe・361. on 壮le other hand, when pAZF was incorporated

atthe positions of GIU・231, val-235, val-236, Gly・239,飢d Lys・243 in kinase subdomain l of

Gad8, photo・crosslinking wi血 Sinl cRIM was detected. These results suggestthat the acidic

10op of the sinl cRIM domain interacts with Mnase subdomain l of Gad8 for TORC2 to

Specifica11y recognize and phosphorylate Gad8. consistendy, alanine substitutions of phe・230

and Leu・232 in Gad8 kinase subdomain l abolished the interaction with sinl cRIM, atld

丘Ssion yeast strains carrying these mutations showed defects in the TORC2・dependent

Phosphorylation ofGad8 肌d stress・sensitive groMhphen0妙Pes.

1πνivo photo・crosslinking was also attempted to determine how Rhbl GTpase interacts

With TORclin fission yeast. Rhblis an orth010g ofhuman R11eb, a key activator ofmTORCI

that controls ce11Ular protein synthesis in response to nuu'ients. crosslinked products were

Observed 、Nhenp・benzoyl・L・phenylalanine (PBPA) was incorporated atthe positions ofTyr-35

Or T11r・380fRhbl, suggesting thatthese residues are in close proximity to a110ther protein.

This study has demonstrated the feasibility of the site・directed iπ ν1ν0

Photo・crosslinking teclmique in assion yeast.1he teclmique successfU11y identified t11e

int剖'action interface between Gad8 a11d the cRIM in the sinl subunit of TORC2, providing a

novelinsig11tinto t11e mechanism that detennineS 壮le substrate speci丘City ofTORC2.
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真核生物間で広く保存されている TargetofRapamycin(TOR)キナーゼは、異なる

制御サブユニットと結合することでTORC1およびTORC2と呼ばれる2種類の複合

体を形成し、そのそれぞれが異なった基質をりン酸化することで多様な細胞機能を果

たす。 TORC2の基質特異性を担う制御サブユニットであるSin1には、その中央部に

ConseNed Region in the Middle (CRIM)と呼ばれるドメインが存在し、 CRIM が

TORC2基質である分裂酵母Gad8やヒトAKTを特異的に結合することが近年、明ら

かになっていた(Tatebeetal.,2017)。申請者は、 TORC2の基質認識機構を分子レベ

ルで明らかにすべく、CRIM ドメインとTORC2基質の相互作用の解析に取り組んだ。

生細胞内でのタンパク質間相互作用を検出するために、光架橋活性をもつ非天然ア

ミノ酸を部位特異的に目的タンパク質に取り込ませる技術は既に大腸菌などで用いら

れているが、申請者はこの方法を分裂酵母に導入し、分裂酵母生細胞内で S血1 の
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御一1角"吐吐蛎一比。珠靴~礎御畍一側、および'ad8側の異なった部位に導入して解析を繰り返すことで、 CRIM ドメイ

ン内の酸性アミノ酸に富むループ構造が、Gad8触媒ドメイン内のサブドメイン1と呼

ぱれる領域と相互作用していることを明らかにした。さらに、 Gad8のサブドメイン1

に系統的にアミノ酸置換を導入することで、その N 末端にある疎フk陛残基が Sinl

CRIM との相互作用に必須であることを明らかにした。非常に興味深いことに、それ

らの疎水性残基は、ヒトTORC2の基質であるAKTにも保存されており、ヒトSINI

のCRIM ドメインとの相互作用に関わっているものと予想、される。

加えて申請者は、分裂酵母生細胞内での光架橋技術をGタンパク質であるR比1に

も適用し、その工フェクタードメインに光架橋性アミノ酸を導入することで、相互作

用タンパク質との光架橋を検出しており、本技術が多様なタンパク質の相互作用解析

に適用できる可能性を示している。

以上のように本論文は、モデル生物として広く使われている分裂酵母の生細胞内で

タンパク質の相互作用を解析する技術を確立したもので、との技術は今後、様々な細

胞現象におけるタンパク質相互作用研究に用いられることが予想される。本論文では

この技術を実際に活用して、 TORC2のSin1サブユニットと基質Gad8との相互作用

インターフェースの同定に成功した。本研究で得られた成果はTORキナーゼの基質認

識特異性の分子基盤の理解に直結するものと予想され、ヒト TORC2 がガン遺伝子産

物AKTをりン酸化・活性化するメカニズムの解明にも発展が期待できることから、学

術上、応用上貢献するところが少なくない。よって審査委員一同は、本論文が博士(バ

イオサイエンス)の学位論文として価値あるものと認めた。
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