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研究

ラバ マ イ シ ン標 的 タ ンパ クmTORを 介 した

細胞内情報伝達系の研究

神戸大学バイオシグナル研究セ ンター 米 澤 一 仁(56年 卒)

1イ ン ス リ ン に よ る 蛋 白 合 成 促 進 作 用

と 免 疫 抑 制 剤 ラ バ マ イ シ ン

インス リンによって,蛋 白質の合成が促進されるこ

とは以前 より知 られていた.イ ンス リンの下流 にあっ

て,蛋 白合成 を司るシグナル伝達分子 としてp70S6

キナーゼ(以 下,P70と 略す)(図1)と 翻訳開始因

子elF-4Eに 結合する蛋白質eIF4E-bin(h㎎protein1

(以下,4E-BP1と 略す)(図2)が ある.P70は,

インス リン刺激をうけると,複 数の部位にリン酸化 を

うけ活性化 され,リ ボ ゾーム40Sサ ブユ ニ ッ トに存

在す るS6蛋 白をリン酸化す るセ リン ・ス レオニ ン蛋

白質 リン酸化 酵素 で ある(1).一 方,4E-BP1は,翻

訳開始因子elF-4Eと 結合 しているが,イ ンスリン刺

激 をうけ ると,複 数の部位 にリン酸化 を受 け,eIF4

Eと 解離す ることによ り,mRNA翻 訳の開始にかかわ

るシグナル伝達分子である1).

さて,ラ バマイシンは,マ クロライ ド系の抗生物質

の1種 であるが,生 体に投与す ると,T細 胞 の増殖 を

抑制 し,免 疫抑制効果 を発揮す ることが知 られてい

る.こ の免疫抑制剤であるラバマイシンで細胞を処理

してか らインス リン刺激 をす ると,P70は 脱 リン酸

化 を受 け,活 性化 されな くな り,4E-BP1も,脱 リ

ン酸化 を受 け,eIF-4Eと 結合 し,翻 訳の開始 を抑 制

す る1>.こ の ように,ラ バマイシンが翻訳 に関連す る

シグナル伝達因子群を脱 リン酸化 し,翻 訳 を抑制す る

ことが明 らかとなったが,そ の詳細 な分子 メカニズム

は謎のままであった.

図1p70S6キ ナーゼ(p70α1)の 構造 とリン酸化部位
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皿 ラ バ マ イ シ ン 標 的 蛋 白 質mTORの

発 見

ラバマ イシ ンは細胞膜 を透過する と,FK506結 合

蛋 白質12(以 下,FKBP12と 略 す)と 結 合 して,複

合体 を形 成す る.こ の ラバマ イシン ーFKBP12複 合

体の細胞内標的蛋白質が探索 され,mammaliantarget

ofrapamycin(mTOR)(図3)が 同定 されたU.mTOR

は分子量約290kDaの 巨大 蛋白質で,そ のC末 端 に

lipidkinaseに 似たkinasedomainを もつセ リン ・ス レ

オニ ン蛋 白質 リン酸化酵素である.N末 端には,Heat

repeatと 呼ばれる構造,㎞asedomainを 挟むように

FATお よびFATCdomain,そ して ㎞asedomainの

す ぐN末 端 側には ラバマ イシ ン ーFKBP12複 合体が

結合するFRBdomainが 存在 する.ラ バマイ シン ー

FKBP12複 合体がFRBdomainに 結合す るとmTOR

キナーゼ活性化が抑制 されることが知 られている.最

近,我 々も含めた複数のグループにより,こ のmTOR

蛋 白が,p70と4E-BP1の 上 流 に存在 す る分子 で

あ り,こ れ ら翻訳 に関連す るシグナル伝達因子群のリ

ン酸化の制御にかかわっていることが明 らかになって

きた2,3》.

皿mTORシ グ ナ ル 伝 達 系 と ア ミ ノ 酸,

特 に 分 岐 鎖 ア ミ ノ酸 ロ イ シ ン と の 関 連

mTORを 活性化 する上流の シグナ ルは何 であ ろ う

か?p70お よび4E-BP1と 同 じようにイ ンス リンな

どの細胞増殖 因子からのシグナルであろ うか?そ の答

えは,意 外な事 に細胞培養液中のア ミノ酸成分であっ

た4).細 胞培養液 には,通 常,ア ミノ酸成分 ・グルコー

ス ・ビタミン類 などが含 まれている.Hek293細 胞や

CHO細 胞 を使 って,血 清非存在下 に,通 常の細胞培

養液をphosphatebufferedsaline(PBS)に 変更 し,P

70活 性の時 間経過 を観察す ると,PBSに 変更 して30

分 でp70の 活性 は ほぼ0に まで低 下 す る.こ こ に

Dulbecco'sModifiedEagleMe(hum(DMEM)に 含 まれ

るア ミノ酸 と同等のア ミノ酸 を加えると,p70活 性 は

30分 でほぼ元の活性 まで回復す る.こ の現象は,グ ル

コース ・ビタ ミン類の再添加では観察 されない.こ の

ア ミノ酸 による同様 の活性化現象は,4E-BP1の リン

酸化 においても観察 された.即 ち,4E-BP1は,ア ミ

ノ酸の除去 により脱 リン酸化 をうけ,ア ミノ酸の添加

によりリン酸化 をうける4).

このア ミノ酸 によるp70の 活性化 そ して4E。BP1

のリン酸化はラバマ イシンの添加 によ り抑制 される.

この実験結果 よ り間接的ではあるが,ア ミノ酸か らp

70あ るいは4E-BP1へ の シグナル伝達の間 にmTOR

が存在 していることが示 された5,.

さて,ア ミノ酸 は20種 類存在するが,ど のアミノ酸

がmTORシ グナル伝達系 の活性化 に重要 な役割 を果

た しているのであろうか.こ れは,活 性 化 に用 いた

DMEMか らア ミノ酸 を1種 類ずつ取 り除いた溶液 を

準備 し,細 胞 を処理 し,p70の 活性 を測 定す る事で

解析が試みられた.そ の結果,分 岐鎖ア ミノ酸のロイ

シンを取 り除いた時に,た とえ他のア ミノ酸が含 まれ

ていて も,p70活 性が劇的 に低下す る とい うことか

ら,分 岐鎖 ア ミノ酸の ロイシンの重要 性が明 らか と

な った5).し か しなが ら,HEK293やCHO細 胞 では

ロイシンを単独で加 えて も,p70の 活性化 は観 察 さ

れない.た だ し,ラ ッ ト肝癌細胞 であるH411E細 胞

を用いると,ロ イシンの単独添加 で もp70の 活性化

が観察で きる5).

この系 を用いる事によって,ロ イシンの構造のどの

部分が大切であるかの検討が可能 となった.ロ イシン

には市販で様 々な誘導体が存在 してお り,そ れ らを用

いてp70の 活性化 を検討 した.そ の結果,a)ロ イ

シンの側鎖構造は必要,b)ロ イシンのアミノ基が必

要,c)ロ イシンの光学異性 性(L体)が 重要,d)

ロイシンのカルポキシル基は重要な要素ではない とい

う事が判明 した5).

Nア ミ ノ 酸 一mTORシ グ ナ ル 伝 達 系 と

イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 系 と の ク ロ ス

トー ク

まず,p70がmTORキ ナーゼの基質になる可 能性

を検討 した.FLAG-taggedp70cDNAをHEK293細

胞 にtransfectionし,細 胞 回収前 にラバマ イシンで処

理することによ り,脱 リン酸化されたP70を 調整 し,

これを基質に用いた.mTORキ ナーゼ を特異的モ ノ
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クロナール抗体で,か つFLAG-taggedp70を 抗FLAG

抗体で別 々の細胞 よ り同 じプロテ インGセ ファロー

ス ビーズ上 に免疫沈降 し,p70の リン酸化 をazpお よ

び部位特 異的 リン酸化抗体 でモニ ター した.こ の結

果,p70は 時間依存性 にmTORキ ナーゼに よ りリン

酸化 された.P70の キナーゼエクステ ンシ ョンと呼

ばれる部位 に存在する412番 のス レオニンは,112vivo

でP70活 性 と密接 に連動 す る こ とが報告 されて い

る.mTORキ ナーゼとのインキュベーシ ョンにより,

p70の ス レオニ ン412の リン酸化 が時間依存性 に増加

す ることが明 らか とな った.同 時 にこのmTORに よ

るp70の リン酸化 が,p70活 性の上昇 を時間依存性

に惹起することも明らかとなった6).

さて,従 来 よ り,p70の リン酸化 ・活性化 にはイ

ンス リン等の細胞増殖因子か らのシグナルが最 も重要

視 されていた、特 に細胞増殖因子受容体 にカ ップ リン

グするホスファチ ジルイノシ トール3一 キナーゼ(以

下,PI3一 キナーゼ と略す)に よって活性化 され る下

流の蛋白質 キナーゼである3一 ホス フォイノシタイ ド

依存性蛋白キナーゼ1(PKD1)に よるp70の キナー

ゼ ドメイ ンの触媒 ルー プ上 のス レオニ ン252の リン酸

化 が,p?0の 活性調節 に重要であ ることが明 らか と

なっていたi>.

しか しなが ら,我 々はこの細胞増殖因子 によるp70

の活性化 に,ア ミノ ーmTORキ ナーゼか らの シグ

ナルイ ンプ ッ トが必要不 可欠であ ることを見いだ し

た.図4に 示すように横軸 にア ミノ酸濃度,縦 軸 にp

70活 性 を とり,ア ミノ酸濃度依存 曲線 を描 くと,ア

ミノ酸濃度依存性 にp70の 活性 が上昇 してい くこと

がわかる.こ れにインス リンを添加す ると,各 アミノ

酸濃度でのp70の 活性 は,さ らに上昇 し,グ ラフは

全体 として左方 に移動 する.こ こにお いて重要 な点

は,細 胞外液中にアミノ酸が全 く存在 しない状況下で

は,イ ンス リンを加 えて もp70の 活性 の上昇は全 く

観察 されない とい うことで ある.つ ま り,P70に お

いてはア ミノ酸 一mTORか らの シグナ ルイ ンプ ッ ト

が細胞増殖 因子 のイ ンプ ッ トを受 け入 れるためのス

イ ッチ になうている とい うこ とである.言 い換 えれ

ば,ア ミノ1酸mTORか らのシグナルイ ンプ ッ トが,

"pr㎞㎏ シグナル"に なっているとい う事ができるa)

我々はこの予想 を見事 に加vitroで 再現することに

成功 した.即 ち,不 活性化 されたp70をmTORそ し

てPDx1とsequentialに リン酸 化 す る ことに よ りp

70活 性 を100倍 以上上昇 させ ることに成功 した.こ の

活性上昇 は,細 胞 を10%胎 児牛血清 で刺激 した後に,

免疫沈降 したp70活 性 と同等度 あるいはそれ以上の

もので,加vivoで の活性化 を112vitroで 再現で きた

といえる6,7)

以上の結果 をまとめると図5の ようなシグナル伝達

経路が考 えられる.即 ち,細 胞外液のアミノ酸バラン

スを感知 したmTORが,p70の ス レオニ ン412番 をリ

ン酸化す ると同時に,細 胞増殖因子によって活性化 さ

れたPDKlがp70の キナーゼ ドメインの触媒ルー プ

にあるス レオニ ン252番 をリン酸化 しp70を 活性化へ

と導 くとい う考え方であ る.

4E-BPユ においては,加vitroお よび112VIVpで5

つの リン酸化 部位が知 られてお

り,そ のうちス レオニ ン37番 とス

レオニ ン46番 がmTORに よって

リ ン酸化 され る とい わ れ て い

る8.こ の リン酸化 が,い わゆ る

"prhni㎎ シグナル"に なって他の

酵素 による残 りの3つ の部位セ リ

ン65番,ス レオニン70番,セ リン

83番 の リン酸化 を誘導すると考 え

られているが,イ ンス リンなどの

細胞増殖因子系 のシグナルとの関

連 はい まだに議論のあるところで

ある.

図4p70S6キ ナーゼ活性 のア ミノ酸濃度依存性曲線 とそれに対するインス

リンの効果

繊維芽細胞 をアミノ酸 を添加 したPBS(○:ア ミノ酸),あ るいはア ミ

ノ酸 添加PBSに10一 アMイ ンス リンを加 えたもの(■:ア ミノ酸十イ ン

ス リン)で 処理後,p70S6キ ナーゼ活性 を測定 した.

VmTOR免 疫 沈降物 に

含 まれるキナーゼ活性
通常,一 般的なキナーゼは,あ

る特定のモチーフをリン酸化す る

ことでその基質特異性が決定され
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図5ア ミノ酸 一mTORの シグナル伝達系 と細胞増殖 因子の シグナル伝 達系

のクロス トーク
*はmTORに 結合する未知の因子 を示 す

て い る.し か し な が らmTORキ ナ ー ゼ の 場 合,そ の

免 疫 沈 降 物 を 用 い た 実 験 で は,p70に お い て はPhe-

Thr-Tyrと い う疎 水 性 の モ チ ー フ を,4E-BP1に お い

て はSer/Thr-Proと い っ た い わ ゆ るProが 後 に 続 くモ

チ ー フ を 主 と して リ ン 酸 化 す る.1つ の キ ナ ー ゼ が こ

れ ほ ど違 う モ チ ー フ を リ ン酸 化 す る とい うの は,非 常

に 珍 し い 例 で あ る.加 え て,mTOR免 疫 沈 降 物 に 含

ま れ る こ の2つ の リ ン酸 化 活 性 はCHAPSやNP-4と

い っ た 界 面 活 性 剤 に 対 す る感 受 性 が 大 き く異 な っ て い

る.即 ち,p70のPhe-Thr-Tyrと い う 疎 水 性 の モ チ ー

フ を リ ン酸 化 す る 活 性 は,界 面 活 性 剤 処 理 に対 して 抵

抗 性 で あ る が,4E-BP1に お け るSer/Thr-Proモ チ ー

フ の リ ン 酸 化 活 性 は,mTOR免 疫 沈 降 物 の 界 面 活 性

剤 処 理 に よ り,完 全 に消 失 して し ま う.こ れ らの 実 験

結 果 よ り,我 々 は,mTOR免 疫 沈 降 物 中 に 界 面 活 性

剤 に 感 受 性 を 持 ち,4E-BP1のSer/Thr-Proモ チ ー フ

の リ ン酸 化 に 深 く関 与 す る分 子 の 存 在 を考 え,現 在 探

索 中 で あ る.

w結 語

以上のような研究結果か ら,ア ミノ酸,特 に分1岐鎖

ア ミノ酸 のロ イシンがmTORキ ナーゼ を活性化 し,

その下流のP70・4E-BP1と い った翻訳 関連 シグナ

ル伝 達分子群 を リン酸化 ・活性 化 し,蛋 白合成 に繋

が って行 くとい うシグナ ル伝 達機構が考 え られる.

mTORキ ナーゼ を中心 と した この分野 の研 究 は,細

胞成長 といった視点からも興味 をもたれつつあ り,生

物一般 の シグナル伝達系 と して非常 に重要 と考 えら

れ,今 後の発展が期待 されている.

441-446.
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