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TargetofRapamycin（TOR） キ ナ ー ゼ は、栄 養 、ス トレス 、お よび増 殖 因子 な ど様 々 な細

胞 外 刺 激 を 統 合 す る こ とに よ っ て 、細 胞 増 殖 お よび代 謝 を調 節 す る。 酵 母 か ら ヒ トに至 る

ま で 、TORは 複 数 の調 節 サ ブ ユ ニ ッ トと とも に 、2つ の異 な る タ ンパ ク質 複 合 体 、TOR複

合 体1（TORC1） お よび2（TORC2） を形 成 す る こ とに よ ？て 機 能 す る。 哺 乳 類 のTORC2

は 、ホ ス ホ イ ノ シチ ド3一キナ ー ゼ （PI3K） 経 路 にお い て 、AGCフ ァ ミ リー ・キナ ー ゼ の 一

つAKT（PKB） を リン酸化 ・活 性 化 す る。 しか し、TORC2に よ る基 質 特 異 性 お よび 基 質認

識 の分子 基盤 は よ く分 か っ て い な か っ た 。AKTに 相 同 な分 裂 酵 母 のGad8もTORC2に よ っ

て リン酸化 ・活 性 化 され 、ス トレス条 件 下 にお け る生育 に必 須 で あ る。 また 、 ヒ トTORC2

の 制御 サ ブ ユ ニ ッ トの一 つ で あ るSIN1が 、AKTの リン酸 化 に必 須 で あ る の と同様 、分 裂

酵 母Sin1も 、Gad8の リン酸 化 に 必須 で あ り、 ま た 、 酵 母 ツー ハ イ ブ リッ ド ・ス ク リー ニ

ン グで はSin1とGad8が 相 互 作 用す る こ とが 知 られ て い る。

ヒ トAKTを 分 裂 酵 母 で発 現 させ た と こ ろ、Gad8の 機 能 を相 補 す る こ とが観 察 され 、AKT

とGad8が 一 次 構 造 上 だ け で な く、機 能 的 に も保 存 され て い る こ とが強 く示 唆 され た。 免

疫 共 沈 降 ア ッセ イ に よっ て 、Sin1とGad8と の物 理 的 相 互 作 用 が確 認 で き 、 さ らにSin1の

欠 失 変 異 体 を用 い る こ とに よ って 、Sin1オ ル ソ ログ 間 で保 存 され たCRIMも ドメイ ン と重複

す る中央領域 がGad8／AKT結 合 ドメイ ン （GAD） である ことを見出 した。 このGAD領 域

へ の変異導入 に よ りSin1－Gad8相 互作用 が破 壊 され る と、TORC2－Gad8間 のシ グナル伝 達

も機能 しな くな る。NMRで 決 定 され たSin1のCRIMド メイ ンの構 造 には、酸性 ア ミノ酸

残 基 に富むル ープ構 造が表 面か ら突 き出てお り、部位特異 的変異導入 法 によ り、 このルー

プ構造が実際にGad8と の相 互作用 に重要 な役割 を果 た してい るこ とを示 した。 さらに、

既 報 のAKTの 立体構造情報 を参照す るこ とによって、Gad8に おいてSin1と 相互作用す る

可能性 のある領 域 を予想 し、部位特異 的変異導入法 に よる解析 を行 った。そ の結果 、キナ ，

一ゼ触媒 ドメイ ンのア ミノ末端付近 に位置す る3つ の疎水性 ア ミノ酸残基がSin1と の相互

作用 に重要 な役割 を果た して い ることが示 唆 され た。これ らの実験 に よって、TORC2に お

ける基質結合部位 を同定 し、 その構造 を明 らかにす る とともに、基質Gad8と の相互作用

の分子機 構 の一端 が明 らかになった。 また、SinlがTORC2複 合体 に組 み込まれ るために

必 要 な部位 を同定す るために、Sin1の 欠 失変異体 を用いて分析 した ところ、GAD領 域 のN

末端側 に近接す る、CRIM領 域 内の短 い配 列がTORキ ナーゼ との相互作用 に重要 であ るこ

とが示 され た。

以上 の よ うに、本研究 は、Sin1がTORC2の 基質認識 サブユニ ツ トで ある ことを証 明 し、

Sin1のCRIMド メイ ンが、TORC2基 質 との結合 、活性化 な らび にTORC2の 形成 とい うSin1

の主要 な機能 を担 ってい ることを明 らか に した。
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細胞 は外部 の栄養 状態 を感知 し、細胞成長 の状態 に合 わせ て分裂 ・増殖 を制御 してい る。

TORキ ナーゼ は、異 なるサブユ ニ ッ ト構成 を持つ二種類 のタ ンパ ク質複 合体TORCI、

TORC2を 形成 し、栄養源や環境 な どのシグナル の伝達や統合 に中心的 な役割 を果 たす。哺

乳類細胞 においてTORC1とTORC2は 、AGCフ ァミリー ・キナーゼ に属す るS6KとAKT

をそれ ぞれ リン酸化 ・活性化す る。TORC1の 基質認識 サブユニ ッ トで あるRaptorはS6K

のTOSモ チー フを認識 し結合す る。一方 、TORC2が 異 なるAGCフ ァ ミリー ・キナー ゼ を

識別 し、AKTを 基 質 として認 識す る分子機構 は不 明であった。TORC2－AKT経 路 は、成長

因子刺激 な どに応答 して細胞増殖 を正 に制御 し、また、様 々なガ ンで異常活性化 してい る

こ とが知 られ てい る。 このシ グナル伝 達経路 は、遺伝 学的解 析 の容易 なモデル生物 で ある

分裂酵母 にお いて もTORC2－Gad8経 路 として保 存 されてお り、 申請者 はこのTORC2－Gad8

経路 をモデル と して、TORC2基 質認識 の分子機構 の解 明 に取 り組 んだ。

申請者 は、分 裂酵母Gad8欠 失変異体 のス トレス感受性 を ヒ トのAKT遺 伝子 が相補 す る

こ とを示 し、ヒ トか ら酵母までTORC2経 路が機 能的 に保 存 されてい る ことを示 した。Sin1

がGad8と 相互作用 す るこ とを示 し、 さらに一連 のSin1欠 失変異体 を用 いたGad8と の結

合実験 に よって、CRIMと 呼ばれ る、生物種 間で高度 に保 存 されたSin1の 中央領域 に
ヘ ノ

Gad8／AKT結 合 ドメイ ン （GAD） を同定 した。NMRで 決 定 され たCRIM領 域 の立体構 造 に

基づ き変異導 入解析 を行い、進化 的に保 存 された、酸性 ア ミノ酸 に富むル ープ構 造がGad8

との結合 に必須 で あるこ とを示 した。 また、Gad8をTORC2サ ブユ ニ ッ トとの融合 タンパ

ク質 として発 現す るこ とによって、Sin1の 必須機能 が基質Gad8をTORC2に リクルー トす

るこ とで ある と証明 した。申請者 は、Gad8に お けるSin1結 合部位 の探 索 も試 み、まずGad8
’
キナーゼ ・ドメイ ンの 「Nロ ーブ」断片がSin1と 結合す るこ とを示 した。 さ らに、Gad8

と相 同なAKTの 立体構造 に基づ き、Nロ ー ブのア ミノ末端 に位置す るポケ ッ ト構造 に着 目

し、変異導入 を行 うこ とによって、 この構造 を構成す る3つ の疎水性 ア ミノ酸残基 がSin1

との相互作用 に必要で ある こと示 した。加 えて、 申請者 は、Sin1のGAD領 域欠失変異体

がTORキ ナーゼ との相 互作用 できる ことを示 した上 で、CRIM領 域 内のN末 側 にTORキ

ナーゼ との相互作用 に必要 な短 い領域 を同定 した。

以上、本論文 は、分裂酵母TORC2－Gad8経 路 をモデル とし、TORC2が 特異的 に基質 を識

別 す る分子機 構 の解 明に必須 の重要 な発見 を報告 し、同 じTORキ ナーゼ を含 むTORC1と

TORC2が 異 なる基質 を リン酸化 して細胞 内で異 なる機能 を果 たす メカニズ ムの理解 に大

き く貢献す るもので ある。 同時に この成果 は、TORC2－AKT経 路 を標 的 と した選択性 の高

い タンパ ク質間相互作用阻害剤 開発 の基盤 ともな り得 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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