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研究成果の概要（和文）：プロテインキナーゼ TOR は栄養源や成長因子に応答して細胞の増殖

を制御する。しかし、TOR が各細胞周期の進行をどのように制御しているかはほとんど理解さ

れていない。本研究は、プロテオミクス解析により各細胞周期に関与するタンパク質がラパマ

イシンによる TOR 不活性化後にどのような変化するかを網羅的に調べた。その結果、TOR が、

G1/S, S, metaphase/anaphase, anaphase/telophase 進行を制御していること、DNA ダメージ

チェックポイント、紡錘体チェックポイントを制御していることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：The protein kinase TOR regulates cell proliferation in response to 
nutrition and growth factors from yeast to human cells. However, little is known how TOR 
regulates each cell cycle progression. We herein analyzed whether more than 300 proteins 
involved in cell cycle progression are regulated by TOR at protein levels using proteomics 
analysis. As a results, it was found that TOR regulates G1/S, intra-S, metaphase/anaphase 
and anaphase/telophase progressions. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）プロテインキナーゼ TOR は栄養源や
成長因子に応答して細胞の増殖を制御する
重要なタンパク質である。しかし、TOR が各
細胞周期の進行をどのように制御している
かはほとんど理解されていない。 

（２）TOR が転写・翻訳をどのように制御し
ているかに関しては比較的研究が進んでい
るが、TOR がタンパク質分解をどのように制
御しているのかに関してはほとんど理解さ
れていない。 
（３）細胞周期制御に関係するタンパク質で
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通常の細胞周期では分解が顕著ではないも
のであっても、栄養源飢餓のようなストレス
が加わると最終的な細胞周期停止の過程で
分解が促進されるものがあると予想される
が、そのような解析はなされていない。 
 
２．研究の目的 
（１）プロテオミクス解析により、各細胞周
期に関与する300以上のタンパク質がラパマ
イシンによる TOR 不活性化後にどのような
量的変化を示すかを網羅的に調べる。 
（２）プロテオミクス解析により、各細胞周
期に関与する300以上のタンパク質がラパマ
イシンによる TOR 不活性化後にどのような
分解を示すかを網羅的に調べる。 
（３）プロテオミクス解析により、各細胞周
期に関与する300以上のタンパク質がラパマ
イシンによる TOR 不活性化後にどのような
局在変化を示すかを網羅的に調べる。 
 
３．研究の方法 
（１）タンパク質の量的変化は TAP タグを各
タンパク質に融合させた酵母株ライブラリ
ーを用いて、ラパマイシン処理後の変化をウ
エスタンブロットにより調べる。 
（２）タンパク質の分解は、GAL プロモータ
ーに連結したタンパク質-H6HAZZ 酵母株ライ
ブラリーを用いて、ラパマイシン処理後の変
化をウエスタンブロットにより調べる。 
（３）分解への影響が認められたタンパク質
に関しては、どのような分解径路が関与して
いるか明らかにする目的で、ユビキチン化酵
素、APC/C および SCF の遺伝子変異株を用い
て分解を検証した。 
（４）ラパマイシン処理で認められた現象に
関しては、それが TOR の下流のどの径路を介
しているのか明らかにする目的で、TOR 下流
のプロテインキナーゼ、およびプロテインフ
ォスファターゼの変異株を用いてその現象
が消失するかどうかを検証した。 
（５）局在変化は GFP タグを各タンパク質に
融合させた酵母株ライブラリーを用いて、ラ
パマイシン処理後の変化を蛍光顕微鏡で調
べる。 
（６）細胞周期進行をセルアナライザーおよ
び細胞形態、核の形状、微小管の形状で調べ
た。 
 
４．研究成果 
（１）G1/S 進行に関与しているタンパク質
の中に、ラパマイシン処理で量が減少するも
のが多数発見された。これらのことから、
TOR の活性がこれらの制御に必要であるこ
とが示唆された。その中には、分解がラパマ
イシン処理で促進されるものが存在した。そ
の分解は、ユビキチン化酵素 SCF に依存し
ていた。さらに、その分解に必要なタンパク

質の配列を同定し、その部分のリン酸化の変
化が分解制御に関与することを示唆する結
果を、アラニン変異株を用いて得た。 
（２）S 期におこる出芽に関与しているタン
パク質の中に、ラパマイシン処理で量が減少
するものが多数発見された。これらのことか
ら、TOR の活性がこれらの制御に必要である
ことが示唆された。その中には、分解がラパ
マイシン処理で促進されるものが存在した。
これと呼応して、事実、TOR を不活性化する
と出芽、およびセプチンリングの形成が阻害
された。 
（３）S 期におこる DNA 複製に関与してい
るタンパク質の中に、ラパマイシン処理で量
が減少するものが多数発見された。これらの
ことから、TOR の活性がこれらの制御に必要
であることが示唆された。その中には、分解
がラパマイシン処理で促進されるものが存
在した。事実、TOR の不活性化により DNA
不活性化により DNA 複製が阻害された。 
（４）anaphase/telophase 進行に関与してい
るタンパク質の中に、ラパマイシン処理で量
が減少するものが多数発見された。これらの
ことから、TOR の活性がこれらの制御に必要
であることが示唆された。その中には、分解
がラパマイシン処理で促進されるものが存
在した。この分解はユビキチン化酵素である
APC/C によって阻害されるものもあり、これ
に関してはAPC/C依存的な分解がTOR不活
性化で促進することが示された。これと一致
して、ラパマイシンで TOR を不活性化する
と anaphase/telophase の進行が促進される
ことが明らかとなった。 
（５）DNA ダメージチェックポイントを制
御しているタンパク質の中に、ラパマイシン
処理で量が減少するものが多数発見された。
これらのことから、TOR の活性がこれらの制
御に必要であることが示唆された。その中に
は、分解がラパマイシン処理で促進されるも
のが存在した。その分解は、ユビキチン化酵
素 SCF に依存していた。さらに、その分解
に必要なタンパク質の配列を同定した。これ
と呼応して、ラパマイシン処理で、細胞は
DNA ダメージ感受性になり、DNA の修復が
遅延し、Rad53 の活性化が阻害された。 
（６）紡錘体チェックポイントを制御してい
るタンパク質の中に、ラパマイシン処理で量
が減少するものが多数発見された。これらの
ことから、TOR の活性がこれらの制御に必要
であることが示唆された。その中には、分解
がラパマイシン処理で促進されるものが存
在した。その分解は、ユビキチン化酵素
APC/C に依存していた。事実、ノコダゾール
処理し SAC 活性化により metaphase 停止し
ている細胞にラパマイシン処理を行うと、
SAC が不活性化し、anaphse に進行してしま
う現象が観察された。その SAC 不活性化は



 

 

TOR 下流の脱リン酸化酵素の活性に依存し
ていた。つまり、TOR が不活性化することに
より脱リン酸化酵素が活性化し、それが SAC
を不活性化することが示唆された。 
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