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要 旨

免疫抑制剤であるラバマイシンはmammaliantargetofrapamyeincomplex1(mTORCl)の

選択的な阻害剤であり,抗腺癌効果が報吾されている.
髄芽腫細胞株であるDAOY細胞の細胞増殖におけるmTORClシグナルの役割を検討した.

mTORClはロイシンによっても活性調節されているので,細胞内取り込みを行うシステムLア

ミノ酸 トランスポーターの阻害剤である2-aminobicycio…(2,2,1)-heptane-2-carboxylic

acid(BCH)及び不活性型 ロイシンアナログのAc-ku-NH2を用いて,mTORClシグナルの

抑制を試みた.BCH,AC鳥Jeu-NH2ともにDAOY細胞において濃度依存的にmTORClシグナ

ルを低下させ,細胞数の減少をもたらした.eIF4E-bindingproteinはEBP)のリン酸化サイ ト

をアラニンに置換 したmutant4EBPを強制発現 してmTORCl卜流の翻訳抑制を行うことによ
ってもDAOY細胞の細胞数の減少が認められた.

本実験では,顕著な細胞死やオー トファジーのない条件下で,DAOY細胞の細胞数の低下が

見られたことから,mTORClシグナルの阻害が翻訳を抑制して細胞増殖を低下させたことが強

く示唆された.
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緒 言

髄芽腫はjj､児の小脳由来の未分化細胞を起源と

する魔境でありチ手術,放射線療法及び化学療法

が行われる.近年,mammaliantargetOfrapamycin

(mTOR)g〕特異的阻害剤であるラバマイシンや

そのアナログが,種々の腫癌細胞の成長/増殖を抑

制することが報告されている.

mTORはラバマイシンの標的分 子として同意

された酵母のTORの晒乳類でのホモログで,P‡K

ファミリ-に属する蛋白質キナーゼである.結合

分 子の違いによりラバマイシン感受性の mTOR

complex且(mTORCi),非感受性の mTORC2を

形成する.mTORClは翻訳 (蛋白合成)および

オ- トファジ- (蛋白分解)を制御し,細胞内の

蛋白質のレベルを調節することで細胞の成長 (サ

イズの増大や増殖)を担っている.mTORClの

基質として,翻訳調節因子であるp70ribosomal

proteinS6kinase(p70S6K),eIF逢E-birid豆ngpro-

tein(4EBP),オ- トフアジ-の誘導に関与する

uLKlが報菖されている1).

p70S6Kは多能性キナ-ゼであり,翻訳過程の開

始因子であるeukaryOticiniぬtionfactor4B,伸展

因子であるeukaryoticelongationfactor2の活 性

変化を適 して,タンパク合成を制御 している2).

また細胞サイズ ･増殖 ･成育に関与することが示

唆されており,p70S6Kを欠いたマウスでは細胞 ･

身体サイズの抑制が見られることから,p70S6Kが

細胞の成育面に,多大な影響力を持つことが明ら

かとなっている3).

4EBPはcap結合タンパク質であるe故aryotic

initiationぬetoy4E偏F4E)と結合 し,eIF4F棲合

体形成を阻害 している.4EBPはmTO況Clの活性

化に伴い リン酸化を受けてeIF4Eと解離するこ

とで,結果として翻訳開始の引き金となる.この

ようにmTORClの基質は蛋白合成の制御因子で

あり,細胞の成長に深 く関与 している. また

mTORClはULKlのリン酸化を通じてオー トファ

ジーを抑制 しており,mTORClの阻害はオー ト

ファジ-を誘導する.これらのことからmTORCl

はがん治療の標的分子として考えられている.

mTORClはインシュリンやEGFなどのチロシ

ンキナーゼ型受容体のリガンドの成長因子によっ

て活性化されるばかりでなく,アミノ酸,ゲルコ-

スといった栄養素を感知 して活性化される4).宿

性化の経路に関してはまだ明らかでない点も多い

が,著者 らは神経細胞においてもロイシンが

mTORClを活性化することを報告 している5).ロ

イシンを細胞内に取 り込む機構については,神経

細胞においてはシステムLアミノ酸 トランスポ-

タ-であることを明らかにしている.システムL

アミj酸 トランスポ-夕-はL-typeaminoacid

transporterl圧ATl)あるいはlAT2が補助因子

である4F2heavychain(4F2hc)とヘテロ二量体

を形成 し,機能性の トランスポ-タ-として働 く.

Ⅰ｡ATlが種々の悪性腫癌細胞で発現の克進する

癌 ･胎児性 トランスポーターであり,正常細胞に

は類似の構造を持つ Ⅰ透T2が発現することが知ら

れる6).IATlは大型の中性アミノ酸を輸送する

交換輸送活性を示 し,ⅠAr2と比較 して必須ア ミ

ノ酸取り込み能力が高 く,党 現数も多いため,千

流シグナルをより先進することが示唆される.

そこで本研究では,ヒ ト髄芽腫細胞株DAOY

細胞を用い,システムLアミノ酸 トランスポータ-

特異的阻害剤であるBCH,およびロイシンアナ

ロ グ で mTORCi活 性 化 作 用 を持 た な い

Ac-IRu-NH27)のmTORシグナル抑制作用と細

胞数の変化を調べた.更に,リン酸化サイトがア

ラニンに置換 されたmutant4EBP(5A)朗 の過剰

発現により｡lTORの基質である4EBPの下流シ

グナルを操作 し,DAOY細胞の細胞数への影響 を

調べた.

材料と方法

培養細胞

ヒト小児髄芽腫細胞由来細胞株 (DAOY細胞)

は 5%ウ シ胎仔 血清 (FBS;BSI社 ) を含 む

Dulbecco'sModifiedEagleMedium (DMEM;

Sigma社)のメデ ィウム中で 50/oCO2,37℃のイ

ンキュベータで培養した.



垣矢 :mTORClシグナル制御による髄坪腺細胞の増殖抑制

RT-PCR

ISOGEN (日本 ジ-ン社)を用いて DAOY

細胞からRNAを摘出後,得られたRNAをテンプ

レ- トとし,RT-PCRHIGH-PLUSkit(TOYOBO

礼)と,以下のプライマ-を用いて RT-PCRを

行った.4F2hc:Forward5'-TGAATGAGTT-

AGAGCCCGAGAAGCA-3',Reverse5'-m CT-

GCGCCGGrAGCrCGCGACAA-3',iATl:Forward

5'-A7vTATACAGCGGCCTCm GCCATG-3予,

Reverse5㌧TGGAGGATGTGAACAGGGACCC

Art-3',ⅠAr2:Forward5'-ACCGAAACAACACI

CGAAAAG-3',Reverse5'-CAATCCAGAC-

GATGAGAGCA-3',予想されるPCR産物はそれ

ぞれ308bp,306bp,203bpである.

試薬処理.サンプル調整

6weli-dishに5×105cells/wellとなるように

DAOY細胞を播種 し,N-acetylleucineamide
(Ac-IJCu-NH2;Bachem杜),(cisト3-Am五mO-

b孟eycio【2.2.息jheptane-2-carboxylic acid

hydrochloride(BCH;S短ma社)を2時間処理 し

た.Lysisbuffer(2餐SDS,62.5mMTris-HCl

(pH6.8),プロテアーゼ阻害剤カクテル (Complete

EDTA-free;Roche社)lmM Na3VO4,20mM

Nap)で細胞を溶解.溶解液の超音波処理を行っ

た後,16℃で 15,000rpm,30分間の遠心分離を行

い,上清を回収した.タンパク濃度を測定後,プル

ダウンサンプル調整は別途,GluもathioneSepharose

4FastFlow (AmershamPharmaciaBiotech社)

のSepharosebeadsを添加し4℃で2時間転混 し

た.4℃,3,000rpm,で遠心後,上清を除去 し,

Sepharoseの洗浄を行った.5×Samplebuffer

(50%glycerol,2%SOS,62.5mMTds-HCHpH

6.8),25%!?-merCaptOethanol,BPB)を用いてサ

ンプル調製を行った.

放射ラベルロイシンの取り込み
[14C]ロイシンの取 り込みとBCHによる阻害の

実験は既報 5)と同様の方法で行った.
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ウェスタンブロット

サンプルを95℃で5分間熱処理 し,アクリル

アミドゲルで電気泳動を行い,分離後ゲルからタ

ンパク質をPVDFメンブレンに転写,10%BSA/

TNT (10mM Tris-HCl(pH7.4),0.05%

Tween20,150mMNaCD で室温,3時間ブロッ

キング.1次抗体で-A晩,4℃で反応させた.洗浄

後,適切な2次抗体で室温,五時間反応させた.洗

浄衡 ECL(PerkinElmer社)を用いてフイルム

感光により蛋白シグナルを検出した.1次抗体は

下 記 の もの を用 い た.anti-phospho-p70

S6Kinase(Thr389;CST),anti-p70S6Kinase

(ST:H-9;SantaCruz社),phospho4E-BPl

(Thr36/47)(CST社),phosph0-mTOR(Ser

2448;CST社),mTOR(MBL社).

トランスフェクション

6well-dishにDAOY細胞を5×105〔ens/weli

播種.翌 日,Fugene6TransfectioriReagenも

(Roche社)を用いて付属の説明書通りに行った.

2朋寺間後,96wel1-dishに104cells/wellでまきか

えを行い,72時間後に細胞数測定実験で使用し

た.

細胞数測定

96wel巨dishに DAOY細胞を1×104cells/

wel呈播種 し,0,10,30mM のAc-ku-NH2,0,3,

10mMのBCH,及び 20mMRapamycin(CAL-

BIOCEM社)を2綱引閣ごとに2回添加 し,48時

間後にWST法 (Cellcountimgkit8:同仁社)を用

いて,吸光測定 (450nm)により評価を行った.

結 果

ター構成分子の発現とロイシン取り込みへの役割

DAOY細胞におけるシステムLア ミノ酸 トラ

ンスポ-夕-の構成分子であるLATl,4F2hc,

IAr2の mRNAの発現をRT-PCRにより検出し

た (図1A).LATlは,補助因子である4F2hcと

共にRNAの発現が見られた.--▲方,正常神経細
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図2 DAOY細胞でのmTORCl経路へのAc-iJeu-N紺2,BCH処理の影響

A)Ac-Leo-NH2,BCHによるDAOY細胞での濃度依存的なP-P70S6Kへの影響,グラフはp70S6K

巌で補正されたP-P70S6K星比を表示.

B)Ac00Leu-NH2,BCHによるDAOY細胞での濃度依存的なp-mTORへの影実数 グラフはmTOR

量で補正されたp-mTOR墓比を表示.
C)Ac-Leu-NH2,BCHによるDAOY細胞での濃度依存的な4EBPへの影響.グラフはactin竃で

補正されたp-4EBP巌比を表示.

A-C)n=3,P*<0,01
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図3 DAOY細胞でのAc-ku-NH2,BCH処理による細胞数への影響
A)Ac-ku-NH2によるDAOY細胞での濃度依存的な細胞数への影響.
B)BCHによるDAOY細胞での濃度依存的な細胞数への影響.
C)0.1mg/mlラバマイシンによるDAOY細胞での細胞数への影響.
A-C)n-5,P*<0.01

胞で発現がみられるⅠ一朝ほのmRNAはDAOY細

胞では発現 していなかった.DAOY細胞では

iATl,4F2hcがヘテロ二量体を形成 し,アミ}酸

トランスポーターとして機能 していることが示唆

された.次にロイシンの取り込みがシステムL系

を介しているかをこの トランスポータ-の特異的

阻害剤であるBCHを用いて調べた く囲IB).

DAOY細胞では細胞内へのロイシンの取 り込み

に,システムLアミノ酸 トランスポータ-が大き

な役割を果たしていることが明らかとなった.

nAOY細胞でのロイシンの作用の阻害による

mTORシグナル経路への影響

ロイシンはmTORClの活性化を,神経細胞を含
む種々の細胞で引き起こすことが知られている9).

そこでロイシンの作用を附宮するため,IllTORCl
活性化作用を持たないアナログであるAc-Len-
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NH2,およびシステムLア ミノ酸 トランスポ-タ
-の選択的阻害剤BCHを開いた.これら薬剤に

よるmTORClシグナル経路への影響を,活性変
化に伴うリン酸化比率の変化をウェスタンブロッ

トにより評価 した.Ac-Leo-NH2とBCHは

mTOR,そ してmTO没の基質であるp70S6K,
4EBPの リン酸化を濃度依存的に抑制 した く図
2A-C).

I)AOY細胞でのロイシンの作用の阻害による細

胞数への影響

DAOY細胞では他の腫癌細胞で報告されている

ようにラバマイシンにより細胞成育が大きく阻害

された (図3A).つまりDOY細胞ではmTORCl

依存性の細胞成長があると考えられた.そこで

mTORCl経路 を限害 したAc-ktl-NH2,BCH

をDAOY細胞に作用 させ,細胞数の変化を調べ
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図4 mutant4EBP(5Å)による,mTOR下流シグナル抑制効果

A)Mutant4EBP(5A)模式図

B)WT-,mutant一速EBPのGSTを利用 したプルダウン後,4EBP,eIF4E抗体で

ウェスタンブロッ トにより検LLi.グラフは逢EBP量で補正 されたeIF4E巌比

で表示.(n-3,P*<0.01)
C)DAOY細胞でのmutant4EBP(5A)による細胞数への影響.(n-4,P*く0.0且)

た,結果として,AC-ku-NH2,BCH共に濃度依

存的にDAOY細胞の細胞数の増加を抑制 した.

この濃度の範囲では両薬剤とも細胞死を引き起こ

さなかった.すなわち,Ac一hu-NH2,BCHによ

るロイシンの作用の抑制が,mTORシグナルを不

活性化し,細胞成長の抑制が起こったと推察され

た (図3B,C).

DAOY細胞での mutilntLIEBP (5A)の細胞生

存への影響

mTORClシグナルはオ-トファジーにも関与す

ることが報告されている10)ll).またオー トファジ

-はがん治療のターゲットの過程にもなってい

る.そこで,図3で示された細胞数の減少が,オー

トフアジ-である可能性を排除するため,4EBP

の強制発現の実験を行った.4EBPのリン酸化部

位を全てアラニンに置換したmutant4EBP (5A)

(図 4A)を遺伝子導入すると,血清刺激下でも

WT4EBPより多くeIF4Eと結合 していた (図
4B).eIF4Eは4EBPと結合しているとeIF4Gと

結合できず,eIF4F複合体を形成できない,この

状態は翻訳が抑制された状態である.この状態に

おける細胞数の変化を調べた.WT4EBPを一過

性に発現 させた形質移入細胞と比較 し,mutant

4EBP(5A)ではより顕著な細胞数の減少が確認

された (図4C).以上の結果より,mTORClから

4EBPを介した翻訳を抑制することによって,図

3と同様に細胞数の増加が抑制された.以上のこ

とから,BCH,Ac-ku-NH2による細胞数の減

少は,オ- トファジーの誘導によるものではなく,
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タンパク合成の抑制による結果であることが強く

示唆された.

考 察

mTORClは栄養素シグナルと増殖シグナルを

統合し,細胞の成長を司るキナーゼである.その

特異的阻害剤であるラバマイシンやそのアナログ

は種々の腺癌細胞の成長を抑制することが報告さ

れている.本研究ではIllTORClの上流のアミノ

酸によるシグナル伝達を阻害することによって,

髄芽腫細胞の増殖を抑制することを初めて示 し

た このことはmTORC且を分子標的として抗腺

癌薬の開発を考える際に,当該分子そのものだけ

ではなく ｢カスケード｣を標的として,多点での

別薬の可能性を示すものである.

mTORClの阻害は翻訳抑制とオ- トファジー

の誘導を引き起こすが,mutant4EBPを用いた実

験から,翻訳抑制が大きな役割を果たしているこ

とが明らかになった.細胞は分裂する際に,一定

の大きさになる必要があることが酵母などの研究

から示唆 されているので,mTORClの阻害によ

り細胞成長が抑制され,増殖抑制につながるのか

もしれない.

アミノ酸は蛋白質の ｢原料｣に留まらず,細胞

内シグナルカスケードの トリガーとして機能する

ことが明らかとなってきた 12日3).分岐鎖アミノ

酸であるロイシンがmTORClを活性化すること

が示されてきたが予その詳細なメカニズムは不明

な点が多い,

本研究でもAc-ku-NH2,BCHのパ-シャル

な効果を考えると,mTORClシグナルの活性化

路については他のアミノ酸 トランスポータ-を介

した作用や新規の細胞表面受容体なども考慮する

必要があるかもしれない 14)

mTORは蛋白の合成や分解といった転写以降

の細胞内イベントで大きな役割を果たす分子であ

り.生物学的作用としては,エネルギ-代謝や神

経機能などまで幅広いものがある.その活性を多

点で制御することは細胞内の生化学的反応と生物

学的応答を探るためのツ- ルとなるばかりでな
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く,ここでも示 した癌などの疾患に対する劇薬と

いう観点からも重要なものであると考えられる.
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