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〈要 約〉

　好気的な条件にもかかわらず解糖系が活性化されるワールブルグ効果はがん細胞における顕著な特徴のひとつだが，その分子的な機序についてはいまだ不明な点が多い．今回，筆者らは，mTOR複合体2が転写因子c-Mycの細胞における発現レベルを制御することにより，悪性脳腫瘍である膠芽腫においてがん細胞の代謝を制御していることを明らかにした．mTOR複合体2はc-Mycを負に制御する転写因子FoxOをアセチル化を介して不活性化し，これによりc-Mycの発現を上昇させることがわかった．さらに，mTOR複合体2，アセチル化FoxO，および，c-Mycの発現は臨床の脳腫瘍の検体において強く相関しており，また，膠芽腫の患者における予後不良因子ともなっていた．これらの結果から，mTOR複合体2のがん細胞の代謝の制御における，Aktとは独立したシグナル伝達経路による新規の役割を提唱した．また，この分子機構は膠芽腫においてPI3キナーゼあるいはAktを標的とした治療法に対する抵抗性の機序のひとつであることも示唆された．
はじめに

　代謝系のリプログラミングはがん細胞における大きな特徴のひとつである1)．がん細胞ではグルコースの大部分は乳酸へと変換され，生体高分子の生合成に必要な炭素を含む前駆体として供給されている2)．これは正常な細胞における内呼吸経路とは異なり，酸素が十分に存在しても解糖系が優先される“ワールブルグ効果”として知られ3)，急速に増殖するがん細胞の同化およびエネルギー需要をみたす役割をはたしている．このワールブルグ効果の分子的な機序を明らかにすることができれば，がんの病態の解明，ひいては，新規の治療標的の同定やがんの治療に対する抵抗性の機序が明らかになるかもしれない．
　正常および異常な細胞において，成長因子受容体を含む細胞の内外からのシグナルはmTORにより統合され，細胞の増殖および代謝のシグナルとして伝達される4)（図1）．mTORは2種類のタンパク質複合体として存在し，そのうちmTOR複合体1はがん細胞における代謝の制御に関して主要な役割をはたしていることがこれまで数多く報告されている5)．一方，Aktの上流においてはたらくmTOR複合体2のがん細胞における役割も徐々に解明されつつあるが6)，がん細胞における代謝の制御でのその重要性はいまだ明らかにされていない．
　そこで，筆者らは，mTOR複合体2のがん細胞における代謝でのはたらきを，ワールブルグ効果に対する重要な制御タンパク質であるc-Myc 7) との関係に注目して解析した．解析の対象としては，ヒトの腫瘍のなかでもっとも悪性度が高く，さらに，その多くでAktあるいはmTORを介したシグナル伝達経路の亢進している脳腫瘍である膠芽腫を用いた．
1．mTOR複合体2はc-Mycを介してワールブルグ効果を促進する

　mTOR複合体2のがん細胞における代謝での役割を解析するため，EGF受容体の活性型変異体の強制発現によりmTOR複合体2が高く活性化された膠芽腫細胞を利用した6)．mTOR複合体2の主要な構成タンパク質のひとつであるRictorの抑制系および過剰発現系においてこの膠芽腫細胞の代謝の変化および増殖能を解析した結果，mTOR複合体2はグルコースの存在のもと解糖系を亢進させ細胞の増殖を促進させるが，それと同時に，細胞の生存を解糖系に強く依存させることがわかった．c-Mycの抑制実験においても膠芽腫細胞は同様の表現型を示したことから，mTOR複合体2の解糖系に対する効果はc-Mycを介しているのではないかとの仮説をたてた．実験の結果，Rictorとc-Mycとのタンパク質レベルでの発現は強い正の相関を示し，さらに重要なことに，細胞からc-Mycを欠損させるとmTOR複合体2の解糖系に対する効果は消失した．このことは，mTOR複合体2がc-Mycを介してがん細胞における解糖系（ワールブルグ効果）を制御しているという仮説に合致した．また，これまで，mTOR複合体2の代謝に対する影響は下流に存在するAktを介したものであると考えられてきたが5,8)（図1），この実験系においてAktのc-Mycへの効果は軽度であり，Aktとは独立したmTOR複合体2の代謝における重要な役割が推測された．
2．mTOR複合体2によるc-Mycおよび解糖系の制御はFoxOのアセチル化を介する

　転写因子FoxOはc-Mycを負に制御し，これまで，AktがFoxOをリン酸化により不活性化することでc-Mycおよび解糖系を促進することがよく知られている5,8)．そこで，Aktとは独立したmTOR複合体2のc-Mycおよび代謝への影響には，FoxOに対するリン酸化とは別の翻訳後修飾がかかわっているのではないかと考えた．膠芽腫細胞を用いた解析の結果，mTOR複合体2はFoxOに対するもうひとつの抑制性の翻訳後修飾であるアセチル化を促進することがわかった．また，アセチル化に対し抵抗性をもつFoxO変異体，あるいは，恒常的なアセチル化を模倣したFoxO変異体を発現させることにより，アセチル化FoxOのc-Mycおよび解糖系に対する効果を調べたところ，リン酸化と同様に，FoxOのアセチル化もc-Mycの発現および解糖系の制御と強く関連しており，FoxOのアセチル化は膠芽腫細胞における代謝の制御において機能的に重要な翻訳後修飾であることが示された．さらには，mTOR複合体2のc-Mycおよび解糖系に対する効果はアセチル化抵抗性FoxO変異体の過剰発現により相殺された．
　FoxOのアセチル化にはヒストンアセチル化酵素およびヒストン脱アセチル化酵素のバランスが重要であることが報告されている9)．それらの酵素のなかで，mTOR複合体2がAktに非依存的にクラスIIaヒストン脱アセチル化酵素をリン酸化により不活性化することでFoxOのアセチル化を促進することが見い出された．このことは，クラスIIaヒストン脱アセチル化酵素がFoxOの脱アセチル化に関与しているという過去の報告と合致した9)．興味深いことに，膠芽腫細胞において明らかになったこのmTOR複合体2-ヒストン脱アセチル化酵素-FoxO-c-Mycというカスケードは，肺がんの細胞系列においても確認された．したがって，このmTOR複合体2による代謝の制御は，脳腫瘍のみにとどまらず，さまざまな種類のがんに広く関与しているのかもしれない．
3．アセチル化FoxOによるc-Mycの制御はマイクロRNAを介する

　FoxOはmiR-145およびmiR-34cといったマイクロRNAを介してc-Mycの発現を抑制していることが知られている10,11)．FoxOのリン酸化およびアセチル化といった翻訳後修飾は，これらのマイクロRNAにどのような影響をあたえるのか，リン酸化抵抗性FoxO変異体およびアセチル化抵抗性FoxO変異体を用いて解析した．その結果，リン酸化抵抗性FoxO変異体はmiR-145の制御，アセチル化抵抗性FoxO変異体はmiR-34cの発現の制御にそれぞれ強く関連していた．また，miR-145と比較して，miR-34cの発現はmTOR複合体2の活性化の状態と強く相関していた．これらの結果は，c-Mycの制御に関して，Akt-リン酸化FoxO-miR145，および，mTOR複合体2-アセチル化FoxO-miR34cを介する，2つの独立したシグナル伝達経路が存在することを示唆した．
4．mTOR複合体2-アセチル化FoxO-c-Mycシグナル伝達経路はAktを標的とした治療法に対する抵抗性と関連する

　c-Mycの制御に関して，Akt-リン酸化FoxO，および，mTOR複合体2-アセチル化FoxOを介する，2つの独立したシグナル伝達経路の存在が示された結果，これまで，臨床への応用が検討されてきたPI3キナーゼあるいはAktを標的とした治療法はmTOR複合体2-アセチル化FoxO-c-Mycシグナル伝達経路により迂回されるため，c-Mycを介する解糖系の抑制やがん細胞への細胞死の誘導に対し不十分であることが予測された．事実，Akt阻害剤の単独による膠芽腫細胞の治療では，逆に，mTOR複合体2-アセチル化FoxO-c-Mycシグナル伝達経路が活性化されることによりアセチル化FoxOが増加し，c-Mycおよび解糖系も亢進して効果的に細胞死を誘導できないことが確認された．
　しかし，このことはAktおよびmTOR複合体2の両者を標的とする新たな複合的な治療法の可能性を提供した．つまり，PI3キナーゼあるいはAktおよびmTOR複合体2の両者を抑制することにより，膠芽腫細胞の細胞死を促進することに成功したのである．さらに，ヒトの患者に由来する膠芽腫細胞を移植したマウス腫瘍モデルをPI3キナーゼおよびmTORの両方の阻害剤であるXL765により治療したところ，対照と比較して，アセチル化FoxO，c-Myc，解糖系の酵素，がん細胞の増殖が有意に抑制された．これらのことから，この複合的な治療法が膠芽腫の治療における有望な選択肢のひとつとなりうることが期待された．
5．mTOR複合体2，アセチル化FoxO，c-Mycは膠芽腫の患者における予後不良因子である

　臨床の脳腫瘍の検体において実際に，mTOR複合体2-アセチル化FoxO-Mycシグナル伝達経路が関与しているのかどうかを調べるため，26の正常な脳の組織および80の膠芽腫の組織からなる組織マイクロアレイ法による解析，および，8件の膠芽腫の剖検の症例を利用した免疫組織化学的な解析を行った．その結果，アセチル化FoxOおよびc-Mycは膠芽腫の組織において有意に高く発現しており，mTOR複合体2の活性化の状態と強く相関していた．さらに，アセチル化FoxOおよびc-Mycを高く発現した膠芽腫のグループは，低く発現したグループと比較して予後が不良であることがわかった．これらの臨床検体における結果は，これまでの基礎実験の結果を実際の臨床の現場に応用することが可能であることを強く示唆した．
おわりに

　基礎医学的な実験から臨床の検体までを用いたこの横断的な研究は，がん細胞の代謝において，Aktに非依存的にc-Mycを制御するmTOR複合体2の新たな役割を明らかにした（図2）．この研究結果は，膠芽腫の治療戦略において少なくとも2つの点について重要であった．ひとつは，c-Mycが膠芽腫におけるがん細胞の代謝を含めた病態に強く関与していたことである．以前に，筆者らのグループは，EGF受容体-mTORシグナル伝達経路の亢進した膠芽腫ではc-Mycを機能的に制御することによりがん細胞の代謝が制御されていることを報告した12)．一方，この研究は，mTOR複合体2がc-Mycのタンパク質レベルでの発現を制御することにより膠芽腫においてがん細胞の代謝を制御することを明らかにした．つまり，EGF受容体-mTORシグナル伝達経路が亢進した膠芽腫ではc-Mycが多段階で制御されていることが推測された．これは膠芽腫のc-Mycへの依存度の高さを示すものでもあり，c-Mycの抑制がその治療戦略のひとつとなりうることを示した．もうひとつの点は，mTOR複合体2によるFoxOのアセチル化が，PI3キナーゼあるいはAktを標的とする治療法に対する抵抗性の機序となりうることである．これまで，mTOR複合体2の機能の多くはAktを介するものと考えられてきたが5,8)，近年，この研究を含め，がんにおけるAktとは独立したmTOR複合体2の役割が明らかにされつつある6)．現在，筆者らは，mTOR複合体2-アセチル化FoxO-c-Mycシグナル伝達経路を標的とした治療薬の開発にも取り組んでおり，がん細胞における代謝を含めたがんの制御に関して，mTOR複合体2およびPI3キナーゼあるいはAktを標的とした複合的な治療法は，今後，有望な治療戦略として期待される．
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〈図説明〉
図1　mTORはシグナル伝達経路および代謝経路の統合において主要な役割をはたす

成長因子受容体などからのシグナルは下流で統合され，1）Akt，あるいは，2）mTOR複合体1を介して細胞の増殖およびワールブルグ効果として表現される．mTOR複合体2の代謝に対する影響は下流のAktを介したものであると考えられているが，3）もし，Aktに非依存性のシグナル伝達経路が存在した場合，細胞の増殖およびワールブルグ効果を抑制するには，AktおよびmTOR複合体1にくわえ，mTOR複合体2の抑制が必要であることが推測される．
図2　c-Mycを制御する2つのシグナル伝達経路はAktを標的とする治療法に対する抵抗性の機序となりうる

c-Mycは上流からのシグナルにより，1）Akt-リン酸化FoxO，および，2）mTOR複合体2-アセチル化FoxOを介する，2つの独立したシグナル伝達経路により制御されていることが明らかになった．したがって，PI3キナーゼあるいはAktを標的とする治療法はmTOR複合体2-アセチル化FoxO-c-Mycシグナル伝達経路により迂回されるため，c-Mycを介する解糖系の抑制やがん細胞への細胞死の誘導に対し不十分であると考えられる．mTOR複合体2およびPI3キナーゼあるいはAktの両者を標的とする複合的な治療法が，今後，有望な治療戦略として期待される．
