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〈要 約〉

　ミトコンドリアの動態および機能は増殖因子や栄養素などの細胞の内外からのシグナルにより制御されているが，その詳細な機構は解明されていない．この研究においては，mTOR複合体1がミトコンドリアの分裂にかかわるタンパク質をコードするMTFP1遺伝子の翻訳を促進することによりミトコンドリアの分裂およびアポトーシスを制御する機構の一端が明らかにされた．MTFP1はミトコンドリアの分裂にかかわるタンパク質であるDRP1のリン酸化およびミトコンドリアへの局在化にかかわり，mTOR阻害薬は翻訳の開始の抑制タンパク質である4E-BPを介してMTFP1遺伝子の翻訳を抑制しミトコンドリアの融合を促進した．mTOR阻害薬により処理された細胞においてMTFP1を過剰に発現させるとミトコンドリアの融合は阻害され，アポトーシスがひき起こされた．この研究により，mTOR複合体1はミトコンドリアの分裂をつかさどるMTFP1を介し，ミトコンドリアの動態だけでなく細胞の生存を決定することが明らかにされた．

はじめに

　mTORは酵母からヒトまで保存されたセリン/スレオニンキナーゼであり，増殖因子，インスリン，栄養素，酸素など細胞の内外からのさまざまなシグナルを感知してタンパク質や脂質の合成など同化代謝を促進し，オートファジーなどの異化代謝を抑制することにより細胞の増殖を促進する1)．mTORは機能の異なる2つのタンパク質複合体を形成する．mTOR複合体1はPI3K-AKT-TSC1シグナル伝達経路を介して成長因子およびインスリンなどの細胞外シグナルにより活性化され，また，小分子GTPaseであるRAGを介してアミノ酸などの細胞内シグナルにより活性化される．mTOR複合体1は翻訳などの同化代謝を促進し，オートファジーなどの異化代謝を抑制する．mTOR複合体2はAktなどのAGCキナーゼを介して細胞骨格，細胞の生存，糖および脂質の代謝を制御する．
　mTOR複合体1は，翻訳開始因子eIF4Eの結合タンパク質である4E-BP，S6K，ULK1といった複数の下流エフェクターを介して同化代謝および異化代謝を制御する2)．4E-BPは翻訳の抑制タンパク質であり，mRNAの5’キャップ構造の結合タンパク質であるeIF4Eと結合してeIF4F複合体の形成を抑制する．eIF4F複合体はeIF4Aや足場タンパク質eIF4Gから構成され，リボソームのmRNAへの動員を促進する．mTOR複合体1により4E-BPがリン酸化されると，4E-BPはeIF4Eから解離し，eIF4F複合体が形成され翻訳の開始が促進される．mTOR複合体1が活性化されると，リボソームが特定のmRNAへと動員され翻訳が促進される．この特定のmRNAとしてミトコンドリアタンパク質をコードするmRNAがもっとも多く同定されており，とくに，ミトコンドリアの形成，分裂，呼吸，ATPの産生にかかわるタンパク質をコードするmRNAが多く含まれる3)．ミトコンドリアの分裂にかかわるタンパク質MTFP1はミトコンドリア内膜に存在し，その発現の抑制はミトコンドリアの融合を，過剰な発現はミトコンドリアの断片化をひき起こす4)．MTFP1はDRP1を介してミトコンドリアの分裂を制御する．しかし，mTOR複合体1によるミトコンドリアの動態の制御機構については明らかにされていなかった．

1．mTOR阻害剤によるミトコンドリアの伸長および分岐の促進
　トランスレイトーム解析によりmTORの下流において翻訳の制御をうけるmRNAを網羅的に探索したところ約500種類のmRNAが同定され，そのなかでもっとも多く同定されたのはミトコンドリアタンパク質をコードするmRNAであった3)．以前に，筆者らは，mTOR複合体1が4E-BPを介してミトコンドリアタンパク質の翻訳を選択的に促進することにより，ATPの産生や呼吸などミトコンドリアの機能を活性化することを明らかにした5)（新着論文レビュー でも掲載）．さらに，ミトコンドリアの機能と動態は関連することが報告されている6)，このmTOR複合体1によるミトコンドリアの機能の制御機構について明らかにするため，mTOR阻害剤によるミトコンドリアの動態への影響を電子顕微鏡により観察し定量的に解析した．その結果，mTOR阻害剤により処理した細胞においてミトコンドリアの伸長および分岐が有意に認められた．さらに，細胞質あたりのミトコンドリアの総数および総量は減少し，先行の報告と同様に7)，オートファゴソームの形成は促進された．この定量的な解析から，mTORはミトコンドリアの形態を制御することが明らかにされた．

2．mTOR阻害剤によるMTFP1のタンパク質量およびDRP1のリン酸化の制御

　ミトコンドリアの動態は分裂と融合とのバランスにより維持される6)．DRP1およびMTFP1はミトコンドリアの分裂にかかわることが，OPA1，MFN1，MFN2はミトコンドリアの内膜と外膜との融合にかかわることが知られている．DRP1はSer616がリン酸化されると活性化してミトコンドリアの分裂を促進し，Ser637がリン酸化されるとミトコンドリアへの局在およびミトコンドリアの分裂が抑制される6)．mTOR阻害剤はMTFP1のタンパク質量を低下させ，DRP1のSer637のリン酸化を促進しSer616のリン酸化を抑制した．一方，OPA1およびMFN2のタンパク質量およびリン酸化はmTOR阻害剤による制御をうけなかった．この結果から，mTOR阻害剤はミトコンドリアの分裂にかかわるタンパク質を抑制することによりミトコンドリアの融合を促進することが明らかにされた．

3．mTOR複合体1はミトコンドリアの分裂をひき起こす
　ラパマイシンとは異なり，mTOR阻害剤はmTOR複合体1およびmTOR複合体2を標的とする．RaptorはmTOR複合体1，RictorはmTOR複合体2に，特異的な構成タンパク質である．mTOR複合体1とmTOR複合体2のどちらがミトコンドリアの動態の制御にかかわるのかを明らかにするため，RaptorあるいはRictorを欠損させた．その結果，Raptorを欠損した細胞においてはミトコンドリアの伸長，ミトコンドリアへのDRP1の局在の抑制，DRP1のSer637のリン酸化の促進およびSer616のリン酸化の抑制などmTOR阻害剤を処理したときと同様の表現型が認められたが，Rictorを欠損した細胞においてこれらの表現型は認められなかった．mTOR複合体1は小分子量GTPaseであるRhebにより活性化され，RhebはTSC1-TSC2複合体により抑制されることが知られている1,8)．TSC2を欠損した細胞をmTOR複合体1の活性化モデルとしたところ，ミトコンドリアの分裂，DRP1のSer637のリン酸化の抑制およびSer616のリン酸化の促進といった，Raptorを欠損した細胞とは逆の表現型が認められた．この結果から，ミトコンドリアの分裂はmTOR複合体1によりひき起こされることが明らかにされた．

4．mTOR阻害剤によるミトコンドリアの伸長およびMTFP1遺伝子の翻訳の抑制には4E-BPが必要である

　mTOR複合体1がMTFP1およびDRP1を介してミトコンドリアの分裂を促進することが明らかにされたが，mTOR複合体1はおもに翻訳の開始の抑制タンパク質である4E-BPを介して翻訳を制御することから，ミトコンドリアの動態およびミトコンドリアの分裂における4E-BPの役割について調べた．その結果，4E-BPを欠損した細胞においては，野生型の細胞と比較してmTOR阻害剤によるミトコンドリアの伸長は軽度で分岐は認められず，DRP1のミトコンドリアからの遊離もみられなかった．野生型の細胞および4E-BPを欠損した細胞のどちらにおいても，mTOR阻害剤の処理によりオートファゴソームの形成がひき起こされた．

　さらに，ミトコンドリアの分裂にかかわる個々のタンパク質をコードする遺伝子の翻訳活性について調べるため，ポリソームプロファイリング法を実施した．この方法は，翻訳活性によりmRNAを分離してその量を定量化することが可能である．この解析により，mTOR阻害剤はMTFP1遺伝子の翻訳を抑制するがDRP1遺伝子の翻訳には影響しないという結果が得られた．また，ここまでの実験はマウス胎仔線維芽細胞を用いていたが，ヒトに由来するA375細胞においても同様の結果が得られた．この結果から，mTOR複合体1によるミトコンドリアの分裂の制御およびMTFP1遺伝子の翻訳の制御には4E-BPが必要であることが明らかにされた．

5．mTOR複合体1-4E-BP-MTFP1シグナル伝達経路によるミトコンドリアの動態の制御

　mTOR阻害剤を処理した細胞における4E-BPに依存的なMTFP1のタンパク質量の減少とDRP1のリン酸化の制御との時系列について明らかにするため，レスキュー実験を実施した．MTFP1遺伝子の翻訳に対するmTOR阻害剤および4E-BPの影響を排除するため，5’側非翻訳領域を欠損させたMTFP1遺伝子を用いた．その結果，mTOR阻害剤は対照およびMTFP1を過剰に発現させた細胞において4E-BPのリン酸化を抑制したが，MTFP1を過剰に発現させた細胞においてMTFP1のタンパク質量を減少させなかった．MTFP1を過剰に発現させた細胞はmTOR阻害剤により処理してもDRP1のSer616およびSer637のリン酸化は影響をうけず，ミトコンドリアは断片化されたままであった．この結果から，MTFP1はmTOR複合体1-4E-BPシグナル伝達経路の下流においてミトコンドリアの動態の制御に重要な機能をはたすことが明らかにされた．

6．mTOR複合体1-4E-BP-MTFP1シグナル伝達経路によるアポトーシスの制御

　飢餓の状態においてミトコンドリアは伸長することによりオートファジーからのがれアポトーシスは回避されることが報告されている9)．このことから，ミトコンドリアの伸長はアポトーシスから回避するための防御反応なのか，その機能的な意義について調べた．MTFP1を過剰に発現させた細胞においては，対照と比較してmTOR阻害剤は細胞の増殖を強く抑制した．また，MTFP1を過剰に発現させた細胞において，アポトーシスの指標であるポリ（ADPリボース）ポリメラーゼの分解が起こり，カスパーゼ3およびカスパーゼ7は活性化されていた．この結果から，mTOR複合体1-4E-BPシグナル伝達経路からMTFP1を脱共役することによりmTOR阻害剤によるミトコンドリアの融合を阻止すると，mTOR阻害剤により細胞の増殖が強く抑制されるだけでなく，アポトーシスがひき起こされることが明らかにされた．このことから，ミトコンドリアの動態の制御によりmTOR阻害薬の抗腫瘍効果を増強することが考えられ，mTOR阻害薬のさらなる臨床応用への可能性が示唆された．

おわりに

　この研究においては，mTOR複合体1-4E-BP-MTFP1シグナル伝達経路を介してmTOR阻害剤によりミトコンドリアの分岐および融合がひき起こされることが明らかにされた（図1）．MTFP1はミトコンドリア内膜に存在しミトコンドリアの分裂やDRP1のリン酸化にかかわることが知られているが，mTOR複合体1シグナルの下流における制御については未解明であった．この研究により，MTFP1遺伝子の翻訳およびDRP1の局在とリン酸化の制御は翻訳の開始の抑制タンパク質である4E-BPを介しており，mTOR複合体1がミトコンドリアの動態およびアポトーシスを制御していることが明らかにされた．しかしながら，MTFP1の詳細な機能については今後の研究が期待される．

　ミトコンドリアの動態は分裂と融合とのバランスにより維持されるが，細胞の種類や組織の状態により大きく異なっている．がん細胞においては分裂が促進され，断片化したミトコンドリアが多くみられる10)．今回の研究による，さまざまながんにおいて活性化されているmTOR複合体1-4E-BPシグナル伝達経路の下流においてMTFP1およびDRP1がミトコンドリアの動態およびアポトーシスの制御の一端を担うという知見は，今後のがん治療の発展のうえで重要であると考えられる．

　現在，mTOR阻害剤はさまざまながんにおいて第I相および第II相の臨床試験が進められているが，その作用は細胞の増殖の抑制であり，がん細胞にアポトーシスをひき起こす効果は低いと考えられている．mTOR阻害剤によるがんの治療は，ミトコンドリアの伸長を促進することによりがん細胞の生存を高める可能性もある．実際に，mTOR阻害剤に耐性のがん細胞も単離されている11)．今回の研究による，mTOR阻害薬により伸長したミトコンドリアをMTFP1の過剰な発現により断片化しアポトーシスをひき起こすという知見は，新たな抗腫瘍薬を創出し新たな治療戦略を提供する可能性がある．
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〈図説明〉

図1　mTOR複合体1によるミトコンドリアの分裂およびアポトーシスの制御

（a）増殖している細胞においては，mTOR複合体1の下流にて，タンパク質の合成，ミトコンドリアの分裂，オートファジーなどが制御されている．ミトコンドリアタンパク質をコードする遺伝子の翻訳が活性化されると，ミトコンドリアにおけるATPの産生が上昇しタンパク質の合成に必要とされるATPが供給される．
（b）mTOR阻害剤はmTOR複合体1の機能を阻害するため，翻訳は抑制され，ミトコンドリアは伸長し，オートファジーは活性化する．伸長したミトコンドリアはオートファジーからのがれて細胞は生存が可能になる．
（c）mTOR阻害剤を処理した細胞においてMTFP1を過剰に発現させると，伸長したミトコンドリアは断片化されアポトーシスがひき起こされた．
