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中文摘要  
 

 一般而言，我們對 Bcl-2 family protein 的認知都是它們 anti-apoptosis 或是

pro-apoptosis 的功能，會因為彼此的交互作用，調控粒線體外膜上 voltage-dependent 

anion channel(VDAC)的通透性，決定細胞的生死。但是近年來的研究逐漸注意到

Bcl-2 family protein 的另外一面，除了調控 apoptosis 以外，Bcl-2 family protein 也

影響很多細胞重要的代謝作用。 

 BAD 是 Bcl-2 family 的一員，屬於 pro-apoptotic 的 BH3-only protein，會與粒

線體外膜上的 Bcl-2, Bcl-xL 結合，造成 VDAC 的通透性增加，BAD 會在粒線體外

膜上形成 BAD complex，BAD complex 會調控肝細胞 glucokinase 活性和 beta-cells 

的 insulin secretion。暗示我們 BAD 可能在細胞的營養代謝層面上有所調控。而生

長中細胞的營養可得性由粒線體 anaplerosis整合。為了探討BAD活性與 anaplerosis

的關聯性，我們對細胞處理 anaplerosis 抑制劑 Aminooxyacetic acid(AOA)，發現

BAD 的磷酸化狀態改變 , p-BAD(S136)上升，p-BAD(S155)下降 ; 對細胞處理

glutaminolysis inhibitor，BPTES 也得到相同的實驗結果，證明 BAD 的磷酸化狀態

反應粒線體 anaplerosis活性。而當我們處理 soluble adenylyl cyclase inhibitor, KH7，

BAD 磷酸化狀態的改變與抑制 anaplerosis 相同，說明粒線體 anaplerosis 活性可能

經由 cAMP-PKA signaling 在 BAD complex 進行整合。此外 AOA，BPTES，KH7

處理皆觀察到 p-S6K1(T389)下降，p-Akt(S473)上升的現象，分別代表 mTORC1 活

性下降，mTORC2 活性上升，mTORC2 對 Akt(S473)的活化發生於 membrane raft，

會進而活化 p-BAD(S136)，可能借此調控 BAD complex 中的 WAVE-1，造成粒線

體到細胞膜 nutrient transporter 附近獲取胺基酸，促進粒線體進行 anaplerosis 然後

產生 cAMP-PKA 訊號來活化 p-BAD(S155)。根據以上實驗結果，證明 BAD 的磷

酸化狀態會反應粒線體 anaplerosis 活性，其中可能是由 BAD complex 來整合

cAMP-PKA signaling，然後造成 mTORC1 和 mTORC2 活性受到影響，藉此調控細

胞的營養代謝與生長。 

 

關鍵字：粒線體; BAD; BAD complex; VDAC; Akt; cAMP-PKA signaling; anaplerosis; 

AOA; BPTES; KH7 
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Abstract 

The Bcl-2 family is the best characterized protein family involved in the regulation 

of apoptotic cell death, consisting of anti-apoptotic and pro-apoptotic members. These 

proteins determine the life or dead of cells by altering the VDAC permeability, which is 

located on the mitochondrial outer membrane. However, recent studies suggest that 

bcl-2 family proteins have cellular functions beyond regulation of apoptosis.   

The BAD protein is a pro-apoptotic member of Bcl-2 family whose ability to 

heterodimerize with Bcl-2 and Bcl-xL, and increase permeability of VDAC. On the 

mitochondrial outer membrane, Bad assemble a complex together with PKA, PP1c, 

WAVE-1, and glucokinase. BAD complex and the phosphorylation state of BAD 

regulate the glucokinase activity in hepatocytes and the insulin secretion in beta cells, 

raising the possibility that BAD may be involved in nutrient metabolism. The 

mitochondrial anaplerosis activity is in response to cellular nutrient availability. To 

investigate the interaction between BAD activity and anaplerosis, we treated U2OS cells 

with anaplerosis inhibitor, aminooxyacetic acid(AOA), and measured the 

phosphorylation levels of BAD. We found that AOA induces BAD(S136) 

phosphorylation and reduces BAD(S155) phosphorylation. The treatments with BPTES 

result in the same BAD phosphorylation state, suggest that BAD phosphorylation states 

correspond to mitochondrial anaplerosis activity. In addition, soluble adenylyl cyclase 

inhibitor, KH7 treatments have the same effect. Suggest that mitochondrial anaplerosis 

activity may be coordinated by BAD complex through the cAMP/PKA signaling.  

Treatment with AOA, BPTES, KH7, both reduce the activity of 

mTORC1(p-S6K1-T389 decrease),and induce the activity of mTORC2(p-Akt-S473 

decrease). mTORC2-Akt(S474) phosphorylates BAD at S136, may occur in membrane 
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raft. The phosphorylation of BAD(S136)may regulate WAVE-1(the component of BAD 

complex), and make mitochondria move to plama membrane in order to acquire nutrient. 

Sequentially, cAMP-PKA signaling phosphorylate BAD(S155). 

The results suggest that BAD phosphorylation states correspond to mitochondrial 

anaplerosis activity, and mitochondrial anaplerosis activity may be coordinated by BAD 

complex through the cAMP/PKA signaling; furthermore affect mTORC1 and mTORC2 

activity to regulate metabolism and cell growth.  

 

Key words: mitochondria; BAD; BAD complex; VDAC; Akt; cAMP-PKA signaling; 

anaplerosis; AOA; BPTES; KH7  
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Chapter 1 引言  
  

Bcl-2 family proteins 負責細胞 apoptosis 的調控，就像是細胞的殺手，掌握了細

胞的生死。成員可能擁有 pro-apoptotic 活性或是 anti-apoptotic 活性。因為它們對

調控 apoptosis 的重要性，過去的研究都著重於調控計劃性細胞死亡（programmed 

cell death）的功能上。 

BCL-2（B-cell lymphoma-2）基因是在 B 細胞濾泡淋巴瘤（B-cell follicular 

lymphomas）中的 t(14;18)染色體轉位斷裂處被發現，在這個位置 BCL-2 的轉錄會

因為 immunoglobulin heavy chain gene promoter 和 chromosome 14 上的 enhancer 驅

動而過度表現 1。特別的是，BCL-2 overexpression 並不像其他 oncogenes 

overexpression 一樣會促進細胞增生，而是會抑制細胞死亡 2。Apoptosis 被普遍認

為是一種抑制癌症的機制。特定的 oncogene 突變，例如 MYC，會導致細胞增生的

活化 3,4，但是這個作用會被 apoptosis 所以抑制，所以需要第二個突變才能有效的

讓腫瘤形成。因此若是將 MYC 和 BCL-2 兩者皆 overexpression，就會在淋巴瘤或

是其他癌症的發展上產生有力的協同作用 5。因此了解到 BCL-2 和其他 BCL-2 

family 成員是 apoptosis 程序所必須的，包含發育時的計劃性細胞死亡、組織轉化、

抵抗病原等等。 

在哺乳類細胞中，至少有 12 種核心的 Bcl-2 family protiens，包含 Bcl-2 自己

本身和其他三維結構或是二級結構類似於 Bcl-2 的蛋白質，這些蛋白表現出從抑制

到促進 apoptosis 不同的活性。所有的 Bcl-2 family 成員都擁有至少一種的 Bcl-2 

homology domains（BH domains）6。BH domain 分為 4 種：BH1，BH2，BH3 和

BH4。大部分的 anti-apoptosis 成員至少包含 BH1，BH2 domain，而與 Bcl-2 最相

像的成員則包含全部四種 BH domains;  pro-apoptosis 成員則分為兩類，根據與

Bcl-2的相似性做區分，與Bcl-2比較相似的像是BAX和BAK，包含BH1, BH2, BH3 

domains。相較之下與 Bcl-2 不相似的成員只包含有 BH3 domain，被稱為 BH3-only 

proteins7，例如 BAD，BID，BIM，NOXA，等，BH3-only proteins 對細胞來說是

有力的殺手，被認為是開啟 apoptosis 程序的起始者，BH3 domain 也被稱為 minimal 

death domain, 為 pro-apoptotic 功能所必要的位置。 

 在 anti-apoptotic 與 pro-apoptotic 成員間，會藉由 heterodimerize 來中和彼此的
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效果 8，所有的 apoptosis pathway 最終都會造成 caspase 的活化，細胞死亡的 pathway

分為兩種，以需不需要 Bcl-2 family protein 與由哪一種 caspase 執行來做區分，The 

intrinsic pathway 又被稱為 Bcl-2 regulated 或是 mitochondrial pathway，會因為發育

的訊號或是病毒感染，DNA damage，或是缺乏 growth factor 等等因素被啟動，導

致 caspase-9 的活化 9。The extrinsic pathway 或稱為 death receptor pathway，會被

death receptors 像是 Fas 或是 TNF receptor-1（TNFR1）所啟動，death receptor 包含

death domain 會經由在細胞表面的 adaptor protein Fas-associated death domain

（FADD）recruit 和活化 caspase-8。這個作用造成下游 caspases 逐步的活化，像是

caspase-3, -6, or -7，過程中並不需要任何 Bcl-2 family 的參與 1。 

Bcl-2 regulated apoptosis pathway 會誘發粒線體外膜 VDAC 的通透性增加，接

著 apoptogenic factors 像是 cytochrome c 和 BIABLO 會被釋放到 cytosol 中，導致

caspase 的活化。BAX 和 BAK 被認為是主要負責誘發粒線體外膜 VDAC 通透性的

Bcl-2 family protein，Bcl-2 和 Bcl-xL 會抑制 BAX 和 BAK，而 BH3-only proteins

可能會藉由直接結合和抑制 Bcl-2 或其他 anti-apoptotic family 成員，使得 BAX 和

BAK 被活化 10。 

近年來 Bcl-2 family proteins 有別於 apoptosis 的其他功能逐漸被揭露，被稱為

Day Jobs（相對於調控 apoptosis 的 night killers 功能），例如對細胞代謝、粒線體型

態、鈣離子恆定性、葡萄糖感知、autophagy 等等的影響 11。以粒線體型態為例，

在線蟲的研究中告訴我們，Bcl-2 family proteins 會調控粒線體的 fission 和 fusion。

根據分子生物學與生化證據建立了線蟲的 Bcl-2 related protein, CED-9 和 BH-3 only 

protein, EGL-112。EGL-1 會結合並抑制 CED-9，使 CED-9 無法結合抑制 CED-4，

CED-4 就會活化線蟲的 caspase, CED-313,14，藉此調控 caspase-dependent cell death。

CED-9 會調控健康細胞中的粒線體型態，因為 CED-9 會與 dynamin-like GTPase 交

互作用，而 dynamin-like GTPase 則會調控粒線體 fusion（FZO-1/MFN1-2）和 fission

（DRP-1）15-17。在哺乳類細胞也有類似的發現，Bcl-xL 會跟 Drp1 交互作用增加

神經細胞中粒線體 fission 和 fussion 的速率 18。BAX 會刺激 MFN2-dependent 

mitochondrial fusion19。 
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1.1 BAD complex 參與粒線體相關的代謝作用  

BAD 也是 Bcl-2 family 的一員，屬於 BH-3 only 的 pro-apoptotic protein，會與

粒線體外膜上的 Bcl-2，Bcl-xL 結合，抑制其 anti-apoptotic 效果。BAD 的活性取

決於 Ser112，Ser136，Ser155 三個位置的磷酸化，當這些位置被磷酸化時，BAD

會與 14-3-3 protiens 結合帶到細胞質中，阻止它與粒線體膜上的 Bcl-2，Bcl-xL 的

交互作用 20-25。Ser112 會被 PKA，Raf, ERK, p90Rsk 磷酸化 21,26-28，Ser136 會被

Akt 與 S6K1 磷酸化 29-33，Ser155 會被 PKA 磷酸化 22。值得注意的是，Ser112 和

Ser155 皆會被 PKA 磷酸化，而 Ser136 的磷酸化相對獨立。Ser136 的磷酸化使其

跟 14-3-3 proteins 的結合，會讓 BAD 產生 conformation change，使得 Ser155 更容

易被磷酸化 21。Ser112 與 Ser136 位於 BAD 與 14-3-3 proteins 的 binding site34,35，

而 Ser155 位於與 Bcl-2, Bcl-xL 結合的 BAD BH3 domain 上，Ser155 磷酸化所帶的

負電荷會讓使得 BAD BH3 domain 與 Bcl-2, Bcl-xL hydrophobic groove 的交互作用

降低，是 BAD 離開 Bcl-2, Bcl-xL 的關鍵步驟 36-39。 

在 2003 年 Danial 等發表於 nature 的報告中指出，BAD 會參與跟粒線體有關

的代謝作用，在肝細胞的粒線體外膜上，BAD會與PKA, PP1c, WAVE-1, glucokinase

形成 BAD complex，若是 BAD 缺失，complex 就無法形成，會導致粒線體膜上的

glucokinase 變少，活性下降，連帶的造成細胞耗氧量的減少與 ATP 產率下降。BAD 

knockout mice 也發現血液中的 glucose 無法被移除，代表 BAD 是 glucose 

homeostasis 所需要的。BAD 的磷酸化狀態也與調控 glucose homeostasis 有關，若

是將 Ser112, Ser136, Ser155 的 Serine 置換成 Alanine（BAD3SA），BAD 無法被磷酸

化，粒線體膜上的 glucosekinase 活性也會顯著的下降。總結來說，BAD complex

的存在與 BAD 的磷酸化會調控肝細胞 glucokinase 的活性，影響 glucose 

hemeostasis40。 

另一篇 2008 年發表於 nature medicine 的報告中指出，BAD 的活性會影響 beta 

cells 由葡萄糖刺激的 insulin 分泌（glucose-stimulated insulin secretion，GSIS41），

BAD-/- beta cells 的 GSIS 會顯著的下降，BAD-/- islets 的 glucokinase 活性也顯著降

低，代表BAD缺失使得 beta cells無法感知 glucose的狀態釋放出相對量的 insulin，

研究也進一步指出 BAD 對 GSIS 的調控與 BH3 domain 有關，以合成的 BAD BH3 

domain peptide 能夠回復在 BAD-/- islets 中反應速率降低的 GSIS，也進一步證實
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glucokinase 是 BH3 domain 的 target。BAD 的磷酸化狀態也與調控 GSIS 有關，

BAD3SA mutation 會讓 GSIS 降低，而 BAD Ser155 位於 BH3 domain，調控 BAD 與

Bcl-2, Bcl-xL 交互作用，BADS155A mutation 也會讓 GSIS 降低，而且效果與 BAD3SA 

mutation 差不多，代表 BAD Ser155 磷酸化是調控 GSIS 的關鍵。以 western blot 分

析 fasted mice 分離出的 islets 也發現到 BAD(Ser136, Ser155)磷酸化下降的現象 

綜合以上這篇兩篇研究，粒線體上的 BAD complex 與 BAD 的磷酸化狀態會調

控粒線體上 glucokinase 的活性和 beta cells 的 GSIS 功能，beta cells 的 insulin 分泌

是感知外在營養後所產生的效應，若是對應到其他細胞，反應的現象就是細胞生

長，所以 BAD complex 與 BAD 的磷酸化狀態很可能與細胞生長營養的調控有所關

連。 

 

1.2 粒線體在細胞生長時的角色轉變  

生長是生命最重要的特徵之一，而個體的生長是基於組成細胞數的增加，除

了分化後即不再增生的細胞外，大部分的細胞會藉由不斷的細胞分裂增加組織的

質量，達到生長的目的。增加細胞數的現象稱為細胞增生（cell proliferation），包

含兩個部分，分別為細胞生長（cell growth）與細胞分裂（cell division），細胞生

長必須發生在細胞分裂之前，將其內含物增加到兩倍，才能進行細胞分裂，成為

兩個形態與功能皆相同的子細胞。生長的過程受到各種不同機制的調控，為了讓

染色體的套數、細胞質量（biomass）、胞器數目、細胞膜等等都要精準的複製成兩

倍，維持分裂後細胞的忠實性（fidelity），若是在細胞生長的過程中產生變異，導

致細胞忠實性無法維持，就可能轉變成癌細胞，形成腫瘤，危害個體的生命安全。 

 在細胞生長的過程中，必須要不斷的從外界吸收營養，作為將細胞質量擴增

成兩倍大的建材，在被利用之前，這些由外界吸收的營養物質必須經由代謝轉換

的過程，轉變為細胞生合成所需的前驅物，而這些營養進行代謝轉換的地點，就

位在粒線體之中。 

生長細胞和已分化不再增生的細胞在代謝上有著極大的差異，不再增生的細

胞只需要維持基本的生理功能，依賴粒線體的氧化磷酸化作用來產生細胞所需的

能量。葡萄糖經由糖解作用（glycolysis）和粒線體三羧酸循環（TCA cycle）被完

全氧化成 CO2，產生的 NADH 作用電子傳遞鏈造成粒線體內膜兩側的氫離子濃度
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梯度，推動 F0-F1 ATPase 合成 ATP 供細胞使用，也就是說能量主要由粒線體這個”

能量工廠”提供; 進行生長的細胞則傾向以糖解作用作為主要的能量來源，稱為

Warburg effect42，因為除了能量需求，生長的細胞還需要有效率的將獲取的營養轉

變為巨分子生合成前軀物，來累積 Biomass（核酸、胺基酸、脂質等），這時候粒

線體的角色就由”能量工廠”轉變為”生合成前驅物轉運中心”，這樣的改變稱為代謝

重整（Metabolic reprogramming）43。 

 

1.3 糖 解 作 用 成 為 細 胞 生 長 時 的 主 要 能 量 來 源 ：

Warburg effect 
Warburg effect 是在 1956 年由 Otto Warburg 所提出，他發現快速增生的癌細

胞消耗葡萄糖的速率比正常細胞快很多，並在有氧的情況下將葡萄糖代謝為乳酸

來產生 ATP，而非經由氧化磷酸化作用將葡萄糖完全氧化成 CO2
44。原本 Warburg

認為是因為癌細胞氧化代謝的能力損壞使得癌細胞傾向以糖解作用產生能量，但

是之後的研究發現，許多高度增生的癌細胞其氧化代謝的能力並沒有損壞，且在

一般持續增生的細胞中也發現 Warburg effect 的現象 45，也就是說 Warburg effect

並非細胞因為氧化代謝能力損壞所產生的替代方案，那究竟進行 Warburg effect 對

這些以增生為目的細胞有什麼好處？首先，它使得細胞利用葡萄糖的效率提高，

雖然表面上看起來糖解作用產生的 2 個 ATP 比氧化磷酸化作用最高產生的 36 個

ATP 少很多，但是當葡萄糖供給充足，糖解作用的速率夠快，產生 ATP 的比例是

比氧化磷酸化作用還要更高的 46。另一項好處是葡萄糖降解會產生可供細胞生合成

利用的前驅物，例如 glucose-6-phosphate 經由 Pentose phosphate pathway（PPP）產

生 ribose-5-phosphate，提供細胞合成核酸，還能夠產生 NADPH，有助於脂質和核

酸的合成，另一個糖解作用中間產物 3-phosphoglycerate 則能夠作為胺基酸和脂質

合成的碳源。所以 Warburg effect 使得細胞在能量和生合成兩方面都更有優勢 42。 

Warburg effect 還可以避免過多 reactive oxygen species（ROS）產生，若是以

氧化磷酸化作用完全氧化葡萄糖，必須透過電子傳遞鏈產生氫離子濃度梯度，但

是電子傳遞鏈的 complex I 和 complex III 容易產生 ROS，再加上細胞生長時由於大

量的合成反應，能量需求提高，若使用電子傳遞鏈將產生大量的 ROS 破壞細胞結

構，造成生長停止。故透過 Warburg effect 產生能量，也能降低產生 ROS 的問題



 6 

47。 

在糖解作用快速進行的情況下，產生的 NADH 會負回饋抑制糖解作用的進行

48，為了避免這個情況發生，細胞提高 lactate dehydrogenase A（LDH-A）的活性，

將 pyruvate 轉換成 lactate，同時重新產生 NAD+，維持高比例的 NAD+/NADH 使得

糖解作用能夠高效率的進行，而乳酸則排出到細胞外 49。也就是說，只要葡萄糖供

給充足，Warburg effect 就能讓糖解作用高效率的提供 ATP 供給細胞生長所需的能

量。 

 

1.4 粒線體 TCA cycle 轉為生合成角色  

 將產生能量的工作交給糖解作用後，粒線體的代謝角色隨之轉變，因為持續

增生的細胞需要大量的合成脂質、蛋白質等巨分子，所以粒線體轉變為巨分子生

合成的轉運中心，持續的將TCA cycle的中間產物匯出，作為巨分子合成的前驅物，

稱為 cataplerosis。例如合成新的細胞膜需要 fatty acid，這時候 citrate 會從粒線體

TCA cycle 匯出到細胞質，和 CoA 一起經由 ATP citrate lyase 轉換成 acetyl-CoA，

再由 fatty acid synthase合成 fatty acid，或是經由其他途徑合成 cholesterol，isoprenoid。

研究也發現持續增生的正常細胞和癌細胞的 ATP citrate lyase 和 fatty acid synthase

表現量都比較高 50-52，顯示細胞為了生長的需求而不斷的合成脂質。許多胺基酸合

成的前軀物也是由 TCA cycle 的中間產物進行轉胺作用（transamination）提供，

Oxaloacetate 被轉胺後產生 aspartate，提供合成 asparagine 的前軀物; α-ketoglutarate

轉胺後產生 glutamate，可以被轉換成 proline，aginine，和 glutamine。 

 但持續的匯出中間產物會讓 TCA cycle 變成一個被截斷的反應 (truncated 

cycle)50,53，為了維持 TCA cycle 的運轉，必須補充中間產物，稱作 anaplerosis。

glutamine 被認為是 anaplerosis 主要用來補充的營養，換句話說大部分細胞進行的

是 glutamine-dependent anaplerosis54,55。glutamine 是血液中含量最多的胺基酸，經

由 glutamine transporter 到達粒線體後進行 glutaminolysis，glutaminolysis 包含兩個

脫氨反應，首先 glutamine 被 glutaminase（GLS）轉換成 glutamate 和 NH3，然後

glutamate 再進一步被 glutamate dehydrogenase（GDH）轉換成 α-ketoglutarate，匯

入 TCA cycle 補充。癌細胞和持續增生的細胞都需要高量的 glutamine 供給 56,57，

來維持 anaplerosis/cataplerosis 持續且穩定的進行，以應付生長所需的大量巨分子
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合成 58-62。Warburg effect 與粒線體轉換成生合成角色（anaplerosis/cataplerosis）這

兩項代謝上的改變，是細胞為了因應生長的需求所進行的代謝重整（metabolic 

reprogramming），使細胞在能量與生合成兩方面都調整到最適合生長的狀態，也突

顯粒線體 anaplerosis/cataplerosis 對細胞生長有關鍵性的影響。 

 

1.5 細胞生長的中心調節者: mTOR complexes 

Mammalian target of Rapamycin（mTOR）是細胞生長最重要的中心調節者，

調控細胞生長許多重要的路徑。mTOR 會形成兩種不同的複合體，分別為 mTOR 

complex 1（mTORC1）與 mTOR complex 2（mTORC2）。mTORC1 的組成包含 mTOR, 

mLst8, Raptor, PRAS40 及 Deptor 等，活性會被 rapamycin 抑制，參與的調控包含

活化 mRNA translation 與抑制 autophagy 等，利於細胞有效率的累積 biomass; 

mTORC2 的組成則包含 mTOR, mLST8, Rictor, mSin1, Protor 等，對 rapamycin 抑制

不敏感，可能經由 Rho family proteins 調控細胞骨架進行細胞體積的擴展，但其活

化的機制尚未完全明瞭。 

mTORC1 的活性整合了各種反應外界環境的信息，這些信息包含 growth 

factors, nutrients, energy 等的可得性，借此判斷環境是否利於生長。mTORC1 的直

接活化者為 small GTPase Rheb，Rheb 與 GTP 結合時會活化 mTORC1，而 FKBP38

則會與 Rheb-GTP 競爭 mTORC1 的結合位，為 mTORC1 的 endogenous inhibitor。

Rheb-GTP上游的TSC1/2擁有GTPase-activating protein（GAP）活性，會讓Rheb-GTP

轉換成 Rheb-GDP 而無法活化 mTORC1，抑制 mTORC1 的活性。 

Growth factors 活化 mTORC1 途徑是經由 PI3K 活化 Akt（Thr308），被活化的

Akt磷酸化TSC2，抑制TSC1/2對Rheb的抑制作用，使得Rheb-GTP活化mTORC1。

Growth factor 對 mTORC1 的調節會被 mTORC1-S6K1 負迴饋控制 63-65。 

Nutrients（特別是胺基酸）對 mTORC1 的活化途徑，有研究指出是經由 Rag 

family of GTPase（Rag A/B 和 Rag C/D）與 Ragulator 形成 complex 聚集在 lysosome

的表面，胺基酸會誘發 mTORC1 和 Rheb 到 Ragulator-Rag complex 的位置，使得

mTORC1 被 Rheb 活化 66-73。但是 lysosome 的 amino acid 狀態並不能完全代表外界

細胞能夠利用的胺基酸狀態，所以可能還有其他胺基酸訊息能影響 mTORC1 活性，

稍後會繼續討論。當 mTORC1 具備活性，就會磷酸化下游的 S6K1 與 4E-BP 於轉
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譯層級促進蛋白質的合成。 

S6K1 屬於 AGC protein kinase family，AGC protein kinase family 的活性需要

catalytic activation loop 和 hydrophobic motif 兩者的磷酸化活化，S6K1 的 catalytic 

activation loop（Thr229）由 PDK1 磷酸化，而 hydrophobic motif（Thr389）會被

mTORC1 磷酸化，被活化的 S6K1 會對 40S ribosomal protein S6 磷酸化進而促進

5’TOP（5’ end oligopyrimidine tract）mRNAs 的轉譯，這其中包含很多轉譯所需要

的元件，於是又更進一步促進其他蛋白質的合成，形成一個細胞生長的正回饋 74，

不過有研究指出，雖然 mTOR 是調控 5’ TOP mRNAs 轉譯的關鍵，但是 S6K1 和

S6 似乎並不是必要的，所以 mTORC1 如何促進這些 mRNA 的轉譯仍然有待研究

75。 

mTORC1 對 4E-BP1 磷酸化會使得 4E-BP1 無法結合 cap-binding protein eIF4E,

使eIF4E能夠參與eIF4F complex的形成，促進cap-dependent translation initiation76。

其中包含一些調控粒線體生合成與細胞生長的重要調節者，例如 Hif1-α, c-myc, 和

cyclinD，他們都參與代謝重整，執行與細胞生長相關的重要功能。由此可知

mTORC1 藉由調控蛋白質的轉譯來控制細胞的生長，處理 mTORC1 的 inhibitor 會

使得細胞整體蛋白質合成速率顯著下降，使得細胞生長停滯。 

跟 mTORC1 比起來，我們對 mTORC2 的所知較少，目前已知 mTORC2 會被

growth factor（例如 insulin）活化，被活化的 mTORC2 會磷酸化下游的 AGC kinase 

subfamily 成員,包含 Akt，SGK1，和 PKC-α。SGK1 的功能為調控離子運輸並影響

生長 77，而 PKC-α會藉由影響 actin cytoskeleton 調控細胞形狀 78。 

Akt 則在細胞的各種調控上都有關鍵性的影響，例如葡萄糖代謝（glucose 

metabolism），細胞生存（survival）、生長（growth）、增生（proliferation），細胞凋

亡（apoptosis）等等 79，前一章節已經提到 Growth factor 會經由 PI3K/PDK1 磷酸

化 Akt（Thr308），當 Akt（Thr308）被磷酸化，mTORC2 會磷酸化 Akt 的 hydrophobic 

motif（Ser473），使得 Akt 具備最大的活性。而這兩個磷酸化反應皆發生於靠近細

胞膜的位置，這個細胞學事實值得我們更深入思考其意義。受 Akt 調控的下游分

子很多，例如 GSK3、MDM2、p27、FoxO、BAD 等等，其中 FoxO 與 BAD 跟細

胞的存活有密切的關聯，Akt 對 FoxO 和 BAD（Ser136）磷酸化，會讓它們容易與

14-3-3 結合，抑制其 pro-apoptotic functions29,80。 
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Akt 與 mTORC1 和 mTORC2 都有交互作用，mTORC2 磷酸化 Akt（Ser473），

位於 Akt 的上游; mTORC1 則是會被有 Thr308 磷酸化的 Akt 活化，雖然研究指出

mTORC1 的活化不需要 Akt 的 Ser473 磷酸化，也就是說不能直接連結

mTORC2-Akt-mTORC1 這樣的上下游關係，但是 Akt 仍為探討 mTORC1 與

mTORC2 之間關連性的重點之一。 

 

1.6 粒線體代謝影響 mTOR complexes 的活性  

 綜合以上敘述我們了解到mTORC1和mTORC2在細胞生長扮演中心調節的角

色，並且 mTORC1 的活性會反應胺基酸可得性，調控細胞的生長，另一方面我們

也 知 道 細 胞 生 長 時 ， 合 成 Biomass 所 需 的 前 驅 物 大 部 分 由 粒 線 體

anaplerosis/cataplerosis 所提供，而且 anaplerosis 的效率就代表生長中細胞獲取營養

的效率，所以可能有某種訊息因為粒線體 anaplerosis/cataplerosis 而產生，然後傳

遞到 mTORC1，使得 mTORC1 被活化。這與現今主流的 mTORC1 胺基酸活化路

徑的報告有所出入，大部分的報告認為胺基酸感知是經由 lysosome 將訊號傳給

mTORC1。但這可能是細胞在 starvation 時所發生的效應。當細胞處於 starvation

的狀態，會進行 autophagy 分解部分胞器以維持細胞正常的生理與存活，此時細胞

依賴的營養感知可能是 lysosome，但是當細胞生長時，為了有效累積 biomass，需

要的是由外界獲取至細胞內的營養，因為要讓細胞各部分都擴增成兩倍並非利用

細胞內固有物質的轉換就能夠達成的，所以 autophagy-lysosome 這條胺基酸感知途

徑，並無法使生長中的細胞累積 biomass。因此對處於正常營養狀態的生長中細胞

而言，粒線體是比 lysosome 更好的整合者，透過其代謝活性整合了胺基酸的可得

性，再轉換成某種訊號傳遞給 mTORC1，使得 mTORC1 能夠持續具有活性，並有

效率的執行細胞 Biomass 的累積。被活化的 mTORC1 會正回饋刺激粒線體的生合

成，也會促使更多的 nutrient transporters 到細胞膜上攝取外來營養。此外粒線體也

聯繫了生長細胞中負責能量供給的 glycolysis，形成一個更全面的整合網絡。這些

現象都說明 mTOR complexes 與粒線體的交互作用在細胞生長的過程中執行著關

鍵性的調控。 
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1.7 cAMP-PKA signaling 可能是粒線體的代謝訊息  

 在哺乳類細胞中，第二傳訊者 cyclic AMP（cAMP）會活化 cAMP-dependent 

protein kinase（PKA）來調控許多細胞的機制，例如離子運輸、蛋白質的磷酸化作

用等等，在粒線體內也發現有 cAMP 與 PKA 的存在。cAMP 主要由兩種不同的

adenylyl cyclases 所產生，分別是 transmembrane adenylyl cyclase（tmAC）和 soluble 

adenylyl cyclase（sAC），而一般認為在粒線體中作用的是 sAC，sAC 會被 bicabonate

刺激而且對 ATP 和 Ca2+的濃度敏感。粒線體 TCA cycle 進行時，在 isocitrate 被

isocitrate dehyrogenase 轉換成 α-ketoglutarate，與 α-ketoglutarate 被 α-ketoglutarate 

dehydrogenase 轉換成 succinyl-CoA 這兩個步驟會釋放出 CO2，cabonic anhydrases

（CA）會將 CO2 轉換成 bicabonate，刺激 sAC 產生 cAMP，進而活化 PKA，形成

CO2-HCO3--sAC-cAMP-PKA 的 signaling cascade81。在生長的細胞中，TCA cycle

的進行由 glutamine-dependent anaplerosis 不斷的補充 intermediate 所驅動，換言之

粒線體內的 cAMP-PKA signaling 反應的是胺基酸的可得性。因此粒線體可能是藉

由 cAMP-PKA signaling 來影響 mTOR complexes。 

 PKA 會與 A-kinase anchor protein（AKAP）交互作用，使其具備時間和空間上

的特異性，AKAP 具有 scafford protein 的功能，會集合 protein kinase, phosphatases, 

adaptor molecules, AC, phosphodiesterases（PDE）, mRNAs 等形成 AKAP comlex，

然後聚集在膜系統或胞器（包含粒線體）上 82，PDE 會讓由 AC 產生的 cAMP 分

解成 AMP，因此 PDE 的分佈能夠將 cAMP-PKA signaling 限制在特定位置，產生

空間上的特異性，而 phosphatases 則會在特定訊息的刺激下將 PKA 或其他 protein 

kinase 所做的磷酸化去除，終止反應，形成時間上的特異性。粒線體上的 AKAP

有 AKAP121、Rab32、WAVE-1 等，其中 WAVE-1 與粒線體的分佈有關，在神經

細胞的研究中發現，WAVE-1 的功能會被其磷酸化狀態所調控，會促進與 Arp2/3

有關的 actin polymerization，使粒線體移動到特定的區域 83。WAVE-1 和 PKA 皆

為BAD complex的成員，所以我們認為在粒線體內因 anaplerosis產生的 cAMP-PKA 

signaling 有可能在 BAD complex 做整合，進而影響 BAD 的活性。 
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Chapter 2 實驗目的  
 

根據本實驗室先前的研究指出，當我們對人類肺纖維母細胞（WI38 cells）處

理 anaplerosis 的抑制劑 aminooxyacetic acid（AOA），會觀察到 mTORC1 活性下降，

mTORC2 活性上升的現象，也就是說粒線體 anaplerosis 會影響 mTORC1 和

mTORC2 的活性，cAMP-PKA signaling 可能參與其中，機制可能是：胺基酸進入

粒線體代謝（anaplerosis/cataplerosis）後產生的 CO2 被轉換成 bicarbonate，活化 sAC

促進 cAMP-PKA signaling，再進一步對 mTORCs signaling 使得影響。 

粒線體膜上存在 BAD complex，成員包含 BAD, PKA，PP1c, WAVE-1, 

glucokinase。PKA 的存在可能代表粒線體內的 cAMP-PKA signaling 會在 BAD 

complex 做整合。BAD 是 BAD complex 的核心，沒有 BAD，BAD complex 就不會

形成，研究指出 BAD 的磷酸化狀態調控許多與粒線體相關的代謝作用，所以粒線

體的代謝狀態可能反應在 BAD 的磷酸化狀態上。WAVE-1 會藉由調控 actin 

polymeraztion 改變粒線體的分佈，可能幫助粒線體到 nutrient transporter 附近接收

胺基酸。 

綜合以上可能性，歸納出本研究著重的實驗目的： 

1. 探討 BAD 的磷酸化狀態是否反應粒線體 anaplerosis/cataplerosis 

2. cAMP-PKA signaling 是否參與粒線體 anaplerosis/cataplerosis 對 BAD 磷酸

化活性的影響，進而調控 mTORCs 的活性。 
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Chapter 3 材料與方法  
 

3.1 材料  

 Anaplerosis inhibitor, AOA, 購自 Sigma-Aldrich，Stock 濃度為 500mM 

 Glutaminolysis inhibitor, BPTES, 購自 Sigma-Aldrich 

 Pyruvate，購自 Sigma-Aldrich 

α-ketoglutarate, 購自 Sigma-Aldrich 

 Soluble adenylyl cyclase inhibitor, KH7, 購自 Sigma-Aldrich 

 Protein kinase A inhibitor, H89, 購自 Sigma-Aldrich 

 

3.2 細胞培養  

 細胞未使用時冷凍保存於液態氮中，解凍時，將冷凍小管置於 37℃水浴槽中，

待冰接近全融，將含有細胞的培養基轉移至內有 37℃ growth medium 的 flask 中，

輕搖 flask 使細胞分散均勻，接著置於恆溫 37℃, 5% CO2 的培養箱中培養，隔一

天後更換 growth medium，之後每兩天更換新鮮的 growth medium。 

 

3.3 細胞繼代  

當細胞密度達到 80% ~ 90%，必須稀釋細胞密度，以保證細胞生長空間。此

時將所有培養基移除，加入 PBS 稍作清洗，接著加入 1 mL trypsin-EDTA，置於培

養箱中作用 2~3 分鐘，輕拍 flask，待細胞自底部脫落後，加入適量 growth medium

終止 trypsin 作用，接著反覆 pipetting 將細胞打散均勻，取適當比例的細胞回種至

flask 中，補足 7 mL 的 growth medium，放回培養箱繼續培養。 

 

3.4 細胞內含物萃取  

當加藥處理到指定的時間後，將細胞拿出培養箱，移除dish內的growth medium，

以冰 PBS 潤洗兩次，加入 1 mL PBS 後將細胞刮下，接著以 1020 x g 離心 5 分鐘

收集細胞，移除 PBS 後加入與細胞體積等量的 lysis Buffer (50 mM Tris-HCl, 1% 

NP-40, 2.5% Sodium Deoxycholate, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 50 mM NaF, 1 mM 
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Na3VO4, protease inhibitor)置於冰上 30 min 反應，且每隔 15 min 震盪細胞，再以

12900 x g 離心 20 min，離心完的上清液即包含萃取出的細胞蛋白質，若沒有要立

刻配成 sample，可以將上清液移至-80℃冰箱保存。 

 

3.5 蛋白質濃度測定與樣本製備  

蛋白質濃度使用 Bradford protein assay（購自 Bio-Rad）分析，將樣本配置成

等量的蛋白質量，接著加入 Laemmli Sample Buffer，煮沸 10 分鐘，若未立刻使用

冷卻後放入-20℃冰箱保存。 

 

3.6 西方墨點法  

 利用 SDS-PAGE 分離蛋白質，膠的濃度根據欲分析的蛋白質分子量而定，本

實驗使用的膠濃度為 5%~15%的 gradient gel，將等體積的樣本和 Marker 注入

SDS-PAGE 膠上方的槽中，以 15~20 mA 的電流驅動蛋白質分離，完全分離時間約

1~2 小時，接著將蛋白質轉漬到 0.22 µm PVDF membrane 上，PVDF 使用前要浸泡

methenol 活化，將 gel、membrane、filter paper、海綿和夾子配置好了以後，放入

Bio-rad tank，加入 tranfer buffer 進行轉漬。電流為固定 220 mA、時間 2 小時。轉

漬完成後以 5%的牛奶或 BSA 室溫 Blocking 1 小時。接著下一抗，滾一抗的時間

根據抗體效率而定，本實驗一抗條件為，一抗和二抗之間需以 TBST 清洗 membrane，

共 3 次每次 10 分鐘，二抗以一抗種類來決定是使用 anti-rabbit 或 anti-mouse，條件

為 4℃ overnight 一天，二抗下完後，再以同樣條件清洗 membrane，接著加入 ECL 

substrate 進行冷光呈色，以螢冷光影像分析系統偵測訊號，判別特定蛋白質的相對

量。 

一抗稀釋倍率：p-S6K1-Thr389（1:1000）、p-Akt-Ser473（1:1000）、p-BAD-Ser112

（1:500）、p-BAD-Ser136（1:1000）、p-BAD-Ser155（1:500）以上配製於 3% 

BSA 中，actin（1:10000）配製於 5%的牛奶中。 

二抗稀釋倍率：anti-rabbit（1:20000）、anti-mouse（1:10000）配置於 5%牛奶

中。 
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Chapter 4 結果  
 

4.1 AOA 抑制粒線體 anaplerosis 使得 p-BAD（Ser112）

下降，p-BAD（Ser136）上升、p-BAD（Ser155）下

降  

 為了探討 BAD 磷酸化與粒線體 anaplerosis 的關聯性，我們使用粒線體

anaplerosis 的抑制劑，AOA。AOA 會進入粒線體中抑制 GDH 的活性，使得 glutamate

無法被轉換成 α-ketoglutarate 進入 TCA cycle 中進行補充，阻斷粒線體 anaplerosis。

對人類骨肉瘤癌細胞（U2OS cells）處理 3mM AOA 12 小時後，與控制組比較，結

果顯示 p-S6K1（Thr389）下降與 p-Akt（Ser473）上升（Fig. 1a），分別代表 mTORC1

活性的下降與 mTORC2 活性的上升，與先前對 WI38 cells 處理 AOA 的實驗結果

相符，WI38 cells 屬於持續增生的正常細胞，會進行代謝重整，證明在經過代謝重

整的正常細胞和癌細胞中，粒線體 anaplerosis 都會對 mTORC1 與 mTORC2 的活性

使得影響，anaplerosis 與 cataplerosis 是連動的反應，抑制 anaplerosis 就等於抑制

anaplerosis/cataplerosis 整體，粒線體失去整合營養可得性進而提供細胞巨分子生合

成前軀物的功能，所以使得能感知營養狀態調控生長的 mTORC1 活性下降，而

mTORC2的上升可能是因為mTORC1-S6K1對 IRS-1的 negative feedback作用消失，

讓會被 growth factor 活化的 mTORC2 活性上升。 

 AOA 抑制 anaplerosis 也使得 BAD 的磷酸化狀態改變，其中 p-BAD（S136）

上升（Fig.1a），BAD（S136）會被 Akt 或 S6K1 磷酸化，在 AOA 處理的情況下，

p-S6K1 的活性下降，p-Akt 的活性上升，也就是說 BAD（S136）磷酸化上升是 p-Akt

的作用，考慮細胞學事實，Akt 的活化位於膜上，所以 BAD（S136）被 Akt 磷酸

化的作用可能也在細胞膜的附近發生，稍後會繼續詳細討論。 

 p-BAD（S112, S155）會因為 AOA 抑制 anaplerosis 而下降（Fig.1b），BAD（S112）

會被 PKA, Raf, ERK, p90RSK 磷酸化，BAD（S155）會被 PKA 磷酸化，PKA 是兩

個磷酸化位置共有的激酶，p-BAD（S155）下降代表 PKA 的活性降低，這個結果

增加 cAMP-PKA signaling 反應粒線體 anaplerosis/cataplerosis，然後由 BAD complex

整合 cAMP-PKA signaling 的可能性。 
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4.2 BPTES 抑制粒線體 anaplerosis 使得 p-BAD（Ser112）

上升、p-BAD（Ser136）上升、p-BAD（Ser155）下

降  

為了更加確定 BAD 磷酸化與粒線體 anaplerosis 的關聯性，我們使用另一種

anaplerosis 的抑制劑，BPTES。BPTES 比 AOA 更加專一，抑制的 target 也與 AOA

不同，BPTES 會進入粒線體中專一性抑制 glutaminase，使得 glutamine 進入粒線體

後無法被轉換成 glutamate，也就是抑制 glutaminolysis 的第一個脫氨反應，第一步

反應被阻斷的使得後續的步驟無法進行，glutamine 無法經由 glutaminolysis 轉換成

α-ketoglutarate補充粒線體 TCA cycle intermediate，所以使得 anaplerosis受到抑制。 

對 U2OS cells 分別處理 5 µM 、25 µM 的 BPTES 6 小時的實驗結果發現

mTORC1 活性的下降，mTORC2 活性的上升（Fig.2a），而且影響程度根據處理

BPTES 的濃度增加而增加，25 µM 比 5µM 更有效果。這與 AOA 處理的得到的實

驗結果相同，更進一步的證明粒線體 anaplerosis 會影響 mTORCs 的活性。 

處理 BPTES 對 p-BAD（Ser136）、p-BAD（Ser155）的影響也與 AOA 處理相

同，p-BAD（Ser136）因為 p-Akt（Ser473）活性上升而上升，而 p-BAD（Ser155）

可能因為BPTES抑制anaplerosis使得cAMP-PKA signaling下降而下降（Fig. 2ab）。

處理 BPTES 會讓 p-BAD（Ser112）上升（Fig. 2b），與 AOA 處理結果不同，因為

會磷酸化 BAD（Ser112）的分子很多，包含 PKA, p90RSK,ERK,Raf。BPTES 處理

是透過哪些分子增加 BAD（Ser112）磷酸化有待日後實驗證明。 

 

4.3 α-ketoglutarate 可以回復 AOA 對 mTORCs 與 BAD 

Ser136 磷酸化的影響  

以上實驗證明 AOA 抑制粒線體 anaplerosis 影響 mTORCs 活性與 BAD 的磷酸

化狀態，接著我們以 α-ketoglutarate 與 AOA 共同處理，α-ketoglutarate 能跳過 AOA

的抑制作用直接匯入粒線體 TCA cycle 補充 intermediate，使得 TCA cycle 能夠正

常的運作，觀察是否能夠回復 AOA 對 mTORCs 與 BAD 磷酸化狀態造成的影響。 

結果指出，以 5 mM α-ketoglutarate 和 3 mM AOA 共同處理 U2OS cells 12 小時

後，與單獨處理 3 mM AOA 的組別比較，p-S6K1（T389）和 p-Akt（Ser473）的
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量皆回復到跟控制組相近的量（Fig. 3a），也就是說 α-ketoglutarate 能夠回復 AOA

對 mTORCs 的影響。 

AOA 對 p-BAD（Ser136）的影響也同樣會被 α-ketoglutarate 回復（Fig. 3a），但

是 α-ketoglutarate 無法回復 AOA 所使得 p-BAD（Ser155）下降（Fig. 3b），同時處

理 α-ketoglutarate 與 AOA，p-BAD（Ser155）的量跟單獨處理 AOA 差不多。 

 

4.4 Pyruvate 可以回復 AOA 對 mTORCs 與 BAD（Ser112, 

Ser136）磷酸化的影響  

除了α-ketoglutarate以外，我們也以Pyruvate來回復AOA對 anaplerosis的抑制，

Pyruvate 是 Glycolysis 的產物，會在粒線體內被 pyruvate dehydrogenase（PDH）轉

換成 acetyl-CoA 進入 TCA cycle，也會被 pyruvate carboxylase 轉換成 OAA 同樣進

入 TCA cycle 補充。 

以 3 mM pyruvate 與 3 mM AOA 共同處理 U2OS cells 12 小時的結果顯示，

mTORCs 的活性與 BAD（Ser112, Ser136）的磷酸化狀態都可以被回復（Fig. 4ab），

唯獨 BAD（Ser155）的磷酸化無法被回復（Fig. 4b），與 α-ketoglutarate 的效果相

同。 

 

4.5 抑制 soluble adenylyl cyclase 影響 mTORCs 活性和

BAD 磷酸化狀態  

接下來我們想要探討 cAMP-PKA signaling 是否參與粒線體 anaplerosis 與

mTORCs 活性之間的調控，粒線體內的 cAMP-PKA signaling 的活化主要受 sAC 調

節，所以我們處理 sAC inhibitor, KH7，觀察是否有與抑制 anaplerosis 類似的效果。 

對 U2OS 處理 KH7 6 小時後，實驗結果顯示 mTORC1 活性下降，mTORC2 活

性上升（Fig.5），跟以 AOA, BPTES 抑制粒線體 anaplerosis 的效果相同。 

而在 BAD 的磷酸化狀態方面，則觀察到 p-BAD（Ser112）下降，p-BAD（Ser136）

上升，p-BAD（Ser155）下降（Fig.5），與 AOA 處理效果相同。 
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4.6 抑制 PKA 使得 mTORCs 的活性皆上升和 BAD 磷酸

化狀態的改變  

接著我們使用 PKA inhibitor, H89。因為 sAC 和 tmAC 都會將 ATP 轉換成 cAMP

活化 PKA，所以 H89 的抑制跟 KH7 比起來位於更下游，對 U2OS 細胞處理 10 µM 

H89 6 小時的結果顯示，mTORC1 與 mTORC2 的活性皆上升（Fig. 5a），其中對

mTORC1 活性的影響與處理 AOA、BPTES、KH7 的結果不同。因為抑制 PKA 在

細胞內造成的影響可能更廣泛（不局限於粒線體內的代謝訊息），所以可能有其他

調控使得 mTORC1 活性上升。 

而在 BAD 磷酸化狀態方面，抑制 PKA 會使得 p-BAD（Ser112）下降、p-BAD 

（Ser136）上升、p-BAD（Ser155）下降（Fig. 5ab），結果與 AOA、KH7 處理相

似。增加 BAD 整合 cAMP-PKA signaling 的可能性。 
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Chapter 5 討論  
 

5.1 粒線體代謝活性（anaplerosis/cataplerosis）對調控細

胞生長的重要性   

在本篇研究中，分別使用兩種不同的 anaplerosis 抑制劑，AOA 與 BPTES，來

反覆證明粒線體 anaplerosis/cataplerosis 對 mTORCs 的影響，在 AOA, BPTES, 的

處理下，都會使得 mTORC1 失去活性。粒線體 anaplerosis 反應的是外界營養（特

別是胺基酸）的可得性，因為細胞生長時需求量最大的胺基酸 glutamine，就是在

粒線體內經由 glutaminolysis 代謝，轉換成 TCA cycle 的 intermediates，然後經由

cataplerosis 匯出到細胞質中提供各種巨分子生合成的前軀物，而當這個對生長中

的細胞十分重要的粒線體代謝功能因為 anaplerosis 被抑制而失效，細胞無法獲得

為了增加 Biomass 所需的各種巨分子前軀物，對細胞而言就像是處於 starvation 一

般，失去了營養的可得性，這樣的結果造成細胞營養感知中心 mTORC1 的失活。

mTORC1 失去活性會使得細胞整體的蛋白質合成效率的下降，失去對 autophagy

的抑制效果，細胞週期停滯，最終導致細胞老化甚至 apoptosis。 

而在粒線體代謝與 mTORCs 的交互作用之間，我們也提出了可能聯繫兩者的代

謝訊號，也就是 cAMP-PKA signaling，因為粒線體內的 cAMP-PKA signaling 是

anaplerosis 所轉換而成的具體訊號，當 anaplerosis 驅動 TCA cycle 使其穩定進行，

在 isocitrate 轉換成 α-ketoglutarate，與 α-ketoglutarate 轉換成 succinyl-CoA 這兩個

步驟會釋出 CO2 經由 CA 轉換成 bicarbonate 活化 sAC，sAC 將 ATP 轉換成 cAMP

活化 PKA，然後 PKA 再影響 mTORCs，KH7 處理對 mTORCs 的影響與 anaplerosis

抑制物, AOA、BPTES 類似，增加了 cAMP-PKA signaling 聯繫 anaplerosis 與

mTORCs 的可能性。 

 

5.2 mTORC2-akt（Ser473）活性上升的細胞學意義  

當處理 AOA, BPTES, KH7 時，皆發現有 mTORC2 活性上升的現象，而下游的

Akt（Ser473）磷酸化程度也上升，Akt 除了 Ser473 以外，還有 Thr308 的位置會被

磷酸化，而活化 Akt（Thr308）的是 PDK1，Akt（Thr308）反應了由 growth factor 
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活化的 PI3K signaling pathway，值得注意的是 PDK1 活化 Akt（Thr308）的位置位

於細胞膜上，而 mTORC2 也在 membrane rafts 被發現且 Akt（Ser473）也包含在其

中 84，也就是說 Akt 的活化在細胞膜發生，而會被 Akt 磷酸化的下游分子可能也要

到細胞膜才能被活化。也就是說 mTORC2-Akt signaling 可能會是一種 recruit 特定

目標到細胞膜附近的代謝訊號。 

我們知道粒線體內的胺基酸代謝對細胞生長非常的重要，粒線體也是胺基酸

主要的代謝場所之一，那究竟胺基酸經由 nutrient transporter 進入到細胞後是如何

到達粒線體代謝的呢？一般而言，細胞內物質的運輸可能是透過 free diffusion 或是

vesicle trafficking，但是胺基酸不太可能使用這兩種方法到粒線體，首先因為細胞

中充滿各式各樣的酵素，若是純粹以 free diffusion的方式運輸，可能因為缺少保護，

在到達粒線體前就被其他反應所代謝。而若要以 vesicle trafficking 運輸的話，必須

要有像是 SNAREs 的 vesicular transport protein 來作為 surface marker，調控 vesicle

在膜上的 docking 與 fusion，但是粒線體的膜上並沒有這類的蛋白，所以胺基酸也

無法以 vesicle trafficking 的方式到達粒線體。然而還有一種可能性，我們知道粒線

體是一種高度動態的胞器，能夠以微管（microtubules）作為軌道，在細胞內快速

的移動，還能與其他粒線體融合成線狀（fusion），也會分裂成單獨的粒線體（fisson），

這些動態特性與代謝有密切的關係，根據這些特性推測，可能有一部分的粒線體

會移動到細胞膜 nutrient transporter 附近直接獲取胺基酸。BAD complex 可能參與

其中，BAD complex 內的 WAVE-1 會調控粒線體的分佈，WAVE-1 的磷酸化狀態

會影響 Arp2/3 控制的 actin polymerization，這個功能可能可以讓粒線體移動到細胞

膜nutrient transporter附近，或是幫助粒線體在nutrient transporter附近固定其位置，

讓粒線體能夠穩定的接收胺基酸。而 BAD（S136）會被 Akt-S473 磷酸化，所以

BAD（S136）到細胞膜被 mTORC2-Akt（Ser473）磷酸化這個事件可能就反應粒

線體已經藉由 BAD complex 的幫忙被 recruit 到細胞膜 nutrient transporter 附近獲取

胺基酸。  

 

5.3 p-BAD（Ser136），p-BAD（Ser155）的細胞學意義  

若是有一群粒線體藉由 BAD complex 的幫助分佈在 nutrient transporter 附近獲

取胺基酸這個可能性為真，考慮 BAD 跟 Bcl-2，Bcl-xL 的交互作用，還有 Bcl-2，
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Bcl-xL 在 voltage-dependent anion channels （VDAC）的開關上的調控，推測胺基

酸可能是經由 VDAC 進入粒線體中，當粒線體被 mTORC2-Akt（Ser473）signaling 

recruit 到細胞膜 nutrient transporters 附近後，BAD（Ser136）被磷酸化，但此時 BAD

（Ser155）尚未被磷酸化，BAD 跟 Bcl-2, Bcl-xL 的結合相對緊密（因為 Ser155 的

磷酸化是 BAD 離開 Bcl-2, Bcl-xL 的決定步驟），VDAC 的通透性較高，使得胺基

酸由 VDAC 進入粒線體中代謝，然後經由 anaplerosis 活化 cAMP-PKA signaling，

當胺基酸獲取達到飽和，由 BAD complex 整合的 cAMP-PKA signaling 就會磷酸化

BAD（Ser155），將 VDAC 的通透性降低，完成獲取胺基酸的工作。然後可能因為

BAD 離開 Bcl-2, Bcl-xL 或者因為 BAD（Ser136）磷酸化的下降，粒線體就會離開

nutrient transporter 的位置，去執行其他的功能（可能是 cataplerosis）。當我們對細

胞處理 AOA、BPTES 時，可能就是讓粒線體卡在能夠獲取胺基酸進入粒線體，但

又無法代謝產生 cAMP-PKA signaling的狀態，所以才會觀察到mTORC1活性下降、

mTORC2 活性上升，和 p-BAD（Ser136）上升，p-BAD（Ser155）下降的現象。

然而當處理 PKA inhibitor, H89 時，雖然整體的情況類似，但是粒線體的胺基酸代

謝並未受到抑制，所以 mTORC1 的活性並未如同其他處理下降，反而因為無法終

止反應不斷的接收胺基酸使得 mTORC1 活性上升。 

本篇研究提出了粒線體 anaplerosis/cataplerosis 反應營養可得性進而影響

mTORCs 活性其中可能的調控機制，未來可以此機制為藍本，做更進一步的推演

與實驗。 
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Figue 1 

U2OS cells 處理 3 mM 的 AOA 12 小時，以 western blot 偵測的表現量。(a) AOA 處

理使得 Akt(S473)磷酸化上升，S6K-1(T389)磷酸化下降; 代表 mTORC2 活性上升，

mTORC1 活性下降。也觀察到 BAD(S136)磷酸化上升。(b) BAD(S112, S155)磷酸

化下降。 
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Figue 2 

U2OS cells 分別處理 5 µM, 25 µM 的 BPTES 6 小時，以 western blot 偵測表現量。 

(a) 25 µM BPTES 處理使得 Akt(S473)磷酸化上升，S6K-1(T389)磷酸化下降; 代表

mTORC2 活性上升，mTORC1 活性下降。也觀察到 BAD(S136)磷酸化上升。(b) 

BAD(S112)磷酸化上升，BAD(S155)磷酸化下降。      
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Figue 3  

U2OS cells 共同處理 3 mM AOA 與 5 mM α-KG 12 小時，以 western blot 偵測表現

量。(a) α-KG 可以回復 AOA 所使得 Akt(S473)磷酸化上升，S6K-1(T389)磷酸化下

降，BAD(S136)磷酸化上升的效果。(b) AOA 無法回復 AOA 造成的 BAD(S112, S155)

磷酸化下降。 
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Figue 4 

U2OS cells 共同處理 3 mM AOA 與 3 mM Pyruvate 12 小時，以 western blot 偵測表

現量。(a) pyruvate 可以回復 AOA 所使得 Akt(S473)磷酸化上升，S6K-1(T389)磷酸

化下降，BAD(S136)磷酸化上升的效果。(b) pyruvate 可以回復 AOA 所造成的

BAD(S112)磷酸化下降，但無法回復 BAD(S155)磷酸化下降。 
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Figue 5 

U2OS cells 分別處理 5 µM, 40 µM KH7 和 10 µM H89 ，6 小時，以 western blot 偵

測表現量。(a) KH7 處理使得 Akt(S473)磷酸化上升，S6K-1(T389)磷酸化下降; 代

表 mTORC2 活性上升，mTORC1 活性下降。H89 處理使得 Akt(S473)磷酸化上升，

S6K-1(T389)磷酸化上升; 代表 mTORC2 和 mTORC1 活性皆上升。KH7 和 H89 處

理皆造成 BAD(S136)磷酸化上升。(b) KH7 和 H89 處理皆造成 BAD(S112, S155)磷

酸化下降。  
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Appendix 1 

本論文所提出 Model 之示意圖。(a)BAD(S136)被 mTORC2-Akt(S473)磷酸化，代表

可能有一群粒線體位於細胞膜附近。(b)此時 BAD(S155)未被磷酸化，BAD 與 Bcl-2

的結合相對緊密，VDAC 通透性增加，胺基酸由 VDAC 進入粒線體。(c)進入粒線

體的胺基酸補充 TCA cycle (anaplerosis)。(d)Anaplerosis 驅動 TCA cycle 活化 sAC

進而產生 cAMP-PKA signaling。(e) cAMP-PKA signaling 由 BAD complex 整合，當

cAMP-PKA signaling 累積到一定程度後，BAD(S155)被磷酸化。(f)因為 BAD(S155)

的磷酸化，BAD 與 Bcl-2 結合降低，VDAC 通透性減少，胺基酸獲取完成，粒線

體接著進行 cataplerosis 或其他功能。 
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