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研究成果の概要（和文）：遺伝子の活性を、「ある時空間のみ変異させ」、将来どのような効果をもたらすかの
検定の重要性は言うまでもない。本研究では、細胞機能に重要な遺伝子、mTORC１を「特定の細胞のみ」、「特
定の時間」阻害する方法の樹立を目指した。mTORC1分子はrapamycinで可逆的阻害がかかるが、rapamycin抵抗性
mTORC1を見つけ、抵抗性mTORC１発現細胞では、rapamycinによる阻害が全くみられないことを確認した。すなわ
ち、B細胞以外すべてこの「抵抗性mTORC1」を発現させ、野生型mTORC1を発現しているB細胞のみ、ある特定の時
間rapamycinで阻害をかける方法の樹立が可能になった。

研究成果の概要（英文）：Development of a new method to reversibly inactivate specific genes in a 
tempo-spatial way is very important for biological research. Here, we have tried to develop a 
experimental system to reversibly inactivate the mTOC1 molecule in the B cell specific manner during
 a certain time window. To do this, we found that cells expressing the mutant mTORC1, being 
resistant to rapamycin, indeed behaved independently of rapamycin treatment. Then, we will intend to
 establish the transgenic mice expressing the resistant mTORC1 except B lineage cells, which allow 
us to inhibit mTORC1 in a B cell specific manner by rapamycin. 

研究分野： 免疫学

キーワード： ケミカルジェネティクス　時空間的制御　PI3キナーゼ　mTORC1　rapamycin

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
私たちは、多くの薬剤を用いて疾病の予防・治療を行っているわけであるが、実際、その薬剤は、「どの細胞の
いつの時期」効いて、薬効を発現しているのかは明白にされていない。この研究で樹立された、特定の細胞のみ
で薬効が働く、方法は、この疑問解決に大変重要なツールを与えることになる。又、本研究からの重要な進展
は、薬剤ターゲットを変異して、この変異ターゲットのみに働く薬剤の開発を同時に行うことにより、ある特定
の細胞（例えば癌細胞）のみに働く薬剤を生体に投与し、正常細胞への影響を殆どなくすことも可能になる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
多細胞生物研究において、どの「時期」での、どの「細胞」の、どのような「イベント」

が、時間を経た将来の運命決定に必須なのかを明らかにすることは、非常に重要な課題であ
る。しかしながら、現在ルーチンに用いられている遺伝子ターゲティング法では、遺伝子欠損
を不可逆的・永続的にさすという内在的欠陥を有している。従って、B細胞の場合胚中心(GC)
反応を経て、メモリー細胞が形成されるわけであるが、GCの過程で生じる変化が、メモリー細
胞機能にどのような影響を与えるかは非常に重要な命題にもかかわらず、この命題へのアプロ
ーチが困難を極めている（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究は阻害剤及び遺伝学的手法を用いた研究の長所・短所が、互いに相補的であることに着目
し、例えば、阻害剤の場合、可逆的阻害を行えること、遺伝学的手法の場合、特定の細胞・時期
のみでの発現を行えること、この２つの方法を combine し、現行の研究手法では不可能な、あら
たな in vivo 研究手法を生み出そうとするものである。具体的ターゲット分子として、申請時は
PI3 キナーゼを用いる予定であったが、この目的にかなった阻害剤を単離することができず、途
中で strategy の変更を行った。即ち、PI3 キナーゼの重要なエフェクター分子である mTORC1 分
子に的を絞り（図 2）、既にこの分子には特異的、かつ可逆的阻害剤として rapamycin が存在し
ていることに注目し、本研究では以下の 3点を検証した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(1) mTORC1 分子に遺伝子改変できるような、アミノ酸変異を加えて、rapamycin 感受性を
もたないような mTORC1 を作成することができるのか。 
 
(2) このような変異 mTORC1 は、rapamycin で阻害を受けないということ以外、殆ど野生型
mTORC1 の活性をもっているのかどうか。 
 
(3) 野生型 mTORC1 発現細胞と変異型 mTORC1 発現細胞が共存したときに、確かに野生型の
み mTORC1 阻害がかかるのかどうか。 
 
 
 



３．研究の方法 
(1) 先ず可能性のある変異 mTORC1 を 293T 細胞に共発現させ、確かにその変異が
rapamycin 抵抗性になっているかどうか、それ以外は野生型 mTORC1 と同様の活性をもっている
かどうか確認する。 
 
(2) B 細胞に変異 mTORC1 をノックインし、変異 mTORC1 発現 B細胞の細胞活性を、
rapamycin 存在・非存在下で検定する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 変異 mTORC1 の作成 
既に、甲状腺がんで rapamycin analogue に抵抗性を有する mTOPRC1 変異(F2108L)が（Wagle 
2014）報告されている。この変異 mTORC1 を作成し、293Ｔ細胞に強制発現して、S6 キナーゼの
活性は、野生型 mTORC1 と同様であることを確認した。更に、この変異 mTORC1 が rapamycin 投
与で、阻害を受けないこと、野生型 mTORC1 の場合、既に報告にあるとおり、阻害剤を washout
したら、この阻害が速やかに回復することを確認した。 
 
(2) mTORC1(F2108L)のノックイン B細胞の検定 
次に、変異 mTORC1 ノックイン B細胞を用いて、この細胞が rapamycin 非存在下では、B細胞の
活性化が、野生型 B細胞と同様であることを確認した。 
 
(3) 野生型 B細胞、変異 mTORC1 B 細胞の共存下における rapamycin による阻害 
野生型 B 細胞、変異 B細胞を 50%ずつ in vitro で共存させ、rapamycin 投与により、野生型 B
細胞のみ mTORC1 の阻害が生じることを S6キナーゼ活性化等で確認した。 
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