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研究成果の概要（和文）：結節性硬化症では、神経活動的に発現する低分子 G 蛋白質 Rheb が

活性化されており、樹状突起スパインの形成障害も見られる。そのメカニズムを解析し、（１）

結節性硬化症ニューロンの樹状突起ではミトコンドリアが増加していること、（２）スパイン形

成障害は Rheb 下流の mTORC1 の活性化ではなく、Rheb と結合する蛋白質（RBP）の増加に

よって生じること、などを明らかにした。これらの発見は、結節性硬化症に合併する精神遅滞

やてんかん、自閉症などの新しい治療法開発に繋がると考えられる。 

 

研究成果の概要（英文）：An activity-regulated small G-protein Rheb is activated in tuberous 

sclerosis, which is accompanied with dendritic spine dysmorphogenesis. We have 

investigated the underlying mechanism and have clarified that mitochondria is increased 

in dendrites of tuberous sclerosis neurons and that impaired spinogenesis in tuberous 

sclerosis is caused by an increase in RBP levels, not due to mTORC1 activation. These 

findings may lead to development of a new treatment for tuberous sclerosis associated with 

epilepsy, mental retardation or autism. 
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１． 研究開始当初の背景 

研究開始当初、自閉症を含む発達障害患者
において、樹状突起スパインの形態や密度
の異常が見られることが知られていた
(Fiala et al. Brain Res Rev. 39:29-54, 
2002)。また、その原因遺伝子の一つとして、
神経接着分子 Neuroligin-3のアミノ酸変異
が見出され (Jamain et al. Nature Genet. 

34: 27-29, 2003)、その変異体をラットの
海馬ニューロンに導入するとスパイン形態
変化が観察された (Comoletti et al. J 
Neurosci. 24: 4889-93, 2004)。これらの
事実から、スパイン形成に関与する蛋白質
の異常が発達障害の原因となり得ると考え
られていた。そこで、スパイン形成に関わ
る分子の解析を行うことは、学習・記憶な
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どの生理的可塑性のメカニズムのみならず、
自閉症を始めとする発達障害の病態解明に
も繋がると考えられた。 
 
2.  研究の目的 

本研究では、結節性硬化症という発達障
害の発症に関与している低分子量 G 蛋白質
Rheb とそれによるスパイン制御のメカニズ
ムに焦点を絞り、解析することを当初の目
的とした。Rheb は、代表者たちが神経活動
によって誘導される遺伝子産物の一つとし
て発見した。長らく機能が不明であったが、
2003 年に結節性硬化症の原因遺伝子産物で
あるTSC2 (tuberin)がRhebに対するGTPase 
activating protein (GAP)であることが報
告された（Zhang et al. Nat Cell Biol. 
5:578-81, 2003）。 

結節性硬化症は、全身に過誤腫とよばれ
る良性の腫瘍ができる病気であり、顔面血
管線維腫・てんかん・知的障害の３主徴だ
けでなく、自閉症も高率（30-60％）に合併
する。すなわち、結節性硬化症患者では Tsc1
あるいは Tsc2 の変異によって、Rheb が GTP
結合型となり、その下流の mTOR （ラパマイ
シンの標的分子）を活性化するため、病気
を発症することが明らかになった。この
TSC-Rheb-mTOR 蛋白合成系はスパインの形
態変化や LTP/LTD 誘導にも関わっている
(von der Brelie et al. Eur J Neurosci. 
23:686-92, 2006)。代表者らも Tsc2 に変異
のある Eker ラット(Rennebeck et al. Proc 
Natl Acad Sci U S A 95:15629-34, 1998)
を用いて、スパイン形態変化があることを
見出している。 

そこで、本研究では Eker ラット用いて
TSC-Rheb-mTOR の活性化によってスパイン
形態変化が起こるメカニズムを明らかにす
ることを試みた。 

 

3.  研究の方法 

（１）結節性硬化症ラットにおいて翻訳が
亢進している蛋白質の同定 

野生型および Ekerラットの脳から分画し
たシナプトソームを 2 次元電気泳し、Eker
ラットにおいて発現が増加している蛋白ス
ポットを複数見出した。そのスポットを切
り出し、蛋白質を抽出、トリプシンにより
切断、質量分析計を用いてアミノ酸配列を
決定した。 

 
（２）TSC-Rheb-mTOR によるミトコンドリア
制御機構の解析 

初代培養ニューロンのミトコンドリアを
Mito-Red や JC-1 などの色素、あるいはミト
コンドリア結合配列を付加した dsRed2発現
プラスミドを遺伝子導入することによって
可視化し、樹状突起内のミトコンドリア（長

さ・面積など）を野生型と Eker 間で比較し
た。さらに、電子顕微鏡による観察・計測
によって、イメージングで得られた結果を
検証した。 
また、初代培養ニューロンを用いて酸素

消費量と ATP 量を測定し、Eker と野生型間
に差があるかどうかを調べた。さらに、
Complex-V である ATPase サブユニットを
CFPと YFPで挟んだFRETベクターを用いて、
スパイン内の ATP を可視化し、その動態を
比較した。 
 

（３）Rheb結合蛋白質のスクリーニングと
機能解析 

Yeast two-hybrid法を用いて、Rhebと結
合する蛋白質（RBP）を探索した。同定した
蛋白質を培養ニューロンに過剰発現あるい
はsiRNAによってノックダウンし、ニューロ
ン形態を観察した。 
 次に、RBPがスパイン形成を抑制するメカ
ニズムを調べるため、RBPと同じ部位を認識
し、結合する蛋白質との競合実験を行った。 

(４）結節性硬化症におけるシャフトシナプ
ス増加のメカニズム 

興奮性シャフトシナプス形成を促進する
ephrinB3 と RBP との結合を pull down 実験に
より確かめた。さらに、培養ニューロンの電
気生理学的解析を行い、結節性硬化症と野生
型のシナプス伝達を比較した。 

4.  研究成果 
（１）結節性硬化症ラットにおいて翻訳が亢
進している蛋白質の同定 
Rheb が活性化している結節性硬化症のモ

デルラット（Eker）と野生型ラットからシナ
プトソームを分画し、Eker ラットにおいて発
現が増加している蛋白スポットを複数見出
した。解析の結果、それらはすべてミトコン
ドリアの蛋白質であった。 

 
（２）TSC-Rheb-mTOR によるミトコンドリア
制御 
（１）の結果から、結節性硬化症ではミト

コンドリアの量的異常があると考えられた。
そこで、 Eker ラットから海馬ニューロンを
初代培養し、Mito-Red あるいはミトコンドリ
ア結合配列を付加した dsRed2 発現プラスミ
ドを導入することにより、樹状突起内ミトコ
ンドリアを可視化した。その結果、結節性硬
化症ニューロンの樹状突起では、ミトコンド
リアが有意に増加していることが分かった。 
この所見は、電子顕微鏡を用いた観察および
計測によっても検証された。さらに、Eker
ラットの脳からシナプトニューロソームを
調製し、その中に含まれる porin(ミトコンド



リア蛋白質)を野生型と比較したところ、や
はり Eker ラットの方が多かった。以上の結
果から、Eker ラットの樹状突起ではミトコン
ドリアが増加しており、それが中枢症状の発
症に関与していると考えられた。 
次に、Eker ラットの脳からシナプトニュー

ロソームを調製し、酸素消費量と ATP 量を野
生型と比較した。酸素消費は検出出来なかっ
たが、ATP 量は結節性硬化症の方が高い傾向
が見られた。そこで、Complex-VであるATPase 
ε サブユニットを CFP と YFP で挟んだ FRET
ベクターを用いて、樹状突起内の ATP を可視
化したところ、結節性硬化症の方が樹状突起
内 ATP 濃度が高い事が確認された。 

（３）結節性硬化症におけるスパイン形成異
常 

Eker ラットから海馬ニューロンを初代培
養し、その樹状突起を野生型と比較したとこ
ろ、 Eker ニューロンはスパインを形成せず、
フィロポディアのままであることが確認さ
れた。さらに、mTOR の阻害薬であるラパマイ
シンを添加しても、スパイン形成は回復しな
かった。 

そこで、結節性硬化症におけるスパイン形
成障害には mTORC1 は関与しないと考え、上
流の Rheb と結合する蛋白質を探索し、
Rheb-binding protein（RBP)を同定した。RBP
を Eker ラットのニューロンでノックダウン
すると、フィロポディアがスパインへ分化し、
興奮性シナプスが形成された。逆に、RBP を
野生型ニューロンに過剰発現させるとフィ
ロポディアが増加した。さらに、野生型と
Eker の RBP 量を比較したところ、Eker のシ
ナプトニューロソームにおける RBP量は野生
型に比べて増加していることが分かった。以
上の結果から、結節性硬化症においては RBP
が増加し、その結果スパイン形成障害が生じ
ていると考えられた。 

次に、RBP がスパイン形成を抑制するメカ
ニズムを解析した。RBP はスパイン形成制御
蛋白質と結合することが知られているが、同
じ蛋白質にもう一つの因子（Aと仮称）が結
合することも報告されている。そこで、RBP
が Aと競合してスパイン形成制御蛋白質に結
合するため、スパイン形成が障害されると考
えた。実際、Eker ニューロンに Aを過剰発現
させても、RBP をノックダウンした時と同様、
スパイン形成が回復した。さらに、RBP と A
がスパイン形成制御蛋白質に対して競合的
に結合していることも確かめた。以上の結果
から、RBP と A の量的バランスによってスパ
イン形成がコントロールされていると考え
られた。 

(４）結節性硬化症におけるシャフトシナプ
スの増加とそのメカニズム 

結節性硬化症ではスパイン形成が障害さ
れているため、樹状突起に直接興奮性シナプ
スを作る（シャフトシナプス形成）ことを見
出した。RBP がその機序にも関与していると
考えられ、そのメカニズムを解析した。その
結果、RBP は興奮性シャフトシナプス形成を
促進する ephrinB3 と結合し、シャフトシナ
プスを増加させていることを明らかにした。 

結節性硬化症ではスパインが減少してい
るが、実際のシナプス伝達がどのように変化
しているかは明らかでなかった。そこで、培
養ニューロンの電気生理学的解析を行った
ところ、意外にも、結節性硬化症におけるシ
ナプス伝達は、野生型とほとんど変わらなか
った。これは、上述したシャフトシナプスが
代償的にシナプス伝達を担っているためと
考えられた。 
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