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研究成果の概要（和文）：TSCは、皮膚と神経系を中心に異常が現れる疾患である。ＴＳＣの精神神経障害は
TANDと呼ばれる。TSCモデルマウスのＴＡＮＤが、ｍＴＯＲ阻害剤シロリムスで改善することが分かった。ま
た、ＴＡＮＤの病態機序にミクログリアの極性変化が関わっており、シロリムス処理はミクログリアを抗炎症性
にシフトすることが分かった。さらにこのマウスのＴＡＮＤには性差があり、脳内のエストロゲン（Ｅ２）と
ＥＲαの転写活性化が性差の原因であることを突き止めた。シロリムスには、ステロイド調節能があり、シロリ
ムス処理が脳内ステロイドレベルの調節を介して、Ｅ２とＥＲαの転写活性を制御してＴＡＮＤを改善に導いて
いることを見出した。

研究成果の概要（英文）：TSC is a disease characterized by abnormalities mainly in the skin and 
nervous system; the neuropsychiatric disorder of TSC is called TAND. sirolimus, an mTOR inhibitor, 
was found to improve TAND in a mouse model of TSC. We also found that microglial polarity changes 
are involved in the pathogenesis of TAND and that sirolimus treatment shifts microglia to an 
anti-inflammatory state. We also found  sex differences in TAND in these mice and attributed the sex
 difference to the transcriptional activation by estrogen (E2) and ERα in the brain. We found that 
sirolimus has steroid-modulating properties and that sirolimus treatment leads to improvement in 
TAND by regulating the transcriptional activity of E2 and ERα through modulation of steroid levels 
in the brain.

研究分野： 神経科学　皮膚科学

キーワード： 結節性硬化症（TSC)　結節性硬化症関連精神神経障害（TAND)　TSCモデルマウス　行動解析　ミクログ
リア　ERα　シロリムス　ｍTOR
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研究成果の学術的意義や社会的意義
TSCは、てんかん発作や発達障害の罹患率が高く、 患者のQOLに影響を与えることが問題となっている。TSCで
は、mTORキナーゼの過剰な活性化が原因と考えられており、ｍTOR阻害剤の有効性は、臨床的にも認知されつつ
あるが、いまだ病態形成の機序が十分に解明されているとはいいがたい。我々の研究成果は、TSCの病態機序を
さらに明らにするとともに、シロリムスがステロイドレベルを調節するという新たな機能を見出したことであ
る。神経精神疾患やアルツハイマー病を代表とする神経変性疾患にも性差が認められており、シロリムスが
ＴＡＮＤだけでなく、性差のある疾患における突破口となる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

TSC は、自閉症スペクトル障害（ASD）、注意欠陥多動性障害（ADHD）、てんかん発作を含む神経疾

患の罹患率が高い遺伝性の疾患である。これらの精神疾患を総称して TAND（TSC-associated 

neuropsychiatric disorders）とよぶ。TSC の原因遺伝子である TSC1/TSC2 遺伝子は、mTOR キナ

ーゼに抑制的に働くので、TSC1/TSC2 遺伝子の機能の低下により、ｍTOR キナーゼが過剰に活性

化されるために TSC が発症すると考えられている。ｍTOR キナーゼ複合体１（mTORC1）の阻害薬

であるラパマイシン（シロリムス）は、亢進したｍTOR キナーゼ活性を抑えるため、TSC の治療

薬として注目されている。一方で、TSC では、年齢、性別による症状の個人差が大きいことが問

題となっている。特に、遺伝病であるにもかかわらず、家族内における親子あるいは兄弟間の症

状の差が大きいことも治療を難しくしているが、その原因は不明である。 

 ミクログリアは、脳内免疫担当細胞として中枢神経において恒常性の維持に働いている。そし

て、神経の異常を感知すると、ミクログリアは病変部に集積し、障害神経細胞や死細胞・デブリ

を取り除いて脳内環境を保っている。神経疾患では、このミクログリアの機能変調が病態に深く

関与していることがある。例えば、ミクログリアの貪食活性の低下は、アルツハイマー病の主要

病態であるアミロイドβが蓄積する一因とも指摘されている。申請者らのグループが作成した

TSC モデルマウス（Mitf プロモータ依存的に Cre リコンビナーゼを発現させた Tsc2 遺伝子のコ

ンディショナルノックアウトマウス（Mitf-Cre, Tsc2(KO/KO)：Tsc2 cKO マウス）の脳でも、ミ

クログリアの変化起こっているかを解析した。さらに、TSC にはリンパ脈管筋腫症（LAM）のよ

うに、女性で発症の割合が高い肺疾患がある。LAM では、mTORC1 だけでなくエストロゲン(E2)の

影響も示唆されている。そこで、TSC の神経障害におけるステロイドホルモンの影響についても

調べた。 
 
２．研究の目的 

TSC は、ｍTOR キナーゼが過剰に活性化されるために TSC が発症すると考えられている。TSC に

おけるｍTOR 阻害剤の有効性は、臨床的にも認知されつつあるが、いまだ病態形成の機序が十分

に解明されているとはいいがたい。そこで、TOR 阻害剤シロリムスと、TSC モデルマウス：Tsc2 

cKO マウスを用いて、中枢神経の恒常性の維持に機能するミクログリアと転写因子として働く

E2-ERαを解析し、表現型の差異についての原因解明に取り組んだ。 

特に、Tsc2 cKO マウスの行動解析の結果、ADHD 様行動および作業記憶障害においてメスの方が

症状がシビアに現れる性差があったため、脳内ステロイドのエストロゲン（E2）に注目し、性差

の差（表現型の差異）の原因を明らかにする。 
 
３．研究の方法 

①TSC モデルマウス：Tsc2 cKO マウスの行動解析をおこない、精神神経症状（TAND）を示すかど

うかを確認した。 

②シロリムスを腹腔内投与(7 日間)後に、行動解析を行いシロリムスの効果を解析した。 

③マウスの脳の免疫染色を行い、ミクログリアの形態の比較観察を行った。 

④マウスの脳の mRNA から RT-PCR を行い、ミクログリアの極性を示すマーカー遺伝子の発現量

の解析を行った。 

⑤LC/MS/MS（液体クロマトグラフィー質量分析法）により、脳内ステロイドの濃度を測定した。 

⑥ステロイド合成酵素の遺伝子発現を RT-PCR により解析した 

⑦E2 の受容体 ER（ERα、ERβ、GPER）の遺伝子発現を RT-PCR により解析した。 

⑧ERαの DNA 結合活性を測定した。 

 
４．研究成果 
（Tsc2 cKO マウスの行動解析と Tsc2 cKO マウスの TAND へのシロリムス処理の効果(研究方法



の①②）) 
Tsc2 cKO マウスの発作の測定及び行動解析（不安傾向、多動性、自閉症、記憶）を行った。そ
の結果、Tsc2 cKO マウスでは、生後 6週齢以降に自発性のてんかんが出始め、8週齢前後で発
作が原因で死亡に至った。また、Tsc2 cKO マウスでは、自閉症、不安、多動性を示し、記憶に
おいても異常を示した。てんかん、不安症状、多動性、記憶の異常は、ｍTOR 阻害剤 
シロリムスの 7日間の腹腔内注射により改善した。一方、自閉症はシロリムス投与により改善し
なかった。さらに、多動性と記憶障害においては、メスの Tsc2 cKO マウスのほうがオスの Tsc2 
cKO マウスよりも優位に症状が強く現れ、性差が確認された。 
 
（シロリムス処理によるミクログリアの変化が TAND を改善する(研究方法の③④）） 
脳切片の免疫染色をおこない、ミクログリアの形態観察により、シロリムス処理がミクログリア
の極性を抗炎症性にシフトさせることが分かった。さらに、ｍRNA 発現量測定により、てんかん
を起こす Tsc2 モデルマウスで、ミクログリアの極性が炎症性にシフトしているとき発現するア
デノシン受容体 A2 が強く発現することが分かった。また、シロリムスによりミクログリアが抗
炎症性に分極しているときには、ADP 受容体 P2Y12 が強く発現することが明らかになった。 
 
（脳内の E2/ERα依存的な遺伝子の転写活性化が性差の原因である(研究方法の⑤⑥⑦⑧）） 
脳内ステロイドホルモンの測定をした結果、TAND が強く現れる Tsc2 cKO メスマウスの E2 レベ
ルが Tsc2 cKO オスマウスよりも優位に高かった。また脳内のＥＲの遺伝子発現量を解析した結
果、ＥＲαのみが Tsc2 cKO メスマウスで高く、ERαのＤＮＡとの結合活性調も高かった。そし
て、Tsc2 cKO メスマウスにおいて高い E2 レベル、ERαの発現および ERαのＤＮＡ結合活性は、
シロリムス処理により低下した。 
さらに、E2 合成酵素アロマターゼの阻害剤レトロゾール処理は、Tsc2 cKO メスマウスの脳内 E2
レベルを下げ、ADHD 様行動も改善した。 
これらの結果は、Tsc2 cKO マウスの性差の原因が、E2/ERα依存的な転写活性化であることを示
す。 
 
（シロリムスは、脳内ステロイドレベルを調節して、E2/ERαの転写活性を制御して、TAND を改
善する） 
脳内ステロイドのプロゲステロン（P4）と E2 の比を計算した。この値は、Tsc2 cKO メスマウス
では、E2 レベルがたかいこともあり、低くなるが、シロリムス処理により、オスメスに関わら
ず、P4/E2 の値がほぼ一定になった。これらの結果から、申請者は、シロリムス処理が脳内のス
テロイドレベルの調整を介して、E2/ERαの転写活性化を制御しており、TAND の改善につながっ
ていると考えた。 
 
これらの結果は、シロリムス処理が、ＴＡＮＤだけでなく、性差がある精神神経疾患や神経変性
疾患（アルツハイマー病やパーキンソン病）においても治療法に糸口を与えるものとなると考え
られる 
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