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研究成果の概要（和文）： 

mTOR シグナルは結節性硬化症や自閉症といったヒトの疾患に深く関与することから、神経

細胞において重要な役割を担っていることが考えられる。そこで、活性化型 mTOR 変異体

を用いて、神経細胞において直接 mTOR 経路を亢進することができるトランスジェニック

マウスの作製・解析を行った。前脳における mTOR の活性化はてんかん発作および神経変

性を引き起こし、小脳においてはプルキンエ細胞の形態とシナプス除去に異常が観察された。

これらの研究を通して mTOR 経路の破綻による疾患の理解が深まることが期待できる。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Aberrant activation of mTOR pathway has been found in many human neurological diseases such as 
tuberous sclerosis and autism.  To determine mTOR function in neurons, transgenic mice having 
constitutively active mTOR mutant were generated and analyzed.  Forebrain-specific active mTOR 
transgenic mice displayed epileptic seizure and neurodegeneration.  Abnormalities of both neuronal 
morphology and synapse elimination were induced by the activation of mTOR pathway in cerebellar 
Purkinje cells.  These results will provide insights into pathogenic mechanisms of human diseases. 
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１．研究開始当初の背景 

Mammalian target of rapamycin (mTOR)は、

免疫抑制剤ラパマイシンの標的として同定

されたセリン・スレオニンキナーゼである。

mTOR は栄養状態や細胞増殖因子、神経伝達

物質等からのシグナルを受け、タンパク質合
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成、オートファジー、細胞のサイズ決定等、

様々な細胞機能の制御にも関与し、mTOR 経

路の異常が、癌や糖尿病、代謝異常等の疾患

の発症に関与することが明らかになってき

た。近年、mTOR 経路による神経細胞の成長

とそれにともなうサイズの決定が脳機能に

とって重要であることが示唆されている。例

えばPI3Kの負の制御因子であるPTENのノッ

クアウトマウスでは PI3K/Akt/mTOR 経路の

活性化や神経細胞および樹状突起の増大に

よる大頭症が生じ、てんかんや自閉症様の表

現型を示す(Kwon et al., Neuron, 2006)。これは、

PTEN に変異を持つヒトで多発する大頭症、

てんかん、精神遅滞、自閉症の原因が mTOR

経路の活性化によって引き起こされること

を示唆している。また、mTOR 経路によるタ

ンパク質合成制御が、シナプス可塑性や記憶

学習に関連している報告もある。結節性硬化

症の原因遺伝子である TSC2 は mTOR の活性

化因子 Rheb の負の制御因子であり、そのヘ

テロ型変異マウスでは、mTOR 経路の活性化、

海馬 CA1 での異常な長期増強、海馬依存的な

学習の異常を示す。さらにこれらの異常は、

ラパマイシンの投与による mTOR の阻害に

より抑制することが可能である (Ehninger et 

al., Nat Med, 2008)。さらに、統合失調症脆弱

性因子であるDISC1がAkt結合タンパク質で

ある KIAA1212 を介して Akt-mTOR 経路を調

節し、神経発生を制御しているという報告も

あり(Kim et al., Cell, 2009)、mTOR は自閉症の

みならず、統合失調症の発症に関与している

可能生も示唆されている。 

 

２．研究の目的 

本研究では、活性化型 mTOR を神経細胞で

時期特異的に発現することにより、mTOR が

神経細胞のサイズ、樹状突起・シナプスの形

状およびサイズ、さらには神経可塑性、個体

レベルでの行動・学習においてどのような役

割を有するのかを明らかにする。前述のよう

に間接的に mTOR 経路を活性化させたマウ

スでは自閉症様の表現型を示し、神経細胞お

よび樹状突起の増大による大頭症を示すな

どヒトの疾患への mTOR の関与も示唆され

ている。本研究では活性化型 mTOR が神経細

胞で発現するトランスジェニック（Tg）マウ

スを作製し、中枢神経系で mTOR 経路を直接

活性化することによってその役割を明らか

にする。  

 

３．研究の方法 

 活性化型 mTOR を大脳皮質・海馬を含む前

脳または小脳プルキンエ細胞でそれぞれ特

異的に発現する mTOR Tgマウスを作製する。

これらの mTOR Tg マウスを用いて神経細胞

における mTOR の役割を決定する。具体的に

は、神経細胞および樹状突起のサイズ・形状

等の組織学的に解析し、シナプス伝達・シナ

プス可塑性を電気生理学的に解析する。また、

mTOR 経路が関与するとされている自閉症様

の行動異常や運動機能に障害が生じている

かどうかを検討し、mTOR 経路の活性化がシ

ナプス可塑性や行動レベルにおいてにどの

ような影響を及ぼすかを総合的に解析する。 

 

４．研究成果 

（１）TRE- mTOR トランスジェニック(Tg)

マウスの作製 

テトラサイクリン応答因子(TRE)下流に

FLAG タグのついた活性型 mTOR cDNA を連

結したトランスジーンを構築した。このトラ

ンスジーンを C57BL/6 系統の前核期受精卵

200 個にマイクロインジェクションし、偽妊

娠マウスに移植したところ 35 匹の産仔を得

ることができた。得られたマウスのゲノム

DNAの PCR解析を行った結果、5匹の founder 



Tg マウスを得ることができた。founder マウ

スを野生型 C57BL/6 を交配することによっ

て、Tg マウス系統の樹立することができた

（TRE-mTOR Tg マウス）。 

 

（２）大脳皮質・海馬における活性化型 mTOR 

Tg マウスの解析 

TRE-mTOR Tg マウスを CaMKII-tTA Tg マ

ウスと交配し、Tet-off システムによって生後

に活性化型 mTOR を発現する Tg マウス

（CaMKII-mTOR Tg マウス）を作製した。

CaMKII-mTOR Tgマウスは生後発達とともに

大脳皮質における活性化型 mTOR の発現が

増加し、S6 キナーゼのリン酸化が亢進してい

たことから、mTORC1 経路が活性化している

ことが明らかとなった。CaMKII-mTOR Tg マ

ウスは生後の発育遅滞が引き起こされ、15 日

齢前後に全て死亡した。生後 12 日齢におけ

る CaMKII-mTOR Tg マウスの前脳の組織学

的解析を行った結果、S6 のリン酸化が大脳皮

質および海馬で上昇しており、大脳皮質の著

しい肥厚が観察された。また、個々の大脳皮

質ニューロンは細胞体が肥大しており、ユビ

キチン陽性の細胞質封入体が多数見出され

た。大脳皮質においてマイクログリア細胞の

増殖や活性化も観察されたことから、生後脳

における mTOR 経路の活性化は、神経変性疾

患様の表現型を引き起こすことが示唆され

た。さらに CaMKII-mTOR Tg マウスの行動を

詳細に観察したところ、重篤なてんかん様の

発作を頻繁に起こしていることが明らかと

なった。自由行動下において大脳皮質の脳波

を記録したところ、てんかん発作時に著しい

脳波の乱れが観察された。ヒトにおける結節

性硬化症においても mTOR 経路の活性化と

てんかんの関連性が指摘されていることか

ら、CaMKII-mTOR Tg マウスはヒト疾患のモ

デルマウスとして有用であると期待できる。 

（３）小脳プルキンエ細胞における活性化型

mTOR Tg マウスの解析 

TRE-mTOR Tg マウスを L7-tTA Tg マウス

と交配することによって、小脳プルキンエ細

胞において活性化型 mTOR を発現する Tg マ

ウスの作製を行った（L7-mTOR Tg マウス）。

この Tg マウスは明らかな小脳失調は観察さ

れず、ロータロッド解析においてもコントロ

ールと比較して有意な運動協調能の差は認

められなかった。L7-mTOR Tg マウスの組織

学的な解析を行ったところ、プルキンエ細胞

の細胞体および樹状突起・スパインが著しく

肥大していることが明らかとなった(下図)。 

さらに、L7-mTOR Tg マウスの小脳スライス

を用いてプルキンエ細胞の電気生理学的解

析を行ったところ、成熟マウスにおいても複

数の登上線維による支配を受けていた。この

ことから、mTOR の活性化は発達過程におけ

るシナプス除去に異常をもたらすことが考

えられた。また、Tg マウスは加齢とともにプ

ルキンエ細胞の数が減少していることが観

察されたことから、CaMKII-mTOR Tg マウス

と同様に神経変性を引き起こしていること

が示唆された。mTOR の活性化はオートファ

ジーを抑制するため、活性化型 mTOR Tg マ

ウスにおいては細胞質封入体の蓄積によっ

て、神経変性が引き起こされていることが考

えられた。 

 

 

図 コントロール（左）および L7-mTOR Tg

マウスのプルキンエ細胞の形態 



（４）今後の展望 

大脳皮質・海馬における活性化型 mTOR Tg

マウスについては、てんかんの原因が mTOR

シグナルの亢進による神経細胞の肥大に起

因するのか、神経細胞のシナプス伝達の異常

に起因するものなのかを明らかにする実験

を行う。この実験によって結節性硬化症にお

けるてんかん症状の理解と治療戦略につな

げたい。小脳における活性化型 mTOR Tg マ

ウスについては、自閉症のメカニズムの理解

を目指して、社会行動テストなどの行動解析

を行う。結節性硬化症の一部の患者において

は自閉症様の行動およびプルキンエ細胞の

脱落が観察される。このことから、プルキン

エ細胞における mTOR シグナルの破綻が自

閉症を引き起こす可能性が考えられる。また、

本研究で作製した Tg マウスは Tet-Off システ

ムを用いて活性化型 mTOR の発現を制御し

ている。このため、Tg マウスに対してドキシ

サイクリンを非投与・投与することによって、

活性化型 mTOR の発現を時期特異的に ON・

OFF することができる。このシステムを利用

して、脳の発達期および成熟期を区別して

mTOR シグナルの機能を明らかにしていきた

い。 
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