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研究成果の概要（和文）： 

1. G1556S 型変異 Tsc2 のトランスジェニック（Tg）ラットは複数個体得られたが、N525S
型変異 Tsc2 では得る事ができず、胎生致死を誘発している可能性が示唆された。 
2. N525S 型変異 Tg 導入胚の解析により、この胎仔は胎生 13.5 日前後で急激に減少する事
がわかった。これはEkerラットの変異 TSC2 アリルhomozygote個体の胎生致死の時期と
ほぼ一致し、N525S 型変異による何らかの優性抑制的な影響を示唆させた。 
3. 野生型、G1556S 型、N525S 型それぞれの強制発現細胞において、各種シグナル伝達
経路における特徴的な分子のリン酸化状態に関する網羅的解析を行い、幾つかの特徴的な
変化を見出した（論文投稿準備中）。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We have exploited a transgenic Eker (Tsc2-mutant) rat system to analyze the effects 
of various Tsc2 mutations in pathogenesis in vivo. Here we focus on an N525S-type 
Tsc2 variant (NSM). Unexpectedly, we were unable to generate viable newborn rats 
carrying an NSM transgene (Tg) by repeated experiments. Genotype analysis revealed 
that most embryos carrying Tg died around embryonic day 13.5, consistent with Eker 
homozygotes' embryonic lethal stage. Thus, the NSM appeared to have a dominant 
lethal effect in rats. These indicate that the pathway other than the mTOR axis, 
regulated by tuberin, is crucial for embryogenesis.  
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１．研究開始当初の背景 

 癌の治療や予防の為には、その病態発生に

関与する遺伝子異常の解明が重要である。そ

の点において家族性腫瘍と呼ばれるような

遺伝性疾患は、家系分析による原因遺伝子の

同定により、腫瘍発生の確固たる要因を明ら

かにできる利点がある。Eker ラットは 1953

年にノルウェーの Eker 博士により遺伝性腎

癌を自然発生するラットとして発見された

（Eker R and Mossige J, Nature 189, 858, 
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1961）。原因遺伝子のヘテロ変異体は約一年

齢で例外無く肉眼的な腎癌を発生する。我々

グループは家族性腫瘍を発症する疾患とし

て 知 ら れ る 結 節 性 硬 化 症 （ Tuberous 

Sclerosis; TS）の原因遺伝子である Tsc2 の

ホモログが Eker ラットの原因遺伝子である

事を明らかにした（Hino O et al, BBRC 203, 

1302, 1994/ Kobayashi T et al, Nature 

Genet 9, 70, 1995）。TS は約 1/6000 人に認

められる遺伝病であり、全身性の多発性過誤

腫（脳内結節、腎血管筋脂肪腫、心横紋筋腫、

肝血管筋脂肪腫、肺リンパ脈管平滑筋腫、網

膜腫瘍）、顔面皮脂腺腫、頭蓋内石灰化を特

徴とする疾患である。このような腫瘍性病変

を発生する TS の原因遺伝子産物である

tuberin(Tsc2 産物)は、ラパマイシン感受性

mTOR 経路を抑制する機能を持つ事がショ

ウジョウバエでの研究を端緒として明らか

になった（Martin DE et al, Curr Opin Cell 

Biol 17, 158, 2005）。一方で我々は、野生型

Tsc2 の cDNA とプロモーターから成る導入

遺伝子を導入したトランスジェニック（Tg）

Eker ラットを作製し、ヘテロ変異体の腎発

癌とホモ変異体の胎生致死が抑制される事

を証明し（Kobayashi T et al, PNAS 94, 

3990, 1997）、in vivo の系において Tsc2 の機

能を解析するシステムを開発した。 

 このような背景を基に我々は次に、これま

でに報告されているヒト TSC2 変異の中で

「mTOR 抑制への影響と症状の重篤性が対

応しないアミノ酸置換型変異」に着目した。

即ち上記変異体の機能解析が、病態発生に関

わる（mTOR 経路とは別の）新たなシグナル

伝達系を解明する為の手がかりとなるので

はないかと考え、以下の研究を計画、履行し

た。 

 

２．研究の目的 

 国内外の研究により、Tsc2 変異による腫瘍

発生には mTOR 経路が重要な役割を担って

おり、その経路の遮断による TS の治療・予

防の可能性が考えられるに至った。しかしな

がら効果・副作用の観点から、異なる分子標

的に対する薬剤との併用などが望まれてい

る。近年、TS の家系分析でアミノ酸置換型

Tsc2 変異による症状の差異が報告されてき

た。その中で、Tsc2 産物(tuberin)の 525 番

目のアスパラギンがセリンに変わる変異

（N525S 型変異）は、tuberin の Rheb-GAP

活性によるmTOR～S6K1抑制機能を保持す

るにも関わらず、重篤な症状に関連している

事が報告されている(Nellist M et al, Hum 

Mol Genet 10, 2889, 2001)。また、1556 番

目 の グ リシ ン がセ リン に 変わ る 変異

（G1556S 型変異）は mTOR 抑制機能を失う

変異であるにも関わらず、患者の症状が軽微

である事が示唆されている(Mayer K et al, J 

Med Genet 41, e64, 2004)。我々は、これら

の変異と症状の関連が mTOR 経路とは異な

る生理反応系と tuberin の接点を反映してい

るのではないかと想定した。上記の変異によ

る機能変化を調べる事により、新たな分子標

的の手がかりを得る事を本研究の目的とし

た。 

 

３．研究の方法 

 mTOR 抑制能を失うが患者の症状が軽微

な G1556S 型変異(GSM)、mTOR 抑制能を

保持するが重症例の発病に至る N525S 型変

異(NSM)、これらの変異体に関し、まず

Site-directed mutagenesis PCR 法により各

発現プラスミドを作成した。サンガーシーク

エンス法によって塩基配列を確認し、各変異

が正しく導入されている事を確認した。つい

で培養細胞に強制発現させ、ウェスタンブロ

ット法、免疫染色法等により、in vitro の系

において既存の報告と合致する表現型

（mTOR 抑制能の保持あるいは喪失）を示す

事を確認した。ついで各発現プラスミドを用

いMicroinjection法によるトランスジェニッ

ク(Tg)-Eker ラットの作出及び各変異体の in 

vivo での表現型解析を進めた。Tg-Eker ラッ

トの作出にあたってはサザンブロット法、ノ

ザンブロット法、ウェスタンブロット法、サ

ンガーシークエンス法等により、各変異体の

導入と発現が正しく行なわれている事を確

認した。 

 

４．研究成果 

1. GSM の Tg ラットは複数個体得ることが

できたが、NSM は Tg ラットを得ることがで

きず、胎生致死を誘発している事が予 想 さ



 

 

れた。 

2. NSM-Tg ラットに関しては、Tg 導入胚の

解析により、NSM-Tg を保持する胎仔は胎生

13.5 日前後で急激に減少する事がわかった。

これは Eker ラットの変異 TSC2 アリル

homozygote 個体の胎生致死の時期とほぼ一

致し、NSM による何らかの優性抑制的な影

響を示唆させた。 

3. 野生型-Tsc2、GSM-Tsc2、NSM-Tsc2 それ

ぞれの強制発現細胞において、各種シグナ

ル伝達経路における特徴的な分子のリン酸

化状態に 関する網羅的解析を行い、幾つか

の特徴的な変化を見出した (論文投稿準備

中、未発表データ)。 

これらの結果は、mTOR 抑制能を保ちながら

もその変異によって優性抑制的に異常をも

たらす機能や、mTOR 抑制能を失いながらも

発癌を抑制する事のできるTSC2の機能の存

在を反映し、既に知られている mTOR 経路

に加え、TSC2 が関わる未知の重要な活性・

経路の存在を示唆するものと考えられた。今

後、これら変異体のテトラサイクリン誘導性

発現プラスミドや安定発現細胞株（現在作出

中）を用いて更なる解析へと発展させ、最終

的には tuberin によって制御される mTOR

経路以外の新規経路の特定し、それによる病

態発生機構の解明と治療・予防法の改良・開

発を目指していく予定である。 
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