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研究成果の概要（和文）：神経細胞のサイズ制御にかかわる鍵となるmTOR(mammalian target of rapamycin)シグナル
伝達系の解析を行ない、新たな制御因子を同定した。この経路の活性化により、神経細胞で蛋白合成、脂質合成が亢進
すること、またこれらが細胞サイズにリンクしていることを明らかにした。また疾患研究では、限局性皮質形成異常(F
orcal cortical dysplasia IIb:FCDIIb)における脳の細胞の異形化/大型化はMTORの体細胞変異が原因であることを見
いだし、本疾患の原因を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have analyzed the signaling transduction pathways of mammalian target of 
rapamycin (mTOR), that is a key enzyme of cell size control. We identified several molecules that 
regulate the activity of mTOR in neurons. We revealed that activation of mTOR leads to the upregulation 
of protein and lipid synthesis and its link to the cell size in CNS neurons. In disease study, we found 
novel somatic mutations of MTOR in Forcal Cortical Dysplasia IIb (FCDIIb) brain and confirm that these 
mutations make mTOR hyperactive.

研究分野：神経化学
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１．研究開始当初の背景 
 一般的に哺乳動物細胞の大きさは比較的一
定で、個体や器官の大きさは細胞数に依存し
ている。神経細胞は同一細胞種の中では大き
さに多様性があり、小さな介在神経から比較
的大きい投射性神経、ベッツ細胞やプルキン
エ細胞のようなさらに大きなものまである。
細胞サイズのゲノム情報以降の制御は神経
回路形成や脳の構築に欠かせない。 
 酵母やハエの変異実験やがん細胞などの
研究から細胞のサイズを制御している主な
シグナルはPI3K-Akt-mTORを介したものであ
ることが明かされつつある。しかしながらこ
れらの研究はゲノムの変異によるシグナル
経路の活性化であり、均一な集団での細胞サ
イズ制御の説明にしかならない。通常の細胞
集団の中でこのシグナルが関与していると
すれば、各細胞個別に活性化の ON/OFF が起
っていると考えられる。 
 mTOR(mammalian target of rapamycin)は
蛋白の合成や分解を調節し、細胞の成長を制
御するキナーゼである。このシグナルによる
細胞サイズ調節の中で不明な点は２つあり、
どのような刺激、細胞外微小環境によって活
性調節されているかと、なぜ細胞が大きくな
るかである。つまりこの経路の上流と下流が
残された疑問点である。 
 mTORは基質である4EBPやp70S6Kのリン酸
化を通じて翻訳活性化を促す。また ULK1 の
リン酸化を通じてオートファジーを抑制し
ている。つまり mTOR の活性化は細胞内の蛋
白質総量の増加を引き起こす。このことが細
胞容量を増やしていると考えられるが、確証
はない。また神経細胞で mTOR シグナルが細
胞サイズを制御しているという証拠も現在
までには得られていない。傍証として得られ
ている結果は疾患に由来している。mTOR の上
流のシグナル分子である TSC の変異は mTOR
の活性化をもたらすが、神経細胞を含む細胞
の異常成長／増殖を伴う結節硬化症を引き
起こす。また病理像が類似した限局性日四 t
形成異常でも mTOR シグナルの活性化が示唆
されているが、原因は分かっていない。これ
らの病態を示す変異変化が、蛋白や脂質合成
の増強を引き起こしているかに着いても不
明である。 
 
２．研究の目的 
神経細胞の細胞体の大きさ、サイズ制御に関
してはこれまでほとんど研究されていない。
神経突起（軸索＆樹状突起）の伸展（これも
サイズの増大につながるが）に関しては軸索

ガイダンス因子や神経栄養因子などの作用
によって引き起こされることが広く知られ
ているのと対照的である。本研究では神経細
胞の細胞体のサイズ制御のシグナル機構を
明らかにすると同時に、その破綻による病態
を解析し、脳内における細胞のサイズ制御を
通じた脳環境の恒常性の維持のメカニズム
に迫ることを目的とする。具体的には、 
(1) 神経細胞で mTOR シグナルを ON/OFF する
刺激と蛋白合成、細胞サイズの関係 
(2) 大型異常神経細胞像を呈する疾患のそれ
らの細胞での mTOR シグナルの活性化の
原因はなにか？ 
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 目的の１では主にラット初代培養神経細
胞を用い、種々の条件で mTOR シグナルの活
性化／不活性化を、ウエスタンブロット、免
疫染色、酵素活性測定などの方法で調べた。
蛋白合成は３５S メチオニンを用いた代謝ラ
ベルの他、ピューロマイシン•抗ピューロマ
イシン抗体を用いた SUnSET 法で測定した。
脂質合成は１４C グルコース／クロロホルム
抽出により新規合成総脂質を測定した。細胞
サイズは免疫染色による細胞面積の計測(二
次元)および、パッチクランプ法による
membrane capacitance の計測で 
 目的の２では共同研究により限局性皮質
形成異常(FCDIIb)の患者手術脳（書面インフ
ォームドコンセント／倫理委員会承認済）よ
り次世代シークエンサーによるエクソーム
解析によって、mTOR シグナル系分子の体細胞
変異を探索した。見いだした変異はヒト細胞
株（HEK293T）及びラット初代培養神経細胞
で活性の validation を行った。また患者脳
の mTOR シグナル系の活性化をウエスタンブ
ロット、免疫染色によって検討した。 
 
４．研究成果 
(１）mTOR シグナル調節機構 
これまで神経細胞において神経栄養因子
BDNF や栄養素であるロイシン、グルコースが
mTOR を短期間に活性化し、一方、AMPK 活性
化剤や神経ペプチドが不活性化することを
明らかにしてきた。さらに神経細胞における
主要なシグナルである Ca2+が mTOR 活性を調
節していることを見いだした。BAPTA-AM によ
る細胞内 Ca2+ の阻害とイオノフォア
(ionomycin)による Ca2+の過剰な流入は共に
mTOR 活性を阻害した。また蛋白合成も同様に
阻害された。このことは神経細胞の mTOR の
活性には Ca2+濃度の[window]が存在するこ
とを示唆している。現在さらに Ca2+による
mTOR 活性調節のメカニズムを検討して論文
作成中である。 
 
(２）細胞サイズとの関連 



これまでBDNFの長期作用(１週間−１０日)と
して蛋白合成能の増加を報告しているが、
mTOR 活性の上昇も見られた。またこの時、
membranecapacitance (pF)が約 1.3 倍に増加
していたことから、mTOR 活性、蛋白合成能、
細胞サイズがパラレルに動いていることが
明らかとなった。因果関係を明らかにするた
め、mTOR 依存性の Cap-dependent な翻訳の阻
害剤である 4EGI を用いて、更なる検討を加
えている。 
 
（３）疾患脳における解析 
FCDIIb のてんかん手術脳サンプルと血液サ
ンプルの比較から、MTOR の体細胞変異を４つ、
見いだした。これら患者脳組織において、
mTOR 下流の S6 のリン酸化が亢進しているこ
とをウエスタンブロットで、この亢進は異型
か つ 大 型 の 細 胞 (dysmorphic neuron, 
balloon cell)に見られることを免疫組織化
学で明らかにした。さらにこれらの体細胞変
異は活性型変異体であることをHEK293T細胞、
およびラット初代培養神経細胞で明らかに
した。蛋白合成の亢進も確認され、細胞の異
型化大型化と mTOR の活性化、蛋白合成の亢
進が一つの流れとして病態を形成している
ことを明らかにした。 
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