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研究成果の概要（和文）：mTORC1とオートファジーを介した、精神神経病変と白斑に共通の機構の解明の為に、
オートファジーの要であるmTORC1が活性化し、全身に白斑と癲癇、自閉症等の精神神経症状を呈する疾患（結節
性硬化症（TSC））を用いて、白斑と中枢神経病変との共通機構の解明を行った。その結果、色素細胞では
mTORC1の活性化で、オートファジーが活性化し、色素産生が減少し白斑ができる。mTORC1を抑制し、更にオート
ファジーを活性化させると、色素産生量は逆に増加し、白斑が治癒する。同様の反応は、mTORC1を介さないオー
トファジーの誘導でも認められ、TSCの白斑でのオートファジーの関与が確認できた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to elucidate the association of mTORC1 and 
autophagy in neuropsychiatric disorders and pigment abnormality. Tuberous sclerosis complex (TSC) 
shows many neuronal symptoms and skin manifestations by the constitutive activation of mTORC1. 
mTORC1 negatively regulates autophagy, but impaired autophagy may cause neuropsychiatric disorders. 
However, the TSC-associated pathogenesis of hypopigmented macules remains to be elucidated. Here, we
 discovered that melanocyte autophagy was accelerated in skin of TSC patients with hypopigmented 
macules. When TSC2 was silenced in cultured human primary epidermal melanocytes, decreased 
pigmentation and increased LC3-II expression were observed. SiRNA-mediated silencing of the 
essential autophagy gene ATG7 increased pigmentation. TSC2 silencing-associated depigmentation was 
reversed by autophagy induction. Together, these results demonstrate that the impaired autophagy in 
melanocytes may contribute to hypopigmented macules in TSC.

研究分野：皮膚科
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１． 研究開始当初の背景 
 Manmalian target of Rapamycin Complex 1 
(mTORC1)のシグナルによって制御されるオ
ートファジーの自閉症や精神発達遅滞、統合
失調症などの精神神経病変への関与が注目
を集めている。一方メラニン産生過程におけ
るオートファジー関連遺伝子の関与も報告
されつつある。ところで、神経皮膚症候群/
母斑症と呼ばれる、精神神経病変と色素異常
を同時に引き起こす一連の疾患があり、これ
ら精神神経病変と色素異常の間には共通の
病態が存在し、皮膚病変である白斑（色素異
常）の病態を解明する事により中枢の精神神
経病変の病態解明が可能になり、ひいてはこ
れら精神神経病変の新規治療法の開発にも
つながると考えた。申請者は、神経皮膚症候
群/母斑症の1つである結節性硬化症(TSC)の
患者を 300 人以上フォローしており、TSC の
白斑が mTOR の阻害剤で完治することを確認
している。そこでこの TSC の白斑を用いて、
前述の精神神経病変と白斑における共通の
病態の解明を目指す事にした。 
 
２．研究の目的 
 mTORC1 とオートファジーを介した、精神神
経病変と白班における共通の病態を解明し、
ひいては治療法のない白斑と精神神経病変
に対する新規治療法の確立を目的としてい
る。 
 
３．研究の方法 
 申請者は、mTORC1 の恒常的な活性化の結果、
自閉症や精神発達遅滞などの精神神経症状
と白斑が同時に起こる遺伝性の疾患の1つで
ある TSC の患者を多数フォローし、本症の白
斑や自閉症、癲癇が mTORC1 の阻害剤の投与
により軽快する事を確認した。そこでまず、
1)TSC 患者の皮膚組織を用いて免疫組織化学
的に白斑の機序を検討すると同時に電子顕
微鏡を用いてメラノサイト内のメラニン顆
粒産生過程の異常のメカニズムを調べた。つ
いで、2)mTORC1 の阻害剤であるシロリムス外
用薬で白斑が治癒した患者の白班治癒部を
1)と同様に、免疫組織化学的に比較検討して
その機序を調べた。3)患者組織で免疫組織化
学的に得られたデータをさらに詳細に検討
し、確認する為に、TSC の原因遺伝子 TSC1, 
TSC2 遺伝子を siTSC1, siTSC2 を用いてノッ
クダウンし、mTORC1 を恒常的に活性化した
TSC モデルメラノサイトを作製し、それを用
いて、細胞レベルにおける、mTORC1、色素、
さらにオートファジーに関連する要素の発
現を、RNA、蛋白両レベルで解析した。同時
に電子顕微鏡を用いて形態学的にTSCモデル
メラノサイト内のメラニン産生を検討した。
ついで、4)我々が保持している、TSC 患者由
来メラノサイトで、TSC のモデルメラノサイ
トで認められたのと同様の異常が、おこって
いる事を確認した。TSC1,TSC2 のヘテロ接合
体のモデルマウスでは、自閉行動は出現する

が癲癇や皮膚症状は出現しない。しかしなが
ら、ホモ接合体は生まれてこない。そこで、
5) Cre-Loxp の部位特異的遺伝子組み換えシ
ステムを用いて、色素に関係する
MITF(Microphtalmia-associated 
transcription factor)-M 遺伝子をプロモー
ターとして MITF-M-Cre マウスに TSC１LoxP、
あるいはTSC２LoxPのマウスをかけあわせて、
MITF-M-Cre; TSC2flox/flox, 

MITF-M-Cre; TSC1flox/floxマウスを作製し、皮
膚における白班の出現と、中枢神経症状を検
討した。 
 
４．研究成果 
我々は、mTOR の阻害剤であるシロリムスの局
所投与でTSCの白班がほぼ完全に消失する事
を確認した。そこで、TSC 患者の白斑の機序
を調べる為に、シロリムスの局所投与前後の
TSC の白班の組織像を光顕、電顕で比較検討
した。TSC 患者の治療前の白班部の組織はメ
ランAの染色像は正常部と同様に認められる
が、フォンタナマッソンの染色像は認められ
ない。しかしながら、シロリムス外用治療で
治癒した白斑部では正常部と同様にフォン
タナマッソンの染色像が認められ、TSC の白
班部においてはメラノサイトは存在するが
メラのソームの数が減少しており、この減少
はシロリムス治療で回復する事がわかった
（図１）。さらに、protease-activated 
receptor-2 (PAR-2)に対する抗体での染色で
は正常部との差は認められず、メラノサイト
からケラチノサイトへの転送の障害はない
と思われた。そこで、白斑がメラノサイト内
でのメラニン産生の障害か、あるいはケラチ
ノサイト内での分解の亢進のいずれによっ
ておこっているのかを調べる為に、電子顕微
鏡での観察を行った。その結果 TSC の白班部
では,ステージ４の成熟したメラノソームが
認められるが、メラノソームが多数存在する
メラノサイトとほとんど存在しないメラノ
サイトの両方が認められ、其々のメラノサイ
トの近傍のケラチノサイトでは、メラノサイ
トと同様のメラノソームの数が認められた。
一方シロリムスで加療し治癒したTSCの白斑
部の組織ではいずれのメラノサイトもメラ
ノソームの数が増加均一化し、コントロール
の組織におけるメラノサイトと同様の電顕
像を示した（図２）。ついで siTSC1, siTSC2
でノックダウンしたTSCのモデルメラノサイ
トを用いて、シロリムス投与前後のメラノサ
イト内のメラノソームを電子顕微鏡を用い
て観察しその数の変化を調べた。その結果
TSC モデルメラノサイトではメラノソームの
数は優位に減少しており、なかでも、成熟メ
ラノソームは存在するが、ステージ 1,2 段階
のメラのソームの減少、消失が著明でメラの
ソームの形成過程の初期において、メラのソ
ームの形成が障害されている可能性が示唆
された。しかも、これらメラノソームの形成
異常や減少はシロリムスの添加で回復した
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（図３）。このメラノソームの形成異常は
mTORC1 の恒常的な活性化の為におこったオ
ートファジーの異常が関係していると考え、
TSC2のモデルメラノサイトを用いてwestern 
blotting, RT-PCR、免疫組織染色を行い、mTOR、
70S6K、Pmel17や Melan-A 等の色素関連蛋白、
LC3 や P62 などオートファジー関連蛋白など
の発現を調べた。TSC2 のモデルメラノサイト
では、p-MTOR2448 やその下流の p-70S6K の発
現は増加しており、一方、色素産生に関わる、
MITF, Pmel17, Melan-A などの蛋白は低下し、
メラニン産生の低下がおこっている事が確
認できた。同時に、オートファジーのマーカ
ーである LC3 においては、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比の
増加がおこっており、また TSC2 モデルメラ
ノサイトにおいては P62 の染色像の増加が
おこっているなど TSC2 をノックダウンする
事によって、mTORC1 の発現が恒常的に更新す
ると同時に、オートファジーの更新が起こり、
色素産生関連蛋白は低下し、結果的に、メラ
ニン産生が低下して白斑が生じる事がわか
った。そこで今度はオートファジーの進行に
中心的な役割を果たす Atg7 の遺伝子を
SiAtg7 でノックダウンしたメラノサイトを
用いて色素産生能を調べた。その結果 Atg7
の遺伝子をノックダウンすると、LC3Ⅱ/LC3
Ⅰ比が減少しオートファジーが低下し、逆に
Melan-A や Pmel17 の発現は増加し、メラニン
産生量も増加する事が確認でき、オートファ
ジーの低下が色素沈着を誘導する事を確認
した。ついで、TSC２モデルメラノサイトに
シロリムスや、verapamil,pEGFP-LC3 を添加
することによって、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比が低下し
オートファジーが抑制され、同時に Melan-A
や Pmel17 の発現は増加し、色素産生が増加
する事も確認した。 
 TSC1,TSC2 などは普遍的な遺伝子で、完全
にノックアウトすると生存し得ない。そこで、
MITF-M-Cre; TSC2flox/flox,のマウスを作成し、
白斑と癲癇発作を起こすマウスを作製した。
このマウスの皮膚の白斑と、中枢神経におけ
る異常に関しては現在検索中である。 
 以上の結果より、TSC の色素細胞では
mTORC1 の活性化で、オートファジーが活性化
し、色素産生が減少し白斑ができる。この白
班は、mTORC1 を抑制して、更にオートファジ
ーを活性化させることにより、色素産生量は
逆に増加して治癒する。同様の反応は、
mTORC1 を介さないオートファジーの誘導で
も認められ、TSC の白斑でのオートファジー
の関与が確認できた。 
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