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研究成果の概要（和文）：小脳プルキンエ細胞におけるmTORシグナルの役割を明らかにするために、プルキンエ
細胞特異的に活性化型mTORを発現するトランスジェニックマウスの作製・解析を行った。このマウスでは、プル
キンエ細胞の細胞体および樹状突起が顕著に肥大化しており、離乳期を過ぎるとプルキンエ細胞のアポトーシス
による細胞死が観察された。プルキンエ細胞の変性に伴い、このマウスは運動失調を呈するようになったが、自
閉症様の社会行動異常は観察されなかった。これらの結果より、小脳プルキンエ細胞においてmTORシグナルは細
胞の生存およびサイズを制御していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We aimed to examine mTOR functions in cerebellar Purkinje cells (PCs) by 
establishing a mouse model of chronically activated mTOR pathway in PCs. Using constitutively active
 mTOR, we established double transgenic mice line, in which active mTOR mutant is expressed 
specifically in PCs (L7-mTOR Tg mice). Immunohistochemical analysis showed that PCs of L7-mTOR Tg 
mice were remarkably hypertrophied and significantly decreased in their number at 4 weeks of age. 
Molecularly, L7-mTOR Tg PCs were immunopositive for cleaved caspase 3 and HIF-1alpha, suggesting 
that PC loss by mTORC1 activation may be caused by apoptotic cell death via hypoxic stress 
signaling. Behavioral analyses revealed that L7-mTOR Tg mice displayed impaired motor coordination, 
but normal social behavior. Together, these results indicate that mTORC1 signaling is essential for 
PC survival and cerebellar functions.

研究分野：分子遺伝学

キーワード： mTOR　トランスジェニックマウス　小脳
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１．研究開始当初の背景 
mTORは進化的に保存されたセリン/スレ
オニンキナーゼで、mTORC1および mTORC2
と呼ばれる異なる 2つのタンパク質複合体と
して機能する。mTORC1は成長因子やアミノ
酸などに応答して活性化し、タンパク質合成
やオートファジーを介して細胞成長やエネ
ルギー恒常性など様々な細胞機能を制御し
ている。mTORC1シグナルの破綻はがんや糖
尿病などにおいて見出され、中枢神経系にお
いては結節性硬化症・神経変性疾患・自閉
症・てんかんといった多様なヒトの疾患との
関連が示唆されている。特に自閉症は社会的
にも非常に関心の高い疾患で、社会性やコミ
ュニケーション能力の障害や反復行動など
を発症する広汎性発達障害である。一卵性双
生児の研究によって、遺伝的要素が比較的高
いことが示唆されており、原因遺伝子として
FMR1, PTEN, TSC1/2などが既に同定されて
いる。これらの遺伝子産物は mTORC1シグナ
ルの調節因子であることから、mTORC1が自
閉症の発症に深く関与している可能性が示
唆されているが、明確な根拠は未だに得られ
ていない。したがって、mTORが関連する疾
患モデル動物を樹立・解析することは、いか
にして栄養シグナルの破綻が多様な神経症
状を引き起こすのかという臨床医学の重要
問題につながるとともに、脳機能における
mTORシグナルの役割を理解するという基礎
医学的な観点においても非常に興味深い研
究である。 
 
２．研究の目的 
本研究では小脳プルキンエ細胞における

mTORC1シグナルの機能を検証する。小脳は
運動協調や運動学習を司る脳領域であり、運
動機能・長期抑圧・シナプス刈込みといった
解析方法が既に確立されており、様々な神経
機能のメカニズムを分子・細胞・個体レベル
で明らかにする上で有用なモデルとなる脳
領域である。さらに、一部の自閉症の患者に
おいて小脳の形態異常やプルキンエ細胞の
脱落が報告されていることから、小脳機能と
自閉症様症状との関連も示唆されている。そ
こで、プルキンエ細胞特異的に活性化型
mTORを発現する Tgマウスを作製し、社会
行動を解析することによって自閉症様の症
状を発症するかを検証する。また、ロータロ
ッド解析や小脳スライスを用いた電気生理
学的解析を行うことによって、運動機能やシ
ナプス機能における mTORC1シグナルの役
割を明らかにする。これらの行動・細胞レベ
ルでの表現型解析を行うと同時に、mTOR複
合体や mTORC1の標的分子の網羅的解析を
行うことによって、上記の解析で得られた結
果の分子メカニズムを明らかにすることを
試みる。 
 
 
 

３．研究の方法 
(1) 小脳プルキンエ細胞特異的mTORC1活性
化マウスの作製 
小脳プルキンエ細胞において活性化型

mTORの発現を誘導するために、Tet-offを用
いた遺伝子発現システムを利用する。具体的
には、L7プロモーターを用いてプルキンエ細
胞特異的に tTAを発現する Tgマウス（L7-tTA 
Tg）と、TREプロモーター下流に活性化型
mTOR遺伝子を連結した Tgマウス
（TRE-mTOR Tg）を交配し、二重 Tgマウス
を作製する。 

 
(2) L7-mTOR Tgマウス小脳における mTOR
の発現解析 

L7-mTOR Tgマウスの小脳において活性化
型 mTORの発現を生化学的に検証する。具体
的には、FLAGタグ抗体を用いたウエスタン
ブロットを行い、小脳懸濁液における活性化
型 mTORの発現を小脳の発達時期を追って
定量する。また、mTORC1シグナルの活性を
下流分子である S6タンパク質のリン酸化状
態を免疫染色実験によって明らかにする。 

 
(3) L7-mTOR Tgマウス小脳の形態解析 
申請者が既に行った大脳皮質での

mTORC1活性化 Tgマウスにおいては、胎生
期では神経前駆細胞のアポトーシスによる
大脳皮質の萎縮を、成熟期においては神経細
胞の肥大化を引き起こした。そこで、
L7-mTOR Tgマウスにおいて、プルキンエ細
胞における mTORC1の活性化が、細胞の生存
に与える影響を調べるとともに、プルキンエ
細胞のサイズや樹状突起の形状などの変化
を組織学的に検討する。 

 
(4) L7-mTOR Tgマウスの行動解析 

mTORC1シグナルが活性化された
L7-mTOR Tgマウスの運動協調および運動学
習をロータロッド試験によって検証する。ま
た、オープンフィールドテストによって
L7-mTOR Tgマウスの自発運動量を定量化す
る。さらに、3チャンバーテストによって Tg
マウスの社会性行動を定量的に検討する。こ
れらの解析によって、小脳における mTORC1
の活性化が、運動機能の異常や自閉症など神
経疾患を発症するかを明らかにする。 

 
(5) L7-mTOR Tgマウスの電気生理学的解析 
プルキンエ細胞は平行線維および登上線
維の二種類のシナプス入力を受ける。登上線
維は小脳の発達過程において刈り込みが行
われ、幼若期における複数支配から成熟期に
おける単一支配に移行することが知られて
いる。L7-mTOR Tgマウスより小脳スライス
を作製し、プルキンエ細胞におけるこれらの
線維の投射を電気生理学的に検証すること
によって、幼若期における mTORC1シグナル
の活性化が神経回路形成の形成に与える影
響を明らかにする。 



４．研究成果 
(1) 小脳プルキンエ細胞特異的mTORC1活性
化マウスの作製 

L7-tTA Tgおよび TRE-mTOR Tgマウスは
既に作製済みであり、これらを交配すること
によって、L7-tTA/L7-tTA; TRE-mTOR/TRE- 
mTORの遺伝子型を持つ二重 Tgマウスを作
製した（以下、L7-mTOR Tgマウスと記述）。
この L7-mTOR Tgマウスを用いて以降の解析
を行う。なお、各実験はドキシサイクリン非
投与群を実験区とし、コントロールとしてド
キシサイクリンを連続投与して活性化型
mTOR の発現を抑制した Tgマウスを用いる。 

 
(2) L7-mTOR Tgマウス小脳における mTOR
の発現解析 
 L7-mTOR Tgマウスの小脳を用いてタンパ
ク質懸濁液を作製し、ウエスタンブロットに
よって活性化型 mTORの発現を検証した。そ
の結果、2週齢より活性化型 mTORの発現を
確認することができたが、4週齢以降発現が
減弱していた。 
 また小脳切片を用いてリン酸化 S6タンパ
ク質の免疫染色を行った。その結果。
L7-mTOR Tgマウスにおいてプルキンエ細胞
特異的に S6タンパク質のリン酸化レベルが
上昇していた。これらの結果より、L7-mTOR 
Tgマウスにおいてはプルキンエ細胞特異的
に mTORC1シグナルが活性化していること
が明らかとなった。 
 
(3) L7-mTOR Tgマウス小脳の形態解析 
活性化型mTORの発現が 4週齢以降減弱し
ていたことから、L7-mTOR Tgマウスの小脳
の形態を組織学的に検証した。その結果、4
週齢において一部のプルキンエ細胞がアポ
トーシスによる細胞死を起こしていた。また、
残ったプルキンエ細胞の細胞体および樹状
突起は顕著に肥大化していることが明らか
になった。このことからプルキンエ細胞にお
いて mTORC1シグナルは、細胞の生存および
サイズ制御に重要な役割を担っていること
が示唆された。 

 
(4) L7-mTOR Tgマウスの行動解析 

L7-mTOR Tgマウスにおいてプルキンエ細
胞が減少していたことから、個体の運動機能
に影響していることが考えられた。そこでロ
ータロッドテストを行ったところ、コントロ
ールマウスと比較して L7-mTOR Tgマウスは
運動協調能が有意に低下していることが明
らかとなった。一方、3 chamber testによって
社会行動を調べたところ、コントロールと
L7-mTOR Tgマウスとの間で社会性に有意な
差は観察されなかった。 

 
(5) L7-mTOR Tgマウスの電気生理学的解析 

mTORC1シグナルの活性化に伴うプルキ
ンエ細胞でのシナプス伝達などの変化を電
気生理学的に調べた。コントロールおよび Tg

マウスより小脳スライスを作製し、膜興奮性
を調べた結果、Tgマウスはコントロールと比
較して膜興奮性が著しく低いことが明らか
となった。また、Tgマウスのプルキンエ細胞
においては、登上線維による入力が多重支配
となっていた。したがって、Tgマウスのプル
キンエ細胞におけるシナプス伝達や回路形
成の異常が、運動協調能の低下につながって
いることが考えられた。 

 
(6) L7-mTOR Tgマウスのレスキュー実験 
上記の実験に加えて、Tgマウスで観察され
たアポトーシスの分子基盤を明らかにする
ことを試みた。Tgマウスのプルキンエ細胞は、
低酸素マーカーHIF-1の発現が上昇してい
ることを明らかにした。このことから、
HIF-1阻害剤 PX-478を用いたレスキュー実
験を試みた。3週齢より活性化型 mTOR Tg
マウスの腹腔内に PX-478の投与を行い、6
週齢においてプルキンエ細胞の形態を観察
した。その結果、PX-478投与群ではコントロ
ールと比較して、プルキンエ細胞の肥大化お
よびアポトーシスが部分的に抑制されてい
た。これらの結果より、プルキンエ細胞にお
ける mTORC1の恒常的な活性化によるアポ
トーシスは、HIF-1シグナルを介した低酸素
ストレスによるミトコンドリアの異常が原
因のひとつであることが示唆された。 
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