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研究成果の概要（和文）：本研究では、Pomc陽性ニューロン特異的にPtenを欠失させたコンディショナル・ノッ
クアウトマウスを作製した。本マウスは生後8-9週目に全身けいれんを自然発症し、11週目までに全て死亡し
た。生化学、顕微鏡学的観察結果を通じて、本マウスの海馬歯状回は、年齢依存的に肥大・変形し、またけいれ
んに先立って海馬における興奮抑制およびCrh-Pomc (ACTH)バランスが破綻していることを明らかにした。ラパ
マイシンを使用するとけいれんの発症と早期死亡を抑制した。これらの結果から、PI3K-AKT-mTOR経路は、難治
性てんかんに対する新しい治療標的となりうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we have generated conditional knockout mice that 
lacked expression of Pten in the Pomc-expressing neurons in the developing brain. All of these mice 
started showing generalized seizures from 8-9 weeks of age and died by 11 weeks of age. Biochemical 
studies and microscopic observation detected the age-dependent hypertrophy and dysmorphic appearance
 of the hippocampal dentate gyrus. We have also found that excitatory-inhibitory and Crh-Pomc (ACTH)
 unbalances became prominent in the dentate gyrus before the onset of seizures. We confirmed that 
the treatment with rapamycin prevented the onset of seizures and premature death of Pten-mutant 
mice. These data provide evidence that PI3K-AKT-mTOR is a molecular pathway that can be a 
therapeutic target for intractable epilepsy in future medicine.

研究分野： 小児神経学
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１．研究開始当初の背景 
自閉症スペクトラム障害は、コミュニケー
ション能力の欠如を特徴とする、遺伝的に
不均一な疾患群である。自閉症児には、て
んかんや言語発達の遅れ、パニックや過食
など多彩な症状が合併する（図 1A）。この
中でとくに、てんかん発作は自閉症児の
50-70%に見られ、治療抵抗性のためしばし
ば診療上大きな問題点となることも多い。
しかしながら、両者が合併するメカニズム
は明らかにされていない(Viscidi EW, PLoS 
One 2013)。 
 Phosphatase tensin homolog (PTEN)遺伝子
は、イノシトールリン酸脱リン酸化酵素
PTEN をコードし、AKT-mTOR 経路を負に
調節する。PTEN 遺伝子の突然変異を有する
Cowden 病患者は、多発腫瘍の他、自閉症様
症状を高率に合併するため自閉症関連遺伝
子と考えられている(McBride KL, Autism 
Res 2010)。同じく自閉症関連遺伝子として
知られる TSC1 (hamartin)や TSC2 (tuberin)も
また、AKT-mTOR 経路を調節する分子であ
ることから、本リン酸化経路は自閉症だけ
でなく、てんかんの発症にも密接に関与す
る重要な細胞内経路と考えられている 
 今回、脳特異的な Pten 遺伝子欠損（コン
ディショナルノックアウト; Pten CKO）マ
ウスを新たに作成したところ、全てのマウ
スが生後 10 週齢に全身けいれんを発症し、
早期死亡した。本マウスを用いて、自閉症
とてんかんが併存するメカニズム、難治性
てんかんの新たな治療法を開発する。 
 
２．研究の目的 
（１）脳特異的 Pten 欠損 (Pten CKO)マウ
スの分析:上記マウスを作成し、てんかん発
作の発症時期やその電気生理学的特徴を明
らかにする。海馬歯状回における興奮・抑
制バランス変化を経時的に明らかにし、上
記症状出現時期と病理学的変化との時間的
相関性を分析する。 
（２）ラパマイシン（mTOR 阻害剤）によ
る上記症状の改善効果を明らかにする。
Pten CKO マウスの海馬に限局する
AKT-mTOR シグナル異常を免疫組織学的
に検出することができたため、次にこの脳
内異常シグナル活性と上記てんかん症状が、
ラパマイシンの腹腔内投与によってどの程
度改善するかを定量的に評価する。 
 
３．研究の方法 
（１）海馬特異的 Pten 欠損(Pten-CKO)マウ

スの作成、脳波解析：Pten-flox マウス（九
州大学・鈴木聡教授提供）と Pomc-Cre ト
ランスジェニックマウス（米国ジャクソン
研究所より購入）を交配させ、Pten-CKO お
よびコントロールマウス (Pten-flox/flox; 
Pomc-Cre+/+)を得る。Pten-CKO マウスは、
海馬歯状核顆粒細胞層でのみ Pten 発現が
欠失した個体である。以上、平成 26 年 10
月現在、マウスは作成済み（本学動物実験
倫理委員会の承認済み）。 
マウスの脳波は 4 チャンネル Powerlab
（ADI Instruments 社）を用いて、生後 8 週
目から持続的にモニターする。 
(２) 海馬に限局する PIK3-AKTシグナル異
常：上記方法で作成した Pten-CKO マウス
の脳（0-8 週齢）を灌流・固定し、一般的
な手順に従って蛍光免疫染色を行う。本学
共通機器として利用可能な共焦点レーザー
顕微鏡（ニコン A1）を用いて、リン酸化
AKT およびリン酸化 S6 シグナルを定量的
に測定する。海馬歯状回に限局したシグナ
ル変化を確認する。 
海馬歯状回に見られる神経前駆細胞数、顆
粒細胞層興奮性・抑制性バランス（図４）
について、分化段階または細胞系譜特異的
なマーカーを指標に、定量的に評価する。
また、海馬歯状回の神経新生の活動度につ
いて、BrdU 取り込み率から評価する。 
（３）大脳皮質のシグナル異常：海馬歯状
回からの興奮性出力が著しい場合、海馬か
ら投射を受ける大脳皮質に 2 次的なシグナ
ル異常を来す可能性がある。実際、海馬、
大脳皮質の NPY シグナル変化を観察した
際、この領域で著しい発現の亢進を認めた。
さらに大脳皮質内の興奮性ニューロンにお
けるてんかん誘発性シグナルの変動を経時
的に分析する。cFos やリン酸化 CaMKII な
ど活動依存性のシグナル変化を共焦点レー
ザー顕微鏡およびウェスタンブロットで定
量的に解析する。 
 
４．研究成果 
本マウスは生後 8-9 週目に全身けいれん
を自然発症し、11 週目までに全て死亡した。
生化学、顕微鏡学的観察結果を通じて、本
マウスの海馬歯状回は、年齢依存的に肥
大・変形し、またけいれんに先立って海馬
における興奮抑制および Crh-Pomc (ACTH)
バランスが破綻していることを明らかにし
た。ビデオモニター下での脳波測定では、
海馬起源と考えられるてんかん性放電を捕
捉した。mTOR 阻害薬ラパマイシンの投与



により、けいれん症状は軽減し、これらの
分子フェノタイプも正常化することを確認
した。本研究の成果をアメリカてんかん学
会（2016 年 12 月ヒューストン市）で発表
し、合わせて英文科学誌に報告した
（Matsushita Y, Sci Rep 2016）。 
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