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研究成果の概要（和文）：細胞成長のマスターレギュレーターであるmTORC1の活性は、増殖期のラット及びヒト
神経幹細胞で高く、分裂停止後は低下し、その後分化成熟した神経細胞では再び高くなることが明らかになっ
た。神経幹細胞にmTOR活性化型変異遺伝子を導入すると、分化誘導後に細胞の大型化、異形化が観察され、脳形
成異常の病態が再現された。mTORC1,2をそれぞれ特異的に阻害する分子デコイを開発し、神経幹細胞に遺伝子導
入したところ形態異常が観察された。神経分化における細胞サイズ、形態の制御にmTORが深く関与していること
が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The activity of mTORC1, a master regulator of cell growth, was high in 
proliferating rat and human neural stem cells (NSCs), decreased after mitotic arrest, and increased 
again in differentiated and matured neurons. Introducing active mutant of mTOR into NSCs results 
cell enlargement and dysplasia after induction of differentiation. It is considered the cellar base 
of brain malformation. We developed the molecular decoys that specifically inhibits mTORC1 and 2, 
respectively. Forced expression of these decoys into NSCs induced morphological abnormalities. These
 results revealed that mTOR is deeply involved in the regulation of cell size and morphology in 
neural differentiation.

研究分野：神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　神経分化に伴う突起伸展などの形態変化に比べ、細胞のサイズ制御機構に関してはこれまでほとんど研究され
ていなかった。本研究からmTOR（mammalian target of rapamycin）がその制御に重要な役割を果たしているこ
とが明らかとなった。さらに2つの機能的に異なるmTORC1,2のシグナルをそれぞれ特異的に阻害するツールを開
発した。
　疾患モデル細胞を作成したことによって、疾患のメカニズム解明だけでなく、脳形成異常症に対する創薬のた
めのスクリーニングにも利用可能となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
これまでの研究から、細胞のサイズを制御している主な経路は mTOR シグナル系であることが明
かされつつある（1、２）。mTOR は免疫抑制剤ラパマイシンの標的分子として同定されたキナー
ゼであり、翻訳とオートファジーの制御によって細胞の蛋白質総量を調節し、脂質代謝系の酵
素の発現を介して脂質量のコントロールを行っている。つまり主要な細胞構成成分である
macromolecules の量の調節の統合的な司令塔とも言える。そのため mTOR シグナルの活性化は
細胞容量の増大をおこすと考えられるが、この生化学的反応が細胞サイズ増大という生物学的
応答にどのようにリンクしているのかは不明である。また同時に、正しい形態形成、複雑性の
獲得も正常な発達には必須である。 
 培養系で明らかなように、neurosphere を構成する神経幹細胞は小さいが、小ささを維持す
る仕組みは解明されていない。分化に伴い細胞サイズの増大と形態形成がなされてゆく。この
ときには分化誘導因子の働きによって種々の細胞内シグナル系が駆動されるが、細胞サイズ調
節機構も必ず働いているはずである。 
 神経細胞は同一細胞種の中では大きさに多様性がある。神経幹細胞から神経細胞が分化成熟し
ていく上で、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が、
神経細胞の一生を通じて細胞サイズ調節のメカニズムは不明なままである。細胞サイズの調節
と突起進展を含めた複雑性の獲得は、共通のシグナルを介しているのか否か？そのトリガーと
なる細胞外分子は何か？などが課題である。我々は分化した神経細胞の成熟過程で、mTOR を介
した翻訳活性化が細胞サイズの増大に寄与している知見を得ているが、神経発生過程における
サイズ調節はさらにドラスティックであるにも関わらず知見がない。 
 神経幹細胞/神経細胞の分化成熟の過程でのこのシグナルの異常は、脳の形成異常を引き起こ
す。ヒトの疾患で神経細胞の異形化、巨大化を伴うものに限局性皮質形成異常(focal cortical 
dysplasia; FCD)がある。我々はこの疾患で mTOR の体細胞変異を同定し、変異が活性型変異で
あることを見いだした(3)。FCD で見られる異常細胞は神経やアストログリアのフェノタイプを
示すこと、変異が体細胞変異であることから、神経幹細胞からの分化の過程で mTOR の過活性化
が細胞サイズと形態に異常をもたらしている可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
神経細胞の細胞生物学は、軸索/樹状突起の極性形成や突起伸展の機構に関して知見が積み重ね
られてきている一方、細胞体のサイズ制御に関してはほとんど研究されていない。細胞サイズ
の小さい未分化な神経幹細胞そして神経前駆細胞から、分化成熟に伴い神経細胞はサイズの増
大と複雑性を示すようになる。またこの機構の破綻は脳形成異常という病態をもたらす。本研
究では mTOR(mammalian target of rapamycin)キナーゼに注目して、神経及び神経幹細胞のサ
イズ制御の機構を明らかにすることを目的とした。さらに脳形成異常の疾患モデルの確立と治
療に向けた戦略構築を行った。 
具体的には 
（１） 神経幹細胞と神経細胞における mTOR シグナルの違いとそれを誘起する因子の解明 
（２） mTOR シグナルの ON/OFF による神経幹細胞、神経細胞のサイズ制御の可否の検証 
（３） 活性型 mTOR 変異による神経細胞の異形大型化の in vitro,invivo での再現と機構 

の解明 
（４） 神経細胞のサイズ制御に蛋白合成、脂質合成が必須であることの検証 
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１） 神経幹細胞と神経細胞における mTOR シグナルの違いとそれを誘起する因子の解明 
① ラットおよびヒト(iPS 由来及び胎児脳由来（倫理委員会承認済）)神経幹細胞から
neurosphere を調整し、維持及び分化誘導を行う。各ステージにおける mTOR シグ
ナル系の変化(mTOR キナーゼ活性、下流因子のリン酸化状態)を調べる。 

② 細胞外因子（神経幹細胞増殖因子、神経分化誘導因子、細胞間・細胞—基質接着因
子、栄養素）による mTOR シグナルの変化を調べ、増殖・分化との対応を明らかに
する。 

 
（２） mTOR シグナルの ON/OFF による神経幹細胞、神経細胞のサイズ制御の可否の検証 
（３） 活性型 mTOR 変異による神経細胞の異形大型化の in vitro, in vivo での再現と機構の 
解明 
我々が脳形成異常で見いだした mTOR の活性化型変異を神経幹細胞に導入し、細胞サイズ、
形態の変化を観察する。変異の導入はゲノム編集および過剰発現系とし、in utero 
electroporation により vivo での変化も観察する。同時に阻害剤やデコイを用いてシグ



ナルを遮断して効果を調べる。 
 

（４） 神経細胞のサイズ制御に蛋白合成、脂質合成が必須であることの検証 
神経幹細胞で阻害剤やデコイ、siRNA などを用い蛋白合成、脂質合成を阻害して細胞サイ
ズ変化と分化誘導への影響を調べる。 

 
４．研究成果 
（１） 神経幹細胞と神経細胞における mTOR シグナルの違いとそれを誘起する因子の解明 
ラット、ヒト iPS 由来、ヒト胎児由来の neurosphere を用い、分化誘導前後の mTORC1 活性を
知るため、基質である p70S6K のリン酸化を測定した。sphere 形成している増殖期においては
mTORC1 活性が亢進しているが、分散し接着して増殖停止した未成熟な神経細胞では低下してい
た。その後神経分化／成熟と共に再び活性が上昇することがわかった。増殖期では細胞サイズ
は小さいが細胞周期は回っている。また分化誘導後、成熟して（突起伸展を含め）細胞サイズ
が増加した神経細胞でも mTOR 活性は高かった。突起進展にも関与していることも明らかになっ
た(４)。mTOR は神経系でも増殖とサイズ制御の双方の key molecule である可能性が高い。 
 mTOR シグナルを活性化する因子としては、従来明らかにしてきた BDNF をはじめとする成長
因子の他、基質接着因子にも活性を認めた。興味深い点としては sphere 時の Hippo 経路は細胞
接着因子によって調節されており、細胞間／細胞基質接着因子が増殖／分化と細胞サイズを制
御している可能性の手掛かりを得た。Hippo 経路の LATS が raptor をリン酸化して mTORC1 を抑
制するという最近の報告と一致する結果である。 
 
（２）mTOR シグナルの ON/OFF による神経幹細胞、神経細胞のサイズ制御の可否の検証 

（３）活性型 mTOR 変異による神経細胞の異形大型化の in vitro,invivo での再現と機構の 

解明 
ラット、及びヒト神経幹細胞に mTOR の活性化型変異遺伝子を導入したところ、sphere の状態
では光顕レベルで明らかな差異は見られなかったが、分化誘導後に細胞の大型化・異形化が見
られた。結節性硬化症、限局性皮質形成異常、片側巨脳症といったいわゆる”mTORpathy”で見
られる異常細胞を再現できた。創薬研究などに利用可能な成果である。 
mTORは結合するコンポーネントの違いによってmTORC1/2の２つの異なったシグナルハブとし
て機能する。従来はラパマイシンが作用するのが mTORC1 で mTORC2 には作用しないとされてい
たが、高濃度・連続作用ではどちらも阻害することがわかっている。そこで下流の基質と結合
するモチーフを用いた molecular decoy を開発した。mTORC1 の基質に共通する TOS モチーフを
GFP との融合蛋白として発現させ、基質である 4EBP や p７０S６Kのリン酸化を抑制することに
成功した。mTORC2 に関しては基質認識パートナーである mSin1 の CRIM ドメインをデコイとし
て、下流の Akt のリン酸化阻害に成功している。デコイは一過性の発現ではシグナルの変化に
留まり、細胞形態の変化までは観察できなかったが、腫瘍細胞を用いた恒常発現株では形態変
化を示した。現在神経幹細胞を用いて誘導発現株を作成中である。 
このようにmTOR活性の強制的なon/offによって細胞サイズと形態が変化することが明らかと
なった。また mTOR 活性化に伴う細胞フェノタイプの変化と共に、解糖系へのシフトも見出した。
mTOR 活性化によるグルコース取り込みの亢進も明らかにしており、代謝と細胞サイズの関係を
考えると興味深い知見と言える。また派生した研究では冬眠脳では mTORC1 の活性が低下し、蛋
白合成が抑制されていることも明らかにしており（５）、神経活動が mTORC1 活性に影響してい
る可能性が示唆された。このことは分化に伴い活動性を獲得した神経細胞で mTORC１活性が再
び上昇することと一致している。  
 
（４）神経細胞のサイズ制御に蛋白合成、脂質合成が必須であることの検証 
 mTORC1 の活性化によって蛋白合成、資質合成が促進されるが、活性型変異導入細胞で細胞形
態の変化した細胞で蛋白合成を抑制してもフェノタイプが戻ることは無かった。脂質合成も含
め細胞のフェノタイプ変化に anabolic な代謝の促進が必要かについてはさらに検討する。おそ
らくはタイミングの問題で、分化誘導時のどのタイミングで介入するかがポイントとなると思
われる。蛋白合成のモニターに関しては、puromycin テクノロジーを用いた SUnSET 法が神経細
胞での免疫細胞化学的手法にも応用できることを見出した(6)ので、有用なツールとなった。 
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