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研究成果の概要（和文）：最近、Mammalian target of Rapamycin (mTOR)の神経病変および腫瘍形

成における役割が注目を集めてきている。一方、mTOR 系の異常の結果、中枢神経障害と全身

の腫瘍発生を引き起こす一連の疾患群（神経皮膚症候群）がある。申請者はこの神経皮膚症候

群の一つである結節性硬化症において減少し、てんかんや精神発達遅滞などの神経症状と腫瘍

発生に重要な関連のある新規の蛋白質 p40 を見出した。そこで、本応募研究において、この p40

がこれら神経皮膚症候群の神経病変と腫瘍形成の両方における共通のキーファクターであると

考え、その機構を解明し、ひいては神経症状と腫瘍発生を同時に抑制できる方法を確立するこ

とを目的として、p40 や TSC1,TSC2 のノックダウン細胞を用いて p40 と tuberin、hamartin およ

び PI3k-AKT-mTOR 系に関与する蛋白質との関係を調べた。その結果、p40 は FKBP12、FKBP38

の発現と強い相関関係を呈し、ラパマイシンや、FKBPs, tuberin, hamartin などと同様に mTOR

系の調節に関与する新規の蛋白質であり、hamartin と蛋白レベルで結合し tuberin とは hamartin 

を介して TH-complex と結合しており、お互いの安定化に関与している可能性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：Tuberous sclerosis complex (TSC) is an autosomal dominant disease 

characterized by the hamartomas. Two genes, TSCI and TSCII, which encode hamartin and 

tuberin respectively, have been shown to be responsible for TSC. Hamartin and tuberin are 

associated with each other physically in vivo, and function in the same complex. We had 

identified that a 40 kD  protein, p40, recognized by one monoclonal antibody, was 

significantly reduced in TSC patient cells. To compare the relation between clinical 

symptoms and loss of p40, the amount of p40 in the peripheral lymphocytes from TSC 

patients was related to the clinical symptoms, especially the neural symptoms of TSC such 

as convulsion and mental retardation. In this report, we showed the interaction of tuberin 

and/or hamartin and other proteins involved in the mTOR system with p40. To examine the 

association of p40 and tuberin or hamartin, knocked-down experiments and coprecipitation 

experiments were conducted. As a result, p40 was positively related to FKBP32 and 

FKBP12 and was directly associated with hamartin and indirectly with tuberin presumably 

via hamartin. 
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１．研究開始当初の背景 

 本研究に関連する国内・国外の研究動向及

び位置づけ 

Mammalian target of Rapamycin (mTOR)は、マ
クロライド系抗生物質ラパマイシンの標的
分子として同定されたセリン・スレオニンキ
ナーゼの一種で種々のシグナルのキーポイ
ントである。このうち mTORC1 は転写 や翻
訳に関与して、細胞の増殖や生存の調節を司
り、免疫の調節に関与すると同時に、腫瘍の
増殖や炎症反応にも関係する。さらに最近で
は、アポトーシスや autophagy (J Neurosci 28 

6926-37,2008)の抑制を通して、アルツハイマ
ー病(Nat Genet 36 585-95,2004)、ハンチントン
病(J Neurochem 93 105-17,2005)、パーキンソ
ン病(J Biol Chem 278 25009-13,2003)、自閉症
(Neuron 50 377-388,2006)、ダウン症、認知障
害(Ann Neurol 62 641-655,2007)、学習障害
(Ann Neurol 63 444-453,2008)、てんかん(Ann 

Neurol 63 444-453,2008)などの中枢神経病変
への関与が注目されている。 

 応募者のこれまでの研究成果を踏まえ着
想に至った経緯 

ところで、皮膚科領域において、神経皮膚症
候群と呼ばれる一連の疾患がある。結節性硬
化症(TSC1,TSC2)、レックリングハウゼン病 

(NF1)、コウデン病、Bannayan-Zonana症候群、
プロテウス症候群 (PTEN)、peutz-jeghers 症候
群 (LKB1)などがこれにあたる。これらはい
ずれも皮膚を初めとする全身の過誤腫と中
枢神経系の異常を伴うものであり、その発症
メカニズムに mTOR 系が関与している
(Proc.Natl.Acad.Sci 102 8573-78,2005)。これら
mTOR の作用を制御しているものの一つに
tuberin hamartin complex（TH-complex）がある。
TH- complex は結節性硬化症の原因蛋白であ
り、Rheb (Ras homologue enriched in brain)の
GTP binding protein として働き mTORC1 を活
性化すると同時に、mTORC2 と直接結合し、

Akt に作用して mTOR の系をフィードバック
的に抑制する(Mol Cell Biol 28 4104-15,2008)。
さらに、TH-cmplexはER(endplasmic reticulum) 

stress を引き起こし、アポトーシスを誘導す
ることも報告されている(Mol Cell 29 

541-51,2008)。mTOR の制御に関与している別
の蛋白質に、分子シャペロンの immunophilin

に属する FKBP38、FKBP12 がある。FKBP38

や FKBP12-ラパマイシンの複合体 は、
mTORC1 を抑制し細胞増殖を抑制する
(Science 318 977-80,2007)と同時に、BcL-2 抑
制を介して ER stress によるアポトーシスや
autophagy を引き起こす (Nature Cell Biology 

5 1-10,2003. Autophagy 4 841-43,2008)。これら
のことから申請者は、mTOR 系に過誤腫と神
経症状の両方を引き起こし、神経皮膚症候群
と呼ばれる一連の疾患に共通の TH-complex

や immunophilin類似のキー蛋白質が存在する
と考えた。 

ところで、申請者は以前より結節性硬化症で
特異的に減少し、結節性硬化症の患者の神経
症状と強い相関を示している（Wataya-Kaneda 

BBRC 217 599-607,1995, JSID 2006）40Kda の
蛋白(p40)を発見した(Wataya-Kaneda et al. 

BBRC 217 599-607,1995)。そこでこの p40 が
mTOR系に作用して過誤腫と神経症状の両方
を引き起こすキー蛋白質の 1 つであろうと考
えその作用機序の解明を目指し、神経症状の
解明、治療に役立てようと考えた 

 

２．研究の目的 

 最近、Mammalian target of Rapamycin 

(mTOR)の神経病変および腫瘍形成における
役割が注目を集めてきている。一方、mTOR

系の異常の結果、中枢神経障害と全身の腫瘍
発生を引き起こす一連の疾患群（神経皮膚症
候群）がある。申請者らはこれまでの研究で、
神経皮膚症候群の 1 種である結節性硬化症
（TSC）で特異的に減少し、神経症状と強い
相関を示す蛋白 p40 を見出した。そこでこの



p40 が mTOR 系の調節に関与する新規の蛋
白質で、FKBP38,12 や mTORC1,2 と関係し
て細胞増殖やアポトーシスを引き起こし、結
節性硬化症の神経症状と腫瘍形成の両方に
深く関わるキー蛋白質であると考えた。そこ
で、この p40 と tuberin､hamartin、FKBPs など
の mTOR 関連蛋白質との関係を解明し、神
経皮膚症候群の神経病変と腫瘍形成の両方
における共通のキーファクターとしての p40

の作用機序、本機構の解明、ひいては神経症
状と腫瘍発生を同時に抑制できる方法を確
立することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 まず、p40とmTOR, FKBPsあるいは tuberin, 

hamartin との関係の解明を試みた。 

１） p40 のノックダウンによる、TSC1, 
TSC2, FKBP12, FKBP38のm-RNA発
現レベルの解析 

①HeLa 細胞を p40 の SiRNA を用いて
ノックダウンし Micro Array 検査を行っ
た。 

②又我々はすでにヒトp40のsiRNAにつ
いては有効な配列を決定しており、遺伝
子導入試薬である Optifect®によるノッ
クダウンの条件も確立している。そこで、
p40 の siRNA を用いて、HeLa、FS3 細
胞をノックダウンし、回収した細胞から
Isogen®で集めた RNA より cDNA をつ
くって、p40、TSC1、TSC2、FKBP12、 

FKBP38 それぞれのプローブを用いて、
real-time PCR を行い、p40 と FKBP12、
FKBP38 それぞれの m-RNA レベルの関
係を調べた。ネガテイブコントロールと
してはコントロールである scramble 配
列の siRNA を導入した細胞を用いた。 

２） p40 ノックダウンによる、tuberin, 

hamartin, FKBP12、FKBP38 の蛋白量
の解析 

①同様に p40 をノックダウンし、ノック
ダウンした細胞としていない細胞を回
収し、RIPA lysis buffer で処理し cell 

lysate を得る（この条件下では内在性の
p40 のすべてが抽出できることを確認済
み）。この lysate を SDS-PAGE で電気
泳動を行い、membrane にトランスファ
ー後、抗 p40、抗 tuberin, 抗 hamartin、
抗 FKBP12, 抗 FKBP38 抗体を用いて
Western blot を施行し、p40 と tuberin, 

hamartin , FKBP12, FKBP38, の蛋白レ
ベルにおける関係を解析した。ネガテイ
ブコントロールとしては Scramble 

siRNA を導入した HeLa や FS3 を用い
た。 

３） p40 と FKBP12, FKBP38, tuberin,  

hamartin の蛋白間結合の有無について
の解析 

p40 と tuberin, hamartin, FKBP12,  

FKBP38 との蛋白間結合を調べるため
に、HeLa や FS3 細胞を RIPA lysis 

buffer で処理した cell lysate を anti- 

p40 抗体と４℃で１晩反応させ、
proteinG-Sepharose 4B で沈降させ、
SDS-PAGE で電気泳動を行い、
membrane にトランスファーしてから
抗 FKBP12、 FKBP38、tuberin, hamartin 

抗体で Western blotting を施行し、p40

と FKBP12、FKBP38、tuberin, hamartin

との蛋白間結合の有無を検討する。逆に
FKBP12、FKBP38、tuberin, hamartin に
対する抗体で immunoprecipitation を
施行後、anti- p40 抗体で Western 

blotting を施行し、p40 と FKBP12、
FKBP38, tuberin, hamartin との共沈の有
無を検討した。 

４） p40 の低下による、アポトーシスのメカ 

ニズムについての検討。アポトーシス
にはミトコンドリア依存性の経路とミ
トコンドリア非依存性のデスレセプタ
ー経路がある。p40 の低下によるアポト
ーシスがこの何れによるかを明らかに
する為に、 

①まずは、p40 のノックダウン細胞でのア
ポトーシスの増加や細胞周期の異常の有
無を FACS を用いて解析した。アポトーシ
スの発現を確認するために caspase 3 の活
性化を Western blotting を用いて確認する。 

②ついでミトコンドリア由来のアポトー
シスであることを確認する為に caspase 9

の活性化の有無を Western blotting を用い
て検討し、次いで Caspase 8 の活性化を調
べ非ミトコンドリア系の関与について検
討する 

③オートファジーが活性化しているかど
うかについて、オートファジーをモニター
するための指標である LC3 の抗体を用い
た間接蛍光抗体法により、シグナルが増加
するかどうか、さらに Western blotting によ
り LC3 の増大の有無について検討した。 

④p40 のノックダウン細胞でのアポトーシ
スの増加や細胞周期の異常の有無を FACS

を用いて解析した。 

⑤HeLa 細胞を p40 の SiRNA を用いてノ
ックダウンし、細胞の増殖能、同時に細胞
の移動能を検討した 

 
４．研究成果 
１）Micro Array の結果より、p40 は FKBP12、 

   FKBP38 の発現と強い相関関係を呈する 

   ことが判明した。 
２）p40 の mTOR 系における作用機序を調べ 

   るために、p40 の siRNA を用いて p40 の 

   ノックダウン細胞を作成し、p40 と 

   tuberin 、hamartin 、immunophilin との関 



   係を調べた。その結果、P40 をノックダ 

    ウンした細胞では,tuberin, p-Tuberin 

    (939), p-Tuberin(1462), hamartin,  

    RhoB の mRNA レベルは低下していた。 

    一方、p-tuberin(1254), caspase8 の 

    mRNA レベルの変化は認められなかっ 

    た。 

３）p40 の共沈実験より p40 は hamartin と 

    直接結合しており、tuberin とは hamartin 

    を介して TH-complex と結合し、お互い 

の安定化に関与している可能性が示唆 

された。 

４）p40 のノックダウンした細胞では、細胞 

    の増殖能が低下し、同時に細胞の移動能 

    が促進していた。 

５）さらにP40ノックダウンした細胞では、 

    RhoBのmRNAレベルは低下しており、 

    RhoA, mTORとcaspase3 のmRNAレベ 

    ルは増加していた。 

６）HamartinをノックダウンしたHeLa cell 

    でもRhoBの発現が増加しており、これら 

    の変化はTSC1, TSC2ノックダウン細胞 

    と類似の変化と考えられた。 

 

以上より、P40 はラパマイシンや、FKBPs, 

tuberin, hamartin などと同様にあるいは協同
で mTOR 系の調節に関与する新規の蛋白質
であり、神経症状と強い相関を示し、結節性
硬症の腫瘍と神経症状の共通の病態に深く
関わるキー蛋白質であること。 p40 は
hamartin と直接結合し、tuberin とは hamartin

を介して TH-complex と結合することによっ
て、お互いの安定化に関与している可能性が
示唆された。 

さらに、p40 は Rho と関係して接着や細胞移
動にも関与することが示された。 
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