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研究要旨  
 結節性硬化症(TSC)のてんかんや TAND は mTORC1 阻害剤であるシロリムスの投与により軽快

治癒するが、その機序は不明である。今回我々はてんかん、TAND、を発症しシロリムスの投与

でこれらの症状が軽快治癒する TSC2 モデルマウスを用いて、TSC のてんかんや TAND におけ

る、ミクログリアの役割を検討した。その結果、TSC のモデルマウスの脳ではミクログリアが

M1 よりの極性を示しており、シロリムスを投与することによりミクログリアが M2 よりの極性

に変化することが明らかになった。このミクログリアの極性の変化が TSC のてんかんや、TAND

の症状発現やシロリムスによる症状の軽快や治癒を起こす機序の１つであると考えられた。 

 

 

Ａ．研究目的 
TSC1,TSC2 遺伝子の異常の結果それぞれの遺伝子

産物ハマルチン、チュベリンに異常をきたし、

下流の mTORC1（メカニスティックターゲットオ

ブラパマイシンコンプレックス１）が恒常的に

活性化する為におこる結節性硬化症(TSC)のてん

かんや TAND（TSC associated neuropsychiatric 

disorders）は mTORC1 阻害剤であるシロリムス

の投与により軽快治癒するが、その機序は不明

である。ところで、アルツハイマー病(AL)やパ

ーキンソン病(PS)、筋萎縮性側索硬化症(AML)な

どの神経変性疾患や炎症性疾患ではミクログリ

アがその病態に重要な役割を果たしていること

が知られている。最近はてんかんにおいてもミ

クログリアの関与が報告されてきている。そこ

で、TSC のてんかんや TAND の発症機序にもミク

ログリアが関係していると考え、てんかん、

TAND、を発症しシロリムスの投与でこれらが軽

快するコンディショナルな TSC2 モデルマウスを

用いて、TSC すなわち mTORC1 の恒常的な活性化

で起こるてんかんや TAND の発症における、ミク

ログリアの役割を検討し、ひいては mTORC1 阻害

剤であるシロリムスのてんかん抑制におけるミ

クログリアの作用機序の解明を目指すことにし

た。 

 
Ｂ．研究方法 

 Cre-Loxp システムを用いて、MITF 特異的に

TSC2 遺伝子をノックアウトした Mitf-Cre, Tsc2 

floxed/floxed マウスを作製済した。 

本マウスは通常生後５週あたりで、てんかんや

TAND を発症し、9 週頃にはてんかんの重責発作

で死亡する。しかしながらてんかん発症直後か

らシロリムスの投与を行うと、４日ほどで有意

にてんかん発作が消失する。そこでてんかん発

作が出現する生後５週目から 1週間シロリムス

とプラセボを１日 1 回腹腔内に投与し、てんか

ん発作の消失しているグループとプラセボ投与

によりてんかん発作が起こっているマウスにつ

いて、てんかん発作の回数測定や、open field 

test や 8 arm radial maze test などでてんか

んや TAND の程度を検討後、生後 6週の脳を採取

し、Cre の発現が最も高い嗅球より細胞を集めて

flow cytometry でミクログリアの分画を採取

し、M1,M2 のマーカーを用いてそれぞれの分画の

細胞の割合を比較検討した。さらに、シロリム

スもしくはプラセボ投与のてんかんモデルマウ

スの脳のサンプルを作製し、組織学的に形態を

調べるとともに、様々なサイトカインの発現を

免疫組織科学的に検討した。 

 

（倫理面への配慮） 

動物実験は、大学や施設の倫理委員会で承認

を得て施行した。 

 

Ｃ．研究結果 
X-gal 染色による Mitf cre 発現部位の確認：

X-gal 染色による Mitf cre 発現部位の確認を行

ったところ、嗅球、海馬、梨状皮質、糸球体層

では有意に Mitf cre の発現増加が認められた

が、大脳皮質ではコントロールと差が認められ

なかった。 

 

TSC2 モデルマウスの嗅球におけるミクログリ
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アのシロリムス 投与前後の変化 

そこで Mitf cre 発現が最も高く認められた嗅球

におけるミクログリアの変化を調べた。コントロ

ールマウスもcKOマウスも形態学的には大きな変

化は認められなかったが、シロリムス投与により

cKO マウスのミクログリアが増大し、突起が伸長

した。ついで、ミクログリアの発現マーカーにつ

いて検討した。IL-6、FcgRIIb、IL-1bの発現は cKO

マウスで有意に高く、IL-10 の発現は cKO Cont マ

ウスで違いがなかった。一方、Arg1, CD206の発

現は cKO マウスで低い傾向にあり、モデルマウス

のミクログリアは M1 よりの性状を示すと考えら

れた。一方これらのマウスにシロリムスを投与す

ると、IL-10、Arg1、IL10、CD206の発現は cKO マ

ウスでは有意に上昇するが、コントロールマウス

では変化がなかった。IL-6 の発現はシロリムス

投与で変化しなかった。IL-1b, FcgRIIb はシロ

リムス投与で下降する傾向があった。 

cKO マウスではコントロールマウスに比して、M1

型のミクログリアが有意に増加しており、シロリ

ムス投与により、コントロールマウスでは変化を

認められないが、cKO マウスでは中間型、M1型の

ミクログリアが減少し、M2型のミクログリアの数

が増加していることがわかった。さらにミクログ

リアを様々なマーカーで染色しその特徴を調べ

たところ、cKO マウスでは P2Y12 レセプターの発

現が低いがシロリムス投与で有意に上昇した。ま

た、cKO マウスでは A2a レセプターの発現が高い

がシロリムス投与で有意に低下した。さらに、cKO

マウスではシロリムス投与で NTPDase2 の発現が

有意に増加した。 cKO マウスではシロリムス投与

で、ATP, ADP, ATP/ADP比が有意に増加すること

もわかった。 

 
Ｄ．考察 
 TSC モデルマウスの嗅球のミクログリアの形態

と遺伝子発現を表１にまとめた。 

cKO マウスでコントロールマウスと比較して、 

Arg1 IL-10,CD206などの M2 ミクログリアのマー

カーやpurinergiuc receptirのP2Y12、Adenocine 

receptor の A1 が減少ししており、それらはシロ

リムスを投与することによって増加する。一方

IL-6,IL-1b, FcgRIIb, などの M1 マーカーや

purinergic レセプターの P2X7 や Adenocine 

receptor の A2a は増加しており、これらはシロリ

ムス投与で減少する。形態学的に cKO マウスとコ

ンロロールマウスで大きな違いは認められなか

ったがcKOマウスにシロリムスを投与することに

よって、細胞が大きくなり、突起が伸長した。以

上より、TSC2cKO マウスの嗅球のミクログリアは

M1 よりの極性を示しており、シロリムスを投与す

ることによりミクログリアが M2 よりの極性に変

化すると考えられた。（図２） 

 

Ｅ．結論 

TSC2KO マウスの嗅球のミクログリアでは M1 より

の極性を示しており、シロリムスを投与すること

によりミクログリアがM2よりの極性に変化する。 

M１よりのミクログリアがシナップスにおける神

経細胞を刺激し、てんかんや TAND をおこしてく

るがシロリムス投与によりミクログリアが M2型

に変化することにより神経細胞の興奮を抑制す

ることによって、てんかんや TAND などの症状が

抑えられると考えられた。以上より、結節性硬化

症の中枢神経症状はこのミクログリアの極性の変化

によって生じ、シロリムス投与によりこの極性が正

常に戻ることにより、症状が軽快治癒すると考えら

れる。 
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図１  TSCモデルマウスの嗅球のミクログリア
  の形態と遺伝子発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2  ミクログリアの極性の変化 
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