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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 研究開発代表者による報告の場合 

 
結節性硬化症マウスのペア飼育による自閉症様行動の変化：東京都医学総合研究所 精神行動医

学研究分野 依存性薬物プロジェクトの池田和隆参事研究員と共に、Tsc1+/-マウスが野生型マウ

スとの幼若期からのペア飼育により社会性行動障害が改善することを見出した。これらの

改善の影響はDNAのメチレーションが関与していると考え、現在予備検討を行い、さら

に効果的なペア飼育開始時期の検討のために、成熟期以降のペア飼育でも効果があるかを

追加解析中である。  
結節性硬化症(TSC)は全身の過誤腫からなる難治性疾患であり、発症要因はTSC1あるいはTSC2の

ヘテロ欠損によるmTORシグナル系の持続的亢進である。TSC患者は神経発達障害の一つである自

閉症スペクトラム障害(自閉症)を高い確率で発症するし、その中核症状は社会性行動の障害である。

研究開発代表者の佐藤と研究分担者の水口、池田らは、成熟したTsc1+/-及びTsc2+/-マウスは社会性行

動の低下を示すがmTOR阻害剤(ラパマイシン)を投与することで、社会性行動に改善が認められるこ

とを初めて報告した(Sato et al., 2012)。しかしながら、薬物治療単独の効果は永続しない可能性が

あるため、自閉症を根本的に克服する方法の検討が必要であった。自閉症は治療の一つとして行

動療法が行われており、患者や自閉症モデル動物の社会性行動において改善効果が見られ

ることが報告されている  (Eikeseth et al., 2002, Tang et al., 2011)。これまで、自閉症

の症状に対する行動療法と薬物治療を併用することで、自閉症の症状にどのような影響が

生じるのかについては調べられていなかった。  
野生型－野生型マウス、Tsc1+/-－Tsc1+/-マウス、Tsc1+/-－野生型マウスのペアで生後 3 週より飼育
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したマウスにおいて、成長後にホームケージ内で見知らぬマウスと 1 対 1 にしたときの行動を 10 分

間記録し、相手に対する匂い嗅ぎ行動などを社会性行動として解析した。Tsc1+/-－Tsc1+/-マウスは野

生型－野生型で飼育されたマウスよりも社会性行動が減少していたが、Tsc1+/-－野生型で飼育され

た Tsc1+/-マウスの社会性行動は野生型マウスと同程度であった。若齢期(3 週齢)からの野生型マウス

とのペア飼育のみによって、Tsc1+/-マウスの社会性行動の障害を改善することが示された。この結果

をもとに当初の研究計画を修正し、ペア飼育による自閉症様行動の改善効果の分子メカニズムを調

べるために、ペア飼育後のマウス全脳のエピゲノム解析（DNA メチレーション解析）を行うことに

した。現在は、DNA メチレーション解析の予備検討実験を行っている。さらに、ペア飼育が有効で

ある飼育開始時期を検討中である。 
 
幼若期の結節性硬化症マウスにおけるラパマイシン慢性投与の影響：東京大学大学院医学系研究

科 発達医科学 水口雅教授、池田和隆参事研究員とともに、幼若期から野生型および Tsc2+/-マウ

スにラパマイシンを慢性投与し、成長後に自閉症様行動が治療されるかを検討した。事前の予想に反

し、ラパマイシン投与群のマウスは遺伝子型によらず明らかな成長障害を呈したため、自閉症様行動

に関する検討には至らなかった。 
野生型および Tsc2+/-マウスに、生後 8 日よりラパマイシン 6mg/kg/dose または溶媒を週 3 回、生

後 6 週まで腹腔内投与した。ラパマイシン投与群のマウスは、投与翌日より溶媒群に対して明らか

な体重増加不良を呈し、投与終了後も溶媒群と同程度まで体重が回復することはなかった。この変化

は、投与量を 1mg/kg/dose まで減量してはじめてみられなくなった。 
そこで研究計画を修正し、幼若期 Tsc2+/-マウスに実験的にけいれん発作を誘発することにより、

のちの自閉症様行動が増悪するか否かを検討した。スパスム様けいれんが誘発されたが、けいれん感

受性について TSC マウスと野生型の間に有意差は認められなかった。成長後の行動変化については、

今後検討を進める予定である。 
 
結節性硬化症マウス全脳を用いた蛋白解析：順天堂大学医学研究科 分子病理病態学専攻 小林

敏之准教授とともに、Tsc 変異マウスの自閉症様行動にかかわる分子基盤の検討として、mTORC1
関連経路の蛋白発現を解析した。Tsc1/Tsc2 のダブルヘテロ変異体モデルマウスの脳内 mTORC1 関

連経路が、単独ヘテロ変異体マウスの脳と同様であることを確認した。脳の領域特異的な分析から

は、海馬の歯状回における mTORC1 活性亢進の可能性を見出した。 
Tsc1、Tsc2 欠損腫瘍細胞において、長期的なラパマイシン処理によって ERK-MEK 経路が亢進

することを見出した。続いて、Tsc2 欠損腎腫瘍細胞の増殖に対するラパマイシン/MEK 阻害剤の併

用効果を検討し、MEK 阻害剤は単独では大きな増殖抑制効果を示さないものの、ラパマイシンとの

増殖抑制効果を増強することがわかった。一方、ラパマイシン投与されたヘテロ欠失マウスの脳組織

においては、ウェスタンブロットにより ERK-MEK 経路の活性化は顕著ではなかった。 
また、全タンパク画分を用いたタンパクリン酸化プロテオーム分析のプロトコールを確立しえた。

これを用いてラパマイシン投与により変動する脳内のタンパクリン酸化を網羅的に検討したが、新

規の mTORC1 間連経路の同定を完遂するまでには至らなかった。 
 
本邦の小児科における結節性硬化症の診療実態調査：水口雅教授、池田和隆参事研究員とともに、

小児科臨床研修指定病院 521 施設へ質問紙を送付し、mTOR 阻害剤の使用経験がある TSC 患者の
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情報を収集した。305 施設から回答を得、うち 150 施設にて 656 人の患者を診療していた。１施設

あたりの患者数は 1-40 人（中央値 2 人）と、患者は多くの施設に分散していた。mTOR 阻害剤は 43
施設で 75 人に対して投与され、1 施設あたりの使用経験は 1 人のみの施設が過半数であった。 

 
mTOR 阻害剤の投与経験をもつ結節性硬化症患者における自閉症症状の自覚的変化：上記の診療

実態調査につづいて、mTOR 阻害剤の使用経験がある TSC 患者における、使用前後での自閉症症状

の自覚的変化についてアンケート調査を行った。12 人から有効回答があり、うち 8 人で何らかの症

状改善がみられた。特に、対人的相互交流や落ち着きの改善が多く実感されていた。 
 
mTOR 阻害剤による治療を受ける結節性硬化症患者における自閉症症状の変化の前向き観察：東

京慈恵会医科大学大学院医学研究科 泌尿器科学 講師 波多野孝史講師とともに JR 東京総合病

院において、腎血管筋脂肪腫を有する TSC 患者を対象に、エベロリムスの投与前後の自閉症症状を

研究計画に沿って評価、追跡した。2016 年度末で 4 人の対象者について結果を集計中である。 
静岡県公立大学法人静岡県立大学薬学研究院 医薬品情報解析学分野 油井邦雄客員共同研究員

は、研究協力者とともに 2015 年度は独協医科大小児科学において 3 人、2016 年度は聖隷浜松病院

において 1 人の、上衣下巨細胞性星細胞腫を有する TSC 患者を対象に、エベロリムスの投与前後の

自閉症症状を研究計画に沿って評価、追跡した。現在、結果を集計中である。 
 

 Changes in autism-like behaviors in mouse models of TSC under the peer breeding condition: 
We found that social deficits in Tsc1+/- mice were improved by peer breeding (mouse was paired 
with peer in one cage) with wild-type mice from adolescence (age 3 weeks). We hypothesized DNA 
methylation is involved in improving social deficits in Tsc1+/- mice, and we are conducting pre-
experiments for DNA methylation analysis. Furthermore, we are analyzing behaviors of mice 
which are conducted peer breeding from adult (age 7 weeks) to investigate effective timing to 
start peer breeding.  

      Tuberous sclerosis (TSC) is a single-gene disorder caused by heterozygous mutations in the 
TSC1 or TSC2. Heterozygous defects in either TSC gene cause activation of the mammalian 
target of rapamycin (mTOR) signaling pathway. It is known that TSC is complicated by autism 
spectrum disorder (ASD) which is one of neurodevelopmental disorders. Core symptom of ASD 
is deficits of social interaction. Dr. Sato (principal investigator), Dr. Mizuguchi and Dr. Ikeda 
(member of research project) reported that mature Tsc1+/- and Tsc2+/- mice showed social 
deficits, but treatment rapamycin (mTOR inhibitor) improved social deficits in Tsc1+/- and 
Tsc2+/- mice. The effects of medicine treatment are not permanent for ASD symptoms, thus we 
believe it is important to clarify a fundamental treatment for ASD. Behavioral therapy is 
provided as a treatment for ASD. Previous studies showed ASD patients and an ASD model 
muse were improved their social deficits through a behavioral therapy (Eikeseth et al., 2002, 
Tang et al., 2011). It has not been investigated the synergy and/or addictive effects between 
treatment medicine and behavioral therapy in ASD symptoms.  

      Tsc1+/- and wild-type mice from each peer breeding group (wild- wild-type mice, Tsc1+/- - 
Tsc1+/- mice, Tsc1+/- - wild-type mice) were analyzed in social interaction test in which sniffing, 
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mounting, allo-grooming and chasing were counted as an active interaction (social interaction). 
Tsc1+/- mice in Tsc1+/- - Tsc1+/- mice pair groups showed decreased active interaction time 
compared to wild-type mice in wild-wild type mice pair groups. However, Tsc1+/- mice in Tsc1+/- - 
wild-type mice pair groups improved their active interaction to level of wild-type mice. Wild-
type mice in Tsc1+/- - wild-type mice pair groups did not show decreased active interaction 
compared to wild-type mice in wild- wild-type mice pair groups. These results suggest that peer 
breeding from age 3 weeks improved social deficits of Tsc1+/- mice without pharmacological 
intervention. Thus, we have changed the initial research plan and decided to conduct DNA 
methylation analysis in mouse whole brain. Pre-experiment for DNA methylation analysis is 
proceeding. Furthermore, we are trying to determine the threshold in start timing of peer 
breeding by starting the peer breeding at different ages.  

 
Effects of chronic rapamycin treatment in mouse models of TSC in early postnatal periods (with 
Dr. Mizuguchi, Dr. Ikeda) : We started chronic treatment with rapamycin in wild-type and 
Tsc1+/- mice in early postnatal periods in order to know whether autism-like behavioral deficits 
are ameliorated in the adulthood. Unexpectedly, the mice in the rapamycin group showed 
apparent growth failure irrespective of genotype. We therefore did not analyze autism-like 
behavior in those mice. 
  Wild-type and Tsc1+/- mice were treated with intraperitoneal injection of rapamycin (6 
mg/kg/dose) or vehicle 3 times per week from postnatal day 8 to 42. The mice given rapamycin 
showed evident growth failure from the next day of the first injection. Their body weight did not 
reach that of the mice in the vehicle group after the completion of treatment. It was not until 
the dose of rapamycin was reduced to 1 mg/kg/dose that the mice in the rapamycin group 
showed weight gain comparable to those in the vehicle group. 
  We changed the initial research plan and investigated whether seizures in early postnatal 
periods worsen later autism-like behaviors in Tsc2+/- mice. Spasm-like seizures were 
pharmacologically induced that were apparently similar between wild-type and Tsc2+/- mice.  
 
Analysis is ongoing to compare social behaviors between wild-type and Tsc2+/- mice in 
adulthood. 
Protein analysis using the whole brains of mouse models of TSC (with Dr. Kobayashi): We 
analyzed expression of the proteins relevant to mTORC1-mediated signaling pathway as the 
molecular mechanism of autism-like behavioral deficits in the mouse models of TSC. The 
protein expression was comparable among Tsc1+/-, Tsc2+/-, and Tsc1+/-;Tsc2+/- mice. We also found 
the region-specific mTORC1 hyperactivation in the dentate gyrus in the mice. 
  In Tsc1- or Tsc2-null tumor cells, ERK-MEK signaling pathway was hyperactivated after 
prolonged rapamycin treatment. Next we investigated the combination therapy of rapamycin 
and MEK inhibitor against the proliferation of Tsc2-null renal carcinoma cell. MEK inhibitor 
alone did not show evident anti-proliferation effect while it potentiated the anti-proliferation 
effect of rapamycin. ERK-MEK signaling pathway was not intensely activated in the brains of 
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Tsc-mutant mice with rapamycin treatment. 
  During the research periods we established the protocol of phosphor-proteome analysis using 
the whole protein fraction. We applied this method to the analysis of protein phosphorylation in 
the whole brain of rapamycin-treated Tsc-mutant mice. However, we did not identify novel 
mTORC1-related signaling pathway that showed abnormal protein phosphorylation. 
 
Survey of the clinical situation of management of TSC in pediatrics departments (with Dr. 
Mizuguchi, Dr. Ikeda): We sent the questionnaire to the pediatrics departments of 521 clinical 
resident training hospitals in Japan. We obtained replies from 305 hospitals and there were 150 
hospitals had one or more TSC patients. The totals of 656 patients (1 – 40 per hospital, median 
2) were found in those hospitals. Seventy-five patients were treated with mTOR inhibitor in 43 
hospitals, and over half of the hospitals had only one patient. 
 
Self-reported changes in ASD symptoms in the TSC patients treated with mTOR inhibitor (with 
Dr. Mizuguchi, Dr. Ikeda): After approval of each hospital that had participants, we sent to the 
TSC patients treated with mTOR inhibitor the questionnaire about changes in ASD-related 
behaviors. We obtained replies from 12 TSC patients, 8 of whom noted some improvement in 
ASD symptoms. Impaired reciprocal social interaction and hyperactivity were particularly 
likely to be improved after the treatment. 
 
Prospective observation of the TSC patients treated with mTOR inhibitor – renal AML cases 
(with Dr. Hatano): We have been prospectively observing ASD symptoms in the TSC patients 
with renal AML treated with mTOR inhibitor according to the approved protocol. The totals of 4 
participants have been under observation at the end of May 2017. 
 
Prospective observation of the TSC patients treated with mTOR inhibitor – SEGA cases (Dr. 
Yui): Using similar protocol approved by each institute, we completed the observation of ASD 
symptoms in 3 TSC patients with SEGA treated with mTOR inhibitor from April 2015 to May 
2016. From April 2016, we started similar observational study though we could include one TSC 
patient with SEGA. We are planning to extend the study periods to include more participants. 
 
 

 研究開発分担者による報告の場合 
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