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緒　言

　後期エンドソームおよびリソソームに特異的に局在する分子量 18 kDa のタンパク質 p18 は細胞内シグナル伝達系
の１つの mitogen-activated protein kinase（MAPK）経路を後期エンドソーム/リソソームにリクルートするために必
須の足場として機能分子として同定された１,２）が、その後、mTORC1（mammalian target of rapamycin（mTOR）
complex 1）の活性化に関わる Rag GTPase の足場としても機能することが明らかとなり、現在 p18 は LAMTOR1

（late endosomal/lysosomal adaptor、MAPK and MTOR activator 1）と呼ばれている３）。細胞内の特定のコンパート
メントを経由するこれらシグナル伝達系の in vitro レベルの解析は急速に進んでいるが、in vivo レベルの臓器細胞に
おける役割については不明である。そこで、中枢神経系特異的 LAMTOR1 遺伝子欠損マウスを作製し、脳組織におけ
る p18/LAMTOR1 の役割についての検討を試みた。

方法および結果

１．中枢神経系特異的 LAMTOR1 欠損マウスの作製
　LAMTOR1 コンディショナルノックアウト（LAMTOR1flox/flox）マウス４）と Nestin-Cre トランスジェニックマウス
を交配し、中枢神経系特異的 LAMTOR1 遺伝子欠損（LAMTOR1flox/flox ; Nestin-Cre）マウス（以下 LAMTOR1 cKO
マウスと標記）を得た。全ての実験において対照群として LAMTOR1flox/flox マウスを用いた。
　LAMTOR1 cKO マウスは生後 14 日前後で致死となることが判明した。出生時には外見上の大きな差は認められな
かったが、体重が対照群より軽い傾向が認められた。生後 14 日の時点では LAMTOR1 cKO マウスは対照群より明ら
かに小さく（図 1A）、対照群の約 3 分の 2 程度の体重であった（図 1B）。同マウスは生後 10 日以降で、動きが鈍くな
り、歩行時に振戦を伴い、しばしば転倒を認めた。生後 14 日の LAMTOR1 cKO マウスの脳は対照群より小さい傾向
を示した（図 1C）。

図 1． 中枢神経系特異的 LAMTOR1 欠損マウスの作製
（A）生後 14 日齢の対照群（Cont）と LAMTOR1 cKO マウス（A）。（B）生後 14 日齢の対照群と LAMTOR1
cKO マウスの体重の比較（Student's t test、*p < 0.01）。（C）生後 14 日齢の対照群と LAMTOR1 cKO マウス
の脳。
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２．中枢神経系特異的 LAMTOR1 欠損マウス脳組織の形態学的解析
　脳組織の形態学的解析を行うため、14 日齢の対照群および LAMTOR1 cKO マウスを 4 ％パラホルムアルデヒド（光
学顕微鏡観察用）ないし 2 ％パラホルムアルデヒド－2 ％グルタルアルデヒド（電子顕微鏡観察用）溶液で灌流固定を
行い、脳組織を取り出し、パラフィン切片、凍結切片、電顕超薄切片を作製した。ヘマトキシリン－エオジン染色で
は、LAMTOR1 cKO マウスにおいて大脳皮質の薄層化を認めた（図 2A）。一方、アストロサイト、ミクログリアの動
態をそれぞれのマーカーである glial fibrillary acidic protein（GFAP）および ionized calcium-binding adapter molecule
1（Iba1）に対する抗体を用いた免疫組織化学における染色性は両群で変わらず（図 2B）、神経変性の徴候としてのグ
リオーシスは否定的であった。

図 2． 中枢神経系特異的 LAMTOR1 欠損マウス脳組織の形態学的解析
14 日齢（P14）の対照群（Cont）（A、C）および LAMTOR1 cKO マウス（B、D）脳組織のヘマトキシリン－
エオジン染色（HE）、および GFAP（緑）、Iba1（赤）、DAPI（青；核染）の三重染色像。（A、B）HE 染色で
は LAMTOR1 cKO マウスの大脳皮質（Cx）の薄層化が観察された。（C、D）両マウスにおける GFAP、Iba1
の染色性に変化は認めなかった。CC: 脳梁、Hp: 海馬。

　LAMTOR1 cKO マウスが死に至る生後 14 日は、正常マウスにとって髄鞘化のピークの時期に相当する。そこで、
両群における髄鞘化の程度の差異を明らかにするために、成熟オリゴデンドロサイトの髄鞘のマーカーである myelin
basic protein（MBP）に対する抗体を用いて免疫組織化学を行った。その結果、LAMTOR1 cKO マウスにおいては、
脊髄を含む中枢神経系全体にわたり、MBP の免疫陽性反応を認めなかった（図 3A）。更に、脊髄の後索と小脳髄質に
おいて電子顕微鏡観察を行ったところ、観察した限り全ての神経線維が髄鞘を持たないものであった（図 3B）。以上の
結果より、LAMTOR1 cKO マウスにおける髄鞘化が中枢神経系全体で阻害され、その結果同マウスでは白質が完全に
認められないことが明らかとなった。
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図 3． 中枢神経系特異的 LAMTOR1 欠損マウス脳における髄鞘化の阻害
（A、B）14 日齢（P14）の対照群（Cont）（A）および LAMTOR1 cKO マウス（B）脳梁（CC）におけるニュ
ーロフィラメント（NF）（緑）、MBP（赤）、DAPI（青；核染）の三重染色像。LAMTOR1 cKO マウスでは
MBP の免疫陽性反応を全く認めなかった。Hp: 海馬。（C、D）14 日齢（P14）の対照群（C）および LAMTOR1
cKO マウス（D）脊髄後索の電子顕微鏡像。LAMTOR1 cKO マウスでは有髄線維が全く観察されなかった。

３．中枢神経系特異的 LAMTOR1 欠損マウス脳におけるオリゴデンドロサイトの分化不全
　　LAMTOR1 cKO マウス脳では神経変性を伴わない髄鞘化の阻害を認めたため、同マウスでは脱髄の亢進ではな
く、オリゴデンドロサイトへの分化そのものが阻害されていると推察した。そこでオリゴデンドロサイトの分化の各段
階のマーカーについて生化学的および組織化学的解析を行った。対照群のマウスでは生後 4 日齢の時点で検出されな
かった成熟オリゴデンドロサイトのマーカーである MBP および myelin proteolipid protein（PLP）タンパク質が、髄
鞘形成のピークである生後 14 日齢では豊富に検出された。より未熟なオリゴデンドロサイトに発現する 2',3'-Cyclic-
nucleotide 3'-phosphodiesterase（CNPase）についても 4 日齢から 14 日齢で顕著に増加した。一方、LAMTOR1 cKO
マウス脳では 14 日齢においても MBP と PLP は全く検出されず、CNPase の増加も認められなかった。しかし、オリ
ゴデンドロサイト前駆細胞のマーカーである Oligodendrocyte transcription factor（Olig2）は両群で検出された（図
4A）。しかしながら、LAMTOR1 cKO マウス小脳髄質における免疫組織化学では、Olig1/2 陽性細胞の数は対照群と
比べてにはるかに少なかった（図 4B、C）。以上の結果は LAMTOR1 cKO マウス脳では Olig1/2 陽性オリゴデンドロ
サイト前駆細胞からの分化が阻害されていることを強く示唆した。
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図 4． 中枢神経系特異的 LAMTOR1 欠損マウス脳組織におけるオリゴデンドロサイトの分化不全
（A）生後４日齢（P4）、14 日齢（P14）の対照群（Cont）および LAMTOR1 cKO マウス由来脳組織抽出液につ
いて、各種オリゴデンドロサイトの分化マーカーの発現をウエスタンブロッティングにより解析した。（B、C）
生後 14 日齢の対照群および LAMTOR1 cKO マウスの小脳髄質における Olig1（緑）、Olig2（赤）陽性細胞の分
布（青は DAPI（核染色））。

４．中枢神経系特異的 LAMTOR1 欠損マウス脳における mTORC1 活性の低下
　これまでに LAMTOR1 は MEK（MAPK/ERK kinase）と結合すること、および mTORC1 の活性化に関わる Rag
GTPase のリクルートすることにより、MAP キナーゼ経路と mTORC1 経路の制御に関与することが in vitro の系で
示されている１-３）。そこで生後４日齢と 14 日齢の両群の脳組織を用いて mTORC1 および MAP キナーゼ経路の主要
な分子である S6 キナーゼ（S6K）および MEK のリン酸化状態を比較した。両群において、S6K および MEK の全体
量については変化を認めなかった。LAMTOR1 cKO マウス脳においてリン酸化 S6K（pS6K）の減少を認めたが、MEK
のリン酸化の程度に変化はなかった（図 5）。以上は、出生後の脳組織における LAMTOR1 は mTORC1 の活性化に関
与することを示唆した。

図 5． 中枢神経系特異的 LAMTOR1 欠損マウス脳における mTORC1 経路と MAP キナーゼ経路の動態
生後 4 日齢（P4）、14 日齢（P14）の対照群（Cont）および LAMTOR1 cKO マウス由来脳組織抽出液につい
て、mTORC1 経路および MAP キナーゼ経路の主要な分子である S6K、MEK の発現量やリン酸化状態をウエ
スタンブロッティングにより解析した。
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考　察

　中枢神経系を構成するニューロン、アストロサイト、オリゴデンドロサイトはいずれも神経幹細胞から分化成熟す
る。本研究で用いた Nestin-Cre マウスは神経幹細胞において Cre リコンビナーゼを発現することから、リソソーム膜
タンパク質 p18/LAMTOR1 が上記３系統のうちオリゴデンドロサイト分化成熟に必須な役割を有することが強く示
唆された。
　in vitro では LAMTOR1 は MAP キナーゼ経路および mTORC1 経路の制御に関与するアダプタータンパク質と考
えられている。本研究により生後の脳組織においても LAMTOR1 が mTORC1 経路の活性化に関与することが示され
たが、MAP キナーゼ経路との関連性は認められなかった。今後、LAMTOR1 cKO マウスの脳組織の発生段階におけ
る MAP キナーゼ経路および mTORC1 経路の活性化を対照群と比較や LAMTOR1 cKO マウス由来の神経幹細胞を
用いた in vitro における分化実験などにより、オリゴデンドロサイト分化成熟における上記シグナル経路の関与をより
直接的に示すことが必要と考えている。
　mTOR は、過栄養や成長因子により活性が上昇し、細胞増殖や代謝機構を調節するセリン/スレオニンキナーゼであ
る。mTOR はラパマイシンにより抑制される mTORC1 とラパマイシン非依存的な mTORC2 という２種類の巨大複
合体を形成し、それぞれ異なる機能を有する。近年、オリゴデンドロサイト分化成熟における mTORC1 の役割に関す
る論文が散見され始めたが、オリゴデンドロサイトの分化後に Cre リコンビナーゼを発現するマウスを用いた研究が
ほとんどで、初期のオリゴデンドロサイトの分化における mTORC1 の役割については不明な点が多い。mTORC1 の
活性化に関与する低分子量 GTP 結合タンパク質 Rheb1（Ras homolog enriched in brain 1）については Nestin-Cre マ
ウスと交配して作製した脳特異的欠損マウスにおける髄鞘化の阻害が明らかにされている５）。しかし、LAMTOR1
cKO マウスと比較すると、このマウスでは有髄線維は一定の割合で残存しており、寿命も生後６週とはるかに長い。
そのことから、オリゴデンドロサイトの分化における LAMTOR1 の役割は mTORC1 の活性化にとどまらず、
LAMTOR1 のもつ他の役割も関与していることが推察され、それを明らかにするためにも in vitro における分化実験
が必要と考え、現在その系の立ち上げを行っている。
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