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分子生物学研究の指導，ｹﾞﾉﾑﾜｲﾄﾞｽｷｬﾝによるてんかんの

異常遺伝子同定 

てんかんの遺伝子異常同定（ｹﾞﾉﾑﾜｲﾄﾞｽｷｬﾝ） 

網羅的伝達物質受容体・ｲｵﾝﾁｬﾈﾙ遺伝子解析 

 

分子生物学研究の総括，変異遺伝子同定と機能解析，ﾄﾗ

ﾝｽｼﾞｪﾆｯｸﾗｯﾄの作成 

てんかんの遺伝子異常同定 

 

可変ﾉｯｸｲﾝﾏｳｽの作成 

遺伝子改変ﾓﾃﾞﾙ動物の組織・病理学的検討 

受容体・ｲｵﾝﾁｬﾈﾙ機能解析 

変異遺伝子クローニング 

⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。） 

てんかんの分子病態を明らかにし、てんかんの遺伝子診断と個々の遺伝子変異と多型に基づいた薬力学的・薬
物動態学的個別化治療の開発への基本的資料の提案が本研究の目的である。 
 
この目的達成のため、下記研究計画を実施した。 
A. てんかん分子病態の解析：薬力学的個別化治療開発を目的とした、受容体・イオンチャネルの遺伝子を網羅

的に解析し、てんかんの責任遺伝子・感受性遺伝子を同定する。対象疾患はJuvenile myoclonic epileps
y(JME)・Childhood absence  epilepsy(CAE)・juvenile absence epilepsy, epilepsy with myoclonic 
absences・benign familial neonatal convulsion(BFNC)・ benign neonatal convulsion(BNC)・febrile 
seizure(FS) とした。 

B. 薬物動態学的特性の解析：抗てんかん薬の代謝を規定するCYP・トランスポーターの遺伝子多形を背景とし
た代謝能力シュミレーション化を目的とした解析。未だ解明されていない抗てんかん薬の作用機序の解析。

C. バイオインフォマティクスを活用した個別化治療の開発： 
１）変異蛋白機能解析法の開発(in vitro, ex vivo, in vivo手法の合理的解析アルゴリズムの構築) 
２）機能解析データをデータベース化した、個別化治療設定の薬力学・薬物動態学的支援手段システムの
構築 



 

 

Ｓ中間－２ 

⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。） 
U１．てんかんの分子病態の解明 U                                                 
1-1)責任遺伝子解析の主な結果 

・国際共同研究で JME の解析を行い、責任遺伝子として EFHC1 を同定し報告した（Nat Genet,2004）。また EFHC1 の新

たな変異および SNPs など多数の良性 variant を発見した（Ann Neurol 投稿準備中）。 

・全般発作を示す 125 症例(JME・CAE・juvenile absence epilepsy, epilepsy with myoclonic absences）を用いて

遺伝子探索を行い、T type CaP

2+
Pチャネルをコードする遺伝子における、日本人特有の新たな変異を見いだした(Ann 

Neurol, in contribution)。 

・家族性けいれん(BFNC)で発見された KCNQ2 遺伝子の変異を、孤発性 BNC 症例でも発見した(de novo KCNQ2)。（投稿

準備中） 

・BFNC 家系で新たな KCNQ3 遺伝子の変異を見いだした。（投稿準備中） 

・JME、GEFS+、SMEI、BFNC・BNC・NFLE患者および正常対照群 192 例を対象に、あるK P

+
Pチャネルを網羅的に解析し、3

種類の新たな変異と多数の新たなSNPsを見いだした。現在これらの機能変異を解析している。（結果の一部は投稿

準備中） 

・SMEI、GEFS+症例で SCN1A および SCN2A の変異を見いだし、電気生理学的機能解析を施行した。機能変異と臨床類型

における相関性はなく、この異なる両疾患の病態に、チャネル上のアミノ酸変異部位が関連する可能性を指摘し

た(Neurology 2004; Epilepsia 2004,etc)。 

・ヒト側頭葉てんかんに類似した AP3M2 遺伝子欠損マウスの解析結果を基に、日本人てんかん患者 192 症例で AP3M2

遺伝子における変異を解析し、新たな 16 個の SNPs を発見し NCBIdbSNP database に登録した（投稿準備中）。 

・50 万 SNPs をマーカーとした、日本人正常対照群１５０例と日本人てんかん患者７３例のケースコントロールスタ

ディーを実施し進行中である。この過程で従来の PCR を用いた解析手法では明らかに出来なかった、微小遺伝子

欠損の解析手法を確立し報告した(BBRC, 2006)。現在症例数の拡充に努め、より精度の高いデータ取得に努めて

いる。 

U２．薬理学的性の解析 

2-1)治療に用いられる抗てんかん薬の作用機序解析 

・全般発作（Valproate:VPA）、部分発作（carbamazepine:CBZ、 zonisamide:ZNS と近く認可される新薬 topiramate）の治

療に使用される抗てんかん薬（AED）の作用機序をイオンチャネル、GABA、glutamate への作用を中心に解析し、薬剤

選択への根拠を検討しつつある（結果は 2004,2005,2006 年の多数の論文にて公表した）。これまでのまとめは次頁へ。

2-2)遺伝子診断法と遺伝子多型に基づく個別化治療の開発 

 ・AED 代謝に関わるＣＹＰの主要分子種（CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4,CYP2D6 など）の既知のすべてのアリル頻度、遺

伝子型（poor, rapid, intermediate, ultrarapid  metabolizer)頻度を 423 人の正常日本人で決定した。

Transporter 遺伝子(MDR1)多型は 317 症例で解析し、日本人には存在しない多型が判明した（投稿準備中）。  

U３．バイオインフォマティクスを活用した個別化治療の開発 
3-1)変異遺伝子の機能解析 

・遺伝子改変動物：本研究グループが発見した ADNFLE 及び弧発性 NFLE の責任遺伝子(CHRNA4 遺伝子の S284L 変異)を

組み込んだ遺伝子改変ラット(S284L ﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆｯｸﾗｯﾄ)を作出した。各種スクリーニングに加え、行動学的・電気生

理学的・神経科学的・分子生物学的解析を行った結果、ヒト ADNFLE の診断基準を満たし、臨床的な抗てんかん薬

感受性も S284L 変異遺伝子を有するヒト ADNFLE と同等であることから、ヒトてんかんと同等の分子生物学的背景

を有するてんかんモデル動物の作出に成功した（結果の詳細は記載しない、Nature Medcine in 2nd revison）。

・既知の CHRNA4 の 5 種の変異の内、S284L に加えて、V287L と V287M を組み込んだラットを作成し、S280F と insL は

作成中である。我々が同定した BFNC の責任遺伝子 KCNQ2(W309R)のノックインマウスも作出した。近く、これら

の動物で電気生理学的・行動学的解析を行い、ヒトてんかんの診断基準を満たした場合、病態解析を開始する。

・作出した AP3M2 遺伝子欠損マウスは自発性のけいれん発作（側頭葉てんかん）を起こし、GABA 細胞内輸送動態の変

異と temporoammonic pathway の異常亢進が、てんかん病態に関与することを明らかとした(J Cell Biol,2004)。

・その他、多数見いだされた新たな遺伝子変異による機能変化を解析した（各遺伝子異常を報告した論文に記載）。

3-2)解析の高速化  

Bioinformatics を用いてゲノムの受容体・チャネル遺伝子情報を利用し、効率的かつ高速に受容体・チャネル機能を

行うためのシステムを開発中であるが、全ゲノムの中の小さな変化の同定を可能とする方法を開発した。これは

通常の karyotype 解析を行い、次いで DNA microarray 解析と PCR で染色体の欠損部位を正確に決め、欠損部位に

存在する遺伝子が同定可能であることを証明した(BBRC, 2006)。 

3-3)臨床効果判定に関わる成果 

当初、ＡＥＤ投与に対する臨床反応の解析は予期的に行う予定であったが、研究期間内に集まる症例数は十分ではな

いとの予測のもと、2006 年３月の大阪でのグループ会議で現在 VPA で治療中の全般発作、CBZ で治療中の部分発

作の患者(non-responder は ZNS)も対象とするとの合意を得、新たなプロトコールの設定と症例記録用紙を作成

し、サンプリングを開始した。 

ＶＰＡには新たに臨床使用される製剤が加わり、2 種類の製剤が存在する（セレニカＲ、デパケンＲ）ことになるた

め、健常成人を対象にクロスオーバー法により両剤の体内薬物動態と生物学的同等性の比較検討を行い、生物学

的同等性に差異はないが、最高血中濃度到達時間に約５時間の差異が存在することを明らかにした（Prama 

Medica, 2005）。 

     



 

 

Ｓ中間－３ 

⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術

的なインパクト等特記すべき事項があれば記入してください。） 
 
U１ ヒト前頭葉てんかん(ADNFLE/NFLE）責任遺伝子を組み込んだ遺伝子改変ラットの作出と機能解析 

家族性及び弧発性前頭葉てんかん(ADNFLE/NFLE）の責任遺伝子であるCHRNA4のS284L変異を組み込んだ遺伝子改変ラッ

ト(S284L-TG)を作出し、それがヒトADNFLE/NFLEの診断基準を満たす、てんかんでは世界初のてんかんモデル動物を獲得し

た。これまでのモデル動物は電撃けいれん・薬物誘発性けいれんを指標にしたけいれんモデルであり、てんかんモデルで

はなかった。S284L-TGの獲得により、このラットの脳を用いることで分子病態の解析が可能となるだけでなく、その解析

結果は新たな治療法の開発に寄与しうる。現在S284L-TGは実用化試験を終了し、実用化に向けた市場調査を開始する。加

えて、ADNFLEの家系調査では、家系内に自閉症、統合失調症を併発する変異と併発しない変異があり、CHRNA4の既知の7種

類のADNFLE/NFLE変異の中で、認知機能障害を有する2種類の変異を含めた計5種類のモデル動物の作出を完了することにな

る。これらの変異を導入した遺伝子改変動物の行動解析と神経伝達機能変異を解析することで、てんかんだけではなく認

知機能障害の病態解析をも可能となる。加えて、このセットがヒト前頭葉障害を解析する上で最初の認知障害モデル動物

ともなる可能性がある（Nature Medicine, in revision）。 

 

U２ Genotypingを用いたgenomic breakpointの決定法の開発 
従来法では検出が不可能であった、微少遺伝子欠損の同定を可能とする方法を開発した。これは通常のkaryotype解析

を行い、次いでDNA microarray解析による欠損遺伝子スクリーニングの後、ダイレクトシークエンスによる欠損部位を検

出する方法である。既に、フィッシャー法による欠損部位が明らかな症例を用い、欠損領域に存在する遺伝子が同定可能

であることを証明し報告した(BBRC, 2006)。現在、この手法を用いて非定型欠神発作を示すSmith-Magenis syndromeの症

例で（17p11.2の腕内欠失）欠失部位に存在する遺伝子群を同定中である。今後、これまで解析してきたｻﾝﾌﾟﾙの再調査を

も施行し、微少遺伝子欠損の解析も進める予定である。 

 

U３ てんかんの遺伝子解析における人種差の重要性の確認 
日本人とヒスパニックにおいて全般発作（IGE）の遺伝子を探索し、あるイオンチャネルをコードする遺伝子に変異を

見いだしたが、これらの変異もアミノ酸置換も日本人にのみ見いだされ、ヒスパニックには無かった(Ann Neurol, in con

tribution)。このことはカスタムメイドのDNAチップを作成する際には日本人特有の遺伝子変異、SNPsを選択し、搭載する

必要性を示す。 

そのため、抗てんかん薬代謝に関わるCYPの主要分子種（CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4, CYP2D6など）の既知のすべての

アリル頻度、遺伝子型（poor, rapid, intermediate, ultrarapid  metabolizer)頻度を423人の正常日本人で決定した。T

ransporterの遺伝子（MDR1）多型は317症例で解析し、日本人には存在しない多型が判明した。加えて、Affimetrix社製DN

Aチップ（500K）を用いて日本人正常対照群１５０例、日本人てんかん患者７３例で50万SNPsの解析を行った。これらの資

料は日本人SNPsのデータベース化に役立つ。                                                                     

                  

U４ EFHC1 の発見とその分子病態の意味すること 
 JMEは最も頻度の高い全般発作であるが、このＪＭＥにおいて新たにEF-hand motifをコードする遺伝子EFHC1の変異

（ヘテロで3種、ホモで1種）を見いだした（Nat Genet, 2004）。当初、日本人患者ではこの遺伝子の変異は見いだされな

かったが、我々の家系でもこの遺伝子の新たな変異が見いだされ、人種を越えてＪＭＥの責任遺伝子であることが確認さ

れた（投稿中準備中）。 

この遺伝子発見の意義は単にJMEの重要な責任遺伝子を見いだしたことだけでなく、その分子病態の新たな理解にあ

る。つまり、EFHC1に変異があるとapoptosisにより本来は胎児期に細胞死を起こすべき細胞が生き残り（Cav2.3の拮抗薬S

BX-482でEFHC1変異による効果を少なくすることが出来る、EFHC1のN-terminusとCav2.3が結合していることも確認）発達

段階でてんかんが発現するという理解である。EFHC1はCav2.3を通して細胞内へのCa P

2+
Pの流入を強め、Ca P

2+
Pのホメオスターシ

スを不安定にする細胞の（プログラムされ

た）細胞死を起こすが、変異によりEFHC1

の機能が一部傷害された結果、中枢神経内

にこのような興奮を起こす細胞が密に残

り、興奮性のサーキットが発達段階で構築

されるのではないかという、中枢神経系の

発達とてんかん源性との関連に置いて「新

たなてんかんの分子病態の理解」を提案し

たことにある。 

 

 

表・抗てんかん薬の作用機序 
抗てんかん薬の作用機序を、てんかん

責任遺伝子が同定されたイオンチャネル

に絞りまとめた物である。赤は本研究計画

で明らかになった部分を示している。 



 

 

Ｓ中間－４－１ 

⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含む。）の全

著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及び国際会議、学会等に

おける発表状況について記入してください。なお、代表的な論文３件に○を、また研究代表者に下線を付し

てください。） 
【論文】 

1. Yamauchi T, UKaneko SU, Yagi K, Sase S. Treatment of partial seizures with gabapentin. Psychiat Clin Neuro
sciences, 2006 in press. 

2. Kojima T, Mukai W, Fuma D, Ueda Y, Okada M, Sakai Y, and UKaneko SU. Determination of genomic 
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