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研究成果の概要（和文）：　CDKL5遺伝子変異は、小児の難治性てんかん性脳症を引き起こすが、その病態機序
は全く不明であった。本研究で私は、Cdkl5ノックアウト(KO)マウスの海馬において、興奮性伝達物質受容体の
一型 (GluN2B型NMDA受容体)がシナプス後部に過剰集積する事で、ニューロンの電気的興奮性が亢進し、痙攣感
受性が異常亢進する事を明らかにした。更にGluN2Bに対する選択的阻害薬がCdkl5 KOマウスのニューロンの興奮
性と痙攣感受性の亢進を効果的に抑制する事を示した。
　本研究の成果は、CDKL5変異による小児難治性てんかんの分子病態機序の解明と効果的治療法の開発への重要
な基盤となる。

研究成果の概要（英文）：Mutations in the CDKL5 gene cause severe epileptic encephalopathy. Cdkl5 KO 
mice showed normal sensitivity to kainic acid; however, they displayed significant hyperexcitability
 to NMDA. Electrophysiological analysis in the hippocampus disclosed an increased ratio of NMDA/AMPA
 receptor-mediated excitatory postsynaptic currents (EPSCs) and a significantly larger decay time 
constant of NMDA receptor-mediated EPSCs in Cdkl5 KO mice. Subcellular fractionation of the 
hippocampus from Cdkl5 KO mice revealed a significant increase of GluN2B and SAP102 in the 
postsynaptic density fraction. Immunoelectron microscopic analysis of the hippocampus further 
confirmed postsynaptic overaccumulation of GluN2B and SAP102 in Cdkl5 KO mice. Ifenprodil abrogated 
the NMDA-induced hyperexcitability in Cdkl5 KO mice. These data indicate that CDKL5 plays an 
important role in controlling postsynaptic localization of the GluN2B-SAP102 complex in the 
hippocampus and thereby regulates seizure susceptibility.

研究分野：発達神経科学
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１．研究開始当初の背景 
	 Cyclin-dependent kinase-like 5 (CDKL5) 遺伝
子は Xp22 領域に位置し、セリン・スレオニ
ン・キナーゼ CDKL5 蛋白質をコードする。
近年、小児の難治性てんかん性脳症である、
X連鎖性ウエスト症候群及び非定型レット症
候群の患児において CDKL5 遺伝子変異の報
告が相次ぎ、最近の研究では、早期痙攣発作
を発症した女児の 8〜16%、早期痙攣発作に
点頭てんかんを伴った女児の 28%において、
CDKL5 遺伝子の変異か欠失が同定されてい
る。しかしその臨床的な重要性に拘わらず、
CDKL5 遺伝子変異によるてんかんの発症機
序はこれまで全く不明であった。	  
	 私はこれまで、CDKL5 の分子機能と遺伝
子変異による病態機序解明の目的で、yeast 
two-hybrid 法及びアフィニティーカラムクロ
マトグラフィー＋ショットガン LC-MS/MS
を用いたインタラクトーム解析による相互
作用分子の網羅的探索を行い、CDKL5 の新
規相互作用蛋白とリン酸化基質を同定し、
Cdkl5 ノックアウト(KO)マウス作製・初期解
析を行い、KO マウスの NMDA(N-メチル-D-
アスパラギン酸)に対する易痙攣性の亢進、記
憶/学習/情動の顕著な異常等の行動異常を
同定した。 
 
２．研究の目的 
	 本研究の目的は「CDKL5 遺伝子変異によ
るてん  かん性脳症の分子病態機序とその効
果的治療法の解明」であり、CDKL5 欠失に
よる興奮性シナプス機能異常の分子機構、
CDKL5 欠失による神経学的異常 (易痙攣性
亢進 , 記憶 /学習 /情動異常 ) の病態、更に
CDKL5 欠失による神経学的異常のシナプス
作用薬を用いた治療法の解明、を具体的目標
とした。 
 
３．研究の方法 
(1) Cdkl5 KOマウス海馬の電気生理学的解析 
(2) Cdkl5 KOマウス海馬のグルタミン酸受容
体蛋白生化学的解析 
(3) Cdkl5 KOマウス海馬の免疫組織化学及び
免疫電子顕微鏡解析 
(4) Cdkl5 KOマウスに対するシナプス作用薬
投与による痙攣感受性変化の解析 
 
４．研究成果 
(1) 電気生理学的解析 
	 Cdkl5 KOマウスの海馬 CA1領域の電気生
理学的解析によって、100Hz, 1秒間刺激に対
する長期増強 (LTP)試験における興奮性シナ
プス後電位 (EPSP)の増強(図 1A)、NMDA型
受容体を介した興奮性シナプス後電流 
(NMDA-EPSC) / AMPA 型受容体を介した興
奮性シナプス後電流  (AMPA-EPSC)の比 
(NMDA/AMPA EPSC ratio) の増加(図 1B)、
NMDA- EPSCの減衰時定数の増大(図 1Ｃ)、
NMDA-EPSCの GluN2B選択的阻害薬による
強い抑制(図 1D)、などの所見を得た。 

(2) グルタミン酸受容体蛋白の生化学的解析 
	 Cdkl5 KO マウス海馬シナプス蛋白の生化
学的解析によって、興奮性シナプス後部にお
ける NMDA 受容体サブユニット蛋白の一つ
GluN2B 及び足場蛋白 SAP102 の有意な増加 
(図 2)が明らかとなった。 
(3) 免疫組織化学・免疫電子顕微鏡解析 
	 Cdkl5 KO マウス海馬の免疫組織化学 (図
3)及び免疫電子顕微鏡解析によって、興奮性
シナプス後部における GluN2B 及び SAP102
の有意な過剰集積(図 4)が明らかとなった。 
(4) Cdkl5 KOマウスシナプス活動性の解析 
Cdkl5 KOマウス海馬において、シナプス前ニ
ューロンの活動性を反映する興奮性シナプ
ス後部の GluN1 C2’/C2 比及びユビキチン化
には変化なく、シナプス前部の活動性の障害
は認められなかった。 
(5) Cdkl5 KOマウスの痙攣感受性亢進に対す
る抗 GluN2B薬物による抑制 
	 Cdkl5 KOマウスの NMDAに対する易痙攣
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性の著明な亢進が、GluN2B型 NMDA受容体
のシナプス後部過剰集積に因るものかを検
証するため、GluN2B 選択的阻害薬 ifenprodil
を前投与し、NMDA痙攣試験を行ったところ、
KOマウスにおけるNMDA誘発性痙攣の強度
が野生型と同等まで抑制された(図 5)。  
	 以上の研究結果から、CDKL5 は海馬興奮
性シナプスにおけるGluN2B型NMDA受容体
の局在を制御し、CDKL5 欠損は興奮性シナ
プス後部にGluN2B型NMDA受容体の過剰集
積を来すことで、ニューロン興奮性を異常亢
進し、痙攣感受性を亢進することが明らかと
なった。 

	 本研究は、世界で初めて、CDKL5 欠損が
大脳の興奮性を異常亢進するメカニズムの
一端を明らかにすると共に、興奮性シナプス
受容体蛋白に特異的に作用する薬物が
CDKL5 変異によるてんかんの治療原理とな
る可能性を示し、今後の小児難治性てんかん
の分子病態機序と効果的治療法の解明への
重要な基盤となる意義がある。 
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