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研究成果の概要： 
ヒト常染色体優性夜間前頭葉てんかん責任遺伝子（nACh receptor遺伝子変異：S284L）を導
入したラット（S284L-Tg）を作出し、脳波解析、行動解析、電気生理的機能解析の結果、Face 
validity（疾患とモデルの表現型の妥当性）、Construct validity（疾患とモデルのメカニズムの
妥当性）、Predictive validity（疾患治療薬がモデルにも有効）の 3点をクリアする世界初のて
んかんモデルラットであることを示し報告した（J.Neurosci 28 (2008) 12465-12476))。 
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１．研究開始当初の背景 
てんかん治療薬の開発やてんかんの電気生
理学的、神経薬理学的さらに神経病理学的な
基礎研究には従来からキンドリングラット
やカイニン酸等によるけいれんモデル動物
が使用されてきた。しかしながら、これらは
"けいれん"のモデル動物であり必ずしも分
子レベルでのヒト"てんかん"のモデルでは
なかった。同様に、自然発生のてんかんが多
種の動物に見られるものの、分子生物学的に
ヒトのてんかんと同じ異常を持つモデル動
物はまだ見つかっていない。このため、分子
レベルでのてんかんの病態解明、創薬のため
の実験動物が強く望まれていた。 

２．研究の目的 
(1)遺伝性ヒトてんかん病態のなかで、特にニコ
チン性アセチルコリン受容体(nAchR)に複数の変
異が見つかっているヒト常染色体優性夜間前
頭葉てんかん(ADNFLE)に着目した。分子生物
学・神経科学的な研究手法に耐えうる、ヒトてん
かんの原因となる遺伝子異常をもつ遺伝子改変
てんかんモデル動物の作出・系統確立を行う。 
(2)作出した遺伝子改変動物を用い、異なる遺伝
子異常から、どのようにてんかんという共通の病
態発症に至るかの機序解明を目的とする。 
３．研究の方法 
(1)遺伝子改変モデル動物作出・系統維持 
正規性が検証された cDNA を中枢神経特異
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性を有する PDGF プロモーターと共にベク
ターへ挿入し、SD 系ラットの受精卵へ注入
する。作出した strainを維持し、てんかん発
作の有無を指標に選別後、モデル動物の機能
変異を検証する。 
(2)タンパク機能解析と補正スクリーニング 
変異遺伝子と正常遺伝子を HEK293 細胞へ
導入し形質膜上に発現したタンパクの機能
解析をホールセルパッチ法を用いて検証す
る。 ニコチン受容体に対する選択的作動
薬・阻害薬に対する反応性を感受性・開口速
度・脱感作時間・イオン流入量を定量化して
検討する。形質膜上への輸送・発現機構をも
組織学的に検討する. 
(3)遺伝子改変モデル動物のスクリーニング 
S284Lを始めとする3種類のトランスジェニ
ックラットの生命予後、光顕レベルの組織学
的検索などの基本的スクリーニングを施行
する。 
(4)遺伝子改変モデル動物の行動解析 
以下の項目をルーチンとして行い、必要性に
応じて実施計画を修正する。 
記憶・学習  ：Water maze test, Passive 
avoidance test 
不安・抑うつ ：Social interaction test, 
Learned helplessness test, Elevated plus 
test, Forced swim test 
自発運動量  ：Spontaneous locomotor 
activity (circadian rhythm), Open field test 
(5) 神経伝達物質解析 
In vivo microdialysis・biosensor を用い、
acetycholine, adenosine, aspartate, ATP, 
dopamine, GABA, glutamate, glycine, 
norepinephrine, serotonin の１０種類の神
経伝達物質・修飾物質の開口分泌制御機構の
解析を行う。 
(6) 神経伝達伝播解析 
６４チャネル細胞外刺激装置を有する細胞
外電位２次元解析装置(optical-MED64)を用
い、皮質・皮質―海馬・視床―皮質路の神経
回路および周辺組織の興奮性伝播測定を施
行する。 
上記神経回路の興奮性伝播解析後に単一細
胞レベルの入力・出力をスライスパッチクラ
ンプを用いて解析する。 
(7) タンパク発現解析 
既に作出に成功したS284Lトランスジェニッ
クラットで得られた、発現変動があった 80
種類のタンパクに加えて、前述の４－２）で
施行した、マイクロアレイ・real-time PCR
で解析タンパクを追加選定し、脳各部位を
Glovinsky の方法に従い、細胞質分画・形質
膜分画・小胞分画・ER 分画で Western blot
法で発現タンパクの変動を解析する。 
４．研究成果 
(1) モデル動物作出 
ヒト夜間前頭葉てんかん（ADNLF)の原因遺

伝子はニコチニック性 Ch チャンネルをコー
ドしており、 及び サブユニットに数種類
の変異が人より見つかっている。 および
サブユニットにヒトと同じ変異を持つ遺伝
子改変動物、S284L-TGの 1系統および 4系
統の 2 変異導入ラットを作出した。
S284L-TGおよび 2変異の 2系統において、
脳波記録およびビデオによる行動観察同時
記録により自発性痙攣発作が確認された。ま
た 1年以上の長期飼育が可能であり、繁殖性
にも特に異常は見られなかった。また、幼若
期から、老齢期の動物の組織学検索において
は奇形等など著明な解剖学的異常は見られ
なかった。これらのヒトと同じ変異を導入し
た遺伝子改変動物は、発現量、組織学的検索、
長期飼育、繁殖性には異常なく、自発痙攣発
作の行動および脳波上での痙攣発作が見ら
れることより、てんかんのモデル動物として
機能解析に値すると考えられた。異なる変異
にから、同様なてんかん病態にいたる細胞内
情報伝達系異常の解析に役立つモデル動物
としての応用が、今後可能とした。 
(2)遺伝子改変動物モデル機能解析 
①S284L-TG モデルの Construct validity 
この遺伝子改変ラットは にヒトと同じ変
異導入した ADNFLEモデル動物である
(S284L-TG)。ADNFLE変異部位を下図に示
す。 

 
②S284L-TG モデルの Face validity 
脳波およびビデオの同時解析により、ヒトに
観察される痙攣発作(“paroxysmal arousals,” 
“paroxysmal dystonia,” “episodic 
wandering”)と同様な発作波形および行動を
呈した。しかも、その発作は、ヒトの場合と
同様、睡眠脳波出現時に発生し(下図に睡眠時
けいれん発作脳波を示す)、また発作焦点は大
脳皮質運動野から起きており、ヒトの病態と
同一であった。つまり、S284L-TGの性質は
ヒトADNFLの診断基準を満たすものであっ
た。 

 
③S284L-TG の Perdictive validity 
S284L-TGの脳波上の痙攣発作波に対する抗
痙攣薬の効果は、ジアゼパム、ゾニサミドは



 

 

抑制効果を持つが、カルバマゼピンは抑制効
果を持たなかった。この性質もヒト
ADNFLEの場合と同様であった。 
(CBZ：カルバマゼピン、DZP：ジアゼパム、
ZNS：ゾニサミドをそれぞれ 2週間投与によ
る発作間欠期異常脳波数の変化を下図に示
す) 

以上のことより S284L-TGはてんかんモデ
ルラットとして①疾患とモデルのメカニズ
ムの妥当性、②疾患とモデルの表現型の妥当
性③疾患治療薬がモデルにも有効であるこ
と、の 3点をクリアする世界初のモデル動物
である（雑誌論文②）。 
④S284L-TGの病態解析 
このモデル動物が示す細胞レベルでの機能
異常を明らかとした。 
i)覚醒から睡眠に以降する際、脳内での興奮
性神経伝達物質であるグルタミン酸は、正常
動物においては、減少する。ところが
S284L-TGにおいては、この際の減少がみら
れない。 
ii)その機構として、抑制性神経伝達物質であ
る GABAの伝達機構の減弱が起きているこ
とを電気生理学的に証明した。この抑制系
GABA系の減弱により、相対的に興奮系の増
強がおこり、痙攣発作をひきおこしていると
考えられる。下図に S284L-TGにおけるニコ
チン誘導性の GABA応答の減弱例を示す。 

 
⑤てんかん原性の病態機構 
S284L-TGにおいて、けいれん発作発症機構
に、④のメカニズムの関与を明らかとした。
しかしながら、遺伝子変異がいかにして、て
んかん原性を引き起こすかに関してはまだ
明確な機構は明らかとなっていない。そこで、
痙攣発作発症以前より、細胞レベルの機能異
常を探索した。その結果、やはり④-ii)とは異
なる GABA系の異常が既に発現しているこ
とを見いだした。遺伝子異常からてんかん病

態にいたる機構解明に、S284L-TGの痙攣発
作発症以前の情報伝達機構のゆがみを標的
として解析を行うことにより病態機構の解
明および治療につなげることが可能と考え
られた。 
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