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研究成果の概要（和文）：アンジェルマン症候群（AS）モデルマウスにおける海馬・皮質興奮性神経細胞では
GABA持続抑制が減弱していたのに対し、視床ニューロンでは減弱を認めなかった。ASマウスの脳波では、低周波
成分のパワーが有意に高く、この異常はGABA受容体α5サブユニット選択的活性化剤、MP-Ⅲ-022の投与により改
善した。視床-皮質間におけるGABA持続抑制の不均衡がASのてんかん・脳波異常の原因となる可能性が示唆され
た。また、iPS細胞をもちいて、抑制性ニューロンの発火は正常であること、マウス神経細胞のCl-濃度を制御す
るトランポーターの発現は異常であることも明らかとなり、ASの病態生理の理解が深まった。

研究成果の概要（英文）：We investigated tonic inhibition of cortical pyramidal neuron and thalamic 
relay neurons in AS mice. Tonic inhibition was decreased in the hippocampus and the cortex, but not 
in thalamo-cortical relay neurons. AS mice showed significantly higherδ-θwave power in 
intracranial EEG. This epileptic feature was improved by MP-Ⅲ-22, positive allosteric modulator for
α5 subunit-containing GABAa receptors. By using iPS cells-derived neurons, we also discovered that 
intrinsic firing property is maintained in AS interneurons but intracellular Cl- regulating protein 
was dysregulated in AS model mice. These results suggest that not a global but a relative decrease 
in tonic inhibition in the cortex/hippocampus can disturb the regular thalamo-cortical networks, 
resulting in epilepsy of AS. Our findings can contribute to the deeper understanding of 
pathophysiology of AS and developing a new therapeutic strategy.

研究分野：小児神経
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究により、アンジェルマン症候群（AS)における皮質神経細胞選択的なシナプス外持続抑制の減弱がそ
の病態生理に重要であることを明らかにした。GABA作動性抑制は薬剤により調整可能であり、α5サブユニット
選択的陽性変力薬がてんかんの治療に有効である可能性が示唆された。持続抑制が全体に下がっているのではな
く、領域間の不均等により症状が発生しうる、という結果はこれまで全く報告されておらず、ASのみならず中枢
神経疾患全体への病態生理探索に一石を投じるものと思われる。また、クロライドトランスポーターの調整薬で
あるブメタニドも知的障害の改善に寄与することが示された。将来的な治療への応用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
AS は母性発現遺伝子 UBE3A を原因遺伝子とする遺伝性疾患であり、重度の精神発達遅滞，てん
かん，小脳失調を主徴とする（Kishino ら Nat Genet 1997）。UBE3A は蛋白ユビキチン化に関わ
り、基質とする蛋白の分解が阻害されることで神経機能障害をきたすと考えられている。AS モ
デルマウスとして母性 Ube3a ノックアウトマウス（AS マウス）が作成され、病態生理の解明が
進められているものの未だ有効な治療法は確立していない。申請者はこれまでに、小脳失調に係
わる機能障害として、①AS 小脳顆粒細胞において、シナプス外 GABA 受容体によって惹起される
GABA 持続抑制が著明に減弱していること、②その分子機構として細胞外 GABA 濃度を調整する 
GABA トランスポーター1（GAT1）の分解が UBE3A により制御されていることを明らかにし、GABA
持続抑制が AS の治療のターゲットとなりうることを世界にさきがけて報告した(Egawa ら，Sci. 
Trans. Med., 2012）。しかし、AS における GABA 持続抑制が脳の各領域でどのように障害され、
AS の脳機能障害にどのように関与しているのかという疑問は明らかにされていない。GAT1 の発
現パターンは脳領域によってことなり、視床などの基底核や視床下部では GAT1 発現神経細胞は
ほとんど存在しないとされている。従って AS における GABA 持続抑制減弱も脳領域毎に異なり、
AS 脳皮質・海馬では GABA 持続抑制が減少しているのに対し、視床・基底核では正常に保たれて
いる可能性が考えられる。この脳領域間での GABA 持続抑制の不均等性が正常な神経ネットワー
クを阻害し、AS のてんかん・認知機能障害の原因となっている可能性がある。また、ＡＳの発
症遺伝形式の差異によって、GABA 作動性抑制がどのように異なり、どのように表現型の差異に
影響を与えるのか、についても解明されていない。 
 
２．研究の目的 
GABA 作動性抑制が脳領域によって、また発症遺伝形式によって、それぞれ多様に障害されてい

る可能性を、疾患モデルマウスおよび患者由来 iPS 細胞を用いて検証する。さらに皮質・海馬選

択的に GABA 持続抑制を増強させる薬剤（PAM-GABArA5）による脳機能障害の改善を検討する。一

連の実験により「脳領域間での GABA 持続抑制障害の不均等が、AS 脳機能障害のメカニズムの一

つとなるとともに、遺伝形式による表現型の差異の原因となる」との作業仮説を検証することで、

AS の病態生理解明と、遺伝的背景に沿ったテイラーメイドな治療法の確立をめざす。 
 
３．研究の方法 
3-1 AS マウスの脳領域毎に異なる GABA 持続抑制機能不全 

AS マウス，WT マウスから皮質・海馬・視床・視床下部を含む冠状断脳急性スライスを用意し、

各々の領域の興奮性神経細胞に電位クランプによるパッチクランプ法を適応し、GABA 受容体ア

ンタゴニスト投与による電流シフトにより GABA 持続抑制を比較・評価した。GABA 持続抑制減弱

の原因となる GAT1 について、脳領域毎について Western blotting (WB) 、免疫染色にて発現を

評価し、機能不全とその多様性の機序を解析した。また、GABA 作動性抑制における重要な制御

因子であるカチオンクロライドトランスポーター（Cl-を取り込む NKCC1、汲み出す KCC2）の発

現についても WB 法にて解析した。 
 
3-2: AS 発症遺伝形式による GABA 作動性抑制の差異についての検証 

ドキシサイクリン誘導下に興奮性あるいは抑制性神経に分化が可能となる遺伝子が組み込まれ

た iPS 細胞をもちいて、遺伝的機序の異なる患者由来興奮性ニューロン・抑制ニューロンを分化

させた。それぞれにパッチクランプ法を適応し、細胞の発火能を検証した。 

 

3-3： GABA 持続抑制の多様性がもたらす神経機能障害と治療可能性の検証  

マウスの脳波異常、行動異常に対し、PAM-GABArA5（MP-Ⅲ-22、国際共同研究者 Dr James Cook 

より供与）を投与し、その改善を検証した。また、カチオンクロライドトランスポーターの機能

を調整する薬剤、ブメタミドを慢性投与し、認知機能障害、脳波異常に対する効果を検証した。 

 
４．研究成果 
3-1 AS マウスにおける皮質・海馬選択的 GABA 持続抑制の不全が脳波異常、不安様行動の原因

となる。 

 
急性脳スライス標本よりパッチクランプ記録を行い、AS モデルの海馬・皮質錐体細胞では GABA
持続抑制が減少しているのに対し、視床皮質投射ニューロンでは差異がないことを明らかにし
た。次に GABA 受容体アンタゴニストであるフルロセニルをもちいてけいれん誘発実験を行い、
AS マウスは成人～中年に相当する時期にけいれん閾値が有意に低下することを明らかにした。
皮質・海馬優位に発現し GABA 持続抑制を惹起する GABA 受容体 α5 サブユ ニットの陽性変力作
用（MP-III-022)を投与すると、AS マウスのてんかん発作閾値は上昇し、逆に視床優位に発現す



るδサブユニットの陽性変力薬（Gaboxadol） 投与では逆に低下した(図１)。脳波の周波数解析
を行い、AS にみられるδ～θ帯域のパワー亢進は、MP-III-022 で改善し、Gaboxadol で悪化す
ることを明らかにした。また、オープンフィールド試験でみとめられた不安様行動も MP-III-022
で改善することを明らかにした(図２)。これらの結果から、脳領域間での GABA 持続抑制の不均
等が AS のてんかん、および自閉症様症状に重要な役割を果たし、GABA 受容体α5サブユニット
の活性化は有望な治療戦略であることが示唆された。 
 

 
 
3-2 抑制介在ニューロンの発火は遺伝型で差異がない 
各遺伝型の患者より作成した iPC 細胞より興奮性ニューロン、抑制性ニューロンをそれぞれ分
化させ、発火能を検討したが、遺伝型毎で差異をみとめなかった。シナプス性抑制に関して、遺
伝型によって差異はないことが示唆された。 
 
3-3 AS マウスにおけるカチオンクロライドトランスポーターの発現異常が認知機能に関与し、
ブメタニドの投与によって症状は改善しうる。 
海馬において Cl-を取り込む NKCC1 の発現は AS モデルマウスで有意に亢進しており、KCC2 は逆
に減少していることを明らかにした。これらの結果からは、AS モデルマウスの神経細胞では細
胞内クロライド濃度が上昇していることを予想したが、グラミシジン穿孔パッチクランプ法に
より評価すると神経細胞内のクロライド濃度は平均すると差がなく、AS マウスの方が高い値を
示すものから低い値を示すものまで細胞毎の分散（ばらつき）がより大きいという結果が得られ
た（図 3）。GABA 持続電流の減少が、これらカチオンクロライドトランスポーターの発現異常に
よる細胞内クロライド濃度上昇を補償している可能性が考えられた。AS モデルマウスは物体認
識記憶の低下を示し、患者における知的障害を反映すると考えられる。NKCC1 を抑制することが
知られている利尿剤ブメタミドを Alzet 浸透圧ポンプにより慢性投与すると、物体認識記憶は
改善することが明らかとなった（図 4）。過剰となっている NKCC1 は、細胞内クロライド濃度の
平均に差がなかったとしても神経機能障害をきたしうることが示された。 
 
一連の結果から、GABA 持続抑制の領域間不均等および、細胞内 Cl-濃度を制御する NKCC1, KCC2
の発現の不均等が AS の脳機能障害に関与することが明らかとなった。このような GABA 作動性
抑制の制御不均等は薬剤で介入しうるものであり、今回もちいた薬剤、MP-III-022 およびブメ
タニドは AS の治療法として有望である可能性が考えられた。AS に対してはこれまで有効な薬物
療法が提示されておらず、AS 患者の症状緩和に貢献しうる成果と考えられる。 
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