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研究成果の概要（和文）：発達性およびてんかん性脳症を引き起こす患者6,045例の全エクソーム解析データを
用いて遺伝子変異を探索した。その結果、5例から新規遺伝子であるSEMA6Bにde novoのフレームシフト変異を検
出した。これらの遺伝子変異はタンパク質短縮型となり、全てナンセンス変異依存性メッセンジャーRNA分解を
受けない最終エクソンに存在した。ゼブラフィッシュを用いたin vivoモデルにより変異の効果を検証した結
果、神経細胞の異常を認め、ヒトのミオクローヌスてんかん様行動が観察された。以上より、SEMA6B遺伝子変異
によって異常な短縮型タンパク質が産生されることが、本疾患の原因であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In order to identify for novel candidate genes causing developmental and 
epileptic encephalopathies, we searched for genetic mutations using whole-exome sequencing data of 
6,045 patients. As a result, we detected de novo mutations in SEMA6B, a novel gene, in five 
patients. These mutations resulted in a truncated protein and were all located in the last exon, 
which was prevented nonsense mediated mRNA decay. The effect of the mutations was verified by an in 
vivo model system using zebrafish, which mimicked neuronal abnormalities and myoclonus epilepsy-like
 behavior in humans. Thus, we hypothesized that the production of an abnormal truncated form of 
SEMA6B protein by the gene mutation is the cause of this disease.

研究分野：分子遺伝学

キーワード： 進行性ミオクローヌスてんかん　全エクソームシーケンス　ゼブラフィッシュ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
てんかんの発症はイオンチャネルに関わる遺伝子の異常が主な原因とされているが、本研究により新たに同定さ
れたSEMA6B遺伝子は、神経軸索ガイダンスの伸長抑制作用を持つ。SEMA6B遺伝子を新規責任遺伝子として同定し
たことで、てんかんを引き起こす新たな発症経路が中枢神経系の発達と関連していることを明らかにした。本研
究の成果は、早期発症型てんかんの分子診断や病態メカニズムの解明、治療薬の開発に寄与する。

※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 
 
乳幼児期に発症する早期発症型てんかんは難治性に移行することが多く、乳幼児の脳神経系
の発達に重大な影響を及ぼす。早期発症型てんかんは遺伝的要因によって発症することが強く
示唆され、責任遺伝子が明らかになりつつある。申請者らは、これまでに 42 症例から病因とな
る遺伝子変異の全エクソーム解析を実施し、責任遺伝子を探索した結果、てんかん発作と重度の
知的障害を呈した 1家系から新規候補遺伝子となる SEMA6B を単離した。さらに、当研究室の診
断未確定症例からの追加で、計 3 家系から異常なトランケート型タンパク質の発現が予想され
る 3 種類のフレームシフト変異を見出した。SEMA6B は細胞間の情報伝達に関わるタンパク質で
ある膜貫通型セマフォリンの 1つで、中枢神経系の発達に関与すると考えられるが、これまで疾
患責任遺伝子としての報告はない。SEMA6B が関わるてんかん発症の分子メカニズムは不明であ
り、原因の究明が求められる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、SEMA6B を早期発症型てんかんの新規責任遺伝子として同定するために、さらな
る症例の収集に加え、培養細胞による in vitro 解析および in vivo モデルによる表現型の検証
を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）SEMA6B 遺伝子変異を有する症例の追加検討 
① 公共の発達障害エクソームデータベース(Deciphering Developmental Disorders (DDD) 
study)に登録された、てんかんを呈する 4,293 家系のデータを検証し、SEMA6B 遺伝子変異を検
索した。 
② てんかん症例および関連疾患症例（1,752 例）に対し全エクソーム解析を施行し、SEMA6B 遺
伝子変異の探索を行った。 
 
（２）SEMA6B 遺伝子変異がプレキシン受容体に及ぼす影響の評価 
 SEMA6B はセマフォリンファミリーに属する膜結合型タイプの 1 つである。セマフォリンは神
経成長円錐を退縮させ軸索の伸長を抑制する因子として同定された内因性のタンパク質であり、
プレキシン受容体が結合することにより活性化される (Nogi et al., 2010) 。SEMA6B と受容体
である PLXNA4 の結合性を確認するために、共免疫沈降を行った。野生型および 3種類の SEMA6B
変異発現ベクターを作製し、HEK293T 細胞および COS1 細胞で発現させた。 
 
（３）ゼブラフィッシュを用いた発症機構の解析 
① ヒトの野生型およびトランケート型 SEMA6B を一過性に過剰発現させ、表現型の評価を行っ
た。上記で作製した SEMA6B 変異発現ベクターより mRNA を合成し、ゼブラフィッシュ受精卵に注
入した。モルフォリノアンチセンスオリゴを用いた SEMA6B ノックダウンによる効果を検証した。 
② CRISPR/Cas9 システムによるノックアウトゼブラフィッシュの作製を行った。トランケート
型の異常な sema6b タンパク質を蓄積させるよう、最終エクソンを gRNA の標的とした。
crRNA/tracrRNA および Cas9 タンパク質を、ゼブラフィッシュ受精卵に注入した。 
神経細胞の発生に及ぼす影響は、免疫染色を行い、形態を観察した。DanioVision 行動解析シ
ステムを用いて痙攣・てんかん様異常行動の有無を評価した。 
 
４．研究成果 
 
 発達性およびてんかん性脳症を呈する患者 1,752 例の全エクソーム解析データおよび DDD 
study に登録された、てんかんを呈する 4,293 例の全エクソーム解析データから疾患の原因が疑



われる遺伝子変異を探索した。そ
の結果、5家系 5症例から 4種類
の SEMA6B にフレームシフトを伴
うトランケート型のヘテロ接合
性変異を検出した（家系 3および
家系 4は同じ変異）【図 1】。見出
された変異は全ての家系におい
て de novo で生じていた。これら
の遺伝子変異は、全てナンセンス
変異依存性メッセンジャーRNA 分
解(NMD)を受けない最終エクソンに存在した。NMD の効果を検証するために、患者由来のリンパ
芽球様細胞を用いて RT-PCR を行った結果、変異アレルは NMD による分解を受けず、野生型アレ
ルと同等に発現していた。これらのフレームシフト変異は SEMA6B の C末端をコードする細胞内
領域（ICD: intracellular domain）の途中で終始コドンを生成するため、細胞内領域が欠損し
たトランケート型の SEMA6B タンパク質が産生されると考えられた。一方で、一般集団の遺伝子
バリアントデータベースに登録されているトランケート型変異は、NMD を受ける領域に存在した
【図 1】。以上より、SEMA6B の細胞内領域をコードする C末端が欠損したトランケート型の異常
な SEMA6B が産生されることが、本疾患の原因である可能性が示唆された。 
 
 SEMA6B と PLXNA4 における結合性が、SEMA6B の変異効果により影響を受けるか検証した結果、
SEMA6B の野生型と変異体において結合能力に差は認められなかった。セマフォリンは、受容体
と結合することで他の膜貫通タンパク質と相互作用することが知られている(Battistini et 
al., 2016)。この相互作用はセマフォリンの ICD を介してリバースシグナル伝達を生じるが、
ICD が欠損した場合このシグナル伝達に異常を来たす(Perez-Branguli et al., 2016)。患者よ
り検出された変異も同様に、リバースシグナル伝達異常を引き起こすことが示唆されるため、今
後さらなる検証が必要と考える。 
 
モデル実験動物のゼ
ブラフィッシュを用い
て、変異の病原性を検
証した。過剰発現およ
びノックダウンでは効
果が得られなかったた
め、CRISPR/Cas9 システ
ムによりsema6b変異体
を作製した。その結果、
sema6b の細胞内領域が
欠損したモザイク変異
体（F0 世代）の中枢神
経において、神経細胞
の減少が観察された
【図 2-A】。また、ペン
チレンテトラゾール
(PTZ：けいれん誘発剤)
を使用した実験を行
い、sema6b 変異体の行
動をモニタリングした。NMD を受けない(NMD-)sema6b モザイク変異体では、NMD を受ける(NMD+)
変異体よりも行動量が増加した【図 2-B】。NMD-変異体では、体を横倒しにした異常遊泳、不随
意運動のようなヒトのミオクローヌスてんかんに類似した行動が顕著に認められた【図2-C, D】。 
 
以上の解析結果から、SEMA6B が進行性ミオクローヌスてんかんの新規責任遺伝子であること
を明らかにした。今後の展望としては、ICD が欠損することによる病態メカニズムの解明、モデ
ル動物を利用した治療法の開発が考えられる。 
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