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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、てんかんモデルマウスとして Efhc1 遺伝子改変マウスを用い、てんかん発症機序
を解明することを目的とした。痙攣誘発剤の投与により、ヘテロおよびホモ変異マウスで痙攣
感受性が有意に上昇している事、変異マウスで自然誘発性ミオクローヌスが頻出する事を見い
だした。これらの結果は、myoclonin1 タンパクの減少または機能喪失が EFHC1 遺伝子変異によ
るてんかんの分子基盤である可能性を示唆する。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We observed frequent spontaneous myoclonus and increased seizure susceptibility in mice 
with Efhc1 deficiency. These results suggest that reduction or loss of function of myoclonin1 
may be the molecular basis for epilepsies caused by EFHC1 mutations. 
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１．研究開始当初の背景 
若年性ミオクロニーてんかん（JME）は、思
春期(8〜20 歳)に発症し、ミオクロニー発作、
強直間代発作などを特徴とする最も頻度の
高い特発性てんかん(てんかん発作のみを症
状とし、脳内病変を特定することが出来ない
機能性てんかん)の一つである。原因となる
遺伝子は、複数あることが予想されている。

申請者らは、以前、遺伝的連鎖解析、ポジショナ
ルクローニングにより、候補領域の一つである第
６番染色体短腕領域 6p12 から新規の原因遺伝子
EFHC1 の同定に成功した。この遺伝子から家系内
で連鎖を示す 5 種類のミスセンス変異をメキシ
コの JME 6 家系から発見した(Suzuki et al. Nat. 
Genet. 36, 842-849)。さらに、最近申請者らのグ
ループは、新たな 4 種類の JME 疾患変異（2 種類



のミスセンス変異、1 つのナンセンス変異と
1 つのフレームシフト変異）を発見し報告し
た (Medina et al., Neurology, 2007)。ま
た、EFHC1 の疾患変異は、複数のグループよ
り報告が続いており、それらの変異は、JME、
若年性欠神てんかん、潜因性の側頭葉てんか
ん、さらに非分類型の特発性全般てんかんか
ら見いだされた。このことより、EFHC1 は JME
発症に関与しているだけでなく、特発性全般
てんかんの痙攣誘発に広く関与している可
能性もでてきている。現在までに同定されて
いる特発性てんかん原因遺伝子のほとんど
がイオンチャネルをコードしているが、
EFHC1 はイオンチャネルをコードしない機能
未知のタンパク myoclonin1 をコードしてい
る。Myoclonin1 タンパクには 2種類のアイソ
フォームがある。一つは、DM10 と呼ばれる機
能不明のドメインを 3つ、更に EF-hand と呼
ばれる、カルシウム結合タンパクでよく見ら
れるカルシウムイオン (Ca2+) 結合モチーフ
を 1 つ持つ、640 アミノ酸からなるタンパク
（long フォーム）で、もう一つは、DM10 を 1
つだけ持ち 278 アミノ酸からなるタンパク
（short フォーム）である。Myoclonin1 の機
能については、細胞レベルにおいて、a) 
myoclonin1 をマウス海馬の初代培養神経細
胞に強制発現させると、細胞死を誘導する効
果が見られるが、疾患変異を導入した
myoclonin1 (変異型) を強制発現させると、
野生型で見られた細胞死の効果が有意に減
少する、b) R-タイプ•カルシウムチャネル
(Cav2.3) が myoclonin1 に結合する、 c) 
Cav2.3 を安定的に発現させた細胞株に
myoclonin1 の野生型を強制発現させると
Cav2.3 の電流を特異的に増加させるが、変異
型を強制発現させると、野生型で見られるほ
どの電流増加を起こさない、などが分かって
いる (Suzuki et al., 2004)。しかし、生体
内におけるこの遺伝子のコードするタンパ
クの機能は解明されていない。Myoclonin1 が
クラミドモナスの軸糸、マウス精子の鞭毛の
ような運動性を持つ繊毛で発現していると
報告された (Ikeda et al., 2005)。また、
脳室表面における繊毛の運動性の低下が脳
脊髄液の灌流不全をまねき、それにより Slit
蛋白の濃度勾配が側脳室壁面にできなくな
り、神経芽細胞の移動方向に影響を与えると
の報告があり (Sawamoto et al., 2006)、こ
れらの報告から、繊毛の運動性と細胞の移動
の異常が JMEの発症に関わっているのではな
いかとの仮説 (King et al., 2006)もでてき
ている。前述のように、てんかん家系を用い
た研究において EFHC1の変異がてんかん発症
に関与している事は示されているが、JME の
発症機序は明らかとされていないなかった。 
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２．研究の目的 
若年性ミオクロニーてんかん（JME）は、思春期に
発症する最も頻度の高い特発性てんかんの一つで
ある。申請者らは、原因遺伝子の一つとして新規
の遺伝子 EFHC1 の同定に成功した。EFHC1 の疾患
変異は、複数のグループより報告が続いており、
それらの変異は、JME、若年性欠神てんかん、潜因
性の側頭葉てんかん、さらに非分類型の特発性全
般てんかんから見いだされた。このことより、
EFHC1 は JME 発症に関与しているだけでなく、特
発性全般てんかんの痙攣誘発に広く関与している
可能性もでてきている。現在までに同定されてい
る特発性てんかん原因遺伝子のほとんどがイオン
チャネルをコードしているが、EFHC1 はイオンチ
ャネルでない機能未知のタンパクをコードしてい
る。本研究では、Efhc1 遺伝子改変マウスを解析
する事により、新たなてんかん発症機序の解明を
目的とした。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子改変マウス痙攣発作の解析 
 自然誘発性の痙攣発作が有るかどうかを脳波測
定および筋電図測定を用い観察した。筋電図にお
いてミオクロニー発作が検出された時の脳波を加
算平均し、解析した。痙攣感受性を検討するため
に、痙攣誘発剤として使われている、ペンチレン
テトラゾール(PTZ)を複数個体の野生型、ヘテロ、
ホモマウスに投与し、ヘテロ接合体(ヘテロ)また
はホモ接合体（ホモ）マウスの痙攣感受性が野生
型マウスと比べ高くなっているのかどうかを検討
した。痙攣感受性の評価は、痙攣誘発剤投与から
ミオクロニー発作、間代発作、全身性の強直・間
代発作が観察されるまでのそれぞれの時間により
行った。4-5 ヶ月齢と 9-12 ヶ月齢の 2グループで



検討した。 
 
(2) 脳の構造異常の解析 
 申請者らの提示した、『EFHC1 の疾患変異に
よって、細胞死誘導効果を失うことにより異
常な神経細胞が残存し、易興奮性の神経ネッ
トワークの形成に繋がり JME が発症してい
る』という仮説を検証するために、Efhc1 遺
伝子改変マウスの脳の構造、神経細胞および
その他の細胞の配列、配置、数の異常がない
か確認した。胎生期から出生 4ヶ月齢程度ま
での幾つかのステージで、複数個体のマウス
の脳切片を作成し、ヘマトキシリン・エオシ
ン染色またはニッスル染色を行い、同腹の野
生型、ヘテロ、ホモの切片間で構造および神
経細胞の数に異常がないか確認した。抑制性
の神経細胞の異常により、神経細胞の興奮-
抑制のバランスが崩れ、ニューロンの過興奮
が生じ、てんかん発症につながっている可能
性が考えられたので、抑制性の神経細胞の脳
内での分布に異常があるのか、免疫組織染色
法により、抑制性の神経細胞のマーカー（パ
ルブアルブミン、カルビンジン、GAD65/67、
ソマトスタチン、カルレチニン）を用いて、
同腹の野生型、ヘテロ、ホモマウスの脳切片
間で差がないかを確認した。 
 
(3) 脳室内繊毛の運動性低下の検討 
 マウス myoclonin1 が運動性を持つ繊毛に
おいて高発現しているとの報告(Ikeda et 
al., 2005)があるが、この報告の中では、精
子の鞭毛および気管支の繊毛を持つ細胞で
の Myoclonin1 の発現は確認されているが、
脳内での myoclonin1 の発現部位は検討され
ていないなかった。申請者らは、抗 
myoclonin1 抗体を用いて、野生型マウスの脳
における myoclonin1発現部位の確認を行い、
側脳室、第三脳室、中脳水道、および第四脳
室周囲の上衣細胞の持つ繊毛において発現
が見られることを確認済みである（Suzuki et 
al., 2008）。この抗体の染色特異性は、ノッ
クアウトマウスの脳切片を用い、繊毛におい
て染色が見られない事により確認されてい
る。脳室周囲の繊毛において myoclonin1 の
発現が確認されたこと、さらに、遺伝子改変
マウス(ホモ接合体)において脳室拡大が観
察されたことから、遺伝子改変マウスにおけ
る、脳室周囲の上衣細胞繊毛について検討し
た。繊毛の構造に異常があるかどうか調べる
ために、走査型電子顕微鏡で繊毛長さ、直径
を観察した。また、繊毛の運動性について、
高速ビデオを用い繊毛運動を撮影し、運動率
を求めた。 
 
 
 
４．研究成果 
Efhc1 遺伝子改変マウスを解析した結果、遺

伝子改変マウス (ヘテロおよびホモ接合体)にお
いて自然誘発的なミオクローヌス発作が野生型と
比べ７〜８倍多く出現することがわかった。この
ミオクローヌス発作出現時に異常な活動電位が加
算平均した脳波に出現することが観察された。け
いれん誘発剤であるペンチレンテトラゾールを投
与し、けいれんを生じるまでの時間を測定したと
ころ、4～5 月齢、9～12 月齢ともにヘテロ接合体
およびホモ接合体マウスで、野生型に比べてけい
れんを生じるまでの時間が大きく短縮され、この
結果は、これら遺伝子改変マウス (ヘテロおよび
ホモ接合体)で、痙攣感受性が高くなっている事を
示唆した。Efhc1 遺伝子改変マウスがてんかん患
者と類似の症状を示したことから、Efhc1 の欠損
がてんかんを引き起こすことを示唆する直接的な
生物学的証拠として報告した(Suzuki et al., Hum. 
Mol. Genet., 2009)。さらに、遺伝子改変マウス(ホ
モ接合体)において脳室拡大が観察され、その原因
が、脳室壁の上衣細胞繊毛の運動機能の低下によ
る、脳脊髄液の灌流不全によるものであることも
明らかにし、併せて報告した(Suzuki et al., Hum. 
Mol. Genet., 2009)。これらの成果は、EFHC1 遺
伝子異常が確かにてんかんの発症につながること
を確認するとともに、myoclonin1 タンパクが上衣
細胞繊毛運動機能に関与していることを示唆する
ものとなった。EFHC1 遺伝子変異により引き起こ
されるてんかんの発症機構を理解することは、若
年性ミオクロニーてんかんばかりではなく、てん
かん全体の発症メカニズムの理解にもつながると
予想され、今回の成果と Efhc1 遺伝子改変モデル
マウスは、今後、治療法の開発・改良にも大きく
寄与することが期待される。 
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