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研究成果の概要（和文）：常染色体優性夜間前頭葉てんかん(ADNFLE)責任遺伝子、CHRNA4 遺伝子のS284L変異に相同す
る、ラットChrna4変異遺伝子（S286L）とCre遺伝子を導入した、遺伝子組換えラット(S286L-TG)を作出した。このS286
L-TGは、ヒトADNFLE患者と同等のてんかん発作特性を獲得しており、S286L変異がADNFLE病態の中核的役割を果たして
いる可能性が示唆された。しかし発症後にS286L変異Chrna4遺伝子を失活させたが、ADNFLEは改善せず、S286L変異はAD
NFLEのてんかん原生に深く関与するが、発作原生には影響しない可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Mutations of genes (CHRNA4, CHRNB2, or CHRNA2) of neuronal nicotinic ACh receptor 
(nAChR) cause autosomal dominant nocturnal frontal lobe epilepsy (ADNFLE) in human. ADNFLE-related seizure
s are seen exclusively during slow wave phase sleep. We generated transgenic rat strains that harbor a mis
sense mutation S286L rat Chrna4 gene, which had been identified in CHRNA4 in ADNFLE with Cre gene (S286L-T
G). S286L-TG was free of biological abnormalities, such as dysmorphology in CNS, and behavioral abnormalit
ies. To clarify the effects of S286L mutantion on epileptogenesis and ictogenesis of ADNFLE, after ADNFLE 
onset, S286L-TG was administrated tamoxifen (Cre inducer agent). The degradation of S286L mutant Chrna4 in
duced by Cre did not affect ADNFLE seizures. These results suggest that S286L mutant Chrna4 gene probably 
plays important roles in the development of epileptogenesis, but did not affect ictogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
1995年にADNFLE家系からCHRNA4遺伝
子変異(S280F)が同定され、これ以降、数多
くの機能性神経精神疾患の病態に遺伝子変
異が関与する可能性を示唆する研究結果が
報告されてきていた。本邦でも、1999 年に
ADNFLE 日本人家系から CHRNA4 の
S284L 変異の発見以降、多くのてんかん・熱
性けいれんの責任遺伝子・感受性遺伝子が発
見されてきた。特に、この S284L 変異は、
韓国・ポーランド・レバノンの ADNFLE 家
系でも同様の変異が発見され、オーストラリ
アでは孤発性夜間前頭葉てんかん(NFLE) 
からも発見されるなど、ADNFLE/NFLE の
責任遺伝子の中では最もメジャーな変異と
考えられている。しかし、これら変異が
ADNFLE の病態にいかなる機序を介して関
わるのかは明かにはされていなかった。 
 
２．研究の目的 
過去１５年間にわたる、特発性てんかん家系
調査とゲノム解析から、“てんかん”及び“熱
性けいれん”で構成される発作関連性疾患の
責任遺伝子と感受性遺伝子と予想される、数
多くの点変異を同定してきた。しかし、これ
らの候補遺伝子が、いかなる機構を介して発
作関連性疾患の病態に関わるかは明らかに
されていない。本研究計画では、本邦で同定
された、常染色体優性夜間前頭葉てんかん
（ADNFLE）家系で同定された、ニコチン性
アセチルコリン受容体α4 サブユニットをコ
ードするCHRNA4遺伝子のS284L変異を標
的とした、ADNFLE 病態解析を試み、今後
開発が期待される、慢性疾患に対する遺伝子
治療の可能性を模索した。 
 
３．研究の方法 
（１）使用動物 
ヒト S284L 変異型 CHRNA4 遺伝子に相同する、
ラット S286L 変異型 Chrna4 遺伝子と Cre 遺
伝子を導入した、S286L-TG を作出した。 
本研究計画は、三重大学動物実験委員会及び
三重大学組換えＤＮＡ実験安全委員会の承
認を受けて、これら委員会の策定する指針に
従い実験を行った。 
 
（２）脳波解析（発作焦点解析） 
発作焦点解析には、1.8%イソフルレン麻酔下
で、twisted bipolar stainless steel wire 
electrodes を、sensorimotor cortex (A=2.0 
mm, L=4.0 mm, V=1.8 mm relative to bregma)、
basolateral amygdala (A=2.8 mm, L=5.0 mm, 
V=7.5 mm)、ventrolateral thalamic nucleus 
(A=2.3 mm, L=1.8 mm, V=5.4 mm)に挿入した。 
 
（３）睡眠覚醒リズムと発作発現解析 
1.8%イソフルレン麻酔下で、I-type マイク
ロダイアリーシスプローブを sensorimotor 
cortex (A=2.0 mm, L=4.0 mm, V=1.8 mm 
relative to bregma)に挿入した。同時にビ

ス 電 極 を 前 頭 葉 と 後 頭 葉 に 挿 入 し 、
radiotelemetry unit (UniMec 1000TE-10202, 
Unimec, Tokyo, Japan)に接続した。脳波は、
receiver unit (UniMec ITE1000R, Unimec)
で受信し, NOTOCORD-hem system (Primetech, 
Tokyo, Japan)でアナログ信号をデジタル化
し解析を行った 9-11)。 
 
（４）S286L 変異型 Chrna4 遺伝子失活の
ADNFLE 発作に対する効果 
生殖可能週齢以降に ADNFLE 発作を呈した
S286L-TG に対し、Cre 誘導薬であるタモキシ
フェンを慢性投与し、S286L 変異型 Chran4 遺
伝子を失活させたのち、脳波解析を行い、発
作発現頻度の変化を解析した。 
 
４．研究成果 
 
（１）S286L-TG の生物学的特性 
①中枢神経系における形態学的変異、行動変

異は認められなかった 
②発達過程の偏倚も野生型と比較し大きな

変化を検出できなかった。 
③生殖能力も野生型と比較し大きな変化は

検出できなかった。 
 
（２）てんかん発作特性 
①６週齢以降に前頭葉を焦点とする、

interictal discharge が観察され、生殖
可能週齢である 8 週齢以降 ictal 
discharge が観察された。 

②S286L-TG の ADNFLE 発作は、ヒト S284L 変
異型 CHRNA4 遺伝子を保有する ADNFLE 患
者と同等の抗てんかん薬感受性を獲得
していた。 

 
（3）ADNFLE 病態における S286L 変異型
Chrna4 遺伝子 
①8週齢以降にタモキシフェン（Cre 誘導薬）

を慢性投与し、タモキシフェンの
S286L-TG の前頭葉を焦点とする、ictal 
discharge および interictal discharge
の発現頻度に対する効果を脳波解析に
より検討した。 

②タモキシフェン投与後も ADNFLE 発作頻度
に変化はなく、S286L 変異型 Chrna4 は、
少なくとも、ADNFLE 発症後における
ictogenesis に対する影響は非常に軽微
である可能性が示された。 

③一方、S286L 変異型 Chrna4 遺伝子導入が、
相同するヒト S284L 変異型 CHRNA4 を有
する ADNFLE 患者同様の発作徴候を有す
ることから、てんかん原生発達に対して
は大きな役割をはたしていす可能性が
示された。 

 
本研究結果から、少なくとも家族性てんかん
家系から同定された変異遺伝子は、家族性て
んかんの分子病態における、てんかん発症前
段階の病態成熟過程における中核的役割を



果たしていると考えられるが、発症後の発作
発現機序に対する影響は軽微であり、発症後
の治療標的としては合理的ではない可能性
が示された。 
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