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研究成果の概要（和文）：熱性けいれん患者より発見された過分極活性型環状ヌクレオチド依存性チャネル(HCN)変異
遺伝子をiPS細胞と神経系の細胞に遺伝子導入し、神経分化に伴うHCN2の働きの変化をパッチクランプ法を用いて検討
したところ、ラット海馬CA1細胞において変異型ではコンダクタンスが上昇していた。また細胞内のチャネル蛋白の分
布については、PC-12において細胞膜への移行が確認された。動物神経細胞実験においても培養細胞と同様の結果が得
られ、今回の研究はこの遺伝子変異をもつことにより個体が熱性けいれんを発症しうる可能性を示唆した結果になり、
熱性けいれんの病態解明の一助になることが大いに期待されるものである。

研究成果の概要（英文）：Novel HCN2 mutation (S126L) found in Febrile Seizure patients was transfected to 
iPS cells and cultured neurons. The function of HCN mutant protein was examined by using the patch clamp 
method. The conductance in rat CA1 neurons transfected mutant HCN2 was increased and the distribution of 
the channel protein showed migration to the cell membrane in PC12 cells. These results of the neuronal 
cells' experiment was similar to that of the cultured cells' experiment.
These results suggest that animals with this HCN2 mutation might have the possibility of causing Febrile 
Seizure. And these results might help to elucidate the mechanism of Febrile Seizure.

研究分野：パッチクランプ法を用いたイオンチャネル電流の測定ならびに電気生理学的解析
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１．研究開始当初の背景 
熱性けいれんは生後６ヶ月から５歳ごろ
に好発する、３８度以上の発熱に伴って発症
するけいれん疾患であり頻回に遭遇する救
急疾患のひとつである。熱性けいれんが発症
する原因として｢サイトカイン値の上昇｣｢ウ
イルス感染｣などがあげられているが、詳細
なメカニズムについては未だ明らかにされ
ていない。 
申請者は熱性けいれんと脳内の過分極活
性型環状ヌクレオチド依存性陽イオンチャ
ネル(HCN)を構成する遺伝子である HCN2
の関係に注目した。HCN チャネルの働きは
ナトリウム・カリウムイオンの細胞内外への
移動であり(Ih 電流と呼ばれる)、神経細胞の
静止膜電位の決定に大きく関与していると
考えられている。 
申請者は熱性けいれん患者をスクリーニ
ングし、本邦において初めて熱性けいれん患
者から HCN2 遺伝子変異(S126L)を発見し
HCN2遺伝子変異体の機能解析を行った。こ
の結果、HCN2変異遺伝子を持つチャネルは
野生型 HCN2 チャネルよりも温度に対する
感受性が上昇したことを発見した。この実験
では培養細胞に HCN2 変異遺伝子のみを導
入した系であり、変異型HCN2チャネルが活
動電位にどのような影響を及ぼしているの
か不明であり、またヒト神経細胞における変
異型 HCN2 チャネルの機能評価が不可能で
あった。以上から申請者はHCN2と熱性けい
れんの因果関係を探るべく、以下を目的とし
て研究を行う。 
 
２．研究の目的 
(1) 変異型HCN2遺伝子と神経系に発現して
いるイオンチャネルをコードする遺伝子を
数種類の培養細胞に導入し、生理的評価を行
う。 
(2) ラット海馬の CA1錐体細胞を単離・培養
し変異型HCN2遺伝子を導入する。野生型と
の違いを生理学的、生化学的に評価する。 
(3) iPS細胞に変異型HCN2遺伝子を導入し、
神経細胞に分化・誘導する。分化誘導後、HCN
チャネルの発現形態に変化が見られるか、ま
た静止膜電位や活動電位の発火パターンに
変化が見られるかを経時的に観察し野生型
と比較検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) GFP 遺伝子などのマーカー遺伝子と連結
した HCN2 変異遺伝子と、脳神経細胞に発現
しているナトリウムチャネルを構成する遺
伝子(SCN1A, SCN8A)を遺伝子導入試薬又はエ
レクトロポレーション法を用いて培養細胞
に導入し、変異型 HCN2 チャネルとナトリウ
ムチャネルを共発現させる。またラット海馬
から単離・培養した CA1 錐体細胞に対して
も同様の遺伝子導入を行う。 
 
(2) 蛋白発現後、パッチクランプ法を用いて

HCN2 チャネル電流の測定、膜電位の測定、活
動電位の測定を行い、変異型 HCN2 遺伝子が
静止膜電位や活動電位にどのような影響を
与えているのかを野生型と比較検討する。
「熱性けいれん」を同様の環境による実験を
行うため温度上昇時の静止膜電位や電流の
変化の測定もあわせて行う。HCN チャネルは
樹状突起において多く発現しているという
報告があるので PC-12 や CA1 細胞を使用した
場合はGFPなどのマーカー遺伝子を用いて変
異型 HCN2 チャネルの分布も観察する。 
 
(3) iPS細胞は健常人由来の201B7を使用する。
iPS細胞から分化した神経幹細胞球にHCN2変
異遺伝子を導入する。分化・誘導については、
マウス ES 細胞における分化誘導法を一部改
変し、神経幹細胞球を経て神経細胞へ分化す
る方法で行う。FGF-2 などの神経成長因子・
誘導因子を投与し神経分化・誘導を進める。 
 
(4) 変異型 HCN2 遺伝子を導入した分化神経
細胞に対し、変異型 HCN2 チャネルの局在や
膜電位・活動電位の測定など前年度に行った
実験を各分化段階でも行い、比較検討する。
また変異型 HCN2 遺伝子を導入した iPS 細胞
と、野生型の iPS 細胞を比較して同様な分化
形態を取るのか、分化形態が変化していれば
どのように違うのかを追跡する。 
 
４．研究成果 

HCN2 変異体遺伝子をラット海馬細胞に
導入し、パッチクランプ法を用いて HCN2
チャネル活性の評価を行い、変異型 HCN2
遺伝子と野生型の比較を行った。また PC-12
や CA1細胞を使用し変異型 HCN2チャネル
の組織内分布も観察した。さらに変異型
HCN2 遺伝子を iPS 細胞から分化した神経
幹細胞球に導入し分化誘導を行った。 
上記の実験の結果、ラット海馬 CA1 細胞
における機能評価では、培養細胞と同様の結
果（変異型では野生型よりもコンダクタンス
が上昇していた）が得られた。また細胞内の
分布については、PC-12において細胞膜への
移行が確認された。 
変異型 HCN2遺伝子を iPS 細胞から分化
した神経幹細胞球に導入する実験について
は、変異遺伝子を神経幹細胞球に導入する過
程が非常に困難であったため予定通りに進
行せず大幅に遅れ現在分化誘導中であるた
め現時点で比較が困難な状態である。 
以上の結果から動物神経細胞においても
培養細胞と同様の結果が得られた。このこと
から今回の研究は熱性けいれんが個体レベ
ルでも起こりうる可能性を示唆した結果に
なり、熱性けいれんの病態解明の一助になる
ことが大いに期待されるものである。 

 
また申請者は上記実験と同時期に培養細
胞での実験をまとめ、2013 年に論文を発表
した（PLOS ONE, 8 : e80376, 2013）。以下



に結果を報告する 
(1) 単純性熱性けいれん患者 126人の血液よ
り DNA を抽出しダイレクトシークエンスを
行った結果、本邦において初めて熱性けいれ
ん患者からヘテロ型の HCN2 遺伝子変異
(S126L)を発見した。 
 
(2) HCN2cDNA を鋳型にして overlap 法に
て S126L の点変異体を作成し、HEK293 細
胞に遺伝子導入した。変異蛋白を発現した細
胞を用いて、チャネル電流を測定した。実験
温度を 25℃から 38℃に上昇させた際(熱性け
いれんと同様の環境)、全てのサンプルにおい
て活性は増大したが HCN2 変異遺伝子を持
つチャネル（ホモ変異型とヘテロ変異型）は
野生型 HCN2 チャネルよりも温度に対する
感受性が上昇した (図 1, 2)。また電流密度に
ついては、HCN2変異遺伝子を持つチャネル
で電流密度の増大が見られた（図 3）。 
 
(3) cyclicAMP の細胞内投与の実験では、活
性の変化の割合は野生型と変異型で有意な
差は認められなかった。 
 
(1)～(3)の結果から、HCN2 遺伝子変異を持
つチャネル蛋白と温度上昇との両方の条件
が重なった場合、脳神経細胞の静止膜電位が
上 昇 し 神 経 の 易 興 奮 性 (neuronal 
hypersensitivity)に繋がった結果けいれんを
発症することが示唆された。 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
５．主な発表論文等 
〔雑誌論文〕（計 4件） 
①Nakamura Y, Shi X, Numata T, Mori Y, 
Inoue R, Lossin C, Baram T Z, Hirose S  
Novel HCN2 mutation contributes to 
febrile seizures by shifting the channel's 
kinetics in a temperature-dependent 
manner. PLOS ONE (8 : e80376, 2013) 査
読有り 
DOI : 10.1371/journal.pone.0080376 
 
②石井敦士 内田琢 中村友紀 廣瀬伸一 
てんかんにおけるGABA受容体とK+チャネ
ル の 異 常  Clinical Neuroscience 
(30:1397-1400, 2012) 査読無し 
 
③井原由紀子 石井敦士 日暮憲道 内田
琢 中村友紀 友納優子 廣瀬伸一 てんか
んの分子病態  Medical Science Digest 
(38:292-295, 2012)  査読無し 
 
④廣瀬伸一 日暮憲道 中村友紀 黄壽卿 
石井敦士  てんかんと遺伝子  Modern 
Physician (32:282-288, 2012)  査読無し 
 
〔学会発表〕（計 7件） 
① Nakamura Y Novel HCN2 mutation 
found in febrile seizure patients shifts the 
temperature sensitivity. The 45th NIPS 
Internaional Symposium, co-sponsored by 
The Journal of Physiology (2014, 
November 25, 生理学研究所, 愛知県岡崎
市) 
 
②中村友紀、石秀玉、沼田朋大、森泰生 、
井上隆司、廣瀬伸一 ／ 家族性熱性けいれん

図１ HCN2野生型・変異型・へテロ型のホールセル電流 
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昇時の V1/2の変化 
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