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研究成果の概要（和文）：薬物、外科治療のいずれも無効の難治性てんかん患者の新たな治療法の開発を目的とした。
従来型の、侵襲性を伴うてんかん抑制物質の海馬への定位的投与ではなく、脳血液関門を通過する血管内投与型のアデ
ノ随伴ウィルスベクターに抑制系GABAシナプスの形成増強に関わるシナプス関連分子Neuroligin2を搭載し、てんかん
モデル動物ELマウスの血管内に投与した。この結果、脳全体へのNeuroligin2の発現およびてんかん抑制効果が確認さ
れた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this project is to develop a new therapy for the intractable 
epilepsy patients resistant to the conventional therapies including medication and surgery. We developed 
a new gene therapy using Adeno Associated Virus (AAV) vector pass through the blood brain barrier (BBB) 
which enables us to intravascular administration. We performed intracardiac injection of AAV-Neuroligin2 
on epileptic EL mice. Neuroligin2 is a synapse related molecule which is known to induce or accelerate 
the formation of GABAergic synapses. We found that administrated AAV-Neuroligin2 is expressed over the 
brain including cortex and hippocampus and successfully suppress the seizure.

研究分野：脳神経外科
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１．研究開始当初の背景 
日本には約100万人と多くのてんかん患者

がいると推定される。乳児重症ミオクロニー
てんかんなど、一部のてんかんで原因となる
遺伝子異常が特定されつつあるが、多くのて
んかんは原因不明である。通常は抗てんかん
薬により治療されるが、全患者の 20-30%は
薬物抵抗性であり、難治性てんかんと呼ばれ
る。発作コントロールが不良の場合、小児で
あれば精神運動発達障害を来たし、要監視・
介護状態、就学困難となり、家庭的・社会的
に数十年単位での大きな負担となる。成人で
あれば、進学、就職、結婚、妊娠、運転等が
制限され、人生の大きな障害となる。外科的
治療により発作が消失する場合もあるが、小
児のてんかん性脳症や特発性全般てんかん
などは手術適応も限られ、発達予後、発作予
後共に不良である。新皮質てんかんや多焦点
の発作など外科手術を行っても発作予後が
不良の場合も多い。外科的治療を含めた全て
のてんかん治療に対して難治性であり、発作
に苦しんでいる患者人工は 20 万人程度と推
定され、これらの人々に対し、さらに新たな
治療法の開発が望まれている。 

 
２．研究の目的 
てんかん遺伝子治療 －パーキンソン病遺

伝子治療実績から－ 
変性疾患であるパーキンソン病において

は 薬 物 、 外 科 的 手 術 DBS(Deep brain 
stimulation)に次ぐ第 3 の治療として、遺伝
子治療が既に実施され、長期有効性が確認さ
れている。この臨床応用は、本邦で唯一本学
にて行われた（Muramatsu S, et al, Mol 
Ther18, 1731-1735）。AAV をベクターとし、
ドパミン合成酵素の１つである芳香族-L-ア
ミ ノ 酸 脱 炭 酸 酵 素 (AADC=aromatic 
L-amino acid decarboxylase)が定位的に両
側線状体に導入された。AAV は一本鎖 DNA
をもつ非病原性ウィルスで、アデノウィルス
やヘルペスウィルスなどヘルパーウィルス
が存在しなければ自己増殖しない。遺伝子治
療には導入効率のよい、2 型 AAV が用いられ
た。AAV ベクターを管理・運用したのは共同
研究者の村松であり、種々の遺伝子対し、
AAV によるベクター作成が可能である。本学
では基礎的実験から臨床応用まで、遺伝子治
療開発の環境が整っており、本研究は AAV
によるてんかん遺伝子治療の開発を目的と
する。 
血管内投与型 AAV ベクターの使用 
これまで、てんかんモデル動物に対して行

われてきた遺伝子の導入は、遺伝子を組み込
んだ AAV やレンチウィルス (RV=Renti 
virus)ベクターを定位脳手術により海馬や脳
室内に直接注入する方法であった。しかしな
がら、本法は遺伝子導入に侵襲的手術が必要
となり、脳内出血や頭蓋内感染の危険性を伴
う。また、ヒトでの臨床応用を考えた場合、

機能的に重要な部位には投与出来ず、発作焦
点が明らかでない場合（特発性全般てんかん
など）や発作焦点が複数ある場合も治療困難
となる。村松は血管内投与型 AAV ベクター
を開発し、既に球脊髄性筋萎縮症モデルマウ
スにおいて有効性を確認している（Miyazaki, 
Muramatsu et.al, Nat Med 18:1136-1141, 
2012）。本ベクターは脳血管関門を通過し、
脳内に分布することが確認されている。申請
者らは血管内投与型AAVベクターを使用し、
局所投与型に比べ、治療手技が簡便かつ安全
な遺伝子導入を目指す。 
導入遺伝子の選択 
てんかんに対する遺伝子治療には、①特定

の遺伝子の異常（欠損）が明らかになった患
者に対し欠損した特定の遺伝子を導入する
特異的方法と②一般的な抑制系神経伝達物
質（GABA(γ-aminobutyric acid)など）を強
化したり興奮系神経伝達物質（グルタミン酸
など）を抑制する非特異的遺伝子を導入する
方法とが考えられる。前者は特定の患者のみ
に有効で、対象患者が限定される。後者は、
原因そのものを治療するわけではないが、普
遍的な方法であり、全てのてんかん患者が対
象になり得る。本研究では後者の遺伝子とし
て抑制系 GABA シナプスの形成増強に関わる
シナプス関連分子 Neuroligin2（NL2）を導入
する。 
導入動物：ＥＬマウスを使用した血管内投与

による遺伝子治療 
 てんかんモデル動物として知られる EL マ
ウスは「放り投げること」が刺激になるてん
かん自然発症マウスとして 1954 年に 
Imaizumi らにより最初に報告された。当初
は ep マウス、その後は Elマウスと呼ばれて
いたが 1992年からは ELマウスを正式名とす
る。EL マウスは、10 週齢前後から加速度刺
激に対して強直間代性痙攣を起こすように
なり、ヒトてんかんとの相同性も高く、てん
かん研究モデルとして極めて有用と考えら
れる。本マウスは遺伝的素因に加え、発作誘
発と発作履歴という後天的素因が加わるこ
とによりてんかん原性や発作原性を獲得す
る。EL マウスでは薬物投与モデルのような
形態学的変化が認められず、二次的影響も考
慮しなくてよいため、よりヒトてんかん（特
に特発性全般てんかん）に近いと言える。本
研究では実験的てんかん治療の有効性判定
に有用性が高い EL マウスを使用する。 
 
３．研究の方法 
8 週齢 EL マウスに NL-2 搭載アデノ随伴ウ

イルスベクター（AAV9-SynⅠFLAG NL-2）を
心腔内投与した（n=10）。同週齢 ELマウスに
NL-2の代わりに蛍光色素 GFPを搭載したアデ
ノ随伴ウイルスベクターAAV9-SynⅠAeGFP を
心腔内投与した群（n=17）と生食を投与した
群(Wild EL, n=14)を対照とした。 
ELマウスは幼少時より 1週間毎に尾を持っ 



て回転刺激（加速度刺激）を与え、発作を誘
発することにより、発作が維持される。 
ベクター投与後も 1週間毎の回転刺激付与は
継続した。 
 
（組織解析） 
 脳標本作成：ペントバルビタールで深麻酔
し、左心室からの４％パラフォルムアルデヒ
ドを含む 0.1Mリン酸バッファー（pH7.4）注
入し灌流固定した。固定後、脳を取り出して
灌流固定液での半日の浸積固定後 15％ショ
糖を含む 0.1Mリン酸バッファー（pH7.4）に
移して冷蔵庫で組織化学実験まで保存し
た。： 

蛍光免疫染色：40μm の矢状断切片を作成
して FLAG（DDDDK）抗体染色により導入遺伝
子 NL2発現を確認した。Alexafluor 488付き
2 次抗体を用いた画像処理により蛍光顕微鏡
で発現を確認した。 
 

（回転加速度刺激による評価） 

 ベクター等投与後、22週齢に至るまで 1 週
間毎に、尻尾を持ってマウスを一定数回転さ
せ（8回転）、行動をビデオ記録した。後にビ
デオ上で発作の有無、発作を起こした場合の
持続時間、強度を観察した。 
発作強度を 
  1 点: 発作なし 
    2 点: 尻尾を挙げる、または体を震わせ

るのみ 
  3 点: 明らかな発作だが、倒れずに姿勢

を保つ 
  4 点: 激しい発作で、姿勢を保てず、横

に倒れる 
として得点化した。 
 
発作の持続時間を 
  1 点: 発作なし 
    2 点: 1-10 秒 
  3 点: 11-20秒 
  4 点: 21-30秒 
  5 点: 31-60秒 
  6 点: 61秒－ 
として得点化した。 
 各グループの発作出現率、平均発作時間、
平均発作強度、平均発作時間×強度を週毎に
評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

４．研究成果 
 
（NL2 の脳内神経細胞への発現） 
FLAG抗体を用いる染色によって、組織学的に
脳内分布を観察した（図 a,b,c）。図 a に示す
ように、本発明のベクターの血管内投与によ
って海馬及び大脳皮質の神経細胞に FLAG タ
グ付 NLGN2が広く発現していたため、rAAVに
よる遺伝子送達が良好であったことを確認
できた。図 b,cより NL2投与群のみに特異的
に発現していることがわかる。 
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（NL2 投与群のてんかん発作抑制効果） 

1.てんかん発作出現率 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
いずれの群も週齢と共に発作出現率は増加

する傾向であった。 
NL-2 投与 EL マウスは 16 週齢（投与後 2

ヶ月）まで、wild EL、GFP 投与対照 EL の
両群に対し、発作頻度の少ない傾向にあった。
Wild EL に対しては 8（投与 4 日目）,10 週
齢で、GFP に対しては 10,14 週齢で有意に発
作が少なかった。GFP 対照群も wild EL に
対し、10 週齢まで出現率が少ない傾向にあっ
たが、有意差は認めなかった。 
 

2.てんかん発作持続時間 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
発作持続時間は両群とも週齢と共に増加傾

向であった。ほとんどの週齢において、NL-2
投与群が対照群に比し発作が短い傾向であ
った。14,16,22週齢で対照群に比し、有意に
短かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3.てんかん発作の強さ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
発作の強さも両群共に週齢と共に増加す

る傾向であった。ほとんどの週齢において
NL-2 投与群の発作が弱い傾向にあった。特
に 16 週齢目頃までが顕著であった。10,  14
週齢で有意差を認めた。 

 
 

4.発作時速時間と強さを合わせた評価 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
てんかん発作の時間的要素と発作の強さ

の要素を合わせた、いわばてんかん発作の程
度を表現すると考えられる指標の推移をみ
たものである。両群とも週齢と共に増加（発
作がひどくなる）傾向を認めた。各週齢にお
いて、NL-2 投与が群対照群に比し、てんか
ん発作の程度がより軽い傾向がより明確に
なった。10,12,14,20 週で有意差を認めた。 
 
（まとめ） 
血管内投与型 AAVベクターにより標的分子が
脳全体のニューロンに供給され、本分子の興
奮抑制作用がてんかん発作を抑制した。治療
方法として非侵襲的で有益なてんかん遺伝
子治療の可能性が示唆された。 
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