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研究成果の概要（和文）：本邦のてんかんの有病率は約1.0％で、その70％は小児期に罹患する頻度の高い疾患である
。小児難治性てんかんの中で、先天性脳形成障害を原因とするものは少なくない。
　本研究で対象とする大脳皮質形成異常（FCD）と片側巨脳症（HME）は大脳皮質の一部分に形成異常がみられる疾患で
、当施設で管理している病理標本と凍結組織、同一患者血液からDNAを抽出し、次世代シークエンサーを用いてゲノム
レベルでの原因遺伝子解析を行った。その結果、28症例を解析し、HME１例に病巣部の遺伝子異常を約15%の割合で病変
部の体細胞変異を、FCD４例で胚細胞のヘテロ接合体異常を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：It is known that prevalence of epilepsy is estimated about 1.0 % of peoples, and 
among them childhood patients occupy about 70%. The pathologies of childhood intractable epilepsy are 
quite a few brain malformations; those majorities are focal cortical dysplasia (FCD) and 
hemimegalencephaly (HME). In the present study, we revealed genetic and molecular pathomechanism of FCD 
and HME.
 After obtained an informed consent and permitted by the committee of the institute for the study, we 
performed genetic analysis of 28 patients with FCD or HME by the next generation sequencer. Then, we 
confirmed the genetic variants by the Sanger sequencer and the currently variant ratio by the 
pyrosequence method. As the results, we discovered one somatic mutation patient and four germline 
mutation patients. Moreover, we revealed that the genetic mutations lead to form dysmorphic cells and 
cell migration disruption by in vivo and in vitro studies.

研究分野：発達病態学

キーワード： てんかん　大脳皮質形成異常　次世代シークエンサー　体細胞変異
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１．研究開始当初の背景	
てんかんの有病率は約 1％で、その約 70％は
小児期に罹患する比較的頻度の高い疾患で
ある。小児難治性てんかんのうち、脳形成障
害を伴うものは少なくない。近年、これらの
てんかん病巣の切除や離断などにより良好
な経過を取る症例が増えている。一方、こう
した疾患の病因・病態の解明は免疫組織学的
解析や電気生理学的解析にとどまり、疾患体
系の分類学から広がりをみない。我々は、て
んかんを有する滑脳症の GABA 作動性介在神
経細胞の移動障害（Acta	Neuropathol	2008）
および Ⅱ 型滑脳症の原因遺伝子 FUKUTIN の
ヒト脳組織内の発現分布（Brain	Dev	2004.	J	
Neuropathol	Exp	Neurol	2003）を明らかに
し、分子・細胞病態を解明してきた。また、
難治性てんかんを有する大脳皮質形成異常
（FCD）の神経細胞の K-Cl イオンポンプの異
常を解明し（Epilepsia	2007）、分化異常を
明らかにした（J	Neuropathol	Exp	Neurol	
2012.Brain	Res	2012.J	Neurol	Sci	2012）。
これまで病因へのアプローチに手を拱いて
いたが、新たな技術を多角的に応用し原因遺
伝子を究明する。	
	 FCD 及び片側巨脳症（HME）は大脳皮質の一
部分だけに形成異常がみられる疾患で、他の
部分は正常なことから、神経幹細胞の分裂す
る際に何らかの遺伝子異常が単一細胞に入
り、その異常が分裂を繰り返した場所だけに
生じたもの（体細胞変異）と考えられる。一
方、近年の遺伝子解析技術はゲノムレベルで
の網羅的解析を可能にした。全ゲノムを対象
に 数 的 異 常 を 高 精 度 に 解 析 す る CGH
（Comparative	genomic	hybridization）ア
レイ技術と次世代シークエンサーによるエ
キソーム解析、脳組織から神経細胞の核だけ
取り出す cell	sorting 技術を組合わせる。
また、当施設はてんかん外科手術を有する国
内有数の施設であり、臨床データのみならず
病理標本や凍結組織を管理している。こうし
た研究環境を基盤に、新しい遺伝子解析技術
を多角的に応用することで、FCD 及び HME の
原因遺伝子を探求する。	
	
２．研究の目的	
本邦のてんかん有病率は約 1％で、精神・神
経疾患のうち患者数の多い疾患の一つであ
る。その約 70％は小児期に発症し、治療抵抗
性を示すものが少なくない。このような小児
難治性てんかんでは行動異常や知的障害を
合併することが多く、家庭生活や学校生活を
困難にしている。その原因の多くは大脳皮質
異形成などの先天性脳形成障害を伴うもの
であるが、病巣切除や離断などにより良好な
経過を取る症例が増えてきている。一方、小
児てんかんの大部分は原因遺伝子が未同定
である。本研究では、多方面の既存研究技術
を駆使し、今までにない新しい視点から小児
難治性てんかんの原因を解明する。	
	 我々の施設は国内有数のてんかん手術例

を有し、その多くは先天性脳形成障害を伴う
症例である。こうした小児難治性てんかんの
原因を外科的切除組織に求めることが出来
るが、その病因・病態の解明は組織学的解析
や電気生理学的解析による疾患体系の分類
学にとどまり、未だ原因遺伝子の同定に至っ
ていない。本研究では、十分な臨床情報を有
する多数例の試料を用いて、小児難治性てん
かんの代表的疾患である FCD と HME を対象に、
我々が独自に開発した新たな技術により、効
率的なてんかんの原因遺伝子の探求を行な
う。	
	
３．研究の方法	
本研究への参加の了解を得た小児難治性て
んかん患者で外科手術を受け、臨床および病
理学的に FCD 及び HME と診断された脳組織お
よび血液DNAを対象とする。このFCD及び HME
病巣の神経細胞 DNA 抽出と同一患者血液の
DNA 抽出を行い、高精度 CGH アレイの反応と
解析を行なう。本研究では、純粋に病巣の神
経細胞だけを検討する。この行程が重要であ
る。これにより、各症例で共通にみられるゲ
ノム変化を探し出し、脳病巣由来神経細胞
DNA と血液由来 DNA の両方でサンガー法によ
る実際のゲノムの異常を検証する。さらに、
パイロシークエンサーによる遺伝子異常を
有するアレルの比率を明らかにした。また、
発現確認のため免疫組織化学およびウエス
タンブロット法を行なう。これらの結果、得
られた FCD 及び HME の原因遺伝子候補の機能
障害を培養神経細胞で検証することで、FCD
及び HME の原因遺伝子を特定する。	
	 本研究の対象：対象は、本研究への参加の
了解を得た難治性てんかん患者で外科手術
を受け、FCD 及び HME と臨床および病理学的
に診断された脳組織および血液 DNA の揃って
いる 28 症例とした。	
FCD 及び HME の病巣神経細胞 DNA および同一
患者血液由来 DNA の抽出と CGH アレイ解析、
エキソーム解析	
①	FCD及び HME病巣の神経細胞DNA抽出：FCD
の凍結組織をホモジナイズし、濃度勾配超遠
心により細胞核の成分だけを取り出した。こ
の溶液にあらかじめ Alexa488 で標識した神
経細胞核抗体である NeuN 抗体(Sigma)を一晩
反応させる。フィルターなどで洗浄後、Cell	
sorter	(BD 社	FAC-Scan	Aria	Ⅱ)で Alexa488
陽性細胞だけを回収した。②	同一患者血液
の DNA 抽出：同一患者から得た約 1ml の血液
を Qiagen	Blood	DNA	kit を用いて DNA 抽出
を行なった。③	検体 DNA の処理と CGH アレ
イの反応と解析：①②で得た各 1μg の DNA
を Cy3、Cy5 で標識し、Agilent	CGH アレイ
（SurePrint	G3	human	CGH マイクロアレイ
1M）にハイブリダイズ反応を 40 時間行なっ
た。洗浄後、Agilent	C	scaner と control	
softwareでデータを収集し、Agilent	Genomic	
Workbench で解析した。④同様に得られた DNA
で次世代シークエンサーによるエキソーム



 

 

解析を行った。	
遺伝子解析と検証	
①得られた結果より、脳病変特異的な遺伝子
異常と脳病変と血液に共通の遺伝子異常を
分けて調べた。異常が見つかった遺伝子につ
いて、サンガー法による確認とパイロシーク
エンスによる遺伝子異常の割合を調べた。②
さらに、その異常遺伝子の発現について、免
疫組織化学およびウエスタンブロット法に
て検証した。	
モデル細胞と動物による検証	
同定した原因遺伝子の患者データベースに
おける頻度や臨床像の特徴などを検証する。
①発現ベクターの作製と培養細胞へのとラ
ンスフェクション：候補となる原因遺伝子が
gain-of-function かどうかを調べるため、異
常遺伝子の発現ベクターを作成し、HeLa 細胞
にとランスフェクションし、形態及び発現解
析を行った。②さらに、E14.5 マウス胎仔脳
室内へトランスフェクションし、P0 で観察し、
細胞移動障害を調べた。③これらの結果から、
原因遺伝子を同定し、患者臨床から臨床像の
特徴などを解析した。	
	 本研究は、ヒトを対象とする臨床研究に関
する倫理指針などに則り、本施設に既設され
ている倫理委員会の承諾を得て行われた。ま
た、遺伝子改変に関する実験において、既設
の組換え DNA 安全委員会の承認を得ている。
研究へのインフォームドコンセントの取得
に際しては、プライバシーの保護や安全の確
保を含め被験者の人権を最大限に尊重する。
また、臨床情報を含む個人情報は当センター
内 Translational	Research	Center が管理す
る。	
	
４．研究成果	
対象とした 28 症例の遺伝子解析から、10 例
にミスセンス変異と 1塩基欠失があった。こ
の 10 例のサンガー法では 2 例に遺伝子変異
が確認できた。サンガー法による変異アレル
率は約 10〜50%であった。さらに、これらの
症例の血液由来 DNA の遺伝子変異解析の結果、
HMEの1例で脳組織特異的な変異が確認でき、
4 例に脳組織と血液由来 DNA 共通の遺伝子異
常がみつかった。前者について、パイロシー
クエンスを行った結果、約 10-15%の割合で、
脳病変部に遺伝子異常があることが分かっ
た。	
	 さらに、病因性を明らかにするために特定
し得た遺伝子変異について、病理組織標本の
ウエスタンブロット法による発現解析の結
果、gain-og-function であることを明らかに
した。	
	 作製した遺伝子異常の発現ベクターを
HeLa 細胞へとランスフェクションした結果、
細胞の大型化と形態学的異形成がみられた。
また、遺伝子異常発現ベクターを作成し、マ
ウス胎仔脳室内エレクトロポレーションに
よる解析の結果、神経細胞の大型化と移動障
害が生じることを明らかにした。	

	 これらの結果から、今回発見した体細胞変
異は gain-of-function による神経細胞の形
態形成と移動障害を引き起こすとこを明ら
かにした。このことが、小児期に生じる難治
性てんかんの発症病態となっていることと
考えられる。これらの成果は、新しい治療法
開発の基盤となることが期待される。現在、
作成中である CRISP/Cas9 による遺伝子改変
マウスを用いた解析により、さらにその展開
が加速されるものと考えられる。	
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