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研究成果の概要（和文）：本研で100例の熱性けいれん患者における末梢血タンパク成分の解析を行った。MAS解析で、
ある一定の増加するタンパクの傾向がみられた。そのデータを基に、患者血液のmiRNAパターンの解析を行っている。
まだ、有意なmiRNAの変化はみられていないが、熱性けいれんの誘因になる候補タンパクの研究を継続している。

研究成果の概要（英文）：I analyzed peripheral blood samples from 100 patients with febrile convulsion. 
Tendency of the protein pattern was obtained by MAS analysis. Based on it, I analyze the miRNA pattern of 
the patient blood. The change of meaningful miRNA has not been yet seen, but continues a study of 
candidate protein becoming the motive of febrile convulsions.

研究分野： 小児神経
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１．研究開始当初の背景 
発熱が誘因となる Dravet 症候群や遺伝性て

んかん熱性けいれんプラス（GEFS+）では、

SCN1B 等の遺伝子が関連していることが報

告されているが、熱性けいれん自体の遺伝子

については確定していない。熱性けいれん発

症時において体内で miRNA、タンパク等の

発現が予想される。今回、発作時における血

液および髄液中の miRNA、タンパクの解析

を網羅的に分析し、年齢依存的にみられる熱

性けいれんの発症機序を解明する。さらに臨

床的に区別される熱性けいれん単純型と複

合型の遺伝的相違を併せて解明し、我が国で

頻度の高い熱性けいれんの予防や新たな治

療・薬の開発を目指したい。 
 
２．研究の目的 
熱性けいれんは6か月から6歳頃までの乳幼児

に、38℃以上の発熱に伴って起きるけいれん

性疾患で、原因はいまだ不明である。単なる

発達過程にある脳の発熱ストレスと言う漠然

とした原因によるものではなく、発症におい

て遺伝子の影響を受けていると考えられる。 

本研究では200例の熱性けいれん児の血液お

よび髄液からのマイクロRNA(以下miRNA)と

タンパクの解析を網羅的に行い、熱性けいれ

んの原因、病態、頻度、重症度等との関連を

解析する。さらに、熱性けいれんにおいて増

減したmiRNAおよびタンパクが熱性けいれん

を引き起こす機序を動物実験で検証するとと

もに、遺伝子を特定し、熱性けいれんの発症

機序を分子生物学的に明らかにする。 
 
３．研究の方法 
熱性けいれんの血漿miRNAのmiRNA array解

析：インフォームドコンセントを行なった上

で患者末梢血を採取し、末梢血より血漿を抽

出する。血漿から速やかにmirVana PARIS kit

を用いてtotal RNAを抽出する。Megaplex 

human poolによりmiRNAの逆転写を行う。そ

の後、human pool A peimerを用いてreal time 

PCRを行う。対照として、①発熱、けいれん

いずれも認めない症例、②発熱を伴いけいれ

んを認めない症例、③発熱はないが、けいれ

んを認める症例も同時にPCR解析を行う。こ

のmiRNA array解析で熱性けいれんで特異的

に変化するmiRNA候補を検索する(Beuvink l, 

et al., Nucleic Acids Res 2007, 35)。 

初年度は200例の解析を行う予定である。イン

フォームドコンセントを行なったうえで患者

末梢血を採取し、末梢血より血漿を抽出する。

血漿25μlを2%酢酸ナトリウムで透析を行い凍

結乾燥を行う。7M Ureaでサンプルを溶解し

IPG stripで等電点電気泳動を行い、その後

SDS-PAGEによる二次元電気泳動を行う。泳

動したゲルはCBB染色により発色解析する。

対照として、上記①，②、③の症例の解析も

同時に行う。熱性けいれんに特異的に発現が 
増強している、もしくは抑際されているタン
パクスポットを MAS 解析により同定する。 
 
４．研究成果 

患者および保護者に研究についてのインフ

ォームドコンセントを行った上で熱性けい

れん症例の解析を行った。研究期間に患者

100 例の末梢血を採取し解析を行った。 

１）熱性けいれん患者における末梢血タン

パク成分の解析：患者末梢血より遠心分離

により血漿成分を分離している。血漿タン

パクの二次元電気泳動し、タンパク成分を

ナイロンメンブレンに転写したのち、タン

パクを染色し特異低に増加するタンパクス

ポットの検討を行った。患者の血漿タンパ

ク泳動パターンより、発症時に特異的に変

化するタンパクスポットについて MAS 解

析を行った。この結果をもとに、熱性けい

れんに特異的に増加する候補タンパクの同

定を行っている。 

２）熱性けいれん患者における miRNA 発

現パターンの解析：採取した末梢血より

nirvana PARIS Kit を用いて total RNA を

抽出し、Megaplex human pool により

miRNA の逆転写を行った上で、human 



pool A primer を用いて real time PCR を

行った。その後、miRNA array 解析では、

熱性けいれん患者でで特異的に変化する

miRNA 候補を検索している。現在のとこ

ろ、変化する miRNA の傾向は把握できて

いるが、まだ、病因にたどり着く miRNA

の同定には至っていない。 

熱性けいれん患者の末梢血における、タン

パク成分の変化と miRNA の発現パターン

の変化の両方向からの解析により、熱性け

いれん発症時の引き金（病因）と結びつく

成分の同定を試みている。 
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