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研究成果の概要： 
小児性てんかん患者が遺伝子変異ではなく発現調節異常によるものと想定し、研究をスタートさ

せた。てんかんと関係がある神経栄養因子や、DNA メチル化調節試薬による標的分子発現変化

を検討した。DNA の遺伝子調節を検討するため、DNA メチル化結合蛋白質のノックアウトマウ

スにおける標的分子の発現変化を確認した。本研究ではてんかんの症状に神経栄養因子が関わっ

ている点、また DNA メチル化結合蛋白と標的分子の発現変化はてんかんとの新たな関連性も示

唆した。今後クロマチン免疫沈降法等でさらに詳細なデータを収集する予定である。 
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１．研究開始当初の背景 
てんかんは、熱性けいれん羅患率は約８％で

あるなど有病率の高い神経疾患である。その

病態の概要は古くから神経回路の過剰興奮

や過剰同期と理解されてきた。近年てんかん

病態の新たな理解として、家族性特発性てん

かん患者において、イオンチャネルの遺伝子

異常（遺伝子変異）の存在が明らかになり、

これまで生理現象だけで論じられていたて

んかん研究に新たな考え方が導入された。し

かしながら、少数の家族性患者以外に遺伝子

変異は見つかっておらず、様々なイオンチャ

ネル遺伝子の異常が画一的な臨床像を呈す

る理由や、興奮性・抑制性の両方の神経細胞

に存在するイオンチャネル遺伝子異常がど

のようにアンバランスに至らしめるかにつ

いてなど、不明な点がまだ少なくない。申請

者はこれまでの研究結果から家族性ではな

い多くの小児性てんかん患者において遺伝

子変異ではなくその発現異常によっててん

かんを起こしていると想定し、遺伝子の発現

がエピジェネテッィックに調節を受けてお

り、その異常によって興奮性、抑制性の統合

異常が起こるという新しい概念から研究を

スタートさせた。 
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２．研究の目的 
本研究の目的は、てんかんを含めた様々神経

活動に関与するイオンチャネル蛋白やシナ

プス蛋白の遺伝子発現が、DNA のメチル化

やクロマチンヒストンの修飾を含むエピジ

ェネティクス機構によって調節されている

ことを明らかにし、その異常をてんかんモデ

ルマウスで証明し、てんかんの新しい病態モ

デルを提唱することを目的とする。具体的に

は、１）神経回路形成関連蛋白質の脳組織内

発現の確認とそのエピジェネティクス調節

の証明、２）てんかんモデルマウスにおける

神経回路形成関連蛋白遺伝子のエピジェネ

ティクス調節異常の証明という二つの研究

目的により行なった。 
３．研究の方法 
(1) マウス胎生１５日齢のマウス大脳皮質

を摘出、酵素処理にて単離し、神経細胞をラ

ミニン／ポリエチレンイミンコートしたガ

ラスディッシュに低密度培養を行なった。そ

の後、各培養日数において４％パラフォルム

アルデヒドにて固定、免疫染色を行なって

KCC2の発現変化を蛍光顕微鏡にて観察した。 
(2） マウス胎生 12 日齢の妊娠マウスにバ

ルプロ酸（VPA）を 600mg/kg 腹腔内投与し

て自閉症モデルマウスを作製した。生後３０

日齢のマウス大脳皮質より蛋白を抽出し、ウ

ェスタンブロッティング法にて KCC2 の発

現をコントロール群と比較した。また、胎生

１５日齢マウス大脳皮質初代培養細胞を作

製し、培養液に VPA1mM、神経栄養因子

（ Brain-derived neurotrophic factor: 
BDNF）を添加し免疫染色を行なった。 
(3） 小児性神経疾患一つである、レット症

候群モデルマウスの MeCP2 ノックアウトマ

ウスの大脳皮質サンプルを用い、ウェスタン

ブロット法にて KCC2 の発現量を検討した。 

４．研究成果 

(1) 神経細胞における抑制性関連因子の発現

について 
 神経細胞の抑制性の発達は細胞内の Cl-イ
オンの濃度に依存する事が分かっているが、

そ の 調 節 を 行 な っ て い る の が K+/Cl- 
co-transpoter であり、KCC2 は特に脳に特異

的に発現している事が報告されている。まず、

この KCC2 が抑制性の能力の指標の一つと

してその発現時期や部位を検討した。その結

果、図１に示すように、KCC2 は培養日数の

経過に伴って発現量が増加していた。 
 

     

     

     

 

 

 
更に、その発現部位を確認した結果、図２に

示す様に細胞体、軸索、樹状突起に存在して

いる事が分かった。 
 

  

              

 

 

 

 
 
この事から KCC2 は神経細胞の成熟に伴っ

て発現量を増やしていく事が示唆された。 
 

6days 
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MAP2 KCC2 

図２ 培養 13 日目における KCC2 の発現 

A  神経特異的マーカーである MAP2 の発現 

B  KCC2 の発現 

C  白枠内を拡大したもの。粒状に発現している。 

B
C

図１ 培養日数の経過に伴う KCC2 の発現の変化 
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(2) 神経細胞の活性化調節における KCC2の

発現調節について 
 神経細胞の成熟に伴って発現が変化して

いるという事は、神経細胞の活性に依存的で

あるという可能性が考えられる。そこで神経

細胞の活性化を調節した場合の KCC2 の発

現変化を確認した。今回注目したのはてんか

んと関係がある神経栄養因子の一つである

BDNF である。BDNF は神経の成熟に関与

する栄養因子の一つであるが、同時にてんか

ん患者脳において有意に増加する事が報告

されている。そこで、今回は培養液中に

BDNF を添加し、その後 KCC2 の発現の変

化を確認した。その結果、BDNF を加えた神

経細胞の KCC2 の発現が減少した。またバル

プロ酸を培養液に添加した場合は若干では

あるが KCC2 の発現の減少がみられた。（図

３） 
 

   
 

 

   
 

 

 

 
てんかんモデルにはよくカイニン酸の投与

が使用されるが、本研究ではエピジェネティ

カルな DNA の遺伝子調節を検討するため、

DNA メチル化結合蛋白質の一つである

MeCP2 ノックアウトマウスとバルプロ酸

(VPA)投与マウスを用い抑制性に関与する

KCC2 の発現を確認した。 
 バルプロ酸（VPA）は抗てんかん薬として

有名であるが、その薬理作用は不明な所が多

く、胎生期に用いると自閉症を発症する事が

分かっている。現在バルプロ酸を胎児マウス

に投与する事で自閉症のモデルマウスとし

て使用されている。自閉症にはてんかんを併

発する事が多く、その頻度は通常のてんかん

の発生頻度の倍以上となっている。筆者等は、

このような神経疾患が引き起こすてんかん

も、KCC2 を始めとした分子の発現に影響が

あると考え、自閉症モデルマウスにおいても

検討した。その結果、バルプロ酸投与のマウ 
スにおいて KCC2 の発現の低下が認められ

た。（図４） 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(３）MeCP2 ノックアウトマウスにおける

KCC2 の発現変化について 
 MeCP2 は DNA メチル化結合蛋白質の一つ

であるが、小児性神経疾患のレット症候群の

責任遺伝子である。その症状は、幼児期から

小児期にかけて発症する自閉症とてんかん

が上げられる。この MeCP2 が標的とする遺

伝子に BDNF が上げられる。これまでに、

このレット症候群が引きこすてんかんのメ

カニズムについては不明であった。著者は、

レット患者やノックアウトマウスの BDNF
量が高い事に着目し、またこれまでの研究結

果から BDNF により KCC2 の発現が抑制さ

れる事からレット症候群のてんかんのメカ

ニズムついて検討を行なった。 
その結果、MeCP2 ノックアウトマウスの

KCC2 の発現は減少している事が分かった。

（図５） 
 

       

       
 

 

 
 今後標的遺伝子のメチル化やヒストン蛋白

の修飾などを検討する事が必要となった。本研

図５ MeCP2 ノックアウトマウス大脳皮質に

おける KCC2 の発現 

Control +BDNF A 

Control  VPA 

図３ 神経活動を調節した場合の KCC2 の発現 

A 100ng/ml BDNF を添加した場合 

B 1mM バルプロ酸を添加した場合 

B 

VPA 処理群 

図４ 自閉症モデルマウスにおける KCC2 の発現 

lane 1,2 コントロール（Vehicle）群 

lane 3,4 VPA 投与群 

マウス大脳皮質よりウェスタンブロット法にて確認し

た. 

1 2 3 4 

βactin 

KCC2 

Vehicle（PBS）群 



究では抑制性の性質の獲得には神経活動の活

性化が重要である事が示唆された。特にてんか

んの症状に BDNF が関わっているという事、

またVPAやMeCP2等のDNAメチル化調節蛋

白と発現の調節は自閉症とてんかんとの新た

な関連性も示唆している。特に VPA は分化や

細胞成熟、増殖に作用する事が近年報告されて

いる事から未熟な神経細胞への効果が考えら

れ、非常に興味深い結果となった。今後 ChIP
（クロマチン免疫沈降）法等でさらに詳細なデ

ータとしてまとめる予定である。 
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