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研究成果の概要（和文）：小児交互性片麻痺（AHC）は生後早期の異常な眼球運動で発症することが多く、1歳半までに
発作性の片麻痺を呈す。また、てんかんや多彩な不随意運動を随伴症状とする。特異的検査所見はなく、治療法も確立
されたものはない。
我々はAHC責任遺伝子を同定することを目的に、次世代シークエンサーでの全エクソーム解析をAHC患者8名に対して施
行した。その結果、8名全員でATP1A3遺伝子にミスセンス変異をヘテロ接合で認めた。両親に変異は存在せず、ATP1A3
遺伝子のヘテロ接合での新生ミスセンス変異がAHCを引き起こすことが解明できた。また、遺伝子型と表現型解析によ
りE815K変異患者では有意な相関を認めた。

研究成果の概要（英文）：Alternating hemiplegia of childhood (AHC) has an onset of an abnormal eye movement
 during the early years of life and paroxysmal hemiplegia in the first year and a half. In addition, AHC h
as associated symptoms that are epilepsy and a variety of involuntary movements. There are not specific ex
amination findings and established treatments.
Exome sequencing was performed for the 8 patients with typical AHC to identify a responsible gene. As a re
sult, each patient harbored a heterozygous missense ATP1A3 mutation. These mutations were not found in the
ir parents. We elucidated that a de novo heterozygous missense mutation in the ATP1A3 gene is a cause of A
HC. In addition, we found out the significant correlation between phenotype and E815K mutation.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 小児神経　遺伝子　ATP1A3　てんかん　不随意運動　エクソーム解析　イオンチャネル　次世代シーク
エンサー

内科系臨床医学　小児科学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 小児交互性片麻痺（AHC）は 100 万人出生
に 1人の罹患とされる極めて稀な小児神経疾
患と報告されていた。本邦で約 50 人とされ
ている。生後２～３か月ごろに異常な眼球運
動で発症することが多く、続いて６～７か月
ごろ片麻痺、又は四肢麻痺や、ジストニアが
出現する。麻痺は数十分から数日続き、睡眠
中は麻痺発作が改善することが特徴である。
一般に意識レベルは保たれているが、軽度の
障害をきたすこともある。不随意運動として
ジストニアや舞踏アテトーゼ運動が発作間
欠期に常時現れるようになる症例もある。け
いれんは６歳頃出現する症例が多く、強直発
作や強直間代性発作を来すことが多い。これ
らの発作性のエピソードに伴って認知機能
は低下する。最終的には重度の知的障害や麻
痺の固定化による寝たきり状態に至る疾患
である。血液・尿中のアミノ酸、血液・髄液
に異常は見られない。また、多彩な症状や進
行性の経過にも関わらず、画像上は脳病変を
欠く奇異な特徴を有する。脳波でも発作間欠
期には脳波異常を認めないことが多く、突発
波はまれである。その臨床像は神経解剖学的
に説明できず、病態は全く不明であった。治
療においては、抗てんかん薬や鎮静薬が試み
られるがほとんど有効性は見られない。しか
し、経験的に flunarizine が片麻痺発作の持
続時間と程度を改善すると報告されている。
flunarizine は電位依存性カルシウムチャネ
ルブロッカーであるが、電位依存性ナトリウ
ムチャネルにも作用する。 
また、臨床的に AHC と症状が重なる片麻

痺性片頭痛で電位依存性 P/Q 型カルシウム
チャネルのα1A サブユニットを構成する
CACNA1A 遺伝子と ATP 依存性 Na+/K+ポ
ンプのα2 サブユニットを構成する ATP1A2
遺伝子での遺伝子変異が報告され、AHC で
も検索されたが変異は見いだされなかった
1,2)。常染色体優性遺伝形式をとる家族性小
児交互性片麻痺の 1 家系で全罹患者に
t(3;9)(p26;q34)の転座が報告された 3)。9q34
には電位依存性 P/Q 型カルシウムチャネル
のα1B サブユニットを構成する CACNA1B
遺伝子が座しているが検索の報告はない。 
 乳児期より発症し、神経解剖学的に特徴的
な臨床像を呈するが、各種臨床検査に特異的
異常がなく、チャネル作用薬に反応する、チ
ャネル異常による類縁疾患の存在より何ら
かの遺伝子の異常が示唆されていた。 
 
２．研究の目的 

AHC は上記のように発作性疾患であり、
ジストニアやアテトーゼといった不随運動
を呈し、全身性けいれんを表出する。すなわ
ち病態基盤には神経の興奮と抑制のバラン
スの破綻を来すチャネルの異常によるもの
と考えられる。これまでも欧米を中心にチャ
ネル遺伝子検索が行われており、また
flunarizine の薬理作用からもナトリウムチ

ャネルとカルシウムチャネルの異常による
ことが示唆された。 
そこで、AHC を“チャネル異常”との作

業仮説を立て、チャネル遺伝子変異を同定す
ることにより AHC の確定診断が可能となる
と考えた。また同定した遺伝子異常を電気生
理学的、細胞生物学的に検証し、分子レベル
での病態解明を行うことで未解明な病因を
解明できると考えた。 
本研究では AHC の分子病態を明らかにす

るため、責任遺伝子の同定と、その遺伝子異
常による病態の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 責任遺伝子の探索 

① 採取済み患者 DNA に加え、患者主治
医と小児交互性片麻痺親の会（AHC
の 会 ）
（ http://www0088.upp.so-net.ne.
jp/ahc/）の協力のもと患者 DNA を
採取した。 

② 候補チャネル、受容体として、電位
依存性ナトリウムチャネルのαサ
ブユニットを構成するSCN1A遺伝子
と電位依存性P/Q型カルシウムチャ
ネルのα1B サブユニットを構成す
る CACNA1B 遺伝子を優先に行った。
また類縁疾患である片麻痺性片頭
痛の責任遺伝子である ATP1A2, 
CACNA1A遺伝子、てんかん関連遺伝
子の SCN1A遺伝子も対象とし、直接
塩基決定法で変異探索した。 

③ 候補遺伝子に対する直接塩基決定
法で有意な変異同定ができかった
ため、新学術領域「ゲノム支援」の
支援をうけ、発端者 8名に対して次
世代シークエンサーにて全エクソ
ーム解析をおこなった。 
8 名のエクソーム解析で排出された
全バリアントに対して、新規変異、
非同義置換変異、脳神経発現遺伝子、
PolyPhen-2 と Grantham score で影
響力の強い遺伝子のフィルターに
て選別した。この遺伝子の中で多数
で共有されるものに対して、新生変
異の仮説のもと両親に対してサン
ガーシークエンスを実施し、新生変
異を同定した。 
また、8名以外の収集した検体に対
して、サンガーシークエンスで同定
した遺伝子の変異を探索した。 

(2) ATP1A3変異解析 
全エクソーム解析で同定した ATP1A3 遺
伝子の変異を継続して探索した。 

(3) 遺伝子型・表現型の解析 
遺伝子変異型と表現型の相関を求める
ため、遺伝子解析対象者の臨床情報を収
集し、発症年齢、発達、麻痺発作、てん
かん発作、治療薬について解析した。 

(4) 変異遺伝子の機能解析 



培養細胞に ATP1A3遺伝子のcDNAを導入
し強制発現させた。その後、ウエスタン
ブロットにて蛋白発現、RT-PCRにてmRNA
の発現を検証した。また、ATP1A3遺伝子
産物である ATP ポンプの機能である
ATPase 活性を測定した。 
パッチクランプ法を用いてATPポンプ能
力を検証した。 

(5) ATP1A3遺伝子変異導入マウスの作成 
Cre-LocP と TALENｓ技術を用いて、患者
にて同定した変異を導入したモデルマ
ウスの作成を実施。 
 

４．研究成果 
 AHC 症 例 8 名 に 対 し て 、
CACNA1A,CACNA1B,SCN1A,ATP1A2 遺伝子の全
エクソンでの変異をサンガー法で探索した
が有意な変異は同定できなかった。 
 そこで、ゲノム支援の支援をうけ、次世代
シークエンサーで全エクソーム解析をAHC典
型症例 8 名に対して行った。De novo 仮説を
建て、マイナー・アレル頻度0.005未満のrare 
variant と中枢神経発現遺伝子で責任遺伝子
の選別を行った。一塩基置換での合計
712,558 個の全バリアント、13,517 個の遺伝
子より発端者 4 人以上に共通した CNTN4, 
SYEN1, ATP1A3 遺伝子の 3 個まで絞り込みを
行った。これら変異に対して in silico解析
を行い、何れの変異もタンパク構造に大きく
変化を与える変異であった。サンガー法での
発端者に対する変異確認と両親と健常者 96
名に対して同変異を探索した。CNTN4 は次世
代シークエンサーのエラー、SYEN1 の変異は
健常者にみられるものがあり polymorphism
と判断した。一方、ATP1A3は発端者 8人全員
にヘテロ接合でのミスセンス変異を認め、同
変異は両親に存在しなかった。また、追加症
例として孤発患者2名をサンガーシークエン
スで解析し de novo でのミスセンス変異をヘ
テロ接合で同定した。以上より、AHC の責任
遺伝子として ATP1A3 遺伝子を発見し報告し
た。 
 ATP1A3遺伝子は Na+-K+ ATPase ポンプのα
3 サブユニットをコードし、植物から霊長類
まで高い相同性をもつ。この Na+-K+ ATPase 
ポンプはATP依存性にNaイオンを細胞外にK
イオンを細胞内に取り込むことによりイオ
ンバランスと電荷の恒常性を保つことが知
られている。また、中枢神経内ではβサブユ
ニットと結合し細胞膜に存在している。 
ATP1A3 遺伝子は 2004 年に青年期から成人

で 発 症 す る Rapid onset dystonia 
parkinsonism (RDP)の責任遺伝子として同定
されていた。RDP で同定された変異は蛋白発
現量の低下によるハプロ不全をもたらすこ
とが知られていた。 
これまでに合計 52 名の AHC 患者に対して

ATP1A3 遺伝子変異を探索し約 88％の検出と
なった。また、E815K 変異と D801N 変異が 70％
程度占めていた。その結果、感度の高い遺伝

子検査として臨床現場に提供することによ
り、正確な確定診断が可能となった。 
同定した変異の中でRDPに同定されたもの

と同じ変異を同定した。このことから、AHC
と RDPの表現型の違いには他の修飾因子が存
在することが示唆された。 
また、解析患者・主治医に対して臨床症状

調査を実施し ATP1A3 遺伝子の変異型と症状
の相関を解析した。その結果、E815K 変異症
例において麻痺発作、発達予後で重症である
ことが判明した。E815K 変異症例では 6 歳頃
までの発達は他の変異と同じだが、6 歳時に
多くがてんかん重積発作を起こし、この発作
を契機に精神運動発達が退行することが判
明した。しかし、塩酸フルナリジン投与群で
は、てんかん重積発作は有意に少なく、それ
に伴い、精神運動発達遅滞が抑制されていた。
本解析結果を世界にいち早く報告した。 
同定した変異に対して、培養細胞を用いて

機能解析を実施した。ATP1A3遺伝子に ATP ポ
ンプ阻害剤であるウワバインに耐性を示す 2
つの変異を導入した cDNA に、同定した変異
を導入し、培養細胞に強制発現後、培養細胞
内在性ATPポンプをウワバインにて阻害した。
この培養細胞より蛋白質と mRNA を抽出し定
性した。何れの変異体も ATP１A3蛋白、mRNA
共に発現していた。その結果、ATPase 酵素活
性の低下が示唆された。同様に変異を導入し
た細胞を用いて ATPase 活性を測定し、活性
低下を確認した。しかし、RDP においてもハ
プロ不全にて ATPase 活性は低下しており、
AHC ではポンプ機能の影響が考えられた。 
そこで、現在、HEK 細胞に発現した変異型

ATP ポンプに対してパッチクランプ法にて電
気生理学的検証を実施している。 
また、重症型である E815K と頻出変異であ

るD801Nと同じ変異をもつ遺伝子改変マウス
を Cre-LoxP 法で作成中であり、組み替えコ
ンストタクトは完成した。 
また、12％において変異を同定できていな

い為、第 2の責任遺伝子同定を目的に、本症
例に対してトリオでのエクソーム解析を実
施している。 
今後は、更なる修飾因子や、患者神経細胞

にて機能解析を行うため、AHC 患者由来 iPS
細胞の樹立を目指している。 
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