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研究成果の概要（和文）：次世代シークエンサーによるてんかんの責任遺伝子変異同定と in vitro　解析を行
い、二種のてんかんで新規の関係遺伝子の発見を行った。遺伝子変異を有する“ラット”の作出とてんかんの分
子病態のin vivo 解析を行い、二系統のラットと数種の遺伝子改変マウスを作出した。変異を導入した“人工患
者iPS細胞”を用いたてんかんの分子病態のex vivo 解析を行い、ドラベ症候群の分子病態を明らかにした。遺
伝子改変動物とiPS細胞由来神経細胞を用いた病態に基づく革新的治療開発を行い、候補化合物を同定してい
る。

研究成果の概要（英文）：Genetic abnormalities including some in two novel epilepsy genes have been 
identified in epilepsy phenotypes using the next generation sequence. The molecular pathogeneses of 
the epilepsy phenotypes have been also investigated with the genetic information available. Two 
strains of rats bearing genetic mutations identified in human epilepsy have been genetically 
engineered. Similarly, several strains of genetically engineered mice have been generated. The 
molecular pathomechanisms of epilepsies have been investigated in vivo with the animals. Artificial 
patient iPS cells harboring a mutation causing Dravet syndrome have been successfully generated. 
With these cells, the underlying molecular pathomechanisms of Dravet syndrome have been uncovered. 
With these genetically engineered animals and iPS cells, the development of novel therapies based 
upon the molecular pathogeneses of epilepsies have been initiated and several candidate compounds 
haven been found.

研究分野： 神経内科

キーワード： てんかん　遺伝子改変動物　iPS細胞　分子病態　創薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多様性に富むてんかんを正しく分類し診断することができ、より適切な治療が可能となり、遺伝相談への対応も
より正確になった。今後、抗てんかん薬を病態に基づき開発可能で、副作用の少ない、より効果的な新薬が期待
できる。また、てんかんの発症における年齢依存性の解明などを通じ、遺伝子の時限発現と脳の機能発達といっ
た脳の生物学的理解が深まると期待される。以上から本研究の成果は、いまだ副作用の多い抗てんかん薬に頼ら
ざるを得ない全世界1000万人以上と目される患者さんの健康福祉に貢献すると思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
申請者らは、一貫して小児てんかんの分子病態に焦点をあて研究を続けてきた。 
その内訳は以下のようなものであった。 
#1 申請者らは 500 種以上のてんかんの責任遺伝子変異を見出してきた。 
#2 次世代シークエンサ－を利用して、世界に先駆けてんかんを来す小児交互性片麻痺の責任遺
伝子を明らかにした。 
#3 これら変異による病態を電気生理学的、細胞生物学的に明らかにしてきた。 
#4 ヒトてんかんの遺伝子変異を遺伝子組換で導入し、人間と同じ自発てんかん発作型を有する
てんかんモデル“ラット”作出に世界で初めて成功した。 
註※マウスは遺伝子改変が比較的容易であったため多用されるが、ヒトてんかんと類似症状を
呈し、てんかん研究での歴史があるラットが優れている。 
#5 作出したラットを使用して、てんかんの病態に基づく画期的なてんかんの発症予防を示した。 
#6 ノックアウトマウスを短時間で安価に作出する方法を開発して、キックインマウスと名付け
た。 
#7 てんかん患者より iPS細胞を樹立し、神経細胞に分化させることに成功し、その病態を世界
に先駆け発表した。 
 
２．研究の目的 
全体構想として、申請者らが設立・管理するてんかん遺伝子バンクと次世代シークエンサーを
利用して変異をスクリーニングする。発見された変異による異常を in vitro で検証する。さら
にその変異を持つ、てんかんモデル“ラット”を最新の遺伝子改変技術で作出し、てんかんの
分子病態を in vivo で明らかにする。加えて、発見された遺伝子異常を導入した“人工患者 iPS
細胞”を用いて、細胞レベルでのてんかんの分子病態を ex vivoで明らかにする。この動物と
iPS 細胞を利用し革新的な治療の開発を行うことであり、具体的な目的として以下の 4 点とし
た。 
Ａ.てんかん遺伝子バンクの資料をもとに、次世代シークエンサーにより遺伝子変異を同定する。 
Ｂ.見出された遺伝子変異を有する“ラット”を作出し、てんかんの分子病態を in vivo で明
らかにする。 
Ｃ.変異を導入した“人工患者 iPS 細胞”を用いて、てんかんの分子病態を ex vivo で明らか
にする。 
Ｄ. ＢとＣを利用し、分子病態に基づく革新的なてんかんの予防法・治療法を開発する。 
 
３．研究の方法 
Ａ：次世代シークエンサーによるてんかんの責任遺伝子変異同定と in vitro 解析 

【概要】申請者らが収集・管理している遺伝子バンクを利用して、すでに実績のある遺伝子
変異同定を、次世代シークエンサーを利用し加速して、網羅的に変異を高速スクリーニング
する。変異が病的か細胞生物学的・神経生理学的に in vitro で検証する。研究が当初計画
どおりに進まない場合は、既に実績のある従来型のキャピラリ－シークエンサー （三台） に
よる検索を実施する。 

Ｂ：遺伝子変異を有する“ラット”の作出とてんかんの分子病態の in vivo 解析 
【概要】すでに、従来得られなかった遺伝子改変“ラット”（0 ノックアウトラット）の作
出に最新の遺伝子工学技術を利用して成功した。今回は類似法により、Ｉ ノックイン“ラ
ット”の作出。Ⅱ すでに独自にマウスで開発したキックインＥＸ法によるキックイン“ラ
ット”ＥＸ作出。の二法により、複数のてんかんモデル“ラット”を作出する。Ⅲ 表現型
と神経生理学的・薬理学的検定を行う。研究が当初計画どおりに進まない時のために、遺伝
子改変“ラット”の作出は複数の方法・遺伝子で行う。 

C: 変異を導入した“人工患者 iPS 細胞”を用いたてんかんの分子病態の ex vivo 解析 
【概要】患者由来の変異を正常対照 iPS細胞にＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９遺伝子編集技術を使
い導入して、“人工患者 iPS 細胞”を樹立する。その後神経細胞に分化させてその分子病態
を明らかにする。また、研究が当初計画どおりに進まない時に備え、患者由来 iPS 神経細胞
も継続樹立し、またヒト継代培養海馬細胞を用いた“人工患者海馬細胞”も並行して樹立す
る。 

Ｄ：遺伝子改変動物と iPS細胞由来神経細胞を用いた病態に基づく革新的治療開発 
【概要】遺伝子改変動物の作出と iPS細胞由来の神経細胞により分子病態に基づいた革新的
治療の道が開けた。①ノックアウト・インラットを用いて病態に強く関係するトランスポー
ターを阻害するてんかん予防研究 ②iPS 細胞から分化させた神経細胞を用いて次世代微
小電極ｱﾚｲｼｽﾃﾑ装置による化合物の薬剤のスクリーニング を実施する。研究が当初計画ど
おりに進まない時に備え、既作出のノックインマウスや “海馬細胞”も並行して利用する。 

 
４．研究成果 
Ａ：次世代シークエンサーによるてんかんの責任遺伝子変異同定と in vitro 解析 

申請者らが設立・管理するてんかん遺伝子バンクと次世代シークエンサーを利用して変異を
スクリーニングした。その結果、主に乳児早期てんかん性の脳症で多数の遺伝子変異を発見
した。なかでも、早期ミオクロニー脳症で、世界で初めてその原因としてGABAA受容体β２サ
ブユニットをコードする遺伝子、GABRB2の変異を発見した。早期ミオクロニー脳症の発症に
イオンチャネルの関与を示した初めての事例となった。さらにDravet症候群において、Naチ
ャネルα１サブユニットの遺伝子SCN1Aの変異を我々が同定した２８５例をもとに、遺伝子と
重症度との関係を明らかにし、また治療薬の選択に遺伝子型が関与する可能性を示した。 



さらに、若年性ミオクローヌスてんかんで、世界で初めてその原因として腸管細胞キナー
ゼをコードするICK遺伝子に複数の疾患変異を発見した。てんかんに腸管細胞キナーゼの関与
を示した初めての事例となった。さらにてんかん脳症の患者でパネルシークエンスで遺伝子
が同定出来なかった患者200名以上をトリオでエクソームシークエンスを実施した。 

 
Ｂ：遺伝子変異を有する“ラット”の作出とてんかんの分子病態の in vivo 解析 

SCN1A変異を持つてんかんモデル“ラット”を最新の遺伝子改変技術で作出した。さらに女性
のみが発症する特異なてんかんPCDH19関連てんかんの責任遺伝子PCDH19に変異をもつラット
も同様の手法で作出した。さらに、KCNQ2脳症とKCNQ2良性てんかんの遺伝子変異が同じアミ
ノ酸に起こる場合があるが、両方の遺伝子改変マウスを作出することに成功した。 
 

C：変異を導入した“人工患者 iPS 細胞”を用いたてんかんの分子病態の ex vivo 解析 
SCN1A遺伝子異常を持つDravet症候群の患者３人から新たにiPS細胞を樹立した。さらにすで
に樹立していたDravet症候群の患者から樹立したiPS細胞を遺伝子編集技術をつかうことに
より、“人工健常iPS細胞”を作出した。さらに慶応大学との共同研究により、iPS細胞を特
異的にグルタミン酸作動性の興奮性ニューロンまたはGABA作動性の抑制性ニューロンに分化
誘導させる方法を確立した。この方法を用いて、Dravet症候群では興奮性ニューロンの電気
活動は変わりないが、抑制性ニューロンの応答が悪いことを示した。 

 
Ｄ：遺伝子改変動物と iPS細胞由来神経細胞を用いた病態に基づく革新的治療開発 

iPS細胞を特異的にグルタミン酸作動性の興奮性ニューロンまたはGABA作動性の抑制性ニ
ューロンに分化誘導させる方法を用いて、Dravet症候群では興奮性ニューロンの電気活動
は変わりないが、抑制性ニューロンの応答が悪いことを示した。これを利用して、多電極
解析装置を使って薬物のrepositioningを実施し、候補化合物を同定した。 
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