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研究成果の概要（和文）：本研究では、Girdin/ccdc88a遺伝子を欠損させる細胞リネージを調節することで、早
期発症型の発達性てんかん性脳症と成人発症型の海馬硬化を伴う内側側頭葉てんかんを模した２つの難治てんか
んモデル動物を見出した。さらに、Girdin機能欠損は、海馬の主要抑制ニューロンの前駆細胞の遊走障害を引き
起こし、それが難治てんかんの病態形成の責任を担うことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found two animal models of intractable epilepsy that mimic
 early-onset developmental epileptic encephalopathy (DEE) and adult-onset mesial temporal lobe 
epilepsy with hippocampal sclerosis (MTLE with HS) by knocking out Girdin/ccdc88a gene in different 
cellular lineages. Furthermore, we found that depletion of Girdin causes impaired migration of 
progenitor cells of hippocampal interneurons, which is responsible for the pathogenesis of 
intractable epilepsy.

研究分野： てんかん

キーワード： てんかん　Girdin/ccdc88a

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
てんかんは世界で最も多い慢性脳疾患の１つである。薬物療法や外科的治療が有効とされるが、未だ約３割が難
治となるため、新たな視点に立ったてんかん病態解明が求められる。そのためには、ヒト難治てんかんに類似し
た病態を示すモデル動物が必須である。本研究では、新規てんかん遺伝子Girdinを異なる条件で欠損させた２種
類のマウスに、幼少期の難治てんかんである発達性てんかん性脳症、成人の難治てんかんである海馬硬化を伴う
内側側頭葉てんかんに類似した病態を見出すことに成功した。さらに、このマウスに生じるてんかん症状が既存
のヒト抗てんかん薬で抑制されることを確認しており、創薬研究にも有用と考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１． 研究開始当初の背景 

てんかんは、最も多い慢性脳疾患の１つである。特に、発達障害をともない幼少期よ
りてんかんを頻発する発達性てんかん性脳症（Developmental and epileptic 
encephalopathy: DEE）や、成人てんかんとして知られる海馬硬化を伴う内側側頭葉てん
かん（Mesial temporal lobe epilepsy with hippocampal sclerosis: MTLE+HS）は、薬剤抵
抗生を示し難治化する傾向にある。薬物療法や外科的治療が有効とされるが、未だ約３割
が難治となるため、新たな視点に立ったてんかん病態解明と治療法の開発が急務である。
ヒトでの介入試験や継続性をともなう試験には限界があるため、ヒト難治てんかんの病態
を模したモデル動物が必須である。 

2008 年にアクチン結合蛋白質である「Girdin」を全身性に欠損させたノックアウトマ
ウス（Girdin global KO マウス; gKO）が作製され、離乳前完全致死として報告された
（Kitamura et al., Nature Cell Biology, 2008）。申請者らのグループは、これまでに、飼育
法の改善により gKO を離乳前完全致死からレスキューすることに成功し、gKO が強直間
代発作（Generalized tonic-clonic seizure: GTCSs）を起こすことを初めて見出した（特許
第 5765720 号）。しかしながら、離乳前致死からのレスキュー効率が不十分であったた
め、成獣 gKO を用いたてんかん研究を安定的に行うことが困難であった。 
 
２． 研究の目的 

本研究では、gKO の離乳前完全致死を高効率でレスキューする方法を開発すると
ともに、gKO に形成されるてんかん病態の解明を通じてモデルマウスとしての有用性
を検証する。また、Girdin の機能欠損がてんかん病態にどのような影響を及ぼすのかを
明らかにする。 
 
３． 研究の方法 
1) 離乳前完全致死からのレスキュー法最適化 
gKO の離乳前完全致死を高効率にレスキューするため、出生時から離乳前までの gKO の
発育状態を体重測定と行動観察により調べた。発育を補助するため、与える餌の栄養組
成・形状・給餌時期・設置方法等の最適化を行った。 
2) てんかん発作解析 
てんかん発作様態、発症時期、発症頻度を明らかにするために、24 時間を通じた動画撮影
を行い、目視にて gKO の行動異常や GTCSs 発症頻度の定量を行なった。 
3) Video-electroencephalogram (EEG)解析 
脳表に設置した２点の電極から、自由行動下で Wt および gKO の脳波を測定した。同時に
ビデオ撮影も行い、脳波パタンとてんかん等の行動異常との関連を照合した。 
4) Girdin KO マウスに形成されるてんかん病態の病理学的解析 
Girdin KO マウスに形成されるてんかん病態を GTCSs 発症前（生後 7 日）、GTCSs 発症
時期（生後 28 日）、GTCSs 頻発後（生後 120 日）の３時点における脳病理解析を行っ
た。基本染色であるクリュ－バ・バレラ（KB）染色および免疫染色（抗 NeuN 抗体、抗
GFAP 抗体、抗 Gad65/67 抗体、抗 PV 抗体等）を行なった。発生過程におけるニューロ
ンの遊走異常を捉えるために、一部は胎生期（胎生 14.5 日）の脳組織を解析に用いた。 
5) コンディショナルノックアウトマウス用いたてんかん責任リネージ解析 
Nestin/Emx1/Gad2ires/Nkx2-1-Cre マウスと Girdin flox マウスを交配し、それぞれのリ
ネージ細胞に限定した Girdin 欠損マウスを作製した。 
6) 細胞遊走障害 
胎生 13.5 日齢の Wt および gKO マウスから胚性線維芽細胞（MEF）を初代培養し、
IncuCyteZOOM(Essen Bioscience)イメージングアナライザを用いて細胞遊走速度を定量
した。 
7) gKO に生じたてんかん以外の表現型解析 
小動物握力測定装置（メルクエスト社）を用いた（能動的）筋力測定、解剖と病理解析に
よる内臓平滑筋異常の同定、皮膚色素欠損領域の定量により神経冠由来色素細胞の遊走障
害を評価した。 
 
４．研究成果 
（１） gKO の成長遅滞と離乳前完全致死 

gKO は、嗅球低形成、脳梁形成異常等の脳の発達異常をともなって出生する
（Kitamura T, et al., Nat Cell Biol, 2008; Nahorski MS, Asai M et al., Brain, 2016）。出生
後も gKO には、明瞭な発育不良があり、離乳初期には体重減少に転じ、完全離乳（生後
23 日頃）前に全個体が死亡した。 



 
（２）離乳前完全致死のレスキュー 
gKO の発育不良をレスキューるすため、与える餌の栄養組成・形状・給餌時期・設置方法
等の最適化を行った結果、発育不良による離乳前完全致死（てんかん関連死は除く）をほ
ぼ全て回避することに成功した。gKO は、離乳後も通常給餌では生存できず、生涯を特殊
給餌に依存した。通常給餌で生育した Wt と特殊給餌で生育した gKO の体重推移（図
1a）と 1 年生存率には差がなかった（図 1b）ことから、本研究により開発された特殊給餌
法は gKO の安定的な供給を可能にしたといえる。 
 

 
（３）gKO に生じた GTCSs 

離乳前完全致死の克服により、gKO が完全浸透率にて GTCSs (Racine scale 5) 
(Ihara Y et al., 2016, PLoS ONE 11(2):e0150095)をほぼ毎日（平均 8.5 回/日）自然発症す
ることが明らかになった（図 2a）。gKO の GTCSs 発症年齢は、平均で生後 23 日齢であっ
た。GTCSs は寛解することなく生涯（最長２年齢）を通じて生じた（慢性てんかん）。
GTCSs の 97%が、gKO の睡眠時に生じた（睡眠てんかん）。GTCSs の頻度には、日内変
動があり、暗期/明期直前の１時間に、それぞれ最大/最小頻度を示した。光刺激・音刺
激・接触刺激による GTCSs の誘発も観察された（感覚誘発てんかん）。 

 
 
（４）gKO におけるビデオ-皮質脳波（Video-EEG）解析 

gKO の脳機能を明らかにするため Video-EEG 解析を行なった。gKO は電極留置
手術や数ヶ月にわたる脳波解析の実施に耐え生存した。成獣 gKO における Video-EEG
解析の結果、2 点の脳表面電極から、不規則性の Slow spike-and-wave が昼夜を問わず 24
時間を通じて検出された（図 2b）。発作（GTCSs）時の脳波としては、Video 上の強直
運動の開始と同時に背景脳波活動の中断と低振幅速波が出現し、次第に漸増律動の波形
を示した。この発作時の脳波パタンは Video 上の GTCSs 運動発作の出現と 100%一致し
た。 

 

 
（５）gKO に生じる多彩な行動様態 

gKO には、GTCSs 以外にも多彩な行動異常が出現した。生後 18 日から 31 日まで、
新規環境下での Wt と gKO の 10 分間の活動を記録した。Wt は日齢に関わらず 10 分の観
察時間の間、覚醒を維持し大部分の時間を歩行に費やした。一方、gKO は、生後 21 日頃
まで、歩行距離延長や過剰なグルーミング行動に代表される多動性を呈した。この多動性
は GTCSs が発症する平均日齢（23 日齢）と同時期に徐々に減少し、生後 30 日前後に



は、一転、歩行距離の急減を伴う低活動状態へと相転移した。低活動相では、hunched 
posture（四肢を体にたくしこむようにして背中を丸くした姿勢）、あるいは star gazing (頭
を上げて上空を凝視)の姿勢のままの無動状態が継続的に観察された。齧歯類の意識レベル
を測る Tubingen-Boston Rat coma sale を一部改変したテストを行なったところ（Paris-
Roldan et al., Neuroimage, 2019）、無動時の gKO の眼は半閉眼であり、髭（触毛）はほぼ
無動、外的刺激（接触刺激・音刺激）には反応し、一時的な覚醒をみせるが直ちに無動状
態に戻った。立ち直り反射には異常はなく、摂食行動のような合目的行動は一時的ではあ
るが可能であった。以上より、生後 30 日を過ぎた gKO には、持続性の軽い意識障害が生
じると考えられる（Walker HK, Hall WD, Hurst JW, editors. Boston: Butterworths; 
1990）。成獣の gKO は、無理に金網の上に乗せて裏返すと短時間ぶら下がっていられるが
自発的にケージ天井の金網に自ら懸垂することは全くなかったことから、精神活動遅鈍化
が示唆された。上述の gKO の低活動性は、生涯を通じて観察された。 
 
小括１ 

上述の通り、gKO に生じた脳発生異常、シビアな発育不全、摂食障害、GTCSs 発
症後に観察された重度の進行性の精神運動遅滞、多様な発作様態と EEG 特徴を総合する
と、gKO に生じたてんかん病態は、てんかん性脳症(EE)の一症候群であるレンノックスガ
ストー症候群（LGS）類縁の病態と考えられる（Dulac, Epilepsia, 2001）。さらに、重度発
達障害を伴うという観点からは、gKO の病態は発達性てんかん性脳症（DEE）の病態に近
いと考えられる（Scheffer et al., Epilepsia, 2017）。 
 
（５）gKO マウス脳の病理学的解析 

gKO の脳構造異常を明らかにするために、生後 7 日、28 日、120 日齢の gKO の脳組
織切片を作製し病理解析を行なった。その結果、gKO の両側海馬において、進行性の歯状
回分散・アンモン角全域におよぶ錐体細胞の消失・アストログリオーシスが確認された
（図 3）。これらの病理学的所見は、国際抗てんかん連名（ILAE）が定義する（Blumcke 
et al., Epilepsia, 2013）、古典的海馬硬化を伴う内側側頭葉てんかん（MTLE+HS）の典型
病理像であった。 

 
DEE のてんかん病態にも MTLE+HS のてんかん病態にも抑制ニューロン（INs）の機

能不全が関与することが示唆されている（Chatron N et al., Brain 2022; Lentini C et al., 
Cell Stem Cell 2021）。そこで、免疫組織化学法により gKO の脳における INs の分布を調
べた。INs の検出には、抗 Gad65/67 抗体を用いた。その結果、生後 7 日齢の gKO の両側
の大脳皮質と海馬に著しい Gad65/67 陽性抑制ニューロンの欠損が認められた（図４a）。
中でも、大脳皮質の中隔側と海馬における欠損が顕著であった。大脳皮質および海馬の主
要な INs サブタイプとして知られる PV/ SST 陽性細胞についても同様の欠損パタンを示
し、この INs の欠損パタンは生後 28 日齢、生後 120 日齢でも継続的に観察された。大脳
皮質および海馬 INs は、胎生期の基底核原基（GE）に存在する前駆細胞から供給され
る。GE を出た INs 前駆細胞は、大脳新皮質の側方から中隔に向かって接線移動しながら
大脳皮質と最終到達地点である海馬に順番に供給されるため（Danglot et al., 
Hippocampus, 2006）、生後 7 日目に観察された gKO 脳の INs 欠損パタンは、発生期の
INs の遊走障害に起因する可能性が考えられた（Shinohara R et al., Nat Neurosci 15(3), 
2012）。そこで、INs の遊走が活発な胎生期（胎生 14.5 日）の脳病理切片を作製し、免疫
組織化学法により INs の分布を検出したところ、大脳基底核における Gad65/67 陽性シグ
ナルは Wt と gKO で大差がないのに対し、gKO の大脳皮質側では、予想通り INs の遊走
到達地点として最も遠方である中核側や海馬で顕著な欠損が認められた（図４b）。 



以上より、成獣 gKO に生じた大脳皮質および海馬での INs の欠損は、発生期の INs
の遊走障害に起因している可能性が示唆された。 

 
 
（６）コンディショナルノックアウトマウスを用いた解析 

胎生期の INs 遊走障害が gKO に生じるてんかん病態の責任を担うかどうかを明らか
にするために、大脳皮質および海馬に分布する INs の主要なサブタイプである（PV/SST-
INs）の前駆細胞のリネージのみで Girdin を欠損させた conditional KO マウス（Nkx2-1-
cKO）を作製した。Nkx2-1-cKO は、僅かな筋力低下を認めるものの、gKO のような重度
の発育不全や精神運動遅滞はなく、特殊給餌も必要としなかった。しかしながら、Nkx2-
1-cKO にも gKO を比べると発症時期は遅い（平均生後 60.2 日）が、高浸透率(83%)にて
GTSCs が生じた。発作頻度は gKO と比較して低頻度（0.68 回/日）であった。cKO の両
側海馬においても MTLE の病理学的特徴である INs 欠損とアストログリオーシスが確認
された。 

 
小括２ 
以上より、Nkx2-1 リネージ INs における Girdin 欠損が MTLE の病理所見をともな

う難治てんかん誘発の十分条件であることが示唆された。GTCSs 発症日齢、GTCSs 頻
度、病理所見はいずれも gKO よりマイルドであったことから、Nkx2-1 リネージ以外のリ
ネージにおける Girdin 欠損が GTCSs の病態の重症度を修飾した可能性が考えられる。 

 
（７）マウス胚性線維芽細胞（MEF）を用いた培養下での細胞遊走解析 

Girdin 欠損がどのように INs の遊走障害を引き起こしたのかを明らかにするため
に、胎生期の Wt および gKO から単離したマウス胎仔線維芽細胞（Mouse embryonic 
fibroblast, MEF）を用いてタイムラプス解析（IncuCyte Zoom, Essen Bioscience）により
細胞遊走速度を検討した。Wt-MEF と gKO-MEF の間で有意な遊走速度の差を捉えること
はできなかった。Girdin は、INs に特異的な跳躍運動と呼ばれる遊走の仕組みおいて特に
重要な働きをする可能性があると考え、今後は、MEF ではなく、INs を標的に in vivo で
のタイムラプスイメージングを行う予定である。 
 
（８）gKO に生じたてんかん以外の表現型 

5 ヶ月齢を超えた gKO には、胃・小腸・膀胱・子宮などで、拡張/延長が高頻度に認
められた。小腸での腸管神経節の欠落は認められず、線維化（マッソン・トリクロム染色
陽性）をともなう Visceral myopathy 様の病理学的所見が得られた。 
 
 
総括 

本研究では、Girdin/ccdc88a 遺伝子を欠損させる細胞リネージを調節することで、早
期発症型の発達性てんかん性脳症と成人発症型の海馬硬化を伴う内側側頭葉てんかんを模
した２つの難治てんかんモデル動物を見出した。さらに、Girdin 機能欠損は、海馬の主要抑
制ニューロンの前駆細胞の遊走障害を引き起こし、それが MTLE 病理所見を伴う難治てん
かんの病態形成の責任を担うことを明らかにした。今後は、INs 遊走機序における Girdin
の役割、Girdin 機能欠損がてんかん病態及ぼす影響を明らかにする予定である。 
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