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研究成果の概要（和文）：ドラベ症候群は頻回するけいれん発作と発達遅滞を特徴とする乳児期発症のてんかん
です。この疾患の原因は神経活動に関わる電位依存性ナトリウムチャネルα１の機能低下です。本研究は、α１
と複合体を形成するタンパク質について解析しました。そして、α１の細胞内ループに結合するタンパク質とし
て線維芽細胞増殖因子相同因子とシナプス関連タンパク質を見出しました。線維芽細胞増殖因子相同因子はα1
の活性を変化させませんでしたが、これらタンパク質が細胞内ループを介してα1機能を調節する可能性が示唆
されます。

研究成果の概要（英文）：Dravet syndrome is an infantile epileptic encephalopathy characterized with 
intractable epileptic seizures and developmental delay. Dravet syndrome is associated with loss of 
function mutations of the gene encoding voltage-gated sodium channel alpha 1 subunit. This study 
aimed to characterize protein complexes composed of sodium channel alpha 1. We found that sodium 
channel alpha 1 interacted with fibroblast growth factor homologues factor and synaptic protein. 
Although fibroblast growth factor homologues factor did not significantly altered properties of 
sodium channel alpha 1, these protein-protein interactions may regulate functions of sodium channel 
alpha 1.

研究分野： 神経科学

キーワード： てんかん　電位依存性ナトリウムチャネル　タンパク質複合体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ドラベ症候群は重篤な乳児期発症のてんかんです。新しい治療薬の開発が求められていて、その一つとして、電
位依存性ナトリウムチャネルα１を標的する分子戦略を挙げることができます。本研究は、α１と相互作用する
タンパク質として、線維芽細胞増殖因子相同因子とシナプス関連タンパク質を見出しました。そして、本研究は
α１内にタンパク質間相互作用領域を同定しました。この領域はα１機能を調節できるドラベ症候群治療開発の
標的となりうると期待されます。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 乳幼児期に発症する治療抵抗性のてんかん症候群はてんかん性脳症とよばれ、頻回する発
作と異常脳波が精神運動発達の遅延あるいは退行を引き起こす。てんかん性脳症の発症に多数
の遺伝子が関わっていることが、近年の遺伝子解析技術の発展によって明らかにされた。 
 
(2) Dravet 症候群はてんかん性脳症に含まれる難治な乳児期発症てんかんである。Dravet 症候
群の主因は電位依存性ナトリウムチャネルα1の機能不全であり、8割の患者に電位依存性ナト
リウムチャネル α1 をコードする SCN1A 遺伝子上の変異が認められている。Dravet 症候群の
SCN1A 遺伝子変異と相同の遺伝子変異を有するマウスは、ヒト病態を忠実に再現する。この病態
マウスモデルを用いた研究から、電位依存性ナトリウムチャネル α1 の機能不全が抑制性神経
細胞の活動性低下を招いて脳の興奮性を高め、その結果、てんかんと精神運動発達遅滞が引き起
こされることが分かった（Ogiwara et al. 2007; Ito et al. 2013; Ogiwara et al. 2013; 
Tatsukawa et al. 2018）。これらの知見から、①電位依存性ナトリウムチャネルα1の機能を回
復させる、あるいは、②抑制性神経細胞の活動性を上昇させる、という Dravet 症候群治療戦略
の開発を進めている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、Dravet 症候群の治療開発に貢献することである。本研究は、電位依存性ナト
リウムチャネルα1と複合体を形成するタンパク質に注目し、電位依存性ナトリウムチャネルα
1内にそれらタンパク質が相互作用する領域を同定した。また、複合体形成が電位依存性ナトリ
ウムチャネルα1の電気生理学的性質に与える影響を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 電位依存性ナトリウムチャネルα1は6回
膜貫通セグメントから成るドメインが 4 回繰
り返した膜タンパク質であり、N末端とC末端、
そして膜貫通ドメイン間の３つのループが細
胞内にある（図１）。これら細胞内ループ部分
タンパク質をコードする cDNA に HA-tag を付
加した発現ベクターを構築した。 
 
(2) 電位依存性ナトリウムチャネル α1 と複合体を形成するタンパク質について、シナプス関
連タンパク質と線維芽細胞成長因子の cDNA に V5-tag を付加した発現ベクターを構築した。電
位依存性ナトリウムチャネルα1の C末端の IQ ドメインに結合することが既知のカルモジュリ
ンについても、V5-tag を付加した発現ベクターを構築した。 
 
(3) 電位依存性ナトリウムチャネル α1 の細胞内ループ部分タンパク質とシナプス関連タンパ
ク質、線維芽細胞成長因子、あるいはカルモジュリンを培養細胞に共発現させ、細胞溶解液に抗
tag 抗体を混合して免疫沈降法によりタンパク質を回収した。次に、免疫沈降産物について、ウ
エスタンブロット法を用いて電位依存性ナトリウムチャネル α1 やシナプス関連タンパク質、
線維芽細胞成長因子、カルモジュリンの有無を解析した。 
 
(4) 電位依存性ナトリウムチャネル α1 と線維芽細胞成長因子を共発現させた培養細胞におけ
るナトリウム電流の電位依存性やゲート開閉について、ホールセルパッチクランプ法を適用し
て解析した。 
 
４．研究成果 
(1) HA-tag を付加した電位依存性ナトリ
ウムチャネル α1 部分タンパクと V5-tag
を付加したシナプス関連タンパク質(A)、
あるいは線維芽細胞成長因子(B)を培養細
胞に共発現させ、細胞溶解液を調整して抗
HA抗体を用いた免疫沈降と抗V5抗体を用
いたウエスタンブロット法を実施した。シ
ナプス関連タンパク質(A)と線維芽細胞成
長因子(B)が電位依存性ナトリウムチャネ
ル α1 のループ 1 に結合することを見出
した（図２）。 



(2) 上述の(1)の方法とは逆に、抗
V5 抗体を用いて免疫沈降を行い、抗
HA 抗体を用いてウエスタンブロッ
ト法を実施し、シナプス関連タンパ
ク質(A)と線維芽細胞成長因子(B)が
電位依存性ナトリウムチャネル α1
のループ 1 に結合することを再確認
した（図３，４）。 
 
(3) 上述の(1)と(2)の結果は、線維
芽細胞成長因子が電位依存性ナトリ
ウムチャネル α1 の C末端には結合
しないことを示唆した。しかしなが
ら、電位依存性ナトリウムチャネル
α1 の C 末端には線維芽細胞成長因子が結合
すると推察できる配列がカルモジュリン結合
IQ ドメインの上流にあった。カルモジュリン
との結合が線維芽細胞成長因子の C 末端への
結合を妨げていると仮定し、IQ→EE に変異を
導入してカルモジュリンとの結合を妨げた電
位依存性ナトリウムチャネル α1 の C 末端と
線維芽細胞成長因子を培養細胞に共発現させ
て免疫沈降とウエスタンブロットを実施したが、依然として、結合は検出されなかった（図 5）。 
 
(4) 線維芽細胞成長因子と電位依存性ナトリウムチャネルα1 の複合体形成が電気生理学的性
質に与える影響を検討する
ため、共発現細胞にホール
セルパッチクランプ法を適
用した。図６に示すように、
線維芽細胞成長因子(B)は、
電位依存的な活性化(左パ
ネル)、電位依存的な不活性
化(中間パネル)、そして不
活性化からの回復(右パネ
ル)を変化させなかった。 
 
(5) シナプス関連タンパク質と線維芽細胞増殖因子が共に電位依存性ナトリウムチャネルα1
のループ 1に結合することから、ループ 1が治療標的の候補になりうるが示唆された。また電位
依存性ナトリウムチャネルα1に結合する分泌タンパク質も見出し、細胞外から電位依存性ナト
リウムチャネルα1の機能を調節できる手掛かりになる可能性が示唆された。 
 
＜引用文献＞ 
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