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研究成果の概要（和文）：ヒト常染色体優性夜間前頭葉てんかん (ADNFLE) で見いだされた，

ニコチン性アセチルコリン受容体α4 サブユニットをコードする CHRNA4 遺伝子の S284L 変

異に相同する，ラット Chrna4 変異遺伝子を導入した遺伝子組換えラットを用いて解析した。

睡眠－覚醒リズムに伴う発作焦点領域の神経伝達機能の変化が，S284L 変異型α4 nAChR 機

能変異との相互作用によって，睡眠誘発性の ADNFLE 発作を発現する可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Mutations of genes encoding α4, β2 or α2 subunits (CHRNA4, 
CHRNB2 or CHRNA2, respectively), of neuronal nicotinic acetylcholine (ACh) receptor 
(nAChR) cause nocturnal frontal lobe epilepsy (NFLE) in human. NFLE-related 
seizures are seen exclusively during sleep and characterized by three distinct seizure 
phenotypes; “paroxysmal arousals”, “paroxysmal dystonia” and “episodic wandering”. 
We generated transgenic rat strains that harbor a missense mutation S284L, which 
had been identified in CHRNA4 in NFLE. The transgenic rats were free of biological 
abnormalities, such as dysmorphology in the central nervous system, and behavioral 
abnormalities. The mRNA level of the transgene (mutant Chrna4) was similar to the 
wild-type and no distorted expression was detected in the brain. However, the 
transgenic rats showed epileptic seizure phenotypes during slow wave sleep (SWS) 
similar to those in NFLE exhibiting three characteristic seizure phenotypes and thus 
fulfilled the diagnostic criteria of human NFLE. The therapeutic response of these rats 
to conventional antiepileptic drugs also resembled that of NFLE patients with the 
S284L mutation. The rats exhibited two major abnormalities in neurotransmission; 1) 
Attenuation of synaptic and extrasynaptic GABAergic transmission and 2) abnormal 
glutamate release during SWS. The currently available genetically engineered animal 
models of epilepsy are limited to mice, thus, our transgenic rats offer another 
dimension to the epilepsy research field. 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００８年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

２００９年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

２０１０年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

年度    

  年度    

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：内科系臨床医学・精神神経科学 

機関番号：１１１０１ 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2008～2010 

課題番号：２０５９１３６１ 

研究課題名（和文） 夜間前頭葉てんかんの治療法の確立：てんかん抑制機構の分子病態

解明  

研究課題名（英文） Establishment of preventive strategies for nocturnal frontal lobe 

epilepsy – Elucidation of molecular mechanism to inhibit epileptic 

seizures 

研究代表者 

森 文秋（MORI FUMIAKI） 

弘前大学・大学院医学研究科・准教授 

 研究者番号：６０２００３８３ 

 



キーワード：精神薬理学、夜間前頭葉てんかん、遺伝子変異モデル、ラット、ニコチン性アセ

チルコリン受容体 

 
１．研究開始当初の背景 

てんかんは人口の約 1％が罹患する最も頻
度の高い神経疾患である。現在のてんかん治
療は、てんかん原性を獲得した患者が複数回
のてんかん発作を経験した場合に、発作頻度
の減少を目的に抗けいれん薬を用いる薬物
療法が第一選択として推奨されている。つま
り、現有の治療法はてんかんの病因そのもの
を標的とした“抗てんかん薬による根治的治
療”ではなく、“抗けいれん薬を用いた発作
頻度の低下”を目的としたものであり、てん
かん発作による中枢神経系の二次的な損傷
の進展を防止する治療にすぎない。てんかん
患者とてんかん治療に携わる医療者は、根治
的てんかん治療を達成しうる新たな治療法
の開発と実用化を望んでいる。 

本研究計画では、根治的てんかんの治療を
達成しうる“真の抗てんかん薬の開発”を目
標とし、その開発に必要な研究の方向性を以
下の如く設定した。真の抗てんかん薬の開発
には、分子生物学的／神経科学的なてんかん
病態の解明が必要であり、従来のけいれんモ
デル動物ではなく、ヒトのてんかん病態を獲
得した真のてんかんモデル動物を用いた分
子病態の解明が必要である。しかし、過去１
０年間で特発性てんかんの責任遺伝子が多
数同定されたが、これらの変異遺伝子が如何
なる機序を介して、てんかん病態に関わるの
か、換言すれば、「てんかん焦点の形成」な
らびに「てんかん焦点からの過剰放電伝播」
の病態メカニズムは明らかにされていない。 

NFLE は、孤発性(sNFLE)と優性遺伝する
ADNFLE に分類されるが、表現系と病態は
単一疾患であると推測され、睡眠第 II/III 相
に前頭葉を焦点とする運動発作、或いは発作
の伝播に前頭葉が enhancer として関与して
いると考えられている。申請者らは、本邦の
ADNFLE 家系から、ニコチン性アセチルコ
リン受容体のα４サブユニットをコードす
るCHRNA4遺伝子のS284L変異を同定した
が、この S284L 遺伝子変異は、極東・中近
東・欧州の ADNFLE 家系で発見され、さら
に sNFLE で も 発 見 さ れ る な ど 、
ADNFLE/sNFLE の分子病態として最も主
要な変異である可能性が高い。そのような状
況の中、研究代表者らはヒト CHRNA4 の
S284L 変異に相同する変異を有するラット
Chrna4 遺伝子を導入した遺伝子改変モデル
ラット (S284L-TG) の作出に成功した。
S284L-TG はヒト ADNFLE/sNFLE の主要
発作型の nocturnal paroxysmal arousal、
nocturnal paroxysmal dystonia、episodic 

nocturnal wandering を獲得し、抗けいれん
薬に対する感受性も S284L 変異を有する

ADNFLE/sNFLE 患者と同等である。つまり、
この遺伝子改変ラットは ADNFLE/sNFLE

のモデル動物として、表現的・構造的・予測
的な妥当性が保証され、世界初の機能性中枢
神経系疾患のモデル動物であることが証明
されたと言える。S284L-TG の interictal 

discharge は６週齢から、ictal discharge は
８週齢から発現しており、年齢依存性の
mRNA・タンパク質の発現変化と神経伝達機
能の変異を解析することで、従来の基礎てん
か ん 学 で は 明 ら か に 出 来 な か っ た 、
“epileptogenesis”(発作焦点形成開始と発達
過程)”ならびに“ictogenesis”(焦点部位の
過剰放電の開始と伝播過程)の病態解析が可
能である。 

近年、特発性てんかんはチャネル病である
という仮説が支持されている。しかしながら、
こ の 仮 説 に 基 づ い て 作 製 さ れ た
ADNFLE(S280L と insL)ならびに人工的な
L9’A mutation で同定された変異(L283A、
この変異は ADNFLE ならびに sNFLE 患者
では同定されていない)に対応する Chrna4

の mutation を有するノックインマウス
[Fonk C et al (2005), Glykys J et al (2005), 

Klaassen A et al (2004)]は、けいれん感受性
亢進を獲得しているが、てんかんの分子病態
として重要な epileptogenesis を獲得してい
ないので NFLE の病態を反映しているとは
言い難く、モデル動物として不適格である。
一方、研究代表者らが作出した S284L-TG ラ
ッ ト は ヒ ト て ん か ん と 同 質 の
epileptogenesis を獲得した唯一のヒトてん
かん遺伝子導入ラットである。しかも、マウ
スでなくラットを用いたことにより、発作焦
点の解析やマイクロダイアリーシスを用い
た神経化学的な解析にも信頼性が高い。さら
に、てんかん発作と変異神経細胞との対応や
薬物による治療効果の判定にも本モデル動
物は有用である。つまり、本研究は、
S284L-TG ラットの特性を充分に生かしたも
ので、ADNFLE ならびに sNFLE の病態解
明に通じるとともに、その予防的治療の戦略
を提示できる優先性の高い研究のひとつで
ある。 

 

２．研究の目的 

(1) てんかん発症前後に発現変動する遺伝子
（てんかん病態候補遺伝子）のスクリーニン
グを行い、てんかん病態候補遺伝子の経時的
ならびに脳内分布変動を検証する。 

(2) NFLE 病態に関与する遺伝子及びタンパ
ク質の三次元的病態カスケードを明らかに
する。 

(3) 遺伝子およびタンパク質の機能変異／発



現変異を制御（補正）する薬剤による予防的
治療法の基本的ストラテジーを提示する。 

(4) この予防的治療法の分子機構を明らかに
する。 

以上により、てんかんの予防的治療法の臨
床的応用に向けた基礎データの確立をめざ
す。 

 

３．研究の方法 

 
１）てんかんの分子病態検索 
1-１）てんかん発症前後に変動する mRNA の
スクリーニング 
1-２）てんかん発症前後に変動する遺伝子の
定量 
1-３）てんかん発症前後に変動する遺伝子の
脳内分布の検討 
1-４）てんかん発症前後に変動するタンパク
質の発現量の変化の検討 
1-５）てんかん発症前後に変動するタンパク
質の脳内分布の検討 
 
２）てんかんの神経科学的病態検索 
２-１）in vitro での神経伝達機能変異の解
析 
２-２）in vivo での神経伝達機能変異の解析 
 
３）予防治療のための低分子化合物（薬剤）
の選定 

１）および２）で得られた分子生物学的な
変異と神経科学的変異を、wild-type と
S284L-TG で比較検討し、ADNFLE/sNFLE の病
態カスケードを立案し、仮説的病態カスケー
ドに従ったてんかん原性機構の発生防止を
標的とした低分子化合物の選定を行う 
 
４）選定した低分子化合物の効果判定 
４-１）in vitro での神経伝達機能 
４-２）けいれん発作モニタリング（行動観
察と脳波記録） 
 
５）てんかん原性発達抑制の分子機構の解析 
４）で検証された、てんかん発現抑制効果

を有する低分子化合物の分子生物学的／神
経科学的機構を明らかにすることで、より合
理的なてんかん抑制薬のゲノム創薬の開発
ストラテジーを構築する。 
 
５-１）てんかん抑制機序の分子生物学的解
析 
てんかんの完全抑制可能な低分子化合物

を“てんかん防止薬”として、その薬理学的
標的のスクリーニングを、マイクロアレイ、
Real-time PCR、Western blotting で行い、
標的分子の絞り込みを行う。 
５-２）てんかん抑制の標的部位の確定 

５-１）のスクリーニングで明らかにされ

た、低分子化合物投与によって発現が増加・
減少した分子の、てんかん防止標的分子群の
神経回路内における標的部位の確定を行う
目的で、In situ hybridization 及び免疫組
織化学により部位特異性を検討する。 
５-３）in vitro での神経伝達機能変異の解
析 
てんかん抑制ラットの前頭皮質の 350μｍ

厚切片を作製し、64 チャネル細胞外電位測定
電極を有する MED プローブ上に設置し、皮質
内興奮性伝播と視床-皮質路の興奮性伝播を
計測する（上野、右田）。同様のスライスを
用い、スライスパッチクランプによる、興奮
性グルタミン酸神経伝達と抑制性 GABA 伝達
の機能も測定する。 
５-４）in vivo での神経伝達機能変異の解析 
てんかん抑制ラットを用いて in vivo 

microdialysis を行い、S284L-TG の興奮性伝
達物質（グルタミン酸・アスパラギン酸）と
抑制性神経伝達物質(GABA・モノアミン・ヌ
クレオチド)の開口分泌機構機能変異に対す
る、低分子化合物の機能的補正の機序を機能
的側面から検証する。 
６）新たなてんかん治療法の確立 
以上１）～５）の結果をふまえ、ヒトへの

臨床応用に耐えうる、前臨床段階の基礎デー
タの修得に努めると同時に、“てんかん防止
薬”の候補化合物の臨床応用を実現する実績
を有する製薬企業とのパートナーシップ探
索も行う。 
 
４．研究成果 
平成２０年度：ヒトの夜間前頭葉てんかん

の病態を獲得した真のてんかんモデル動物
としてニコチン性アセチルコリン受容体α
４(nAChR alpha4) S284L 遺伝子導入(TG)ラ
ットならびにその対照として nAChR alpha4 
S284L WT (LM )の 2, 4, 6, 8, 12 週齢を用
いて、てんかん発症前後に発現変動する遺伝
子（てんかん病態候補遺伝子）のスクリーニ
ングを行い、発現変動した遺伝子の mRNA を
標的とし、NGF, BDNF, NT3, KCC, KCC2, NKCC1, 
c-Fos, Ntf5, Ntrk1, Ntrk2, Ntrk3, Ngfr, 
Alpha-synuclein, nAChR alpha4 (wild), 
nAChR alpha4 (mutant)の cDNA を用いて in 
situ hybridization を行った。夜間前頭葉て
んかんの発現に関連する脳部位である前頭
葉ならびに視床においていくつかの遺伝子
について変動が認められた。 

平成２１年度：平成２０年度の研究計画で
得られた分子生物学的な変異と神経科学的
変異を、wild-typeとS284L-TGで比較検討し、
ADNFLE/sNFLE の病態カスケードを立案し、仮
説的病態カスケードに従ったてんかん原性
機構の発生防止を標的とした低分子化合物
の選定を行った。この薬剤（未発表のため薬
剤名は記載しない）を用い、ヒトの夜間前頭



葉てんかんの病態を獲得した真のてんかん
モデル動物としてニコチン性アセチルコリ
ン受容体α４(nAChR alpha4) S284L 遺伝子
導入(TG)ラットならびにその対照として
nAChR alpha4 S284L WT (LM )の 8,10,12 週
齢に対して、効果判定を行った。in vitro で
の神経伝達機能変異の解析（パッチクランプ
法）、けいれん発作モニタリング（行動観察
と脳波記録）を実施したところ、けいれん発
作の抑制が認められた。薬剤の投与量、時期、
期間をさらに調整していくことにより、てん
かん原性を完全抑制の可能であることが示
唆された。 
平成２２年度：平成２０および２１年度の

研究で得られた、てんかん原性機構の発生防
止を標的とした薬剤（未発表のため薬剤名は
記載しない）を用いて、ヒトの夜間前頭葉て
んかんの病態を獲得した真のてんかんモデ
ル動物としてニコチン性アセチルコリン受
容体α４(nAChR alpha4) S284L 遺伝子導入
(TG)ラットならびにその対照として nAChR 
alpha4 S284L WT (LM )の 8,10,12 週齢に対
して、in vitro での神経伝達機能変異の解析
（パッチクランプ法）並びにてんかん発症前
後に発現変動する遺伝子（てんかん病態候補
遺伝子）のスクリーニングを行い、てんかん
病態候補遺伝子の経時的ならびに脳内分布
変動を検証した。この薬剤がヒトへの臨床応
用に耐えうる“てんかん防止薬”の候補化合
物であることが示された。この成果を踏まえ
“てんかん防止薬”の候補化合物の臨床応用
を実現する実績を有する製薬企業とのパー
トナーシップを模索した。 
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