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研究成果の概要（和文）：限局性皮質異形成等を認める64症例に対して、病変部脳組織由来DNAを用いた解析を
行い、37症例において遺伝的原因が判明した。これらのうち、報告の少ないまたは新規の原因遺伝子は、PTPN11
とMAP2K1のバリアント、MTORのインフレームバリアントであった。限局性皮質異形成はmTORパスウェイ上に位置
する遺伝子が主に解析対象とされているが、本研究において検出されたRAS/MAPKパスウェイの遺伝子にも着目し
ていく必要がある事が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Genetic analysis using DNA from brain lesion tissues identified causal 
variants in 37 of 64 cases with focal cortical dysplasia (FCD) or other abnormalities of cortical 
development. Of these, somatic variants of PTPN11 and MAP2K1 and in-frame deletion in MTOR have 
rarely or never been reported in FCD. This study indicates that genetic analysis for FCD and other 
types of cortical developmental malformations should also focus on the RAS/MAPK pathway genes, in 
addition to mTOR pathway genes which are often responsible for FCD. 

研究分野：分子遺伝学

キーワード： 難治性てんかん　体細胞変異　次世代シークエンス　mTOR 　単一遺伝子疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
限局性皮質異形成（FCD）では原因バリアントの大部分がmTORパスウェイの遺伝子であるため、これらに着目し
た遺伝子解析が行われていることが多い。また、FCDの治療は抗てんかん薬や外科的治療の他にmTOR阻害薬の治
験が実施されている。本研究ではmTORパスウェイにつながるRAS/MAPKパスウェイの遺伝子のバリアントを検出し
た。今後、mTORパスウェイの異常の有無が治療薬選択の情報となる可能性もあるため、RAS/MAPKパスウェイの遺
伝子を含む遺伝子解析も原因バリアント検出に貢献できると考えられる。

※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。
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1. 研究開始当初の背景 
 
限局性皮質異形成（Focal cortical dysplasia, FCD）は大脳皮質における局所の形成異常で、
皮質層構造において細胞配列の異常や異型細胞を認め、難治性てんかんの原因として知られて
いる。FCD の原因として、mTOR パスウェイ関連遺伝子（MTOR、DEPDC5、TSC1、TSC2）の脳組織特
異的な体細胞バリアントが報告されており、FCD の遺伝子変異解析においては同パスウェイに着
目した解析が行われている。また、近年には DEPDC5 や TSC2 の生殖細胞系列バリアントと脳組織
特異的な体細胞バリアントの 2ヒットも少数ではあるが報告されている。 
 
所属研究室において、これまでに FCD 症例に対して血液・脳組織由来のペア DNA サンプルと次世
代シークエンサーを用いた高感度な体細胞バリアント解析を実施したが、69％（42/61）は原因
バリアントを見いだせていない。また、1症例においては全エクソーム解析データから脳組織特
異的な体細胞 CNV を検出した。このことから、未解決症例の脳組織特異的な体細胞 CNV の関与が
示唆された。 
 
FCD の治療においては抗てんかん薬や外科的治療の他に mTOR 阻害薬の治験が実施されており、
mTOR パスウェイの異常の有無が治療薬選択の重要な情報となる可能性が推測される。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では FCD において脳組織特異的な体細胞バリアントまたは体細胞 CNV の検出を行い、新
規原因遺伝子の同定を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) mTOR パスウェイ関連遺伝子のディープシークエンス:分子バーコードを組み合わせた正確
性の高いターゲットキャプチャーを用いて、3,000×の読み取り深度を目標に実施し、アレル頻
度 0.5％以上の低頻度体細胞バリアントを対象に解析を行った。検出されたバリアントの検証は
候補バリアントを含む PCR 産物と次世代シークエンサーを用いたディープシークエンス（10,000
×の読み取り深度によりアレル頻度 1％程度まで検証可能）により行った。 
 
(2) 脳組織と血液由来 DNA を用いた全エクソーム解析:読み取り深度は生殖細胞系列バリアント
解析の場合の 70-90×よりも多い 200×を目標にシークエンスを実施した。また、体細胞バリア
ント検出ソフトはMutect2, Varscan2を使用してバリアントアレル頻度5％以上を対象に網羅的
な解析を行なった。生殖細胞系列バリアントについては所属研究室の解析系（UnifiedGenotyper)
を使用した。 
 
（3）脳組織特異的な CNV の検出: 次世代シークエンスデータを用いた CNV 解析を実施した。所
属研究室の生殖細胞系列の解析系においてはアレル頻度 20-30％までの CNV の場合には検出可
能である。また、SNP アレイはアレル頻度 10％程度までは目視で検出可能であるため、並行して
行った。体細胞 CNV が認められた場合には高感度なドロップレットデジタル PCR を用いて多重
測定することで検証を実施した。 
 
 
４．研究成果 
 
研究開始当初から終了までに集積された、限局性皮質異形成等の症例は 64 症例で、病変部脳組
織と血液由来 DNA を用いた解析により遺伝的原因の同定を行った。原因が判明したのは 37症例
でそのバリアントは生殖細胞系列バリアントが 4 個、病変部脳組織特異的な体細胞バリアント
が 35 個であった。これらのバリアントのうち、3個は遺伝子コピー数の変化、36 個は一塩基置
換や小さいサイズの挿入欠失であった。 
 
今回検出されたバリアントのうち、これまでに報告の少ない、または新規の原因遺伝子として
PTPN11 と MAP2K1 のバリアント、MTOR のインフレームバリアントがある。これらのバリアントに
対して、培養細胞と発現ベクターを用いた実験により、以前より FCD の原因として考えられてい
るｍTOR パスウェイの活性化を確認した。その結果、MTOR のインフレームバリアント、MAP2K1 の
バリアントでは mTOR パスウェイの活性化が野生型に比べて有意に上昇していた。また、PTPN11



では統計的に有意差は認められなかったが、実験条件によっては野生型と比べて mTOR パスウェ
イの活性が上昇している傾向が認められ、疾患発症への関与が考えられた（図 1）。 

 
脳組織由来 DNA での遺伝子コピー数の変
化を認めた 2症例では、その領域にFCDの
原因として知られている遺伝子である
TSC1 または DEPDC5 が含まれていた。
DEPDC5 遺伝子を含む CNV を有する症例は
同遺伝子に体細胞バリアントも有してお
り、以前より少数の症例で報告されてい
る 2 ヒットであることが示唆された（図
2）。 
 
FCD や片側巨脳症は mTOR パスウェイ上に
位置する遺伝子の一塩基置換や小さいサ
イズの挿入欠失が解析対象とされている
ことが多いが、本研究において検出され
た RAS/MAPK パスウェイ上にある遺伝子
（PTPN11、MAP2K1）や体細胞 CNV にも着目
していく必要があることが考えられた。 
 
研究開始当初は FCD などのてんかん原生
組織のPTPN11体細胞バリアントの報告は
されていなかったが、本研究の論文作成
中に 2 報の論文から報告がされた 1,2。本
研究においては 1例のみであったため 3、
これらの論文によって、PTPN11 の体細胞
バリアントの関与が更に示唆された。 
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