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研究成果の概要（和文）： 

Phenotype-driven ENU ミュータジェネシス法により、ヒト発作性運動失調 EA1 の原因遺

伝子である電位依存性カリウムチャネル Kcna1 にミスセンス変異を有するモデルラット、

酸化ストレス遺伝子に変異を有するけいれん発作モデルラットを開発した。Gene-driven 法

では、ヒト常染色体性優性外側側頭葉てんかん ADLTE の原因遺伝子 Lgi1 変異ラットを開

発し、てんかん焦点形成機序の一端を明らかにした。てんかんモデルラットは、ナショナ

ルバイオリソースプロジェクト「ラット」から利用可能である。 

 

研究成果の概要（英文）： 

By phenotype-driven ENU mutagenesis approach, we identified a S309T missense mutation in 

voltage-gated potassium channel, Kcna1 gene, which was the causative gene of human Episodic 

ataxia type1 (EA1). We have also identified a missense mutation in the gene associated with the 

oxidant stress as an epileptic rat model. By gene-driven ENU mutagenesis, we have generated Lgi1 

mutant (L385R) rats as a rat model for the human autosomal dominant lateral temporal lobe 

epilepsy (ADLTE). These epileptic rats are freely available from the National Bio-Resource Project 

for the rat in Japan. 
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１．研究開始当初の背景 

てんかんの患者は全人口の約１％と推定さ

れ、約 80％は発作の原因が明らかでない

「特発性てんかん」、約 20％は脳の外傷、

異常形成、変性などによる器質的障害に起

因する「症候性てんかん」に分類される。

治療法は、症候性てんかんにおいては一部

外科的手術がなされるが、主にはてんかん

発作を抑制する薬による対処療法が取られ

ている。しかしながら、約 20－30％の患者

は薬物用法に対し難治を示し、また多くの

場合、抗てんかん薬を長期服用しなければ

ならず、副作用や社会生活の制限など深刻

な問題を抱えている。従って、根本的な治

療法および副作用のない優れた抗てんかん

薬の開発が強く望まれている。 

てんかんは、その症状が患者により多種

多様であり、またその誘因も取り巻く環境

によって大きく異なることから非常に複雑

な病気とされている。モデル動物は、遺伝

素因と環境素因とを制御することができ、

生理解剖学的解析や個々の神経細胞レベル

にまで評価ができるため、てんかん研究に

は必須である。ラットは特に、脳の電気生

理実験、免疫組織学検査、薬理薬効試験な

どに適しており、これまでにもさまざまな

実験誘発てんかんモデルや遺伝性てんかん

ラットが開発されてきた。我々の研究室で

も、欠神様発作と強直性発作を自発的に高

頻度に発症する SER ラット（Serikawa T et 

al. Epilepsia 31:9-14, 1990, Kuramoto T et al. 

PNAS 98:559-64, 2001）、強直間代性けいれ

んを自然発症するNERラット（Maihara T et 

al. Epilepsia 41:941-9, 2000）、電位依存性カ

ルシウムチャンネルCacna1a の遺伝子変異

により欠神様発作を発症する GRY ラット

（Tokuda et al. Brain Res 1133:168-77, 2007）

などを開発し、原因遺伝子の同定、病態生

理学的解析、薬理薬効の評価系としての有

用性などを示してきた。 

しかしながら、ラットでは実用可能な ES

細胞がないため、ヒトてんかん遺伝子を標

的とした遺伝子改変ラットを作製すること

ができなかった。近年、我々はゲノム DNA

に点突然変異を誘発する化学変異原 ENU

（エチルニトロソウレア）を利用した ENU

ミュータジェネシス法により、ラットでも

標的とする遺伝子に変異を誘発することが

可能なシステムを構築した（Mashimo et al. 

Nat Genet 40:514-5, 2008）。さらに、この

ENU ミュータジェネシスを利用して、電依

存性ナトリウムチャンネル Scn1a 遺伝子に

ミスセンス変異をもつラットを作製した。

この Scn1a 変異ラットは、高温刺激（温浴

45℃）により有意にけいれん発作が誘発さ

れることを発見し、熱性けいれんモデルと

なることを報告した（Mashimo et al. J 

Neurosci 30(16):5744-53, 2010）。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ENU ミュータジェネシスによ

りランダムに点突然変異が誘発された G1

ミュータントラット群の中から、 1) 

Phenotype-driven として、ヒトてんかんに類

似する表現型を有するモデルラットを確立

する。2) Gene-driven として、ヒトてんかん

遺伝子に変異を有する個体を同定し、顕微

授精法により個体復元して、標的遺伝子変

異ラットを作製する。 

作製したてんかんモデルラットについて、

それぞれ遺伝子異常を同定するとともに、

遺伝子発現および遺伝子間相互作用の解析

を行う。また、病理学的解析、脳波ビデオ

測定、行動学的解析、および抗てんかん薬



を用いた薬理薬効評価などを行う。以上に

より、それぞれの遺伝子変異と病態特性と

の関連、ヒト疾患におけるてんかん発作発

症メカニズムを解明する 

 

３．研究の方法 

1) Phenotype-driven ENU mutagenesis 

これまでに、科学研究費補助金基盤研究

（A）「遺伝子改変技術を用いたてんかんモ

デルラットの開発研究」（代表：芹川忠夫）

により、ゲノム上にランダムに ENU 誘発

点突然変異を有する G１ラット 1735 頭を

作製した。G１ラットを行動異常等により

スクリーニングした結果、E0739 ラットと

E1897 ラットの二つのてんかん様発作を示

すラットを発見した。E0739 ラットは、生

後 8 週齢頃までは外見上正常個体と見分け

がつかないが、9－10 週齢頃から少しずつ

“ぴくつき”や自発性の不随意運動を示すよ

うになる。また、この頃から音刺激に対し

て驚愕反応を示す。12 週齢を超えると不随

意運動が目立つようになり、前肢のけいれ

ん、転倒、全身の強直間代性けいれんを起

こす。E1897 ラットは、生後異常は見当た

らないが、4-5 週齢頃に wild running/jumping 

および強直間代性けいれんを示す。それ以

降、このけいれん様発作は消失する。これ

は一般的な小児良性てんかんあるいは若年

ミオクロニーてんかんに類似する。これら

2 系統の遺伝性てんかんラットについて、

ポジショナルクローニングにより原因遺伝

子を同定する。 

2) Gene-driven ENU mutagenesis 

上述の基盤研究（A）では、ヒトてんか

ん遺伝子として報告されているナトリウム

やカルシウム、GABA などのイオンチャン

ネル遺伝子を中心にスクリーニングを行っ

た。これまで原因不明の特発性てんかんは

イオンチャンネルの異常によるとされてき

たが、近年、LGI1 というチャンネル以外の

遺伝子が同定された。LGI1 は、常染色体優

性外側側頭葉てんかん（ADLTE）の原因遺

伝子として発見され（Kalachikov S et al. Nat 

Genet 30:335-41, 2002）、これまで 20 家系以

上で様々な挿入、欠失、置換変異が報告さ

れている。このに LGI1 遺伝子について、

標的遺伝子変異ラットを作製する。 

LGI1 てんかん遺伝子について、ラット

ENU ミュータントアーカイブから標的遺

伝子変異ラットの作製を行う。すでに基盤

研究（A）により作製した京都大学ラット

ミュータントアーカイブ（KURMA）1,735

頭分、NEDO 産業技術研究助成事業により

作製している KURMA 3,265 頭分を対象に

MuT-POWER 法によりスクリーニングを行

い、点突然変異を検索する。発見された変

異については、顕微授精法により個体復元

を行う。対応する ENU ミュータントアー

カイブの凍結精子を F344/NSlc 未授精卵に

注入し、Wsitar ラット偽妊娠雌に移植する

ことにより産仔を得る。得られた産仔は、

尾からDNAを抽出してLGI1遺伝子変異を

確認する。さらに、てんかん遺伝子におけ

る点突然変異以外にゲノム上に導入された

変異を取り除くため、F344/NSlc 雌への戻

し交配を 5 世代以上継続する。遺伝子変異

ヘテロ個体同士を交配することで、ホモ個

体動物を作製する。 

 

４．研究成果 

Phenotype-driven および Gene-driven 二つの

ENU ミュータジェネシスアプローチから、

てんかんモデルラット系統の作製を行った。 

1) Phenotype-driven ENU mutagenesis 

 E0739 と E1897 の二つの自然発症てんか

んラットについて、ポジショナルクローニ

ングアプローチにより原因遺伝子の同定を



行った。E0739 系統については、ヒト

Episodic ataxia type1 (EA1)の原因遺伝子で

ある電位依存性カリウムチャネルKcna1に

おいて、S309T ミスセンス変異を同定した。

E0739 ラットを利用することで、S309T 変

異による Kv1.1 チャネル機能異常および個

体レベルでの EA1 神経病態発症メカニズ

ムの一端を明らかにした。 

 E1897 系統については、第５染色体上に

約 2M-bp にまで候補領域を狭め、次世代シ

ークエンサーによるゲノムシークエンスを

実施した結果、酸化ストレスに関与する遺

伝子においてアミノ酸置換を発見した。

E1897 ラットは、4-5 週齢にけいれん発作を

発症し、18-24ヵ月齢に腎不全を発症した。 

2) Gene-driven ENU mutagenesis 

 ヒト常染色体性優性外側側頭葉てんかん

ADLTE の原因遺伝子 LGI1 について、ENU

ミュータントアーカイブKURMAからLgi1

遺伝子変異（L385R）ラットを開発した。

ヘテロ型 L385R 変異ラットは、対象 F344

系統に比べて有意に音刺激誘発けいれん感

受性を示すことを発見した。この音刺激誘

発けいれん感受性の発症メカニズムを解明

するために、１）海馬、大脳皮質において

DNA マイクロアレイによる遺伝子発現解

析を行った。さらに、２）音刺激誘発けい

れん後のラット脳において、神経興奮マー

カーである Fos 免疫染色解析を実施するこ

とで、てんかんの焦点形成機序の一端を明

らかにした。現在、これら研究成果を論文

として報告するための準備をしている。 

 ENU ミュータジェネシスアプローチに

より、最終的に３つのてんかんモデルラッ

トを開発した。本研究により開発された３

つのてんかんモデルラット：１）Kcna1 変

異ラット、２）酸化ストレス遺伝子変異ラ

ット（EGR)、３）Lgi1 変異ラットは、ナシ

ョナルバイオリソースプロジェクト「ラッ

ト」に寄託しており、国内外の研究者が自

由にてんかんモデルを使える環境を整備し

た。今後、これら３つのてんかんモデルラ

ットは、ヒトてんかん発症メカニズムの解

明、根本的な治療法の確立、副作用のない

抗てんかん薬の開発に有用なツールになる

と期待される。 
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