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研究成果の概要（和文）：熱性けいれん患者 96 人の遺伝子スクリーニングを行い、過分極活性

化環状ヌクレオチド依存性チャネル(HCN)2 の変異(S126L)を発見した。熱性けいれんの病態に

近づけるため灌流温度を室温から 38 度に上昇させると、変異型の V1/2が野生型と比べ有意に

大きく脱分極側に移動し、開口速度が短縮した。サイクリック AMP (cAMP)に対する反応性は

野生型と変異型で有意差は認められなかった。以上のことからこの変異は発熱によって神経の

興奮性を変化させることが示唆された。 

研究成果の概要（英文）：A novel missense mutation (S126L) in HCN2 was identified from 

febrile seizure (FS) patients. As bath temperature was raised at 38 ˚C, V1/2 of mutant 

channels shifted depolarized side and fast time constant of mutant channels accelerated 

compared with wild-type channels. There was no significant difference between wild-type 

and mutant channels about responses to cyclic AMP (cAMP). These results suggest that 

this mutation might alter neuronal excitability during hyperthermia.  
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１．研究開始当初の背景 

良性家族性新生児けいれん(Benign Familial 

Neonatal Convulsions,以下 BFNC と略す)

は生後 2～3 日のけいれん発作にて発症する
疾患であり、KCNQ2 と KCNQ3 の変異によ
って発症する、いわゆるチャネル病であるこ
とが遺伝子解析により発見され、今日まで多
くの遺伝子変異が報告されている。 

当初我々は BFNC 患者を模した KCNQ2 ノ
ックインマウスの作成と機能解析を実施し
発表する予定であったが、同時に検討を進め
いていた HCN2 の遺伝子解析において興味
深い結果を得られたのでここでは当研究室
において発見された熱性けいれん患者の
HCN2 変異の機能解析について報告する。 

熱性けいれんは生後６ヶ月から５歳ごろに
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好発する、３８度以上の発熱に伴って発症す
るけいれん疾患である。本邦での発症率は８
～10％であり、よく遭遇する救急疾患のひと
つであるが、詳細なメカニズムについては未
だ明らかにされていない。近年、熱性けいれ
ん 家 系 の 解 析 よ り SCN1A, SCN9A, 
GABRG2 などナトリウムチャネルや GABA

を構成する遺伝子が原因遺伝子として同定
されているが、大多数の熱性けいれん患者に
おいてはこれらの異常が確認されておらず
熱性けいれんの発症機序、成因は未だに明ら
かにされていない。 

２．研究の目的 

我々は熱性けいれんと過分活性化環状ヌク
レオチド依存性チャネル(HCN)を構成する
遺伝子である HCN2 の関係に注目した。
HCN チャネルの働きは細胞内にナトリウ
ム・カリウムイオンを流入させることであり
(Ih 電流と呼ばれる)、神経細胞の静止膜電位
の決定に大きく関与していると考えられて
いる。近年、神経の異常興奮に Ih電流が関係
しているという報告が相次いでいる。また熱
性けいれん以外のけいれん疾患にも HCN チ
ャネルが関与しているという報告もある。こ
のようにけいれん疾患と HCN チャネルには
何らかの因果関係があると推測されるが、孤
発型の熱性けいれんにおける HCN2 の寄与
については未だに明らかにされていない。以
上の事項を解明するため、我々は熱性けいれ
ん患者血液より HCN2 遺伝子をスクリーニ
ングし、変異を同定後、同型の点変異体を作
成した。更に培養細胞を用いて発現実験を行
い、変異体の機能解析を行った。 

 

３．研究の方法 

(1) DNA スクリーニング 

96 名の日本人熱性けいれん患者血液よりゲ
ノム DNA を抽出後、HCN2 遺伝子を PCR

法にて増幅した。PCR にて増幅した遺伝子産
物の塩基配列をオートシークエンサーにて
解析した。 

(2) 点変異体の作成 

スクリーニングによって同定された変異と
同じ変異を持つ DNA を、オーバーラップ
PCR 法により作成した。 

(3) HCN チャネルの電流測定 

培養細胞は HEK293 を使用した。トランス
フェクションには Lipofectamine2000 
(Invitrogen) を使用した。トランスフェク
ション後 24～48 時間後に、−40 mV に電
位固定し全細胞電流測定を行った。電流測
定・取り込み・解析にはそれぞれ EPC8 
(HEKA, Germany), PCI-6221 (National 
Instruments, Toronto, Ont., Canada), 
Whole Cell Analysis Program version 
4.1.0 (John Dempster, University of 
Strathclyde, Glasgow, UK) を使用した。

還流液の温度調節には TC-324B (Warner 
Instruments, Hamden, CT) を使用した。 
還流液組成は、 (単位 mM): 110 NaCl, 30 
KCl, 0.5 MgCl2, 1.8 CaCl2, and 5 HEPES, 
であり pHはNaOHで7.4に調整した。 電
極内液組成は、 (単位 mM): 130 KCl, 10 
NaCl, 0.5 MgCl2, 1 EGTA, and 5 HEPES, 
であり pH は KOH で 7.4 に調整した。 

 
４．研究成果 
(1) 変異体の発見 

96 名の日本人熱性けいれん患者の HCN2 を
解析したところ、うち 1 名からセリンからロ
イシンへの変異 (S126L)を発見した。変異は
細胞内 N 末端に位置し、多くの動物種で保存
されていた。 

(2) HCN 野生型と変異型の機能解析 

HCN2 DNA内にS126Lを持つ点変異体を作
成し、これと GFP 遺伝子を HEK293 にトラ
ンスフェクションした。 

HEK293 細胞に強制発現した HCN2 蛋白に
よって構成された野生型 HCN2 ホモチャネ
ル（以下野生型 HCN2 と略す）を室温（25˚C）
にて電流測定し解析を行った。また変異型
HCN2 ホモチャネル（以下変異型 HCN2 と
略す）についても同様の実験・解析を行った。
上記の実験においては、野生型と変異型で
Half maximum activation voltage (以下
V1/2)、Slope factor の値に有意差は認めなか
った。しかし速い成分の時定数解析を行うと、
-100 と-90 mV において変異型が有意に増加
していた (図 1a, b)。 
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図１a  25˚C 下での野生型(Wild-type)と変異型(S126L)

の電流トレース 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に熱性けいれん発症時の状態に近づける
ため、細胞外灌流液の温度を 38˚C に設定し
25˚C と同様の実験を行ったところ、野生型と
比べ変異型 HCN2 ではすべての電位で速い
成分の時定数が減少しており、また速い成分
における Relative amplitude が増加してい
た。さらに 25˚C と 38˚C の V1/2を比較する
と、野生型 HCN2 では有意差が認められなか
ったが、変異型では温度上昇により V1/2が脱
分極側に有意に移動した(図 2a, b)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) cAMP の変異型 HCN2 に対する効果 

cAMP は HCN チャネルに対して直接作用し
活性化曲線を右方（脱分極側）にシフトさせ
ることが知られている。我々は温度上昇時に
cAMP が変異型 HCN2 に対してどのような
効果をもたらすか検討した。25˚C での実験に
おいて変異型 HCN2 の活性化曲線は野生型
と同様に脱分極側にシフトしたが、変異型の
ほうがより低濃度の cAMP にて反応した。ま
た、2µM の cAMP で比較した場合、灌流温
度を上昇させると変異型のV1/2は野生型と比

べより大きく脱分極側へ移動した。 

上記(1)(2)(3)の実験結果より、今回発見され
た変異型(S126L)の性質をまとめると、 

(1) S126Lを持つHCN2チャネルは野生型と
は異なる温度感受性がある。 

(2) 温度上昇することで野生型よりも早く活
性化する。 

(3) S126L における活性化過程の変化は、
cAMP 依存性によるものではなく、電位依存
性や温度感受性に依るところが大きいと考
えられる。 

以上の本研究結果から、HCN2・S126L によ
って構成される電流は人体において発熱時、
神経細胞の興奮性を増大させる可能性があ
ることが示唆された。 
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図１b  25˚C 下での野生型(Wild-type)と変異型(S126L)の機能解析 

 

図 2 a  38˚C 下での野生型(Wild-type)と変異型(S126L)

の電流トレース 

図 2 b  38˚C 下での野生型(Wild-type)と変異型(S126L)の機能解析 
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