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研究成果の概要（和文）：難治性てんかん（大田原症候群）の分子病態を解明する目的で、てん

かん患者で同定されたヒト Munc18-1遺伝子変異を導入した線虫モデルを作成し、表現型解析を

行った。これらの動物モデルは、運動麻痺、けいれんなどの行動異常とシナプス伝達異常を示

すことが明らかになった。また、生体イメージングおよびオプトジェネティクス技術を用いて、

神経機能の定量的評価法を確立した。本研究で開発された動物モデルと光学的技術は、難治性

てんかんの分子病態解明と創薬開発に貢献することが期待される。 

 
研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanism of intractable epilepsy, we 
developed C. elegans models having Munc18-1 mutations associated with Ohtahara syndrome 
(OS) known as early infantile epileptic encephalopathy (EIEE). We found that the Munc18-1 
mutations resulted in behavioral defects such as paralysis and epileptic-like convulsions, 
and abnormalities in synaptic transmission. We also developed the optical measurement 
system of neural function using in vivo imaging and optogenetics. These disease models 
and optical technique can contribute to the understanding of the molecular pathogenesis 
and drug discovery for epilepsy. 
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１．研究開始当初の背景 
 
てんかんは脳の神経細胞の異常な興奮に

伴ってけいれんや意識障害が発作的に起こ
る慢性の脳神経疾患の一つであり、発症率が
非常に高く、我が国においても約 100万人の

てんかん患者が存在すると言われている。
しかし、未だにてんかんの原因、発症メカ
ニズムは不明な点が多く、有効な治療法の
確立していない難治性てんかんも数多く
存在する。   
大田原症候群は、新生児期から生後３カ
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月以前の乳児早期に発症する難治性のてん
かんで、てんかん発作に加えて重度の精神運
動発達遅滞を呈するてんかん 性脳症であり、
持続的にサプレッションバーストという特
徴的な脳波が認められることから、早期乳児
てんかん性脳症あるいは EIEE： early 
infantile epileptic encephalopathy with 
suppression burstとも呼ばれている。近年、
大田原症候群の患者複数例において、
Munc18-1 遺伝子変異が同定され、Munc18-1
遺伝子の異常がてんかん発症に深く関与す
る可能性が示唆されている。Munc18-1は、神
経伝達物質の開口分泌を制御するシナプス
機能分子であり、Munc18-1 欠損変異体では、
開口分泌が阻害され重篤な神経機能障害を
起こすことが知られている。しかし、
Munc18-1 変異によっててんかん発作が引き
起こされる分子メカニズムについては現在
までほとんど不明である。 
遺伝子変異による生体への影響を明らか

にするためには、動物モデルを用いた機能解
析が非常に有効である。我々は、Munc18-1変
異動物モデルを作成する上で、以下の点で、
線虫を用いるメリットがあると考えている。 
(1)ヒト Munc18-1 と線虫ホモログ unc-18 は
機能的互換性がある、(2) Munc18-1ノックア
ウトマウスは呼吸機能不全により出生後す
ぐに死亡するのに対して、線虫 unc-18 ノッ
クアウト体はシナプス伝達遮断による強い
運動麻痺を示すものの生存可能であるため、
機能低下型の変異の解析が容易である、(3) 
線虫神経系には Munc18-1 以外の多くのシナ
プス機能分子や神経伝達物質が保存されて
いる、(4)遺伝子改変動物の作成が容易であ
り、さまざまな遺伝学的ツールが充実してい
る。(5) 体が透明でありイメージング技術を
用いた神経活動の光学的測定に適している。
本研究では、以上のような研究背景から、線
虫モデルを開発するとともに表現型解析を
行い、Munc18-1遺伝子変異による興奮性・抑
制性シナプスの異常、神経回路と行動の異常
を統合的に理解することを目指した。 

 
 

２．研究の目的 
 
本研究は難治性てんかんで変異の同定さ

れたシナプス関連分子 Munc18-1 の線虫疾患
モデルを用いて、シナプス・回路異常を解析
し分子病態メカニズムを明らかにすること
を目的としており、具体的には以下の 3つか
ら成っている。 
(1)Munc18-1 変異を導入した遺伝子改変動物
を確立する。 
(2)光学的手法による神経機能の定量的な評
価法を確立する。 
(3)Munc18-1 変異によるシナプス－ニューロ

ン－行動の異常を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
本研究は 3年の計画であり、（1）線虫て

んかんモデルの作成、(2)イメージングと
オプトジェネティクスを用いた神経機能
評価法の開発、(3)線虫モデルの行動・薬
理・生理学的解析、の３つから成っている。 
 
（1）ヒトてんかん変異を導入した実験動
物モデルの作成 
ヒトと同じ変異を線虫 Munc18-1（unc-18）
クローンに導入し、マイクロインジェクシ
ョン法でトランスジェニック体を作成し
た。紫外線照射により外来遺伝子をゲノム
に挿入し、安定な組換え体を確立した。さ
らに、組換え体の遺伝的バックグラウンド
を unc-18ヌル型変異に置き換え、変異蛋
白質を発現するトランスジェニック系統
を作出した。 
 
(2)イメージングとオプトジェネティクス
を用いた神経機能評価法の開発。オプトジ
ェネティクスとイメージングを用いて in 
vivo におけるシナプス伝達異常を光学的
測定により定量的に評価する系を確立す
る。 
 
①神経・筋活動のイメージング 
カルシウムセンサーG-CaMP（図 1）を発現
するトランスジェニック体を作成し、高速
共焦点レーザー顕微鏡を用いて、15-30fps
の 速 度で 蛍光 画 像を 撮像 し、 Nikon 
NIES-element ソフトで蛍光強度変化を定
量的に解析した。 
 
②オプトジェネティクス 
光駆動性陽イオンチャネルであるチャネ
ルロドプシンを発現するトランスジェニ
ック体を作成し、青色光照射により人為的
に神経活動を活性化した。 
 
（3）表現型の解析 
①行動解析 
水中における体の屈曲頻度、固形培地上に

おける移動速度および運動パターンを解
析した(図 2)。 

図 1：蛍光 Ca2+プローブ G-CaMPの模式図。
Ca2+が結合すると強い蛍光を発する。 



 

 

②薬理学的解析 
コリン作動性薬剤および痙攣誘発剤による
感受性を解析した。線虫培養用の固形培地に

薬剤を添加し、発生に対する影響を評価する
方法および液体培地に薬剤を添加し、運動に
対する影響を評価する方法を用いた。 
 
③形態学的解析 
変異蛋白質－GFP 融合蛋白質の細胞内局在を
共焦点レーザー顕微鏡で可視化・解析した。 
 
４．研究成果 
 
(1)てんかんモデルの開発と運動解析 
大田原症候群で同定された 3 種類のヒト
Munc18-1 ミ ス セ ン ス 変 異
（G544D/C180Y/V84D）をそれぞれ unc-18 遺
伝子に導入した遺伝子改変動物の作成に成
功した。これらの動物は、生存に大きな影響
はないが、正常遺伝子を導入したコントロー
ルに比べて運動性が有意に低いことがわか
った。また、液体中での swimming 運動にお

いて、体が硬直する運動麻痺表現型を示す
ことが明らかになった（図 3）。 
 
 (2)薬剤に対する感受性 
野生型線虫は、ペンチレンテトラゾール
5mg/ml に対してけいれんが誘発されない
が、Munc18-1変異導入株では、いずれも同
濃度においてペンチレンテトラゾール誘
発性けいれんが認められた。次いで、アセ
チルコリンエステラーゼ阻害剤に対する
感受性を調べた。Munc18-1 変異によって、
抵抗性を示すものと高感受性を示すもの
がありさらに詳細な解析を進めている(図
4)。これらの結果から、GABAおよびコリン
作動性ニューロンにおいて、シナプス伝達
異常が起こっているものと考えられた。 
 
(3)ニューロンにおける変異蛋白質の発現 
運動ニューロンにおける変異蛋白質の発
現について検討した。ヒト Munc18-1 変異
を導入した UNC-18::GFP融合蛋白質を運動
ニューロン特異的に発現するトランスジ
ェニック体を作成し、GFP蛍光を観察した。
変異蛋白質では、神経突起およびシナプス
での発現が低下していることが明らかに
なった。 

 
(4) 光学的手法による神経機能の定量的
な評価法の開発 
①蛍光カルシウムセンサーG-CaMP6～8 の
開発 
我々は新たに高感度高性能な緑色蛍光カ
ルシウムセンサーG-CaMP6～8 の開発に成

図 3： Swimming運動パターンの解析。
体の屈曲角度をプロットした。 

図 4： アセチルコリンエステラーゼ阻害
剤に対する感受性。青：WT、紫：mutant 

図 2：線虫の行動解析例。固形培地
上の線虫の軌跡を示す。 

図 5: 新たに開発した高性能蛍光カ

ルシウムセンサーG-CaMP6-8の模式

図。（Ohkura et al., PLoSOne 2012） 



 

 

功した（図 5）。また線虫の神経細胞に発現さ
せたところ行動中の線虫の神経細胞の活動
を既存のセンサー以上の性能で可視化する
ことができた（図 6）。これらの結果をまとめ、
学術論文として発表した（Ohkura et al., 
PLoS One 2012）。 
②神経機能評価法の開発 
光刺激とカルシウムイメージングを同時併
用する技術開発を行った。チャネルロドプシ
ンと G-CaMP を同時に発現する線虫において
光刺激とともにレーザー顕微鏡による
G-CaMP の蛍光カルシウムイメージングを同
時に行う事が可能な実験・測定系を開発した。 
線虫の筋活動はコリン作動性運動ニュー

ロンの興奮作用と GABA 作動性運動ニューロ
ンの抑制作用の制御を受けている。運動ニュ
ーロンにチャネルロドプシンを発現させ、青
色光の光照射によりシナプス前ニューロン
にチャネルロドプシン、シナプス後細胞にカ
ルシウムセンサーを発現させ、シナプス前ニ
ューロンを光刺激で活性化した時のシナプ
ス後細胞のカルシウム応答をイメージング
で測定する系を確立した。この系を用いるこ
とにより、生体でのシナプス機能の光学測定
への応用が可能であると考えられる。 

 
得られた成果の国内外における位置づけと
インパクト 
大田原症候群のヒト Munc18-1 変異を導入し
た実験動物モデルの報告は今までになく、本
研究で開発された実験モデル動物は、てんか
んの分子病態解明および創薬開発に有用で
あると考えられる。今までに同定されたてん
かんの責任遺伝子はチャネルや受容体をコ
ードするものが多く、抗てんかん薬もこれら
の蛋白質をターゲットとしたものがほとん
どである。Munc18-1はこれらの蛋白質とは働
きの全く異なる開口分泌制御因子であり、
Munc18-1をターゲットとした創薬研究は、シ

ナプス伝達修飾による新しいタイプの抗
てんかん薬の開発に発展する可能性があ
る。また、Munc18-1はヒトから線虫まで保
存される分泌の重要な機能分子であり、
Munc18-1変異によるシナプス・回路異常の
分子病態が明らかになれば、てんかんの発
症メカニズムだけではなく、普遍的な分泌
メカニズムの理解にもつながると考えら
れる。 
 
今後の展望 
本研究で、難治性てんかんのヒト

Munc18-1 変異をもつ実験動物モデルが開
発された。今後、分子遺伝・光生理・行動
解析を融合させた詳細な解析を行うこと
により、難治性てんかんの遺伝子変異によ
る分子病態が明らかになっていくものと
期待される。 
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