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研究成果の概要（和文）：常染色体優性夜間前頭葉てんかんの責任遺伝子に相同する、S286L
型ラット Chrna4 遺伝子とナチュラルプロモーターを導入した S286L-TG を作出した。

S286L-TG は、ヒト常染色体優勢夜間前頭葉てんかんモデルとしての、表現的妥当性・構造的

妥当性・予測的妥当性が保証された。常染色体優勢夜間前頭葉てんかん発症後に、S286L-TG
の責任遺伝子を失活させたが、夜間前頭葉てんかんは改善しなかった。 
 
研究成果の概要（英文）：To explore the pathogenesis of autosomal dominant nocturnal 
frontal lobe epilepsy and to develop novel antiepileptic drug, the present study develop the 
S286L transgenic rats. The validations of S286L transgenic rats were demonstrated by 
several examinations. However, after onset epilepsy in S286L transgenic rat, prevention of 
expression of S286L mutant Chrna4 could not affect the phenotypes of S284L transgenic 
rats. 
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１．研究開始当初の背景 
 
中枢神経系の情報伝達機能障害が中核病

態として想定されている、中枢神経系機能性
疾患の分子病態に、多くの情報伝達機構に関
連するタンパクをコードする遺伝子変異が
関与している可能性が多くの臨床研究で報
告された。特に、中枢神経系機能性疾患の中
で、てんかんと熱性けいれんは発作関連性疾
患として分類されるが、多くの発作関連性疾
患の分子病態に、電位依存性イオンチャネル
とイオンチャネル内蔵型神経伝達物質受容
体をコードする遺伝子の変異が数多く同定
された。このため、発作関連性疾患の大部分
がチャネロパチーである可能性が指摘され 

 
た。このチャネロパチー仮説に従い、発作関
連性疾患の病態解析を進め、従来の治療法と
比較して、より寛解率の高い治療法（根治可
能な薬物療法＝根治療法）と、発作関連性疾
患発症前の診断（発症前診断）に基づいた、
発症前治療介入（予防療法）の開発が可能と
考えられた。 
  
 
２．研究の目的 
 
チャネロパチーとしての、ヒト発作関連性

疾患の病態解明を試み、病態に応じた、合理
的な治療法の開発を実践するために、以下の
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３事項を実施することにした。 
 

（１）本邦で同定された、常染色体優勢夜間
前頭葉てんかんの責任遺伝子である、中枢性
ニコチン受容体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 S286L 変異 Chrna4 遺伝子を導入し
た、遺伝子改変モデルラットの作出。 
 
（２）S286L 変異 Chrna4 遺伝子導入モデル
ラットの、ヒト常染色体優勢夜間前頭葉てん
かんモデル動物としての妥当性評価。 
 
（３）妥当性が評価された S286L 変異
Chrna4 遺伝子導入モデルラットを用いた、
寛解率の高い新規治療法（根治療法）と、発
症予防法の開発。 

 
 
３．研究の方法 
 
（１）S286L 変異 Chrna4 遺伝子導入モデル
ラット作出方法。 
 

SD ラット大脳のライブラリーから、
Chrna4遺伝子を抽出し、PCRにて増幅した。
S286L 変異を生じうる変異塩基を合成し、制
限酵素を用い、献上塩基配列から S286L 変
異型塩基配列に入れ替えた。同時に、SD ラ
ットゲノムから Chrna4 のプロモーター領域
をクローニングし、S286L 変異 Chrna4 とプ
ロモーターを組み込んだベクタを作成し、SD
ラット受精卵に注入し、トランスジェニック
ラットを作出した。 
 
（２）S286L 変異 Chrna4 遺伝子導入モデル
ラットの妥当性検証。 
 
ヒト常染色体優性夜間前頭葉てんかんモデ
ル動物としての妥当性を、 
 
①表現的妥当性：ヒト常染色体優性夜間前頭
葉てんかん患者と同等の疾病性症状を獲得
しているか否かを、ビデオ脳波テレメトリー
システムを用い検討した。 
 
②構造的妥当性：ヒト常染色体優性夜間前頭
葉てんかん患者と同等の病態を獲得してい
るか否かを、S286L 変異 Chrna4 遺伝子導入
モデルラットの、脳内に発現している野生型
Chrna4遺伝子と S286L変異型 Chrna4遺伝
子の発現量を real-time PCRを用い比較検討
した。 
 
③予測的妥当性：S284L 変異型 CHRNA4 遺
伝子を獲得している、ヒト常染色体優性夜間
前頭葉てんかん患者の治療反応性と同等の

反応性を獲得しているか否かを、ビデオ脳波
テレメトリーシステムを用い検討した。 
 
（３）新規治療法の開発スクリーニングの検
討 
発症前後の治療介入による治療反応性（寛

解率）の差異を検討する目的と、責任遺伝子
の病態への寄与率を検証する目的で、常染色
体優勢夜間前頭葉てんかん発症後の S286L
変異 Chrna4 遺伝子（責任遺伝子）失活操作
を施し、症状の消褪率と軽快率をビデオ脳波
テレメトリーシステムを用い検討した。 
 
４．研究成果 
 
（１）S286L 変異 Chrna4 遺伝子導入モデル
ラットの妥当性。 
 
S286L変異Chrna4遺伝子導入モデルラット
の作出に成功し、妥当性検証を行った。 
① 表現的妥当性：睡眠（徐は睡眠期）状態

に、前頭葉を焦点とする運動発作が確認
され、表現的妥当性は保証された。 
 

② 構造的妥当性：Chrna4 遺伝子発現は、
若干増加していたが、野生型ラットの
Chrna4 遺伝子発現量と比較し 120%程
度に留まっていた。野生型 Chrna4 と
S286L 変異型 Chrna4 の発現比率は概ね
1：1 に保たれ、構造的妥当性も保証され
た。 

 
③ 予測的妥当性：S284L 変異を有するヒト

常染色体優性夜間前頭葉てんかん患者と
同様に、カルバマゼピン反応性は不良で
あったが、ゾニサミドとジアゼパムに対
する反応性は良好であり、予測的妥当性
も保証された。 

 
（２）新規治療法の開発スクリーニングの検
討 
発症後の責任遺伝子失活操作では、症状改善
は得られず、少なくとも常染色体優性夜間前
頭葉てんかんの根治療法は、発症後ではなく
発症予防でなければ実現できない可能性が
示唆された。 
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