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研究成果の概要（和文）：イハラてんかんラット(IER)は、原因不明の自然発症ラット突然変異体である。このIERをて
んかんのモデル動物として解析することで、てんかん発症の分子メカニズムを明らかにする。これまでに私共は、IER
の原因遺伝子を同定することに成功し、遺伝子名をEpi-IERとした。そして、IERでEpi-IERのゲノムを調べた結果、イ
ントロン上にSNPを見出した。このSNPにより、Epi-IERは転写の際にスプライシングに異常が生じ、発現が著しく低下
することを明らかにした。さらに、Epi-IERの発現低下が原因で、IERの神経細胞の形態異常引き起こされることを明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：The Ihara epileptic rat (IER) is a mutant model with limbic-like seizures whose 
pathology and causative gene remain elusive. We identified the responsible gene for IER, Epi-IER, which 
is expressed in neurons of various brain regions. A single base mutation in Epi-IER caused abnormal 
splicing leading to lack of Epi-IER protein in IER. Our gain- and loss-of function experiments in vivo 
and in vitro showed that Epi-IER is involved in neurite extension and branching. These findings help to 
understand the pathology of epilepsy caused by a malformed neural network and how Epi-IER functions to 
prevent such disorder.

研究分野：神経科学

キーワード： てんかん　発達障害

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 高度な脳機能を司る複雑な神経回路網は、
精巧な遺伝子プログラムの基に、様々な発生
段階を経て創り上げられる。一方、神経回路
網形成の過程で異常が生じると、てんかん、
精神遅滞、自閉症などの様々な精神・神経疾
患が惹起されると考えられている。すなわち、
「正常な神経回路網形成の分子・遺伝子機
構」を調べることが、直接的に精神・神経疾
患の病態の理解につながり、ひいてはその診
断や治療法の開発にも展開しうると考えら
れる。しかしながら、神経回路網形成の分子
機構はその複雑さ故に未解明の部分が多い。
また、それらの研究が、特定の精神・神経疾
患の病態解明に大きく貢献しているという
事例は、国内外を通じて少ない。とくに、我
が国でも患者数が多いてんかんは、その発症
機構の解明が進んでおらず、それ故に難治性
のものも少なくない。 
 
２．研究の目的 
 長らく、“てんかん”の発症に至る分子機
構は不明な点が多い。本研究では自然発症ラ
ット突然変異体として報告されている“イハ
ラてんかんラット(IER)”を研究題材として、
てんかん発症の分子機構を解明する。すでに、
申請者らはIERのてんかん発症原因遺伝子を
同定することに成功している。本研究期間内
で、IER 原因遺伝子産物の分子機能を明らか
にする。また、IER 原因遺伝子産物は分子間
相互認識に関与するモチーフを含む細胞膜
蛋白質であるので、その細胞内へのシグナル
伝達系にも着目し解析をする。最終的に、IER
原因遺伝子産物が関与するてんかん発症の
分子機構を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）イハラてんかんラット（IER）でみら
れる異常部位の特定とてんかんの関連 
 IERでは一部の神経細胞に形態学的に明
らかな異常がみられる。組織レベルでは、
海馬介在神経細胞での異常な細胞の密集な
どがみられる。また、in vitroの海馬初代
培養神経細胞では、樹状突起の伸長阻害な
どが認められる。そこで、てんかん発症と
神経細胞の形態学的な異常の因果関係を調
べるために、IERでみられる異常部位を全て
特定する。 
（a）組織レベルでの解析 
 てんかん発作後であると、異常がてんか
んの原因か結果か不明であるので、発作以
前の生後30日のラットを検討対象にする。
各種マーカー分子の抗体（神経細胞（NeuN、
Hu）、興奮性神経細胞（Glutaminase）、抑制
性神経細胞（GAD67）、介在神経細胞
（Somatostatin）、グリア細胞（GFAP、NG2）
等）を用いて、切片を免疫染色する。さら
に、ニューロルシーダ（解析ソフト）を用
いて解析することで、定量的に細胞の数・
分布等の差異を検討することが可能になる。 

（b）海馬初代培養神経細胞での解析 
 組織切片であると、細胞１個あたりの微
細な形態変化を見つけるのは困難である。
そこで、in vitroの培養系を用いる。現在、
樹状突起の伸長阻害がみられているが、最
終的にシナプス形成にどのような影響を与
えるのか検討する。興奮性・抑制性神経細
胞のプレシナプス・ポストシナプスのマー
カー分子が免疫染色でワークすることは確
認済みであるので、これらを用いてシナプ
ス形成が少ないのか遅れているのか調べる。
また、タイムラプスシステムも立ち上げた
ので、樹状突起の伸長や分岐について
living cellを用いて観察する。 
 
（２）IER 原因遺伝子産物の細胞内へのシ
グナル伝達系の解析 
（a）IER 原因遺伝子産物への結合分子の探
索 
 IER原因遺伝子産物は細胞内ドメインが
長いので、細胞外ドメインでの相互作用情
報が細胞内ドメインを介して細胞内へと適
切に伝えていると考えられる。この分子間
相互作用機構を知るために、申請者はこの
細胞内ドメインと
Gluthatione-S-transferase（GST）あるい
はMaltose binding protein（MBP）との融
合蛋白質を作製した。そして、Ratの脳抽出
液中からIER原因遺伝子産物へと結合する
分子を精製し、液体クロマトグラフィーと
質量分析（Lc/Ms/Ms）による同定（ショッ
トガン解析）を試みる。これまでに申請者
は、この手法を用いて研究を遂行してきて
いるので技術的には問題ない。 
（b）IER 原因遺伝子産物に対する結合候補
分子の選択 
 ショットガン解析の問題点としては、同
定した分子が直接結合するのか、あるいは
複合体の一部の分子として間接結合するの
かが不明である。そこで、精製した蛋白質
を用いてin vitroの結合実験を行う。また、
結合する意味合いを明確にするため、ある
分子に対し結合できなくなるような特異的
なIER原因遺伝子産物ポイントミュータン
トを作製する。さらに時間的・空間的に結
合しうることを確認するために免疫染色や
免疫沈降による確認をする。 
（c）IER 原因遺伝子産物の細胞内へのシグ
ナル伝達系の解析 
 IER由来の脳組織・海馬初代培養神経細胞
に、上記（３b）で作製したIER原因遺伝子
産物ポイントミュータントを過剰発現させ
る。そして、上記（１）で特定した形態的
な異常のどの部分をレスキューできるのか
検討する。 
 
４．研究成果 
（１）イハラてんかんラット（IER）でみら
れる異常部位の特定とてんかんの関連 



 In situ hybridization法や免疫染色法に
より、Epi-IERは脳全体に発現しており、特
に扁桃体、海馬で高発現していた。さらに、
発現している細胞種を調べた結果、神経細
胞全般に発現しており、グリア細胞ではほ
とんど発現が確認できなかった。 
 次に、IERのてんかん発作の焦点部位を調
べた。海馬・扁桃体・大脳皮質に電極を刺
し、最初に発火する部位の同定を試みた。
その結果、いずれの部位でも発火は確認で
きたが、特に扁桃体での発火が頻発してい
た。扁桃体領域を抑制性神経細胞のマーカ
ー分子の抗体を用いて免疫染色を行った結
果、抑制性神経細胞の発達異常や配置異常
が確認できた。さらに、inhibitory 
postsynaptic current（IPSC）を測定した
結果、抑制性神経細胞の神経活動の機能低
下が認められた。 
 さらに、海馬由来の初代培養神経細胞を観
察した結果、IER では発生初期段階の海馬領
域で神経細胞の発達が未成熟（樹状突起の伸
長阻害・分岐抑制）であることを見出した。
また、軸索と樹状突起が束化してしまう細胞
も認められた。この海馬領域での神経細胞異
常が、精神遅滞の原因の一部ではないかと考
えている。 
（２）IER原因遺伝子産物の細胞内シグナル
伝達系の解明：Epi-IERのシグナル伝達系の
解析をするために、マウス脳抽出液中から
Epi-IERへと結合する分子を免疫沈降法に
より精製し、液体クロマトグラフィーと質
量分析による同定（ショットガン解析）を
試みた。その結果、約300ものEpi-IER結合
分子候補の同定に成功した。また、結合候
補分子のノックアウトマウスで、IERに非常
によく似た表現型を示す分子を見出した。 
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