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研究成果の概要（和文）：早期発症てんかん性脳症(EOEE)の遺伝的原因を明らかにするため、高感度融解曲線分析(HRM
）法による既知遺伝子のハイスループット変異スクリーニングと次世代シーケンサーによる網羅的解析を行った。その
結果、KCNQ2変異を大田原症候群12例中3例に、SCN2A変異をEOEE328例中15例に、SCN8A変異をEOEE7例で同定した。HRM
法と次世代シーケンサーの組み合わせによって、EOEEの遺伝学的原因が効率的に明らかにされた。

研究成果の概要（英文）：To clarify the genetic background of early-onset epileptic encephalopathies 
(EOEE), we performed high-resolution melting (HRM) analysis as a high-throughput mutation screening 
method and whole exome sequencing (WES) analysis using next-generation sequencer (NGS). We identified 
KCNQ2 mutations in 3 of 12 patients with Ohtahara syndrome, SCN2A mutations in 15 of 328 patients with 
EOEE, and SCN8A mutations in 7 patients with EOEE. A combination of HRM analysis and WES analysis using 
NGS can efficiently detect the genetic cause of EOEE.

研究分野： 小児神経学
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１．研究開始当初の背景 
 てんかん性脳症は原因不明例が多く難治
で、頻回のてんかん発作に伴い知能障害や運
動障害をきたすなど予後不良である。1995
年に家族性の特発性てんかんの原因遺伝子
がオーストラリアのグループによって初め
て明らかにされてから（Steinlein et al. Nat 
Genet 1995）、イオンチャネルの遺伝子変異
が主に良性てんかんの原因として数多く同
定されたが、てんかん性脳症の原因解析は進
んでいなかった。2002 年にオーストラリア
と欧州グループによって早期発症てんかん
性脳症(EOEE)の一つである家族性ウエスト
症候群において ARX 遺伝子変異が同定され
た(Stromme et al. Nat Genet 2002)。我々の
日米グループは同雑誌に既に、同じ遺伝子が
抑制性介在ニューロンの発生に関与し、その
変異によって脳形成異常に伴い生直後から
難治のてんかん発作をきたすことを投稿し
分子病態を明らかにしていたため(Kitamura 
et al. Nat Genet 2002)、早期発症てんかん性
脳症の原因解析に本格的に着手し孤発性ウ
エスト症候群の原因を明らかにした(Kato et 
al. Neurology 2003)。さらに、遺伝性とは考
えられていなかった大田原症候群の原因遺
伝子として、世界で初めて ARX（Kato et al. 
Am J Hum Genet 2007）と STXBP1（Saitsu, 
Kato et al. Nat Genet 2008）を明らかにした
ほか、SPTAN1 が白質低形成を伴うウエスト
症候群の原因遺伝子であることを同定した
（Saitsu et al. Am J Hum Genet 2010）。こ
の一連の研究は EOEE の分子病態を明らか
にする画期的な成果として評価され、海外
（韓国・ドイツ・イタリア）で招待講演を行
い、日本人類遺伝学会(2008 年)・日本てんか
ん学会(2009 年)・日本小児科学会(2011 年)
の各賞を受賞した。2011 年 8 月に国際てん
かん学会に関連してフィレンツェで開催さ
れた遺伝性早期発症てんかん性脳症のワー
クショップでは、我々の遺伝解析と臨床コホ
ート研究が他国に比べて質的にも量的にも
優っていることを確認した。 
 
２．研究の目的 
 原因が判明したてんかん性脳症はまだ一
部の症例であり、レンノックス・ガストー症
候群など他の早期発症てんかん性脳症では
原因が全くわかっていない。我々はこれまで
DHPLC 法による変異スクリーニングやサン
ガー法による塩基配列解析、欠失や重複を検
出するアレイ解析を用いてきたが、遺伝子解
析技術の進歩と費用の低下は急速に進み、特
に次世代シークエンサーは新規原因遺伝子
の同定に有力なツールである他、読み取り精
度や価格の問題が改善されれば、これまでの
遺伝子診断法を一変させる可能性がある。次
世代シークエンサーでは多数の遺伝子変異
が同定されるため、病因遺伝子の確定のため
には次世代シークエンサーによって同定さ
れた候補遺伝子を他の複数の症例で確認す

る必要があり、多数検体の一括処理による迅
速なハイスループット変異スクリーニング
が求められる。HRM（高感度融解曲線分析）
法は、リアルタイム PCR 法を用いた融解温
度曲線の違いによって塩基配列の違いを検
出する方法であり、DHPLC 法よりも迅速
に結果が得られコストも低く多数検体の処
理に優れている。次世代シークエンサーと
HRM 法を組み合わせて解析を行うことで、
新規病因遺伝子の同定と効率的な遺伝子診
断システムを構築するため、症例集積があ
り研究が先行している EOEE の解析を行
う。 
 
３．研究の方法 
 対象疾患：EOEE（大田原症候群、早期
ミオクロニー脳症、ウエスト症候群、レン
ノックス・ガストー症候群、乳児移動性部
分発作、未分類例など） 
 試料採取：患者用説明書に基づき担当医
師が、患者もしくは代諾者に遺伝子解析に
伴う利益・不利益を説明し、文書で同意（同
意書に署名）を得て、患者および両親から
血液を採取し山形大学に送付する。リンパ
球から DNA を抽出後、TE 緩衝液に溶解す
る。 
 臨床情報解析：臨床情報を PC に入力し
データベース化し、遺伝子変異と臨床的特
徴の関連性を明らかにする。 
 HRM 法による既知遺伝子の変異スクリ
ーニング:EOEE の原因遺伝子として既知
の ARX, STXBP1, SPTAN1, CDKL5, 
SLC25A22 の 5 遺伝子と最近判明した
JNK3, PLCB1 の 2 遺伝子について
Primer3 を用いて、各遺伝子の近傍イント
ロンを含む全コードエクソンに対して
HRM 法に適切な 350 塩基対以下になるよ
うにプライマーを設計し、HRM 法で変異
スクリーニングを行う。異常融解曲線を認
めた検体についてサンガー法による塩基配
列解析を行ない、野生型塩基配列と対照し
変異を同定する。HRM 法で異常を認めな
い検体は新規原因遺伝子同定のリサーチリ
ソースとして保管する 
 次世代シークエンサーによる新規病因候
補遺伝子の選定：既知遺伝子変異が認めら
れ ない 症例 に対 して 、 Agilent 社の
SureSelect もしくは Roche/Nimblegen 社
の SeqCap EZ Exome を用いてゲノム上の
エクソン領域を選択的にキャプチャーし、
高効率に濃縮してから、HiSeq2000 もしく
は Genome Analyzer IIx (ともに illumina
社)を用いて全エクソンシークエンスを行
う。この方法は、病的変異が集中するエク
ソンおよびスプライスサイトに対する極め
て効率的な変異スクリーニングであり、
RefSeq 遺伝子の 99%を解析可能である。
また、健常のご両親の検体が得られる場合
にはご両親も全エクソンシークエンスを行
い、患児での de novo 変異を探索する。 



 
４．研究成果 
 ３年間でEOEE 221例のDNAと臨床情報が
集積された。遺伝子解析については、初年
度は、HRM 法や Sanger 法によって ARX変異
と STXBP1 変異を除外した大田原症候群 12
例に対し次世代シークエンサーを用いた全
エクソームシークエンス(WES)を行い、3例
に KCNQ2 のミスセンス変異を同定した
(Saitsu, Kato, et al. Ann Neurol 2012))。
２年度は、EOEE328 例の解析(HRM287 例、WES
のみ 6 例、HRM と WES35 例）を行い、大田
原症候群 9例、West 症候群 1例、分類不能
5 例に SCN2A 変異を同定し、SCN2A 変異が
EOEE を引き起こすことを明らかにした。
SCN2A は電位依存性ナトリウムチャネル
Nav1.2 を構成し、2004 年に 1 歳発症の
EOEE1 例と良性家族性新生児乳児痙攣 8 家
系で変異が報告され、主に良性てんかんの
原因と考えられていた。本研究によって、
SCN2A は大田原症候群の第四の原因遺伝子
であり、良性てんかんとてんかん性脳症の
原因が共通することを明らかにした
(Nakamura, Kato, et al. Neurology 2013)。
今年度はSCN8A変異を分類不能のEOEE6例、
乳児移動性部分発作 1例で同定した(Ohba, 
Kato, et al. Epilepsia 2014)。本研究に
よって HRM 法と次世代シーケンサーの組み
合わせによって、EOEE の変異スクリーニン
グが効率的に行われることを明らかにした。 
 KCNQ2, SCN2A, SCN8A 以外の既知遺伝子
は当初計画した７個の遺伝子以外にも、昨
年度、乳児移動性部分てんかんの原因遺伝
子として KCNT1が同定されるなど、20 個異
常の候補遺伝子が存在する。HRM 法は少な
い遺伝子数を調べるには費用対効果の高い
遺伝子変異スクリーニング法であるが、調
べるエクソン数に比例して、費用と労力が
増加してしまう。次世代シークエンサーの
解析費用は急速に低下しており、選択した
数十個の候補遺伝子のみを解析するカスタ
ムキャプチャー法では、多数検体の一括処
理を行うことができるため、遺伝子（もし
くはエクソン）１個あたりの費用対効果は
HRM 法をしのぐようになりつつある。その
一方、全エクソーム解析の費用も低下し、
カスタムキャプチャー法との費用対効果比
は急速に改善している。今後は次世代シー
クエンサーによるカスタムキャプチャー法
と全エクソーム解析を併用して網羅的な変
異スクリーニングを行う予定である。 
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