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研究成果の概要（和文）：本研究では、てんかんモデルマウスとしてEfhc1コンディショナルノックアウトマウスを用
い、てんかん発症機序を解明することを目的とした。目的の細胞種でCreリコンビナーゼを発現するトランスジェニッ
クマウスを用いることで、Efhc1遺伝子のコードするタンパクmyoclonin１の発現が細胞特異的に減少していることを確
認した。この変異マウスを用い、自然誘発性のけいれん発作の頻度、ペンチレンテトラゾールにより誘導されるけいれ
んに対する感受性について検討し、今回標的とした組織で、組織特異的にmyoclonin1タンパクの発現を減少させること
に成功した。痙攣感受については、結果を検証中である。

研究成果の概要（英文）：To address the putative relevance of EFHC1 in epilepsies, we characterized 
Efhc1-conditional knock-out mice. Efhc1 gene encodes a protein of 648 amino acids in mouse, named as 
myoclonin1 that harbors three tandemly repeated DM10 domains and one EF-hand motif at the C-terminus. We 
obtained mice with a floxed Efhc1 allele, containing two loxP cassettes placed on either side of coding 
exon. We next generated mice with heterozygous Efhc1 deletion in specific cell type by crossing Efhc1 
floxed and Cre transgenic mouse that is expressed Cre recombinase in specific cell type. We confirmed 
that expression level of myoclonin1 was reduced at targeted cells. We next investigated the frequency of 
spontaneous myoclonus and the threshold of seizures induced by pentylenetetrazol. We are validating the 
result of seizure susceptibility in mutant mice.

研究分野： 分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
若年性ミオクロニーてんかん（JME）は、思

春期(8〜20 歳)に発症し、ミオクロニー発作、

強直間代発作などを特徴とする最も頻度の

高い特発性てんかん(てんかん発作のみを症

状とし、脳内病変を特定することが出来ない

機能性てんかん)の一つである。申請者らは、

遺伝的連鎖解析、ポジショナルクローニング

により、第６番染色体短腕 6p12 から原因遺

伝子の一つとして新規の遺伝子 EFHC1 の同

定に成功した。この遺伝子から家系内で連鎖

を示す 5 種類のミスセンス変異をメキシコ

の JME 6 家系から発見した (Suzuki et al., 

Nature Genetics, 2004)。さらに、申請者を

含む研究チームは、新たな 4 種類の JME 疾

患変異（2 種類のミスセンス変異、1 つのナ

ンセンス変異と 1 つのフレームシフト変異）

を 発 見 し 報 告 し た  (Medina et al., 

Neurology, 2008)。また、EFHC1 の疾患変

異は、複数のグループより報告が続いている。

それらの疾患変異は、ヨーロッパ人の JME

家系、イタリア人の JME 家系、白人の若年

性欠神てんかん、潜因性の側頭葉てんかん、

さらに非分類型の特発性全般てんかんから

見つかっている。このことより、EFHC1 は

JME 発症に関与しているだけでなく、特発

性全般てんかんの痙攣誘発に広く関与して

いる可能性もでてきている (Ma et al., 2006,. 

Annesi et al., 2006, Stogmann et al., 2007)。 

 現在までに同定されている特発性てんか

ん原因遺伝子のほとんどがイオンチャネル

をコードしているが、EFHC1 はイオンチャ

ネルをコードしない機能未知のタンパク

myoclonin1 をコードしている。Myoclonin1

には 2種類のアイソフォームがある。一つは、

DM10と呼ばれる機能不明のドメインを 3つ、

更に EF-hand と呼ばれる、カルシウム結合

蛋白でよく見られるカルシウムイオン 

(Ca2+) 結合モチーフを 1 つ持つ、640 アミノ

酸からなる蛋白（long フォーム）で、もう一

つは、DM10 を 1 つだけ持ち 278 アミノ酸か

らなる蛋白（short フォーム）である。

Myoclonin1 はクラミドモナスの軸糸、マウ

ス精子の鞭毛のような運動性を持つ繊毛で

発現していると報告され(Ikeda et al., 2005)、

申請者らも、このタンパクが胎生期には脳室

内の脈絡叢の細胞で、出生後は気管や脳室の

内壁を覆う細胞の繊毛で多く発現がみられ

る事を報告した (Suzuki et al., Biochemical 

& Biophysical Research Communications, 

2008)。 

 2009 年、申請者は、Efhc1 遺伝子改変マウ

スを作製・解析し、遺伝子改変マウス (ヘテ

ロおよびホモ接合体)において自然誘発的な

ミオクロニー発作が野生型と比べ７〜８倍

多く出現すること、このミオクロニー発作出

現時に異常な活動電位が脳波に出現するこ

と、痙攣誘発剤の一つペンチレンテトラゾル 

(PTZ) に対し高い感受性を示すことなど、て

んかん患者と類似の症状を示すことを発見

し、Efhc1 の欠損がてんかんを引き起こすこ

とを示唆する直接的な生物学的証拠として

報告した(Suzuki et al., Human Molecular. 

Genetics, 2009, 科学研究費補助金 若手研

究 (B)、平成 20 年度～21 年度の研究成果)。

さらに、遺伝子改変マウスで脳室壁の上衣細

胞繊毛の運動機能の低下が観察されるなど

いくつかの特異的な異常症状を示すことも

明らかにし、併せて報告した(Suzuki et al., 

Human Molecular Genetics, 2009)。しかし

ながら現在までのところ、分子レベルでの

JME 発症メカニズムは明らかとされていな

い。 
 
２．研究の目的 
若年性ミオクロニーてんかん（JME）は、思

春期に発症する最も頻度の高い特発性てん

かんの一つである。申請者は、原因遺伝子の

一つとして EFHC1 遺伝子の同定に成功し、

これまでにマウスにおける myoclonin1 タン

パクの発現は、申請者らが作成した抗



myoclonin1 マウスモノクローナル抗体を用

いた免疫組織染色の結果より、マウスの胎生

期には脳室内の脈絡叢の細胞、出生後は気管

支や脳室の内壁を覆う上衣細胞の繊毛、精子

の鞭毛のような運動性を持つ繊毛・鞭毛で多

く発現していることが確認されているが、上

衣細胞の myoclonin1 タンパク機能喪失がて

んかん症状と関連しているのかどうかは不

明である。本研究課題では、myoclonin1 タ

ンパクの機能喪失によるてんかん症状の発

症起源をEfhc1コンディショナルノックアウ

トマウスと目的の細胞種でCreリコンビナー

ゼを発現するトランスジェニックマウスを

用いることで、myoclonin1 を細胞種特異的

に機能喪失させてんかん症状の発症起源を

探索する。Efhc1 コンディショナルノックア

ウトマウスおよび興奮性神経細胞、抑制性神

経細胞などの細胞それぞれでCreリコンビナ

ーゼを発現するマウスはすでに導入済みで

ある。これらマウスの交配により得られる

Cre/LoxP シ ステムで 細胞種特 異 的 に

myoclonin1 タンパクが喪失しているマウス

における、自然誘発的なミオクロニー発作の

頻度や痙攣誘発剤に対する痙攣感受性など

を検討し、以前報告した Efhc1 遺伝子改変マ

ウ ス (Suzuki et al., Human Molecular 

Genetics, 2009)から得られた結果と比較す

る事により、どの種の細胞が病態と大きく係

わっているのかを見いだし、EFHC1 遺伝子

変異によるてんかん発症メカニズムの解明

につなげる知見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）細胞特異的にmyoclonin1の発現が抑制

されたマウスの交配 

本研究で使用するEfhc1コンディショナルノ

ックアウトマウスは、以前解析・報告した

Efhc1 遺伝子改変マウス(Suzuki et al., Hum. 

Mol. Genet., 2009)とは異なる新たなマウス

の系統で、マウスのバックグラウンドをさら

にC57BL/6Jに近づけるために戻し交配を行

った。本マウスは、遺伝子改変の技法により

Efhc1 遺伝子内のエクソンの前後に loxP 配

列が挿入されており、Cre リコンビナーゼを

発現するマウスと交配する事で、Cre/LoxP

システムによりEfhc1遺伝子を特定の細胞種

で発現抑制させる事が可能である。Cre リコ

ンビナーゼを発現するトランスジェニック

マウスとEfhc1コンディショナルノックアウ

トマウスとを交配し、得られた子孫を本研究

に用いた。ジェノタイプがホモ接合体(ホモ)

の flox マウスおよび  flox ヘテロ接合体(ヘ

テロ)で Cre リコンビナーゼを持つマウスを

得た。 

 

（２）floxホモマウスにおけるmyoclonin1発

現の確認 

ホモのfloxマウスを用い、myoclonin1の発現

をウエスタンブロット解析および免疫組織

染色法によりにより確認した。 

 

（３）floxホモ/Cre (+)マウスにおけるmyoc

lonin1発現低下の確認 

ホモの flox/ Cre (+)マウスの脳における

myoclonin1 の発現を免疫組織染色法により

確認した。 

 

（４）自然誘発性のけいれん発作の観察 

以前Efhc1遺伝子改変マウスで自然誘発性の

けいれん発作を観察した際に、脳波および筋

電図を測定しているとミオクロニー発作の

判断が容易であったので、本研究課題でも脳

波および筋電図を測定しながら12時間程度

ビデオで撮影し、ミオクロニー発作の頻度を

求め、統計的に対照群と比較検討した。 

 

（５）痙攣誘発剤によるけいれん感受性上昇

の検証 

マウス（５ヶ月齢）は、floxホモ/ Cre (+)

マウス、および対照群として、floxホモ/ Cr



e ネガティブ(-)マウスおよび野生型/ Cre 

(+)マウス用いた。ペンチレンテトラゾール(P

TZ)をマウスへ腹腔内投与しけいれん感受性

を評価した。けいれん感受性の評価は、けい

れん誘発剤投与からミオクロニー発作、間代

発作、全身性の強直・間代発作が観察される

までのそれぞれの時間を測定し、統計的に対

照群と比較検討した。 

 

４．研究成果 

マ ウス のバ ック グラ ウン ドを さ ら に

C57BL/6J に近づけるために戻し交配を行っ

た上で、ヘテロ接合体 (ヘテロ) 同士の交配

によりホモ接合体 (ホモ) の flox マウスを作

出した。得られたホモマウスと同腹の野生型

マウスの脳組織を用い、myoclonin1 の発現

をウエスタンブロット解析および免疫組織

染色法により検討し、ホモマウスで野生型マ

ウ ス の 脳 で 観 察 さ れ る の と 同 様 の

myoclonin1 の発現を観察し、イントロンに

導入した loxPサイトがmyoclonin1の発現に

影響していないことを確認した。次に、ヘテ

ロ接合体 (ヘテロ) の flox：Cre (+)マウスを

得て、さらにヘテロの flox マウスと交配し、

ホモ接合体 (ホモ) の flox マウス:Cre (+)と

野生型マウスを得た。得られたマウスの組織

を用い、myoclonin1 の発現をウエスタンブ

ロット解析および免疫組織染色法により検

討し、ホモ Cre (+)マウスで myoclonin1 の発

現が細胞特異的に減少していることを観察

し、導入している loxP サイトが目的通りに

働いていること、また、Cre リコンビナーゼ

が目的の細胞で発現していることを確認し

た。さらに、ヘテロ接合体 (ヘテロ) の flox：

Cre (+)における自然誘発性のけいれん発作

の頻度を脳波、筋電図およびビデオで撮影し

観察することで検討し、統計的に対照群と比

較した。また、けいれん誘発剤の一つである

ペンチレンテトラゾール(PTZ)により誘導さ

れるけいれんに対する感受性についてもヘ

テロ接合体、ホモ接合体の flox：Cre (+)マウ

スおよび対照群のマウスを用いて検討した。

けいれん感受性の評価は、けいれん誘発剤投

与からミオクロニー発作、間代発作、全身性

の強直・間代発作が観察されるまでのそれぞ

れの時間を測定し、統計的に対照群と比較検

討した。今回標的とした組織で、組織特異的

に myoclonin1 タンパクの発現を減少させる

ことに成功した。痙攣感受性については、結

果を検証中である。 
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