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研究成果の概要（和文）：てんかん外科病理診断の経験から、限局性皮質異形成(FCD)は細胞内情報伝達系における体
細胞変異が原因であるとの仮説を立てこれを検証した。難治てんかん原性脳組織がFCD type IIbの特徴を示す患者の凍
結脳組織と血液を対象に、全エクソーム解析を行い、脳病巣特異的にMTOR遺伝子に超低頻度の体細胞変異を見出した。
生化学的発現解析では、MTOR産生蛋白の下流に位置する蛋白の発現が亢進していた。In vitro系による発現解析でも、
変異を強制発現させた場合には、同情報伝達系の機能が亢進していた。このように、MTORの体細胞変異が、FCD type I
Ibの病因であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We explore the possible involvement of somatic mutations in focal cortical 
dysplasia (FCD) Type IIb. We performed whole exome sequencing using brain and blood samples from nine of 
the FCD Type IIb subjects. Somatic MTOR mutations were identified. The effect of MTOR mutations on mTOR 
kinase signaling was evaluated. We identified four lesion-specific somatic MTOR mutations in six of 13 
(46%) individuals with FCD Type IIb showing mutant allele rates of 1.11 - 9.31%. Functional analyses 
showed that phosphorylation of ribosomal protein S6 in FCD Type IIb brain tissues with MTOR mutations was 
clearly elevated compared with control samples. Transfection of any of the four MTOR mutants into HEK293T 
cells led to elevated phosphorylation of 4EBP, the direct target of mTOR kinase. We found low-prevalence 
somatic mutations in MTOR in FCD Type IIb, indicating that activating somatic mutations in MTOR cause FCD 
Type IIb.

研究分野：神経病理学
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１．研究開始当初の背景 
(1) てんかんは古くて新しい学問領域であ
る．近年，この罹患率の高い症候群に対し
文字通りメスが入れられるようになったこ
とから，その診療・研究の両面で神経病理
学が関与する状況は一変した．すなわち，
局在性難治てんかん患者に対する外科的切
除脳を組織診断する機会が増え，このこと
は同時に，こうした標本リソースを用いた
さまざまな研究を展開し得ることともなっ
た．本研究申請者らは，これまでのてんか
ん外科病理診断の経験から，“臨床病理学的
に distinctな entityを形成しているのでは
ないか”，こうした可能性を思考させる症例
の存在が気になっていた．限局性皮質異形
成(FCD: focal cortical dcysplasia) type II
は，片側巨脳症や結節性硬化症とも組織学
的特徴が類似しているものの，病巣の広が
りや遺伝学的背景あるいは脳以外の症状の
存在から，これらとは別の病態と捉えられ
てきた． 
(2) 本研究を開始する時点で，片側巨脳症
はAKT3情報伝達系における体細胞変異が
原因で生じるとの報告がなされた．そのこ
とから，FCD は AKT3 情報伝達系のいず
れかの分子における体細胞変異が原因では
ないか，と考えた． 
 
２．研究の目的 
 FCD type IIは，皮質神経細胞の配列異
常に加え，dysmorphic neuronや balloon 
cell といった特徴的な形態異常を示す細胞
が観察されるヒト難治性てんかん原性病巣
の代表的な病態である．その組織学的特徴
は，片側巨脳症や結節性硬化症のそれとも
共通する．最近，片側巨脳症の原因として
AKT3情報伝達系における体細胞変異が報
告されたことから，FCDにおいても同情報
伝達系のいずれかの分子における体細胞変
異が原因であるとの仮説を検証し，その分
子病態を明らかにすることを目的とした． 
 体細胞変異は生殖細胞以外の細胞が分裂
時に生じる DNA 変異である．近年の遺伝
子解析技術により，癌や先天性疾患におけ
る単一遺伝子の体細胞変異が相次いで報告
されている．しかしながら，体細胞変異率
は著しく低いことから，通常の疾患原因遺
伝子解析技術では同定が出来ない場合も多
い．本研究では，全エクソーム解析を行い，
原因遺伝子を同定し，次いで，その産生蛋
白の発現を検証し，in vitro 系で同情報伝
達系が活性化しているかどうかを検証した． 
 
３．研究の方法 
 本遺伝子解析研究について，患者本人ある
いは保護者に文章を基に説明を行い，書面
での同意が得られた患者を対象とした．難
治てんかん原性病巣として，外科的摘出術
が施行された脳組織を病理学的に解析し，
FCD type I (n = 6)あるいは type II (type 

IIa, n = 5; type IIb, n = 13)と診断した 24
名の患者の脳組織を用いた．同患者から採
取した血液あるいは唾液を対照組織とした． 
 各組織からDNAを抽出し FCD type IIb 
(n = 9)に対して全エクソーム解析を施行し
た．脳組織と対照組織から得られた DNA
配列情報は，体細胞変異検索ソフトを用い
て比較し，脳病変組織に特異的な遺伝子変
異の検索を行った．更に残る 15 例につい
ては，エクソームで同定された候補遺伝子
の変異検索を行った． 
 Western blottingと免疫組織化学は摘出
された FCD type IIbを示す脳組織を用い
た．対照として組織学的に異常所見を指摘
出来ないてんかん患者の脳組織(MCD: 
mild malformation of cortical 
development)の脳組織を用いた． 
 HEK293細胞に患者脳に認められた
MTORの変異を発現するベクターを
transfectionし，情報伝達系の蛋白発現を
in vitroの実験系で解析した． 
 
４．研究成果 
 FCD type IIb (n = 6)でMTORの一塩基置
換変異を同定した．脳組織における変異は
1-9%と低頻度であった．しかしながら，血
液あるいは唾液においては 0.1%未満と超
低頻度であったことから，真の変異である
と判断した．FCD type Iおよび type IIaの組
織には同変異は認められなかった． 
 Western blottingでは，MTOR変異の認め
られた脳組織におけるリン酸化 S6 蛋白の
発現が有意に亢進していた．免疫組織化学
では，抗リン酸化 S6蛋白抗体により，FCD 
type IIb組織における dysmorphic neuron
や balloon cellが強く標識された．このこ
とは，MTOR変異により細胞内情報伝達系
が活性化していることを示している．  
 MTOR変異蛋白を発現した培養細胞にお
いては，mTORキナーゼの直接の作用蛋白
であるリン酸化 4EBP 蛋白が有意に発現亢
進していた． 
 このようにMTORの活性化型体細胞変異
により FCD type IIbが生じることが明らか
となった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 抗リン酸化 S6 抗体で免疫染色を行った
FCD type IIb 脳組織．大型で異型性を示す細
胞が強く標識されている． 
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