
てんかん治療研究振興財団　研究年報　2015；26：41-46

―― 研究助成報告 ――

愛知県心身障害者コロニー 発達障害研究所 病理学部
〔〒480-0392 愛知県春日井市神屋町713-8〕
Yasushi Enokido，PhD
Department of Pathology, Institute for Developmental Research, Aichi Human Service Center

〔713-8 Kamiya-cho, Kasugai, Aichi 480-0392, Japan〕

【序論】

　てんかんの発症には脳の発達異常が深く関わ
るとされるが，その病態メカニズムの詳細は明
らかでない。こうした中，てんかんを症状とす
るヒト先天性遺伝子疾患の原因の一つがDNA
修復遺伝子変異であること1-3)や，てんかんの
病巣に生じたDNA二重鎖切断がそれに続く神
経変性の引き金となること4)が報告され，てん
かんの病態解明ならびにその治療標的としての
DNAダメージ／修復経路に大きな関心が寄せ
られている。またこれに加え，てんかんを惹起
するニューロンネットワークの破綻が，これま
で単なる支持細胞と考えられてきたグリア細
胞，特にアストロサイトとニューロンの相互作

用の異常によることが明らかとなり，その分子
病態の解明が急務の課題となっている5,6)。
　以上の背景から，今回，てんかん発症に関わ
るアストロサイトの異常とDNAダメージとの関
係について，てんかん及び精神発達遅滞を症状
とするホモシスチン尿症モデルマウス（CBS-/-

マウス）を用いて解析した。ホモシスチン尿症
（MIM236200）は約30万人に１人の割合で発症す
る常染色体劣性遺伝子疾患であり，メチオニン
からシステインを合成する際に必要な一連のア
ミノ酸代謝経路の異常によって発症する7）。CBS
遺伝子変異によるものが最も多く（＞90％），そ
の他メチルコバラミン合成障害およびメチレン
テトラヒドロ葉酸還元酵素（MTHFR）の変異
によるものが知られる。発症メカニズムとして
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要旨：脳発達異常を伴うヒト疾患の多くがてんかんを症状とするが，その病態には依然明ら
かでない点が多い。本研究では，ホモシステイン代謝経路の鍵酵素であるシスタチオニン 
β-シンターゼ（CBS）の遺伝子変異を病因とするヒト先天性アミノ酸代謝異常疾患（ホモ
シスチン尿症）に注目し，その病態とDNAダメージとの関わりをin vivoならびにin vitroで
解析した。
　発達過程のマウス脳におけるCBSの発現は，ラジアルグリア及びアストロサイトに特異的
である事から，本疾患はアストロサイト系譜細胞の異常が一次的病因と考えられた。さら
に，CBS遺伝子欠損マウス（CBS-/-マウス）由来のアストロサイトから放出された高濃度の
ホモシステインによってニューロンにDNAダメージが蓄積し，アポトーシスが誘導された。
本研究結果は，アストロサイト系譜細胞の異常がもたらすてんかん発作や細胞非自律的な神
経細胞死にDNAダメージが関与している事を示唆している。

てんかん治療研究振興財団　研究年報　2015；26：41-46

Key Words：homocysteine, DNA damage, glia, astrocyte, epilepsy



42 てんかん治療研究振興財団　研究年報　第26集　2015年₉月

は，細胞毒性を持つ含硫アミノ酸であるホモシ
ステイン（Hcy）が細胞内に蓄積することで酸
化ストレスが生じ，DNAやミトコンドリアが障
害を受けるとする説が有力である。本研究では，
グルタミン酸のアゴニストとしても働くHcyの
異常蓄積がもたらす神経病態とDNAダメージと
の関係を解析する事で，脳代謝を標的とする新
たなてんかん治療の可能性を探る事を目的とし
た。

【方法】

（１） 神経系の細胞マーカータンパク質（MAP2，
RC2，GLAST，GFAP，Calbindin D）に対する
抗体を用いてCBS発現細胞を同定するととも
に，ホモシスチン尿症モデル動物であるCBS-/-

マウスを用い，発達過程で観察される脳形成異
常とDNAダメージの蓄積の様子を正常マウスと
比較した。まず，脳構造がほぼ完成する生後2
週齢の大脳皮質を層構造マーカータンパク質

（CDP，Foxp1，Trb1）抗体で染色し，正常及
びCBS-/-マウスでそれぞれ比較した。DNAダ
メージの蓄積は，DNA二重鎖切断マーカーであ
るγH2AX抗体を用いた免疫組織染色とウェス
タンブロットにより比較・定量した。細胞死は
活性化カスパーゼ3抗体を用いた免疫組織染色
で検出した。
（２） Hcy代謝異常がてんかん誘発刺激に対する
感受性に個体レベルで影響を及ぼすか否かを調
べるため，生後2週齢から2ヶ月齢の正常ならび
にCBS-/-マウスの脳組織サンプルを用い，神経
分化マーカーとDNAダメージマーカー抗体に
よる免疫組織染色を行なった。脳組織中のHcy
含量は長谷川らの方法に従ってGC/MS法によ
り定量した8)。てんかんの誘発は，マウスにカ
イニン酸（生理食塩水に溶解）を10〜25mg/kg
を腹腔内投与し，3時間行動を解析した。てん
かん発作時の行動解析はRacine scaleに従い9)，
1〜6にscoringした。
（３） 脳組織中のDNA-PK活性はSignaTECT®  
DNA-Dependent Protein Kinase Assay 
Systemを用い，添付のプロトコールに従って
測定した。核蛋白質の抽出は−80℃で凍結保存
した脳組織からSchreiberらの方法10)に従って

おこなった。また，DNA-PK以外のバックグラ
ウンド・キナーゼ活性の測定は，DNA-PKの活
性化因子である二重鎖DNA断片を添加してい
ない反応液に100μg/mlとなるようDNaseIを加
え，氷上で2時間処理した核抽出液を用いて
行った。得られたバックグラウンド・キナーゼ
活性を，二重鎖DNA断片を添加して得られた
トータルキナーゼ活性から差し引くことにより
正味のDNA-PK活性の値とした。

【結果】

（１） CBSはCBS-/-マウスの大脳皮質層構造は正
常であったが，脳の広範囲でニューロン死の亢
進が観察された。脳組織中のHcy含量を測定し
たところ，神経ネットワーク形成が最も盛んな
生後2〜3週齢のCBS-/-マウス脳でHcy濃度が最
も高くなることがわかった（正常マウスの約20
〜40倍）。
（２） 相同組換え修復を除き，正常ならびに
CBS-/-マウス脳組織において，様々なDNA修
復関連蛋白質が同様に発現していることが確認
されたが（Fig. 1），CBS-/-マウス脳では顕著な
DNA二重鎖切断の増加が観察された（Fig. 2）。
（３） カイニン酸によるてんかん誘発刺激への感
受性はCBS-/-マウスが最も高く，次いでCBS+/-

マウス，CBS+/+マウスの順であった。またこれ
と正に相関する形で，てんかん病態の早期マー
カーであるDNA二重鎖切断の増加が，それぞ
れのマウスの大脳皮質及び海馬で観察された。
（４） 非分裂ニューロンにおけるDNA二重鎖切
断修復の鍵酵素であるDNA-PK活性を測定した
結果，正常ならびにCBS-/-マウスの大脳皮質で
有意な差は見られなかった。

【考察】

（１） CBSはアストロサイト系譜細胞特異的に発
現することから，ホモシスチン尿症で見られる
神経症状は，ニューロン−アストロサイト相互
作用の異常が原因と考えられた。
（２） CBS欠損マウスでは顕著な脳形成不全が観
察されるが，大脳皮質層構造は正常であること
から，細胞移動は正常であると考えられた。
（３） CBS欠損はてんかん感受性とニューロンへ
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Fig. 1　�生後2週齢CBS-/-マウス大脳皮質における
DNA修復関連タンパク質の発現。相同組
換え修復に関わるRad51タンパク質の発現
は極めて低いことから，脳組織における
DNA二重鎖切断修復は主に非相同末端結
合（non-homologous end joining; NHEJ）
によって修復されると考えられる。

Fig. 2　�生後2週齢海馬CA1領域に見られるDNA二重鎖切断の蓄積。（A）DNA二重鎖切断マーカーである 
γH2AX抗体（緑），ニューロンマーカーであるNeuN抗体（赤）でそれぞれ染色した様子。（B）海馬
組織をγH2AX抗体でウェスタンブロットした結果。
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のDNAダメージを増加させた。また，CBS欠
損マウス脳DNA-PK活性は正常およびCBS-/-マ
ウス大脳皮質で差が見られなかった。Hcyは
NMDA型グルタミン酸受容体（NMDA受容
体）のアゴニストとして働く11)。一方，NMDA
受容体を介した神経毒性がてんかん発作や
DNAダメージを誘導することが知られる12)。
これらのことから，発達期の脳に蓄積したHcy
がNMDA受容体の異常興奮によるニューロン
死とDNAダメージの蓄積をもたらす可能性が
強く示唆された（Fig. 3）。
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Summary
DNA damage in the neuropathology of epilepsy

Yasushi Enokido, PhD

　Accumulating evidences have suggested that astrocytic dysfunction in the brain closely 
associates with the neuropathology of epilepsy.  Moreover, recent studies have revealed that 
defects of a few DNA repair genes responsible for DNA double-strand break (DSB) repair 
have direct link to some inherited human diseases with a symptom of epilepsy.  However, the 
relationship between astrocytic dysfunction which may cause epilepsy and DNA damage has 
yet to be elucidated.
　In this study, we have found that abnormally accumulated homocysteine secreted from 
astrocytes which lack cystathionine β-synthase (CBS) mediates DSB and apoptosis in neurons.  
CBS is a key enzyme that participates in the folate pathway and catalyzes the transsulfuration 
of homocysteine and serine to cystathionine as a cysteine precursor.  A deficiency of CBS leads 
to homocystinuria, an inherited human disease characterized by mental retardation, seizures 
and vascular disorders.  Our results suggest that DNA damage caused by defective 
homocysteine metabolism in astrocytes mediates neurotoxicity and apoptosis which may result 
in epilepsy.
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