
てんかん治療研究振興財団　研究年報　2017；28：11-20

―― 研究褒賞受賞記念報告 ――

日本医科大学　医学部　システム生理学　
〔〒113-8602 東京都文京区千駄木１-１-５〕
理化学研究所　脳科学総合研究センター　神経遺伝研究チーム
Ikuo Ogiwara
Department of Physiology, Nippon Medical School, Tokyo

〔1-1-5 Sendagi, Bunkyo-ku, Tokyo 113-8602, Japan〕
Laboratory for Neurogenetics, RIKEN Brain Science Institute, Saitama

【はじめに】

　Dravet症候群は，1978年にDravet博士によっ
て記載された乳児重症ミオクロニーてんかん

（severe myoclonic epilepsy in infancy；SMEI）
を中核群とするてんかん性脳症である1)。１歳未
満に起こる発熱誘発性けいれんを最初の発作と
することが多く，1歳を過ぎると，無熱性に強
直間代発作やミオクロニー発作も起こすように
なる。これら発作は，極めて治療抵抗性であ
り，重積状態に陥ることも度々ある。さらに，
2歳以降，多動や知的退行，自閉症様行動異常，
運 動 失 調 も 表 出 す る。2001年 にClaesら は，
SMEIに電位依存性ナトリウムチャネルα1

（Nav1.1）をコードするSCN1A遺伝子の変異を

報告した2)。それ以降，Dravet症候群のSCN1A
遺伝子変異が，本邦も含めて全世界から報告さ
れ，その数は1,000を上り，８割の患者がSCN1A
遺伝子変異を有すると概算される3-11)。
　SCN1A遺伝子変異の発見は，即座にDravet
症候群発症機序解明につながると期待された。
しかしながら，Dravet症候群に認められた変
異型Nav1.1チャネルがナトリウム電流をほと
んど，あるいは全く流さない機能不全型である
ことが明らかとされ12-15)，神経細胞の活動電位
の発生と伝播を担うナトリウムチャネルの機能
的低下がどのようにして脳の過剰興奮を招いて
発作を引き起こすのか，その機序を説明するこ
とは極めて困難であった。
　本研究は，Dravet症候群発症機序を解明する
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べく，Dravet症候群に認められた遺伝子変異を
導入したScn1a遺伝子ノックインマウス16)，な
らびに細胞選択的にScn1a遺伝子を欠落できる
コンディショナルノックアウトマウスを作出・
解析した17)。

【方法】

　本研究における組換えDNA実験，ならびに
動物実験は，日本国の定める生命倫理，安全規
定に関する法令，指針に準じた研究参加機関の
内部規定の範囲内で行われた。遺伝子改変動物
を用いた実験は，各研究参加機関の安全管理に
関する委員会で認可され，それぞれの委員会で
策定されたガイドラインに従って行われた。
　実験材料と方法については，既発表の報文を
参照されたい16-21)。

【結果】

1.�Scn1a遺伝子ノックインマウスのてん
かんと抑制性神経細胞発火減弱

　Dravet症候群患者に認められたナンセンス型
SCN1A遺 伝 子 変 異（Arg1407Stop；R1407X）
を相同組換法でマウスScn1a遺伝子に導入した
ノックインマウスを作製した（Fig． 1A, B）16)。

このナンセンス変異をホモに持つマウスは，正
常に出生したが，生後10日以降に運動失調と全
般性強直間代発作を呈し（Fig． 2A-D），生後20
日までに，運動失調と頻回する発作に因ると推
定される成長不良のために全例が死亡した

（Fig． 2E-G）16)。ヘテロ接合体マウスについて
は，生後18日頃から発作を呈する個体が出現
し，生後1ヶ月で25％が，生後3ヶ月までに40％
が死亡した（Fig． 2G）16)。また，ヘテロ接合体
マウスのけいれんは，直腸温を40度前後に上昇
させることで容易に誘発されたが（40.10±1.35
度），clobazam単 剤（42.58±0.55度）， あ る い
はclobazamとstiripentolの二剤投与で（43.03±
0.49度），熱誘発性けいれんの閾値は有意に上
昇した18)。行動学的解析は，ヘテロ接合体マウ
スに新奇環境オープンフィールドにおける多動

（Fig． 2H），二匹一組での社会性行動テストに
おける社会的相互作用の低下（Fig． 2I），なら
びにバーンズ迷路における空間記憶学習の低下

（Fig． 2J,K）を認めた19)。以上のように，Scn1a
遺伝子ノックインマウスは，ヒト病態を再現で
きる，発症機序解明に有用なツールになると考
えられた。
　次に，多重免疫組織染色法を用いて，Scn1a

Fig. 1　�Scn1a遺伝子ノックインマウスの作製
	 �（A）Scn1a遺伝子ノックインマウスに導入したナンセンス変異（Arg1407Stop；R1407X）はNav1.1

チャネルのドメインIIIのセグメント5と6の間のループに位置する。（B）ナンセンス変異（c.4219CgG-
>TgA）は，ゲノム上では，exon 21に位置する。出典：Ogiwara et al．2007 16)．
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遺伝子ノックインマウスがてんかんを発症する
乳児期のNav1.1脳内発現分布を解析した。正
常型マウス海馬・大脳皮質において，Nav1.1は
パルブアルブミン陽性抑制性神経細胞の軸索起
始部に検出された（Fig．　 3A, B）16)。また，小脳
皮質においても，Nav1.1をパルブアルブミン陽
性プルキンエ細胞軸索起始部に検出した（Fig． 
3C）16)。
　そのうえで，パッチクランプ法による大脳皮
質スライスの電気生理学的解析を行い，細胞体
への持続性電流注入に対してバスケット型抑制
性神経細胞が応答する連続性発火の振幅につい
て，ヘテロ接合体マウスでは著しい減衰を認め
た（Fig．　 4A）16)。他方，ヘテロ接合体マウス大
脳皮質興奮性神経細胞に電気生理学的異常は認
め な か っ た（Fig．　 4B）16)。 以 上 の 結 果 は，
SCN1A遺伝子変異を主因とするDravet症候群
の発症の背景が抑制性神経細胞の活動性低下に
あることを示唆した16)。

2.�抑制性神経細胞選択的Scn1a遺伝子欠
落マウスに認めたてんかん

　Dravet症候群の発症機序を抑制性神経細胞
の活動性低下とした上述の仮説を検証するた
め，コンディショナルScn1a遺伝子ノックアウ
トマウスを作出し（Fig．　 5），コンディショナ
ルScn1a遺伝子ノックアウトマウスとVGAT-
Creドライバーマウスを交配させて抑制性神経
細胞選択的にScn1a遺伝子を欠落させたマウス
を作製した17)。そして，ヘテロ接合性抑制性神
経 細 胞 選 択 的Scn1a遺 伝 子 欠 落 マ ウ ス に，

Fig. 2　�Scn1a遺伝子ノックインマウスの発作と多動，社会性行動異常，学習記憶障害
	 �（A, B）ホモ接合体Scn1a遺伝子ノックインマウスの背景脳波に異常は認められない。（C, D）ホモ接

合体Scn1a遺伝子ノックインマウスの全般性強直間代発作時に1∼4 Hzの棘徐波が認められる。（E, F）
ホモ接合体Scn1a遺伝子ノックインマウスは発育不良を呈する。（G）ホモ接合体Scn1a遺伝子ノック
インマウスは生後20日までに全例が死亡する。ヘテロ接合体マウスは生後3ヶ月までにおよそ40％が
死亡する。（H）ヘテロ接合体マウスは新奇なオープンフィールド中で多動性（活動量の亢進）を示
す。マウスを30分間新奇オープンフィールドに置き，10分ごとの総移動距離を測定した。（I）ヘテロ
接合体マウスのペアは鼻と鼻を突き合わせる社会性行動が少ない。♂マウスのペアを30分間新奇オー
プンフィールドに置き，後半の20分間の鼻と鼻を突き合わせる行動の総回数を記録した。（J, K）ヘテ
ロ接合体マウスは，訓練3日目（d3）と4日目（d4）において，バーンズ迷路に隠された退避穴（ゴー
ル）に行き着くまでに退避用でない間違った穴を頻繁に訪れてしまう。バーンズ迷路テストでは，1
日3回の試行を4日間行った。ゴールにたどり着くまでに訪れた穴の総数，ならびに総移動距離の1日
ごとの平均値を示す。+/+；正常型マウス，RX/+；ヘテロ接合体ノックインマウス，RX/RX；ホモ
接合体ノックインマウス．出典：Ogiwara et al．2007 16)，Ito et al．2013 19)．
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Scn1a遺伝子ノックインマウスと同様に，生後
18日頃から発現する発作を認めた（Fig． 6A, 
B）。この発作は，Scn1a遺伝子ノックインマウ
スの発作より重篤で，9割以上のヘテロ接合性
抑制性神経細胞選択的Scn1a遺伝子欠落マウス
が発作発現直後に死亡した（Fig． 6C）。以上の
結果は，抑制性神経細胞の活動性低下を発症機
序とした仮説を支持したが，その一方で，抑制
性神経細胞以外の細胞が病態形成，特に発作関
連死リスクへ寄与している可能性も示唆した。

3.�興奮性神経細胞のScn1a遺伝子欠落に
よってもたらされた症状軽減

　抑制性神経細胞選択的Scn1a遺伝子欠落マウ

スに認められた高頻度発作関連死に，興奮性神
経細胞が関与するという仮説を考えた。この仮
説を検証するため，抑制性神経細胞に加えて，
Emx1-Creドライバーマウスを用いて興奮性神
経細胞のScn1a遺伝子も欠落させた17)。そし
て，Fig．　 7に 示 す よ う に，2.3%（1/41，fl/+，
VGAT-Cre）であった抑制性神経細胞選択的
Scn1a遺伝子欠落マウスの生後35日生存率が，
興 奮 性 神 経 細 胞 のScn1a遺 伝 子 欠 落 に よ り
60.5%（23/38，fl/+, Emx1-Cre, VGAT-Cre；
ヘテロ接合性興奮性＋抑制性神経細胞選択的
Scn1a遺伝子欠落マウス）まで上昇した。ま
た，興奮性神経細胞のみのScn1a遺伝子を欠落
させたマウス（fl/+, Emx1-Cre）に外見上の異

Fig. 3　�Nav1.1のパルブアルブミン陽性神経細胞の軸索起始部への局在
	 �（A）大脳皮質において，Nav1.1はβIVスペクトリンで標識されるパルブアルブミン陽性抑制性神経

細胞の軸索起始部へ局在する。矢頭はNav1.1が局在するパルブアルブミン陽性抑制性神経細胞の軸索
起始部を示す。矢印はNav1.1が局在しないパルブアルブミン陰性の神経細胞の軸索起始部を示す。

（B）海馬においても，Nav1.1はβIVスペクトリンで標識されるパルブアルブミン陽性抑制性神経細
胞の軸索起始部へ局在する。矢印はNav1.1を発現するパルブアルブミン陽性抑制性神経細胞の細胞体
を示す。（C）Nav1.1はβIVスペクトリンで標識される小脳プルキンエ細胞の軸索起始部へ局在する。
二重矢頭はNav1.1が局在するプルキンエ細胞の軸索起始部を示す。Nav1.1（a，e；赤)，βIVスペク
トリン（b，f；緑），パルブアルブミン（c，g；紫)，合成（d，h），+/+；正常型マウス，スケール
バー：50μm．出典：Ogiwara et al．2007 16)．
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Fig. 4　�Scn1a遺伝子ノックインマウスのにおける抑制性神経細胞の発火減弱
	 �（A）ヘテロ接合体Scn1a遺伝子ノックインマウスの大脳皮質バスケット型抑制性神経細胞の持続性電

流注入（閾値の5倍の電流量，500ms）に対する連続性発火応答に活動電位振幅の著しい減衰が認め
られる（左パネル）。記録した神経細胞を染色し，形態学的にも抑制性神経細胞であることが確認で
きる（右パネル）。（B）ヘテロ接合体Scn1a遺伝子ノックインマウスの大脳皮質興奮性神経細胞の持
続性電流注入（閾値の5倍の電流量，500ms）に対する発火応答に異常は認められない（左パネル）。
記録した神経細胞を染色し，形態学的にも興奮性神経細胞であることが確認できる（右パネル）。
WT；正常型マウス，HET；ヘテロ接合体Scn1a遺伝子ノックインマウス．出典：Ogiwara et al．
2007 16)．

Fig. 5　�Scn1a遺伝子コンディショナルノックアウトマウスの作製
	 �Scn1a遺伝子exon 7は，その両端にloxP配列が導入されていて，Cre組み換え酵素の働きで除去される

（floxマウス）。そのため，floxマウスとCre組み換え酵素を特定の細胞で発現するCreドライバーマウ
スを交配することで，細胞特異的Scn1a遺伝子破壊ができる。出典：Ogiwara et al．2013 17)．
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Fig. 6　�抑制性神経細胞選択的Scn1a遺伝子欠落マ
ウスの致死性強直間代発作

	 �（A, B）ヘテロ接合性抑制性神経細胞選択
的Scn1a遺伝子欠落マウスは棘徐波を伴う
全般性強直間代発作を呈し，その多くが
発作直後に死亡する。（C）抑制性神経細
胞選択的Scn1a遺伝子欠落マウスは，ホモ
接合体では全例が生後15日までに死亡し，
ヘテロ接合体ではほとんどが生後35日ま
でに死亡する。ヘテロ接合性抑制性神経
細胞選択的Scn1a遺伝子欠落マウスは，ヘ
テロ接合体Scn1a遺伝子ノックアウトマウ
スと比較して，極めて高い発作関連死リ
スクを有する。fl/+；ヘテロ接合体floxマ
ウス，d/+；ヘテロ接合体Scn1a遺伝子ノッ
クアウトマウス，fl/fl, VGAT-Cre；ホモ
接合性抑制性神経細胞選択的Scn1a遺伝子
欠落マウス，fl/+, VGAT-Cre；ヘテロ接
合性抑制性神経細胞選択的Scn1a遺伝子欠
落マウス．出典：Ogiwara et al．2013 17)．

Fig. 7　�興奮性神経細胞を標的としたScn1a遺伝子
破壊がもたらす発作関連死リスクの軽減

	 �ヘテロ接合性抑制性神経細胞選択的Scn1a
遺伝子欠落マウスに認められた極めて高
い発作関連死リスクは，興奮性神経細胞
のScn1a遺伝子も同時に欠落させることで
軽減される。fl/+；ヘテロ接合体floxマウ
ス，fl/+, Emx1-Cre；ヘテロ接合性興奮性
神経細胞選択的Scn1a遺伝子欠落マウス，
d/+；ヘテロ接合体Scn1a遺伝子ノックア
ウ ト マ ウ ス，fl/+, Emx1-Cre, VGAT-
Cre；ヘテロ接合性興奮性＋抑制性神経細
胞選択的Scn1a遺伝子欠落マウス，fl/+, 
VGAT-Cre；ヘテロ接合性抑制性神経細
胞選択的Scn1a遺伝子欠落マウス．出典：
Ogiwara et al．2013 17)．

【考察】

　本研究は，「Dravet症候群病態に興奮性神経
細胞と抑制性神経細胞が複雑に関与している」
ことを明らかにし，特に，「機能不全型SCN1A
遺伝子変異による抑制性神経回路の障害が発症
機序である」ことを示す決定的な証拠を示し
た。この結果は，他グループのScn1a遺伝子コ
ンディショナルノックアウトマウス研究の結果
と矛盾しない22-24)。また，患児体細胞由来神経
細胞を基盤とした研究に参照され，患児線維芽
細胞由来の抑制性神経細胞様細胞でもScn1a遺
伝子変異マウス神経細胞と同様の機能的異常が
確認されている25-27)。本研究で解明された
Dravet症候群発症機序は，今後の治療開発に
つながる重要な知見であるといえる。
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Summary
Dravet syndrome pathophysiology: lessons from mouse models

Ikuo Ogiwara

　Mutations in the SCN1A gene encoding a voltage-gated sodium channel Nav1.1 are associated 
with an epileptic encephalopathy known as Dravet syndrome. I here show a generation and 
characterization of a knock-in mouse line with a pathogenic Scn1a mutation, as well as a 
conditional Scn1a knockout line. Knock-in mice recapitulate the key clinical features of Dravet 
syndrome, and inhibitory neurons from knock-in mice are unable to maintain repetitive spiking 
in response to prolonged current injection. Selective Scn1a deletion in inhibitory neurons causes 
lethal seizures, which is partially prevented by additional Scn1a deletion in excitatory neurons. 
These results suggest that, in Dravet syndrome brain, inhibitory neurons seem to contribute to 
the seizure pathogenesis, while excitatory neurons may exert an ameliorating effect on the 
pathologic condition.

Ann.Rep.Jpn.Epi.Res.Found. 2017；28：11-20
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