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―― 研究助成報告 ――

【序論】

　てんかんの発症の原因は不明な点が多いが，
「イオンチャンネル」や「ニューロサーキット」
などの異常に起因すると考えられている。近
年，複数の遺伝性てんかん原因遺伝子が同定さ
れたが，その殆どは「イオンチャンネル関連分
子」をコードしていた。その結果，モデル動物
の開発も進み，病態の理解と治療法の開発など
も順調に進んでいる。一方，ニューロサーキッ
ト異常に起因するてんかんは，殆ど原因遺伝子
が同定されていないため，モデル動物はあまり
存在せず，病態の理解や治療法の開発も遅れて
いる。イハラてんかんラット（IER）は，生後
３ヶ月から，てんかん症状を呈する原因不明の
自然発症ラット変異体として報告されている1）。

また，IERは発育の遅延が認められ，発達障害
様の行動異常が認められる2）。これまでに我々
は，IERでは海馬・大脳皮質・扁桃体などの
ニューロサーキットに異常が生じていることを
見出してきた3）。また，連鎖解析からIERの原
因遺伝子として細胞接着分子Down syndrome 
cell adhesion molecule-like 1（DSCAML1）4）の
同定に成功した。DSCAML1はショウジョウバ
エやマウスの網膜の神経細胞の配置やネット
ワーク形成に関与することが報告されている
が5-7），中枢神経系での機能はあまり理解され
ていない。IERではDSCAML1の発現が著しく
低下したため，ニューロサーキットに異常をき
たしたと考えられる。また，所属機関の「発達
障害を伴うてんかんリサーチリソース」を用い
て，アミノ酸置換を有するDSCAML1の複数の
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要旨：イハラてんかんラット（IER）は，原因不明の自然発症ラット変異体である。我々は
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んかんとの関連を明らかにするために，てんかん患者のDSCAML1遺伝子配列を解析した。
その結果，アミノ酸置換を伴うSNPを発見し，この変異体は局在異常を示すことを見出し
た。次に，患者型DSCAML1変異マウスを作製した。DSCAML1変異マウスはIERと同様の
異常が認められ，異常な脳波のスパイクが検出できた。以上の結果は，てんかんの原因が
DSCAML1のSNP変異であることを示唆している。さらに，蛋白質のフォールディングを修
正する薬理学的シャペロンをDSCAML1変異マウスに投与すると，改善効果が認められた。
従って，DSCAML1の異常に起因するてんかんの治療薬候補として，シャペロンが有効では
ないかと考えている。
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SNPを発見した。本研究では，DSCAML1変異
体マウスをニューロサーキット異常型てんかん
のモデルとして利用することによって，このタ
イプのてんかんに有効な薬剤をスクリーニング
し，将来的な治療法の開発に繋げる。

【方法】

（1）‌�てんかん患者型DSCAML1変異体の機
能解析

　「発達障害のリサーチリソース」の中から，
てんかんを併発している160名の患者をピック
アップした。患者由来のリンパ芽球から
mRNAを調整し，DNAに戻しシークエンスを
行なった。その結果，アミノ酸置換を伴う15種
類のSNPを見出した。次に，野生型DSCAML1
をテンプレートにして全てのミューテーション
を挿入した発現プラスミドを構築した。患者型
変異を伴うDSCAML1を野生型ラット海馬初代
培養神経細胞に発現させ，樹状突起伸長作用を
計測した。また，突起伸長作用が認められな
かったDSCAML1変異体は培養細胞に発現さ
せ，細胞内局在とその接着能を調べた。

（2）‌�てんかん患者型DSCAML1変異体のモ
デルマウスの作製と解析

　機能欠損型であるDSCAML1A2105T変異体
（2105番目のアラニン（Ala）がスレオニン
（Thr）に変異）に着目した。そこで，CRISPR-
Cas9システムを用いてDSCAML1A2105Tを挿入
したノックイン（KI）マウスを作出した。ま
ず，DSCAML1A2105T蛋白質の発現量と細胞内局
在を調べた。さらに，抑制性神経細胞（ソマト
スタチン）の免疫染色や大脳皮質の5層の神経
細胞を光らせるマウス（Thy1-YFP）と掛け合
わせ，組織学的な解析を行なった。また，大脳
皮質に電極を設置し，脳波測定を行なった。

（3）‌�新規抗てんかん薬のスクリーニングと
モデル動物の治療

　マウス繊維芽細胞（L929）にDSCAML1A2105T

を安定発現できる株を樹立した。この細胞で
は，DSCAML1A2105T蛋白質が細胞膜に局在でき
ず，細胞質に蓄積している。まず，培養細胞レ
ベルで，臨床治療薬である薬理学的シャペロン
のスクリーニングを行なった。株化した細胞に

薬理学的シャペロンを加え，細胞外に局在した
DSCAML1のみを免疫染色で観察し，薬の評価
を行なう。次に，薬理学的シャペロンが
DSCAML1A2105T KIマウスに有効であるか検討
する。投薬の評価は，神経細胞の形態と脳波測
定で行なう。

【結果】

（1）‌�てんかん患者型DSCAML1変異体の機
能解析

　160名の発達障害を伴うてんかん患者の
DSCAML1遺 伝 子 のOpen reading frameの
シークエンスを行なった。その結果，多数の
Single Nucleotide Polymorphism（SNP）を見
出した。中でも，アミノ酸置換を伴う15種類
のSNPに着目した（Fig. 1）。患者型変異を伴
うDSCAML1を野生型ラット海馬初代培養神
経細胞に培養1日目に発現させ，培養5日目に
樹状突起伸長作用を計測した（Fig. 2A）。ま
ず，コントロールのEGFPに対して，野生型
DSCAML1（DSCAML1WT）は樹状突起伸長作
用が認められる。複数のDSCAML1変異体でも
同様の突起伸長作用が認められた。しかし，
DSCAML1R318HやDSCAML1V833I変異体は突起
伸長作用が弱く，DSCAML1V415L，DSCAML1E1201K，
DSCAML1R1474Q，DSCAML1R1783Q変異体はコン
トロールに比べても有意差がなかった。従っ
て，loss of functionである可能性が高い。さ
らに，DSCAML1A2105T変異体はコントロール
に比べ，突起伸長阻害が認められたことから，
dominant negativeとして機能する可能性が考
えられる。DSCAML1A2105T変異体の細胞内局
在を検討するために，マウス線維芽細胞に野
生型DSCAML1とDSCAML1A2105Tを発現させ
解析を行なった。野生型DSCAML1は細胞膜
上に局在が見られたが，DSCAML1A2105Tは細
胞質に蓄積していた（Fig. 2B）。以上の結果か
ら，発達障害を伴うてんかん患者由来の
DSCAML1遺 伝 子 に はloss of functionや
dominant negativeに機能する変異が生じてい
ることが確認できた。
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（2）‌�てんかん患者型DSCAML1変異体のモ
デルマウスの作製と解析

　DSCAML1の2105番目のアラニンは，種を超
えて高度に保存されている（Fig. 3）。そこで，
てんかん患者型DSCAML1A2105T変異体を挿入し
たノックイン（KI）マウスを作製した。野生
型 マ ウ ス 由 来 のDSCAML1に 比 べ て，
DSCAML1A2105Tの発現蛋白質総量に変化は認め
られなかった。次にDSCAML1A2105T変異体の細
胞内局在を検討した結果，培養細胞で見られた
様な細胞質に蓄積する局在異常が認められた

Fig. 1　�てんかん患者におけるDSCAML1遺伝子の変異部位
国立精神・神経医療研究センターの発達障害を伴うてんかん患者に対して，DSCAML1のSNP解析を
行なった。アミノ酸置換を伴うSNP部位を示す。

Fig. 2　てんかん患者型DSCAML1の機能解析
A：海馬初代神経細胞にてんかん患者型DSCAML1を発現させ，樹状突起の長さを測定した。コント
ロール（EGFP）に対しての比較を示す。B：繊維芽細胞に野生型DSCAML1とDSCAML1A2105Tを発現
させ，細胞内局在を検討した。

（Fig. 2B参照）。さらに，DSCAML1A2105T KIマ
ウスの大脳皮質の錐体細胞の樹状突起伸展異常
が認められた。これらの表現型は，IERや
DSCAML1 KOマウスと非常に似ていることか
ら，個体レベルでもDSCAML1A2105T変異体は機
能 欠 損 型 で あ る と 考 え て い る。 ま た，
DSCAML1A2105T KIマウスはヘテロ型でもホモ
型でも異常なスパイクが観察された。以上の結
果から，患者型DSCAML1変異体マウスが，て
んかん発作を惹起しやすい状態であることが示
唆された。
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（3）‌�新規抗てんかん薬のスクリーニングと
モデル動物の治療

　様々な精神・神経疾患が蛋白質のmisfolding
に起因していることが報告されている8）。薬理学
的 シ ャ ペ ロ ン のSuberoylanilide hydroxamic 
Acid （SAHA），Sodium 4-phenylbutyrate 

（4PBA），Trimethylamine N-oxide （TMAO）
などは，蛋白質のmisfoldingを改善することが報
告されている9）。まず，DSCAML1A2105T安定発現
株を用いてスクリーニングを行ったところ，
SAHAと4PBAが 細 胞 質 に 蓄 積 し て い る
DSCAML1A2105T蛋白質を細胞膜上へ局在するこ

とが できた。次 に，野 生 型 マウスまたは
DSCAML1A2105T KIマウス由来の海馬初代培養神
経細胞に対して検討した。薬理学的シャペロン
非投与の状態では，DSCAML1A2105T KIマウス由
来の神経細胞は樹状突起の伸長阻害が認められ
る（Fig. 4）。4PBAを投与すると，樹状突起の伸
長阻害が改善された（Fig. 4）。以上の結果は，
細胞質に蓄積しているDSCAML1A2105T蛋白質は，
細胞膜上に局在することができれば機能するこ
とを示唆している。最後に，成体に4PBAを引水
投与し，解析を行った。DSCAML1A2105T KIマウ
スにThy1-YFPマウスを掛け合わせ，大脳皮質

Fig. 3　DSCAML1のアミノ酸比較
2105番目のアラニンの周辺部位のアミノ酸を種間で比較した。

Fig. 4　�薬理学的シャペロンの効果（初代培養神経
細胞）
野生型マウス由来またはDSCAML1A2105T 
KIマウス由来の海馬初代培養神経細胞に
Vehicle（PBS）または4PBAを加え培養した。
培養5日目で樹状突起の長さを測定した。

Fig. 5　薬理学的シャペロンの効果（マウス成体）
野生型マウスまたはDSCAML1A2105T KIマ
ウスにVehicle（PBS）または4PBAを引水
投与した。Thy1-YFPマウスを掛け合わせ
ているので，大脳皮質の5層の神経細胞の
apical dendritesの長さを測定した。
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の5層の神経細胞を光らせるマウスを準備して，
4週齢から3週間引水投与した。野生型マウスに
比べて，DSCAML1A2105T KIマウスは5層錐体細
胞のapical dendritesの伸長が阻害されている

（Fig. 5）。4PBAの投与によって，野生型レベ
ルまでは回復できないが，有意に神経突起伸長
作用が認められた（Fig. 5）。さらに，4PBAが
DSCAML1A2105T KIマウスで見られる異常なス
パイクを改善できるか検討している。以上の結
果は，蛋白質のmisfoldingを改善する薬理学的
シャペロンは，DSCAML1A2105T蛋白質の様な正
規な局在をしていない蛋白質を正常化しするこ
とで，様々な異常な状態を改善しうる可能性を
有していることを示唆する。

【考察】

　私共は，所属機関の「発達障害を伴うてんか
ん症例デポジットリー」を利用し，てんかん患
者由来のリンパ芽球でDSCAML1 mRNAの発
現量が健常者よりも低いことを見出している。
従って，DSCAML1 mRNAの発現量の測定，
DSCAML1のSNP探索が，新たなバイオマーカー
になるのではないかと考えている。以上のことか
ら，「DSCAML1異常に起因するニューロサー
キット異常型てんかん」という新しいてんかんの
タイプを提唱できるのではないかと考えている。
　近年，てんかんが，アルツハイマーやパーキ
ンソン病のようにコンフォメーション病に属す
る可能性が報告されている9）。私共が見出した
DSCAML1A2105T変異体は，DSCAML1のコン
フォメーション異常が原因で，正規の局在がで
きないと考えている。DSCAML1のコンフォ
メーション異常が，てんかん発症に関与してい
るのであれば，“蛋白質のコンフォメーション
異常に起因するてんかん”という新たな分類が
でき，治療薬の早期選択にも繋がるのではない
かと考えている。
　最後に，現在投稿中の結果であるため詳細な
内容や生データは本報告書に記載できませんで
した。大変申し訳ございませんでした。
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