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【序論】

　てんかんは脳の異常興奮に起因する反復発
作を呈する慢性神経疾患であり，その患者数
は人口の約1%に達するといわれている。てん
かんの治療には古くから第1世代抗てんかん薬

（バルプロ酸，カルバマゼピン，フェニトイン，
フェノバルビタールなど）が汎用されてきた
が，副作用（重篤な皮膚症状，催奇形性など）
や薬物相互作用（薬物代謝酵素の誘導など）の
面で多くの問題があった。その後，第2世代の
抗てんかん薬（ガバペンチン，ラモトリギン，
レベチラセタム，トピラマートなど）が開発さ
れてきたが，これら治療薬においても副作用の
低減は十分とはいえず，かつ，約30%の患者は
依然として治療抵抗性を示すことから，新たな

抗てんかん薬の開発が切望されている1, 2）。こ
のような背景から，我々は，てんかんの発症と
進展を制御できる新規てんかん原性因子を見出
すことを目的に，種々のてんかんモデル動物を
用いた病態解析研究を進めてきた3）。
　Gαi-interacting protein （GINIP）はPHD finger 
protein 24（Phf24）ともよばれ，G protein-coupled 
receptor（GPCR）と共役する3量体Giタンパク質
のαサブユニット（Gαi）と特異的に相互作用
する機能タンパク質であり，GABAB受容体と
Gαiサブユニットとの共役反応を調節する（Fig. 
1）。これまでの報告4）から，GINIPがGABAB

受容体を介する鎮痛作用の発現を調節すること
が示されているが，痛覚制御以外のGINIPの機
能については不明である。
　我々は，強直間代けいれん発作を自然発症 
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Fig. 1　�Gai-interacting protein（GINIP）の機能模式図

Fig. 2　�GINIP-KOラットのけいれん感受性評価

Fig. 3　�ペンチレンテトラゾール（PTZ）誘発キンドリングに対するGINIP欠損の影響
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するNoda Epileptic Rat（NER）3） を用いて新規
てんかん原性調節因子の探索を行い，GINIPが
NERのけいれん発作を発現制御している可能
性を見出した5）。すなわち，NERとけいれん発
作を発症しないF344ラットを交配し，これら
動物の遺伝子連鎖解析から発作抑制に関与する
2つの遺伝子座（第1染色体Ner1および第5染色
体Ner3）を同定した。さらに，これら部位の
遺伝子発現を解析した結果，Ner3領域に存在
するGinip遺伝子の発現が著しく低下している
ことを見出した5）。これらの結果は，GINIPが
強直間代けいれんの発症制御因子である可能
性を示唆する。そこで本研究では，けいれん
発症制御を含むGINIPの中枢機能を探るため，
TALEN法により新たに作出したGINIP-ノック
アウト（KO）ラットを用い，てんかん原性感
受性，情動機能，認知機能などの中枢神経系機
能に及ぼすGINIP欠損の影響を検討した6）。

【方法】

（1）使用動物
　GINIP-KOラットは，National BioResource 
Project-Rat（NBRP-Rat， http://www.anim. med.
kyoto-u.ac.jp/NBR/）より 入 手 し た。GINIP-KO
ラットでは，TALENを用いたゲノム編集により
exon3の392塩基が欠失しており，正常なPhf24発
現が消失している。Wild type（対照）動物とし
ては同週齢のF344ラットを使用した。

（2）けいれん発現の感受性評価
　ペンチレンテトラゾール（PTZ）およびピ
ロカルピンを用いて，GINIP-KOラットの薬物
誘発けいれんに対する感受性を評価した。

（ⅰ）PTZ誘発けいれん感受性評価
　11週齢のGINIP-KOラットおよびF344ラット
に30，35，または40 mg/kgの PTZを腹腔内投
与し，けいれん強度とけいれん発現率を20分間
評価した。けいれん強度の評価には，6段階け
いれんスコア［スコア0；変化なし，1；顔や耳，
ひげのひきつり，2；より強い顔のひきつり，
前肢のひきつり，3；反復性のミオクローヌス，
4；間代性けいれん，5；強直間代性けいれん，
致死性のけいれん］を用い，スコア3以上をけ

いれん発現陽性とした。
（ⅱ）ピロカルピン誘発けいれん感受性評価
　11週齢のGINIP-KOラットおよびF344ラット
に300 mg/kgのピロカルピンを腹腔内投与し，
けいれん強度，けいれん発現率，けいれん発作
持続時間を60分間測定した。けいれん強度およ
びけいれん発現率の評価には上記けいれんスコ
アを用い，けいれん発作持続時間の評価には，
測定時間内に発現したけいれん発作の合計持続
時間を用いた。

（3）キンドリング形成の感受性評価
　11週齢のGINIP-KOラットおよびF344ラット
を用い，PTZキンドリングに対する感受性を評
価した。各動物に，単回投与ではけいれん発作
を誘発しない低用量（30 mg/kg/day， i.p.）の
PTZを10日間連日投与し，日々のけいれん強
度およびけいれん発現率を，PTZ投与から20分
間評価した。

（4）高架式十字迷路試験
　実験には，20週齢のGINIP-KOラットおよび
F344ラットを用いた。動物を高架式十字迷路
装置の中央ステージに置き，クローズアーム，
オープンアームへの侵入回数，およびオープン
アームでの滞在時間を測定した。高架式十字
迷路装置は，アームの長さが110 cm（左：50 
cm，中央：10 cm，右：50 cm），通路幅10 cm
であり，クローズアームを高さ50 cmの壁で
囲った。また，ステージの高さは床から50 cm
とした。

（5）Morris水迷路試験
　Morris水迷路装置を用い，20週齢のGINIP-
KOラットおよびF344ラットの空間学習機能を
評価した。装置は，直径150 cm，深さ50 cmで
あり，装置内を25℃の水で満たした。また，透
明なプラスチック製プラットフォーム（直径：
10 cm）を水面下3 cmの位置に設置した。

（ⅰ）空間記憶の獲得試行
　各動物に対してMorris水迷路試験を4試行/
日，4日間連続で行い，プラットフォームへの
到達時間を測定した。プラットフォームの探索
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時間は最大300秒間とし，300秒以内にプラット
フォームに到達できなかった場合は，動物をプ
ラットフォームに誘導後15秒間放置した。試行
ごとに到達時間を記録し，試行間の間隔は60秒
以下とした。

（ⅱ）空間記憶の保持試験
　4日目の記憶獲得試行後，空間記憶の保持機
能を評価した。記憶保持試験では，プラット
フォームを取り除いた装置内で動物を90秒間自
由に泳がせ，獲得試行中にプラットフォームが
あった場所を通過した回数を計測した。

（6）情動反応試験
　20週齢のGINIP-KOラットおよびF344ラット
に棒刺激，エアー刺激，触刺激あるいは尾ク
リップ刺激を与えた場合の情動反応性をスコア
評価した。

（ⅰ）棒刺激に対する情動反応性の評価
　動物の顔に棒を近づけた場合の情動反応性
を，以下の5段階スコアを用いて評価した。ス
コア0；反応なし， 1；興味を示す，2；防御行
動，逃避行動，3；攻撃行動（噛みつきなど），
4；強い攻撃行動

（ⅱ）エアー刺激に対する情動反応性の評価
　動物の顔に空気を吹きかけた場合の情動反応

性を，以下の5段階スコアを用いて評価した。
スコア0；反応なし， 1；わずかな体の動き， 
2；弱い驚愕反応，3；驚愕反応，4；強い驚愕
反応（跳躍など）

（ⅲ）触刺激に対する情動反応性の評価
　動物の身体を掴んだ場合の情動反応性を，以
下の5段階スコアを用いて評価した。スコア0；
反応なし，筋緊張なし，1；容易に掴むことが
できる状態，2；容易に掴むことができるが，
筋緊張が増加した状態，3；筋緊張の増加によ
り，掴むことが難しい状態，4；掴むことが非
常に難しい状態

（ⅳ）尾クリップ刺激に対する情動反応性の評価
　動物の尾を鉗子で挟んだ場合の情動反応性
を，以下の5段階スコアを用いて評価した。ス
コア0；反応なし， 1；興味を示す，2；防御行
動，逃避行動，3；攻撃行動（鉗子の噛みつき
など），4；強い攻撃行動

【結果】

（1）けいれん発現の感受性評価
　PTZ誘発けいれんに対する感受性を評価した
結果，GINIP-KOラットはF344ラットに比べ高
いけいれん発現感受性を示し，40 mg/kgのPTZ 
投与時のけいれんスコアおよびけいれん発現率

Fig. 4　�高架式十字迷路試験における不安状態に対するGINIP欠損の影響
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Fig. 5　�Morris水迷路試験における学習・記憶機能に対するGINIP欠損の影響

に統計学的な有意差が認められた（Fig. 2A）。
また，ピロカルピン（300 mg/kg， i.p.）投与で
は，GINIP-KOラットにおけるけいれん発現率
の有意な上昇，けいれんスコアおよびけいれん
持続時間の増加傾向が認められた（Fig. 2B）。

（2）キンドリング形成の感受性評価
　PTZキンドリングに対する感受性を評価す
る目的で，GINIP-KOラットとF344ラットに低
用量（30 mg/kg）のPTZを10日間連続で腹腔
内投与した。その結果，投与4日目までは両群
間で差は認められなかったが，投与5日目から
GINIP-KOラットで高いけいれんスコアが維持
され，投与9日目と10日目においてF344ラット
と比較して有意な差が認められた（Fig. 3A）。
また，GINIP-KOラットのけいれん発現率は，
PTZ投与7日目には50%に達し，9日目と10日目
には80〜90％を示した。一方，F344ラットでは，
けいれん発現率が50%に達したのはPTZ投与10
日目のみであった（Fig. 3B）。以上の結果より，
GINIP-KOラットでは，キンドリング形成の感
受性が亢進していることが明らかになった。

（3）高架式十字迷路試験
　GINIP-KOラットとF344ラットの不安様行

動を評価する目的で，高架式十字迷路試験を
行った。その結果，総アーム侵入回数（オー
プンアームへの侵入回数+クローズアームへの
侵入回数）には両群間で差はなかったが（Fig. 
4A），GINIP-KOラットはF344ラットに比べ，
クローズアームへの侵入が有意に少なく（Fig. 
4B），逆に，オープンアームへの侵入および滞
在時間が有意に増加していた（Fig. 4C, 4D）。
以上より，GINIP-KOラットでは，不安が減弱

（衝動性が亢進）していることが示唆された。

（4）Morris水迷路試験
　Morris水迷路装置を用いて空間記憶の獲
得試行を4日間行った結果，試行1日目では
GINIP-KOラットとF344ラットの両群間でプ
ラットフォームへの到達時間に差はなかった
が，試行2日目以降では，GINIP-KOラットの
プラットフォームへの到達時間はF344ラット
と比べて有意に長かった（Fig. 5A）。また，4
日目の獲得試行の後，装置からプラットフォー
ムを取り除き，記憶保持試験を行った。その結
果，GINIP-KOラットでは，F344ラットと比較
し，獲得試行中にプラットフォームがあった
場所を通過した回数が有意に少なかった（Fig. 
5B）。以上の結果より，GINIP-KOラットでは，
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空間記憶の獲得機能および保持機能が低下して
いることが示唆された。

（5）情動反応試験
　棒刺激，エアー刺激，触刺激あるいは尾ク
リップ刺激に対するGINIP-KOラットおよび
F344ラットの情動反応を評価した結果，い
ずれの刺激に対しても，GINIP-KOラットは，
F344ラットと比較して有意に高い情動反応性

（過敏性）を示した。

【考察】

　これまでの研究から，GINIP-KOマウスに
おいてGABAB受容体を介する疼痛抑制機能
が低下することが示され，GINIPがGABAB受
容体とGαiとの共役反応の調節に重要な役割を
果たしていることが示唆されてきた4）。今回，
TALEN法により作出されたGINIP-KOラット
を用いた研究から，GINIPがけいれん発現なら
びにキンドリング形成の感受性を抑制的に制御
していることが明らかとなった。これらの結果
は，NERにおけるけいれん発現が，第5染色体
上Ginip遺伝子の発現低下に起因するとの以前
の結果5）を裏付けるものである。
　一方，高週齢（20週齢）のGINIP-KOラット
では，情動性（過敏性）が亢進しており，不安
心理の低下（衝動性の亢進）と認知機能の低下
が認められた。これらの結果は，GINIPがてん
かん原性のみでなく，情動機能および認知機能
の維持にも深く関与していることを示唆する。
予備検討において，これら情動および認知機能
の障害は若齢のGINIP-KOラットでは観察され
なかった。このため，GINIP欠損による情動お
よび認知機能の障害は，脳機能の加齢変化に
伴って発現すると考えられた。
　GINIPの欠損によるてんかん原性の亢進，な
らびに情動機能，認知機能の障害に関わるメカ
ニズムは不明であるが，GINIPがGABAB受容
体機能を制御すること4）を考慮すると，GINIP
欠損に伴う行動表現型の変化もGABAB受容体
の機能低下に基づく可能性が高い。GABAB受
容体にはGABAB1およびGABAB2受容体の2種
のサブタイプが存在し，これら2種の受容体が

2量体を形成して機能することが知られている
（Fig. 1）。これまでの研究から，GABAB1受容
体-KOおよびGABAB2受容体-KO動物が，いず
れも自発性のけいれん発作を発現すること，記
憶・学習機能の障害を呈すること，さらに，不
安・うつなどの情動障害がおこることが報告さ
れている7, 8）。これらGABAB受容体-KO動物の
行動変化と今回GINIP-KOラットで観察された
行動変化がよく一致している。従って，GINIP-
KOラットにおけるてんかん原性の亢進，衝動
性・情動性の亢進，学習・記憶機能の低下も，
GINIP欠損によるGABAB受容体機能の低下に
起因する可能性が高い。
　以上，本研究結果から，GINIPが新たなてん
かん原性調節因子として機能することが明らか
となった。GINIPを欠損しても自発的なけいれ
ん発作が発現しないが，けいれん発現の閾値が
低下すること，てんかん原性（キンドリング）
の形成が促進されることが示された。このこと
から，GINIP機能を促進する薬物が新たなてん
かん治療薬になりうると考えられた。さらに，
GINIPは情動調節や認知機能の制御にも重要な
働きを有すると考えられた。てんかん患者にお
いても情動障害や認知障害がみられることも多
い。これら症状の発現には，けいれん発作の後
遺症や治療薬の副作用など二次的な要因が関与
する場合もあるが，今回の検討から，GINIPが
直接関与している可能性が考えられた。GINIP
はてんかんの発症制御と情動・認知機能障害の
発症の関わるメカニズムに関しては，今後さら
なる研究が必要である。
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