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【序論】

　良性（家族性）新生児てんかん（BFNE）と
早期乳児てんかん性脳症（KCNQ2脳症）は，
共に電位依存性カリウムイオンチャネルKv7.2
をコードする，KCNQ2遺伝子に異常を呈す
る。BFNEとKCNQ2脳症の表現形は対照的で，
BFNEは乳児期には自然寛解し，予後良好であ
る一方，KCNQ2脳症は精神運動発達遅滞，筋
緊張低下，ジストニアを呈する。現状，既存の
有効な抗てんかん薬は無い。先行研究として，
筆者らはBFNE患者由来の変異を有するてんか
んモデルマウス（BFNEマウス）を作出し，生
後63日～100日の成体期にあるBFNEマウスが，
発作誘発薬剤であるカイニン酸に，野生型マウ
スよりも有意に高い感受性を示すこと，さらに
カリウムイオンチャネル開口因子として報告さ
れているレチガビンが，BFNEマウスにおける

カイニン酸誘導てんかん発作に有効であること
を明らかにしてきた1）。しかしながら，BFNE
の分子病態や発症機序については，未だ不明の
ままである。
　近年の次世代シーケンシング技術，特に
mRNAシーケンシング（mRNA-Seq）を用い
たてんかんの分子病態研究では，てんかんの発
症，および重症度に他分子の発現変化が関与し
ていることが報告されている2, 3）。本研究では，
KCNQ2遺伝子の異常に起因する，てんかんの
分子病態解明を目的とし，BFNE患者由来の変
異を保有するBFNEマウス，および野生型マウ
スの海馬をmRNA-Seq解析することで，BFNE
マウス特異的に量的変化，またはスプライシン
グ変化を示す遺伝子群を網羅的に同定した。さ
らに，BFNEマウスと野生型マウスに対して，
カイニン酸，およびレチガビンの投与実験を行
うことで，mRNA-Seq解析によって明らかと

KCNQ2 遺伝子のミスセンス変異を共有するてんかん性脳症と
良性てんかんの分子病態をmRNA-Seqにより解明する
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要旨：良性（家族性）新生児てんかん（BFNE）と早期乳児てんかん性脳症（KCNQ2脳症）
は，共に電位依存性カリウムイオンチャネルKv7.2をコードする，KCNQ2遺伝子に異常を呈
する。BFNEとKCNQ2脳症の表現形は対照的で，BFNEは乳児期には自然寛解し，予後良好
である一方，KCNQ2脳症は精神運動発達遅滞，筋緊張低下，ジストニアを呈する。現状，
既存の有効な抗てんかん薬は無く，その分子病態や発症機序についても不明である。
　本研究では，野生型マウスとBFNE患者由来の変異を保有するBFNEマウスの海馬を，幼
若期から成体期までの複数タイムポイントでmRNA-Seq解析することで，野生型マウスと
BFNEマウス間で発現が顕著に変化している遺伝子，およびタイムポイントを特定した。さ
らに，両マウスに対して，発作誘発薬剤であるカイニン酸の投与実験を行い，特定したタイ
ムポイントにおける遺伝子発現変化が，BFNEマウスのカイニン酸高感受性と関与している
可能性があることを明らかにした。
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なった転写産物変化と，てんかん発作症状との
関係性について調査を行った。

【方法】

1.　mRNA-Seq解析
　本研究では，幼若期から成体期にかけての6
つのタイムポイント（8，12，16，20，32，64日齢）
でmRNA-Seq解析を実施した。各タイムポイ
ントで野生型マウス，およびBFNEマウス，3
個体ずつより海馬を採取し，mRNA抽出後，
次世代シーケンサーIllumina NovaSeqでシーケ
ンシングを実施した。シーケンシングによっ
て得られた配列を，HISAT2（https://ccb.jhu.
edu/software/hisat2/index.shtml） に て マ ウ
スの参照ゲノム配列（M. musculus , GRCm38）
上へマッピングした。

1.1　量的変化遺伝子群の同定
　DESeq2（Rパッケージ：https://bioconductor.
org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html）
を用い，各タイムポイントで，BFNEマウスと野
生型マウス間で有意に発現量変化が生じている
遺伝子を網羅的に同定した。また，EGSEA（R

パ ッ ケ ー ジ：https://www.bioconductor.org/
packages/release/bioc/html/EGSEA.html），と
MSigDB（http://software.broadinstitute.org/
gsea/msigdb/collections.jsp）からダウンロー
ドしたGene Ontology（GO） gene setsファイル

（c5.bp.v7.0.symbols.gmt）を用いることで，Gene 
Set Enrichment Analysis （GSEA）を 実 施 し，
同定された遺伝子群が関与している生物学的プ
ロセスを調査した。 

1.2　スプライシング変化遺伝子群の同定
　DEXSeq（Rパ ッ ケ ー ジ：http://www.
bioconductor.org/packages/release/bioc/html/
DEXSeq.html）を用い，BFNEマウスと野生型
マウス間で発現量が顕著に異なるexon領域（ス
プライシング変化領域），および，そのexon
領域を含む遺伝子を網羅的に同定した。また，
PathwaySplice（Rパ ッ ケ ー ジ：http://www.
bioconductor.org/packages/release/bioc/html/
PathwaySplice.html），およびGO gene setsファ
イル（c5.bp.v7.0.symbols.gmt）を用いることで
GSEAを実施し，同定された遺伝子群が関与し
ている生物学的プロセスを調査した。

Tab. 1　mRNA-Seqのシーケンシング，およびマッピング結果
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2.　�カイニン酸投与によるマウスの発作，
および致死率調査

　発作誘発薬剤であるカイニン酸を，12，20
日齢のBFNEマウス，および野生型マウスへ投
与し，マウスのけいれん発作のレベル，およ
び致死率を調査した。発作レベルの評価には，
Racine’s scaleを使用した。また，カリウムイ
オンチャネル開口因子であり，カイニン酸誘導
発作に有効であるレチガビンを，カイニン酸投
与30分前に投与することで，カイニン酸投与後
の野生型マウスとBFNEマウスの発作レベル，
および致死率の回復傾向を調査した。

【結果】

1.　mRNA-Seq結果
　海馬を採取したマウス，シーケンシングに
よって得られた配列数，マッピングされた配列
数等の集計結果を，Tab. 1に示す。

1.1　量的変化遺伝子群の同定
　解析の結果，8，12，16，20，32，64日齢では，

それぞれ，33，152，49，174，109，116個の遺
伝子を同定した（Fig. 1：上段左）。これらの
遺伝子は，20日齢と32日齢で44遺伝子の重複が
あったものの，全体的に，タイムポイント間で
ほぼ重複が無かった（Fig. 1：上段右）。また，
同定された遺伝子数が多かった12日齢の遺伝子
群の多くは，BFNEマウスでの発現量が野生型
マウスでの発現量よりも増加していた一方，20
日齢の遺伝子群の多くは，BFNEマウスでの発
現量が野生型マウスでの発現量よりも減少して
いた（Fig. 1：下段）。これら12，20日齢で同
定された遺伝子群のうち，それぞれ10個，およ
び9個の遺伝子については，RT-PCRにて有意
な量的変化を確認している。Fig. 2に例として，
各5遺伝子のRT-PCR結果を示す。
　GSEAの結果として，各タイムポイントで同
定された遺伝子群が関与する生物学的プロセ
スをTab. 2に集約した。量的変化遺伝子数が多
かった12日齢の遺伝子群は，「Oligodendrocyte 
development」（p = 1.73e-12），「Gliogenesis」（p 
= 5.79e-12），「Regulation of myelination」（p = 
1.73e-06）等に関与している一方，20日齢で同

Fig. 1　�mRNA-Seq解析によって同定された量的変化遺伝子群
	� 上段左：量的変化遺伝子群のヒートマップ。上段右：同定された遺伝子群の比較相関図。円の大きさ

が大きいほど重複遺伝子数が多いことを表す。下段：同定された遺伝子の発現パターン例。野生型マ
ウスの発現パターンを青，BFNEマウスの発現パターンをピンク色，最下部に遺伝子の構造を示す。
Y軸は発現量値を表し，スケールは上下で揃えている。
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定された遺伝子群は，「Synaptic signaling」（p 
= 9.76e-06），「Cell cell signaling」（p = 9.61e-
07），「Signal release」（p = 8.99e-06）等に関与
していることが示された。

1.2　スプライシング変化遺伝子群の同定
　8，12，16，20，32，64日齢では，69領域（65
遺伝子），248領域（199遺伝子），830領域（616
遺伝子），69領域（68遺伝子），70領域（70遺伝

Fig. 2　�同定された量的変化遺伝子群のRT-PCR結果
	� 12日齢（上段），および20日齢（下段）のBFNEマウスで同定された量的変化遺伝子のRT-PCR結果を

示す。t 検定の結果，「*」は p < 0.05，「**」は p < 0.01を示す。

Tab. 2　量的変化遺伝子群のGSEA解析結果
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子），84領域（75遺伝子）がスプライシング変
化領域，またはスプライシング変化遺伝子とし
て，それぞれ同定された。また，タイムポイン
ト間において，これらの遺伝子群に重複はほぼ

無かった（Fig. 3）。現在，同定されたスプラ
イシング変化領域に対しては，RT-PCRによる
検証を実施している。
　各タイムポイントで同定された，スプライ

Fig. 3　�mRNA-Seq解析によって同定されたスプライシング変化遺伝子群
	� 上段左：スプライシング変化遺伝子群のヒートマップ。上段右：同定された遺伝子群の比較相関図。

円の大きさが大きいほど重複遺伝子数が多いことを表す。下段：同定された遺伝子の発現パターン
例。野生型マウスの発現パターンを青，BFNEマウスの発現パターンをピンク色，最下部に遺伝子の
構造を示す。Y軸は発現量値を表し，スケールは上下で揃えている。赤枠は検出されたスプライシン
グ変化領域を示す。

Tab. 3　スプライシング変化遺伝子群のGSEA解析結果
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シング変化遺伝子群に対してGSEAを実施し，
関連する生物学的プロセスを調査した（Tab. 
3）。BFNEマウスにおけるスプライシング変
化領域数が最も多かった16日齢の遺伝子群は，

「Ephrin receptor signaling pathway」（p = 
1.06e-04），「Positive regulation of potassium 
ion transport」（p= 2.12e-04）等に関与してい
ることが示された。
　また，上記で同定された量的変化遺伝子群と
スプライシング変化遺伝子群を各タイムポイン
トで比較した結果，重複はほぼ見られなかっ
た。

2.　�カイニン酸投与によるマウスの発作，
および致死率調査

　カイニン酸投与実験の結果，12日齢のBFNE
マウス（n=3）と野生型マウス（n=7）は，け
いれん発作後，ほぼ全てのマウスが死亡し，致
死率に有意差は見られなかった。一方，20日

齢のBFNEマウス（n=18）と野生型マウス（n 
=19）にカイニン酸を投与した結果，およそ投
与後40分以降でBFNEマウスの方が高い発作ス
コアを示した（Fig. 4）。また，発作後の致死
率は，BFNEマウスで50.0%，野生型マウスで
5.3%と，BFNEマウスの方が有意に高かった 

（Fig. 4：p=0.0026）。さらに，20日齢のBFNE
マウス（n=16），および野生型マウス（n=10）
へレチガビンを投与した後，さらにカイニン酸
を投与し，けいれん発作後の致死率を調査し
た。その結果，BFNEマウスの発作スコアは，
野生型マウスと同程度に回復し，致死率もま
た，6.3%と野生型マウスと同程度まで回復した

（Fig. 4：p=0.43）。

【考察】

　本研究のmRNA-Seq解析により，KCNQ2遺
伝子異常を有するBFNEマウスでは，20日齢に
おいて，シグナル伝達やイオン輸送などに関与

Fig. 4　�カイニン酸，およびレチガビン投与実験結果
	 上段：20日齢の野生型，BFNEマウスにカイニン酸を投与したときの発作スコアと致死率を示す。
	� 下段：20日齢の野生型，BFNEマウスにレチガビンを投与後，カイニン酸を投与したときの発作スコ

アと致死率を示す。
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する遺伝子群の発現が減少していることが明ら
かとなった。また，カイニン酸投与実験におい
て，20日齢のBFNEマウスは，カイニン酸に対
して野生型マウスよりも高い感受性を示した。
これらの結果は，20日齢のBFNEマウスのシグ
ナル伝達やイオン輸送などに関与する遺伝子群
の発現減少は，カイニン酸高感受性と関わりが
ある可能性を示唆するものである。
　20日 齢 で 同 定 さ れ た 量 的 変 化 遺 伝 子 の
Transthyretin（TTR）は神経突起の成長促
進，神経の再生プロセス，さらに末梢，中枢
神経系の神経保護において重要な役割を果た
す4-6）。また，TTRタンパク質の減少は海馬の
神経突起の成長や神経再生を著しく損なうこと
が報告されている5, 7）。また，同じく20日齢で
同 定 さ れ たEctonucleotide Pyrophosphatase/
Phosphodiesterase 2（ENPP2  [Autotaxin

（ATX）]）は，Lysophosphatidylcholine （LPC）
などのリゾリン脂質をLysophosphatidic acid 

（LPA）に変換する酵素であり，脳，脊髄，卵
巣，肺，腎臓など多様な部位でmRNAの発現
が認められている一方，特に脳病変部位に隣接
するアストロサイトでの発現増加が確認されて
いる8-11）。20日齢のBFNEマウスにおけるカイ
ニン酸高感受性は，TtrやEnpp2などの遺伝子
発現減少による，神経保護や神経再生プロセ
スの損傷に起因していると推測されるため，今
後，20日齢のBFNEマウス海馬における，これ
らのタンパク質の発現状態を確認する必要があ
る。
　一方，12日齢のBFNEマウスでは，オリゴ
デンドロサイトの発達やミエリン形成に関
わ る 遺 伝 子（Myelin Basic Protein（Mbp），
Proteolipid Protein 1（Plp1 ），2',3'-Cyclic 
Nucleotide 3' Phosphodiesterase （Cnp）など）
のmRNA量変化が同定された。しかしながら
12日齢のBFNEマウスでは，野生型マウスより
も高いカイニン酸感受性は見られず，12日齢
のBFNEマウスの海馬組織では，ミエリンやオ
リゴデンドロサイトのマーカータンパク質で
ある，MBP，MOG，O1の発現も確認できな
かった。一方，20日齢のマウスでは，上記遺
伝子群のmRNA量変化は確認できなかったが，

MBP，MOG，O1の顕著な発現減少が確認さ
れた（未発表）。ミエリン形成に関わる遺伝子

（特にMBP）のmRNA，タンパク質生成は異な
る制御下にあり，生成時期も異なると推測さ
れている12）。したがって，この20日齢における
MBP，MOG，O1の発現減少は，12日齢におけ
るmRNA量変化が関与している可能性がある。
しかしながら，この結果は未だ検証不十分であ
るため，今後Western blottingなどを行い，確
証を得る必要がある。
　また，本研究のmRNA-Seq解析の結果，16
日齢のBFNEマウスにおいてイオン輸送の制御
に関わる遺伝子群にスプライシング変化が同定
された。これらの遺伝子群は，同タイムポイン
トの量的変化遺伝子群とはほぼ重複しなかっ
た。同様の結果は，側頭葉てんかんモデルマウ
スを用いたmRNA-Seq解析においても報告さ
れている13）。したがって，てんかん病態に関与
するスプライシング変化は，量的変化とは異な
る機構によって制御されていると考えられる。
また，側頭葉てんかんモデルマウスで同定され
たスプライシング変化遺伝子群が関わる生物学
的プロセスと，本研究のBFNEモデルマウスで
同定されたスプライシング変化遺伝子群が関わ
る生物学的プロセスは，一致しなかったことか
ら，スプライシング変化が及ぼす影響は，てん
かん種によって異なる可能性がある。
　本研究では，BFNEマウスを用いた解析を実
施したが，筆者らは現在，KCNQ2脳症患者由
来の変異を有するマウス（KCNQ2脳症マウス）
を用い，mRNA-Seq解析を実施している。今
後はKCNQ2脳症マウスの分子病態を明らかに
するとともに，BFNEマウスの分子病態と比較
することで，同一遺伝子に変異を有しながら，
病状の重症度が異なる原因について解明してい
く。
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し上げます。
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