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―― 研究助成報告 ――

遺伝性側頭葉てんかんの分子・回路病態の解明

Molecular and circuit mechanisms for familial temporal lobe epilepsy

深　田　優　子1, 2）

要旨：てんかんは人口の約1%に見られる頻度の高い神経疾患であるが，治療困難な症例も
存在し分子病態の解明が求められている。ある種の家族性てんかんの原因遺伝子産物LGI1
は，神経細胞が分泌する蛋白質の一つで，ADAM22ファミリー蛋白質を受容体として機能
する。Lgi1遺伝子変異の多くは，LGI1蛋白質の分泌不全あるいはADAM22ファミリーとの
結合不全を引き起こす。また，痙攣と記憶障害を呈する自己免疫性脳炎患者の多くで見出さ
れる抗LGI1自己抗体は，LGI1とADAM22の結合を阻害する。我々は，てんかんの分子病態
を明らかにするために，LGI1-ADAM22リガンド・受容体複合体の立体構造を決定し，LGI1-
ADAM22がシナプス間を架橋する高次複合体を形成する可能性を示した。さらに，この立
体構造に基づき，発症原因が不明であったヒトLGI1変異のてんかん病態機構を明らかにし
た。
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【序論】

　近年のヒトやマウスの遺伝学的知見の蓄積に
より，遺伝学的要因によるてんかん（特発性
てんかん）の原因遺伝子の多くは，神経細胞
の興奮性やシナプス伝達を制御するイオンチャ
ネルをコードしていることが明らかになってき
た。これらの知見は現在の抗てんかん薬の大半
がイオンチャネルを作用点とすることとよく
合致している。しかし，これら抗てんかん薬
でコントロール可能な症例がある一方で，難治
性の症例も存在し，副作用の問題も残されて
いる。したがって，イオンチャネル以外の新
たな作用点を有するてんかん治療薬の開発は
医学的・社会的観点からも重要課題の一つで

ある。LGI1は常染色体優性外側側頭葉てんか
ん（Autosomal dominant lateral temporal lobe 
epilepsy; ADLTE）患者の約50％で変異が見ら
れる神経系に特異的な分泌蛋白質である1-3）。興
味深いことに，LGI1はけいれんと記憶障害を呈
する自己免疫性辺縁系脳炎の主要な標的抗原と
しても多くの症例が報告されており4, 5），LGI1
の脳機能および脳病態における役割に注目が集
まっている。私共はこれまでにLGI1とその受容
体ADAM22が，脳内の主要な興奮性シナプス
伝達を司るAMPA型グルタミン酸受容体の制
御分子であることを見出した6）。また，てんか
ん表現型を示すLgi1遺伝子欠損（KO）および
変異マウスとAdam22遺伝子 KOマウスの解析，
さらに辺縁系脳炎におけるLGI1自己抗体の作用
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機構の解析を通じて，LGI1とADAM22の結合
量の低下がAMPA受容体を介したシナプス伝達
を低下させることを見出してきた7-12）。本研究
では，LGI1-ADAM22リガンド-受容体の機能欠
損が，どのようにしててんかん病態をひきおこ
すのかを明らかにするために，リガンド-受容
体の分子構造に着目して検討した。

【方法】

１）LGI1-ADAM22蛋白質複合体の構造解析
　ヒトLGI1蛋白質（全長およびLRRドメイン，
EPTPドメイン（Fig. 1A）を含む領域）（His6
タグ融合）とヒトADAM22蛋白質（細胞外領
域）をExpi293F細胞に共発現させた。培養上
清からNi-NTAカラム（Qiagen）およびゲル濾
過カラム（GE healthcare, Superdex200）クロ
マトグラフィーを用いてLGI1-ADAM22　複
合体を精製した。続いて，精製複合体結晶の
X線結晶構造解析（BL41XU, SPring-8）を行
い，LGI1全長-ADAM22複合体，LGI1 EPTPド
メイン-ADAM22複合体およびLGI1 LRRドメ
インの結晶構造を決定した（東京大学，山形敦
史博士，深井周也博士らとの共同研究）。さら
に，サイズ排除クロマトグラフィー−多角度光
散 乱 測 定 法（size exclusion chromatography-
multi angle light scattering, SEC-MALS） ，サ
イズ排除クロマトグラフィー−小角散乱測定法

（size exclusion chromatography- small angle 
X-ray scattering, SEC-SAXS） お よ び 低 温 電
子顕微鏡（Cryo-EM）法（理化学研究所，重
松秀樹博士らとの共同研究）により，詳細な
LGI1全長-ADAM22複合体の立体構造情報を得
た。得られた構造情報に基づき，LGI1および
ADAM22蛋白質のさまざまな点変異体を作製
し，HEK293T細胞発現系を用いたpull-down法
をおこない，LGI1-ADAM22複合体形成を担う
アミノ酸残基を決定した。
２）LGI1遺伝子変異マウスの作製と解析
　得られた構造情報と報告されているADLTE
におけるLGI1変異10, 13-16）（Fig. 1A）に基づき，
ヒトてんかん変異R474Qを有するLGI1変異マ
ウスを作製した。具体的には，Lgi1野生型遺伝
子Lgi1WTあるいは変異遺伝子Lgi1R474Q をThy1.2

プロモーター下流で発現するトランスジェニッ
クマウスを作製した（生理学研究所，平林真澄
博士らとの共同研究）。これらのトランスジェ
ニックマウス系統とLGI1遺伝子欠損（KO）マ
ウス系統7）を交配させて，Lgi1 -/-;WTあるいは変
異マウスLgi1 -/-;R474Qを得て，その表現型を比較
した。また，得られた変異マウス脳内のLGI1-
ADAM22複 合 体 の 存 在 様 式 を 調 べ る た め，
ADAM22抗体を用いて脳粗抽出液からの免疫
沈降実験を行った。
３）自己免疫性脳炎患者由来のモノクローナ

ルLGI1自己抗体を用いた分子病態解析
　自己免疫性脳炎患者脳脊髄液（CSF）中のB
細胞由来の遺伝子組換型モノクローナル抗体
群から単離されたLGI1に反応する2クローンに
ついて（ドイツDZNE，Prüss博士らとの共同
研究），その反応特異性をLgi1遺伝子KOマウ
スの新鮮凍結脳切片を用いて免疫組織学的に
調べた。また各クローンの抗原認識特性と生
物学的特性（LGI1-ADAM22結合に及ぼす影
響）を，COS7細胞を用いたCell-based binding 
assay（CBA）8）で調べた。さらにマウス海馬組
織培養を用いて，各クローンの神経細胞興奮特
性に対する影響を電気生理学的に調べた（ドイ
ツDZNE，Kornau博士らとの共同研究）。
　本研究の動物実験，遺伝子組換実験およびヒ
ト試料を用いた実験は，各所属機関で承認を得
た実験計画に基づき実施したものである。

【結果】

１）LGI1-ADAM22蛋白質複合体の結晶化に成
功し，大型放射光施設SPring-8の高輝度X線を
利用したX線結晶構造解析により，その立体構
造を決定した。LGI1-ADAM22　2者の結合は，
LGI1のEPTPドメインとADAM22のメタロプロ
テアーゼドメインの間で起こることが初めて明
らかになった（Fig. 1A, B）。両者の結合面に位
置する点変異体を多数作成し，pull-down法に
よる結合活性を調べた結果，LGI1とADAM22
の結合は，疎水性相互作用が中心的役割を果た
していることが明らかになった。さらに，LGI1
全長とADAM22からなる複合体は，2つのLGI1
分子と2つのADAM22分子で構成されたヘテ



19てんかん治療研究振興財団　研究年報　第31集　2020年９月

ロ4量体構造を示した（Fig. 1B）。すなわち，
LGI1とADAM22からなるヘテロ2量体がLGI1同
士の相互作用を介して会合してヘテロ4量体を
形成していた。LGI1同士の相互作用は，異な
る2つのLGIのLRRドメインとEPTPドメインの
間の会合によるものであった（Fig. 1B）。低温
電子顕微鏡法（Fig. 1C; 2:2），SEC-MALS法や
SEC-SAXS法を用いた解析でもヘテロ4量体形
成を示す結果が得られた。3つのLGI1-ADAM22
ヘテロ2量体がLGI1同士の相互作用を介して
会合した複合体（6量体）も存在することも分
かった（Fig. 1C; 3:3）。LGI1-ADAM22ヘテロ4
量体の長径は約19 nmであり，シナプス間隙の
距離（約20nm）に良く合致すると考えられた。
このヘテロ4量体構造は，「LGI1-ADAM22蛋白

質複合体がシナプス間を架橋する」可能性を強
く裏付ける結果であった（Fig. 1D）17）。
２）ヘテロ4量体構造において，LGI1同士の
会合を担うアミノ酸残基の2つが，ヒトてんか
ん家系で報告されている変異アミノ酸（LRR
ド メ イ ン 内E123KとEPTPド メ イ ン 内R474Q;  
Fig. 1A）と一致することを見出した。とくに，
R474Q変異は，LGI1の分泌やADAM22との結
合には影響を与えないことが分かっており10），
その病態機構は不明であった。精製蛋白質を用
いたSEC-MALS法により，LGI1 R474Q変異は
ADAM22との結合（ヘテロ2量体形成）には影
響しないが，ヘテロ4量体形成を阻害すること
が分かった。このLGI1 R474Q変異を有する変
異マウスLgi1 -/-;R474Qを作製したところ，Lgi1遺

Fig. 1　LGI1-ADAM22リガンド-受容体の分子構造（文献17から改変して引用）
A. ‌�LGI1の1次構造とヒトてんかんADLTE家系で見出されたミスセンス変異：ADLTE患者で見られる

E123K変異とR474Q変異は，LGI1-LGI1間の結合面に位置する（赤）。
B. ‌�X線結晶構造解析で決定した2つのLGI1-ADAM22複合体（ヘテロ2量体）が結合したヘテロ4量体の

立体構造：LGI1とADAM22間の結合は，LGI1のEPTPドメインとADAM22のメタロプロテアーゼ
ドメイン間でおこる。また，LGI1-LGI1間の結合は，互いのLRRドメインとEPTPドメイン間でお
こる。

C. ‌�LGI1-ADAM22複合体の低温電子顕微鏡観察像：LGI1-ADAM22ヘテロ2量体（1:1），2つのLGI1-
ADAM22ヘテロ2量体からなるヘテロ4量体（2:2），および３つのLGI1-ADAM22ヘテロ2量体から
なるヘテロ6量体（3:3）。

D. ‌�LGI1-ADAM22複合体によるシナプス間連結モデル



20 てんかん治療研究振興財団　研究年報　第31集　2020年９月

伝子KOマウスLgi1 -/-と同様の致死性てんかんが
起こった。生化学実験により，Lgi1 -/-;R474Q変異
マウス脳では，LGI1-ADAM22間の結合が保た
れていたが，LGI1同士の相互作用が起こらず，
LGI1-ADAM22ヘテロ4量体形成が大きく低下
していた（Fig. 1D）17）。
３）免疫組織学的解析により，自己免疫性脳
炎患者のCSF細胞から単離された組換型モノク
ローナル抗体の中のうち2クローンについて，
Lgi1遺伝子KOマウスの脳切片における反応
性が完全に消失することを示した（Fig. 2A）。
LGI1とLGI3に対する反応性（Fig. 2B），さらに
LGI1-LGI3キメラ蛋白質に対する反応性から，
各クローンの抗原認識部位が，それぞれLRRド
メイン（Fig. 2C）あるいはEPTP ドメインで
あることが分かった。過去の患者血清を用いた
実験結果8）や上記LGI1-ADAM22構造解析の結

果と一致して，EPTPドメインに対する抗体ク
ローンは，LGI1とADAM22との結合を効率良
く阻害した。一方，LRRドメインに対する抗体
クローンはLGI1-ADAM22結合に影響を与えな
かった。興味深いことに，マウス海馬組織を各
抗体クローンで処理して，電気生理学的に海馬
神経細胞の興奮性を評価したところ，いずれの
クローンも神経細胞の興奮性を上昇させた18）。

【考察】

　本研究により，てんかん発症と強く関連す
るLGI1-ADAM22リガンド-受容体の構造基盤
が初めて明らかになった17）。LGI1-ADAM22は
LGI1同士の会合を介して高次複合体を形成し
ており，LGI1-ADAM22ヘテロ4量体は，脳内
でシナプス間を架橋する“経シナプス（trans-
synaptic）”構造体として機能しうると考えられ

Fig. 2　自己免疫性脳炎患者由来抗LGI1モノクローナル抗体の性状（文献18から改変して引用）
A.　 ‌�自己免疫性脳炎患者由来の組換抗体クローン群のうち抗体クローン1（赤）は，野生型マウス脳

組織に対する強い結合活性を示した（海馬歯状回: ML, 分子層;GL, 顆粒細胞層; PL, 多型細胞
層）。一方，このクローンはLgi1遺伝子を欠損したマウス脳組織には全く結合しなかった。

B, C. ‌�抗体クローン１のエピトープ解析：LGI1あるいはLGI3（B）， LGI1とLGI3のキメラ蛋白質8）

（LRR1, LGI1のLRRド メ イ ン; LRR3, LGI3のLRRド メ イ ン; EPTP1, LGI1のEPTPド メ イ ン;  
EPTP3, LGI3のEPTPドメイン）（C）を，COS7細胞表面に発現させた（FLAGタグ，緑）。抗体
クローン1（赤）は，LGI1に特異的な結合活性を示し，LGI1のLRRドメイン（LRR1）に選択的
に結合した。スケールバー； 20μm
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た。さらに，家族性てんかんの変異のひとつ
を導入したマウスを用いて，LGI1-ADAM22ヘ
テロ4量体形成不全がてんかんの原因となるこ
とを示した（Fig. 1D）。LGI1分子間の結合不
全（4量体形成不全）によるてんかん発症の病
態機構は，これまでのLGI1-ADAM22結合不全
とは異なる新しい病態機構であった。本変異マ
ウスは，ヒトてんかんモデルとして有用と考え
られる。最近，超解像顕微鏡を用いたシナプス
蛋白質の詳細な局在解析から，シナプス内部に
は，これまで知られていなかったナノメートル
サイズのドメイン（ナノドメイン）が存在す
ることが示された19, 20）。このナノドメインは神
経伝達物質が放出されるシナプス前部と，その
受容体が配置されているシナプス後部の両側に
存在し，両者は正確に対面配置する（経シナプ
ス・ナノカラム説）21）。この精緻な対面配置が
損なわれると，本来の正確で，効率のよいシ
ナプス伝達が損なわれると考えられる。LGI1-
ADAM22ヘテロ4量体は経シナプス・ナノカラ
ムの構成因子の一つとして機能し，この破綻が
シナプス伝達の異常を惹起し，てんかん病態へ
と結びつく可能性がある（Fig. 1D）。
　我々はてんかん病態機構の理解のための別
のアプローチとして自己免疫性脳炎の分子病
態解析もおこなった18）。辺縁系脳炎患者由来の
抗LGI1抗体には，LRRドメインをエピトープ
とし，LGI1-ADAM22間の結合を阻害しないク
ローンも含まれていた（抗LRR抗体）。抗LRR
抗体は，LGI1-ADAM22間の結合を阻害する抗
体（抗EPTP抗体）と同様に，神経細胞の興奮
特性を変化させることから､ 病原性抗体である
と考えられた。LGI1-ADAM22の構造解析の結
果と併せて考えると，抗LRR抗体はLGI1同士
の結合を阻害し，LGI1-ADAM22の高次複合体
形成を低下させて脳炎病態に関与する可能性
が示唆された。これまでLGI1のLRRドメイン
の機能は明らかではなかったが，LRRドメイン
はLGI1-ADAM22の機能発現と病態機構に深く
関与すると考えられる。現在も自己免疫性脳炎
と関連する自己抗体が次々と明らかになってい
る12, 22-24）。今後も，組換抗体技術と組み合わせ
て多くの抗体クローンを単離することにより，

LGI1自己抗体の作用機構と病態との関連が詳細
に解明されるだろう。

【付記】

　本研究の一部は，文献に記載した17, 18とし
て公表されている（図を一部改変して引用し
た）。
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Summary
Molecular and circuit mechanisms for familial temporal lobe epilepsy

Yuko Fukata

　Affecting 〜1％ of the population, epilepsy is one of the most common neurological disorders. 
Epilepsy-related ligand-receptor complex, LGI1-ADAM22, regulates synaptic transmission and 
has emerged as a determinant of brain excitability, as their mutations and acquired LGI1 
autoantibodies cause epileptic disorders in human. Here, to understand how the LGI1-ADAM22 
interaction controls physiological brain functions in detail, we determined the first crystal 
structure of human LGI1-ADAM22 complex. The overall structure of the LGI1-ADAM22 
complex reveals their 2：2 heterotetrameric assembly. We found that one of LGI1 mutations 
found in familial epilepsy, R474Q, disrupts the higher-order, heterotetrameric LGI1-ADAM22 
complexes in vitro  and also in a mouse model for familial epilepsy. These studies provide a 
novel epileptogenic mechanism and propose that LGI1-ADAM22 complex functions as the trans -
synaptic machinery for precise synaptic transmission.
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