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序論

自然 終 息 性 家 族 性 新 生 児てんかん（Self-
limited familiar neonatal epilepsy; SLFNE）は生
後数日で発症するが，数週間で治まり予後は良
好である。一方で，発達性てんかん性脳症

（Developmental and epileptic encephalopathies; 
DEE）は生後数日から数数週間で発症し，発達
障害を伴う難治のてんかんである。両病態の共
通した原因の一つとして電位依存性カリウム
チャネルKv7.2をコードするKCNQ2 遺伝子の
遺伝子変異が挙げられる。KCNQ2は6回膜貫通
タンパク質であり，チャネルとしての機能にはホ
モ四量体もしくはKv7.3として知られている
KCNQ3とヘテロ四量体を構成することが必要と
され，後者のときにカリウムイオンの透過が最
大になる。また，KCNQ3 の遺伝子変異もSLFNE
の原因であることが報告されている。先行研究
からSLFNEおよびDEEは異常な神経活動を示

すこと，そしてゲノム解析からKCNQ2 の遺伝子
変異が起因していることが報告されており，一
塩基多型（Single Nucleotide Polymorphisms; 
SNPs）に着目しても40ヶ所以上のSNPsが報告さ
れている1）。遺伝子変異による原因の多くが
KCNQ2の機能低下であり，その具合によってハ
プロ不全もしくはドミナントネガティブに分類さ
れている。また，ハプロ不全の場合はSLFNE，
ドミナントネガティブの場合はDEEを罹患する
ことも知られている1）。しかしながら，例えば
284番目のチロシンがシステインに置換された場
合はハプロ不全となりSLFNEを発症することが
知られているが，アスパラギン酸に置換された
場合はDEEを発症することが報告されている2）。
このように同じアミノ酸残基に対しても置換さ
れるアミノ酸に病態が分かれる。さらには，遺
伝子変異部位に対しても規則性が見られないた
め，なぜ病態が二分化されるのか，その分子病
態は未だ明らかにされていない。

発達性てんかん性脳症（乳幼児てんかん性脳症）に関わる
KCNQ2 遺伝子変異に対する，遺伝子発現制御機構の解析
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要旨：電位依存性カリウムチャネルをコードするKCNQ2 遺伝子に存在する遺伝子変異は，
自然終息性家族性新生児てんかんおよび発達性てんかん性脳症の原因の1つであることが知
られている。先行研究から両病態に関わる一塩基多型は少なくとも40変異以上報告されて
いるが，遺伝子変異部位に規則性が見られないため，なぜ病態が二分されるのか明らかにさ
れていない。本研究では，発達性てんかん性脳症を引き起こす遺伝子変異に着目して，遺伝
子発現制御機構の解析を行なった。その結果，KCNQ2が細胞膜上で切断されることを見出
した。また，切断されたKCNQ2の発現レベルは健常型と比較して変異型では有意に低いこ
とが明らかになった。さらに，KCNQ2のタンパク質切断はマウスからヒトまで進化上保存
されたメカニズムであることが示唆された。これらの結果から切断されたKCNQ2がカリウ
ムチャネルの機能調節に関わっている可能性が考えられた。
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Fig. 1　�mKCNQ2のタンパク質発現量の比較
（A）健常型と変異型mKCNQ2のタンパク質発現量比較のためウエスタンブロッティングを行った。
上の矢印は完全長，下の矢印は短鎖mKCNQ2を示す。（B，C）完全長および短鎖mKCNQ2の発現量
の比較。

Fig. 2　�短鎖mKCNQ2の解析
C末端側だけでなくN末端側のバンドも検
出されたことから，mKCNQ2は細胞膜上
で切断される可能性が示された。

先行研究を踏まえ，遺伝子発現の段階で遺伝
子変異が影響しているのではないかと仮定し，
本研究ではマウスをモデルとして，未だ根治薬
や治療法が確立されていないDEEの原因とさ
れている，KCNQ2の284番目のチロシンがア
スパラギン酸（Y284D），290番目のグリシンが
アスパラギン酸（G284D）変異を標的として，
遺伝子発現制御の解析を行った。

方法

マウスKcnq2（mKcnq2）およびヒトKCNQ2
（hKCNQ2）のクローニング

Mouse B r a i n QUICK -C l o neTM cDNA
（Clontech社）およびHuman Fetal Brain QUICK-
CloneTM cDNA（Clontech社）を鋳型にPCRを行っ
た。In-Fusion HD Cloning Kit（TaKaRa）を用い
てpIRES2-EGFP vector（Clontech）に増幅した
遺伝子を挿入しプラスミドを作製した。遺伝子変
異 の 導 入 に は KOD -Plus- Mutagenesis Kit

（TOYOBO）を使用した。mKCNQ2のN末端
には1xMyc，C末端には3xFLAGをエピトー
プタグとして融合させた。

細胞培養およびトランスフェクション
本 研 究 で は マ ウ ス 由 来 神 経 芽 腫 細 胞 株

Neuro2Aを使用し，DMEM-10% FBS培地で
37℃，5% CO2 の環境下で培養した。6well 
plate に播種後，1well 当たり 1µg の DNA を
Lipofectamine 3000（Thermo Fisher Scientific）
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Fig. 3　�mKCNQ2切断部位の解析
171番目から180番目のアミノ酸残基を欠失させた場合，短鎖mKCNQ2が全く検出されなかった。

Fig. 4　�mKCNQ2切断領域の解析
任意のアミノ酸残基をアラニンに置換したが，どの部位においても切断は抑制されなかった。

を使用して，遺伝子導入を行った。遺伝子導入
24時間後に200µlのSDSサンプルバッファーで
細胞を回収した。

ウエスタンブロッティングおよび解析
回収したサンプルはSDS-PAGEでタンパク

質を分離し，PVDF膜に転写した。その後，ウ
エスタンブロッティング法にて目的のタンパク
質を検出し，解析を行った。ローディングコン
トロールとしてGFPを使用した。タンパク質
発現量の比較にはクラスカルウォリス検定およ
び多重比較の統計学的手法を用い，5%有意水
準とした。

結果

mKCNQ2の健常型と変異型ではタンパク質
の発現パターンが異なる

先ず，健常型，Y284D，G290Dでタンパク
質の発現量を比較する目的でウエスタンブロッ

ティングを行った（Fig. 1A）。その結果，各遺
伝子型によるタンパク質の発現量に有意な差は
認められなかった（Fig. 1B）。一方で，ウエス
タンブロッティングの結果から短いバンドも検
出されたことから，これについても発現量の比
較を行った。その結果，この短いバンドに対し
ては健常型と比較して両者の変異型はタンパク
質の発現量が有意に低かった（Fig. 1C）。

mKCNQ2は細胞膜上で切断される
ウエスタンブロッティングの結果から短いバ

ンドが検出されたため，このバンドがmKCNQ2
由来であるか，またその場合に異常な翻訳に
よって，もしくは切断されて生じたものである
のか検証する目的で回収した細胞の粗抽出液を
細胞質画分と膜画分に分離し，抗Myc抗体でウ
エスタンブロッティングを行った。その結果，
細胞質画分ではなく膜画分から完全長mKCNQ2
および短いバンドが検出された（Fig. 2）。さら
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に，この短いバンドはFig. 1で示した短いバン
ドと発現パターンが類似していた。これらのこ
とから，短いバンドはmKCNQ2由来と考えら
れ，興味深いことにmKCNQ2は細胞膜上で切
断されている可能性が示された。

次に，mKCNQ2の切断部位を解析する目的
で150番目から250番目のアミノ酸残基に対し
て任意の領域を欠損させて，タンパク質の切断
レベルを検討した。その結果，171番目から
180番目のアミノ酸配列が切断に重要な領域で
あることが示された（Fig. 3）。データベースよ
り，この領域に関わるタンパク質分解酵素はア
スパラギン酸エンドペプチダーゼおよびケモト
リプシンが挙げられたことから，これらの酵素
活性に必要なmKCNQ2のアミノ酸残基をアラ
ニンに置換し解析を行った。その結果，いずれ
の遺伝子型においても切断型mKCNQ2が検出
された（Fig. 4）。このことから，mKCNQ2は
新規のメカニズムによって切断されている可能
性が示された。

mKCNQ3はmKCNQ2とは異なった分子メ
カニズムを有する

mKCNQ2はmKCNQ3とヘテロ四量体を形成

することでカリウムイオンの透過量が最大にな
ること，そして両者のタンパク質構造は非常に
類似している。またmKCNQ3の遺伝子変異も
SLFNEの原因であることが報告されていること
から，両者の関係性は強いことが推察される。
そこで，mKCNQ3もタンパク質の切断が起き
るのか検討した。しかしながら，mKCNQ3の
タンパク質切断は見られなかった（Fig. 5）。こ
のことからmKCNQ2はmKCNQ3とは異なる分
子メカニズムを有することが明らかにされた。

KCNQ2のタンパク質切断は進化上保存さ
れている

これまでマウスを対象として解析を行ってき
たが，mKCNQ2の切断はマウス特異的な現象
で あ る か ど う か を 確 認 す る 目 的 で， ヒ ト
KCNQ2（hKCNQ2）に対しても解析を行った。
その結果，mKCNQ2と同様にhKCNQ2でも切
断 が 見 ら れ た（Fig. 6）。 こ の こ と か ら，
KCNQ2のタンパク質切断はマウスからヒトま
で進化上保存されたメカニズムであることが示
唆された。

Fig. 5　�mKCNQ3は切断されない
mKCNQ3 に対してもタンパク質発現パ
ターンを解析したが，遺伝子型に関係なく
mKCNQ2のような切断は見られなかった。

Fig. 6　hKCNQ2も切断される
hKCNQ2に対してもタンパク質の発現パ
ターンの解析を行った結果，mKCNQ2と
同様に短鎖が検出された。上の矢印は完全
長，下の矢印は短鎖hKCNQ2を示す。
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考察

これまでKCNQ2が起因するてんかんの分子
病態メカニズムの研究は電気生理学的手法によ
る解析はよくされているが，遺伝子発現制御に
着目した研究は少なく，特になぜ病態が二分さ
れるかに対してはほとんど研究されていない3-5）。
本研究の結果から，KCNQ2が細胞膜上で切断
されること，その切断レベルは遺伝子型によっ
て異なることが明らかにされ，そしてこのメカ
ニズムはマウスからヒトまで進化上保存されて
いる可能性も示された。切断領域の解析から，
171番目〜180番目のアミノ酸残基が切断に必
要な領域と推察されたが，この領域はドメイン
上に位置することから一般的なプロテアーゼに
よる分解は考えられにくい。疎水性領域におけ
るタンパク質分解については，シェディングや
膜内切断プロテアーゼによる切断などが知られ
ている 6-7）。これらのメカニズムはアルツハイ
マー病やパーキンソン病などの脳神経疾患に関
与していることが知られており，KCNQ2の切
断が病態に影響する可能性は十分に考えられ
る。

KCNQ2 の結合因子として知られている
KCNQ3ではタンパク質切断は見られなかった。
KCNQ3のタンパク質構造はKCNQ2と非常に
類似しており，相同性も高いにも関わらず，タ
ンパク質切断に対しては異なったメカニズムを
有する点は興味深い。もしKCNQ2の切断レベ
ルが病態に影響していると仮定した場合，
KCNQ3の遺伝子変異が起因となるてんかんの
分子病態はKCNQ2のそれとは異なることが推
測され，カリウムイオンチャネルが関わるてん
かんの分子病態メカニズムのさらなる理解に貢
献できるものと考える。

本研究で，KCNQ2が切断されるという新規
のメカニズムの存在を示す結果を得られたが，
それに関わる因子の同定には至らず，切断メカ
ニズムの解明にはまだ多くの課題が残される。
また，切断レベルに対しては本研究で標的とし
た以外の遺伝子型でも影響するかどうかの解析
も必要であり，この分子メカニズムの解明およ
び切断されることの生理学的意義について引き

続き検討していきたい。
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