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研究要旨  

 てんかん重積を来す疾患のなかで遺伝子異常により起こる遺伝性疾患は重要である。全エキ

ソーム解析に代表される網羅的遺伝子解析技術の発展により、遺伝子異常が原因となるてんか

ん性脳症の存在が明らかとなった。原因となる遺伝子は多数あるが、私たちはAngelman症候群

とmTOR経路が関連する疾患に注目した。Angelman症候群はてんかんと脳波異常を特徴とする疾

患であり、遺伝学的診断が可能である。mTOR経路の機能亢進は巨脳症を示すことが多く、治療

薬が存在する。遺伝学的解析としては、体系的解析に加えて、複数の候補遺伝子を搭載した遺

伝子パネルを構築し、次世代シーケンサーで網羅的な解析を実施した。mTOR経路の異常には生

化学的解析を追加した。てんかん重積を示す種々の基礎疾患に対する診断の道筋を示すことが

できた。 

 
 
Ａ．研究目的 
 ててんかん重積を示す脳炎脳症の基礎疾患とし
て遺伝性てんかん性脳症は重要である。近年の全
エキソーム解析に代表される網羅的遺伝子解析技
術の発展により、遺伝子異常が原因となるてんか
ん性脳症の存在が明らかとなっている。てんかん
性脳症の原因遺伝子は多数報告されている。私た
ちはその中で、Angelman症候群（AS）とmTOR経路
に注目した。ASはてんかん、知的障害、失調様運
動障害を特徴とする疾患であり、小児神経領域で
は広く認識されている。広汎性棘徐波複合を示す
脳波異常を示すてんかんでは、しばしば鑑別診断
に上げられる。一方、mTOR経路は神経細胞の増殖
に必須の経路であり、結節性硬化症の病態として
知られている。mTOR経路の機能亢進を示す生殖細
胞性変異は遺伝性巨脳症の原因として知られてい
る。また、体細胞突然変異は皮質形成異常の主要
な原因である。このようにmTOR経路の変異はてん
かんの原因として重要である。さらに、mTOR経路
にはシロリムスやエベロリムスなどの阻害剤が存
在し、新しい治療薬として注目されている。ASに
ついては系統的な遺伝学的解析を実施した。mTOR
経路については、mTOR経路に関連する15遺伝子を
搭載した遺伝子パネルを構築し、さらに生化学的
解析を行った。 
 

Ｂ．研究方法 
 AS解析については、臨床的にASが疑われた86例
を当初の対象とした。商業的に診断が可能である
母性欠失例は今回の解析からは除外した。遺伝学
的診断は、SNRPN遺伝子のDNAメチル化テスト、両
親の検体を用いた15番染色体の多型解析、
15q11-q13刷り込み中心の欠失解析のためのMLPA
法、UBE3A遺伝子のサンガー法による塩基配列決定
を実施した。これらの方法にて原因が同定されな
かった時は、SLC9A6、TCF4、MBD5、CDKL5、MECP2、
FOXG1の6個の遺伝子のコーディング領域を対象と
す る シ ー ケ ン シ ン グ パ ネ ル を AmpliSeq
（Lifetechnologies）により作成し、Ion PGMにて
解析を行った。 
 mTOR 経路関連疾患では、+2SD 以上の頭囲拡大
があり、発達の遅れもしくはてんかんがある児 28
名を対象とした。27 名には mTOR 経路に関連する
15 個の遺伝子を搭載した遺伝子パネルを用いて、
Ion PGMにてエクソン領域をシーケンシングした。
3例に全エキソーム解析を実施し、内 1例は最初
から全エキソーム解析を行った。27例は末梢血白
血球からゲノム DNA を抽出し、1例では手術検体
として得られた脳組織からゲノムDNAを抽出した。
生化学的解析としては患者由来リンパ芽球を樹
立し、mTOR 経路の下流に存在するリン酸化 S6 蛋
白をウエスタンブロットにて測定し、対照である
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GAPDH と比較した。 
（倫理面への配慮） 
 本研究は名古屋市立大学大学院医学研究科およ
び名古屋市立大学病院倫理審査委員会で承認さ
れ、患者もしくは代諾者から書面による同意を得
た。 
 

Ｃ．研究結果 
 AS解析では、15番染色体父性片親性ダイソミー3
例、刷り込み変異3例、UBE3A変異19例を同定した。
刷り込み変異3例のうち1例に刷り込み中心の微細
欠失を同定した。残り2例はエピ変異と判断した。
従って、25/84(29%)がASと確定診断できた。これ
らの解析で原因が同定できなかった例に加えて、
その後、同様の例を集積し、最終的には76名がAS
次世代解析に進んだ。76例中6名（7.9%）に病因と
考えられる変異を同定した。MECP2が3名、TCF4が2
名、SLC9A6が1名であった。MECP2の変異は、
p.Arg133Cys、p.Asp151Tyr、p.Arg148*であり、既
報の変異かナンセンス変異であった。TCF4は
Val581Glyとp.Gly496Serfs*10であり、いずれもde 
novo変異であった。SCL9A6の変異はc.1141-8C>A
のスプライシング変異であり、リンパ芽球を用い
たRNAの解析で、正常なスプライシング産物が産生
されないことが確認された。 
 巨脳症患者においては、病因変異はPTEN 6例、
AKT3 3例、PIK3R2 3例、PIK3CA 1例、SHOC2 1例の
計14例（50%）に同定した。SHOC2はパネルに搭載
されていず、全エキソーム解析で同定された。
PIK3CAの1例は片側巨脳症の児で、血液では変異は
同定されず、罹患脳組織でのみ変異が同定され、
モザイクであった。病因変異が同定された児で生
化学的解析が可能であった児はすべてリン酸化S6
蛋白の発現が増加しており、mTOR経路の活性亢進
が確認された。変異陰性の中にもリン酸化S6の亢
進例が存在した。原因遺伝子と表現型との関連は
巨脳症、発達の遅れは共通して存在する。顔貌特
徴での区別も難しい。一方、MRIの所見はPTEN変異
例では皮質形成異常が見られないことが特徴と考
えられる。てんかん発作は6例（21.4%）に合併し
ていた。合併率は多くないが、てんかん発症例は
難治性に経過している。特に、モザイクである片
側巨脳症例は外科手術が必要となっている。また、
AKT3変異例はけいれん重積後脳症のために死亡し
ている。また、PTEN変異例6例にはてんかん合併例
はいなかった。 
 

Ｄ．考察 
 ASでは体系的な遺伝学的診断においてAS疑い例
86例中25例（29%）が遺伝学的にASと確定診断をす
ることができた。このことは臨床的にASが疑われ
る例の大部分はASではなく、類似疾患であること

を示す。このようなAS類似疾患については、次世
代解析を実施することで、7.9%がRett症候群、
Pitt-Hopkins症候群もしくはChristianson症候群
であることが示された。今回搭載した6遺伝子はそ
の変異がAS様の症状を示すことが知られている遺
伝子である。実際に、これらの疾患がASと疑われ
る患者のなかに存在することが明らかになった。
これらの疾患は特に、乳児期から小児期早期には
発達遅滞、てんかん、失調様運動を示し、ASと症
状が重なっている。しかし、年齢が高くなるに従
い、次第にそれぞれの特徴が現れる。ところが、
遺伝学的診断はより早期に実施される傾向にある
ため、臨床的に完全に区別することは困難である
と思われる。 
 mTOR経路の15遺伝子を搭載した遺伝子パネル解
析は遺伝性巨脳症の診断に有用であった。臨床的
には互いに重なり合っているために、区別するこ
とは困難である。そのため、遺伝子診断は正確な
診断のために、有用である。生化学的解析を加え
ることで、変異の意義を明らかにすることが可能
になる。機能亢進型変異はミスセンス変異が多い
ため、多型との区別が難しい。そのため、生化学
的解析との組み合わせは、正確な遺伝子診断のた
めに有用と考えられる。本研究ではリンパ芽球様
細胞を使用したために、全例での検査ができなか
った。今後は白血球から直接蛋白を抽出し、簡便
に検査ができるかどうかが課題である。 
 mTOR経路には阻害剤が存在し、結節性硬化症な
どにすでに保険適応が認められている。AKT3変異
の死亡例などの重症例に対しては、mTOR阻害剤が
救命的な意義を有する可能性がある。さらに、片
側巨脳症や限局性皮質形成障害などのmTOR経路の
モザイクで発症する疾患は極めててんかん原生が
高く、mTOR阻害剤が抗てんかん薬やてんかん重積
の薬物として意義がある可能性がある。mTOR阻害
剤を適切に使用するためには、患者の遺伝学的背
景が示されていることが必要である。今回の研究
は、そのために基礎的データを提供することが出
来たと考える。 
 
Ｅ．結論 
 AS および mTOR 経路が関連する巨脳症の次世代
シーケンシングを用いた遺伝学的解析方法を確
立した。網羅的遺伝子解析を行うことで、表現型
と遺伝型が必ずしも一致しない実態が明らかに
なった。遺伝性疾患の診断には網羅的遺伝学的診
断が必要であり、さらに、生化学的解析などを加
えることで診断率が上昇する。 
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