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緒 言

　Dravet 症候群（乳児重症ミオクロニーてんかん
MIM# 607208）は１歳未満から発症する悪性てんかん
である．全身痙攣や半身痙攣がしばしば発熱によって
誘発され遷延しやすく，痙攣が30分以上持続するてん
かん重積状態に陥ることも多い．２歳以降には無熱時
にもミオクロニー発作や部分発作などの様々な発作型
も出現する．発症時には正常であった精神運動発達は，
徐々に遅れが目立つようになり，小脳失調症状も加わ
って歩行が不安定になる．てんかんや熱性けいれんの
家族歴が高い以外，神経画像検査でも明らかな異常は

認められず，病因は長らく不明のままであった．
　Dravet 症候群の患者において，電位依存性ナトリウ
ムチャネルα１サブユニット（Nav1.1，MIM# 182389）
をコードする SCN1A 遺伝子異常が2001年に初めて報
告された．その後，我々を含む多施設で Dravet 症候
群 患 者 の 遺 伝 子 解 析 が 行 わ れ，患 者 の 約 80％が
SCN1A 遺伝子変異を持つことが明らかになった1,2)．
しかし，痙攣性疾患の家族歴が25～71％と高率である
にも拘らず SCN1A 遺伝子変異の90％は，新規突然変
異であった3)．Dravet 症候群の患者は，SCN1A 遺伝子
変異以外にもけいれん感受性遺伝子をもつ可能性が考
えられる4)．
　我々は，38例の SCN1A 遺伝子変異をもつ Dravet 症
候群の患者を対象に，熱性けいれんや特発性てんかん
の発症に関連する SCN1B 遺伝子，GABRG2 遺伝子，
CACNB4 遺伝子解析を行った．その結果，新規の
SCN1A 遺伝子変異と CACNB4 遺伝子変異をもつ１
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症例を見出した．その CACNB4 遺伝子変異は熱性け
いれんの既往がある父親から遺伝していた．

材料と方法

１. 対象
　以前に SCN1A 遺伝子解析が行われ5)，変異を認めた
38例の Dravet 症候群患者を対象にした．Dravet 症候
群の診断は ILAE 診断基準に従った．200例の健常者を
コントロールとして用いた．
２. 遺伝子解析 
　ゲノム DNA は末梢血から抽出し，SCN1B 遺伝子，
GABRG2 遺伝子，CACNB4 遺伝子のすべてのコーデ
ィングエキソンを直接塩基配列決定法によって解析し
た．遺伝子解析方法は以前の我々の論文のとおりであ
る2)．本研究は，岡山大学大学院医歯薬学総合研究科
のヒトゲノム・遺伝子解析研究倫理委員会の承認を受
けて実施された．書面による同意をすべての患者の両
親およびコントロール健常者から得た．
３. 突然変異導入によるプラスミドの構築
　pCMV Scriptﾝヒト SCN1A（野生型）および pCD8ﾝ
IRESﾝ ヒ ト SCN1B（野 生 型）は Dr. Al George
（Vanderbilt University, Nashville, TN）から贈与さ
れた．SCN1A cDNA を鋳型に SCN1AﾝNOTﾝS1 プラ
イマー（5ｾﾝAAG CGG CCG CAT GGA GCA AAC AGT 
GCT TGT Aﾝ3ｾ）と SCN1AﾝR568XﾝAS1（5ｾﾝTTG CGG 
CCG CTC ACC TTG GTG AAA ATA GGG Aﾝ3ｾ）を
用いて R568X 変異の DNA 断片を PCR で増幅した．
PCR 産物を T4 DNA polymerase と T4 polynucleotide 
kinase で処理し，EcoRV で切断された pBluescript KS 
に組み込んだ．cDNA の塩基配列を確認後，NotI サイ
トで pIRESﾝEYFP ベクター（BD Biosciences Clontech, 
Palo Alto, CA）に組み替えた．
　pCIneoﾝCACNB4（野生型ラットCACNB4 cDNA）
を鋳型に，CACNB4ﾝR468QﾝS4プライマー（5ｾﾝ AGG 
GCC CAG AAG AGT AGG AAC CG ﾝ3ｾ）とAS1（5ｾ
ﾝ TCC CCC TGA ACC TGA AAC AT ﾝ3ｾ）を用いて
R468Q 変異の DNA 断片を作成した．PCR 産物を T4 
DNA polymerase と T4 polynucleotide kinase で処理
し，HincII で処理した pKF18K2 に組み込んだ．cDNA
の塩基配列を確認後，ApaI および Not I で切断し，
pCIneoﾝ野生型 CACNB4を R468Q 変異に入れ替えた．
４. 電位依存性ナトリウムチャネルの電気生理解析
　ナトリウムチャネルαサブユニットは，βサブユニッ

トによる機能調節をうけているため，変異型プラスミ
ドとβサブユニットの SCN1B，SCN2B 発現ベクター
をトランスフェクション試薬を用いてヒト腎細胞
HEK293に共発現させた．全細胞記録によるパッチク
ランプ法を用いた電気生理学的特性の検討は，以前の
我々の方法に準じた．
５. 電位依存性カルシウムチャネルの電気生理解析
　カルシウムチャネルα1A サブユニット6)と pCIneoﾝ
CACNB4（野生型とR468Q）はα2δサブユニット7)を
定常発現している BHK 細胞に一過性トランスフェク
ションにより共発現させた．BHK 細胞からの電流計測
は，ナトリウムチャネルと同様にパッチクランプ法を
用いた全細胞記録により行った．アンプは EPCﾝ9
（HEKA Electronik, Lambrecht, Germany）を使い，
電気生理学的特性の検討は，若森らの方法に準じて行
った7)．
　全てのデータは mean ± SEM で表示し，Studentｾs 
tﾝtest によって野生型と変異型を比較した．P＜0.05を
有意差と見なした．

結 果

１. SCN1B遺伝子，GABRG2 遺伝子，CACNB4 遺
伝子解析
　38例の SCN1A 遺伝子変異をもつ Dravet 症候群患
者の中で，SCN1B 遺伝子と GABRG2 遺伝子に変異を
持つ症例はなかったが，CACNB4 遺伝子変異を持つ症
例を１例見出した．この発端者Ａは CACNB4 遺伝子
の R468Q ミスセンス変異と野生型をヘテロ接合にて
持っていた（図１Ｂ）．この変異はカルシウムチャネル
βサブユニットのＣ末とα１サブユニットのＣ末が結
合する部位に存在していた（図１Ｃ）．この R468Q ミ
スセンス変異は，父親にも認められた．200例の健常者
コントロール群に同変異は認められなかったので，遺
伝子多型ではないと考えられた．発端者Ａは SCN1A
遺伝子 R568X も検出されていたが，こちらは両親に
は認められなかった（図１Ｄ）．
２. 発端者Ａの臨床所見
　発端者Ａは Dravet 症候群の４歳男児である．家系
図は図１Ａに示した．家族歴については，父親に熱性
けいれんの既往があった．
　周産期には異常なく，乳児期早期発達に遅れはなか
った．生後３ヵ月，熱性けいれんで発症し，１週間後
には無熱時の全身けいれん，生後８ヵ月にはミオクロ
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図１　Ａ 発端者の家系図．ʙ CACNB4  遺伝子 R468Q ミスセンス変異は父親と発端者に認められた．C 電位依存性カルシウムチャ
ネルβ４サブユニットとα１サブユニットの相互作用部位を太線で示した．□；発端者と父親に認められたミスセンス変異　
△；これまでに報告されている変異　Ｄ SCN1A 遺伝子解析結果．発端者のみに R568X 変異を認める．
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ニー発作が認められた．てんかん発作はしばしば発熱
によって誘発され，抗てんかん薬による治療に反応が
乏しかった．脳波上，てんかん発射は検出されにくく，
頭部 MRI では異常が認められなかった．徐々に発達の
遅れが顕著になり，４歳時の発達指数（遠城寺式）は
44であった．また，歩行が不安定になり，Dravet 症候
群の診断基準を満たした．
　４歳６ヵ月時，インフルエンザＡ罹患による40℃の
発熱に伴って，けいれん重積状態に陥った．各種抗て
んかん薬の静脈内投与が行われたが，一時的に発作が
抑制されても断続的にけいれんを繰り返す状態が13時
間持続した（図２Ａ）．けいれん消失後，抗てんかん薬
の静脈内投与は中止されたが，発症３日間で脳波の低
電圧化が進行した（図２Ｂ）．発症４日目には自発呼吸
の消失，角膜反射の消失が認められ，中枢性尿崩症を
合併した．発症７日目に，脳波上は生理的な波形が消
失し（図２Ｃ），聴性脳幹反応でも反応が消失した．27
日目に多臓器不全のため死亡した．
３. 電位依存性ナトリウムチャネルの電気生理特性
　全細胞記録では，R568X 変異からは背景電流異常の
ナトリウム電流は認められなかった．
４. 電位依存性カルシウムチャネルの電気生理特性
　図３Ａ は BHK 細 胞 に 野 生 型 CACNB4ま た は
R468Q 変異を発現させた Cav2.1チャネルに対して，
－40mV から50mV まで30msec 脱分極刺激を行った
時の代表的な Ba2＋電流を示したものである．電流－電
圧連関では，０mV から40mV の間で，変異チャネル
が野生型に比し有意に Ba2＋電流が増大していた（P＜
0.05）（図３Ｂ）．ピーク電圧（P＜0.01），細胞キャパ
シタンス（P＜0.05），電流密度（P＜0.05）も変異型
が野生型よりも有意に高値であった（図３Ｃ）．
　Cav2.1チャネルの活性化，不活性化における電気生
理特性を検討したが，野生型，変異型間に有意差はな
かった（図４Ａおよび４Ｂ）．また，不活性化の時定数
についても有意差は認められなかった（図４Ｃ）．

考 察

　Dravet 症候群の小児期における死亡率は15～18％
である．原因としては，けいれん重積，溺水，事故，
重症感染症，突然死などが報告されている．Dravet 症
候群は症例ごとに臨床症状の重症度に差異が認められ
るが，薬物抵抗性のけいれん重積の後に脳死に至った
本症例は最重症型と考えられる．

　SCN1A 遺伝子変異をもつてんかん症候群が，自然
寛解する良性から致死的な難治性までの広いスペクト
ラムの表現型を示す原因はいまだに解明されていな
い．いくつかの臨床研究および変異チャネルの電気生
理学的解析から Dravet 症候群の臨床症状を重篤化さ
せる修飾因子の存在が示唆されている．まず第一に，
Dravet 症候群では，約50％に良性てんかんや熱性けい
れんの家族歴がある4)．Dravet 症候群で検出される
SCN1A 遺伝子変異の90％が新規突然変異であること3)

を考慮すると，SCN1A 遺伝子変異以外にけいれん感
受性遺伝子を親から受け継いでいる可能性がある．第
二に，SCN1A 遺伝子変異に関連するてんかん症候群
の変異チャネル蛋白の電気生理学的特性をパッチクラ
ンプ法で解析すると機能獲得型と機能喪失型の両者が
認められ8ﾝ11)，臨床症状との相関性が不明確である．そ
して第三に，Scn1a 遺伝子のノックアウトマウスのて
んかんの重症度は系統の遺伝的背景の影響を大きく受
けることが示されている 12,13)．これらの報告は，
SCN1A 遺伝子変異以外の修飾因子によっててんかん
の症状が変化する可能性を示唆するものである．
　そこで，我々は Dravet 症候群の臨床症状に影響を
与える可能性のあるけいれん感受性遺伝子のスクリー
ニングを行うことにした．けいれん感受性遺伝子とし
ては，SCN1B，SCN2A，CACNB4，CACNA1A，
CACNA1H，CLCN2，GABRG2，GABRA1，GABRD，
GABRB3 などが含まれる14)．これらの遺伝子群のスク
リーニングの過程で，SCN1B，GABRG2，CACNB4
遺 伝 子 の 解 析 が 終 了 し た 時 点 で，１例 に お い て
CACNB4 遺伝子変異を検出した．
　電位依存性カルシウムチャネル（VDCC）は，ポア
を形成するα１サブユニットとそれを修飾するβ，α2
δおよびγサブユニットで構成され，神経細胞の脱分
極刺激により開口してカルシウムを流入させる．
CACNB4 遺伝子がコードする Cavβ4サブユニットは
主に Cav2.1（P/Q type）カルシウムチャネルと相互作
用を持つ15)．CACNB4 遺伝子および Cav2.1をコードす
る CACNA1A 遺伝子ともに，全般てんかんと小脳失調
を示す患者においてその変異が検出されている．いく
つかの変異は Cav2.1のＣ末16)あるいはβ4サブユニッ
トのＣ末17)に存在しており（図１Ｃ），α1サブユニッ
トとβ4サブユニットのＣ末間の結合作用も報告され
ている18)．症例Ａで検出された R468QﾝCACNB4変異
は，同様にβ4サブユニットのＣ末に位置していた．
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図２　発端者の脳波の経過．Ａ けいれん発症13時間後の脳波．断続的にけいれんが認められていた．この後麻酔薬によって発作は抑
制された．ʙ 麻酔薬を中止後，広汎性低電圧化が認められた．C 第７病日には脳波上，生理的な活動が消失した．
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　R468QﾝCACNB4の電気生理学的特性をパッチクラ
ンプ法を用いて解析すると，野生型と比較して電流密
度が増加していた．我々は，一次的に SCN1A 遺伝子
変異によって発症した Dravet 症候群の表現型に加
え，CACNB4 遺伝子変異が症状を重篤化させたのでは
ないかと推測している．では，どのようにして Cav2.1
チャネル異常が Dravet 症候群の症状を悪化させたの
であろうか？SCN1A 遺伝子がコードする Nav1.1チャ
ネルは抑制系ニューロンに主に発現しており，Scn1a
遺伝子ノックアウトマウスマウスのけいれんは抑制系
ニューロンの機能不全で引き起こされていると考えら
れている12)．発端者Ａで認められた R568XﾝSCN1A 遺
伝子変異はチャネルとしての機能がなく，類似の機構

があると思われる．一方，Cav2.1チャネルはシナプス
前膜に多く発現している19)．シナプス終末に脱分極刺
激が到達すると，Cav2.1チャネルが開口する．カルシ
ウムイオンの流入によって細胞内カルシウムイオン濃
度が上昇し，シナプス小胞から神経伝達物質が放出さ
れる．抑制系ニューロンの機能が低下している状況下
では，一度けいれんが発症すると，R468QﾝCACNB4
変異により興奮系ニューロンから神経伝達物質がよ
り多く放出される可能性がある．過剰なカルシウムイ
オンの流入は神経細胞死につながったのかもしれない．
　本研究は Dravet 症候群が多因子によって症状が重
篤化している可能性を示した．しかしながら，異所性
細胞に強制発現させたチャネル解析の結果をそのまま
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図３　BHK 細胞に野生型ﾝCACNB4または R468QﾝCACNB4発現させた時の Cav2.1電流の比較．Ａ 典型的な全細胞Ba2＋電流．－
40mV から＋50mV まで10ﾝmV ずつ増加させて30ミリ秒間脱分極刺激を与えた時のBa2＋電流を測定した．ʙ Cav2.1の電流－電
圧曲線．○；WTﾝCACNB4（ｎ＝８），■；R468QﾝCACNB4（ｎ＝７）．０mV から＋40mV 間において，R468QﾝCACNB4は
野生型よりも有意に電流密度が高かった（P＜0.05）．C 膜電位０mV の時のピーク電流（左），細胞キャパシタンス（中央），
電流密度（右）．＊P＜0.05 and ＊＊P＜0.01 versus WTﾝCACNB4．
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神経細胞や脳の機能的変化に単純に一般化することは
できない．今後は遺伝子改変動物を用いて，Nav1.1チ
ャネルと Cav2.1チャネルの相互作用を詳細に検討す
る必要がある．
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