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てんかんの新たな分子基盤としてのアダプター複合体の役割

- 〟3B遺伝子ノックアウトマウスによる研究-

ThepossibleroleofadaptorproteincomplexinthebasicmechamiSm50fepilepsy;Behavioral

andelectroencephalographicalanalysisofepileptogenesisinJL3Bgeneknockoutmouse

岩 佐 博 人1)中 津 史2･3) 笠 置 泰 史4) 岡 田 元 宏1) 峯 清 一 郎5)

金 井 数 明1) 大 野 博 司2･3) 兼 子 直 1)

要旨 :アダプター複合体(AP)はシナプス小胞の生合成を担う機能蚤白質であるが,そのサ

ブタイプのひとつであるAP･3Bは神経系に特異的な分布を示す｡てんかんの分子基盤にお

けるAP13Bの役割を検討するため,IL3B遺伝子ノックアウトマウス (IL3BKO)を用い,キ

ンドリングによる行動学的,脳波学的解析を行った｡IL3BKOではキンドリング完成まで

の期間の著明な短縮,および後発射持続時間の延長が認められた｡キンドリングによって

誘発された発作型は,無動状態と引き続く全般性強直間代発作であった｡また,後発射の

相関次元およおよび高次スペクトル解析の結果から.きわめて複雑かつランダムな神経活

動の発現と,神経回路網における相互作用の消失が引き蒔こされていることが予想された｡

以上より,〟3BKOのけいれん準備性の著明な先進はキンドリングによって獲得されたも

のでなく,geneticな因子等によって内在的に惹起されている神経機能不全に帰因する可能

性が推察された｡
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は じ め に

近年,アダプター複合体 (adaptorprotein

complex,AP複合体)と呼ばれる機能蛋白質

が,細胞内蛋白質輸送機構において重要な役

割を担っていることが明らかとなってきた15･

16)0 AP複合体は,いわゆるtrans･Golgi

networkを介するエンドサイ トーシス機構や

シナプス類粒の形成などに関与していること

が報告されているが2･3･19),いくつかのサブク

ラスが知られている｡ そのひとつであるAP-

3には,全ての組織に発現が認められるAP-

3Aと神経細胞特異的に発現するAP-3Bがあ
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る｡ このためAP-3Bは中枢神経系において情

報伝達機構や高次神経機能の発現に何らかの

重要な役割を担っていることが予想されてい

る｡ 例えば,AP-3の自然変異マウスである

mochamouseでは,hyperactivityなどの行

動異常やてんか.ん性脳波異常などが発現する

ことが報告されてお り,AP･3の異常はてん

かんの分子基盤としても重要である可能性が

考えられる13)0

大野,中津らによって樹立された〟3B遺伝

子 ノックアウ トマ ウス (〟3B knockout

mouse.〟3BKO)は14),AP-3B特異的な〟3B

サブユニット遺伝子をノックアウトしたもの

であり,中枢神経系におけるAP-3Bの役割を

検討するのにきわめて有意義である9)｡さら

に〟3BKOは,生後3ケ月前後から自発発作が

発現することも確認されており,てんかんの

病態基盤を探る上でも健れたモデルとなり得

る｡

周知のようにキンドリングモデルは,けい

れん準備性の獲得機構を経時的に行動学的か

つ脳波学的に把撞できる利点がある5)｡本研

究はてんかんの病態基盤におけるアダプター

複合体,特にAP-3Bの役割を明らかにするた

め,〟3BKOにおけるてんかん原生の特性を

キンドリングによって検討した｡またいくつ

かの脳波学的解析も加え,神経生理学的側面

についても分析を試みた｡

対 象 ･方 法

1.LJ3BKO

'･･IL3BKOは,IL3B遺伝子の開始 コ ドン

ATG以下をGFP遺伝およびloxP配列を両端

に付加 したneo耐性遺伝子で置き換えた変移

ES細胞を樹立し,このマウスを卵母細胞特

異的にCre遺伝子を発現するトランスジェニ

ックマウスと交配することにより作成され

た｡.この〟3BKOは,共同研究者の大野,中

津らによって樹立 ･維持されている14)0

2.行動観察および貫桃頼キンドリング

全てのマウスは12時間星夜サイクルの環境

下で一匹ずつケージで飼育し,餌と水は自由

に摂取させた｡ 行動観察は2人以上の観察者

が一日2時間直接観察し,さらに赤外線カメ

ラにて24時間モニターした｡

〟3BKO(n=6)および対照群 (C57BL/6J,

n=7)ともに,以下の手順で慢性味部電極挿

.̂ および局桃核キンドリングを施行した｡

Pentobarbital(40mg/kg,腹腔内投与)に

よる麻酔下にて,マウス用脳定位固定装置

(Kopf社製)にマウス頭部を固定 した｡

Franklin&Paxinosの囲紺に従い4),左肩桃

核外側核にステンレス製双極電極を脳定位的

に刺入し,マイクロコネクタに凄競後,頭蓋

骨上にデンタルセメントで固定した｡

術後10日前後の回復期間.をおいた後,50

Hz,2相性矩形波を用い後発射誘発開催の刺

激強度の定電流刺激にて,電気キンドリング

を行った｡

発作発展段階は基本的にはRacineの分類に

従って評価した18)0

3.脳波学的特性の解析

キンドリング刺激時に出現 した後発射

(afterdischarge,AD)を,帯域嘘過0.51250Hz

で記録し,12bit,500サンプル/secにてアナ

ログ/デジタル変換した｡

脳波学的解析はofflineで行い,一般的な周

波数解析に加え,脳全体の電気活動の複雑性

を推定する指標として相関次元 (correlation

dimension.CD)の解析を行った｡CD解析で

は,脳波時系列の相互情報量関数の値に基づ

くdelayを基にして埋め込み空間(embedding

space)を再構成し,Grasberger-Procaccia法

に従って次元推定を行ない6･23),Surrogate法

により推定された次元の有意性を検証した12･

23)o

さらに,脳内に推定される多数の電気活動

部位間の相互作用を検出する指標として高次

スペクトル(higherorderspectra,HS)解析

を試みた｡なお,HS解析では,後発射を

250ms毎の解析区間に分割し,Welch法に準

じてperiodogramを平滑化した後,4-60Hzの

各 周 波 数 成 分 間 の バ イ コ- レ ンス

(bicoherence)を求めた｡
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結 果

キンドリング実験では,〟3BKOは全例初

回ないし2回目の刺激で全般発作が誘発され,

対照群と比較してキンドリング完成までの期

間が著明に短縮していた (Fig.1)｡キンドリ

ングによって誘発された〟3BKOの発作は,

無動状態が先行し,引き続き全般性強直間代

発作が出現するというパ ター ンを示 した

(Fig.2)a
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さらに,Fig.2,3に示したように〟3BKOの

脳波上のADは視察的に2つのパターンから構

成されており,刺激直後から出現する不規則,

高ま剛苗の嫌波を主成分とする相 (phase1)と,

それに引き続 く律動的な棟波または淋徐波複

合の群発から成る相が認められた(phase2)0

さらに,phaselに相当する時期には行動上

の無動状態が,また全般性強直間代発作は

phase2に相当する時期にほぼ一致して認め

られた｡

一方,対照群のキンドリングでは部分発作

から段階的に全般発作へと発展する経過が認

められ (Fig.2),キンドリング完成時の発作

は明らかな2次性全般発作であった｡また,

対照群のADは棟波の群発から成る単一のパ

ターンを示し,〟3BKOのADのphaselのよ

うなパターンは出現しなかった(Fig.3)0

Fig.4にAD持続時間について比較検討した

結果を示 した｡〟3BXOのAD持続時間は対

照群と比較して,初回刺激時および,初回全

般発作 (class5)出現時ともに対照群と比較

して著明に延長していた｡

ADのCD解析では,〟3BKOのphaselにお

いて,埋め込み次元の増加に伴う相関次元の

収束がみられなかったが,Phase2では,痩

めて低い水準 (2未満)に収束する相関次元が

推定され,phaselに比較して複雑性の著明

な低下が見られた (Fig.5)｡対照群のADの分

析では,AD全域にわたって低水準 (2以上4

以下)の相関次元が推定された(Fig.5)0

HS解析の結果をFig.6に示した｡対照群の

ADに対するHS解析では,4-60Hzのほぼ全範

囲にわたって有意なbicoherenceが推定され

る周波数成分の組合せが認められた｡ 一方

〟3BKOのADでは,phase1,phase2両相に

おいて,有意なbicoherenceが推定される周

波数成分の組合せが著明に減少していた｡

考 察

今回の研究結果から,〟3BXOのてんかん

原生の特徴について若干の考察を加えた｡

キンドリング実験では,〟3BXOにおいて,

無動状態が先行し,引き続いて全般性の強直

35･

間代発作が出現した｡この発作出現様態は対

照群のキンドリングで誘発された発作型とは

異なるもであった｡行動学的には〟3BXOの

自発発作と,キンドリングによって誘発され

た発作はほぼ同様のものと思われた｡また,

1-2回目の刺激でキンドリングによる全般発

作が出現し,キンドリング完成までに要する

期間も短縮していた｡これらのキンドリング

におけるいくつかの指標からみると,〟3BKO

のけいれん準備性は著明に克進していると考

えられる｡キンドリング完成期間の著明な短

縮がひきおこされるメカニズムは不明の点が

多いが,おそらく,すでに〟3BKOに内在し

ていたてんかん原性が,キンドリングの際の

高頻度電気刺激が トリガーとなって発現した

結果である可能性が高い｡このことは,行動

学的に〟3BXOのキンドリングによって出現

した発作型と自発発作がほほ同様のパターン

であったことからも推察される9)0

さらに今回の研究で試みたADの脳波学的

解析結果からも,興味深い知見が得られた｡

CD解析の前捷となる脳のモデリングでは,

系により生成される時系列信号を系全体のふ

るまいを代表するシステム ･パラメーターと

考える22)｡すなわち,一対の電極から記録さ

れた脳波パターンを,脳全体の電気活動を代

表する指標として解析する｡ この解析により

推定された次元は脳の神経回路網全体のニュ

ーロン群の電気的活動め複雑性の指標として

推定される10･20)0

すでにいくつかの研究で,キンドリングモ

デルやヒトのてんかんの発作時脳波において

もCD解析行われているが,いずれも発作時

には低レベルに収束する次元が推定されてい

る1･7･17)｡本研究の結果でも,対照群において

は同様の結果が得 られたが, 〟3BKOの

phaselのAD成分のCD解析では相関次元の

収束が認められなかった｡この結果は,〟3BKO

の発作発現に,通常のキンドリングにおける

発作発現機構とは異なるさわめて複雑かつ多

様な要因が強く関与していることを示すもの

であると考えられる8･17)｡いずれにせよ,こ

の結果は〟3BXOの発作発現あるいはAD出現
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の病態生理学的基盤が,対照群と質的にこと

なるものであることを予想させる｡

さらにHS解析の結果からも〟3BKOにおけ

る同様の神経生理学的な特性が推察された｡

HS解析では,線型分解きれた周波数成分は,

複数の原信号のみを反映するのではなく,原

信号間の相互作用ないし干渉によって新たに

生成された非線型成分を含むという前漣に立

っている21)｡今回検討 したbicoherenceは,

こうした原信号間に見られる相互作用や,位

相結合 (phasecoupling)として統計的に検出

したものといえるO英俊的な研究からも,局

波数成分間に有意なbicoherenceが推定され

た場合,それが脳の神経回路網における独立

した信号源間にある相互作用ないし機能的連

携の様態を推定する指標となり得ることが示

唆されている21)｡このようなHS解析の前提

となる原理を踏まえて今回のデータを解釈 し

た場合,〟3BKOの脳では対照群において認

めれた神経回路網における相互作用ないし横

能的な連関が著明に障碍されていることが推

定される｡

以上の結果をまとめて考えると,〟3BKO

のてんかん原生の基盤として,きわめて複雑

かつランダムな神経活動の発現と,神経回路

網における相互作用の消失が重要な要因であ

ることが予想される｡ さらに,このような特

性は,通常のkindlingengramの獲得による

ものではなく,geneticな因子等によって内

在的に惹起されている複雑かつ広範な神経横

能不全に帰因する可能性が推察された｡

･先述 したようにAP-3のミュータγ.トであ

るmochamouseでは行動異常や海馬におけ

る聴覚誘発電位異常およびてんかん性林政の

出現などが認められている13)｡しかし,この

マウスはAP-3Aおよび3B共通のサブユニッ

トである∂サブユニットの自然変異マウスで

ありIl),病態 (phenotype)と遺伝子鼻骨との

関連が不明確である｡今回用いた〟3BXOは,

AP-3別こ特異的なサブユニットの欠損が分子

基盤として存在する個体であ り,発現 した

PhenotypeとAP-3Bの異常が直凄的に関連し

ている可能性が高い｡したがって,本研究で

示 した〟3BKOのけいれん準備性の特性は,

てんかん原生獲得の分子基盤にAP･3Bがきわ

めて重大な意義を有していることを示唆する

ものと考えられる｡また,てんかんの分子機

構におけるAP･3Bの役割についてのさらなる

解明は,根源的治療法開発という側面におい

ても新たな切 り･ロとなることが期待されよ

う｡
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budding from trans-Golgi network. AP-3B, a subclass of AP, predominatly expressed in the

brain and is suggested to play a role in the basic mechanisms of neural function. We evaluated

the behavioral and electrophysiological features of epileptogenesis in the .u3B gene knockout

mice (p3BKO) by kindling to clarify the contribution of AP-3B in the basic mechanisms of
epilepsy. The remarkable facilitation of development of kindling and prolonged afterdischarge
(AD) were observed in .u3B KO. p3B KO showed behavioral arrest followed by severe
generalized tonic clonic convulsion by the first or second kindling stimulation. Correlation
dimension and higher order spectra analysis of AD showed that the brain of the kindling in
the control mice had modestly complex discharge activities with functional interconnection
among the multiple source generators. In contrast, quite complex and random-like discharge
activities and abolishment of interaction among the source generators in .u3BKO point to a
possibly complex pathogenesis. These findings suggest that the epileptogenesis in .u3BKO,
rather than being derived from the acquisition of a kindling engram, might be responsible for
severe brain dysfunction induced by intrinsic and/or genetic factors.
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