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(57)【要約】
　患者におけるＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかん症候群を診断す
る方法であって、患者から得られたサンプル中のＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化を検査し
；そしてもし変化が特定されれば、前記変化を表３に示される変化のいずれか１つと比較
し、さらに、もし前記変化が表３に示される変化のいずれか１つと同一であれば、ＳＭＥ
ＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかん症候群の診断が、表３で規定される相
関に従って行なわれる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下のことを含む、患者におけるＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を含むてん
かん症候群を診断する方法：
　（１）患者から得られたサンプル中のＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化を検査し；そして
　（２）もし変化が特定されれば、前記変化を表３に示される変化のいずれか１つと比較
し、さらに、もし前記変化が表３に示される変化のいずれか１つと同一であれば、前記患
者におけるＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかん症候群の診断が、表
３で規定される相関に従って行なわれる。
【請求項２】
　ＳＣＮ１Ａ変化の存在について検査して変化の種類を特定するための１つまたは複数の
アッセイを行なうことを含む請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　ＤＮＡ配列決定が行なわれる請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　以下のことを含む、請求項１に記載の方法：
　（１）患者のＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化の存在について検査するために１つまたは
複数のアッセイを行い；そして、もし結果がＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化の存在を示す
ならば、
　（２）そのＳＣＮ１Ａ変化の種類を特定するために１つまたは複数のアッセイを行う。
【請求項５】
　ＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化の存在について検査するためにｄＨＰＬＣまたはＳＳＣ
Ｐが行なわれる請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　もし変化が検出されたら、変化の種類を特定するためにＤＮＡ配列決定が行なわれる請
求項５に記載の方法。
【請求項７】
　以下のことを含む、患者におけるＳＭＥＩ，ＳＭＥＢ，原因不明の部分性てんかん（Ｃ
Ｐ）、徴候性全身性てんかん（ＳＧ）、徴候性部分性てんかん（ＳＰ）および未知の病因
を有する脳炎後のてんかん（ＰＥ）からなる群から選択されるてんかんの亜症候群を診断
する方法：
　（１）患者から得られたサンプル中のＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化を検出し；そして
　（２）前記変化を表３に示される変化のいずれか１つと比較し、さらに、もし前記変化
が表３に示される変化のいずれか１つと同一であれば、てんかん亜症候群の診断が、表３
で規定される相関に従って行なわれる。
【請求項８】
　ＳＣＮ１Ａ変化の存在について検査して変化の種類を特定するための１つまたは複数の
アッセイを行なうことを含む請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　ＤＮＡ配列決定が行なわれる請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　以下のことを含む、請求項７に記載の方法：
　（１）患者のＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化の存在について検査するために１つまたは
複数のアッセイを行い；そして、もし結果がＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化の存在を示す
ならば、
　（２）そのＳＣＮ１Ａ変化の種類を特定するために１つまたは複数のアッセイを行う。
【請求項１１】
　ＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化の存在について検査するためにｄＨＰＬＣまたはＳＳＣ
Ｐが行なわれる請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
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　もし変化が検出されたら、変化の種類を特定するためにＤＮＡ配列決定が行なわれる請
求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　以下のことを含む、患者におけるＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を診断する
ための方法：
　（１）患者サンプル中のＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化を検出し；そして
　（２）その変化が、ＳＭＥＩもしくはＳＭＥＩに関係する症候群に関連することが知ら
れているかまたはＳＭＥＩもしくはＳＭＥＩに関係する症候群に関連しないことが知られ
ているかどうかを確認し、あるいは、そのいずれかであることが知られていない場合には
、その変化がＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群に関連する変化であるという可能
性を決定し、
　ＳＭＥＩもしくはＳＭＥＩに関係する症候群に関連することが知られている変化、また
はＳＭＥＩもしくはＳＭＥＩに関係する症候群に関連しないことが知られている変化は、
表３でなされる相関に従って表３に示される変化のいずれか１つから選択される。
【請求項１４】
　変化がＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群に関連することが知られている場合に
はＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群の蓋然性が高いとする診断を確立することを
さらに含む請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　変化がＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群に関連しないことが知られている場合
にはＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群の蓋然性が低いとする診断を確立すること
をさらに含む請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　変化がＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群に関連する変化である可能性が以下の
ことによって確立される請求項１３に記載の方法：
　（１）親および／または親類についての遺伝的データを考慮し；そして
　（２）変化がデノボ変化であるかまたは遺伝性のものかどうかを確立する。
【請求項１７】
　変化がＳＣＮ１Ａタンパク質に対する大きな妨害を生ずるかどうかを確立することをさ
らに含む請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　変化が短縮突然変異である請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　遺伝的突然変異の場合にはＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群の蓋然性が低いと
し、デノボ突然変異の場合にはＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群の蓋然性が高い
とし、デノボ突然変異がＳＣＮ１Ａタンパク質に対する大きな妨害を生ずる場合にはＳＭ
ＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群の蓋然性が極めて高いとする診断を確立することを
含む請求項１３に記載の方法。
【請求項２０】
　ＳＣＮ１Ａの変化の存在について検査し、かつ、その変化の種類を特定するために１つ
または複数のアッセイを行うことを含む請求項１３～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　以下のことを含む、請求項１３～１９のいずれか一項に記載の方法：
　（１）患者のＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化の存在について検査するために１つまたは
複数のアッセイを行い；そして、結果がＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化の存在を示すなら
ば、
　（２）そのＳＣＮ１Ａ変化の種類を特定するために１つまたは複数のアッセイを行う。
【請求項２２】
　ＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化の存在について検査するためにｄＨＰＬＣまたはＳＳＣ
Ｐが行なわれる請求項２１に記載の方法。
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【請求項２３】
　もし変化が検出されたら、変化の種類を特定するためにＤＮＡ配列決定が行なわれる請
求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　以下のことを含む、ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を有する疑いがある患者
のための適切な処置を決定する方法：
　（１）請求項１～２３のいずれか一項に記載の方法の一つ以上を行い；そして
　（２）達成された診断を、ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を有する患者につ
いての既知の徴候および逆の徴候と相関させる。
【請求項２５】
　以下のことを含む、薬物処置およびワクチン摂種を含むＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係
する症候群を有する疑いがある患者の処置から逆の結果が生ずる可能性を決定する方法：
　（１）請求項１～２３のいずれか一項に記載の方法の一つ以上を行い；そして
　（２）達成された診断を、ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を有する患者につ
いての既知の徴候および逆の徴候と相関させる。
【請求項２６】
　哺乳動物の電位依存性ナトリウムチャネルの変化したＳＣＮ１Ａサブユニットをコード
する単離された核酸分子であって、前記変化はＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群
の表現型を生じさせ、前記核酸分子は表３に規定されるような変化を含む単離された核酸
分子。
【請求項２７】
　前記核酸分子は配列番号１～配列番号３３のいずれか１つに規定される配列を有する請
求項２６に記載の単離された核酸分子。
【請求項２８】
　哺乳動物の電位依存性ナトリウムチャネルの変化したＳＣＮ１Ａサブユニットをコード
する単離された核酸分子であって、前記変化はＳＭＥＩではないかまたはＳＭＥＩに関係
する症候群ではないてんかん表現型を生じさせ、前記核酸分子は表３に規定されるような
変化を含む単離された核酸分子。
【請求項２９】
　前記核酸分子は配列番号３４～配列番号４１のいずれか１つに規定される配列を有する
請求項２８に記載の単離された核酸分子。
【請求項３０】
　配列番号１～配列番号４１のいずれか１つに規定されるヌクレオチド配列を含む単離さ
れた核酸分子。
【請求項３１】
　配列番号１～配列番号４１のいずれか１つに規定されるヌクレオチド配列からなる単離
された核酸分子。
【請求項３２】
　請求項２６～３１のいずれか一項に記載の核酸分子を含む発現ベクター。
【請求項３３】
　請求項２６～３１のいずれか一項に記載の核酸分子を含む細胞。
【請求項３４】
　請求項２６～３１のいずれか一項に記載の核酸分子を含む遺伝的に改変された非ヒト動
物。
【請求項３５】
　動物が、ラット、マウス、ハムスター、モルモット、ウサギ、イヌ、ネコ、ヤギ、ヒツ
ジ、ブタ並びにサルおよびチンパンジーの如き非ヒト霊長類からなる群から選択される請
求項３４に記載の遺伝的に改変された非ヒト動物。
【請求項３６】
　哺乳動物の電位依存性ナトリウムチャネルの変化したＳＣＮ１Ａサブユニットである単
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離されたポリペプチドであって、前記変化はＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群の
表現型を生じさせ、前記ポリペプチドは表３に規定されるような変化を含む単離されたポ
リペプチド。
【請求項３７】
　前記ポリペプチドは、配列番号４２～配列番号６７のいずれか１つに規定される配列を
有する請求項３６に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項３８】
　哺乳動物の電位依存性ナトリウムチャネルの変化したＳＣＮ１Ａサブユニットである単
離されたポリペプチドであって、前記変化はＳＭＥＩではないかまたはＳＭＥＩに関係す
る症候群ではないてんかんの表現型を生じさせ、前記ポリペプチドは表３に規定されるよ
うな変化を含む単離されたポリペプチド。
【請求項３９】
　前記ポリペプチドは配列番号６８～配列番号７４のいずれか１つに規定される配列を有
する請求項３８に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項４０】
　配列番号４２～配列番号７４のいずれか１つに規定されるアミノ酸配列を含む単離され
たポリペプチド。
【請求項４１】
　配列番号４２～配列番号７４のいずれかに１つに規定されるアミノ酸配列からなる単離
されたポリペプチド。
【請求項４２】
　請求項３６～４１のいずれか一項に記載のＳＣＮ１Ａサブユニットを組み入れるナトリ
ウムチャネル。
【請求項４３】
　以下のことを含むポリペプチドの調製方法：
　（１）請求項３３に記載の細胞をポリペプチド産生のために効果的な条件下で培養し；
そして
　（２）ポリペプチドを集める。
【請求項４４】
　請求項４３の方法によって調製されるポリペプチド。
【請求項４５】
　請求項３６～４１または４４のいずれか一項に記載のポリペプチドと、または請求項４
２に記載のナトリウムチャネルと特異的に結合するが、野生型ナトリウムチャネルとは特
異的に結合しない抗体。
【請求項４６】
　モノクローナル抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体またはＦａｂフラグメント、（Ｆａｂ′
）２フラグメント、Ｆｖフラグメント、単鎖抗体及び単一ドメイン抗体を含む抗体フラグ
メントからなる群から選択される請求項４５に記載の抗体。
【請求項４７】
　ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかんの症候群を診断するための請
求項２６～３１のいずれか一項に記載の核酸分子の使用方法。
【請求項４８】
　ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかんの症候群を診断するための請
求項３６～４１または４４のいずれか一項に記載のポリペプチドの使用方法。
【請求項４９】
　ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかんの症候群を診断するための請
求項４５または４６に記載の抗体の使用方法。
【請求項５０】
　候補医薬品化合物をスクリーニングするための請求項２６～３１のいずれか一項に記載
の核酸分子の使用方法。
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【請求項５１】
　候補医薬品化合物をスクリーニングするための請求項３６～４１または４４のいずれか
一項に記載のポリペプチド、請求項４２に記載のナトリウムチャネル、または請求項４５
もしくは４６に記載の抗体の使用方法。
【請求項５２】
　候補医薬品化合物をスクリーニングするための請求項３４もしくは３５に記載の遺伝的
に改変された非ヒト動物または請求項３３に記載の細胞の使用方法。
【請求項５３】
　患者におけるＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかんを処置する方法
であって、請求項３６～４１もしくは４４のいずれか一項に記載のポリペプチドまたは請
求項４２に記載のナトリウムチャネルの選択的なアンタゴニスト、アゴニストもしくは調
節剤を前記患者に投与することを含む方法。
【請求項５４】
　ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかんの処置のための医薬の製造に
おける請求項３６～４１もしくは４４のいずれか一項に記載のポリペプチドまたは請求項
４２に記載のナトリウムチャネルの選択的なアンタゴニスト、アゴニストもしくは調節剤
の使用方法。
【請求項５５】
　患者におけるＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかんを処置する方法
であって、請求項２６～３１のいずれか一項に記載された核酸分子の相補体（アンチセン
ス）である単離された核酸分子であってかつ変化されたＳＣＮ１Ａタンパク質をコードす
るｍＲＮＡとハイブリダイズするＲＮＡ分子をコードする単離された核酸分子を前記患者
に投与することを含む方法。
【請求項５６】
　ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかんの処置のための医薬の製造に
おける、請求項２６～３１のいずれか一項に記載された核酸分子の相補体（アンチセンス
）である単離された核酸分子であってかつ変化されたＳＣＮ１Ａポリペプチドをコードす
るｍＲＮＡとハイブリダイズするＲＮＡ分子をコードする単離された核酸分子の使用方法
。
【請求項５７】
　請求項４５または４６に記載の抗体を投与することを含む、ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに
関係する症候群を含むてんかんを処置する方法。
【請求項５８】
　ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかんの処置のための医薬の製造に
おける請求項４５または４６に記載の抗体の使用方法。
【請求項５９】
　患者におけるＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかんを処置する方法
であって、請求項４５もしくは４６に記載の抗体を投与すること、請求項３６～４１もし
くは４４のいずれか一項に記載のポリペプチドまたは請求項４２に記載のナトリウムチャ
ネルのアゴニスト、アンダゴニストまたは調節剤を投与すること、または請求項２６～３
１のいずれか一項に記載の核酸分子の相補体であるＤＮＡ分子であってかつ変化されたＳ
ＣＮ１Ａタンパク質をコードするｍＲＮＡとハイブリダイズするＲＮＡ分子をコードする
ＤＮＡ分子を投与することを、野生型ＳＣＮ１Ａの投与と組み合わせて、前記患者に対し
て行なうことを含む方法。
【請求項６０】
　ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかんの処置のための医薬の製造に
おける、請求項４５もしくは４６に記載の抗体、請求項３６～４１もしくは４４のいずれ
か一項に記載のポリペプチドまたは請求項４２に記載のナトリウムチャネルのアゴニスト
、アンダゴニストまたは調節剤、または請求項２６～３１のいずれか一項に記載の核酸分
子の相補体であるＤＮＡ分子であってかつ変化されたＳＣＮ１Ａタンパク質をコードする
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ｍＲＮＡとハイブリダイズするＲＮＡ分子をコードするＤＮＡ分子の、野生型ＳＣＮ１Ａ
の使用と組み合わせた使用方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、てんかん（特に、乳児重症ミオクロニーてんかん（ＳＭＥＩ））およびてん
かんに関係する症候群の診断および処置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　てんかんは、人口の約３％がその生涯においていつか冒される脳障害の多様な集まりを
構成する（Ａｎｎｅｇｅｒｓ、１９９６）。てんかん発作は、中枢神経系における様々な
ニューロン集団の乱れた発火によって引き起こされる行動での一時的な変化として定義す
ることができる。これにより、様々な程度の不随意筋の収縮がもたらされ、そして、多く
の場合には意識消失がもたらされる。てんかん症候群は、特徴的な症状、発作のタイプ、
原因、発症年齢およびＥＥＧパターンに基づいて４０以上の異なったタイプに分類されて
いる（国際抗てんかん連盟分類・用語委員会、１９８９）。しかしながら、すべての症候
群に共通するただ１つの特徴は、発作として時々および予測不能の両方で表されるニュー
ロン興奮性における持続した増大である。
【０００３】
　てんかんの病因に対する遺伝的寄与が罹患者の約４０％に存在することが推定されてい
る（Ｇａｒｄｉｎｅｒ、２０００）。てんかん性発作は、ニューロンの同期性を最終的に
は乱す数多くの分子的異常の終点であり得るため、てんかんに対する遺伝的基礎は一様で
ない可能性がある。てんかんを表現型の一部として含む、２００を越えるメンデル疾患が
存在する。これらの疾患において、発作は、脳の構造または機能における乱れなどの根本
的な神経学的関与の徴候を示す。対照的に、数多くの「純粋な」てんかん症候群もまた存
在し、この場合、てんかんは罹患者における唯一の症状発現である。これらは特発性と呼
ばれ、全てんかん症例の６０％以上を占める。
【０００４】
　特発性てんかんは部分性サブタイプおよび全身性サブタイプにさらに分けられている。
部分性（焦点性または局所性）のてんかん性ひきつけが限局的な皮質放電から生じ、その
結果、特定の筋肉群のみが関与し、意識は保持され得る（Ｓｕｔｔｏｎ、１９９０）。し
かしながら、全身性てんかんでは、ＥＥＧ放電は、脳のすべての皮質下領域が関与するよ
うに、病巣を何ら示さない。全身性てんかんは高頻度に遺伝するという観測結果は理解で
きるが、遺伝的欠陥（おそらくは脳において構成的に発現していると考えられる）が部分
性発作を生じさせる機構はあまり明らかではない。
【０００５】
　特発性全身性てんかん（ＩＧＥ）は、遺伝するヒトてんかんの最も一般的な一群である
が、単純な遺伝ではない。現在、ＩＧＥの２つの幅広い群が知られている：古典的な特発
性全身性てんかん（国際抗てんかん連盟分類・用語委員会、１９８９）、および、新しく
認められた、熱性発作プラスを伴う全身性てんかん（ＧＥＦＳ＋）の遺伝的症候群（Ｓｃ
ｈｅｆｆｅｒおよびＢｅｒｋｏｖｉｃ、１９９７；Ｓｉｎｇｈ他、１９９９）。
【０００６】
　古典的ＩＧＥは、臨床的に認識され得るが、重なる数多くの亜症候群に分けられ、これ
らには、小児期欠神てんかん、若年性欠神てんかん、若年性ミオクロニーてんかんなどが
含まれる（国際抗てんかん連盟分類・用語委員会、１９８９；Ｒｏｇｅｒ他、１９９２）
。これらの亜症候群は発症年齢および発作タイプのパターン（欠神、ミオクローヌスおよ
び強直間代性）によって特定される。一部の患者（特に、強直間代性発作だけを有する患
者）は、具体的に認識されている亜症候群に合わない。これらを別個の症候群（神経生物
学的連続の一部であるとはまだ認められていない）と見なすための議論が以前から提示さ
れている（Ｂｅｒｋｏｖｉｃ他、１９８７；１９９４；ＲｅｕｔｅｎｓおよびＢｅｒｋｏ
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ｖｉｃ、１９９５）。
【０００７】
　ＧＥＦＳ＋は、最初は大きな多世代家系を通して認識されていたものであり、様々な亜
症候群を含む。熱性発作プラス（ＦＳ＋）は、子供が、３ヶ月～６歳の年齢範囲から外れ
た年齢で発生する熱性発作を有するか、または、関連した熱性の強直間代性発作を有する
亜症候群である。多くの家族メンバーが、古典的な熱性痙攣症候群から区別できない表現
型を有し、一部は、さらなる欠神発作、筋間代性発作、無緊張性発作または複雑部分発作
を伴うＦＳ＋を有する。ＧＥＦＳ＋スペクトルの重篤な結末には、ミオクロニー失立てん
かんが含まれる。
【０００８】
　ＧＥＦＳ＋家系において、主要な常染色体優性遺伝子の臨床的証拠を有する希な多世代
の大きな家系についての連鎖分析により、染色体１９ｑおよび染色体２ｑにおける遺伝子
座が明らかにされている。１９ｑおよび２ｑのＧＥＦＳ＋遺伝子座の両方が、独立して突
き止められた大きな家系において確認されており、また、遺伝的欠陥が同定されている。
１９ｑに関連づけられる家系が知られており、ニューロンナトリウムチャネルのβ１サブ
ユニット（ＳＣＮ１Ｂ）に対する遺伝子における変異が同定されている（Ｗａｌｌａｃｅ
他、１９９８）。この変異はこの調節サブユニットの非常に重要なジスルフィド架橋の喪
失をもたらし、インビトロでの機能の喪失を引き起こしている。２ｑに関連づけられる家
系もまた知られており、ニューロンナトリウムチャネルの細孔形成αサブユニット（ＳＣ
Ｎ１Ａ）における変異が同定されている（ＰＣＴ／ＡＵ０１／０１６４８；Ｅｓｃａｙｇ
他、２０００）。
【０００９】
　乳児重症ミオクロニーてんかん（ＳＭＥＩ）は、全身性発作および焦点性（部分性）発
作の両方として発現するてんかん性症候群として分類される（国際抗てんかん連盟分類・
用語委員会、１９８９）。ＳＭＥＩは、生後１年のうちに、長期にわたる熱性および無熱
性の半間代性（ｈｅｍｉｃｌｏｎｉｃ）発作および全身性発作を伴って始まる。１歳～４
歳の間で、筋間代性発作、欠神発作および無緊張性発作を含む他の発作タイプを発症する
。神経学的発達は、乳児期は正常であるが、２年後以降、徐々に遅くなる。てんかんおよ
び／または熱性発作の家族歴がＳＭＥＩ患者に見出されることが多く、最近の研究では、
家族メンバーが、ＧＥＦＳ＋スペクトルと一致するてんかん表現型を有することが示され
ている（Ｓｉｎｇｈ他、２００１；Ｖｅｇｇｉｏｔｔｉ、２００１）。臨床的観点から、
ＧＥＦＳ＋およびＳＭＥＩは、発熱に関連する発作を伴うため、ナトリウムチャネル遺伝
子が、ＳＭＥＩ罹患者における変異に対する標的であり得ると考えられていた。この事実
は後に、ＳＭＥＩ患者におけるＳＣＮ１Ａ遺伝子での変異が同定されたときに確認された
（Ｃｌａｅｓ他、２００１；Ｏｈｍｏｒｉ他、２００２）。これらの変異のそれぞれがデ
ノボであったことは興味深いことであり、これは、著しい数のＳＭＥＩ症例がＧＥＦＳ＋
の家族歴を有するという臨床的経験に基づいて両立させることが難しい事実である。
【００１０】
　最近、ＳＣＮ１Ａ遺伝子は、ＳＭＥＩに関係する症候群であるＳＭＥＢ（境界性ＳＭＥ
Ｉ）及びＩＣＥＧＴＧ（全身性強直間代性発作を伴う難治性小児期てんかん）において同
定されている。ＳＭＥＢを有する患者は、コアＳＭＥＩと同様の臨床特徴を有するサブグ
ループであるが、コアＳＭＥＩについて受け入れられた診断基準と必ずしも一致しない（
国際抗てんかん連盟分類・用語委員会、１９８９）。研究によれば、ＳＭＥＢにおけるＳ
ＣＮ１Ａ変異率は、ＳＭＥＩにおけるよりわずかに低い（Ｍｕｌｌｅｙ他、２００５）。
しかし、ＳＭＥＩと同様、ＳＭＥＢに関連したＳＣＮ１Ａ変異はデノボであるように見え
る。
【００１１】
　ＩＣＥＧＴＧは、いかなる他の発作タイプの非存在に主に基づいてＳＭＥＩから臨床的
に区別されている。ＩＣＥＧＴＧはＳＭＥＢのサブセットとみなされている。しかし、こ
の臨床的区別は明確でない（Ｍｕｌｌｅｙ他、２００５）。
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【００１２】
　ＳＭＥＩおよびＳＭＥＩに関係する症候群の早期診断を助けるための分子的診断検査の
開発は重要である。そのような検査は、ＳＭＥＩおよびＳＭＥＩに関係する症候群に罹患
する可能性がある患者に対する妥当な処置法を導き、また、ワクチン接種または他の原因
により誘導される発熱などの要因の結果としての発作の悪化に対する危険性を予測する。
ＳＭＥＩおよびＳＭＥＩに関係する症候群の分子的基礎を明らかにするための臨床的研究
は、その結果がこれまで一定しておらず、ＳＭＥＩおよびＳＭＥＩに関係する症候群に対
するただ１つの分子的基礎に関しても結論に達していない。これは、特に、ＳＣＮ１Ａ遺
伝子における変化は他のてんかんサブタイプ（例えば乳幼児痙攣およびＧＥＦＳ＋）にも
関与しているためである。本発明者らは、ＳＭＥＩおよびＳＭＥＩに関係する症候群にお
けるそのような予測可能な診断検査の必要性を認識しており、従って、以前の臨床的研究
において認められた制限を克服し、かつ、てんかん患者がＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係
する症候群を有する可能性をＳＣＮ１Ａ遺伝子の分子的分析に基づいて決定する方法を確
立した。
【発明の開示】
【００１３】
　本発明の第１の局面において、患者におけるＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群
を診断するための方法が提供され、この方法は、ＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化を検出す
ること、および、その変化が、ＳＭＥＩもしくはＳＭＥＩに関係する症候群に関連するこ
とが知られているかまたはＳＭＥＩもしくはＳＭＥＩに関係する症候群に関連しないこと
が知られているかどうかを確認すること、あるいは、そのいずれかであることが知られて
いない場合には、その変化がＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群に関連する変化で
あるという可能性を決定することを含む。
【００１４】
　本発明のさらなる局面において、患者におけるＳＭＥＩ，ＳＭＥＢ，原因不明の部分性
てんかん（ＣＰ）、徴候性全身性てんかん（ＳＧ）、徴候性部分性てんかん（ＳＰ）およ
び未知の病因を有する脳炎後のてんかん（ｐｏｓｔｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ）（ＰＥ）
からなる群から選択されるてんかんの亜症候群を診断する方法が提供され、前記方法は以
下のことを含む：
　（１）患者から得られたサンプル中のＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化を検出し；そして
　（２）前記変化を表３に示される変化のいずれか１つと比較する。
　ここで、もし前記変化が表３に示される変化のいずれか１つと同一であれば、てんかん
亜症候群の診断は、表３で規定される相関に従って行なわれる。
【００１５】
　本発明のなおさらなる局面において、患者におけるＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する
症候群を含むてんかん症候群を診断する方法が提供され、前記方法は以下のことを含む：
　（１）患者から得られたサンプル中のＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化を検査し；そして
　（２）もし変化が特定されれば、前記変化を表３に示される変化のいずれか１つと比較
する。
　ここで、もし前記変化が表３に示される変化のいずれか１つと同一であれば、ＳＭＥＩ
またはＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかん症候群の診断は、表３で規定される相関
に従って行なわれる。
【００１６】
　この情報は、患者に対する妥当な処置治療法を開始するために重要である。現在の抗て
んかん薬（ＡＥＤ）処置は一部のてんかん患者において発作を悪化させることがある。こ
れは、増大した発作頻度、増大した発作重篤度、または新しい発作タイプの出現という形
をとることがある。ＳＭＥＩに関して、カルバマゼピン、ガバペンチン、ラモトリギンお
よびビガバトリンが発作を悪化させ得ることが知られており（Ｂｏｕｒｇｅｏｉｓ、２０
０３）、これに対して、バルプロアートはＳＭＥＩ患者にとって有益であることが示され
ている（ＳｃｈｅｆｆｅｒおよびＢｅｒｋｏｖｉｃ、２００３）。従って、本発明の診断
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方法は、ＳＭＥＩを有することが疑われる患者における適切な第一次ＡＥＤ選択を導くこ
とに対する重要な情報を提供する。
【００１７】
　ＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化には、コード領域および非コード領域（例えば、プロモ
ーター、イントロンまたは非翻訳領域など）における欠失、挿入、再配置および点変異を
含む、遺伝子突然変異のすべての形態が包含される。欠失は遺伝子全体または遺伝子の一
部のみである場合があり、これに対して、点変異は、停止コドン、フレームシフトまたは
アミノ酸置換をもたらす場合がある。ＳＣＮ１Ａの調節領域（例えば、プロモーターなど
）において生じる点変異はｍＲＮＡの発現の喪失または低下をもたらすことがあり、ある
いは、適切なｍＲＮＡプロセシングを停止させ、これにより、ｍＲＮＡの安定性または翻
訳効率の低下をもたらすことがある。
【００１８】
　ＳＣＮ１Ａタンパク質に対するより深刻な変化（例えば、短縮タンパク質を生じさせる
フレームシフト変異およびナンセンス変異など）を生じさせる患者におけるＳＣＮ１Ａ変
化の同定は、その患者がＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を有するという可能性
を増大させる。この可能性は、その変化が、患者の親または親類から受け継いでいる変化
ではなく、デノボ変化であることが示され得るならば、あるいは、ＳＣＮ１Ａ遺伝子にお
けるその変化が、ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群と以前から関連している変化
であることが示され得るならば、さらに一層増大する。
【００１９】
　以下の記述および特許請求の範囲では、用語「ＳＭＥＩまたは関係する症候群」または
「ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群」は相互交換可能なように使用される。ＳＭ
ＥＩに関係する症候群は、境界性ＳＭＥＩ（ＳＭＥＢ）および全身性強直間代性発作を有
する難治性小児期てんかん（ＩＣＥＧＴＧ）を含む。
【００２０】
　１つの実施形態において、患者におけるＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を診
断するための方法が提供され、この方法は、ＳＣＮ１Ａの変化の存在について検査し、か
つ、その変化の種類を特定するために１つまたは複数のアッセイを行うことを含む。
【００２１】
　さらなる実施形態において、以下のことを含む、患者におけるＳＭＥＩまたはＳＭＥＩ
に関係する症候群を診断するための方法が提供される：
　（１）患者のＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化の存在について検査するために１つまたは
複数のアッセイを行い；そして、もし結果がＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化の存在を示す
ならば、
　（２）そのＳＣＮ１Ａ変化の種類を特定するために１つまたは複数のアッセイを行う。
【００２２】
　ＳＣＮ１Ａの変化の存在について検査するために使用することができる数多くのアッセ
イシステムが存在し、従って、本発明は、下記に示される実施例によって限定されない。
【００２３】
　１つの実施形態において、用いられるアッセイシステムは、野生型のＳＣＮ１Ａ　ＤＮ
Ａとの比較における、患者サンプルから得られるＳＣＮ１Ａ　ＤＮＡの分析であり得る。
ゲノムＤＮＡを診断分析のために使用することができ、これは身体の細胞（例えば、血液
もしくはほおに存在する細胞など）、組織生検、手術標本または剖検材料（これらに限定
されない）を含む数多くの供給源から得ることができる。ＤＮＡは、診断アッセイのため
に単離し、そのまま使用することができ、または、分析前にポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣ
Ｒ）によって増幅することができる。同様に、ＲＮＡまたはｃＤＮＡもまた、ＰＣＲ増幅
とともに、またはＰＣＲ増幅を伴うことなく使用することができる。また、出生前診断を
、胎児細胞、胎盤細胞または羊水を検査することによって行うことができる。
【００２４】
　特定の実施形態において、ＤＮＡハイブリダイゼーションアッセイを用いることができ
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る。これらは、ＳＣＮ１Ａ遺伝子について特異的な、プローブに基づくアッセイからなり
得る。１つのそのようなアッセイでは、１つまたは複数の制限酵素で消化されたＤＮＡの
一連のサザンブロットを観察することができる。各ブロットは一連の正常者および一連の
患者サンプルを含有し得る。ＳＣＮ１Ａ遺伝子に近い配列またはＳＣＮ１Ａ遺伝子を含む
配列（ＳＣＮ１Ａ遺伝子プローブ）でプローブされたとき、正常なＤＮＡとは長さが異な
るハイブリダイゼーションフラグメントを示すサンプルはＳＣＮ１Ａ変化の可能性を示し
ている。非常に大きい制限フラグメントを生じさせる制限酵素が使用されるならば、パル
スフィールド電気泳動（ＰＦＧＥ）を用いることができる。
【００２５】
　ＳＣＮ１Ａエキソン特異的ハイブリダイゼーションアッセイもまた用いることができる
。プローブに基づくこのタイプのアッセイでは、ＳＣＮ１Ａ遺伝子のエキソンに対してそ
の野生型形態で特異的かつ選択的にハイブリダイゼーションする少なくとも１つのプロー
ブが利用される。従って、核酸プローブを含有する二重鎖核酸ハイブリッドの形成がない
ことは、ＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化の存在を示している。プローブに基づく検査は特
異性が高いため、何らかの陰性の結果はＳＣＮ１Ａ変化の存在を非常に示している。しか
しながら、さらなる調査アッセイを用いて、変化の種類を特定して、その変化がＳＭＥＩ
またはＳＭＥＩに関係する症候群に関連する変化である可能性を決定しなければならない
。
【００２６】
　ＳＣＮ１Ａエキソン特異的アッセイ法はまた、ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候
群の原因である以前に明らかにされたＳＣＮ１Ａ変化を同定するために適合化することが
できる。この局面では、その変化した形態でのＳＣＮ１Ａ遺伝子と特異的かつ選択的にハ
イブリダイゼーションするプローブが使用される（対立遺伝子特異的プローブ）。この場
合、核酸プローブを含有する二重鎖核酸ハイブリッドの形成はＳＣＮ１Ａ遺伝子における
変化の存在を示している。エキソン特異的アッセイ法の各変形では、ＳＭＥＩまたはＳＭ
ＥＩに関係する症候群との関連がないＳＣＮ１Ａ遺伝子における既知の多型を考慮に入れ
ることは重要である。二次アッセイ（例えば、ＤＮＡ配列決定など）を、何らかの疑われ
る変化が既知の多型でないことを確実にするために続いて用いなければならない。
【００２７】
　上記アッセイのそれぞれのために使用されるＳＣＮ１Ａエキソン特異的プローブは、（
１）各エキソンに隣接するイントロン特異的プライマーを使用するＳＣＮ１Ａ遺伝子の各
エキソンのＰＣＲ増幅、（２）各エキソンについて特異的なｃＤＮＡプローブ、または（
３）ＳＣＮ１Ａエキソンをまとめて表す一連のオリゴヌクレオチドに由来し得る。
【００２８】
　さらなる実施形態においては、ヘテロ二重鎖の形成を分析するためのアッセイを用いる
ことができる。変性させた野生型ＳＣＮ１Ａ　ＤＮＡを患者由来のＤＮＡサンプルと混合
することによって、これら２つのサンプルの間でのＳＣＮ１Ａ配列における何らかの配列
変化は、ヘテロ二重鎖およびホモ二重鎖の混合集団の形成をＤＮＡの再アニーリングのと
きにもたらす。この混合集団の分析は、部分的変性温度のもとで行われる高速液体クロマ
トグラフィー（ＨＰＬＣ）のような技術の使用によって達成することができる。この様式
では、ヘテロ二重鎖が、その低下した融解温度のために、ホモ二重鎖よりも早くＨＰＬＣ
カラムから溶出する。
【００２９】
　さらなる実施形態において、患者サンプルは電気泳動に基づくアッセイに供することが
できる。例えば、ＳＣＮ１Ａフラグメントの長さの違いを決定する電気泳動アッセイを用
いることができる。各患者のゲノムＤＮＡのフラグメントが、ＳＣＮ１Ａ遺伝子のイント
ロン特異的プライマーを用いて増幅される。従って、ＳＣＮ１Ａ遺伝子の増幅された領域
は、目的のエキソン、エキソン／イントロンの境界におけるスプライス部位接合、および
増幅産物のいずれかの末端におけるイントロンの短い一部分を含む。増幅産物は電気泳動
のサイズ分離ゲルにおいて泳動することができ、増幅フラグメントの長さが、挿入変異ま
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たは欠失変異が患者サンプルにおいて見出されるかどうかを明らかにするために、野生型
遺伝子に由来する既知および予測される標準長さと比較される。この手順は「多重化」形
式において都合よく使用することができ、この場合、複数のエキソン（一般には２個～８
個）に対するプライマーが同時に増幅され、１つの電気泳動ゲルにおいて同時に評価され
る。これは、各エキソンに対するプライマーを慎重に選択することによって可能になる。
各エキソンに広がる増幅フラグメントは、異なるサイズであるように設計され、従って、
電気泳動／サイズ分離ゲルにおいて識別可能である。この技術の使用は、正常型および変
異型の両方の対立遺伝子をヘテロ接合個体において検出するという利点を有する。また、
多重化の使用により、この技術は非常に費用効果的であり得る。
【００３０】
　さらなる方法において、ＳＭＥＩの原因である以前に同定されたＳＣＮ１Ａ変化を検出
するための診断的電気泳動アッセイでは、ＳＣＮ１Ａ遺伝子の変化したエキソンに特異的
に結合するＰＣＲプライマーを利用することができる。この場合、プライマーのハイブリ
ダイゼーションが生じたときのみ、生成物が電気泳動ゲルにおいて観測される。従って、
増幅産物の出現は、変化が存在することを示すものであり、これに対して、増幅産物の長
さは、さらなる変化が存在することを示し得る。
【００３１】
　さらなる電気泳動アッセイを用いることができる。これらには、一本鎖高次構造多型（
ＳＳＣＰ）法（Ｏｒｉｔａ他、１９８９）が含まれ得る。上記で述べられたように、各患
者のゲノムＤＮＡのフラグメントが、ＳＣＮ１Ａ遺伝子のイントロン特異的プライマーを
用いてＰＣＲ増幅され、その結果、ＳＣＮ１Ａ遺伝子の個々のエキソンが増幅され、かつ
個々に分析され得るようになる。その後、エキソン特異的なＰＣＲ産物は非変性ポリアク
リルアミドゲルでの電気泳動に供され、その結果、ＤＮＡフラグメントが、その配列組成
により決定されるようなその立体配座に基づいてゲル中を移動するようになる。野生型の
ＳＣＮ１Ａ配列とは配列が異なるＳＣＮ１Ａエキソン特異的フラグメントは、異なる二次
構造立体配座を有し、従って、ゲル中を異なるように移動する。患者サンプルにおける異
常に移動するＰＣＲ産物は、ＳＣＮ１Ａエキソンにおける変化の存在を示しており、変化
の種類を特定するために、さらには、ＤＮＡ配列決定などの二次アッセイで分析しなけれ
ばならない。
【００３２】
　用いることができるさらなる電気泳動アッセイには、ＲＮａｓｅ保護アッセイ（Ｆｉｎ
ｋｅｌｓｔｅｉｎ他、１９９０；Ｋｉｎｓｚｌｅｒ他、１９９１）および変性勾配ゲル電
気泳動（ＤＧＧＥ）（Ｗａｒｔｅｌｌ他、１９９０；Ｓｈｅｆｆｉｅｌｄ他、１９８９）
が含まれる。ＲＮａｓｅ保護では、変異型ポリヌクレオチドを２つ以上のより小さいフラ
グメントに切断することが伴い、これに対して、ＤＧＧＥでは、野生型配列と比較される
変異型配列の移動速度の違いが、変性勾配ゲルを使用して検出される。
【００３３】
　ＲＮａｓｅ保護アッセイにおいては、ヒト野生型ＳＣＮ１Ａ遺伝子をコードする配列に
対して相補的である標識されたリボプローブが、患者から単離されたｍＲＮＡまたはＤＮ
Ａのいずれかとハイブリダイゼーションさせられ、続いて、二重鎖ＲＮＡ構造におけるい
くつかのミスマッチを検出することができる酵素ＲＮａｓｅＡで消化される。ミスマッチ
がＲＮａｓｅＡによって検出される場合、ＲＮａｓｅＡはミスマッチの部位において切断
する。従って、アニーリングされたＲＮＡ調製物が電気泳動ゲルマトリックスで分離され
るとき、ミスマッチがＲＮａｓｅＡによって検出されて切断されたならば、リボプローブ
およびｍＲＮＡまたはＤＮＡについて全長の二重鎖ＲＮＡよりも小さいＲＮＡ産物が認め
られる。リボプローブはＳＣＮ１ＡのｍＲＮＡまたは遺伝子の全長である必要はなく、い
ずれかのセグメントであり得る。リボプローブがＳＣＮ１ＡのｍＲＮＡまたは遺伝子のセ
グメントのみを含む場合、数多くのこれらのプローブを使用して、ｍＲＮＡ配列全体をミ
スマッチについてスクリーニングすることが望ましい。
【００３４】
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　さらなる実施形態において、酵素に基づくアッセイ（ＴａｙｌｏｒおよびＤｅｅｂｌｅ
、１９９９）を診断適用において使用することができる。そのようなアッセイでは、Ｓ１
ヌクレアーゼ、リボヌクレアーゼ、Ｔ４エンドヌクレアーゼＶＩＩ、ＭｕｔＳ（Ｍｏｄｒ
ｉｃｈ、１９９１）、ＣｌｅａｖａｓｅおよびＭｕｔＹの使用が含まれる。ＭｕｔＳアッ
セイにおいて、タンパク質は、変異型配列と野生型配列との間におけるヘテロ二重鎖にお
いてヌクレオチドミスマッチを含有する配列に対してのみ結合する。
【００３５】
　アッセイが、ＳＣＮ１Ａタンパク質に基づくことになる場合、様々な方法が可能である
。例えば、診断を、正常なＳＣＮ１Ａタンパク質および患者サンプルから単離されたＳＣ
Ｎ１Ａタンパク質の電気泳動移動度の差をモニターすることによって達成することができ
る。そのような方法は、電荷置換が存在する変化、または、挿入、欠失もしくは置換が、
生じたタンパク質の電気泳動移動における著しい変化をもたらしている変化を特定する際
には特に有用である。あるいは、診断は、正常なタンパク質および変化したタンパク質の
タンパク質分解的切断パターンにおける差、または様々なアミノ酸残基のモル比における
差に基づくことができ、あるいは、遺伝子産物の変化した機能を明らかにする機能的アッ
セイによって行うことができる。
【００３６】
　ＳＣＮ１Ａタンパク質に基づくさらなるアッセイには免疫アッセイが含まれる。ＳＣＮ
１Ａ遺伝子産物に対する免疫アッセイは現在知られていない。しかしながら、免疫アッセ
イは、特定の遺伝子産物に対する抗体を惹起させるための様々な手順が文献（例えば、米
国特許第４１７２１２４号および同第４４７４８９３号；これらは参考として本明細書中
に組み込まれる）に詳しく記載されるため、アッセイの選択に含められる。共通する変異
部位から離れている遺伝子産物の一部分に結合し、その結果、同じ抗体が変異型タンパク
質および正常なタンパク質の両方に結合するような抗体が通常、惹起される。本発明にお
いて使用される好ましい抗体は、その改善された予測性および特異性のためにモノクロー
ナル抗体である。しかしながら、所望する高レベルの特異性を有する本質的には任意の抗
体を使用することができること、および、高い感度を達成するための最適化が必要でない
ことが理解される。
【００３７】
　ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群に関与するＳＣＮ１Ａにおける新規な変化の
診断的検出のためには、タンパク質のカルボキシ末端に対して惹起された抗体が好ましい
。ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群に関与することが以前に同定されているＳＣ
Ｎ１Ａ変化の診断的検出のためには、欠陥遺伝子産物に対して惹起された抗体が好ましい
。抗体は、免疫学的反応が生じ得る条件のもとで患者サンプルの一部に加えられ、その後
、サンプルは、そのような反応が生じたかどうかを見るために評価される。この評価を行
うための特定の方法は重要ではなく、そのような方法には、米国特許第４０１６０４３号
（これは参考として本明細書中に組み込まれる）に記載される酵素結合免疫吸着アッセイ
（ＥＬＩＳＡ）；蛍光生成性の酵素基質（例えば、４－メチルウンベリフェリル－β－ガ
ラクトシドなど）が発色性基質の代わりに使用されることを除いて、ＥＬＩＳＡに類似す
る蛍光酵素免疫アッセイ（ＦＥＩＡまたはＥＬＦＡ）；および放射免疫アッセイ（ＲＩＡ
）が含まれる。
【００３８】
　用いることができる最も確定的な診断アッセイはＤＮＡ配列決定であり、究極的には、
行われることが必要とされる唯一のアッセイであり得る。ＳＣＮ１Ａ　ＤＮＡの野生型配
列と検査患者のＳＣＮ１Ａ配列との比較は高い特異性および高い感度の両方をもたらす。
用いられる一般的な方法論では、目的とするＤＮＡフラグメントを患者のＤＮＡから（例
えば、ＰＣＲを用いて）増幅すること；増幅されたＤＮＡを、増幅プライマーと同じまた
は異なり得る配列決定用プライマーと混合すること；通常のヌクレオチド（Ａ、Ｃ、Ｇお
よびＴ）、および、取り込まれると、プライマーのさらなる伸長を妨げる鎖停止用ヌクレ
オチド（例えば、ジデオキシヌクレオチドなど）の存在下で配列決定用プライマーを伸長
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すること；および、得られた伸長フラグメントの長さについて生成物を分析することを伴
う。そのような方法は、Ｓａｎｇｅｒ他（１９７７）によって開示された最初のジデオキ
シ配列決定法に基づいており、本発明において有用である一方で、最終アッセイはそのよ
うな方法に限定されない。例えば、目的とする遺伝子の配列またはその一部分を決定する
ための他の方法もまた用いることができる。代わりの方法には、ＭａｘａｍおよびＧｉｌ
ｂｅｒｔ（１９７７）によって記載される方法、ならびにジデオキシ法の変法、および鎖
停止用ヌクレオチドに全く依らない方法（例えば、米国特許第４９７１９０３号（これは
参考として本明細書中に組み込まれる）に開示される方法など）が含まれる。野生型ＳＣ
Ｎ１Ａ配列と比較されたとき、検査患者のＳＣＮ１Ａエキソンにおける（良性の多型とは
異なる）何らかの配列の違いは、ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を潜在的に引
き起こす変化を示している。
【００３９】
　本発明のさらなる局面において、患者におけるＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候
群を診断する方法が提供され、この方法は、ＳＣＮ１Ａ変化の存在についての検査を提供
するための１つまたは複数のアッセイと、その変化の種類を特定するための検査を提供す
るための１つまたは複数のアッセイとを含み、その結果、その変化がＳＭＥＩまたはＳＭ
ＥＩに関係する症候群に関連する変化であるという可能性を決定するようにするアッセイ
系を選択する工程を含む。
【００４０】
　ＳＣＮ１Ａの変化についての分析が決定的でないさらなる局面において、ＳＣＮ２Ａの
分析がＳＣＮ１Ａの分析と同様の態様で行なわれる。
【００４１】
　本発明のさらなる局面において、哺乳動物の電位依存性ナトリウムチャネルの変化した
ＳＣＮ１Ａサブユニットをコードする単離された核酸分子であって、前記変化は表３に示
される変化の１つである核酸分子が提供される。
【００４２】
　本発明のなおさらなる局面において、哺乳動物の電位依存性ナトリウムチャネルの変化
したＳＣＮ１Ａサブユニットである単離されたポリペプチドであって、表３に規定される
アミノ酸変化の１つを有するポリペプチドが提供される。
【００４３】
　本発明の適用は、ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群であると最初に診断された
個体においてＳＣＮ１Ａ遺伝子における数多くの変異の同定をもたらしている。このこと
は、個体がＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群に罹患しているかもしれないという
可能性を提供することにおける診断アッセイの有用性を明らかにしている。
【００４４】
　本発明のさらなる局面によれば、哺乳動物の電位依存性ナトリウムチャネルの変化した
ＳＣＮ１Ａサブユニットをコードする単離された核酸分子が提供され、この場合、前記変
化はＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を生じさせ、前記核酸分子は表３に特定さ
れるような変化を含む。
【００４５】
　本発明のさらなる局面によれば、哺乳動物の電位依存性ナトリウムチャネルの変化した
ＳＣＮ１Ａサブユニットをコードする単離された核酸分子が提供され、この場合、前記変
化はＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を生じさせ、前記核酸分子は配列番号１～
配列番号３３の１つに規定される配列を有する。
【００４６】
　本発明のさらなる局面において、哺乳動物の電位依存性ナトリウムチャネルの変化した
ＳＣＮ１Ａサブユニットである単離されたポリペプチドが提供され、この場合、前記変化
はＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を生じさせ、前記ポリペプチドは、表３に特
定されるような変化を含む。
【００４７】



(15) JP 2008-546376 A 2008.12.25

10

20

30

40

50

　本発明のさらなる局面によれば、哺乳動物の電位依存性ナトリウムチャネルの変化した
ＳＣＮ１Ａサブユニットである単離されたポリペプチドが提供され、この場合、前記変化
はＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を生じさせ、前記ポリペプチドは、配列番号
４２～配列番号６７の１つに規定されるアミノ酸配列を有する。
【００４８】
　ＳＣＮ１Ａ遺伝子におけるさらなる変化が本研究の期間中に同定された。これらの変化
は、臨床的診断に基づいてＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群に罹患していること
が疑われていない個体において同定された。
【００４９】
　従って、本発明のさらなる局面において、哺乳動物の電位依存性ナトリウムチャネルの
変化したＳＣＮ１Ａサブユニットをコードする単離された核酸分子が提供され、この場合
、前記変化はＳＭＥＩではないかまたはＳＭＥＩに関係する症候群ではないてんかん表現
型を生じさせ、前記核酸分子は表３に規定されるような変化を含む。
【００５０】
　本発明のさらなる局面によれば、哺乳動物の電位依存性ナトリウムチャネルの変化した
ＳＣＮ１Ａサブユニットをコードする単離された核酸分子が提供され、この場合、前記変
化はＳＭＥＩではないかまたはＳＭＥＩに関係する症候群ではないてんかん表現型を生じ
させ、前記核酸分子は配列番号３４～配列番号４１の１つに規定される配列を有する。
【００５１】
　本発明の別の局面において、配列番号１～配列番号４１のいずれか１つに規定されるヌ
クレオチド配列を含む単離された核酸分子が提供される。
【００５２】
　本発明の別の局面において、配列番号１～配列番号４１のいずれか１つに規定されるヌ
クレオチド配列からなる単離された核酸分子が提供される。
【００５３】
　本発明のなおさらなる局面において、哺乳動物の電位依存性ナトリウムチャネルの変化
したＳＣＮ１Ａサブユニットである単離されたポリペプチドが提供され、この場合、前記
変化はＳＭＥＩではないかまたはＳＭＥＩに関係する症候群ではないてんかんの表現型を
生じさせ、前記ポリペプチドは、表３に規定されるような変化を含む。
【００５４】
　本発明のさらなる局面によれば、哺乳動物の電位依存性ナトリウムチャネルの変化した
ＳＣＮ１Ａサブユニットである単離されたポリペプチドが提供され、この場合、前記変化
はＳＭＥＩではないかまたはＳＭＥＩに関係する症候群ではないてんかんの表現型を生じ
させ、前記ポリペプチドは、配列番号６８～配列番号７４の１つに規定されるアミノ酸配
列を有する。
【００５５】
　本発明の別の局面において、配列番号４２～配列番号７４のいずれか１つに規定される
アミノ酸配列を含む単離されたポリペプチドが提供される。
【００５６】
　本発明の別の局面において、配列番号４２～配列番号７４のいずれか１つに規定される
アミノ酸配列からなる単離されたポリペプチドが提供される。
【００５７】
　本発明のヌクレオチド配列は、様々な目的のために、この分野で受け入れられている方
法を使用して操作することができる。これらには、遺伝子産物のクローニング、プロセシ
ングおよび／または発現の改変が含まれるが、これらに限定されない。遺伝子フラグメン
トのＰＣＲ再組み立ておよび合成オリゴヌクレオチドの使用は本発明のヌクレオチド配列
の操作を可能にする。例えば、オリゴヌクレオチド媒介による部位特異的変異誘発は、新
しい制限部位を生じさせるさらなる変異、発現パターンを変化させるさらなる変異、およ
びスプライス変化体を産生させるさらなる変異などを導入することができる。
【００５８】
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　遺伝暗号の縮重性の結果として、数多くのポリヌクレオチド配列（いくつかが、何らか
の知られている天然に存在する遺伝子のポリヌクレオチド配列との最小の類似性を有し得
る）がもたらされ得る。従って、本発明は、可能なコドン選択に基づいて組合せを選択す
ることによって作製され得るポリヌクレオチド配列の可能なあらゆる変化体を包含する。
これらの組合せは、本発明のポリヌクレオチド配列に適用されるような標準的なトリプレ
ット遺伝暗号に従って作製され、すべてのそのような変化が、具体的に開示されていると
見なされなければならない。
【００５９】
　本発明の核酸分子は、典型的にはＤＮＡ分子であり、センス鎖およびアンチセンス鎖の
両方で、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、合成された形態、および混合ポリマーを包含し、そし
て、当業者によって理解されるように、化学的または生化学的に修飾することができ、あ
るいは、非天然または誘導体化されたヌクレオチド塩基を含有することができる。そのよ
うな修飾には、標識、メチル化、インターカレーター、アルキル化体、および修飾された
連結が含まれる。場合により、本発明のポリヌクレオチド配列のコドン使用とは実質的に
異なるコドン使用を有するヌクレオチド配列を作製することが好都合であり得る。例えば
、コドンは、特定のコドンがその宿主によって利用される頻度と一致する特定の原核生物
宿主または真核生物宿主におけるペプチドの発現速度を増大させるために選択することが
できる。ヌクレオチド配列を、コードされるアミノ酸配列を変化させることなく変化させ
る他の理由には、天然に存在する変異した配列から産生される転写物よりも望ましい性質
（例えば、そのような転写物よりも大きい半減期など）を有するＲＮＡ転写物を産生させ
ることが含まれる。
【００６０】
　本発明はまた、全体が合成化学による本発明の核酸配列の作製を包含する。合成配列は
、挿入されたコード配列の好適な宿主における転写制御および翻訳制御のための必要なエ
レメントを含有する発現ベクターおよび細胞システムに挿入することができる。これらの
エレメントには、本発明のポリペプチドをコードする配列のより効率的な翻訳を可能にす
る調節配列、プロモーター、５’および３’の非翻訳領域、ならびに特異的な開始シグナ
ル（例えば、ＡＴＧ開始コドンおよびＫｏｚａｋコンセンサス配列など）が含まれ得る。
完全なコード配列（これは開始コドンおよび上流の調節領域を含む）が適切な発現ベクタ
ーに挿入される場合、さらなる制御シグナルを必要としないことがある。しかしながら、
コード配列のみ、またはそのフラグメントが挿入される場合、上記に記載されるような外
因性の翻訳制御シグナルがベクターによって提供されなければならない。そのようなシグ
ナルは、天然および合成の両方で、様々な起源に由来し得る。発現効率は、使用される特
定の宿主細胞システムについて適切なエンハンサーを含めることによって高めることがで
きる（Ｓｃｈａｒｆ他、１９９４）。
【００６１】
　本発明はまた、本明細書中に記載される配列の相補体である核酸分子を包含する。
【００６２】
　本発明は、本発明のポリヌクレオチドまたはその変化体に由来する精製されたポリペプ
チドまたはタンパク質の調製を可能にする。これを行うために、宿主細胞を、上記に記載
されるような新規な核酸分子で形質転換することができる。典型的には、前記宿主細胞は
、本発明によるＤＮＡ分子を含む発現ベクターでトランスフェクションされる。様々な発
現ベクター／宿主システムを、本発明のポリペプチドをコードする配列を含有および発現
するために利用することができる。これらには、微生物、例えば、プラスミドもしくはコ
スミドのＤＮＡ発現ベクターで形質転換された細菌など；酵母発現ベクターで形質転換さ
れた酵母；ウイルス発現ベクター（例えば、バキュロウイルス）を感染させた昆虫細胞シ
ステム；または、マウスもしくは他の動物もしくはヒトの組織細胞システムが含まれるが
、これらに限定されない。哺乳動物細胞もまた、ワクシニアウイルス発現システムを使用
してタンパク質を発現させるために使用することができる。本発明は、用いられる宿主細
胞またはベクターによって限定されない。
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【００６３】
　本発明のポリヌクレオチド配列またはその変化体は、哺乳動物システムにおける組換え
タンパク質の長期間にわたる産生を可能にするための細胞株において安定的に発現させる
ことができる。本発明のポリペプチドをコードする配列は、ウイルスの複製起点および／
または内因性の発現エレメント、および、同じベクターもしくは別個のベクターにおける
選択マーカー遺伝子を含有し得る発現ベクターを使用して細胞株に形質転換することがで
きる。選択マーカーは選択因子に対する抵抗性を付与し、従って、その存在は、導入され
た配列を首尾良く発現する細胞の成長および回収を可能にする。安定的に形質転換された
細胞の抵抗性クローンは、細胞タイプに対して適切な組織培養技術を使用して拡大培養す
ることができる。
【００６４】
　形質転換された細胞により産生されるタンパク質は、使用される配列および／またはベ
クターに依存して、分泌され得るか、または細胞内に保持され得る。当業者によって理解
されるように、タンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有する発現ベクターは、原
核生物または真核生物の細胞膜を通過するタンパク質の分泌を行わせるシグナル配列を含
有するように設計することができる。
【００６５】
　加えて、宿主細胞系統は、挿入された配列の発現を調節するその能力、または、所望さ
れる様式で発現タンパク質をプロセシングするその能力のために選ぶことができる。ポリ
ペプチドのそのような修飾には、アセチル化、グリコシル化、リン酸化およびアシル化が
含まれるが、これらに限定されない。タンパク質の「プレプロ」形態の翻訳後切断もまた
、タンパク質の標的化、折り畳みおよび／または活性を規定するために使用することがで
きる。翻訳後活性のための特定の細胞装置および特徴的な機構を有する異なる宿主細胞（
例えば、ＣＨＯ細胞またはＨｅＬａ細胞）を、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕ
ｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ）から入手することができ、また、外来タンパク
質の正しい修飾およびプロセシングを確実にするために選ぶことができる。
【００６６】
　遺伝子の多量のタンパク質産物が、例えば、抗体製造などのために必要とされる場合、
このタンパク質の高レベルの発現を行わせるベクターを使用することができる（例えば、
Ｔ５またはＴ７の誘導可能なバクテリオファージプロモーターを含有するベクターなど）
。本発明はまた、タンパク質の重要な機能的ドメインを含有する融合タンパク質を作製お
よび単離することにおける、上記に記載される発現システムの使用を包含する。これらの
融合タンパク質は、適切な抗体の作製のためだけでなく、結合研究、構造的および機能的
な研究のために使用される。
【００６７】
　タンパク質を融合タンパク質として発現および精製するために、適切なｃＤＮＡ配列が
、別のペプチド（例えば、グルタチオンスクシニルトランスフェラーゼ）をコードするヌ
クレオチド配列を含有するベクターに挿入される。融合タンパク質は原核生物細胞または
真核生物細胞から発現および回収される。その後、融合タンパク質を、融合ベクター配列
に基づくアフィニティークロマトグラフィーによって精製することができる。その後、所
望するタンパク質が融合タンパク質の酵素切断によって得られる。
【００６８】
　本発明のポリペプチドのフラグメントはまた、固相技術を使用する直接的なペプチド合
成によって製造することができる。自動化された合成を、ＡＢＩ４３１Ａペプチド合成機
（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ）を使用することによって達成することができる。このタン
パク質の様々なフラグメントを別々に合成し、その後、全長の分子を製造するために組み
合わせることができる。
【００６９】
　本発明のさらに別の局面によれば、上記で記載されるような変化したＳＣＮ１Ａタンパ
ク質を取り込む哺乳動物の電位依存性ナトリウムチャネルが提供される。
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【００７０】
　本発明のさらに別の局面によれば、上記で記載されるような核酸分子を含む発現ベクタ
ーが提供される。
【００７１】
　本発明のさらに別の局面によれば、上記で記載されるような核酸分子を含む細胞が提供
される。
【００７２】
　本発明のさらに別の局面によれば、哺乳動物の電位依存性ナトリウムチャネルの変化し
たＳＣＮ１Ａタンパク質であるポリペプチドを調製する方法が提供され、この方法は、
　（１）上記で記載されるような細胞を、ポリペプチド産生のために効果的な条件のもと
で培養する工程、および
　（２）ポリペプチドを集める工程
を含む。
【００７３】
　変異型ＳＣＮ１Ａタンパク質は、細胞によって同時発現されるナトリウムチャンネルの
他のサブユニット（例えば、ＳＣＮ１Ｂタンパク質など）とともに組み立てることができ
、それにより、組み立てられた変化したナトリウムチャネルが集められる。
【００７４】
　本発明のさらに別の局面によれば、上記で記載されたプロセスの生成物であるポリペプ
チドが提供される。
【００７５】
　実質的に精製されたタンパク質またはそのフラグメントは、その後、二次構造および三
次構造を明らかにするためのさらなる生化学的分析において使用することができる。その
ような方法論はこの分野では知られており、これには、本タンパク質、または本タンパク
質を取り込む組み立てられたイオンチャネルの結晶のＸ線結晶学、核磁気共鳴（ＮＭＲ）
による方法が含まれるが、これらに限定されない。構造の決定は、変化したナトリウムチ
ャネルと、全体として、またはチャネルの変化したＳＣＮ１Ａタンパク質との相互作用を
介して相互作用するか（下記の薬物スクリーニングを参照のこと）、あるいは、ナトリウ
ムチャネルタンパク質の全体的な荷電配置または他のタンパク質との電荷相互作用を変化
させるか、あるいは、細胞におけるその機能を変化させるための医薬品の合理的設計を可
能にする。
【００７６】
　ＳＭＥＩおよびＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかんの原因であるＳＣＮ１Ａ遺伝
子における新規な変化を同定することにより、変化したＳＣＮ１Ａタンパク質は、ＳＭＥ
ＩおよびＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかんを処置するための治療的方法を可能に
することが理解される。
【００７７】
　（治療的適用）
　本発明のさらに別の局面によれば、対象におけるＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症
候群を含むてんかんを処置する方法が提供され、この方法は、上記に記載されるようなＳ
ＣＮ１Ａポリペプチドの選択的なアンタゴニストまたはアゴニストまたは調節剤を、対象
に投与することを含む。
【００７８】
　本発明のさらに別の局面によれば、ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を含むて
んかんを処置するための医薬品を製造における、上記に記載されるようなＳＣＮ１Ａポリ
ペプチドの選択的なアンタゴニストまたはアゴニストまたは調節剤の使用方法が提供され
る。
【００７９】
　１つの局面において、好適なアンタゴニストまたはアゴニストまたは調節剤は、本発明
の一部を形成するＳＣＮ１Ａ変化を含有するナトリウムチャネルに野生型の機能を回復さ
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せるか、または、変化した受容体が細胞機能に対して有する影響を無効にする。
【００８０】
　この分野で広く知られている様々な方法を使用して、ＳＭＥＩおよびＳＭＥＩに関係す
る症候群を含むてんかんの原因となっている変化したナトリウムチャネルまたはチャネル
のＳＣＮ１Ａタンパク質は、変化したチャネルまたはチャネルのＳＣＮ１Ａタンパク質に
対して特異的な抗体を作製するために、あるいは、薬学的薬剤のライブラリーをスクリー
ニングして、変化したチャネルまたはチャネルのＳＣＮ１Ａタンパク質と結合する薬剤を
同定するために使用することができる。
【００８１】
　１つの局面において、本発明の変化したナトリウムチャネルまたは変化したＳＣＮ１Ａ
タンパク質に特異的に結合する抗体は、アゴニストまたはアンタゴニストまたは調節剤と
して直接、使用することができ、あるいは、変化したチャネルを発現する細胞または組織
に薬学的薬剤を運ぶための標的化機構または送達機構として間接的に使用することができ
る。
【００８２】
　本発明のさらにさらなる局面において、上記に記載されるようなポリペプチドとの免疫
学的反応性を有するが、野生型のＳＣＮ１ＡチャネルまたはそのＳＣＮ１Ａタンパク質と
の免疫学的反応性を有しない抗体が提供される。
【００８３】
　具体的には、上記に記載されるようなポリペプチドに特異的に結合する抗体、またはＳ
ＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかんの原因となっている、チャネルの
一部を形成するＳＣＮ１Ａタンパク質に変化を含有する組み立てられたナトリウムチャネ
ルに対して特異的に結合する抗体が提供される。そのような抗体には、当業者によって理
解されるように、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、キメラ抗体および単鎖抗体
が含まれ得るが、これらに限定されない。
【００８４】
　抗体を作製するために、ウサギ、ラット、ヤギ、マウスおよびヒトなど含む様々な宿主
を、上記に記載されるようなポリペプチドによる注射によって、あるいは、免疫原的性質
を有するその任意のフラグメントまたはオリゴペプチドによる注射によって免疫化するこ
とができる。様々なアジュバントを、免疫学的応答を増大させるために使用することがで
き、これには、フロイントの鉱物ゲル（例えば、水酸化アルミニウムなど）および界面活
性物質（例えば、リゾレシチンなど）が含まれるが、これらに限定されない。ヒトにおい
て使用されるアジュバントには、ＢＣＧ（カルメット・ゲラン菌）およびコリネバクテリ
ウム・パルブムが含まれる。
【００８５】
　変化したナトリウムチャネルまたはその変化したＳＣＮ１Ａタンパク質に対する抗体を
誘導するために使用されるオリゴペプチド、ペプチドまたはフラグメントは、少なくとも
５個のアミノ酸（より好ましくは少なくとも１０個のアミノ酸）からなるアミノ酸配列を
有することが好ましい。これらのオリゴペプチド、ペプチドまたはフラグメントは、天然
タンパク質のアミノ酸配列の一部と同一であり、かつ、天然に存在する小分子のアミノ酸
配列全体を含有することもまた好ましい。ＳＣＮ１Ａアミノ酸の短い領域を別のタンパク
質（例えば、ＫＬＨなど）の領域と融合することができ、そのようなキメラ分子に対する
抗体を作製することができる。
【００８６】
　変化したナトリウムチャネルまたはその変化したＳＣＮ１Ａタンパク質に対するモノク
ローナル抗体を、培養での連続した細胞株による抗体分子の製造を規定する任意の技術を
使用して調製することができる。これらには、ハイブリドーマ技術、ヒトＢ細胞ハイブリ
ドーマ技術およびＥＢＶハイブリドーマ技術が含まれるが、これらに限定されない（例え
ば、Ｋｏｈｌｅｒ他（１９７５）；Ｋｏｚｂｏｒ他（１９８５）；Ｃｏｔｅ他（１９８３
）；Ｃｏｌｅ他（１９８４）を参照のこと）。



(20) JP 2008-546376 A 2008.12.25

10

20

30

40

50

【００８７】
　作製されたモノクローナル抗体には、マウス由来の抗体、ヒト化抗体、および完全なヒ
ト抗体が含まれ得るが、これらに限定されない。
【００８８】
　抗体はまた、リンパ球集団におけるインビボ産生を誘導することによって、または、免
疫グロブリンライブラリー、もしくは、文献に開示されるような非常に特異的な結合性試
薬のパネルをスクリーニングすることによって作製することができる（例えば、Ｏｒｌａ
ｎｄｉ他（１９８９）；ＷｉｎｔｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ（１９９１）を参照のこと
）。
【００８９】
　変化したナトリウムチャネルまたはその変化したＳＣＮ１Ａタンパク質に対する特異的
な結合部位を含有する抗体フラグメントもまた作製することができる。例えば、そのよう
なフラグメントには、抗体分子のペプシン消化によって作製されるＦ（ａｂ’）２フラグ
メント、および、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントのジスルフィド架橋を還元することによっ
て作製されるＦａｂフラグメントが含まれる。あるいは、Ｆａｂ発現ライブラリーを、所
望する特異性を有するモノクローナルＦａｂフラグメントの迅速かつ容易な同定を可能に
するために構築することができる（例えば、Ｈｕｓｅ他（１９８９）を参照のこと）。
【００９０】
　様々な免疫アッセイを、所望する特異性を有する抗体を同定するためのスクリーニング
のために使用することができる。明らかにされた特異性を有するポリクローナル抗体また
はモノクローナル抗体のいずれかを使用する競合的結合アッセイまたは免疫放射アッセイ
のための無数のプロトコルがこの分野では広く知られている。そのような免疫アッセイは
、典型的には、イオンチャネルとその特異的な抗体との間での複合体形成の測定を伴う。
妨害しない２つのナトリウムチャネルエピトープに対して反応し得る抗体を利用する二部
位モノクローナル型免疫アッセイが好ましいが、競合的結合アッセイもまた用いることが
できる。
【００９１】
　本発明のさらなる局面において、対象におけるＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候
群を含むてんかんを処置する方法が提供され、この方法は、上記に記載される核酸分子の
いずれか１つの相補体（アンチセンス）であり、かつ、本発明の変化したＳＣＮ１Ａをコ
ードするｍＲＮＡとハイブリダイゼーションするＲＮＡ分子をコードする単離された核酸
分子を対象に投与することを含む。
【００９２】
　本発明のさらにさらなる局面において、本発明の核酸分子の相補体（アンチセンス）で
あり、かつ、本発明の変化したＳＣＮ１ＡをコードするｍＲＮＡとハイブリダイゼーショ
ンするＲＮＡ分子をコードする単離された核酸分子の使用方法であって、ＳＭＥＩまたは
ＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかんを処置するための医薬品の製造における使用方
法が提供される。
【００９３】
　典型的には、本発明のポリヌクレオチドの相補体（アンチセンス）を発現するベクター
を、そのような処置を必要としている対象に投与することができる。ベクターを細胞また
は組織に導入するための多くの方法を利用することができ、これらは、インビボ、インビ
トロおよびエクスビボでの使用のために等しく適している。エクスビボ治療の場合、ベク
ターを、患者から採取された幹細胞に導入し、自家移植のためにクローン拡大し、その同
じ患者に戻すことができる。トランスフェクションによる送達、リポソーム注入による送
達、またはポリカチオン性アミノポリマーによる送達を、この分野で広く知られている方
法を使用して達成することができる（例えば、Ｇｏｌｄｍａｎ他（１９９７）を参照のこ
と）。
【００９４】
　さらなるアンチセンス法または遺伝子標的化サイレンシング法は、アンチセンスオリゴ
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ヌクレオチドの使用、アンチセンスＲＮＡの注入、アンチセンスＲＮＡ発現ベクターのト
ランスフェクション、および、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）または短い干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮ
Ａ）の使用（これらに限定されない）を含むことができる。なおさらには、触媒作用を有
する核酸分子（例えば、ＤＮＡザイムおよびリボザイムなど）を遺伝子サイレンシングの
ために使用することができる（ＢｒｅａｋｅｒおよびＪｏｙｃｅ、１９９４；Ｈａｓｅｌ
ｏｆｆおよびＧｅｒｌａｃｈ、１９８８）。これらの分子は、従来のアンチセンス法の場
合のようにそれらの標的ｍＲＮＡ分子に単に結合するのではなく、それらの標的ｍＲＮＡ
分子を切断することによって機能する。
【００９５】
　さらなる局面において、好適なアゴニストまたはアンタゴニストまたは調節剤には、上
記に記載されるような受容体のＳＣＮ１Ａタンパク質における変化を含有するナトリウム
チャネルの野生型活性を回復させることができるペプチド、リン酸化ペプチド、または小
さい有機化合物もしくは無機化合物が含まれ得る。
【００９６】
　治療的適用のために好適なペプチド、リン酸化ペプチド、または小さい有機化合物もし
くは無機化合物は、下記に記載されるような薬物スクリーニング適用において本発明の核
酸およびペプチドを使用して同定することができる。これらのスクリーニングから同定さ
れた分子はまた、その分子が、これらの変化および本発明の変化により負わされる共通す
る根本的な機能的欠陥を修正することができるならば、他のナトリウムチャネル変化を有
する罹患者、または、ナトリウムチャネルを含む遺伝子とは異なる遺伝子に変化を有する
罹患者における治療的適用が可能である。
【００９７】
　従って、ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかんを処置する方法が提
供され、この方法は、ナトリウムチャネルの好適なアゴニストまたはアンタゴニストまた
は調節剤であり、かつ、本発明の変化したＳＣＮ１Ａを使用して同定された化合物を投与
することを含む。
【００９８】
　場合により、適切な処置法は混合治療であり得る。これは、その機能的効果を阻害する
ための、本発明の変化したナトリウムチャネルまたはその変化したＳＣＮ１Ａタンパク質
に対する抗体、アゴニスト、アンタゴニストもしくは調節剤、または相補体（アンチセン
ス）を、野生型ナトリウムチャネルの形成レベルを正常なレベルに回復することができる
野生型ＳＣＮ１Ａの投与との組合せで投与することを伴うことができる。野生型ＳＣＮ１
Ａは、相補体の投与について上記で記載されたように、遺伝子治療法を使用して投与する
ことができる。
【００９９】
　従って、本発明の変化したナトリウムチャネルまたはその変化したＳＣＮ１Ａタンパク
質に対する抗体、アゴニストもしくはアンタゴニストもしくは調節剤、または相補体を、
野生型ＳＣＮ１Ａの投与との組合せで対象に投与することを含む、前記対象におけるＳＭ
ＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかんを処置する方法が提供される。
【０１００】
　本発明のさらに別の局面において、本発明の変化したナトリウムチャネルまたはその変
化したＳＣＮ１Ａタンパク質に対する抗体、アゴニストもしくはアンタゴニストもしくは
調節剤、または相補体の、野生型ＳＣＮ１Ａの使用との組合せでの使用方法であって、Ｓ
ＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかんを処置するための医薬品の製造に
おける使用方法が提供される。
【０１０１】
　さらなる実施形態において、本発明のアゴニスト、アンタゴニスト、調節剤、抗体、相
補的配列またはベクターはどれも、単独で投与することができ、または、他の適切な治療
剤との組合せで投与することができる。適切な薬剤の選択は従来の薬学的原理に従って当
業者によって行うことができる。治療剤の組合せは、上記に記載される様々な障害の処置
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または防止を達成するために相乗的に作用し得る。この方法を使用した場合、それぞれの
薬剤のより低い投薬量による治療効力が可能となる場合があり、従って、有害な副作用に
対する潜在的可能性を低下させることができる。
【０１０２】
　上記の治療的方法はどれも、例えば、哺乳動物（例えば、イヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ウ
サギ、サル、および、最も好ましくは、ヒト）を含む、そのような治療を必要としている
任意の対象に適用することができる。
【０１０３】
　（薬物スクリーニング）
　本発明のさらに別の局面によれば、本発明の核酸分子、同様に本発明のペプチド（特に
、精製された変化したＳＣＮ１Ａタンパク質）、およびこれらを発現する細胞は、ＳＭＥ
ＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群を含むてんかんを処置するための候補医薬品化合物を
スクリーニングするために有用である。
【０１０４】
　なおさらに、本発明は、候補医薬品化合物をスクリーニングするための、変化したナト
リウムチャネルポリペプチドの複合体の使用方法を提供する。
【０１０５】
　なおさらに、本発明は、ハイスループットスクリーニング技術が用いられる使用方法を
提供する。
【０１０６】
　本発明に従ってスクリーニングすることができる化合物には、ペプチド（例えば、可溶
性ペプチドなど）、リン酸化ペプチド、および小さい有機分子または無機分子（例えば、
天然物または合成された化学ライブラリーおよびペプチド模倣体など）が含まれるが、こ
れらに限定されない。
【０１０７】
　１つの実施形態において、スクリーニングアッセイは、本発明のポリペプチドまたはフ
ラグメントを発現する組換え分子で安定的に形質転換されている真核生物宿主細胞または
原核生物宿主細胞を競合的結合アッセイにおいて利用する細胞に基づくアッセイを含むこ
とができる。結合アッセイでは、変化したナトリウムチャネルまたはその変化したＳＣＮ
１Ａタンパク質と、試験されている化合物との間における複合体の形成が測定されるか、
あるいは、試験されている化合物が、変化したナトリウムチャネルまたはその変化したＳ
ＣＮ１Ａタンパク質とその相互作用因子またはリガンドとの間における複合体の形成を阻
害または回復する程度が測定される。
【０１０８】
　本発明は、形質転換された細胞、トランスフェクションもしくは注入された卵母細胞、
または変化したＳＣＮ１Ａを有する動物モデル（例えば、遺伝子組換え動物または遺伝子
標的化（ノックイン）動物（形質転換された宿主を参照のこと）など）において本発明の
ポリペプチドを使用することによって化合物をスクリーニングするために特に有用である
。薬物候補を、変化したＳＣＮ１Ａタンパク質を発現する培養された細胞（適切な野生型
ナトリウムチャネルサブユニット（例えば、ＳＣＮ１Ｂなど）もまた受容体組立てのため
に発現させなければならない）に加えることができ、あるいは、変化したＳＣＮ１Ａタン
パク質によるトランスフェクションまたは注入が行われた卵母細胞（適切な野生型ナトリ
ウムチャネルサブユニット（例えば、ＳＣＮ１Ｂなど）もまた受容体組立てのために注入
されなければならない）に加えることができ、あるいは、変化したＳＣＮ１Ａタンパク質
を発現する動物モデルに投与することができる。変化したナトリウムチャネルの活性を調
節する試験化合物の能力を測定することは、この分野で知られている数多くの技術によっ
て達成することができる。これらには、例えば、野生型のナトリウムチャネルを含有する
細胞または動物の電流と比較されるようなチャネルの電流に対する影響を測定することが
含まれる。
【０１０９】
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　細胞における電流は、パッチクランプ技術（Ｈａｍｉｌｌ他（１９８１）に記載される
方法）を含む数多くの方法によって、または、この分野で知られているような蛍光に基づ
くアッセイ（Ｇｏｎｚａｌｅｚ他（１９９９）を参照のこと）を使用することによって測
定することができる。電流をより正常なレベルに変化させる薬物候補は、ＳＭＥＩを含む
てんかんを処置または防止するために有用である。
【０１１０】
　細胞に基づかないアッセイもまた、本発明の変化したナトリウムチャネルまたはその変
化したＳＣＮ１Ａタンパク質とその相互作用因子との間での結合を阻害または回復するこ
とができる化合物を同定するために使用することができる。様々なそのようなアッセイが
この分野では知られており、これらには、例えば、ＡｌｐｈａＳｃｒｅｅｎ技術（Ｐｅｒ
ｋｉｎＥｌｍｅｒ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、ＭＡ、米国）が含まれる。この適用は
、それぞれの相互作用パートナーが抗体を介して別個のビーズに結合するようにビーズを
使用することに依拠する。各パートナーの相互作用はビーズを近寄らせ、その結果、レー
ザー励起により、多数の化学反応が開始され、最終的には、光シグナルを放射する蛍光団
がもたらされる。変化したナトリウムチャネルまたはその変化したＳＣＮ１Ａタンパク質
とその相互作用因子との結合を阻害する候補化合物は光放射の喪失をもたらし、一方、変
化したナトリウムチャネルまたはその変化したＳＣＮ１Ａタンパク質とその相互作用因子
との結合を回復する候補化合物は正の光放射をもたらす。これらのアッセイは、最終的に
は候補化合物の同定および単離を可能にする。
【０１１１】
　ハイスループット薬物スクリーニング技術ではまた、国際特許出願公開ＷＯ８４／０３
５６４に記載されるような方法を用いることができる。固体基板上で合成された小さいペ
プチド試験化合物を、変化したＳＣＮ１Ａタンパク質または変化したナトリウムチャネル
の結合についてアッセイすることができる。その場合、結合した変化したナトリウムチャ
ネルまたは変化したＳＣＮ１Ａポリペプチドが、この分野で広く知られている方法によっ
て検出される。この技術の変法において、本発明の精製されたポリペプチドを、相互作用
する試験化合物を同定するために、プレートに直接コーティングすることができる。
【０１１２】
　本発明ではまた、変化したナトリウムチャネルと特異的に結合することができる中和抗
体がそれに対する結合について試験化合物と競合する競合薬物スクリーニングアッセイの
使用が意図される。この様式では、抗体を、変化した受容体の１つまたは複数の抗原決定
基を共有する何らかのペプチドの存在を検出するために使用することができる。
【０１１３】
　本発明のポリペプチドはまた、コンビナトリアルライブラリー技術の結果として開発さ
れた化合物をスクリーニングするために使用することができる。これは、ポリペプチドの
活性を調節する能力について非常に多数の異なる物質を試験するための方法を提供する。
ポリペプチド機能の調節剤として同定された物質は、現実には、ペプチドまたは非ペプチ
ドであり得る。非ペプチドの「小分子」が、多くの場合、多くのインビボ医薬適用のため
には好ましい。また、そのような物質の模擬体または模倣体を薬学的使用のために設計す
ることができる。既知の薬学的に活性な化合物（「リード」化合物）に基づく模倣体の設
計は、新規な医薬品を開発するための一般的な方法である。これは、その最初の活性な化
合物が合成困難であるか、または合成に費用がかかる場合、あるいは、その最初の活性な
化合物が不適当な投与方法を提供する場合、望ましいことが多い。模倣体の設計では、標
的の性質を決定することにおいて重要であるその最初の活性な化合物の特定の部分が特定
される。化合物の活性な領域を構成するこれらの部分または残基はそのファーマコフォア
として知られている。ファーマコフォアが見出されると、ファーマコフォアの構造が、Ｘ
線回折データおよびＮＭＲを含む様々な供給源からのデータを使用して、その物理的性質
に従ってモデル化される。その後、ファーマコフォアを模擬する化学基が付加され得るテ
ンプレート分子が選択される。その選択は、模倣体が容易に合成され、薬理学的に許容さ
れ得ることが考えられ、インビボで分解せず、かつ、リード化合物の生物学的活性を保持
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するように行うことができる。さらなる最適化または修飾を、インビボまたは臨床検査の
ために有用である１つまたは複数の最終的な模倣体を選択するために行うことができる。
【０１１４】
　標的特異的な抗体を単離し、その後、その結晶構造を解明することもまた可能である。
原理的には、この方法は、その後の薬物設計が上記のように基づき得るファーマコフォア
をもたらす。機能的かつ薬理学的に活性な抗体に対する抗イディオタイプ抗体（抗ｉｄ）
を作製することによってタンパク質の結晶学を完全に回避することが可能となる場合があ
る。鏡像の鏡像として、抗ｉｄの結合部位は元の受容体のアナログであることが予想され
る。その後、抗ｉｄは、化学的または生物学的に作製されたペプチドバンクからペプチド
を単離するために使用することができる。
【０１１５】
　薬物スクリーニングのための別の代わりの方法は、構造に基づく合理的薬物設計に依拠
する。本発明のポリペプチドの三次元構造の決定、または、これらのポリペプチドを取り
込むＧＡＢＡ－Ｂ受容体の三次元構造の決定は、生物学的に活性なリード化合物を同定す
るための、構造に基づく薬物設計を可能にする。
【０１１６】
　三次元構造モデルは、数多くの適用（それらのいくつかはＸ線結晶学およびＮＭＲなど
の実験的モデルを含む）によって、かつ／または、構造データベース（例えば、Ｐｒｏｔ
ｅｉｎ　Ｄａｔａｂａｎｋ（ＰＤＢ）など）のインシリコ研究から作製することができる
。また、三次元構造モデルは、ポリペプチドの一次配列に基づく数多くの知られているタ
ンパク質構造予測技術（例えば、ＳＹＢＹＬ－Ｔｒｉｐｏｓ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ、Ｓ
ｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）、デノボタンパク質構造設計プログラム（例えば、ＭＯＤＥＬＥ
Ｒ－ＭＳＩ　Ｉｎｃ．（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）、またはＭＯＥ－Ｃｈｅｍｉｃａｌ
　Ｃｏｍｐｕｔｉｎｇ　Ｇｒｏｕｐ（Ｍｏｎｔｒｅａｌ、カナダ））、またはアブイニシ
オ法（これは、例えば、米国特許第５３３１５７３号および同第５５７９２５０号（これ
らの内容は参考として本明細書中に組み込まれる）に記載される）を使用して決定するこ
とができる。
【０１１７】
　ポリペプチドまたはポリペプチド複合体の三次元構造が決定されると、構造に基づく薬
物発見技術を、これらの三次元構造に基づく生物学的に活性な化合物を設計するために用
いることができる。そのような技術がこの分野では知られており、これらには、ＤＯＣＫ
（カリフォルニア大学、Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ）またはＡＵＴＯＤＯＣＫ（Ｓｃｒ
ｉｐｐｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ、Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、Ｃａｌｉｆｏ
ｒｎｉａ）などの例が含まれる。コンピュータ計算によるドッキングプロトコルでは、予
測されたタンパク質モデルに基づいてタンパク質活性のために重要であると考えられる１
つまたは複数の活性な部位が特定される。その後、分子データベース（例えば、Ａｖａｉ
ｌａｂｌｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ　Ｄｉｒｅｃｔｏｒｙ（ＡＣＤ）など）が、タンパク質
モデルを補足する分子についてスクリーニングされる。
【０１１８】
　これらの方法などの方法を使用して、潜在的な臨床的薬物候補を同定することができ、
かつ、典型的な「ウェットラボ」薬物スクリーニング方法論に関連する時間および費用を
削減するために、コンピュータ計算によりランク付けすることができる。
【０１１９】
　上記に記載され、かつ、本発明の変化した核酸およびポリペプチドの使用に基づくスク
リーニング手法によって同定された化合物はまた、他のＳＣＮ１Ａ変化を含む罹患者にお
ける他の遺伝子変化によって負わされた機能的欠陥を修正することに対するその効果につ
いて試験することができる。
【０１２０】
　そのような化合物は、これらおよび薬学的に受容可能なキャリアを含有する医薬組成物
がそうであるように本発明の一部を形成する。



(25) JP 2008-546376 A 2008.12.25

10

20

30

40

50

【０１２１】
　（医薬調製物）
　スクリーニングアッセイから同定され、かつ、ナトリウムチャネルの野生型活性を回復
することが示される化合物を、上記に記載されるように、ＳＭＥＩを含むてんかんを処置
または改善するために治療効果的な用量で患者に投与することができる。治療効果的な用
量は、障害の症状の改善を生じさせるために十分な化合物のそのような量を示す。
【０１２２】
　そのような化合物の毒性および治療効力を細胞培養または実験動物における標準的な薬
学的手法によって明らかにすることができる。これらの研究から得られたデータは、その
後、ヒトにおける使用のための投薬量範囲の制定において使用することができる。
【０１２３】
　本発明に従って使用される医薬組成物は、広く知られている１つまたは複数の生理学的
に受容可能なキャリア、賦形剤または安定化剤を使用して従来の様式で配合することがで
きる。受容可能なキャリア、賦形剤または安定化剤は、用いられる投薬量および濃度にお
いて非毒性であり、これらには、緩衝剤、例えば、リン酸塩、クエン酸塩および他の有機
酸など；アスコルビン酸を含む抗酸化剤；低分子量（約１０残基未満）のポリペプチド；
タンパク質、例えば、血清アルブミン、ゼラチンまたは免疫グロブリンなど；結合性薬剤
、これには、親水性ポリマー（例えば、ポリビニルピロリドンなど）が含まれる；アミノ
酸、例えば、グリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニンまたはリシンなど；単糖
、二糖および他の炭水化物、これにはグルコース、マンノースまたはデキストリンが含ま
れる；キレート化剤、例えば、ＥＤＴＡなど；糖アルコール、例えば、マンニトールまた
はソルビトールなど；塩形成対イオン、例えば、ナトリウムなど；および／または非イオ
ン性界面活性剤、例えば、Ｔｗｅｅｎ、Ｐｌｕｒｏｎｉｃｓまたはポリエチレングリコー
ル（ＰＥＧ）などが含まれる。
【０１２４】
　本発明に従って使用される医薬組成物の配合は、提案された投与経路に基づく。投与経
路には、吸入投与、吹き込み投与（口または鼻のいずれかを介して）、経口投与、口内投
与、直腸投与または非経口投与が含まれ得るが、これらに限定されない。
【０１２５】
　（マイクロアレイ）
　さらなる実施形態において、本明細書中に記載されるＳＣＮ１Ａポリヌクレオチド配列
のいずれかに由来する完全なｃＤＮＡ、オリゴヌクレオチドまたはより長いフラグメント
はマイクロアレイにおけるプローブとして使用することができる。マイクロアレイは、本
発明のＳＣＮ１Ａ変化の同定により、ＳＭＥＩを含むてんかんを診断するために、または
、てんかんの遺伝的基礎を理解するために使用することができ、あるいは、治療剤を開発
し、その活性をモニターするために使用することができる。
【０１２６】
　本発明のさらなる局面によれば、本発明の特定のＳＣＮ１Ａヒト変化の同定の結果とし
て作製された動物モデル（下記参照）から得られた組織材料をマイクロアレイ実験におい
て使用することができる。これらの実験は、正常なコントロール組織と比較されるような
疾患組織において、ＳＣＮ１Ａの発現レベル、または、全組織ライブラリーに由来する任
意のｃＤＮＡクローンの発現レベルを同定するために行うことができる。これら２つの組
織の間での、ＳＣＮ１Ａを含む遺伝子の発現レベルの変化は、動物モデルに存在する元の
ＳＣＮ１Ａ変化の原因または結果としての疾患プロセスにおけるそれらの可能な関与を示
している。これらの実験はまた、遺伝子機能を決定するために、てんかんの遺伝的基礎を
理解するために、てんかんを診断するために、また、治療剤を開発し、その活性をモニタ
ーするために使用することができる。マイクロアレイは、この分野で知られている方法を
使用して調製し、使用し、かつ分析することができる（例えば、Ｓｃｈｅｎａ他（１９９
６）；Ｈｅｌｌｅｒ他（１９９７）を参照のこと）。
【０１２７】
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　（形質転換された宿主）
　本発明はまた、本発明の核酸分子を含む遺伝子改変（ノックアウト、ノックインおよび
遺伝子組換え）された非ヒト動物モデルを提供する。これらの動物は、ナトリウムチャネ
ルの機能の研究のために、ナトリウムチャネルに関連づけられるようなてんかんの機構を
研究するために、候補医薬化合物をスクリーニングするために、変化したナトリウムチャ
ネルを発現する外植された哺乳動物細胞培養物を作製するために、また、潜在的な治療的
介入を評価するために有用である。
【０１２８】
　本発明の動物モデルにおける使用のために好適である動物種には、ラット、マウス、ハ
ムスター、モルモット、ウサギ、イヌ、ネコ、ヤギ、ヒツジ、ブタおよび非ヒト霊長類（
例えば、サルおよびチンパンジーなど）が含まれるが、これらに限定されない。最初の研
究のためには、遺伝子改変されたマウスおよびラットが、これらの動物のノックイン、ノ
ックアウトまたは遺伝子組換え体を作製することが比較的容易であること、それらの管理
の容易さ、およびそれらのより短い寿命のために、非常に望ましい。特定の研究のために
は、遺伝子組換えされた酵母または無脊椎動物が、それらは迅速なスクリーニングを可能
にし、かつ、はるかにより容易な取り扱いを提供するため、好適かつ好ましい場合がある
。より長い期間の研究のためには、非ヒト霊長類が、ヒトとのそれらの類似性のために所
望されることがある。
【０１２９】
　本発明の変化したナトリウムチャネルについての動物モデルを作製するために、いくつ
かの方法を用いることができる。これらには、相同的な動物遺伝子における特定の変化の
作製、相同組換えによる野生型ヒト遺伝子および／またはヒト化動物遺伝子の挿入、野生
型または変化型または人工的なプロモーターエレメントを使用するゲノムまたはミニ遺伝
子のｃＤＮＡ構築物としての変化したヒト遺伝子の挿入、あるいは、相同組換えによる内
因性遺伝子の人為的に改変されたフラグメントの挿入が含まれるが、これらに限定されな
い。これらの改変には、変異型停止コドンの挿入、ＤＮＡ配列の欠失、または、Ｃｒｅリ
コンビナーゼなどの酵素によって認識される組換えエレメント（ｌｏｘ　ｐ部位）の含有
が含まれる。
【０１３０】
　遺伝子機能の獲得をインビボで研究するための遺伝子組換えマウスを作製するために、
本発明のＳＣＮ１Ａ変化を、卵母細胞顕微注入などの標準的な技術を使用してマウスの生
殖系列に挿入することができる。遺伝子機能の獲得は、遺伝子およびそのタンパク質産物
の過剰発現、または、調べられている遺伝子の変異の遺伝的相補を意味することができる
。卵母細胞注入のために、１コピーまたは数コピーの変異型遺伝子を受精直後のマウス卵
母細胞の前核に挿入することができる。その後、この卵母細胞は偽妊娠里親に再移植され
る。生きて生まれたマウスは、その後、関連するヒトＳＣＮ１Ａ遺伝子配列の存在につい
ての尾ＤＮＡの分析を使用して、組み込み体についてスクリーニングすることができる。
導入遺伝子は、ＹＡＣ、ＢＡＣ、ＰＡＣまたは他の染色体ＤＮＡフラグメントとして注入
された完全なゲノム配列、あるいは、天然のプロモーターまたは異種のプロモーターのい
ずれかを有するｃＤＮＡ、あるいは、コード領域と、最適な発現のために必要であること
が見出されている他のエレメントのすべてとを含有するミニ遺伝子のいずれかであり得る
。
【０１３１】
　ノックアウトマウスまたはノックインマウスを作製するために、マウスの胚性幹細胞（
ＥＳ細胞）における相同組換えによる遺伝子標的化を適用することができる。ノックアウ
トマウスは、遺伝子機能の喪失をインビボで研究するために作製され、一方、ノックイン
マウス（この方が好まれる）は機能の獲得の研究を可能にするか、または、特定の遺伝子
変異の影響を研究することを可能にする。ノックインマウスは遺伝子組換えマウスに類似
しており、しかしながら、組み込み部位およびコピー数が前者では規定される。
【０１３２】



(27) JP 2008-546376 A 2008.12.25

10

20

30

40

50

　ノックアウトマウスの作製のために、遺伝子標的化ベクターを、マウスゲノムにおける
ＳＣＮ１Ａ遺伝子のタンパク質コード領域が欠失（ノックアウト）されるように設計する
ことができる。対照的に、ノックインマウスは、関連する変化したＳＣＮ１Ａ遺伝子を含
有する遺伝子標的化ベクターがマウスゲノムにおける規定された遺伝的遺伝子座に組み込
まれ得ることによって作製することができる。両方の適用のために、相同組換えが、相同
的なＤＮＡ配列を認識し、それらを二重交差により交換する特異的なＤＮＡ修復酵素によ
って触媒される。
【０１３３】
　遺伝子標的化ベクターは通常、エレクトロポレーションを使用してＥＳ細胞に導入され
る。その後、ＥＳ細胞の組み込み体が、標的化ベクター上に存在する抗生物質耐性遺伝子
によって単離され、続いて、検討中の遺伝子が目的の遺伝子座に組み込まれているそのよ
うなＥＳ細胞クローンを同定するために遺伝子型決定される。その後、適切なＥＳ細胞が
、新規なマウス系統を作製するために生殖系列を介して伝達される。
【０１３４】
　遺伝子除去が早期の胚致死性をもたらす場合、条件的遺伝子標的化を用いることができ
る。これは、遺伝子を時間的および空間的に制御された様式で欠失することを可能にする
。上記のように、適切なＥＳ細胞が、新規なマウス系統を作製するために生殖系列を介し
て伝達されるが、遺伝子の実際の欠失は、組織特異的な様式または時間制御された様式で
成体マウスにおいて行われる。条件的遺伝子標的化は、最も一般的には、ｃｒｅ／ｌｏｘ
系の使用によって達成される。酵素ｃｒｅは３４塩基対のｌｏｘＰ配列を認識することが
でき、その結果、ｌｏｘＰ隣接（またはフロクス（ｆｌｏｘｅｄ））ＤＮＡがｃｒｅによ
って認識および切り出されるようになる。遺伝子組換えマウスにおける組織特異的なｃｒ
ｅ発現は、遺伝子標的化されたフロクスマウスをｃｒｅ遺伝子組換えマウスと交配するこ
とによって組織特異的なノックアウトマウスの作製を可能にする。ノックアウトを、「欠
失体」マウスを使用して、または、誘導可能なｃｒｅ遺伝子を有する遺伝子組換えマウス
（例えば、テトラサイクリン誘導可能なｃｒｅ遺伝子を有する遺伝子組換えマウスなど）
を使用してどの組織でも行うことができる（Ｓｃｈｗｅｎｋ他、１９９５）。あるいは、
ノックアウトを、例えば、ＣＤ１９－ｃｒｅマウスの使用によって組織特異的にすること
ができる（Ｒｉｃｋｅｒｔ他、１９９７）。
【０１３５】
　本発明のさらに別の局面によれば、候補医薬化合物のスクリーニング（上記の薬物スク
リーニングを参照のこと）のための、上記に記載されるような遺伝子改変された非ヒト動
物の使用方法が提供される。これらの動物はまた、ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症
候群を含むてんかんの処置のための、上記に記載されるような本発明から同定される化合
物を含む候補医薬化合物の評価（例えば、治療効力、毒性、代謝）のために有用である。
【０１３６】
　本明細書および請求項の全体を通して、単語「含む」（「ｃｏｍｐｒｉｓｅ」、「ｃｏ
ｍｐｒｉｓｅｓ」および「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ」）は、文脈が別途要求する場合を除い
て、非排他的意味で使用される。
【０１３７】
　本発明は、明解性および理解のためにある程度詳しく記載されている一方で、本明細書
中に記載される実施形態および方法に対する様々な改変および変化が、本明細書中に開示
される発明概念の範囲から逸脱することなく行われ得ることが当業者には明らかである。
【発明を実施するための最良の形態】
【０１３８】
　上記に記載されるアッセイシステムの任意の組合せを、ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係
する症候群の潜在的な原因となっているＳＣＮ１Ａ変異の同定のために用いることができ
る。下記には、用いることができるアッセイの例が示される。
【実施例】
【０１３９】
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　実施例１：患者ＤＮＡの収集
　図１におけるフローチャートは、ＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化がＳＭＥＩの原因であ
るという可能性を明らかにするために使用することができる方針を図示する。選ばれたア
ッセイ組合せは、試験される患者集団を選択し、サンプル集団からＤＮＡを得ることによ
って進められる。サンプル集団は、てんかんを有する任意の個体を包含し得るが、おそら
くは、熱性発作を有する子供、ならびに、筋間代性（ミオクロニー）てんかんを有するこ
とが疑われる他の患者に集中すると考えられる。本研究の場合、選ばれた患者集団は、臨
床的分析からＳＭＥＩと診断されていたか、または、重篤な脳障害が生後１２ヶ月の期間
中に生じていた個体を含んだ。
【０１４０】
　検査患者由来のＤＮＡを数多くの方法で得ることができる。最も一般的な方法は、患者
から採取された血液サンプルからＤＮＡを得ることである。しかしながら、ＤＮＡはまた
、あまり侵襲的でない方法を使用して、例えば、ほお細胞スワブ採取物などから得ること
ができる。
【０１４１】
　本研究の場合、ＤＮＡを、ＱＩＡａｍｐ　ＤＮＡ　Ｂｌｏｏｄ　Ｍａｘｉキット（Ｑｉ
ａｇｅｎ）を製造者の説明書に従って使用して、または、ＷｙｍａｎおよびＷｈｉｔｅ（
１９８０）から改造された手法によって、集められた血液から抽出した。ＱＩＡａｍｐキ
ットを使用して得られたＤＮＡサンプルについては、最後のエタノール沈殿工程を用い、
ＤＮＡペレットを滅菌水に再懸濁した。ストックＤＮＡサンプルを２００ｎｇ／ｕＬの濃
度で保存し、１００ｎｇ／ｕＬの希釈物をその後のＰＣＲ反応のために調製した。
【０１４２】
　実施例２：ｄＨＰＬＣアッセイ
　ＤＮＡが患者から得られると、ＳＣＮ１Ａ遺伝子の個々のエキソンのＰＣＲ増幅を高速
液体クロマトグラフィー（ｄＨＰＬＣ）による分析の前に用いた。ＳＣＮ１Ａ遺伝子は２
６個のエキソンを有しており、それらに対するプライマーを設計して、３３個のアンプリ
コンを増幅した。各エキソンは、２つのアンプリコンでそれぞれ増幅されるエキソン１１
、エキソン１５およびエキソン１６、そして、５個のアンプリコンが、エキソン全体を増
幅するために使用されたエキソン２６を除き、１つのアンプリコンによって増幅された。
表１には、ＳＣＮ１Ａ遺伝子の各エキソンを分析するために設計されたプライマーのリス
トが示される。
【０１４３】
　ＰＣＲ増幅反応を２０ｕＬの体積で行い、９６ウエルプレートにおいて調製した。大部
分のアンプリコンについて、ＰＣＲ反応液は、１Ｘ　ＰＣＲ緩衝液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ）、２００ｕＭの各ｄＮＴＰ、３００ｎｇの各プライマー、１．５ｍＭのＭｇＣｌ２、
１００ｎｇのＤＮＡ、および０．５ユニットのＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ）からなった。上記条件を、１ユニットのＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼが使用
されたエキソン５およびエキソン２６（１）を除くすべてのアンプリコンについて使用し
た。
【０１４４】
　ＰＣＲ増幅のために用いられた熱サイクル処理条件は各エキソンに従って変化した。エ
キソン１～４、エキソン６～９、エキソン１１（１）、エキソン１１（２）、エキソン１
２、エキソン１４、エキソン１５（１）、エキソン１５（２）、エキソン１６（２）、エ
キソン１９およびエキソン２２～２４については、ＰＣＲ反応を、９４℃で２分間の１サ
イクル、その後、６０℃で３０秒間、７２℃で３０秒間および９４℃で３０秒間の１０サ
イクル、その後、５５℃で３０秒間、７２℃で３０秒間および９４℃で３０秒間の２５サ
イクルを使用して行った。５５℃で３０秒間の最後のアニーリング反応、それに続く７２
℃で１０分間の伸長反応により、これらのアンプリコンに対するサイクル処理条件を完了
した。
【０１４５】
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　エキソン５については、アニーリング温度が１０サイクルについては６２℃であり、次
いで２５サイクルについては５８℃であったことを除いて、上記と同じ条件を用いた。
【０１４６】
　エキソン１０、エキソン１６（１）、エキソン２１、エキソン２５、エキソン２６（１
）、エキソン２６（２）、エキソン２６（３）、エキソン２６（４）およびエキソン２６
（５）については、ＰＣＲ反応を、９４℃で２分間の１サイクル、その後、６０℃で１．
５分間、７２℃で１．５分間および９４℃で１．５分間の１０サイクル、その後、５５℃
で１．５分間、７２℃で１．５分間および９４℃で１．５分間の２５サイクルを使用して
行った。５５℃で１．５分間の最後のアニーリング反応、それに続く７２℃で１０分間の
伸長反応により、これらのアンプリコンに対するサイクル処理条件を完了した。
【０１４７】
　エキソン１７、エキソン１８およびエキソン２０については、ＰＣＲ反応を、９４℃で
２分間の１サイクル、その後、５０℃で３０秒間、７２℃で３０秒間および９４℃で３０
秒間の３５サイクルを使用して行った。５０℃で３０秒間の最後のアニーリング反応、そ
れに続く７２℃で１０分間の伸長反応により、これらのアンプリコンに対するサイクル処
理条件を完了した。
【０１４８】
　エキソン１３については、ＰＣＲ反応を、９４℃で２分間の１サイクル、その後、９４
℃で１分間、６４℃で１．５分間および７２℃で１．５分間の１０サイクル、その後、９
４℃で１分間、６０℃で１．５分間および７２℃で１．５分間の２５サイクルを使用して
行った。この後、７２℃で１０分間の最後の伸長反応を行って、このアンプリコンに対す
るサイクル処理条件を完了した。
【０１４９】
　ｄＨＰＬＣ分析の前に、ＰＣＲ産物を９５℃に５分間加熱し、その後、（２５℃に到達
するまで）１．５分について－３℃の増分でゆっくり冷却した。これにより、ＰＣＲ産物
のヌクレオチド構成に依存するヘテロ二重鎖およびホモ二重鎖の形成が可能になるはずで
ある。
【０１５０】
　様々なｄＨＰＬＣシステムをヘテロ二重鎖分析および変異検出のために使用することが
できる。本研究では、Ｔｒａｎｓｇｅｎｏｍｉｃ　ＷＡＶＥ（登録商標）システムおよび
そのシステムとともに提供された方法論を使用した。変異をｄＨＰＬＣで検出するために
、それぞれの生成物は部分的変性条件のもとで処理される必要があった。ＳＣＮ１Ａ遺伝
子の各アンプリコンは異なる配列を有するため、それぞれの生成物が部分的に変性する温
度を計算する必要があった。ｄＨＰＬＣシステムとともに提供されるＴｒａｎｓｇｅｎｏ
ｍｉｃソフトウエアを使用して、アンプリコンのそれぞれに対する要求される温度を求め
た。その温度が表２に示される。
【０１５１】
　アンプリコンを製造者の条件に従ってｄＨＰＬＣカラムに供給し、コンピュータにより
作成されたクロマトグラムを患者サンプルと野生型サンプルとの間で比較する。分析は、
クロマトグラムを視覚的に調べることによって、そして同様に、ＨＰＬＣとともに提供さ
れる変異検出のＴｒａｎｓｇｅｎｏｍｉｃソフトウエアを使用して行われる。野生型に対
して異なるピークパターンを示す患者サンプルは、検討中のＳＣＮ１Ａアンプリコンにお
ける変化を含有すると見なされる。そのような個体に由来するＤＮＡは、ＳＣＮ１Ａ変化
の種類を明らかにするために、また、その変化がＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候
群の原因である可能性を予測するために、さらなるアッセイ（すなわち、ＤＮＡ配列決定
）に供された（下記の実施例３を参照のこと）。
【０１５２】
　実施例３：ＤＮＡ配列決定アッセイ
　野生型に対して異なるピークパターンを示したｄＨＰＬＣ分析からのＰＣＲ産物を、変
化の種類を特定するために、ＤＮＡ配列決定などの二次アッセイに供することができる。
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本研究ではＤＮＡ配列決定を用いた。これは最初に、関連する個体に由来する変化したｄ
ＨＰＬＣクロマトグラムを示すアンプリコンの再増幅、その後、ＱｉａＱｕｉｃｋ　ＰＣ
Ｒプレップ（Ｑｉａｇｅｎ）を製造者の手法に基づいて使用する、配列決定のためのＰＣ
Ｒ増幅されたテンプレートの精製を伴った。精製されたアンプリコンを配列決定するため
に使用されたプライマーは、最初の増幅工程のために使用されたプライマーと同一であっ
た。それぞれの配列決定反応のために、２５ｎｇのプライマーおよび１００ｎｇの精製さ
れたＰＣＲテンプレートを使用した。ＢｉｇＤｙｅ配列決定キット（ＡＢＩ）を製造者の
説明書に従ってすべての配列決定反応のために使用した。生成物をＡＢＩ３７７シーケン
サーで処理し、ＥｄｉｔＶｉｅｗプログラムを使用して分析した。
【０１５３】
　その後、患者サンプルから得られたＤＮＡ配列の比較を、ｄＨＰＬＣにより検出された
変化を生じさせたＤＮＡ変化の種類を特定するために、野生型ＳＣＮ１Ａ配列のＤＮＡ配
列に対して直接行った。
【０１５４】
　ＳＣＮ１Ａ遺伝子の３３個のアンプリコンのスクリーニングの結果が表３に示される。
合計で２６９人の患者を分析したが、それらの臨床的てんかん表現型は分析時には隠され
ていた。合計で９１サンプルがＳＣＮ１Ａ遺伝子において変化を有することが示され、こ
れらのうち、６１サンプルが、臨床的分析に基づく明らかなＳＭＥＩ表現型を有しており
、３８サンプルが臨床的分析に基づくＳＭＥＢ表現型を有していた。従って、ＳＣＮ１Ａ
変化が患者に見出されるならば、その患者は、ＳＭＥＩを有する可能性が８２％（５０／
６３）であり、ＳＭＥＢを有する可能性が６３％（２４／３８）であり、ＳＭＥＩまたは
ＳＭＥＢを有する可能性が７５％（７４／９９）であると決定することができる。
【０１５５】
　この可能性は、特定された変化が以前にＳＭＥＩ、ＳＭＥＢまたはこれらに関係する症
候群と関連している変化であったならば増大する。また、現在の見解（Ｍｕｌｌｅｙ他、
２００３）に基づけば、可能性は、その変化が罹患者の親または親類に見られないならば
（すなわち、デノボ変化であるならば）、さらに増大し、また、その変化がタンパク質に
対する大きな妨害（例えば、短縮化変化）を生じさせることが見出されるならば、さらに
一層増大する。ＳＭＥＩまたはＳＭＥＩに関係する症候群の診断に関してこの確実性レベ
ルを提供することができることは、患者のための治療法、ならびに、ワクチン接種および
他の原因に関連する発熱のような要因により誘導される発作悪化を回避するための治療法
を検討するときに有益である。
【０１５６】
　実施例４：さらなるアッセイ－ＳＳＣＰアッセイ
　上記のアッセイに加えて、他のアッセイを、ＳＭＥＩに関連するＳＣＮ１Ａ遺伝子にお
ける変化の存在について検査するために用いることができる。１つのそのようなアッセイ
が一本鎖高次構造多型（ＳＳＣＰ）分析である。この技術では、患者から得られたＤＮＡ
が最初に、ＳＣＮ１Ａ遺伝子の個々のエキソンについてＰＣＲ増幅される。ｄＨＰＬＣ分
析のために用いられるプライマー（表１を参照のこと）はまた、ＳＳＣＰ分析のために使
用することができる。
【０１５７】
　場合により、ＳＳＣＰ分析のために使用されるプライマーは、例えば、ＧｅｌＳｃａｎ
２０００システム（Ｃｏｒｂｅｔｔ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、オーストラリア）において使用
されるような蛍光に基づく検出法のためにその５’末端がＨＥＸで標識される。ＳＳＣＰ
のＰＣＲ反応およびサイクル処理条件を、ｄＨＰＬＣ分析について上記に記載されるよう
に行うことができる。しかしながら、増幅が検討中のアンプリコンに対して特異的な異な
る生成物のみをもたらすならば、任意のＰＣＲ反応およびサイクル処理条件を用いること
ができる。
【０１５８】
　代わりのＰＣＲ反応条件の一例が、６７ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．８）；１６
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．５ｍＭの（ＮＨ４）２ＳＯ４；６．５μＭのＥＤＴＡ；１．５ｍＭのＭｇＣｌ２；２０
０μＭの各ｄＮＴＰ；１０％のＤＭＳＯ；０．１７ｍｇ／ｍＬのＢＳＡ；１０ｍＭのβ－
メルカプトエタノール；５μｇ／ｍＬの各プライマーおよび１００Ｕ／ｍＬのＴａｑ　Ｄ
ＮＡポリメラーゼを含有する１０μＬの総体積において反応が行われる場合である。ＰＣ
Ｒサイクル処理条件は、９４℃で３０秒間、６０℃で３０秒間および７２℃で３０秒間の
１０サイクル、その後、９４℃で３０秒間、５５℃で３０秒間および７２℃で３０秒間の
２５サイクルを使用することができる。７２℃で１０分間の最後の伸長反応をその後に行
わなければならない。
【０１５９】
　その後、５０％（ｖ／ｖ）のホルムアミド、１２．５ｍＭのＥＤＴＡおよび０．０２％
（ｗ／ｖ）のブロモフェノールブルーを含む２０μＬの負荷用色素を完了した反応液に加
え、続いて、反応液を、３５：１（アクリルアミド：ビスアクリルアミド）の架橋比を有
し、２％のグリセロールを含有する非変性の４％ポリアクリルアミドゲルで泳動する。Ｇ
ｅｌＳｃａｎ２０００システムを使用してＰＣＲアンプリコンを分析する場合、典型的に
用いられるゲル厚さは１００μｍであり、幅が１６８ｍｍで、長さが１６０ｍｍである。
ゲルは、通常、１２００ボルトおよび約２０ｍＡにおいて２２℃で泳動され、ＧｅｌＳｃ
ａｎ２０００システムを製造者の説明書に従って使用して分析される。ＳＣＮ１Ａ配列に
おける変化を含有するアンプリコンは、その変化した一本鎖立体配座のために野生型アン
プリコンとは異なるようにゲル中を移動する。その後、さらなるアッセイ（例えば、ＤＮ
Ａ配列決定など）を、アンプリコンにおけるＳＣＮ１Ａ変化の種類を明らかにするために
用いることができる（上記の実施例３を参照のこと）。
【０１６０】
　実施例５：ＳＣＮ１Ａ変異による生後１年のうちに始まるてんかん性脳障害の完全なス
ペクトルの調査
　導入
　乳児重症ミオクロニーてんかん（ＳＭＥＩ，Ｄｒａｖｅｔ症候群）におけるＳＣＮ１Ａ
（ナトリウムチャネルのアルファ１サブユニットをコードする遺伝子）の変異の明らかに
なった役割は、最近の４年間にわたるてんかんの遺伝的研究の最前線であった。分子的研
究は、ＳＭＥＩの古典的な臨床像を有する子供の３５～１００％がＳＣＮ１Ａの変異を有
することを示す（Ｆｕｋｕｍａ他、２００４；Ｓｕｇａｗａｒａ他、２００２；Ｎａｂｂ
ｏｕｔ他、２００３；Ｃｌａｅｓ他、２００３；Ｃｌａｅｓ他、２００１；Ｏｈｍｏｒｉ
他、２００２；Ｗａｌｌａｃｅ他、２００３；Ｆｕｊｉｗａｒａ他、２００３；Ｏｈｍｏ
ｒｉ他、２００３；Ｋａｎａｉ他、２００４；Ｍｕｌｌｅｙ他、２００５；Ｇｅｎｎａｒ
ｏ他、２００３）。これらの変異の９０％以上はデノボで生じ、残りは起源において家族
性である。これらの変異は、遺伝子全体に位置される短縮化変異であることが最も多い。
しかし、ミスセンス変異もイオンチャネル孔領域（Ｓ５，Ｓ６及びリンカー）及びＣ末端
（Ｋａｎａｉ他、２００４；Ｍｕｌｌｅｙ他、２００５）についてしばしば生じる。
【０１６１】
　境界性乳児重症ミオクロニーてんかん（ＳＭＥＢ）の関係する症候群は、全身性スパイ
ク波活性または筋間代性発作の如きＳＭＥＩの重要な特徴のいくつかを欠く子供の群を記
述する（Ｆｕｋｕｍａ他、２００４）。ＳＭＥＢ患者の約２５％はＳＣＮ１Ａ変異を有す
る（Ｆｕｋｕｍａ他、２００４）。ＳＭＥＢのサブセットは強直間代性発作を有する難治
性小児期てんかん（ＩＣＥＧＴＣ）及び全身性強直間代性発作を有する乳児重症特発性全
身性てんかんとして日本及びドイツの著者によって記述されている。そこでは、罹患した
乳児はいつか全身性強直間代性発作を有するだけであるが、ＳＭＥＩを有する子供と同様
の経過をたどる（Ｆｕｊｉｗａｒａ他、２００３；Ｆｕｊｉｗａｒａ他、１９９２；Ｄｏ
ｏｓｅ他、１９９８）。これらの患者の７０％がＳＣＮ１Ａのミスセンス変異を有する（
Ｆｕｊｉｗａｒａ他、２００３）。ここで本発明者らは、生後１年のうちにてんかんが発
症した１７９人の患者を調査することによってＳＣＮ１Ａに関連する表現型の変異性を研
究する。この研究の目的は、ＳＣＮ１Ａ変異によるてんかん性脳障害の完全なスペクトル



(32) JP 2008-546376 A 2008.12.25

10

20

30

40

50

を調査することであった。
【０１６２】
　対象及び方法
　対象は、オーストラリア（１３５人）、カナダ（２７人）、イギリス（２６人）、ニュ
ージーランド（２２人）、イスラエル（４人）、アメリカ（４人）及びデンマーク（１人
）を含む世界中から募集された。患者（ｎ＝１７９）の主要なコーホート（グループＡ）
は、もし彼らが生後１年のうちに発症したてんかん性脳障害を有するなら研究に登録され
た。てんかん性脳障害は、発達遅延を伴う難治性発作障害であると定義された。グループ
Ｂ（ｎ＝４０）は、生後１年より後で発症したてんかん性脳障害であってその病因が特定
されておらずかつ磁気共鳴画像が正常であるか又は明確な原因を示さないてんかん性脳障
害を有する個体を含んでいた。
【０１６３】
　発症年齢、てんかん状態の出現、発熱感受性の存在、臨床的光感受性及び他の発作タイ
プの展開を含む初期発作歴に特別な強調をおいてすべての患者について電子的臨床データ
が得られた。詳細な初期発達歴は、画期的事件の取得、発達のプラトー又は退縮の時機及
び現在の機能に注意をおいて得られた。他の重症な詳細な、神経学的調査、発作障害の家
族歴、及びＥＥＧ、映像ＥＥＧモニタリング及び神経画像研究の結果を含んでいた。染色
体分析の如き他の利用可能な調査の結果も得られた。
【０１６４】
　ＳＭＥＩは、以下の基準に従って定義された：半間代性又は全身性の痙攣発作の生後１
年のうちの発症－これは、筋間代性発作及び他のタイプの発作（部分性発作、欠神発作、
無緊張性発作、強直性発作を含みうる）の展開を伴う；生後１年の正常な発達及び続く遅
延（これはプラトー化又は退縮を含む）；全身性スパイク波活性及び正常なＭＲＩ又は非
特異的な発見。
【０１６５】
　ＳＭＥＢは、ＳＭＥＩの診断のキーとしてみなされている特異的特徴の非存在又は存在
に基づいてサブグループに分割された。例えば、ＳＭＥＢ－Ｍは、患者が筋間代性発作を
有さないがそれ以外はＳＭＥＩの基準を満たすなら使用された。同様に、ＳＭＥＢ－ＧＳ
Ｗは、ＳＭＥＩの基準をすべて有するがＥＥＧ記録に対して全身性スパイク波活性を今だ
かつて有さない患者を定義した。ＳＭＥＢ－Ｎは、ＳＭＥＩの典型的な初期歴を有する子
供であって発達は比較的遅い時期があったかもしれないが正常な限界内であった子供に言
及した。ＳＭＥＢ－Ｌは、ＳＭＥＩの典型的な経過を有するが発作の発症が１２月齢より
後に生じた一つの事例で使用された。ＳＭＥＢは、ＳＭＥＩと一致しない一つ以上の特徴
を有する患者に言及していた；例えば、患者が筋間代性発作を有したことがなく、初期発
達が正常でないがそれ以外の点では病歴がＳＭＥＩと一致する場合にＳＭＥＢとした。
【０１６６】
　徴候性全身性てんかん（ＳＧ）は、多数の発作タイプ、全身性の鋭く遅い活性、及び知
的障害を有する個体に言及していた。
【０１６７】
　レノックス－ガストート症候群（ＬＧＳ）は、強直性発作及び遅い全身性スパイク波活
性及び異常な発達を有する患者に対して使用された（Ｂｅａｕｍａｎｏｉｒ他、２００２
）。
【０１６８】
　さらなるサブグループが原因不明の部分性てんかん（ＣＰ）と称され、そこでは個体は
焦点性発作及び単又は多焦点ＥＥＧてんかんパターン及び正常な神経像を有していた。こ
れらの個体の多くは知的障害を有しており、彼らが公知の原因を有さない徴候性部分性て
んかん（ＳＰ）として分類されるべきかどうかについては議論可能である。
【０１６９】
　Ａｕｓｔｉｎ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｈｕｍａｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｅｔｈｉｃｓ　Ｃｏｍ
ｍｉｔｔｅｅはこの研究を承認した。インフォームドコンセントが全ての年少者の患者又
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は保護者から及び正常な知能を有する成人の対象から得られた。知的障害を有する成人の
場合、法的コンセントが適切な政府機関から得られた。
【０１７０】
　分子的分析
　臨床的分類の後、分子的分析は、実施例１で説明された方法を使用して患者の静脈血サ
ンプルから抽出されたゲノムＤＮＡに対して行なわれた。ＳＣＮ１Ａの２６個のエクソン
すべてが隣接イントロンプライマー（表１参照）及び実施例２に説明される標準的ＰＣＲ
条件を使用してＰＣＲ増幅された。ＰＣＲ断片は、実施例２に説明されるようにＴｒａｎ
ｓｇｅｎｏｍｉｃ　ＷＡＶＥ　３５００ＨＴ装置上での変性高性能液体クロマトグラフィ
（ｄＨＰＬＣ）によって分析された。正常なコントロールＤＮＡと比べて変化したｄＨＰ
ＬＣクロマトグラムパターンを示すアンプリコンは、ＡＢＩ３７００シークエンサーで両
方向に独立したＰＣＲ産物から配列決定された。使用された方法は実施例３に記述されて
いる。
【０１７１】
　各変位の番号付けは、全長ＳＣＮ１Ａアイソフォーム配列（Ｇｅｎｂａｎｋアクセッシ
ョン番号ＡＢ０９３５４８）の開始コドンＡＴＧからとられた。変異が検出された場合、
親のＤＮＡ（もし入手可能なら）は直接配列決定によって変異について調査された。
【０１７２】
　結果
　本発明者らは、生後１年のうちに発症する発作障害を有する１７９人の患者（グループ
Ａ）及びその後に発症する発作障害を有する４０人の患者（グループＢ）を募集した。グ
ループＡでは、発症の平均及びメジアン年齢は５．５ヶ月（０．０３～１２ヶ月にわたる
）であった。グループＢでは、発症の平均年齢は４６．９ヶ月であり、メジアン年齢は３
０ヶ月（１３～２６４ヶ月にわたる）であった。グループＡ及びＢで表された表現型の範
囲は表４に示される。
【０１７３】
　ＳＭＥＩを有する６１人の患者のうち７５％（４６／６１）はＳＣＮ１Ａ変異を有する
ことが見出された。ＳＭＥＩを有する個体のうち、４１／６１（６７％）は半間代性発作
を有していた。半間代性発作を有する４１人の個体のうち、３５／４１（８５％）はＳＣ
Ｎ１Ａ変異を有し、６／４１（１５％）は半間代性発作を有するが変異を有さなかった。
【０１７４】
　ＳＭＥＢのすべてのサブタイプを有する４２人の患者のうち、６４％（２７／４２）は
ＳＣＮ１Ａ変異を有していた。ＳＭＥＢのサブカテゴリーにおいて、ＳＣＮ１Ａ変異の存
在は次の通りであった：ＳＭＥＢ－ＳＷは７３％（１１／１５），ＳＭＥＢ－Ｍは１００
％（３／３），ＳＭＥＢ－Ｌは０％（０／１），ＳＭＥＢ－Ｎは１００％（２／２），Ｓ
ＭＥＢは６１％（１１／１８）、及びＩＣＥＧＴＣは３３％（１／３）。
【０１７５】
　ＳＣＮ１Ａ変異は、筋間代性の不安定なてんかんを有する１人の患者でも見出され、認
識された熱性発作プラススペクトルを有する全身性てんかん（ＧＥＦＳ＋）の外側の表現
型を有する１１人の患者でも見出された。これらの患者の臨床的特徴が表５に示されてい
る。これらの１１人の患者のうち３人が、徴候性多焦点てんかん（ＳＭＦＥ）を有するグ
ループを表した。ＳＭＦＥを有する患者のグループは７人の患者を含んでいた。このうち
４３％（３／７）はＳＣＮ１Ａ変異を有しており、すべてが生後１年のうちに発症してい
た。１２人のＬＧＳ患者のいずれもＳＣＮ１Ａ変異を有していなかった。
【０１７６】
　議論
　ＳＣＮ１Ａの変異は、乳児期及び幼児期に示されるてんかん性脳障害の重要な原因であ
る。本研究は、ＳＭＥＩ及びＳＭＥＢ及びそのＩＣＥＧＴＣのサブセットの現在認識され
ているスペクトルを越えてＳＣＮ１Ａ欠陥の表現型スペクトルを拡張させる（Ｆｕｋｕｍ
ａ他、２００４；Ｓｕｇａｗａｒａ他、２００２；Ｎａｂｂｏｕｔ他、２００３；Ｃｌａ
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ｅｓ他、２００３；Ｃｌａｅｓ他、２００１；Ｏｈｍｏｒｉ他、２００２；Ｗａｌｌａｃ
ｅ他、２００３；Ｆｕｊｉｗａｒａ他、２００３；Ｏｈｍｏｒｉ他、２００３；Ｋａｎａ
ｉ他、２００４；Ｍｕｌｌｅｙ他、２００５）。
【０１７７】
　本発明者らの結果は、ＳＣＮ１Ａの表現型スペクトルが徴候性全身性てんかんを有する
患者も含んでいたが、興味深いことにレノックス－ガストート症候群を有する１２人の患
者のいずれも含んでいなかったことを示す。
【０１７８】
　原因不明の部分性てんかんとして分類されたグループ内で、本発明者らが徴候性多焦点
てんかん（ＳＭＦＥ）と名付けた好奇心をそそるサブグループが出現した。ＳＭＦＥは認
識傷害及び難治性発作を有する重症のてんかん性脳障害である。多数のタイプの発作が生
じ、そのうち最も目立つものは焦点性発作であり、典型的には変化する症候を有する。焦
点性筋間代（ミオクロヌス）が生じるかもしれず、又は筋間代を悪化させることが知られ
る特定の抗てんかん薬によってもたらされることすらある。患者は、痙攣性又は非痙攣性
のてんかん状態、部分性の特徴を有する強直性発作及び強直性間代性発作を有するかもし
れない。発作間ＥＥＧは豊富な多焦点てんかん型放電を示す。これらの個体は遅い全身性
スパイク波活性をＥＥＧに有さない。それらのＭＲＩ脳スキャンは正常であるか又は特定
の特徴を示さない。彼らは通常、正常な初期発達を有し、次に難治性発作障害を伴う認識
低下を有し、知的障害で最高潮に達する。運動失調及び痙攣の如き焦点性神経学的徴候が
発展することがある。２週間～４０ヶ月で発作障害を発症したＳＭＦＥを有する７人の患
者がこの研究に入れられた。
【０１７９】
　ＳＭＦＥは、てんかん症候群の国際分類（国際抗てんかん連盟分類・用語委員会、１９
８９）では認識されていなかったが、多くの著者によって論文に記述された障害に含まれ
る（Ｂｌｕｍｅ，１９７８；Ｂｕｒｎｓｔｉｎｅ他、１９９１；Ｍａｒｋａｎｄ，１９７
７；Ｍａｌｉｋ他、１９８９；Ｎｏｒｉｅｇａ－Ｓａｎｃｈｅｚ他、１９７６；Ｏｈｔａ
ｈａｒａ他、１９９５；Ｏｈｔｓｕｋａ他、１９９０；Ｏｈｔｓｕｋａ他、２０００；Ｙ
ａｍａｔｏｇｉ他、２００３）。臨床医の中には、この表現型を「燃えつき」ＳＧＥの後
期発展であるとみなすものもある。しかし、これらの患者は、全身性スパイク波活性のＥ
ＥＧ特徴を決して有さない。日本人の著者は、ＳＭＦＥを「多重独立スパイク焦点を有す
る重度てんかん（ＭＩＳＦ）」の彼らの分類内に含めるだろう。彼らはＭＩＳＦを部分性
発作と全身性発作とにさらに亜分類する（Ｙａｍａｔｏｇｉ他、２００３）。ＭＩＳＦの
大きなグループは、結節状硬化症、仮死出生の如き原因の不均一なアレーを含む。対照的
に、ＳＦＭＥは、遺伝的要因を除く公知の原因を有さない患者を包含する。ＳＭＦＥは、
現在のところ分類するのが困難なひどいてんかん性脳障害を有する患者の重要なグループ
である。彼らの障害の根拠としてのＳＣＮ１Ａ変異の発見は、他の原因についての潜在的
に侵襲的な調査を回避し、治療の標的化を助ける。例えば、ビガバトリン及びチアガビン
の如き筋間代性発作を悪化させる抗てんかん薬の回避、及びＳＭＥＩにおける発作を増大
させることがあるラモトリギンの注意深い使用である（Ｇｕｅｒｒｉｎｉ他、１９９８）
。
【０１８０】
　本研究は、ＳＭＥＩを有する６１人の患者の７５％がＳＣＮ１Ａ変異を有するという以
前の発見を確認する。本研究はまた、半間代性発作がＳＣＮ１Ａに関係するＳＭＥＩの表
れであるというＮａｂｂｏｕｔ及び彼の共同研究者の発見を確認する（Ｎａｂｂｏｕｔ他
、２００３）。これは絶対的でない。なぜなら、半間代性発作を有する我々のＳＭＥＩ事
例の１５％はＳＣＮ１Ａネガティブであったからである。我々の以前の研究で、我々は一
本鎖高次構造分析（ＳＳＣＡ）の技術を主に使用してＳＭＥＩを有する２４人の事例のう
ち８人にＳＣＮ１Ａ変異を見出した（Ｗａｌｌａｃｅ他、２００３）。ここで、我々はＤ
ＨＰＬＣを使用してこれらの事例の１４人を再テストし、ＳＣＮ１Ａ変異を有する６人を
さらに同定した。従って、ＳＳＣＡは、我々の元の論文で推定された８０％の検出率より
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かなり低い検出率を有しており、全変異率を１４／２４（５８％）にする（Ｗａｌｌａｃ
ｅ他、２００３）。我々の現在の発見は、６１％（Ｆｕｋｕｍａ他、２００４）から、７
７％（Ｓｕｇａｗａｒａ他、２００２），８３％（Ｏｈｍｏｒｉ他、２００２），９２％
（Ｆｕｊｉｗａｒａ他、２００３），１００％（Ｃｌａｅｓ他、２００３；Ｃｌａｅｓ他
、２００１）までにわたるＳＭＥＩコーホートの研究の大部分で見出されたＳＣＮ１Ａ変
異率と一層一致する。主な例外は、ＤＨＰＬＣ及び配列決定に基づくＮａｂｂｏｕｔの研
究において見出された３５％の変異率であった（Ｎａｂｂｏｕｔ他、２００３）。
【０１８１】
　我々の研究は、ＳＭＥＢにおけるＳＣＮ１Ａ変異率を調査した他のグループとも一致す
る。我々は、すべてのＳＭＥＢの６４％が変異を有することを見出した。この値は、Ｆｕ
ｋｕｍａ及び彼の共同研究者によって見出された２６％より高い（Ｆｕｋｕｍａ他、２０
０４）。Ｆｕｊｉｗａｒａ及び彼の共同研究者によって研究された７／１０患者（Ｆｕｊ
ｉｗａｒａ他、２００３）と比べて、ＩＣＥＧＴＣを有する３人の患者のうち１人のみが
変異を有していた。
【０１８２】
　筋間代性発作がＳＭＥＩ表現型の本質的要素であるかどうかという問題が議論されてき
た。我々のデータは、筋間代性発作は必須でないということを示唆する。なぜなら、筋間
代性発作のみを欠くＳＭＥＩ表現型（ＳＭＥＢ－Ｍ）を有する我々の患者の３人すべてが
ＳＣＮ１Ａ変異を有していたからである。同様に、全身性スパイク波活性はＳＭＥＩのＥ
ＥＧ証明であると考えられるが、我々は、スパイク波活性を有さないＳＭＥＩ（ＳＭＥＢ
－ＳＷ）を有する我々の患者の１１／１５（７３％）が変異を有していたことを見出した
。
【０１８３】
　ＳＭＥＩの知的結果は一般的に貧しいと見なされており、すべての患者が認識障害を有
する（Ｄｒａｖｅｔ他、２００２）。我々の患者のうち２人は、認識障害を除くすべての
特徴を有するＳＭＥＩの古典的な経歴を有しており、人生の後期では正常な知性を有して
いた（ＳＭＥＩ－Ｎ）。両方の患者はＳＣＮ１Ａ変異を有していた。これらのデータは重
要である。なぜなら、それは何人かの患者についての結果は一般的に考えられているもの
より良好であるかもしれないということを意味するからである。
【０１８４】
　これは、生後１年のうちに並びに後の幼児期に始まるひどい発作障害におけるＳＣＮ１
Ａの役割の最大の研究である。我々の発見が表現型スペクトルを拡大させたのは驚くべき
ことではない。障害は、本質的特徴の特異的グループを有する「純粋なコーホート」でま
ず同定される。分子的根拠が決定されるにつれ、表現型－遺伝子型の相関が、穏やかな事
例又は一見無関係にみえる障害を含むように表現型を拡張させる。これは、てんかん学に
おいて可能となったばかりである。なぜなら、ＳＣＮ１Ａは、原因不明であると以前はみ
なされていたてんかんにおいて役割を有することが示された最初の遺伝子であるからであ
る。重要な発見は、正常なＭＲＩの設定において多焦点特徴を有するてんかん性脳障害の
後期発症を有する子供は、ＳＧＥを有する子供がそうであるかもしれないようにＳＣＮ１
Ａ変異を有するかもしれないということである。従って、我々は、ＳＣＮ１Ａは徴候性て
んかんにも関係していると決定し、分子的根拠が正常な構造的画像を有するすべてのてん
かん性脳障害で考慮されるべきであるということを示唆する。
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【０１８５】
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【図面の簡単な説明】
【０１８６】
【図１】図１におけるフローチャートは、ＳＣＮ１Ａ遺伝子における変化がＳＭＥＩの原
因であるという可能性を明らかにするために使用することができる方針を図示する。

【図１】
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【国際調査報告】
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