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序論

Dravet症候群（DS）は，複数の難治なてんか
ん発作型，熱過敏性発作，認知行動障害，運動
障害などを特徴とする発達性てんかん性脳症の
一つで 1-3），症例の4〜20%が早期に死亡する
神経学的予後・生命予後不良な疾患である 3, 4）。
電位依存性ナトリウムチャネルαサブユニット
1（NaV1.1）をコードするSCN1A 遺伝子に，ヘ
テロ接合性機能喪失型バリアントが8割以上の
患者で同定される2, 5）。NaV1.1は錐体細胞の活
動制御に重要なパルブアルブミン陽性GABA
作動性細胞（以下PV細胞）に多く発現し 6, 7），
この細胞の機能低下がDSの主病態と考えられ
ている 6, 8, 9）。しかし，DSの脳波臨床的特徴は
年齢により大きく変化するが，その背景にある
病態特性の変化を理解するには不十分である。

マンガン造影磁気共鳴画像法（manganese-

enhanced magnetic resonance imaging, 
MEMRI）は，陽性造影剤の性質を持つマンガ
ンイオン（Mn2+）が，神経組織でカルシウムイ
オン（Ca2+）アナログとして作用することを利
用し，in vivo での脳活動を高解像度に可視化
することを可能とする。Mn2+ は電位依存性カ
ルシウムチャネルを介して脱分極した神経細胞
内に取り込まれ，経シナプス的に隣接神経細胞
に輸送されるため 10），活動上昇を示す細胞が
T1強調画像で高信号として描出される。Mn2+

は全身投与後24時間かけて脳内に分布するた
め 10-12），MEMRIは発作やてんかん様放電など
短時間の一過性神経活動ではなく，基礎活動の
評価に適している13-15）。

本 研 究 で は，Scn1a ノッ ク ア ウトラ ット
（Scn1a +/−ラット）の各脳領域における基礎活動
を，MEMRIを用いて発達段階ごとに評価した。

Scn1a ノックアウトラットの発達に伴う脳活動変化と
背景病態に関する研究

田　原　麻　由，日　暮　憲　道

要旨：Dravet症候群（DS）は主にSCN1A 異常に起因する発達性てんかん性脳症で，大脳抑
制性細胞の機能低下により発症するとされるが，年齢依存的に変化する表現型の背景病態を
説明するには不十分である。DS病態の経齢的変化の理解を目指し，Scn1a ノックアウトラッ
ト脳の基礎活動とその発達による変化を，マンガン造影磁気共鳴画像法により解析した。そ
の結果，野生型と比較してヘテロ型では3週齢でのみ広範な脳領域で有意な活動上昇が観察
されたが，2，4週齢では有意差を認めなかった。この3週齢での一過性活動上昇はNKCC1
阻害薬を前投与することで改善したことから，GABAA受容体を介した抑制性シナプス伝達
の未熟性の関与が示唆された。ラットの3週齢は，ヒトではDS発症ピークである6か月齢に
相当するため，DSの発症には，抑制性細胞の機能低下とともに，抑制性シナプス伝達の未
熟性の関与が推定された。
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方法

1. Scn1a ノックアウトラットの作製
Transcr ipt ion act ivator - l ike ef fector 

nucleases（TALEN）を用いて，F344ラットの
Scn1a エクソン1にフレームシフトを起こし作
製した。本研究では日齢15から38の雄ラット
を使用した。

2. MEMRI実験の流れ
初回のMRI撮像直後にMnCl2 溶液（66 mg/

kg）を腹腔内投与し，24時間後に再度MRI撮
像を行った 10）。解析には，各画素のT1緩和時
間をT1値として定量表示するT1マップを使
用した。脳活動の上昇を示す領域はT1高信号，
すなわちT1緩和時間の短縮，T1値の低下と
して算出することが可能となる16, 17）。この手法
を 応 用 し て， 野 生 型（Scn1a +/+）ラ ッ ト と
Scn1a +/-ラットの脳活動を領域ごとに定量比較
した。

3. �ブメタニド（Na＋-K＋-2Cl− 共輸送体アイ
ソフォーム1（NKCC1）阻害剤）投与実験

既報告18）にしたがって，日齢12から日齢20，
または日齢26までブメタニド溶液（0.2 mg/kg），
または対照として等量の生理食塩水（4 mL/kg）
を1日2回連日投与し，MEMRIと温熱誘発発
作特性の変化をこれら二群間で比較した。温熱
負荷は，45℃の湯を満たした10 cmの深さの浴
槽内でラットを泳がせ，最大5分間または発作
出現まで観察した19）。各ラットについて，水面
接触から発作出現までの潜時，発作持続時間，
発作の重症度を記録した。発作の重症度は，
Racineの分類に基づいてスコア化し 20），最も
高いスコアを解析に用いた。

4. 統計解析
広範な領域の脳活動を調べるため，ANCOVA

型混合効果モデルを用いて，異なる遺伝子型，
発達段階，および脳領域のそれぞれ異なる水準
下で得られた実験データに対して，二方分割型
デザインを適用し，MnCl2 溶液投与前のT1値

（T1pre）で調整したT1post（MEMRI T1マッピン

グから得られたT1値）を比較した 21）。ラット
の発達段階は，既報告にしたがって次のように
定義した 22）：日齢15〜18（新生児期），日齢19
〜22（乳児期），日齢23〜26（離乳期），日齢27
〜30（幼児期），日齢31〜34（児童期），日齢35
〜38（前思春期）。MEMRI実験では，遺伝子型
と発達段階を1次単位（動物）に，2次単位（動
物内の領域）に適用した。ブメタニドの有無に
よるMEMRI実験では，遺伝子型と薬物（ブメ
タニドまたは生理食塩水）を1次単位（動物）に，
脳領域を2次単位（動物内の脳領域）に適用した。
繰返しの効果はError（A）とError（B）21）を含
み1次誤差に統合し，SASのTypeⅢ Sum of 
Squaresを主結果として用いた。各発達段階に
おける脳領域ごとのT1postを遺伝子型間で比較，
あるいは各遺伝子型における脳領域ごとの
T1post をブメタニドと生理食塩水投与群で比較
するために，SchefféあるいはTukey多重比較
検定を2次誤差を用いて実施した。温熱誘発発
作の発作型はMann-Whitney U検定を用いて評
価した。p値は両側とし，p＜0.05を統計的に
有意とした。

結果

1. Scn1a ノックアウトラットの表現型
確立したScn1a ノックアウトラットでは，エ

クソン1の94塩基対の欠失と，脳NaV1.1発現
の低下が確認された。Scn1a -/-ラットは生後2
週までに全個体が死亡したが，Scn1a +/-ラット
は実験期間中の自然死を認めず，平均体重も
Scn1a +/+ラットと有意差はなかった。温熱誘発
発作は，解析した2〜4週齢のScn1a +/-ラット
全個体で認めたが，Scn1a +/+ラットでは出現し
なかった。Scn1a +/-ラットでは自発発作は4週
齢以降で時折確認された。DSモデルとして確
立されているScn1a +/-マウスでは3週齢から自
発発作が認められ，20〜50%の個体が6週齢ま
でに早期死亡することが報告されており8, 23-25），
本ラットの重症度はこれより軽症であると考え
られた。

2. MEMRIによる脳活動の経齢変化
日齢15〜38のScn1a +/+ およびScn1a +/-ラッ
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Fig. 1　�Scn1a +/+とScn1a +/−ラットの各日齢・各脳領域のT1postの比較
Scn1a+/−ラットでは，日齢19〜22に小脳虫部を除く全領域で，有意なT1値の低下を認める（p=<0.001）。
また，日齢35〜38には海馬CA3（p=<0.001），外側手綱核（p=0.007），淡蒼球（p=0.05），尾状核

（p=<0.001）で有意な減少を認めた。

ト（各44匹）を対象にMEMRIを実施した。T1
値は髄鞘化の影響を回避するため 26, 27），MnCl2
投与前のT1値（T1pre）と投与24時間後のT1値

（T1post）を測定し，T1preで調整した各関心領域

のT1postを比較した（Fig. 1）。T1postのANCOVA
では，遺伝子型の有意な主効果も，発達段階，
遺伝子型，関心領域間の3因子交互作用も有意
ではなかったが，交互作用の各水準間のTukey
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Fig. 2　�ブメタニド投与群と生理食塩水投与群における日齢21でのT1post比較
Scn1a +/-ラットでは，生理食塩水投与群と比較してブメタニド投与群で，外側手綱核を除く全領域で
T1postの有意な上昇を認める（p<0.05）。Scn1a +/+ラットではこれらに有意差は認めない，
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多 重 比 較 検 定 で は， 日 齢 19〜22 に お い て，
Scn1a +/-ラットの広範な脳領域で野生型と比較
してT1postの有意な減少（つまり活動上昇）を認
めた。日齢15〜18，23〜34では有意差を認め
なかったが，日齢35〜38では，Scn1a +/-ラッ
トの複数の領域で再び有意な減少を認めた。
Scn1a +/-ラットでは，ヒトのDS発症月齢に相
当する日齢19〜22に一過性に 1, 4, 28），広範な脳
領域で有意に活動が増大することが示された。

3. �ブメタニド投与による日齢19-22の脳活
動上昇への影響

NKCC1 と KCC2（K+-Cl-共 輸 送 体 ア イ ソ
フォーム2）の発現バランスの関係から，未熟な
神経細胞では細胞内塩化物イオン濃度（［Cl−］i）
が高く，GABAA受容体伝達が脱分極（興奮）性
に作用，あるいは過分極（抑制）性に作用しても
その効果が弱いことが知られている26, 29, 30）。成
熟に伴い［Cl-］iは低下し，十分な過分極性伝達
となる26, 29）。齧歯類では2（〜3）週齢までに［Cl-］i

が低下することが知られており29-34），Scn1a +/-

ラットでみられた日齢19〜22の一過性脳活動
上昇の背景に，このGABAA受容体伝達の遅延
の関与が想定された。これを検証するため，
NKCC1阻害剤のブメタニド26）投与本実験を行
なった。Scn1a +/+およびScn1a +/-ラットにブメ

タニドまたは生理食塩水（対照群）を，日齢12
か ら 20 ま で 連 日 腹 腔 内 投 与 し， 日 齢 21 に
MEMRIを行った（全ての実験で各群6匹実施）。
Scn1a +/+ではブメタニド投与群と生理食塩水投
与群とで T1post に有意差を認めなかったが，
Scn1a +/-ではブメタニド群で生理食塩水群と比
較して，広範な領域でT1postの有意な上昇を認
めた（Fig. 2）。一方，ブメタニドあるいは生理
食塩水投与を日齢26まで継続し，日齢27に行
なったMEMRIでは，いずれの群にも有意な変
化を認めなかった。従って，発達性に［Cl-］i が
低下する過程において，Scn1a +/-ラットでは3
週齢で一時的に遅延しているが，その後に
Scn1a +/+レベルに追いつくことが示唆され，日
齢19-22の一過性脳活動上昇の背景に抑制性シ
ナプス伝達の未熟性の関与が示唆された。

4. �ブメタニド投与によるScn1a +/-ラット
の温熱誘発発作への影響

ブメタニド投与がScn1a +/-ラットの発作特性
に影響するかを確認するため，上記と同様の方
法でブメタニドあるいは生理食塩水を投与し，
日齢21に温熱誘発発作の特性を比較した（各群
6匹）。発作持続時間や発作スコアに有意差を
認めなかったが，発作潜時はブメタニド投与群
で有意に延長した（Fig. 3）。一方，日齢27でも

Fig. 3　�Scn1a +/-ラットにおけるブメタニド投与群と生理食塩水投与群の日齢21での温熱誘発発作特性の比較
生理食塩水投与群と比較して，ブメタニド投与群で発作潜時の有意な延長を認める。発作持続時間，
発作スコアには有意な変化を認めない。
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同様の実験を行なったが，いずれも有意差を認
めなかった（データは省略）。これらより，3週
齢での抑制性シナプス伝達の未熟性は，発作閾
値にも影響していることが示唆された。

考察

本 研 究 で は，MEMRI を 用 い る こ と で，
Scn1a +/-ラット脳神経の基礎活動レベルが，
Scn1a +/+ ラットと比較して日齢19〜22に一過
性に，しかし広範に上昇していることを明らか
にした。4週齢ではScn1a +/+ ラットと有意差を
認めず，さらにブメタニド投与での観察から，
Scn1a 機能減弱が，抑制性シナプス伝達の成熟
過程が3週齢で一時的に遅延すると推測された。

ラットの日齢19〜22はヒトの6か月齢に相当
し22），DS患者の発作発症時期に合致する1, 4, 28）。
年齢依存的な脳機能特性変化がDS発症時期に
増強することは他研究でも確認されている。例
として，Scn1a+/-マウスのPV細胞の発火機能は，
日齢18〜21で強く障害されるが，疾患発症前
の2週齢や成体では野生型と有意差がない 35）。
また，Scn1a +/-マウスの背景脳波活動のパワー
スペクトル密度は，野生型と比較して2週齢で
は有意差がなく，3週齢で有意に低下し差が最
大となるが，その後は差が小さくなる 36）。
Scn1a バリアントの影響による脳機能変化が3
週齢で増大することでDS発症に寄与すること
が示唆された。

齧歯類の抑制性神経回路の発達過程で2〜3
週齢は重要な時期である。NaV1.1発現は2週
齢より上昇し始める 6, 37）。PV細胞の発火能な
どの電気生理学的機能やGABA性シナプス形
成は2〜4週齢で成熟する38-40）。GABAA受容体
伝達の過分極から脱分極性反応へのスイッチは
ほぼ2週齢までに，一部の遅い領域でも3週齢
前半までには完了する17, 19-21, 26）。本研究で確認
された3週齢での脳活動上昇には，当然すでに
確立しているPV細胞の発火機能低下35）の関与
は考慮されるが，この機能低下がまだ残存する
4週齢ですでに脳活動上昇が改善していたこと
からは，他の機序の関与が推測される。ブメタ
ニド実験結果から，［Cl-］i の発達性低下が不十
分なことによる抑制性シナプス伝達の減弱が関

与することが示唆された。さらにPV細胞の発
火機能の低下が正常同等な2週齢では脳活動上
昇は認めないことから，初期の［Cl-］i の発達性
低下は障害されておらず，2週齢以降にNaV1.1
発現が上昇し，この細胞の発火機能が高まる時
期のアウトプットが弱いことで，［Cl-］i 低下の最
終段階が遅延する可能性が考慮された。

本研究ではいくつかlimitationがある。まず，
今 回 使 用 し たScn1a +/-ラ ッ ト の 表 現 型 が，
Scn1a +/-マウスより軽症であり，DSモデルと
して不完全な可能性がある。背景に動物種や系
統の遺伝学的特性や耐久性の違いが考慮される
が，Scn1a +/-マウスで実験をした場合，結果が
異なる可能性がある。しかし，本実験計画をマ
ウスで行うことは，実験条件，身体的耐性，解
像度などの観点から容易ではなく，本ラットで
早期死亡や重度の自発発作・重積状態を欠くこ
とは，より純粋にScn1a 病態を評価できること
が期待される。また，今回オスのみで行ったが，
今後メスでも同様の所見が得られるか確認する
必要がある。さらに，3週齢での一過性脳活動
上昇の背景に ［Cl-］iの発達性低下の遅延を推測
したが，電気生理学的，生化学的に実証がない
ため仮説の域を出ない。今後精巧な手法で確認
する必要がある。最後に，日齢35〜38に一部
の領域で活動上昇が再確認され，成人期の臨床
的表現型との関連が推定されるが，この所見の
意義についても検討の余地がある。

最後に，本研究の成果から，MEMRIが今後，
他の発達性てんかん性脳症の病態研究にも応用
できる可能性が期待された。
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