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緒言 

 

 熱性けいれんは、乳幼児期に生じる最も一般的な痙攣性疾患である（Koyama and 

Mastuki, 2010; Koyama et al., 2012）。多くの場合は 38 ℃ 以上の発熱を伴い、主

に生後 6ヶ月~5歳の乳幼児期に生じる。その発症率は全世界において 2 - 14 % に

も上る（Tsuboi et al., 1984; Hauser , 1994）。発症率には人種、民族、地域差が関与

することが示唆されており、特に日本では 7 - 11%と比較的高い。 

熱性けいれんは、単純型と複雑型の二つに分類される。米国小児科学会の定義によ

ると、単純型は持続時間が 15分未満の全般性発作であり、24時間以内に複数回反復

しない熱性けいれんである。複雑型は、①焦点性発作、②15 分以上持続する発作、

③24 時間以内の複数回の発作のうち一項目以上を満たす熱性けいれんである。全患

者のうち約 60 - 70 % が単純型であり、約 30 - 40 % が複雑型である（Nelson et al., 

1984）。単純型は一般的に予後が良好であることが報告されている。一方で、複雑型

は将来的なてんかんの発症に関与する可能性が明らかにされている（Cendes et al., 

1993; French et al., 1993; Chungath et al., 2008）。このため、複雑型熱性けいれん

の迅速かつ適切な治療が期待される。現在、この治療薬としてベンゾジアゼピン系や

バルビツール酸系の GABAA 受容体賦活薬が汎用されている（Khosroshahi et al., 

2011; Camfield and Camfield, 2014; Salehiomran et al., 2016）。GABAA受容体は

Cl-チャネルを内蔵するイオンチャネル型受容体である。ベンゾジアゼピン系薬は
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GABAA受容体のベンゾジアゼピン結合部に作用し、Cl-チャネルの開口頻度を増加さ

せる。それに対して、バルビツール酸系薬はピクロトキシン結合部位に作用し、Cl-

チャネルの開口時間を延長させる（Study and Barker, 1981; Treiman, 2001)。これ

らの GABAA受容体賦活薬は、GABA の抑制性作用を増強し、熱性けいれん発症時

の神経回路の過剰な興奮を緩和することで、抗痙攣作用を示すと考えられている。実

際、これまでの数々の研究から熱性けいれんにおけるGABAA受容体賦活薬の有効性

が明らかにされている（Appleton et al., 1995; Chamberlain et al., 1997; Lahat et 

al., 2000; Mahmoudian and Zadeh, 2004）。しかしながら、一部の研究ではその有

効性及び安全性について疑問が呈されている（Dzhala and Staley, 2003; Khalilov et 

al., 2003; Khalilov et al., 2005）。このように見解が一致しない原因の一つとして、

GABAの作用が発達に伴って変化することが考えられる。 

GABAの作用は、細胞内Cl-イオン濃度及びCl-平衡電位に依存的して決定される。

これらは主にK+ - Cl-共輸送体アイソフォーム 2（KCC2）及びNa+ - K+ - 2Cl-共輸送

体アイソフォーム 1（NKCC1）といった陽イオン - Cl-共輸送体（CCCs）により制

御される。KCC2はNa+/K+ 勾配を利用し、Cl-イオンを細胞外に排出させる。一方、

NKCC1 は Cl-イオンを細胞内に流入させる。成熟した神経細胞では NKCC1 に対

し、KCC2 の発現量が多く、細胞外に比べて細胞内のCl-イオン濃度が低く保たれて

いる。このため、GABAが受容体に結合するとCl-イオンが細胞内に流入し、細胞は

過分極する。それに対して、未成熟な神経細胞ではKCC2に比べてNKCC1の発現
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量が多く、細胞内のCl-イオン濃度が高いためGABAが受容体に結合するとCl-イオ

ンが細胞外に流出し、細胞は脱分極する（Fukuda et al., 1998; Ben-Ari, 2002; Payne 

et al., 2003）。以上のことから、熱性けいれんが頻発する発達期の脳内では未成熟な

神経細胞が多く存在するため、GABAA 受容体賦活薬が神経細胞の脱分極を誘引し、

熱性けいれんを悪化させる可能性が考えられる。しかしながら、GABAA受容体賦活

薬が熱性けいれんに及ぼす影響の詳細は未だに明らかとなっていない。この理由と

して、熱性けいれんの影響を評価する指標が多様であること、熱性けいれん発症時に

おける測定技術の適応が困難であることが挙げられる。そこで、本研究では特に複雑

型熱性けいれんに着目し、GABAA受容体賦活薬が熱性けいれんに及ぼす影響につい

てモデルマウスを用い、多様な評価指標を使用し、新規測定系を確立することで検討

した。 
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実験方法 

 

実験動物 

実験には日本 SLCより購入した生後 10 - 14週齢のC57BL/6Jマウスを用いた。

全ての動物実験は東京大学動物実験実施マニュアルに従い、動物実験委員会の承認

を得た上で、実験動物への苦痛を最小限に抑える努力の下行った（承認番号：P24-

14）。 

 

熱性けいれんモデルマウスの作製 

 複雑型熱性けいれんを模倣するため、ヘアドライヤーモデルを用いた (Bender et 

al., 2004; Koyama et al., 2012; Tao et al., 2016; Koyama, 2017)。生後 11日齢のマ

ウスをガラスチャンバーに入れ、ヘアドライヤーにより誘導した高温条件 (40 - 

44 ℃) に暴露した（図 1A）。2分ごとに直腸温を測定し、39.5 - 43 ℃となるよう 30

分間維持した（図 1B）。チャンバーの真横に設置したビデオカメラ（CMS-V40BK; 

Sanwa, Tokyo, Japan）により発作誘導中の行動を撮影した。発作行動のうち、後肢

の対称的な屈伸の繰り返しを伴う間代性発作を評価指標として用いた（Kasahara et 

al., 2018）。 

熱性けいれん誘導 15 分前に生理食塩水、ジアゼパム（0.01 and 1 mg/kg; Wako, 
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Osaka, Japan; Liljelund et al., 2005）、 ペントバルビタール（0.37 and 37 mg/kg; 

nacalai, Kyoto, Japan; Dubé et al., 2006)、ブメタニド（10 mg/kg; Sigma, St. Louis, 

MO, USA; Töllner et al., 2014）を皮下投与した。 

 

手術 

生後 10 日齢のマウスをイソフルランガス（0.5 - 1.5 %）及びリドカイン（0.043 

mg/kg）により麻酔した。麻酔したマウスを 3Dプリンターにより設計・作製した固

定台に設置、頭皮を切開した後、片側の頭頂連合野内側もしくは一次体性感覚野（AP 

1.0 mm, LM ±0.2 mm, DV −2.0 mm）をターゲットとし、26ゲージの注射針を用い

て頭蓋骨を除去し、記録電極を埋め込んだ（図 5D）。グラウンド及び参照電極は前頭

皮質に設置し、瞬間接着剤（LOCTITE 454, Henkel, Germany）と歯科用セメント

（Super-Bond C&B, SUM MEDICAL, Japan）を用いて頭蓋に固定した。電極はウ

レタンエナメルワイヤー（直径 140 μm）及び 3D設計・作製したプラスチックビー

ズにより作製した（図 5C）。記録後に電極跡を特定するため、蛍光色素（DiI, 80 mg/ml, 

Invitrogen）をアセトン、エタノール混合液（1 : 1）に溶かし、電極先端に塗布した。

手術後、マウスの体温低下を防ぐため、ヒートプレートの上にのせて一晩回復させた。 

 

局所場電位記録 

手術の翌日、局所場電位（LFP）記録を行った。電極を埋め込んだマウスに軽量化
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した小動物用痙攣脳波収録・解析システム（8200 system Series, Pinnacle Technology, 

Inc., KS, USA）を接続し、常温のガラスチャンバーに入れた。10分間の順化を行っ

た後、30 分間 LFP を記録した。生理食塩水、ジアゼパム、 ペントバルビタール、

ブメタニドを皮下投与し、その 15 分後に熱性けいれん誘導下における LFP 記録を

行った（図 5A, B）。熱性けいれん誘導中は 2 分ごとに直腸温を測定し、39.5 - 43 ℃

となるよう 30分間維持した。記録は熱性けいれん誘導開始後、最長 50分間行った。

29匹のうち 17匹が記録中に死亡した。 

データは Sampling rate 1000 Hz、500 Hzの low-pass フィルターをかけて取得

した。シグナルは-4.0 mw以上かつ 4.0 mV以下で数値化された。 

 

組織化学的手法 

熱性けいれん誘導終了後、イソフルラン麻酔下で 4 ℃に冷却した phosphate 

buffered saline（PBS）及び 4 % paraformaldehyde（PFA）により灌流を行った。

断頭して脳を摘出し、4 ℃の PFA で 16 時間以上後固定を行った。脳は切片作製ま

で 4 ℃で保存し、DTK-1500 ヴィブラトーム（Dosaka, Japan）を用いて bregma 

から posterior 側に 100 μm厚の冠状切片を作製した。切片はPBSにより洗浄し（10 

分間、3回）、室温でHoechst（1 : 1000）を 10分間処置することにより、細胞核を

染色した。さらにPBSにより洗浄し（10分間、3回）、Permafluor（Thermo Fisher, 

Waltham, MA）で封入した。 
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LA event及びEpileptic eventの検出 

LFP の解析は Python により行った。直腸温測定時のシグナルは除去し、ハムノ

イズを取り除くため、49 - 51 Hz notch-filterをかけた。取得したデータに対し、ヒ

ルベルト変換を行い、5 ms kernel の Gaussian-filter をかけることにより LFP 

envelopeを算出した。熱性けいれん誘導前 30分 間における LFP envelopeの平均

（mean）と標準偏差（SD）はそれぞれ 40.7 ± 2.0 μV、5.3 ± 0.3 μVであった。LFP 

envelopeがmean + 50 x SDを超えた場合、LA eventの候補として検出した。LFP 

onset及び offsetは初めにmean + 20 x SD以上となった時、mean + 20 x SD以下

となった時とした。Event の持続時間が 10 ms 未満であるものは除外した。Event

間隔が 200 msよりも小さい場合、一つの eventとみなした。LA evevt候補のうち、

i）LFPトレースのピークの絶対値がmean + 50 x SD超、ii）ピークの立ち上がり時

間が 10 ms 以上 200 ms 以下、iii）sharpness index（正のピーク数 / 負のピーク

数）が 2超の全ての項目を満たすものをLA eventと定義し、検出した（図 7）。LA 

event の中で初めのピークが 3 mV以上である eventをEpileptic eventとして定義

した。また、Epileptic eventの持続時間は eventの onsetと offsetの間と定義した

（図 10）。これらの解析はヒトにおける脳波記録を参考として行った（Kane et al, 

2017）。 

 



9 

 

データ解析 

データの解析は、Pythonにより作成したプログラムおよび ImageJを用いてオフ

ラインで行った。データは mean ± SEM で表示し、一元配置分散解析（one-way 

ANOVA）後、Tukey-Kramer法により多重比較を行った。 
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結果 

 

複雑型熱性けいれんモデルマウスの作製 

ヘアドライヤーにより誘導した高温条件（40 - 44 ℃）に生後 11 日齢のマウスを

曝し（図 1A）、熱性けいれんにおいて生じる 38 ℃ 以上の高熱を再現した。徐々に

マウスの体温を上昇させ、39.5 ℃以上に 30 分間保持することにより（図 1B）、複

雑型熱性けいれんに特徴的である長時間持続し、頻発する発作が生じることを確認

した。また、口部自動症や正向反射の消失といった側頭葉てんかんで認められる発作

行動が観察されたことから、生じた発作が焦点性である可能性が考えられる。 

 

高濃度GABAA受容体賦活薬は複雑型熱性けいれんに対する感受性を増加させる 

初めに、GABAA受容体賦活薬がけいれんフェノタイプに与える影響について検討

した。GABAA受容体賦活薬として、ベンゾジアゼピン系であるジアゼパム（0.01及

び 1 mg/kg）及びペントバルビタール（0.37及び 37 mg/kg）を用いた。評価指標と

して、発作行動の中でも視覚的に明らかであり、四肢の屈伸・伸長を繰り返してガタ

ガタとふるえる間代性発作に着目した。熱性けいれんに対する感受性を評価するた

め、間代性発作の発症率、潜時、体温閾値を測定した（図 2A, 3A, B）。間代性発作

の発生率は生理食塩水群で 100 ％（5 / 5）であった（図 1A, 表 1）。0.01 mg/kg ジ

アゼパムを投与した場合、発生率は 0 %（0 / 4）となった。一方、1.0 mg/kg ジアゼ

パム、0.37 mg/kg、37 mg/kg ペントバルビタールを投与した場合、発症率は 100 %
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（5 / 5、5 / 5）であった。さらに、GABAが脱分極性に作用する可能性について検討

するため、NKCC1阻害薬であるブメタニド（10 mg/kg）を用いた。ブメタニド単独

投与投与群における間代性発作の発生率は 50 %（2 / 4）であった。1.0 mg/kg ジア

ゼパムもしくは 37 mg/kg ペントバルビタールとブメタニドを共投与した場合、発

症率はそれぞれ 0 %（0 / 5）、20 %（2 / 4）となった。間代性発作が生じるまでの潜

時及び体温閾値は間代性発作の発生率が 100 %であった群においてのみ測定した。

潜時は、1.0 mg/kg ジアゼパムもしくは 37 mg/kg ペントバルビタールを投与した

際、生理食塩水に比べて短縮した（図 3A）。体温閾値は生理食塩水に比べ、1.0 mg/kg 

ジアゼパムもしくは 37 mg/kg ペントバルビタールを投与した際に低下した（図 

3B）。以上の結果から、高濃度のジアゼパム及びペントバルビタールは脱分極性

GABA シグナリングを介し、複雑型熱性けいれんへの感受性を増加させることが考

えられる。 

 

高濃度GABAA受容体賦活薬は熱性けいれんフェノタイプを増悪させる 

次に、熱性けいれんの重篤度に与える影響について評価するため、間代性発作が持

続する時間を測定した（図 2B）。持続時間は 1.0 mg/kg ジアゼパムもしくは 37 

mg/kg ペントバルビタールを投与した際、生理食塩水群に比べて減少しなかった。

37 mg/kg ペントバルビタールの投与はむしろ持続時間を延長させた。この37 mg/kg 

ペントバルビタールによる作用は、ブメタニドの共投与により抑制された。これらの
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結果から、高濃度のペントバルビタールは脱分極性GABAシグナリングを介し、け

いれんフェノタイプを増悪させる可能性が示唆される。 

 

高濃度GABAA受容体賦活薬による影響は発達に伴って変化する 

高濃度GABAA受容体賦活薬によるけいれんフェノタイプへの影響が、発達の程度

に関与するか検討するため、生後 14日齢のマウスを用いて複雑型熱性けいれんの誘

導を行った。間代性発作の発生率は生理食塩水群で 60 ％（3 / 5）であった（図 4A, 

表 2）。1.0 mg/kg ジアゼパムもしくは 37 mg/kg ペントバルビタールを投与した場

合、ブメタニドの共投与の有無に関わらず、発症率は 0 %（全て 0 / 5）であった。ブ

メタニド単独投与投与群における間代性発作の発生率は 40 %（2 / 5）であった。間

代性発作の持続時間は全群で差が認められなかった（図 4B）。これらの結果から、

高濃度のGABAA受容体賦活薬は生後 14日齢において、間代性発作の発生を阻害す

ることが明らかとなった。高濃度のGABAA受容体賦活薬によるけいれんフェノタイ

プへの影響は、発達の程度に応じて変化することが示唆される。 

 

熱性けいれん誘導条件下における局所場電位記録法の確立 

GABAA 受容体賦活薬が複雑型熱性けいれんに与える影響について神経活動レベ

ルで検討するために、まず、熱性けいれんモデルマウスにおいて in vivo 局所場電位

（LFP）記録法により神経活動を記録する系を確立した。乳幼児期マウスにおいて

LFP 記録を行った知見は極端に少ない。この理由として、乳幼児期のマウスは小さ
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く、市販の手術用の頭部固定台が使用できないこと、頭蓋骨が脆弱であるため従来の

記録電極や基盤の固定が困難であることが挙げられる。そこで、3Dプリンターを用

い、乳幼児期マウス専用の頭部固定台及び小型かつ軽量化した記録電極及び基盤を

新たに設計・印刷した（図 5C）。これにより、記録電極のより安定した設置・固定が

可能となり、乳幼児期マウスにおけるLFP記録を可能にした。さらに、高温条件誘

導装置と組み合わせ、熱性けいれん誘導下におけるLFP記録システムを確立した（図 

5 A, B）。このシステムを用い、間代性発作の発生と同時にてんかん様脳波が生じる

ことを確認した（図 6A）。なお、LFP は片側の頭頂連合野内側もしくは一次体性感

覚野（AP 1.0 mm, LM ±0.2 mm, DV −2.0 mm）から記録した（図 5D）。 

自由行動下において LFP 記録を行った場合、神経活動由来ではなく身体の動き

に由来した電位の変動（ノイズ）が生じる（図 6B）。間代性発作などの激しい発作

行動を伴う場合、顕著な神経活動の上昇がみられるため、従来の研究の多くはこの特

徴的な電位変化についてのみ着目し、行動によるノイズを除去していない。本研究で

は、神経活動に由来した電位変化をより特異的に抽出するための新たな指標を確立

した。本指標により抽出された電位変化を Large amplitude（LA）event と名付け

た。まず、熱性けいれん誘導前 30 分 間における LFP envelope の平均（mean）

と標準偏差（SD）を算出した（40.7 ± 2.0 μV、5.3 ± 0.3 μV）。LFP envelope

がmean + 50 x SD超のものを、LA event候補として検出した。LA evevt候補の中

から、i）LFPトレースのピークの絶対値がmean + 50 x SD超、ii）ピークの立ち上
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がり時間が 10 ms以上 200 ms以下、iii）sharpness index（正のピーク数 / 負のピ

ーク数）が 2超の全ての項目を満たすものLA eventと定義し、検出した（図 7）。 

 

高濃度GABAA受容体賦活薬は熱性けいれん誘導中の神経活動を増大させる 

確立した記録システムを用い、GABAA受容体賦活薬が熱性けいれん中の神経活動

に与える影響について検討した。検出したLA eventについて疑似カラーラスタープ

ロット及び累積度数分布表を作成した（図 8, 9A）。1.0 mg/kg ジアゼパムもしくは

37 mg/kg ペントバルビタールを投与した場合、大きな振幅を持つLA eventが増加

する様子が観察された（図 8B, 9A）。特にLA eventが増加する傾向がみられた、熱

性けいれん誘導開始10分間に着目し、LA eventの振幅の大きさを定量した（図 9B）。

この結果、1.0 mg/kg ジアゼパムの投与により振幅が増大する傾向がみられた。また、

37 mg/kg ペントバルビタールの投与により振幅は優位に増大した。GABAA受容体

賦活薬による振幅の増大傾向及び増大は、ブメタニドの共投与によって抑制された。 

大きな神経活動が頻発することで、てんかん様脳波の発生に寄与する可能性が考

えられる。そこで、3mV以上の特に大きな振幅を持つ神経活動をEpileptic eventと

定義し、検出した（図 10）。Epileptic event の発生率は熱性けいれん誘導前 30 分

間において約 1.6 %であり、誘導開始 10分間において約 24.0 %であった（図 11）。

LA event に対する Epileptic event の発生回数は、1.0 mg/kg ジアゼパムもしくは 

37mg/kg ペントバルビタールの投与により増加し、これらの増加はブメタニドの共
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投与により抑制された（図 12）。ブメタニドの単独投与により発生回数は変化しなか

った。Epileptic event の潜時は 1.0 mg/kg ジアゼパムもしくは 37mg/kg ペントバ

ルビタールの投与により短縮した（図 13A）。Epileptc event が生じる間隔は 37 

mg/kg ペントバルビタール単独投与に比べ、ブメタニドの共投与により延長した（図 

13B）。Epileptic event の持続時間に対する影響は、1.0 mg/kg ジアゼパムと 37 

mg/kg ペントバルビタールで異なった（図 13C）。 
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考察 

 

 熱性けいれんは主にGABAA受容体賦活薬によって治療される。しかしながら、そ

の有効性及び安全性については一貫した知見が得られておらず（Appleton et al., 

1995; Chamberlain et al., 1997; Lahat et al., 2000; Dzhala and Staley, 2003; 

Khalilov et al., 2003; Mahmoudian and Zadeh, 2004; Khalilov et al., 2005）、GABAA

受容体賦活薬が熱性けいれんに与える影響の詳細は不明である。そこで、本研究では

動物モデルを用い、多様な評価指標によりGABAA受容体賦活薬が複雑型熱性けいれ

んに与える影響について検討した。初めに行動フェノタイプへの影響について観察

した。この結果、生後 11日齢において高濃度のジアゼパム及びペントバルビタール

により間代性発作の発生率が減少しないこと、潜時が短縮し、体温閾値が低下するこ

とを明らかにした（図 2A, 3）。さらに、間代性発作の持続時間がジアゼパムにより

短縮せず、高濃度のペントバルビタールにより延長することを示した（図 2B）。間

代性発作の発症率、潜時、体温閾値は熱性けいれんへの感受性を、持続時間は重篤度

をそれぞれ反映する。以上から、高濃度のジアゼパム及びペントバルビタールは複雑

型熱性けいれんへの感受性を増加させ、特にペントバルビタールは熱性けいれんを

より重篤化することが示唆される。本研究では、高濃度のジアゼパム及びペントバル

ビタールが複雑型熱性けいれんのけいれんフェノタイプを増悪させることを明らか

にした。 
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GABAA受容体賦活薬が GABA の興奮性作用を増強し、けいれんフェノタイプを

悪化させた可能性が考えられる。未成熟神経細胞においてGABAが興奮性に作用す

る一因として、Cl-イオンの細胞内流入を担うNKCC1がCl-イオンの細胞外流出を担

う KCC2 に比べ、高発現していることが挙げられる。NKCC1 を阻害することで細

胞内の Cl-イオン濃度が減少し、GABA が抑制性に作用すると考えられる。NKCC1

阻害薬であるブメタニドを高濃度のジアゼパムもしくはペントバルビタールと共投

与した場合、間代性発作の発生率が減少した（図 2A）。さらに、ブメタニドの投与

によりペントバルビタールによって延長した間代性発作の持続時間が短縮した（図 

2B）。これらの結果から、NKCC1の阻害により高濃度のジアゼパム及びペントバル

ビタールによるけいれんフェノタイプの増悪が抑制されると示唆される。本研究は、

GABAA受容体賦活薬が GABA の興奮性作用を増強し、複雑型熱性けいれんのフェ

ノタイプを悪化させる可能性を明らかにした。 

GABAの作用は、発達に伴って興奮性から抑制性へと切り替わる（GABAスイッ

チ）。GABAA 受容体賦活薬によるけいれんフェノタイプの増悪作用が、実験に用い

た生後 11 日齢のマウスにおいて GABA スイッチが未完了であることに関与するか

検討した。生後 14日齢のマウスを用いて熱性けいれんを誘導したところ、高濃度の

ジアゼパム及びペントバルビタールにより間代性発作の発生率が低下することが明

らかとなった（図 4A）。また、生後 11日齢で認められた高濃度のペントバルビター

ルによる間代性発作の持続時間の増加は、生後 14 日齢において認められなかった
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（図 4B、非表示群における持続時間は全て 0秒）。以上の結果から、GABAA受容体

賦活薬の作用が発達に伴って変化することが明らかとなった。これらのことから、生

後 11 日では GABA スイッチが未完了であるため、高濃度 GABAA受容体賦活薬に

よりけいれんフェノタイプが増悪すると考えられる。それに対して、生後 14日では

GABA スイッチが完了しているため、けいれんフェノタイプが改善されると考察さ

れる。 

以上から、本研究では生後 11 日齢のマウスでは GABA スイッチが未完了である

ため、高濃度GABAA受容体賦活薬はGABAの興奮性作用を増強し、複雑型熱性け

いれんのフェノタイプを悪化させる可能性を明らかにした。しかしながら、実際にブ

メタニドがNKCC1の阻害によって細胞内Cl-イオン濃度を減少させ、GABAの抑制

性作用を誘起したかは不明である。また、生後 11日齢で低濃度のジアゼパムにより

間代性発作の発生率の減少が認められたことから（図 2A）、GABAA受容体賦活薬を

高濃度で用いた場合、その鎮静作用が過剰に発現し、熱の発散が抑制され、けいれん

フェノタイプの悪化に繋がった可能性も考えられる。GABAA受容体賦活薬の影響に

ついてさらに追究するためには、電気生理学的手法を用い、熱性けいれんの焦点であ

る海馬に存在する抑制性神経細胞の GABAA 受容体を介した Cl-電流や電位応答の

反転電位を測定する必要がある。 

GABAA 受容体賦活薬が複雑型熱性けいれん発症時の神経活動に与える影響につ

いて検討するため、まず、熱性けいれんモデルマウスにおける新規 in vivo LFP 記
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録法を新たに確立した（図 5）。3D プリンターを用いて乳幼児期マウスに適した頭

部固定台を設計・印刷することで、より正確に記録電極を設置できた。さらに、小型

化及び軽量化した記録電極や基盤を使用することで乳幼児期マウスへの負担が軽減

され、より安定したLFP記録が可能となった（図 5C）。過去の乳幼児期マウスを用

いた痙攣性疾患に関する研究では、記録されたLFPシグナルが実際に神経活動に由

来するか明らかにされていない。本研究で確立した新規検出指標を用いることで、行

動由来のノイズを分離・除去し、熱性けいれんの誘導中に生じた神経活動をより特異

的に観察、評価することが可能となった（図 6, 7, 10, 11）。 

乳幼児期における in vivo LFP 記録では、その大きさや丈夫さからラットが用い

られる場合が多い（Dubé et al., 2000; Dubé et al., 2006）。ラットに比べ、マウスで

は遺伝学的研究ツールがより豊富であるため、マウスを用いた実験系の確立は重要

な課題の一つである。本研究で確立した乳幼児期マウスにおける in vivo LFP 記録

法の導入により、より効率的な遺伝学的検討が可能になると考えられる。 

熱性けいれんの発症時には、特徴的なてんかん様脳波が生じる（Sofijanov et al., 

1992; Kanemura et al., 2012）。本研究で行った熱性けいれん誘導時のLFP記録に

おいて、熱性けいれん患者で観察されるような段階的かつ連続的なシグナルの変化

が認められた（図 6、Morimoto et al., 1991）。このことから、本実験系で使用した

熱性けいれんモデルは、熱性けいれん患者における神経活動を模倣していると考え

られる。熱性けいれんの発症時期を正確に予測することは不可能であり、ヒトにおい
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て熱性けいれん発症時の発作行動とLFPの関連性を追究することは困難である。本

研究で確立した新規複雑型熱性けいれんモデルマウスにおける in vivo LFP 記録法

はこの追究を可能にし、熱性けいれん発症メカニズムのさらなる解明に貢献するこ

とが期待される。 

本記録システムにより、熱性けいれん誘導初期において、神経活動の振幅の大きさ

が高濃度のジアゼパムの投与により増加する傾向があること、高濃度のペントバル

ビタールの投与により増加することが明らかとなった（図 8, 9）。これらの結果は、

GABAA 受容体賦活薬が複雑型熱性けいれん発症時の神経活動を亢進することを示

唆する。また、高濃度のジアゼパム及びペントバルビタールはEpileptic eventの潜

時を短縮した。大きな神経活動の発生は、てんかん様脳波の発生に繫がる可能性があ

ることから、GABAA受容体賦活薬によりてんかん様脳波が生じやすくなる可能性が

考えられる。ジアゼパム及びペントバルビタールの影響がブメタニドの共投与によ

り抑制されたことにより、高濃度のGABAA受容体賦活薬はGABAの興奮性作用を

増強し、複雑型熱性けいれん発症時の神経活動を亢進すると推測される。 

熱性けいれんに対するブメタニドの有効性については、未だに議論が分かれてい

る（Koyama et al., 2012; Reid et al., 2013; Vargas et al., 2013; Ben-Ari et al., 2016; 

Hernan and Holmes, 2016）。ブメタニドは生理的条件下でイオン化するため脳への

移行性が低く、末梢に強く作用するため、正確に中枢神経系に及ぼす作用について評

価することは難しい。中枢神経系に存在する NKCC1 への作用を強化するため、脳
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への移行性が高いプロドラッグや新たな NKCC1 阻害薬の開発が試みられている

（Erker et al., 2016; Hampel et al., 2018）。また、NKCC1は脳に広く分布し、様々

な神経細胞やグリア細胞に発現する可能性が示されている（Kanaka et al., 2001）。

このため、発達期における NKCC1 の阻害はその後の脳の発達や機能に多大な影響

を及ぼすと考えられる。実際に、発達期におけるブメタニドの長期投与は皮質の形成

異常を誘導し、自閉症や統合失調症様の行動を惹起すると示唆されている（Wang 

and Kriegstein, 2011）。これらの影響についても十分に検討した上で、NKCC1阻害

薬を用いたより効果的かつ安全な複雑型熱性けいれん治療法が期待される。 

本研究では、ブメタニド単独による熱性けいれんに対する影響は認められなかっ

たが、GABAA 受容体賦活薬による増悪作用の一部を抑制することを明らかにした。

動物モデルを用いた過去の知見では、ブメタニドとフェノバルビタールの共投与が

乳幼児期の痙攣性疾患を改善することが報告されている（Dzhala et al., 2008; Cleary 

et al., 2013）。しかしながら、バルビツール酸系のGABAA受容体賦活薬は、小児に

おいて神経障害を誘引し、認知障害や気分障害に結び付く可能性が報告されている

（Brodie and Kwan, 2012; Kaushal et al., 2016）。このため、一般的にバルビツー

ル酸系薬に比べて安全性の高いベンゾジアゼピン系薬を用いた、ブメタニドとジア

ゼパムの共投与は、より有効かつ安全な複雑型熱性けいれんの新規療法となり得る

と考えられる。ブメタニドとジアゼパムの併用療法の有効性についてさらに追究す

るためには、薬剤濃度、GABA スイッチの程度、熱性けいれんの進行の程度などに
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よる GABAA 受容体賦活薬及びブメタニドの作用の差異にも着目した検討が必要で

ある。本研究により得られた知見は、将来的なてんかん発症に結び付くような複雑型

熱性けいれんの新たな治療戦略の確立に貢献し得ることが期待される。 
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図 

 

 

 

図 1. 複雑型熱性けいれんモデルの確立 

A) 実験タイムコース。生後 11 日齢のマウスを高温条件に暴露した。直腸温を 

39.5 ℃以上に 30分間維持し、複雑型熱性けいれん様の発作を誘導した。熱性け

いれん誘導開始 15分前に薬剤を投与した。下図は熱性けいれん誘導装置の模式

図。 

B) 熱性けいれん誘導時における直腸温変化。GABAA受容体賦活薬として、ベンゾ

ジアゼピン系であるジアゼパム (DZP, 0.01 mg/kg, 1 mg/kg) 及びバルビツール

酸系であるペントバルビタール (PENT, 0.37 mg/kg, 37 mg/kg)、NKCC1阻害

薬であるブメタニド (BUME, 10 mg/kg) を使用した。（n = 4 - 5 mice） 

  

A B 
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図 2. 高濃度のGABAA受容体賦活薬は間代性発作の持続時間を延長させる 

A) 間代性発作の発生率。低濃度のジアゼパムにより発生率が低下した。一方、高濃

度のジアゼパム及びペントバルビタールにより発生率は変化しなかった。ブメタ

ニドにより発生率が低下する傾向が認められた。（n = 4-5 mice. Saline, 5 / 5; 0.01 

mg/kg DZP, 0 / 4; 1 mg/kg DZP, 5 / 5; 1 mg/kg DZP + 10 mg/kg BUME, 0 / 5; 

0.37 mg/kg PENT, 5 / 5; 37 mg/kg PENT, 5 / 5; 37 mg/kg PENT + 10 mg/kg 

BUME, 1 / 5; 10 mg/kg BUME, 2 / 4） 

B) 間代性発作の持続時間。高濃度のペントバルビタールにより持続時間が延長した。

ブメタニドを共投与した場合、高濃度ペントバルビタールによる持続時間の延長

が抑制された。（**P < 0.01, Tukey’s test, n = 4 - 5 mice） 

  

A B 
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図 3. 高濃度のGABAA受容体賦活薬は間代性発作の潜時を短縮し、体温閾値を低下

させる 

A) 間代性発作が生じるまでの潜時。高濃度のジアゼパム及びペントバルビタールに

より潜時が短縮した。（**P < 0.01, Tukey’s test, n = 5 mice） 

B) 間代性発作が生じる体温閾値。高濃度のジアゼパム及びペントバルビタールによ

り体温閾値が低下した。（**P < 0.01, Tukey’s test, n = 5 mice）  

A B 
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図 4. 成長に伴ってGABAA受容体賦活薬の影響は変化する 

A) 生後 14日齢のマウスにおける間代性発作の発生率。発達に伴い、発生率が低下

した。高濃度のジアゼパム及びペントバルビタールにより発生率が低下した。（n 

= 4 - 5 mice. Saline, 3 / 5; 1 mg/kg DZP, 0 / 5; 1 mg/kg DZP + 10 mg/kg BUME, 

0 / 5; 37 mg/kg PENT, 0 / 5; 37 mg/kg PENT + 10 mg/kg BUME, 0 / 5; 10 mg/kg 

BUME, 2 / 5） 

B) 生後 14日齢のマウスにおける間代性発作の持続時間。間代性発作が生じた生理

食塩水群とブメタニド群において持続時間の差は認められなかった。（**P < 0.01, 

Tukey’s test, n = 5 mice） 

  

A B 
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図 5. 乳幼児時期マウスにおける新規局所場電位記録法の確立 

A) 実験タイムコース。生後 10日齢で手術を行い、翌日に熱性けいれん誘導下にお

ける局所場電位記録を行った。薬剤は熱性けいれんの誘導 15分前に処置した。 

B) 熱性けいれん誘導時における局所場電位記録の模式図。 

C) 既存の基盤（左 electrode interface）及び記録電極（左 electrode）と 3Dプリン

ターを用いて小型化、軽量化した基盤（右 electrode interface）及び記録電極（右

electrode）。作製した部品を組み立て（右上図）、マウスの脳に埋め込んだ（右下

図）。 

A 

B 

C D 

C D

c

v 
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D) 記録電極は頭頂連合野内側もしくは一次体性感覚野（AP : -1.9 mm, LM : 0.9 mm, 

DV : 1.0 mm）に、参照電極は前頭皮質に埋め込んだ。マゼンタ（DiI）は記録電

極跡を示している。  
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図 6. 熱性けいれん誘導条件下における神経活動 

A) 熱性けいれん誘導前（上）及び誘導中（下）における LFP トレース。間代性発

作が生じている際（CS）にてんかん様脳波が観察された。 

B) 代表的な人工的（Artifact）、生理的（physiological event, ＊）なトレースとて

んかん様脳波（Epileptiform event）の拡大図。 

  

A B 
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図 7. LA eventの検出 

LFPトレースのうち、i）ピークの絶対値がmean ＋ 50 x SD超、ii）eventの

立ち上がり時間が 10 ms ≦ Δt ≦ 200 ms、iii）sharpness index（正のピー

ク数 / 負のピーク数）＞ 2を全て満たすものをLA eventとして検出した。 
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図 8. LA eventの振幅 

A) 熱性けいれん誘導前 30分間に生じたLA eventの疑似カラーラスタープロット。

ドットはLA eventを表し、暖色に近いほど振幅が大きく、寒色に近いほど振幅

が小さい。縦軸の目盛りは各個体を示す。（n = 4 - 5 mice） 

A 

B 
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B) 熱性けいれん誘導中に生じたLA eventの疑似カラーラスタープロット。高濃度

のジアゼパム及びペントバルビタールにより、特に熱性けいれん誘導開始 10分

間において（下拡大図）暖色を示す LA event が増加する傾向が認められた。（n 

= 4 - 5 mice）。 
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図 9. 高濃度のGABAA受容体賦活薬によりLA eventの振幅が増大する 

A) 熱性けいれん誘導開始 10 分間における LA event の振幅の累積度数分布。高濃

度のジアゼパム及びペントバルビタールにより振幅が増大する傾向が観察され

た。ブメタニドの共投与により、振幅の増大が抑制される傾向が認められた。（n 

= 4 - 5 mice） 

B) 熱性けいれん誘導開始 10 分間における LA event の振幅。高濃度ペントバルビ

タールにより振幅が増大した。ブメタニドを共投与した場合、ジアゼパムもしく

はペントバルビタール単独投与に比べ、振幅が減少した。（*P < 0.05, **P < 0.01, 

Tukey’s test, n = 4 - 5 mice） 

  

A B 
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図 10. Epileptic eventの検出 

A) 熱性けいれん誘導中に観察される神経活動。LA event（青矢印、青線）のうち、

初めのピークが 3 mV以上のものをEpileptic event（赤矢印、赤線）として検出

した。 

B) LA event（上図、青線）及びEpileptic event（下図、赤線）の拡大図。 

  

A B 
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図 11. LA eventの振幅の分布 

G) 熱性けいれん誘導開始前 30 分間に生じた LA event の振幅の累積分布。点線は 

3 mV を示す。3 mV以下のLA eventは 98.4 %存在した。 

H) 熱性けいれん誘導時に生じたLA eventの振幅の累積分布。点線は3 mVを示す。

3 mV以下のLA eventは 76.0 %存在した。 

  

A 

B 
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図 12. 高濃度のGABAA受容体賦活薬によりEpileptic eventが増加する 

A) 熱性けいれん誘導開始 10分間に生じたLA event（青）とEpileptic event（赤）

のラスタープロット。縦軸の目盛りは各個体を示す。（n = 4 - 5 mice） 

B) 熱性けいれん誘導開始 10分間に生じたLA eventに対するEpileptic eventの回

数。高濃度のジアゼパム及びペントバルビタールにより増加し、ブメタニドの共

投与によりこれらの増加が抑制された。（**P < 0.01, Tukey’s test, n = 4 - 5 mice） 

 

  

A B 
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図 13. 高濃度のGABAA受容体賦活薬によりEpileptic eventの潜時が短縮する 

A) 熱性けいれん誘導開始 10 分間における、初めの Epileptic event が生じるまで

の潜時。ジアゼパム、ペントバルビタール、ブメタニドにより潜時が短縮した。

（**P < 0.01, Tukey’s test, n = 4 - 5 mice） 

B) 熱性けいれん誘導開始 10分間における、Epileptic event が生じる間隔。ペント

バルビタールとブメタニドの共投与により、間隔が延長した。（*P < 0.05, Tukey’

s test, n = 4 - 5 mice） 

C) 熱性けいれん誘導開始 10分間における、Epileptic eventの持続時間。ジアゼパ

ムを投与した場合、ペントバルビタールに比べて持続時間が延長した。（**P < 

0.01, Tukey’s test, n = 4 - 5 mice）  

A B C 



38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 1. 生後 11日齢のマウスにおける熱性けいれん誘導の概要 

生後 11 日齢で熱性けいれんを誘導した際の生理食塩水（Saline）、ペントバルビタ

Drug Saline PENT DZP BUME 

Conc. 

(mg/kg) 

- 0.37 37 37 0.01 1 1 10 

Bume. (+/-) - - - + - - + + 

Body weight 

at P11 (g) 

5.4 

± 

0.26 

4.5 

± 

0.12 

5.3 

± 

0.16 

5.3 

± 

0.12 

6.0 

± 

0.17 

5.6 

± 

0.15 

5.0 

± 

0.19 

5.2 

± 

0.20 

Seizure 5/5 5/5 5/5 1/5 0/4 5/5 0/5 2/4 

Death 0/5 0/5 0/5 1/5 0/4 5/5 5/5 1/4 

Average 

temp. (°C) 

39.6 

± 

0.46 

40.0 

± 

0.47 

39.4 

± 

0.57 

37.7 

± 

0.02 

39.4 

± 

0.40 

38.8 

± 

0.73 

37.7 

± 

0.02 

39.6 

± 

0.50 

Highest 

temp. (°C) 

42.1 

± 

0.30 

42.2 

± 

0.16 

42.1 

± 

0.07 

41.1 

± 

0.16 

41.2 

± 

0.16 

41.3 

± 

0.18 

40.2 

± 

0.17 

41.6 

± 

0.14 
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ール（PENT, 0.37 mg/kg, 37 mg/kg）、ジアゼパム（DZP, 0.01 mg/kg, 1.0 mg/kg）

各群における体重、間代性発作の発生個体数（Seizure）、死亡個体数（Death）、熱

性けいれん誘導中の平均直腸温（Average temp.）、最高直腸温（Highest temp.）。ブ

メタニド（BUME）の有無を+ / -で示している。 
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Drug Saline PENT DZP BUME 

Conc. (mg/kg) - 37 37 1 1 10 

BUME (+/-) - - + - + + 

Body weight 

at P14 (g) 

6.1 

± 

0.13 

6.4 

± 

0.095 

6.3 

± 

0.13 

6.4 

± 

0.073 

6.2 

± 

0.17 

6.3 

± 

0.10 

Seizure 3/5 0/5 0/5 0/5 0/5 2/5 

Mortality 0/5 0/5 0/5 5/5 5/5 5/5 

Average 

temp. (°C) 

40.7 

± 

0.45 

39.8 

± 

0.64 

39.7 

± 

0.63 

40.3 

± 

0.56 

39.6 

± 

0.68 

40.7 

± 

0.65 

Highest temp. 

(°C) 

42.8 

± 

0.27 

42.0 

± 

0.18 

42.1 

± 

0.15 

42.3 

± 

0.13 

42.3 

± 

0.26 

42.6 

± 

0.055 

 

 

表 2. 生後 14日齢のマウスにおける熱性けいれん誘導の概要 

生後 14 日齢で熱性けいれんを誘導した際の生理食塩水（Saline）、ペントバルビタ

ール（PENT, 37 mg/kg）、ジアゼパム（DZP, 1.0 mg/kg）各群における、体重、間代



41 

 

性発作の発生個体数（Seizure）、死亡個体数（Death）、熱性けいれん誘導中の平均

直腸温（Average temp.）、最高直腸温（Highest temp.）。ブメタニド（BUME, 10 

mg/kg）の有無を+ / -で示している。 
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ん、大柿安里さん、キムギュリさんに心よりお礼を申し上げます。 

 

 日々の研究生活を送る中で、温かいご支援をいただきました薬品作用学教室の先

輩、後輩の皆さまに心よりお礼を申し上げます。 

 

最後に、長きにわたる学生生活を支えてくれました母 笠原忍、兄 笠原成浩、兄 

横川勇仁、姉 横川真琴、祖母 山田綾子に心から感謝し、本論文の結びとさせてい

ただきます。 

  


