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【要旨】 

＜背景と目的＞Dravet 症候群（DS）は、乳幼児期に発症する神経発達障害を伴う難治

性のてんかん症候群である。およそ 2 万に 1 人の割合で罹患し、症状としては、乳児

期から見られるしばしば重積に発展する熱性けいれんや多彩なてんかん発作が特徴的

である。年齢を経るごとにてんかん発作は減少する傾向にあるが、その反面、自閉ス

ペクトラム症様の行動障害を呈していくことがわかっている。DS の多くは電位依存

性 Na チャネルの α サブユニット・（Nav1.1）をコードする SCN1A 遺伝子の変異によっ

て発症する。DS の病態生理学的メカニズムとして抑制介在ニューロンの機能不全が

考えられているが明確には解明されていない。現在も様々な抗てんかん薬が使用され

ているが発作や行動障害を改善する有効な治療法は確立されていない。また発作コン

トロールのために治療薬を多剤併用することで、眠気などの副作用も呈することが知

られている。 

本研究では、近年開発された α2/3 サブユニットを有する GABAA受容体（α2/3-GABAAR）

に対して選択的な陽性アロステリック調整因子（Positive allosteric modulator：PAM）、

KRM-II-81 （ 5-(8-ethynyl-6-(pyridine-2-yl)-4H-benzo[f]imidazo[1,5- a][1,4]diazepin-3-yl) 

oxazole）の DS に対する有効性を検証することを目的とした。KRM-II-81 は他モデル

マウスにて、てんかん、不安障害、睡眠障害に効果があると既に示されている。一方

で、GABAA 受容体に対する非選択的な PAM が DS モデルマウスの熱性けいれんの閾

値上昇に寄与する可能性は先行研究で示されているものの、KRM-II-81 が DS モデル

マウスに与える影響についてはこれまで検討されていない。今回我々は KRM-II-81 の

DS モデルマウスにおける効果を in vivo および神経細胞レベルで評価した。 

＜方法＞Scn1a ヘテロ接合体変異（A1783V）を有するノックインマウス（Scn1aWT/A1783V

マウス、背景系統：C57BL/6J）を DS モデルマウスとして用いた。この Scn1aWT/A1783V

マウスは既知の DS モデルマウスと同様に野生型（WT）マウスに比べて熱性けいれん

の閾値の低下と発育の不良、生存率の低下を示すことが知られている。本研究では、

KRM-II-81 投与下での DS モデルマウスの熱性けいれんの閾値とオープンフィールド

試験を使用した行動障害への影響、またオープンフィールド試験と握力検査により鎮

静効果を評価した。先行研究に従い熱性けいれんのテストは日齢 21-28 のマウスを使

用し、行動試験と握力試験では生後 3 か月のマウスを使用した。不安様行動は、中心

領域の移動を回避する割合で評価した。また、鎮静効果は、オープンフィールド試験

における総移動距離および握力の変化によって評価した。電気生理学的な評価として、

日齢 21-28 のマウスより作成した急性脳スライス標本における海馬 CA1 錐体細胞よ

り、抑制性シナプス後電流（IPSC）を全細胞パッチクランプ法をもちいて記録した。
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また DS マウスと WT マウスに日齢 14 から日齢 40 まで 1 日 1 回 KRM-II-81 を経口投

与した場合の生命予後についても記録した。 

＜結果＞KRM-II-81 は温熱刺激による Scn1aWT/A1783V マウスの発作閾値を用量依存的

に有意に上昇させた。低用量の KRM-II-81 は Scn1aWT/A1783V マウスの不安様行動を特

異的に改善した。Scn1aWT/A1783V マウスでは比較的高用量の KRM-II-81 により鎮静作用

が誘導されたが、WT マウスでは鎮静作用は認められなかった。CA1 錐体細胞におけ

る自発 IPSC の頻度は Scn1aWT/A1783V マウスにおいて有意に減少していた。KRM-II-81

は IPSC の減衰時間動態を増加させることにより GABAA 受容体シナプス伝達を増強

し、この増強作用は Scn1aWT/A1783V マウスでは WT マウスに比べ有意に大きかった。

KRM-II-81 の慢性投与では Scn1aWT/A1783V マウスにおいてコントロール群との生命予

後の有意差を認めなかった。 

＜考察＞温熱負荷試験の結果から、α2/3-GABAAR に対する PAM は DS マウスにおい

てけいれんの閾値を上げる効果があることが示された。また不安様行動障害に対して

は今回新たに低用量の α2/3-GABAAR に対する PAM の効果が確認され、副作用を最低

限に抑えた治療への活用が示唆された。電気生理学検討からは、SCN1A 遺伝子機能不

全により錐体細胞に対する抑制性入力が減少していること、その代償として α2/3-

GABAAR の機能が亢進している可能性が示唆された。KRM-II-81 に対する DS マウス

の感受性の増加は、Scn1aWT/A1783V マウスにおける低用量での抗不安効果、高用量での

鎮静効果に関連している可能性がある。 

KRM-II-81 の慢性投与における生命予後への影響に関しては、本研究では

Scn1aWT/A1783VマウスのKRM-Ⅱ-81投与群と溶媒投与群で有意差を認めなかった。KRM-

II-81 の薬剤半減期からは 1 日 1 回投与では薬効を評価するのみ十分な血中濃度が維

持できていない可能性が考えられた。薬剤の持続投与が可能となるカプセルを体内に

埋め込むことも考えられたが、対象となる DS マウスの体格が小さすぎたため、また

観血的侵襲による生存率への影響も考えられ実行できなかった。餌とともに薬剤を経

口摂取させることも考えたが、DS マウスの摂食量の安定性が不明だったため施行で

きなかった。DS マウスの生存率が低いことは様々な論文ですでに証明されており、今

後生命予後を改善しうる薬剤かどうかについては実験方法の改善が必要であると考え

られた。 

＜結論＞KRM-II-81 による α2/3-GABAAR の選択的活性化は、DS のてんかん発作や行

動障害を改善させる可能性がある。特に低用量の KRM-II-81 は副作用としての鎮静効

果も少ない上に、DS のてんかん発作と行動異常両方に効果を有する薬剤として今後

の臨床応用が期待される。生命予後への影響は本研究では有意差を認めなかったが、
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更なる実験方法の改善が求められた。 
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【略語集】 

本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 

ACSF:         Artificial cerebrospinal fluid （人工脳脊髄液） 

CGP55845: (2S)-3-[[(1S)-1-(3,4-Dichlorophenyl)ethyl]amino-2 -

hydroxypropyl](phenylmethyl)phosphinic acid hydrochloride 

CNQX:        f 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2, 3-dione 

D-AP5:        Amino-5-phosphonopentanoic acid  

DS:        Dravet syndrome (ドラベ症候群) 

eIPSC:         evoked inhibitory post synaptic currents （誘発抑制性シナプス後電流） 

GABA:      γ- Amino Butyric Acid 

GABAAR:      GABAA receptor (GABAA 受容体) 

α2/3- GABAAR: α2 or α3 subunit-containing GABAA receptor 

KRM-II-81:   Imidizodiazepine, 5-(8-ethynyl-6-(5 yridine-2-yl)-4H-benzo [f])imidazo[1,5-

a][1,4]diazepin-3-yl)oxazole  

Nav1.1:       voltage-dependent Na+ channel 1.1 

P:            postnatal days (日齢) 

PAM:         positive allosteric modulator （陽性アロステリック調整因子） 

PV:      parvalbumin 

QOL:     quality of life 

sIPSC:        spontaneous inhibitory post synaptic currents (自発抑制性シナプス後電流) 

WT:          wild type (野生型) 
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【緒言】 

 Dravet syndrome (DS、ドラベ症候群)は、重積となる熱性けいれん、全般けいれん発

作、焦点発作、ミオクロニー発作、非定型欠神発作を含む様々な難治性てんかん発作

を特徴とする早期発症てんかん性脳症である（Gataullina et al, 2017）。 多くは乳児期

に発症し、発作発症前は正常な発達を示すが、難治性の発作とともに重度の知的障害

や自閉スペクトラム症の症状を示すことが知られている（Sinoo et al, 2019）。 

DS の多くは、電位依存性 Na +チャネルの α サブユニット（voltage-dependent Na+ 

channel 1.1、Nav1.1）をコードする SCN1A 遺伝子の機能喪失変異のヘテロ接合体によ

って引き起こされる（Claes et al, 2001）。熱性けいれん、てんかん、知的障害、自閉的

行動などの DS の表現型は、DS の実験モデルとして作製された Scn1a 遺伝子のハプロ

不全マウスによってよく再現されることが知られている（Ricobaraza et al, 2019）。先行

研究では、Nav1.1 は GABA 陽性であるパルブアルブミン（parvalbumin, PV）陽性介在

ニューロン（PV＋介在ニューロン）に主に発現していること（Ogiwara et al, 2007）、

PV＋介在ニューロンは細胞体あるいは近位樹状突起に抑制性投射を行い、強固な興奮

抑制作用をきたすことがしめされている（Freund and Katona, 2007）。SCN1A 遺伝子は、

脳の多くの部位で発現しているが、その分布は均一ではなく、特定の脳領域で高く発

現していることが確認されている。例えば、視床、上丘、下丘、延髄、脊髄などの部

位で SCN1A mRNA および Nav1.1 タンパク質の発現が比較的高い一方で、大脳皮質や

海馬では低いことが報告されている（Ogiwara et al, 2007）。また、SCN1A 遺伝子は末

梢神経や骨格筋にも、中枢神経よりは少ないものの発現が見られており、DS ではチャ

ネロパチーの症状をきたすことが先行研究で知られている（Alexander Bryson, 2023）。 

DS のてんかんに対しては、バルプロ酸、クロバザム、スチリペントール、トピラマ

ート、フェンフルラミンなどを含む多剤併用療法が試みられることが多いが、発作の

寛解が得られることは少ない。現在の治療法はほとんどの患者にとって不十分であり、

複数の抗てんかん薬を服用しているにもかかわらず、月に 3 回以上の強直間代発作を

起こす患者が全体の約 45％を占めているといわれている（Luis Miguel Aras et al, 2015）。

DS に有効とされるカンナビジオールは新しく日本で認可される抗てんかん薬である。

カンナビジオールは内因性カンナビノイド増加作用をもち、DS に有効な抗てんかん

作用を呈する反面、傾眠や食欲減退、下痢、クロバザムとの併用で鎮静の副作用が増

悪する可能性があることがわかっている（Valentina Satta et al, 2021）。カンナビジオー

ルは 2024 年の大麻取締法の改訂によって使用が可能となったが、現在治験の段階で

一般的に使用できるのはあと 2 年ほどかかる予定であり、処方方法など色々と今後の

体制を整える必要がある。また治療として非特異的 GABAAR 賦活薬（クロバザムな
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ど）の有効性は以前より知られてきた（Hawkins et al, 2017）が、傾眠、めまいの副作

用も多く認められており、臨床試験データでは使用した中で実に 40%の患者が軽度か

ら中等度の副作用を経験している（Angela C. Gauthier et al, 2015）。 

このように沢山の薬剤が DS の治療に用いられているが、効果には個人差もあり、DS

に有効でかつ傾眠作用が少ない新しい治療法の発見が今も非常に待たれている。 

DS の治療法としてケトン食や修正アトキンス食などの食事療法の効果も一定数報

告されてはいるものの、長期にわたる食事制限が必要となり患者や家族への負担は大

きいものとなっている。早期のリハビリテーションや療育は DS の知的障害や自閉ス

ペクトラム症様の行動障害に対して有効であることがわかっており、実施すべき治療

法ではある。しかしながらリハビリなどの行動療法を効果的に行うためにも、てんか

ん発作特に重積発作のコントロールは必要である。 

以上より DS 患者の quality of life （QOL）を改善するためには、副作用の少ない、

抗けいれん作用に加えてこれらの知的、自閉スペクトラム症様の行動障害をターゲッ

トにした新規薬剤の開発が必要である。 

γ- Amino Butyric Acid（GABA）受容体は中枢神経系において主要な抑制性神経伝達

物質である GABA の主要な標的であり、イオンチャネル型の GABAA 受容体（GABAA 

receptor: GABAAR）と GABAC 受容体、代謝調節型の GABAB 受容体に分けられる。網

膜に存在が限定される GABAC 受容体と、GABAB 受容体はてんかんの病態での役割が

まだ知られておらず、これらの受容体に対する抗てんかん薬も確立されていない

（Robert J et al, 2024）。本研究の対象としている GABAAR は α(1-6)、β(1-3)、γ(1-3)、

ε、δ などのサブユニットから合成されるヘテロ 5 量体であり、通常は 2 つの α サブユ

ニット、2 つの β サブユニット、1 つの γ または δ サブユニットで構成される。サブユ

ニットの分布には偏りがあるとされており、α1 サブユニットは特に大脳皮質の III 層

と IV 層で高い発現を示している。また、海馬では比較的中程度の発現を見せており、

これらの領域での主要な抑制的作用に寄与していると考えられる。主に睡眠調節、鎮

静作用、抗不安効果に関与している。α2 サブユニットは抗不安作用に多く関与し、大

脳皮質の上層（I–IV 層）で特に強く発現しており、下層（V–VI 層）ではわずかに発現

している。α3 サブユニットは、大脳皮質のより深い層、特に前頭皮質や側頭皮質の深

部、視床下部で豊富に見られ、抗不安作用や自律神経の調節に重要な役割を果たして

いると考えられる（Christoph Redecker et al, 2000; Nina Berggaard et al, 2018）。また、α1

サブユニットは遠位樹状突起に、α2/3 サブユニットは近位樹状突起あるいは細胞体に

それぞれ優位に発現するとされている（Nomura et al, 2019）。前述のように、Nav1.1 は

近位樹状突起あるいは細胞体に投射する PV＋介在ニューロンに多く発現しており
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（Ogiwara et al, 2007）、その機能不全により発症する DS においては、α2/3 サブユニッ

トを含有する GABAA 受容体（α2/3- GABAAR）を介した抑制性シナプス伝達が主に障

害されている可能性が高いといえる。 

本研究でも使用している陽性アロステリック調整因子（positive allosteric modulator、

PAM）とは、受容体の活性を増強するが、その作用は受容体に対して直接的なアゴニ

ストとして働くのではなく、受容体に結合する他のリガンドの効果を増幅することで

行われる。α1-GABAAR 選択的 PAM は鎮静作用、運動障害作用を示す一方、α2/3- 

GABAAR 選択的 PAM には抗けいれん作用と抗不安作用があることが示されており

(Rivas et al, 2009)、α2/3 サブユニットに選択性の高い賦活薬は鎮静作用の少ない、よ

り効果的な抗けいれん薬として使用できるのではないかと考えた。 

本 研 究 で 使 用 す る Imidizodiazepine, 5-(8-ethynyl-6-( 8 yridine-2-yl)-4H-benzo 

[f])imidazo[1,5-a][1,4]diazepin-3-yl)oxazole（KRM-II-81）は、最近開発された α2/3- 

GABAAR に対する選択的 PAM であり（Poe et al, 2016）、その抗てんかん作用はすでに

ラットのてんかんモデルで示されている（Knutson et al, 2020）。また KRM-II-81 とは異

なる α2/3- GABAAR に対する選択的 PAM が DS の熱性けいれんの閾値を上昇させる報

告もすでに報告されている（Nomura et al, 2019）。今回我々は Scn1a 遺伝子欠損マウス

を用いて DS に対する KRM-II-81 の有効性を検討し、KRM-II-81 がこれらのマウスに

おいて熱性けいれんの閾値および不安様行動を改善することを示した。この結果は、

KRM-II-81 による α2/3- GABAAR の活性化が、DS のけいれん発作と精神症状両方を改

善させる可能性を示すものであった。今後 KRM-Ⅱ-81 が DS の有効な治療薬となりう

る可能性を見出した。 
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【方法】 

1. 対象マウス 

全ての実験は北海道大学動物実験に関する規程にのっとり承認を得て行われた（承認

番号 20-0170）。マウスはすべて温度 23℃-25℃、湿度 45％-55％に保ち 12 時間の昼夜

サイクルで管理された。今回の研究ではB6(Cg)-Scn1atm1. 1Dsf/Jマウス（JAX ＃026133）

と B6.C-Tg（ CMV-Cre） 1Cgn/J マウス（ JAX ＃ 006054）を交配して得られた

Scn1aWT/A1783V マウスを使用した。このマウスは、てんかん発作や熱誘発痙攣発作の閾

値の低下、発育不良、生存率の低下、行動異常など DS の表現型をよく表しているこ

とが知られている（Ricobaraza et al, 2019）。DS マウスは生存率が低く繁殖効率が劣る

ため、今回は先行研究でも使用されている上記のコンディショナルマウスを繁殖させ

使用した。  

すべての実験において雌雄両方のマウスを用いた。また、すべての行動実験は、飼育

部屋とはことなる部屋で行い、実験 1 時間前に移動し環境に馴化させ使用した。 

日齢 21-28 日（Postnatal days、P21-28）の幼若期マウスは、熱負荷試験および電気生理

学的実験に使用され、行動実験（オープンフィールド試験および握力試験）は P60-90

の成年期マウスで実施した。 

生存率を調べるために行われた薬剤の慢性投与実験では P14-40 のマウスを使用した。 

 

2．使用薬剤 

KRM-II-81 は、共同研究者ウィスコンシン大学ミルウォーキー校 Dr James Cook らの

グループによって合成された新規の α2/3 サブユニット選択的 GABAA 受容体 PAM で

ある（Poe et al, 2016）。In vivo の実験では、KRM-II-81 を 1％ヒドロキシエチルセルロ

ース、0.05％Tween 80、0.25％消泡剤を含む水溶液に 1 mL/kg の投与量で所定の投与量

となるよう調整懸濁し、腹腔内（オープンフィールド試験および握力試験）または皮

下（熱負荷試験）に投与した。熱負荷試験では若年マウス（P21-28）を使用しており、

この日齢の DS マウスは WT の 2/3 程度の体重を示すことから・（Ricobaraza et al, 2019）、

侵襲性を考慮して皮下投与を選択した。また慢性投与ではゾンデ（げっ歯類用経口ゾ

ンデ FTP-20-30 プライムテック社）を使用して経口投与とした。使用量は、0、1.0、

5.0 または 10.0 mg/kg のいずれかを選択した。最大投与量 10.0 mg/kg でも α2/3 サブユ

ニット選択性が維持される脳内濃度となることが先行研究で示されている(Poe et al, 

2016)。また電気生理学的記録では、KRM-II-81 をジメチルスルホキシドで懸濁し、最

終濃度 600 nM の灌流液を介して適用した。この濃度はげっ歯類において 10 mg/kg の

全身投与で得られる脳内血中濃度を示した先行研究 (644 nM, Witkin et al, 2018)に準
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じて選択した。 

 

3. 温熱負荷試験 

温熱負荷試験は、温熱誘発発作の閾値を調べるために先行研究に従い行った（Hawkins 

et al, 2017; Ricobaraza et al, 2019）。P21-28 のマウスに、熱負荷を開始する 30 分前に薬

剤を皮下投与し、開始 5 分前に直腸温度プローブ（RET-3、World Precision Instruments）

を直腸に挿入して環境に適応させた。その後、マウスをアクリルシリンダーに入れ、

シリンダー上部から赤外線ランプ・（EXO TERRA heat glow 赤外線照射スポットランプ、

150W）で加熱した・（図 1）。シリンダーの下には断熱のため発泡スチロールを敷き開放

された空間で行った。 

直腸温を連続的にモニターし、2 分ごとに 0.3-0.5℃ずつ体温が上昇するように加熱パ

ワーを調整した。記録は、全身の間代発作が起こるか、もしくはマウスの直腸温が

45.0℃に達するまで続け、けいれんを起こした際の直腸温を解析した。 

 

図 1 温熱負荷試験の様子 

 

4. オープンフィールド試験 

P60-90 のマウスは、実験開始 30 分前に薬剤を腹腔内投与され、30 分間防音された実

験室に適応させた。その後、各マウスを空のアリーナ・（40×40×40 cm）の中央に置き、

30 分間自由に探索させ記録した。マウスの移動はビデオカメラで記録しトラッキング

ソフトウエア（ANY-maze）をもちいて総移動距離と中央領域（アリーナの中央 25 

cm×25 cm）での相対移動距離、滞在時間について分析した。 
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5. 握力試験 

P60-90 マウスの前肢の握力を、薬剤の腹腔内投与 30 分後に握力計（GPM-101B、メル

クスト社製）を用いて測定した。握力試験は防音室で行い、薬剤投与後 30 分は環境に

馴化させた。握力計に設置したマウス四肢用網・（120 mm×150 mm）に両前肢で捕まら

せ、尾を引いて測定した。尾を引いた瞬間に前肢を離した場合は再検とし、各々体重

当たりの握力を算出して比較した。 

 

6．電気生理学的試験 

P21-28 の Scn1aWT/A1783V マウスまたは同腹仔の野生型（wild type ; WT）を用いた深麻

酔下で断頭し、海馬を含む脳冠状スライス（厚さ 350 μm）を、氷冷したスライス作成

用人工脳脊髄液（Artificial cerebrospinal fluid: ACSF、220 スクロース、2.5KCl、1.25 

NaH2PO4、12.0 Mg2SO4、0.5 CaCl2、26.0 NaHCO3、30.0 Glucose（すべて単位は mM）、

pH 7.4、95％ O2/5％ CO2）中のマイクロスライサー（VF-300-0Z、Precisionary）にて

作成した。作成したスライスは、標準 ACSF 溶液（126 NaCl、2.5 KCl、1.25 NaH2PO4、

2.0 MgSO4、2.0 CaCl2、26.0 NaHCO3、20.0 Glucose、95％ O2/5％ CO2、pH7.4）に室温

で 1 時間以上浸漬し実験に使用した。スライスを正立微分干渉顕微鏡（Axioskop2、

Zeiss）のステージ上の記録チャンバーに移し、30℃で 2 mL/分の流速で標準 ACSF を

連続的に灌流した。CA1 錐体ニューロンは、赤外微分干渉コントラストフィルターを

装着した 40 倍の水浸対物レンズを用いてモニター上で視覚的に同定した。パッチ電

極は、直径 1.5 mm のキャピラリーチューブ（GD-1.5；Narishige）から水平プーラー

（P-97、Sutter Instruments）を用いて電極抵抗は 4～6 MΩ となるよう調整し作成した。

Axopatch 200 B(Molecular Devices）、Digidata 1332A(Molecular Devices)を用いて記録し、

サンプリングレートは 6-10 kHz、ローパスフィルターは 2 kHz とした。全細胞電位ク

ランプ記録では、f 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX; 20 µM), D-(−)-2-Amino-

5-phosphonopentanoic acid (D-AP5; 50 µM), CGP55845 (3 µM)  （いずれも Cayman 

chemical より購入）を ACSF 溶液に添加し、シナプス後電流としては GABAA 受容体

由来のもののみを記録するよう調整し、-60 mV の保持電位で電圧クランプした。電極

内液組成は 130 CsCl、1 CaCl2、2 MgCl2、10 HEPES-NaOH、0.5 EGTA-KOH、1.5 Mg-

ATP、0.5 Na2-GTP、2.5 QX314（pH7.3）とした。電極内液の主たる陽イオンをセシウ

ムとし K+チャネルを阻害することで、ポタシウムを主たる陽イオンとする場合に比し

てより精度の高い電位クランプをはかった。液間電位差は pCLAMP10 内のソフトウエ

アをもちいて+5.2 mV と算出し、電極電位を補正した。ギガオームシール形成後用手

で陰圧をかけホールセル記録とし、5 分以上経過し安定させた状態でコマンドパルス
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（+10 mV）による細胞の状態評価をおこなった。静止膜電位-45.0 mV 以下、膜抵抗 100 

MΩ以上、直列抵抗 50 MΩ以下、前後での直列抵抗変化 20%以下の記録を解析に採用

した。CA1 錐体細胞の自発抑制性シナプス後電流（spontaneous inhibitory post synaptic 

currents: sIPSC）5 分間以上の記録から、1 エポック 30 秒、3 エポックを切り出し、

pClamp 10（Molecular Device）のテンプレートサーチを用いて、個々の sIPSC の周波

数、ピーク振幅、10％-90％の減衰時間を解析、細胞毎の平均をもとめた。sIPSC のイ

ベント間隔については、すべてのイベントの累積確率曲線を導出し比較した。誘発抑

制性シナプス後電流・（evoked inhibitory post synaptic currents: eIPSC）の記録では、電気

刺激電極として単極性ガラスピペット（ACSF で充填）を錐体層に設置し、細胞体近

傍に入力する誘発性抑制性シナプス応答を記録した。誘発刺激として 30 秒毎に 200 μs

の持続時間、最大振幅を誘発する強度（100-400 pA）で単発電気刺激を加えた。連続

する 3 回の eIPSC を平均し、ピーク振幅、10％-90％の減衰時間を解析した。 

 

7．KRM-Ⅱ-81 の慢性投与 

P10 の時にジェノタイピングした P14-40 の Scn1aWT/A1783V マウスに 10 ㎎/㎏の KRM-

Ⅱ-81 を 1 日 1 回経口ゾンデにて投与した。 同様の方法で同量の溶媒を与えた群と生

存率を比較した。 

 

8．データ解析 

熱負荷試験における比較には、ボンフェローニの補正を用いた Log-rank検定を用いた。

Scn1aWT/A1783V マウスにおける熱誘発発作の閾値体温は、One-way ANOVA および Tukey

検定により、各 KRM-II-81 投与量間で比較した。オープンフィールド試験および握力

試験で得られたデータの解析には、シダック補正した Two-way ANOVA を用いた。電

気生理学的実験から得られたデータは、累積確率の比較（Kolmogorov-Smirnov 検定）

および各遺伝子型間の減衰時間の相対変化（unpaired t 検定）を除き、シダック補正し

た Two-way ANOVA により解析した。慢性投与に関しては Log-rank 検定を使用した。 

p<0.05 のとき有意と判定した。データは平均値±平均値の標準誤差で示した。統計解

析は Prism 9.0（GraphPad software）を用いて行った。 

 

9．倫理規定 

すべての実験手順は、北海道大学の動物実験指針が示す方針およびプロトコールに従

って実施された（承認番号 20-0170）。遺伝子組換え実験の承認を得て実施された（承

認番号 2020-044）。 
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【結果】 

1. KRM-Ⅱ-81 は Scn1aWT/A1783V マウスにおける熱誘発性発作閾値を上昇させる。 

Scn1aWT/A1783V マウスは、同腹仔の WT マウス（44.1 ± 0.2 ℃、10 匹中 7 匹が痙攣）と

比較して体温が低い（38.4 ± 0.2 ℃、10 匹中 10 匹が痙攣）段階で、熱誘発発作を起こ

した。また、Scn1aWT/A1783V マウスでは全例が発作を起こしたが、WT マウスでは 10 匹

中 3 匹が測定最高体温の 45.0℃に達しても発作を起こさなかった。発作誘発確率は

Scn1aWT/A1783V マウスで有意に高い（p = 0.038、χ2 検定）ことがわかった。中～高用量

の KRM-II-81 の投与は、体温に対する発作累積曲線の右方シフトによって示されるよ

うに、Scn1aWT/A1783V マウスの発作閾値を有意に上昇させた（5 mg/kg: p＝0.019、10 

mg/kg・：p＜0.001、Log-rank 検定、図 2A、表 1）。発作を誘発する体温は、KRM-II-81 5 

mg/kg・（38.4 ± 0.3 ℃、n =8、p＝0.008）または 10 mg/kg・（39.8 ± 0.2 ℃、n =7、p＜0.001）

によって有意に上昇した（図 2B、表 1）。KRM-II-81 5 mg/kg と 10 mg/kg の間に有意差

はなかった（p＝0.456）。WT マウスでは、KRM-II-81 はいずれの用量においても発作

累積曲線を変化させなかった（1 mg/kg：p＞0.90、5 mg/kg：p＝0.140、10 mg/kg：p＝

0.144、表 1）。しかし、総発作確率は 5 mg/kg（14.2％、7 匹中 1 匹、p＜0.0001）また

は 10 mg/kg（28.6％、7 匹中 2 匹、p＜0. 001、χ2 検定）でコントロールと比較し有意

に減少しており、1 mg/kg では減少は認められなかった（71.4％、7 匹中 2 匹、p＝0.763）。

このことから、KRM-II-81 の抗痙攣作用は、先行研究と同様に遺伝子型に限定されな

いことが示唆された。 
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図 2 熱負荷試験における KRM-Ⅱ-81 の効果。 

A：WT マウス（左）と Scn1aWT/A1783V マウス（右）の体温に対する累積発作確率を示

す。ｎ.s.:有意ではない、*: p < 0.05、***: p < 0.001・（ボンフェローニ補正を用いた Log-

rank 検定によるコントロールとの比較） 

B： Scn1aWT/A1783V マウスにおける KRM-II-81 の投与量の違いによる発作閾値の体温

比較を示す。ｎ.s.：有意ではない、*：p＜0.05、**：Tukey の post-hoc test による p＜

0.01。各群 N = 7-10。 

 

 

表 1 温熱刺激による痙攣閾値（℃）。45.0・℃は記録終了温度であり、痙攣にいたって

はいない。 

 

２．低用量の KRM-Ⅱ-81 は Scn1aWT/A1783V マウスの不安障害を改善する。 

これまでの研究で、α2/3 サブユニット選択的 GABAA 受容体 PAM は、鎮静作用を伴わ

ずに抗不安薬として作用することが示されている（Atack et al, 2006）。 そこで次に、

Scn1aWT/A1783V マウスに対して KRM-II-81 が抗不安薬作用を示すかをオープンフィー

ルド試験により評価した。KRM-II-81 は、解析の 30 分前に 1、5 および 10 mg/kg の用
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量で腹腔内投与した。 

Scn1aWT/A1783V マウスは WT マウスと比較して、中心領域に滞在する時間が短かった

（WT 283.3 ± 48.6 秒、n = 8 対 Scn1aWT/A1783V 82.7 ± 15.7 秒、n = 15、F [1, 74] = 87.04、 

p < 0.001、図 3A および B、表 2）。また、Scn1aWT/A1783V マウスでは、同様に中心領域

の移動距離が短かった（WT 22.1 ± 3.4 m、n = 8 対 Scn1aWT/A1783V 8.5 ± 1.5 m、n = 15、

F [1, 74] = 85.49, p < 0.0001、図 3A および C、表 3）。これらの結果は先行研究と一致

しており、DS モデルマウスの不安様行動を表していた（Han et al, 2012；Bahceci et al, 

2020）。KRM-II-81 の投与は、中心領域の移動時間と移動距離の両方に有意な改善を示

したが（それぞれ、F [3, 74] = 9.688, p < 0.0001 および F [3, 74] = 9.655, p < 0.0001）、

投与量と遺伝子型の間には有意な交互作用は認められなかった（時間：F [3, 74] = 1.065、 

p = 0.369、 距離：F [3, 74] = 1.803、 p = 0.154）。Scn1aWT/A1783V マウスでは、低用量の

KRM-II-81・（1 mg/kg）投与のみ、中心領域の移動時間と移動距離が特異的に増加した。

中心領域の移動時間については、対照群対 KRM-II-81 1 mg/kg 投与群 (199.9 ± 54.7 秒、

n = 9)・：p＝0.007、対照群対 KRM-II-81 5 mg/kg 投与群・（40.4 ± 6.7 秒、n = 8）・：p＝0.565、

対照群対 KRM-II-81 10 mg/kg 投与群（42.7 ± 13.6 秒、n = 12）：p＝0.511、中心領域の

移動距離については対照群対 KRM-II-81 1 mg/kg 投与群（17.7 ± 3.4 m、 n = 9）：p＝

0.003、対照群対 KRM-II-81 5 mg/kg 投与群（7.2 ± 1.3 m、 n = 8）：p＝0.939、対照群対

KRM-II-81 10 mg/kg 投与群・（3.0 ± 0.9 m、 n = 12）・：p＝0.073 であった・（図 3A-C、表 2

および 3）。WT マウスにおいては KRM-II-81 投与によってこれらのパラメータに有意

差はみられなかった。中心領域の時間比較については、対照群対 KRM-II-81 1 mg/kg 投

与群 (395.8 ± 38.6 秒、n = 10)：p＝0.124、対照群対 KRM-II-81 5 mg/kg 投与群 (324.4 

± 37.7 秒、n =10)：p＝0.791、対照群対 KRM-II-81 10 mg/kg 投与群 (216.1 ± 29.1 秒、n 

= 10)：p = 0.480、中心領域の移動距離については、対照群対 KRM-II-81 1 mg/kg 投与

群（30.4 ± 3.1 m、 n = 10）：p = 0.180、対照群対 KRM-II-81 5 mg/kg 投与群（30.9 ± 2.9 

m、 n = 10）・：p＝0.152、対照群対 KRM-II-81 10 mg/kg 投与群・（19.2 ± 3.1 m、 n = 10）・：

p = 0.853 であった（図 3A-C、表 2 および 3）。これらの結果から、低用量 KRM-II-81

の投与は、Scn1aWT/A1783V マウスの不安様行動の改善に特異的に有効であることが示さ

れた。 
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表 2 オープンフィールド試験における中央ゾーン滞在時間（秒） 

 

 

 

表 3 オープンフィールド試験における中央ゾーン移動距離（m） 

 

3．KRM-Ⅱ-81 は Scn1aWT/A1783V マウスに対し WT に比して高い鎮静作用を示す。 

KRM-II-81 は、オープンフィールド試験における総移動距離に対して有意な主効果・（F 

[3, 73] = 8.102, p < 0.0001）を示し、投与量と遺伝子型の間に有意な交互作用（F [3, 73] 

= 5.358, p = 0.002）が認められた。コントロール投与での総移動距離は WT マウスと

Scn1aWT/A1783V マウスで有意な差をみとめなかった（WT 109.9 ± 6.8 m、n = 8 対 

Scn1aWT/A1783V 124.2 ± 9.3 m、n = 14、p = 0.40）。  Scn1aWT/A1783V マウスでは、1 mg/kg
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または 5 mg/kg の KRM-II-81 は総距離を減少させなかったが（それぞれ 108.9 ± 8.8 m、

n = 9、p＝0.611 および 150.5 ± 10.9 m、n = 8、p = 0.215）、10 mg/kg の KRM-II-81 は対

照群と比較して有意に総距離を減少させた（59.1 ± 15.3 m、n = 12、p＜0.0001、図 3A

および D、表 4）。一方 WT では、KRM-II-81 はいずれの用量でも WT マウスの総距離

を減少させなかった（対照群と比較して 1 mg/kg、5 mg/kg、10 mg/kg でそれぞれ 114.1 

± 5.7 m、n = 10、p = 0.987、129.9 ± 5.7 m、n = 10、p = 0.454、114.9 ± 13.8 m、n = 10、

p = 0.978、図 3A および D、表 4）。KRM-II-81 の高用量投与による運動の低下量は、

Scn1aWT/A1783V マウスにおける鎮静作用によって引き起こされた可能性がある。そこで、

次に握力に対する KRM-II-81 投与の影響を評価した。Two-way ANOVA で解析したと

ころ、遺伝子型と薬剤との間に有意な交互作用は認められなかった（F [3, 56] = 0.286, 

p = 0.835）が、握力に対する KRM-II-81 の有意な主効果が認められた・（F [3, 56] = 9.119, 

p < 0.0001）。オープンフィールド試験での総距離の結果と同様に、KRM-II-81 の 10 

mg/kg は Scn1aWT／A1783V マウスにおいて有意に握力を低下させたが（対象群 6.1 ± 0.4 

kg/kg、n = 8 対 KRM-II-81 10 mg/kg 投与群 4.5 ± 0.3 kg/kg、n = 10、p = 0.042）、WT

マウスでは低下しなかった（6.7 ± 0.9 kg/kg、n = 9 対 5.7± 0.4 kg/kg、n = 8、 p = 0.3973、

図 3E、表 5）。KRM-II-81 の 1 mg/kg または 5 mg/kg 投与は、WT マウス（それぞれ 1 

mg/kg: 7.8 ± 0.4 kg/kg、n = 7、p＝0.321 および 5 mg/kg: 7.4 ± 0.4 kg/kg、n = 8、p＝0.730）

および Scn1aWT/A1783V マウス（同様に 7.0 ± 0.5 kg/kg、n = 7、p＝0.477 および 6.8 ± 0.4 

kg/kg、n = 7、p＝0.656、図 3E、表 5）の両方で握力を変化させなかった。 

これらオープンフィールド試験と握力試験の結果により、Scn1aWT/A1783V マウスにおけ

る KRM-II-81 の鎮静作用を示す用量が WT マウスよりも低いことが示唆された。 
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図 3  Scn1aWT/A1783V マウスにおけるオープンフィールド試験および握力に対する

KRM-II-81 投与の効果。 

A：WT マウスに vehicle を、Scn1aWT/A1783V マウスに vehicle を、Scn1aWT/A1783V マウス

に KRM-II-81 1 mg/kg または 10 mg/kg を投与したときのオープンフィールド試験の代

表的な軌跡マップ。赤と青の点はそれぞれ追跡の開始点と終了点を示す。 

B-D・： KRM-II-81 のオープンフィールド試験における移動距離（B），中央ゾーンでの

時間（C）および総移動距離（D）に対する効果を示す。 

E：WT および Scn1aWT/A1783V マウスにおける KRM-II-81 の投与量の違いによる握力の

比較をしめす。 

ｎ.s.: 有意ではない,・*: p < 0.05, **: p < 0.01, ****:・二元配置分散分析の後の Šidák の

多重比較検定による p < 0.0001 
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表 4 オープンフィールド試験における総移動距離（m） 

 

 

表 5 握力試験（kg/kg） 

 

４． Scn1aWT/A1783V マウスでは KRM-II-81 の抑制性シナプス反応増強作用が亢進して

いる。 

Scn1aWT/A1783V マウスで観察された KRM-II-81 の用量依存的な鎮静作用は、WT マウス

と Scn1aWT/A1783Vマウスで KRM-II-81 による GABAA受容体の修飾が異なる可能性を示

唆している。この可能性を検討するため、我々は、急性脳スライス内の CA1 錐体ニュ

ーロンから全細胞パッチクランプ法を適応して、抑制性シナプス後電流（IPSC）を解

析した。この実験では幼若マウス（P21-28）由来の海馬スライス標本を用いた。グル

タミン酸受容体、GABAB 受容体を遮断した状態で GABAA 受容体を介した sIPSC を記
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録した。記録した神経細胞の静止膜電位、膜抵抗に WT マウスと Scn1aWT/A1783V マウス

で有意な差をみとめなかった（静止膜電位: -52.7 ± 1.0 mV、n = 14 対 -51.5 ± 1.2 mV、 

n = 12、p = 0.44、膜抵抗: 157.3 ± 12.3 MΩ、n = 14 対 157.7 ± 17.3 MΩ、 n = 12、p = 

0.99、表 6）。静止膜電位が生理的な静止膜電位より高い値を示したのは、電極内液に

セシウムをもちいたためと考えられる。次に、灌流液に KRM-II-81 を 600 nM 添加し

その増強作用を検証した。この濃度はげっ歯類における約 10 mg/kg の KRM-II-81 の

投与によって得られる脳内濃度に相当する（Witkin et al, 2018）。 

解析した全ての sIPSC イベント（WT マウス: 14 細胞から 3638 イベント、Scn1aWT/A1783V

マウス 12 細胞から 2345 イベント）について、イベント感覚時間の累積分布曲線をプ

ロットすると、Scn1aWT/A1783V マウスでは、WT マウスに比べて有意に右方シフトして

おり（Kolmogorov-Smirnov 検定による p＜0.0001、図 4A,B）sIPSC の出現頻度が有意

に減少していることが示された。細胞毎の sIPSC 平均出現頻度に対する Two-way 

ANOVA 解析でも、Scn1aWT/A1783V マウスでは WT に比し減少していることが示された

（WT 5.39 ± 0.54 Hz、n = 14 対 Scn1aWT/A1783V 3.14 ± 0.41 Hz、 n = 12、F [1, 24] = 9.739、 

p = 0.005、図 4D、表 7）。sIPSC の平均減衰時間とピークの振幅（図 4C）は、WT マウ

ス・（減衰時間 31.3 ± 0.7 ms、振幅 27.4 ± 2.0 pA）、と Scn1aWT/A1783V マウス(減衰時間 32.7 

± 0.9 ms、振幅 29.1 ± 1.3 pA）で同等であった（減衰： F [1, 24] = 0.482、 p = 0.494、

振幅： F [1, 24] = 0.045、p = 0.884、図 4D、表 8 および 9）。Scn1aWT/A1783V マウスとは

異なる Scn1a 変異マウスをもちいた先行研究でも同様の sIPSC 出現頻度の減少が示さ

れており(Yu et al, 2006; Han et al, 2012; Beretta et al, 2022)、Scn1a 遺伝子の機能喪失に

よる GABA 作動性ニューロンの機能障害を反映している可能性が示唆される。KRM-

II-81 の投与は sIPSC の頻度や振幅を変化させなかった（頻度:WT 5.86 ± 0.63 Hz 対

Scn1aWT/A1783V 3.49 ± 0.39 Hz、F [1, 18] = 0.638、 p = 0.435、振幅: WT 27.3 ± 1.0 pA 対

Scn1aWT/A1783V 29.2 ± 1.3 pA、F [1, 18] = 0.3028、 p = 0.589、図 4D、表 7 および 9）が、

WT マウスと Scn1aWT/A1783V マウスの両方で減衰時間が有意に延長した（WT 30.1 ± 1.2 

ms、Scn1aWT/A1783V 31.9  ± 1.1 ms、 F [1, 18] = 20.22、 p < 0.001、 事後検定: WT p = 

0.009, Scn1aWT/A1783V マウス p = 0.013、図 4D、表 8）。 

減衰時間の累積分布曲線は、WT マウスと Scn1aWT/A1783V マウスいずれも KRM-II-81 に

よって右方向にシフトした（Kolmogorov-Smirnov 検定による p＜0.0001、図 4E）。先行

研究では、α2/3-GABAAR は細胞体近位に優位に分布し（Prenosil et al, 2006a）、その活

性化は振幅を増加させるのではなく、減衰時間動態を増加させることによって IPSC を

増強することが示されている（Nomura et al, 2019）。 我々の結果は先行研究と一致し

ており、KRM-II-81 が GABAA 受容体の PAM として作用することが確認された。各ニ
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ューロンの平均減衰時間について、遺伝子型と薬剤の間に有意な交互作用は見られな

かった（p = 0.699）。しかしながら、累積分布曲線（図 4E）では、KRM-II-81 は短い減

衰速度から中間の減衰速度を持つ sIPSC により明らかなに影響を与え、その増加は

Scn1aWT/A1783V マウスでより強い傾向が示唆された。 

そこで α2/3-GABAAR の機能をより効率的に評価するために、錐体細胞層に設置した

単極電極を介して電気刺激を与えることによって誘発される IPSC（eIPSC）を解析し

た（Nomura et al, 2019）。sIPSC と同様に、eIPSC の減衰時間と振幅は、WT マウスと

Scn1aWT/A1783V マウスの間で同等であった（減衰時間：WT 99.4 ± 8.5 ms、n = 17 対

Scn1aWT/A1783V 108.6 ± 9.0 ms、n = 14、F [1, 23] = 2.482、 p = 0.129、振幅：WT 983.2 ± 

138.3 対 Scn1aWT/A1783V 1001.0 ± 144.1 pA、F [1, 23] = 0.097、 p = 0.758）。KRM-II-81 は

振幅を変化させなかったが（WT: 1009.0 ± 125.9 pA、Scn1aWT/A1783V 967.9 ± 115.3 pA、 

F [1, 23] = 0.737、 p = 0.400、図 4G、表 11）、WT マウスと Scn1aWT/A1783V マウスの両

方で減衰時間を延長した（WT 77.4 ± 6.4 ms、Scn1aWT/A1783V 96.5 ± 9.3 ms、F [1, 23] = 

42.64, p < 0.0001、事後検定: WT マウス：p = 0.015、 Scn1aWT/A1783V マウス p = < 0.0001、

表 10）。また、遺伝子型と薬剤の間の有意な交互作用（F [1, 23] = 7.905、 p = 0.010、

図 4F、G）が認められた。KRM-II-81 による減衰時間の相対的な変化は、WT マウスと

比較して Scn1aWT/A1783V マウスで有意に高かった（WT 126.2 ± 4.6 %、n = 17 対 . 

Scn1aWT/A1783V 110.0 ± 4.6 %、n = 14、 p = 0.007、unpaired t 検定、図 4H）。これらの結

果は、Scn1aWT/A1783V マウスにおいて、KRM-II-81 が WT マウスと比較し CA1 錐体細胞

への細胞体周囲の抑制性入力をより効率的に増強することを示している。 
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図 4  CA1 錐体ニューロンにおける抑制性シナプス後電流（IPSC）に対する KRM-II-

81 の効果。 

A：WT マウス（上段）と Scn1aWT/A1783V マウス(下段)の CA1 錐体ニューロンから記録

された自発性抑制性シナプス後電流（sIPSC）の代表的なトレース。キャリブレーショ

ン：500 ms、40 pA   

B：WT マウス 14 ニューロン、Scn1aWT/A1783V マウス 11 ニューロンから解析した各

sIPSCs のインターバル時間の累積確率曲線。****・：p＜0.0001 (Kolmogorov-Smirnov 検

定) 

C・：WT の急性スライスに KRM-II-81 を投与する前後で得られた代表的な個々の sIPSCs

トレース（細い灰色の線）とその平均トレース（太い線）を示す。キャリブレーショ

ン：20 ms、20 pA 

D：WT および Scn1aWT/A1783V マウスにおける sIPSCs の周波数（左パネル）、減衰（中

パネル）、振幅（右パネル）に対する KRM-II-81 の効果。*: p < 0.05、**: p < 0.01 (二元

配置分散分析およびそれに続く post-hoc 分析による) 
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E：WT マウス（上段）と Scn1aWT/A1783V マウス（下段）における KRM-II-81 投与前後

の sIPSCs の減衰時間の累積確率曲線。****：p < 0.01 (Kolmogorov-Smirnov 検定) 

F・：WT マウス（左パネル）と Scn1aWT/A1783V マウス（右パネル）における KRM-II-81 投

与前（黒トレース）と投与後（赤トレース）の代表的な誘発 IPSC・（eIPSC）トレース。

キャリブレーション：25 ms、200 pA 

G・：WT および Scn1aWT/A1783V マウスにおける eIPSC の周波数（左パネル）、減衰（右パ

ネル）に対する KRM-II-81 の効果。*: p < 0.05、 ****: p < 0.0001 (二元配置分散分析お

よびそれに続く post-hoc 分析による)  

H・：WT マウスと Scn1aWT/A1783V マウスの KRM-II-81 による％減衰時間変化の比較。**: 

p < 0.01 (unpaired t 検定) 

 

 

表 6 自発抑制性シナプス後電流を記録した細胞の静止膜電位（mV）および膜抵抗（MΩ） 
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表 7 自発抑制性シナプス後電流の細胞毎平均頻度（Hz） 

 

 

表 8 自発抑制性シナプス後電流の細胞毎平均減衰時間（ms） 
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表 9 自発抑制性シナプス後電流の細胞毎平均振幅（pA） 

 

 

表 10 誘発抑制性シナプス後電流の減衰時間（ms） 
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表 11 誘発抑制性シナプス後電流の振幅（p A） 

 

5．10 mg/kg の KRM-II-81 の慢性投与は Scn1aWT/A1783V マウスの生命予後に影響をあ

たえなかった。 

P14-40 まで 10 mg/kg の KRM-II-81 を Scn1aWT/A1783V マウスに 1 日 1 回ゾンデ挿入し経

口投与したところ、溶媒投与群との生存率に有意差を認めなかった。（図 5、Log-rank

検定による、p=0.5447、いずれも N=7） 
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図 5  Scn1aWT/A1783V マウスの生存率への KRM-Ⅱ-81 の効果。Log-rank 検定において

有意差を認めなかった。 
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【考察】 

本研究では、DS の主な病態として PV＋介在ニューロンの機能障害が提唱されてい

る（Kaneko et al, 2020）ことから、GABA シナプス伝達を増強する治療戦略について

考察した。KRM-II-81 は近年開発された imidazobenzodiazepine の誘導体のひとつであ

り、GABA の PAM として作用する。Witkin らは、そのサブユニット選択性を、α1～

α6 いずれかのαサブユニットを β3 および γ2 と組み合わせて強制発現させた HEK-

293T 細胞をもちいて電気生理学的に評価し、α1、２、3 サブユニットの GABA 最大

応答に対する EC50 はそれぞれα1：1.73 µM, α2: 101.9 nM, α3: 60.9 nM と報告した

（Witkin et al, 2017）。この報告からは KRM-II-81 のα1 に対する選択性はα2 で 17 倍、

α3 で 28 倍と見積もられる。GABA 受容体ベンゾジアゼピン結合部位のサブユニット

毎の相同性は高く（Atack et al, 2011）、サブユニット選択性の高い PAM の開発は困難

なこと、10 倍をこえると選択性が高いと評価されることが一般的とされることから

（Muramai et al, 2020）、KRM-II-81 は α2/3-GABAAR に選択性を有するといえる。高い

バイオアベイラビリティを示す点に優位性があり、その経口内服により、α2/3-

GABAAR を選択的に賦活するために十分な濃度・（EC50: 101.9 nM）が脳・血漿いずれで

も得られることが示されている（Witkin et al, 2017）。 

てんかんや不安を含む精神神経疾患に対する KRM-II-81 の有効性は、野生型げっ歯

類の実験モデルを用いた先行研究ですでに示唆されている（Poe et al, 2016；Witkin et 

al, 2018；Knutson et al, 2020）。たとえば Knutson らは、KRM-Ⅱ-81 がこれまでに臨床

応用されている非選択的 GABAAR の PAM と比べて、より少ない副作用（鎮静作用な

ど）で同等の抗けいれん作用を示すことが、薬剤慢性投与によって作成された実験て

んかんモデルマウスをもちいて明らかにしている・（Knutson et al, 2020）。また、他のα

2/3-GABAAR 選択的 PAM においても、げっ歯類実験てんかんモデルにおける発作に有

効で、従来のベンゾジアゼピンに見られる副作用（鎮静や筋弛緩）が少ないことが先

行研究で示唆された（Rivas, 2009）。しかしながら、てんかんは多様な原因によって引

き起こされる疾患群であり、実験的に作成されたモデルがどこまで、あるいはどのよ

うな、ヒトのてんかんを反映するかについては議論がのこされている。遺伝学的背景

が明らかなてんかん症候群モデルマウスにおける KRM-Ⅱ-81 の効果を検証した研究

はこれまでになく、今回私は、単一遺伝子の変異により発症する難治てんかん性脳症

である DS を研究のテーマとし、患者由来の遺伝子変異を発現されたモデルマウスを

用いることで、DS における KRM-II-81 の有効性と疾患病態生理との相関を評価する

こととした。他の 2/3-GABAAR 選択的 PAM の DS モデルマウスに対する有用性は、

我々が調べ得た限りでは唯一、Nomura らが 2019 年に AZD7325 を用いて検証した結
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果を報告されており、今回の研究との比較については後述する。 

KRM-II-81 のてんかんに対する治療効果については、発熱によるてんかん発作の誘

発が DS の特徴的な病態の一つであることから、熱負荷試験にて評価した。

Scn1aWT/A1783V マウスは、先行研究のとおり・（Ricobaraza et al, 2019）、WT マウスと比較

して熱負荷による発作閾値体温が有意に低く、KRM-II-81 は用量依存的にその発作閾

値体温を上昇させた（図 2A）。WT マウスの一部は最大測定値の体温まで上昇しても

発作を示さなかったため、発作誘発体温における遺伝子型と KRM-II-81 の相互作用は

解析できなかった。しかしながら、Scn1aWT/A1783V マウスでは累積発作確率曲線が有意

に右方シフトし、WT マウスでは右方シフトしなかったことから、DS では KRM-II-81

の抗てんかん作用が用量依存性であることが示唆された。DS モデルマウスのてんか

んに対する KRM-II-81 の有効性を明らかにするためには、今後脳波とビデオを用いた

発作回数の確認等さらなる研究が必要であろう。 

今回の私が示した DS マウスおける温熱誘発けいれん閾値上昇は、他の α2/3 サブユ

ニット選択的 GABAAR の PAM である AZD7325 の DS マウスへの単回投与による抗け

いれん効果を示した先行研究（Nomura et al, 2019）でも示されている。AZD7325 はα

1 サブユニットに対してはむしろ弱いアンタゴニストとして作用することが示されて

おり（Muramai et al, 2020）と同等であるかそれ以上の可能性がある。2 種の α2/3-

GABAAR 選択的 PAM により同様の抗けいれん作用が示されたことで、DS のてんかん

発作に対する α2/3-GABAAR 選択的 PAM の治療的価値がより確かなものとなったとい

える。一方で、Nomura らの先行研究では、私が今回示した低用量での抗不安作用や、

DS における濃度依存的な鎮静作用については検証されていない。私の研究は、α2/3-

GABAAR 選択的 PAM が DS に対して単に抗けいれん作用を示すのみならず行動面や

精神面で様々な変化をきたす可能性を示している点に先行研究との大きな違いがある。

私の結果が、α2/3-GABAAR 選択的活性によるものなのか、検証されていない何らかの

メカニズムによる KRM-II-81 特異的な作用なのかについて、AZD7325 を含めた KRM-

II-81 以外の 2/3-GABAAR 選択的での結果が待たれると考えられた。 

最近の電気生理学的研究では、成人期の DS マウスでは PV＋抑制介在ニューロンの

発火は異常となっていないことが示され、DS の病態生理は単なる PV＋介在ニューロ

ンの機能障害であるとする従来の考え方よりもさらに複雑な仮説が提唱されている

（Favero et al, 2018）。その研究によれば、私が熱負荷実験に用いたマウスの年齢・（P21-

28）は、PV +介在ニューロンの発火低下から正常発火への移行期に相当する。一方で

他の先行研究では、この年齢では PV +介在ニューロンの発火が確かに障害されること

が示されている・（Ogiwara et al, 2007）。したがって、KRM-II-81 が成人期においても同
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様に有効であるかどうかを明らかにするためには、追加研究が必要であると考えられ

る。発作時の神経細胞の活動を in vivo で観察した研究では、成体 DS マウスでは発作

に先行して PV+介在ニューロンの同期活動が障害されていることが示されており、

PV+介在ニューロンの機能障害が成熟マウスの発作においても寄与していることが示

されている（Tran et al, 2020）。高速発火する調節ニューロンによる α2/3-GABAAR の活

性化はネットワーク振動に重要であるといわれており（Heistek et al, 2013）、将来的な

KRM-II-81 の慢性投与によるてんかん発作の軽減を今後の研究で検証したい。一方、

DS 患者のてんかん発作は通常小児期に顕著である（Gataullina and Dulac et al, 2017）。

したがって、本研究の KRM-II-81 の抗けいれん作用は幼若マウスに限定されたもので

はあっても、その知見を将来の臨床応用への可能性として考慮する価値は十分にある

と思われる。 

難治性てんかんに加えて、DS 患者は注意欠陥障害だけでなく不安障害を含む様々

な行動上の問題を示すことが知られている・（Sinoo et al, 2019）。 DS モデルマウスにお

いて、不安障害は運動試験で中心領域を回避することによって再現され（Han et al, 

2012；Bahceci et al, 2020）（図 3A）、私は、この不安様行動が KRM-II-81 の低用量（1 

mg/kg）で改善されることを示した。KRM-II-81 の抗不安作用は、本研究で用いたもの

と同じ系統の WT マウスで以前に示されているが、それはより高用量（30 mg/kg）で

得られたものであった（Biggerstaff et al, 2020）。実際今回 KRM-II-81 を 10 mg/kg まで

投与しても、WT マウスでは不安様行動に変化を及ぼさなかった。このことから、Scn1a

遺伝子変異マウスにおける不安様行動のメカニズムには、α2/3-GABAAR を介した抑制

性伝達の調節障害が関与している可能性が示唆された。KRM-II-81 の不安様行動に対

する効果は本研究では低用量投与時のみ得られた。同様の逆U字型の容量効果曲線は、

他の抗不安薬でも以前に示されていた（Bruhwyler et al, 1990; Dielenberg et al, 1999; 

Smith et al, 2004）。その理由は明らかにされていないが、不安の制御に関する抑制性信

号処理ネットワークの複雑さ（Babaev et al, 2018）が、本研究における低用量特異的抗

不安作用の原因かもしれない。Nav1.1 および GABAα2/3 サブユニットは発現に多少

はあっても基本的には中枢神経に広く発現している。今回の研究では、薬剤は全身投

与にされており、抗不安作用や抗てんかん作用が、それぞれどの脳領域に主に作用し

て効果を示したのかは検証できていない。抗不安作用と抗けいれん作用で有効投与量

が異なっていたことはそれぞれの責任領域が異なっている可能性を示唆しており、そ

の解明には特定の脳領域特異的に Scn1a を機能欠失させる実験が必要と考えられる。 

比較的高用量（10 mg/kg）の KRM-II-81 は、Scn1aWT/A1783V マウスに鎮静作用を誘導

した。α2/3-GABAAR 選択的 PAM は、非選択的 PAM と比較して低い鎮静作用をしめす
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ことがげっ歯類においてこれまで既に示されているため（Poe et al, 2016；Witkin et al, 

2019）、この結果は予想外であった。実際、以前の研究では、KRM-II-81 の鎮静効果は

ジアゼパムよりも相対的に低いことが示されているが、鎮静効果が皆無であるわけで

はないとも報告されている（Witkin et al, 2019）。 その潜在的なメカニズムとして、私

は、KRM-II-81 による GABAAR に対する陽性変力作用が、WT マウスと比較して

Scn1aWT/A1783V マウスで増幅されることを示した。これは、sIPSC 頻度の減少（図 4B）

（Yu et al, 2006; Han et al, 2012; Beretta et al, 2022）、あるいは PV +ニューロン発火の障

害（Ogiwara et al, 2007）に対する代償的メカニズムによると考えられる。抑制活性の

障害下で GABAA 受容体の発現が同様に代償的に上昇することは、成体期の中枢神経

系の様々な障害（Benes et al, 1992・；Waldvogel and Faull et al, 2015・；Pomares et al, 2020）

においてしばしば示唆されている。今回の結果は、Scn1aWT/A1783V マウスにおいて KRM-

II-81 に対する感受性が亢進していることを示しており、α2/3-GABAAR に対する PAM

の少量投与が、今後 DS に対する投与プロトコールを計画する上で特に重要であるこ

とを示唆している。GABAAR の機能亢進が代償機構であるとすれば、KRM-II-81 の慢

性投与により消失する可能性がある。今後の慢性投与による検討で、この点は明らか

にされるものと思われる。今回生理学的実験で選択した KRM-II-81 投与量（600 nM）

は、WT と DS マウスの間での鎮静効果に差がみられた全身投与量（10 mg/kg）によっ

て得られる脳内 KRM-II-81 濃度を先行研究から参照し（Witkin et al, 2018）設定した。

KRM-II-81 のα1 サブユニットの EC50 は前述のとおり 1.73 µM と報告され、600 nM の

投与では一部（約 25 %）はα1 サブユニットに作用すると見積もられる。神経細胞体

近傍の刺激による GABA 作動性シナプス入力はα2/α3 サブユニット由来が優位とさ

れていること（Nomura et al, 2019）, 今回の投与量でも一定のサブユニット選択性はあ

るとこから、今回観察された GABAAR の機能亢進が α2/3-GABAAR 優位に生じている

と考察することは可能と思われるが、特異的とは決していえない。濃度依存性につい

ての検証が望まれるが、記録感度の限界があり、予備実験の限りでは検証が困難であ

ると判断された。免疫組織学的手法など、他の実験手法を組み合わせた研究が、より

正確な理解に必要と考えられる。今回、細胞神経生理学的検討は海馬にておこなって

いるが、これは神経細胞の種類や分布が視覚的に同定されやすいという実験手法的理

由から選択されたものであり、各症状の責任病変で同様な変化が同様に変化している

かは確認できていない。今後研究の進展により責任病変の同定がすすめば、その領域

でも検証をおこなってみたい。 

現在までに、α2/3-GABAAR PAM を利用した不安障害の治療に関する臨床試験が数

多く実施されているが、そのほとんどは明確な治療効果が得られないか、予期せぬ副
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作用のために中止されている（Chen et al, 2019）。 KRM-II-81 は現在、難治性てんかん

および不安障害に対する有効性を検証すべく、将来の臨床試験に向けて準備中である

（Witkin et al, 2022）。私の本研究は、KRM-II-81 の DS におけるてんかんおよび不安様

行動の改善に対する治療価値を示しており、現在進行中である KRM-II-81 の臨床前研

究を後押しするものと考えられる。 

また GABAA 受容体は GABAB 受容体と共に末梢神経にも発現していることが確認さ

れているが・（Valerio Magnaghi et al, 2006）、α2/3 サブユニットの発現について触れられ

ている研究は現段階では確認できなかった。今回 KRM-Ⅱ-81 を 10 mg/kg で投与した

際の握力に DS でのみ有意差が見られたものの、一般には GABAA 受容体を介したシ

グナル伝達は中枢神経において主要であることいわれているが、末梢神経筋接合部に

おいて作用した可能性も行動実験のみからは否定できない。今後脳波記録をもちいた

検討をおこないたい。 

また DS では生存率が低下することは今までの研究で知られており（Ogiwara et al, 

2017）、今回使用したマウスでも同様の結果であった。今回使用した KRM-Ⅱ-81 を長期

間投与することで生存率の向上が見られないかを検証したが、今回の実験では明らか

な効果を認めなかった。1 日 1 回の投与であったため必要な薬剤濃度が維持されなか

った可能性が考えられる。1 日 2 回、もしくは持続投与など、投与量のみではなく投

与回数や方法も検討する必要がある。慢性投与の方法として Alzet 浸透圧ポンプを埋

め込む方法を検討したが、DS マウスは先行研究と同様に小さく、同じ日齢の WT の

2/3 程度の体重で（Ricobaraza et al, 2019）、侵襲行為を行うこと自体が生存率に影響を

与える可能性が高く今回はこれ以上の研究をすることが出来なかった。飲水に薬剤を

混合するなど、今後他の方法を検討したい。  

本研究では知的障害や予期せぬ突然死など、他の臨床的問題に対する効果について

は評価しなかった。また本研究で行われた急性期のプロトコールでは、抗けいれん効

果と抗不安効果の効率的な用量が異なっていたため、更なる最適な用量の追求が重要

である。今回の知見は、DS の新規で実用的な治療戦略につながる可能性があり、これ

らを含めた今後のさらなる検証が必要である。 

当初、本研究を行う目標として多剤併用しても重積発作を頻回に繰り返し、頻回の入

院管理を要する DS 患者の QOL を上げる効果のある治療法を模索するということを

掲げていたが、本薬剤が DS の熱性けいれんだけでなく行動障害に関しても一定の効

果を見出すことが確認できた。 
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【結論】 

① KRM-Ⅱ-81 は Scn1a 遺伝子異常を呈する DS マウスにおいて、温熱刺激による痙攣

発作の閾値を上げた。 

② KRM-Ⅱ-81 は少量の投与で DS マウスの不安障害を改善させた。 

③ KRM-Ⅱ-81 は WT マウスに比べて低用量で DS マウスにおいて鎮静作用を示した。 

④ そのメカニズムとして電気生理学的実験において、KRM-II-81 が WT マウスよりも

DS マウスにおける CA1 錐体ニューロンへの体細胞周囲の抑制性入力をより効率

的に増強することを示した。 

以上の結果はすべて新たな知見であり、特に α2/3-GABAAR PAM において②、③、④

のように行動障害への作用と副作用としての鎮静作用について関係を明らかにしたの

は知りうる限りで本研究が初めてである。 

これらの結果により KRM-Ⅱ-81 が DS の患者の痙攣発作のみならず行動障害の治療薬

となる可能性が考えられた。 

 

研究における問題点としては、DS マウスは全体に体重増加不良かつ侵襲に弱いこと

が多く、腹腔内投与など侵襲を伴う検査が、生存率などの結果に影響を与える可能性

が考えられた。今後はいかにして侵襲を最低限にして研究していくかも課題の一つで

ある。その課題をクリアして 1 日複数回慢性投与した場合の生存率の変化や行動障害

の改善、副作用の軽減を調べていく必要があると思われた。また痙攣発作や行動障害

に有効で、かつ副作用としての鎮静作用がより少なくなる用量について、更なる研究

で突き詰めることが有意であると考えた。 

このように本研究に制限が存在するものの、KRM-Ⅱ-81 は DS の患者のより良い QOL

を充分実現しうる薬剤と考えられた。今後も多くの研究がなされ実用化されることが

期待される。 
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