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研究成果の概要： 

実験動物の脳の特定部位を後発射を引き起こすような電流値で毎日刺激すると、顔面けいれん、
咀嚼などの行動上のけいれん発作が現れ、最終的に全般発作となる。この現象は、キンドリン
グと呼ばれ、ヒトてんかんにおける、てんかん原性の獲得から発作の進展という過程を理解す
る上で有用な実験モデルとされている。本研究では、ラット LEXF/FXLE リコンビナント近交
系（RI 系統）を用いてキンドリング感受性座位の同定を目的とした。RI 系統 7 系統と親系統
(LE/Stm, F344/Stm)に対してキンドリングを誘発し、発作閾値、各刺激における後発射持続時間、
キンドリング獲得までの刺激回数 (kindling rate) からなる表現型値を決定した。その結果、発
作閾値、各刺激における後発射持続時間では系統差がなかったが、kindling rate には系統差があ
った。一方、1,033 個の SNP マーカーからなる遺伝型を決定した。連鎖解析によって、kindling 

rateと相関する染色体領域を第2染色体に見出し、Amygdala kindling susceptibility 1 (Aks1)とAks2

と名付けた。Aks1, Aks2 はキンドリングの進展に関与する遺伝子座であり、ヒトてんかんにお
ける重大な関心事であるてんかんの全般化に関与する遺伝的要因を含むと考えられる。本研究
は、キンドリング発症に係わる遺伝子座が特定し、発作の全般化に関して遺伝的要因が存在す
ることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

キンドリングは、実験動物の脳の特定部位
にけいれん閾値以下の微弱な電気刺激を毎
日繰り返し与えると、数日後には、脳波に発
作波が生じ、次いで顔面けいれん、咀嚼など
の行動上のけいれん発作が現れ、最終的に全
般発作となる現象をいう。ヒトてんかんにお
ける、てんかん原性の獲得から発作の進展と
いう過程を理解する上で有用な実験モデル
である。 

このキンドリングをアウトブレッドのラ
ットに適用してキンドリング易発性・抵抗性
の系統が選抜育種されていたことから、キン
ドリング感受性遺伝子の存在が示唆されて
いた。これは、ヒトてんかんの“発症しやす
さ”、“全般化しやすさ”に係る遺伝子が存在
し、キンドリング感受性遺伝子の同定を通じ
て、それらが同定される可能性を示唆してい
る。 

リコンビナント近交系は、多因子疾患や量
的形質に関与する遺伝子の遺伝解析に有用
な近交系群である。日本で開発された
LEXF/FXLEラットリコンビナント近交系は、
LE/Stm と F344/Stm を親系統とし、世界最多
の 34 系統のセットからなる。ナショナルバ
イオリソースプロジェクト「ラット」
(NBRP-Rat) のフェノームプロジェクトによ
って、109 項目からなる特性プロファイルと、
357 個の SSLP マーカーからなる遺伝子型プ
ロファイル(Strain Distribution Pattern: SDP)の
作成進められ、量的形質座位 (Quantitative 

Trait Loci, QTLs) 解析における有用性が検討
されていた。 

 

 

２．研究の目的 

リコンビンナント近交系を用いた QTL 解
析では、遺伝型と表現型との相関解析（連鎖
解析）が行われる。 

本件研究の目的は、１）遺伝型、すなわ
ち、Strain Distribution Pattern (SDP)を決定する、
２）各系統に対して、キンドリング誘発試験
を行い、あらかじめ設定した形質（発作閾値、
各刺激における後発射持続時間、キンドリン
グ獲得までの刺激回数 (kindling rate)）につい
て、表現型値を決定する、３）遺伝型値と表
現型値の相関解析を行い、キンドリング感受
性遺伝子座位を特定する、からなる。 

 

 

３．研究の方法 

１）Strain Distribution Pattern (SDP) の決定 

NBRP-Rat で公表されている 357 個の
SSLP マーカーについて、LE/Stm と F344/Stm

間の多型を検査し、多型のあるものについて、
SDP を作成した。より詳細な SDP を作成す
るために、EURATool プロジェクトで開発
された 20,283 個の SNP マーカーについて、
LE/Stm と F344/Stm 間の多型を検査し、
多型のあるものについて、SDP を作成した。 
 

２）キンドリングに係わる表現型値の決定 

＜動物＞ 

LEXF/FXLE リコンビナント近交系の親系
統 LE/Stm（n=6）と F344/Stm（n=10）、およ
び、リコンビナント近交系のうち 7 系統、
LEXF2B（n=6）、LEXF6B（n=7）LEXF7B（n=6）、
LEXF10C（n=6）、LEXF11（n=6）、FXLE13

（n=6）、FXLE16（n=5）の雄個体を使用した。 

＜発作閾値の決定＞ 

10～11 週齢時にネンブタール投与による
深麻酔下で刺激および記録用双極電極を右
扁桃核に、記録用電極を頭蓋骨上に埋設し、
術後 2 週間経過した後に扁桃核電気刺激を開
始した（図１）。刺激は 25µA より開始し、10

分ごとに 25µA ずつ増強したものを加え、脳
波を観察した。脳波上に 5 秒以上の後発射（図
２）が出現した電流量を閾値とし、キンドリ
ング 1 回目と数えた。 

＜キンドリング誘発＞ 

閾値決定の翌日より 1 日 1 回、一定電流
（500μA、1 相性矩形波、1 秒）での扁桃核キ
ンドリングを行った（図１）。電気刺激後、
ラットの行動を観察し、Racine のキンドリン
グ獲得分類のスコア（Stage1～5）を評定した。
同時に、各刺激に対する後発射持続時間を測
定した。Stage5 を示した個体は、キンドリン
グを獲得したものとみなし、それまでの刺激
回数を kindling rate として記録した。 

 

３）連鎖解析 

測定項目について、QTL Cartographer によ
り、1,033 個の SNP マーカーを用いて連鎖解
析を行った。 

 



 

４．研究成果 

１）SDP の作成 

SSLP マーカーついて、259 マーカーで
LE/Stm と F344/Stm 間で多型があった。259

マーカー中、3 マーカーはマップ位置が重複
していたので、256 マーカーを用いて連鎖解
析用の SDP を作成した。SNP マーカーについ
て、5,778 マーカーで LE/Stm と F344/Stm 間
で多型があった。重複分をのぞく 1,033 マー
カーを用いて連鎖解析用の SDP を作成した。 

 

２）キンドリングに係わる表現型値の決定 

＜発作閾値の決定＞ 

閾値は低い系統で 108±11µA（LE/Stm、
平均±SEM）、高い系統で 170±21µA

（F344/Stm）その時の後発射持続時間は短い
系統で 7.1±1.8秒（LEXF2B）、長い系統で 10.7

±1.3 秒（F344/Stm）であった。いずれの系統
間にも差はなかった（ANOVA、図３）。 

＜キンドリング誘発＞ 

Kindling rate は、小さい系統で 3.9±0.3 回
（F344/Stm）、大きい系統で 10.3±0.7 回
（LEXF10C）であり、系統間に差があった
（ANOVA、図４）。多重比較検定を行ったと
ころ、系統差は階段状に見られた。 

 

３）連鎖解析 

各個体の測定値を系統ごとにとりまとめ、
平均値を系統の表現型値とした。1,033 個の
SNP マーカーからなる SDP を用いて QTL 解
析を行った。系統差のあった kindling rate に
ついて QTL 解析を行った結果、第 2 染色体上
に 2 つの遺伝子座（LOD スコア 5.8 と 3.2）
を検出し、それぞれを Amygdala kindling 1 

(Aks1)と Aks2 とした（図５）。 

後発射閾値は脳局所の興奮性に、kindling 

rate は局所興奮性の脳全体への進行に関連
していると考えられている。本研究から、
脳の局所の興奮性とその全般化には、異な
る遺伝要因が関与していることが示唆され
た。Aks1 には 55 個、Aks2 には 72 個の遺伝
子が存在し、そのうち脳で発現する遺伝子
がそれぞれ 23 個と 26 個存在していた。こ
れらの中にはてんかん誘発実験やけいれん
に関連のある遺伝子が含まれる。これらの
中に脳局所の興奮性を全般化させるてんか
ん関連遺伝子が存在していると考えられた。 
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