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研究成果の概要（和文）：てんかんの発症における過分極活性化環状ヌクレオチド依存性チャネル1（HCN1チャ
ネル）の役割とその機能メカニズムを明らかにする目的で、HCN1チャネル遺伝子欠損ラットあるいは選択的な
HCNチャネル遮断薬ZD7288を用いて、行動薬理学的および神経化学的評価を行った。本研究結果より、HCN1チャ
ネルはてんかん発作の発現感受性を制御する上で重要な役割を果たしていることが明らかとなった。さらに、
HCN1チャネルの抑制は大脳皮質や扁桃核領域における神経活動を亢進し、けいれん発現を助長することが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：To clarify the role and mechanism of hyperpolarized activated cyclic 
nucleotide-dependent channel 1 (HCN1 channel) in induction of epileptic seizure, we performed the 
behavioral and immunohistochemical study using Hcn1 knock-out (Hcn1-KO) rats and a selective HCN 
channel blocker, ZD7288. This research suggests that HCN1 channels play a crucial role in 
controlling the onset susceptibility to epileptic seizure, implying that hyperactivation of the 
cerebral cortex and amygdala is involved in the enhancement of seizure susceptibility due to loss of
 HCN1 channel.

研究分野： 薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果より、HCN1チャネルの欠損および抑制は、薬物誘発や電撃刺激に伴うけいれん発現に対して、いずれ
も増強作用を示すことが明らかとなった。この結果は、様々なてんかんの発症におけるHCN1チャネルの重要な役
割を示すものであり、HCN1チャネルはてんかん発作の発現に対して抑制的な制御機構を有していることを示唆し
ている。また、大脳皮質や扁桃核領域にはHCN1チャネルが豊富に存在しており、HCN1チャネルを介したけいれん
発現制御に深く関与している脳部位であることが考えられる。本研究成果は、HCN1チャネルを介したてんかん発
症の制御機構解明における有益な知見を提供するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
細胞膜の過分極によって活性化される過分極活性化環状ヌクレオチド依存性チャネル 1

（HCN1 チャネル）は脳や心臓に多く分布し、自発性リズム形成や神経発火のオシレーション
調節を担っている。近年、HCN1 チャネルの遺伝子変異が幼児期のてんかん性脳症や遺伝性全
般発作などの発症に関与することや、内側側頭葉てんかん患者の海馬領域において、HCN1 チ
ャネルのダウンレギュレーションが生じていることなどが報告がされている（Brain, 141, 3160-
3178, 2018; Neurobiology of Disease, 118, 55-63, 2018; Hippocampus, 30, 1112–1126, 2020）。
しかし、HCN1 チャネルのてんかん発症における制御機構や機能メカニズムについては十分な
報告がなされていない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は新たに作出された HCN1 チャネル遺伝子欠損（Hcn1-KO）ラット、あるいは HCN

チャネル遮断薬 ZD7288 を用いて、てんかん発症における HCN1 チャネルの役割とその機能メ
カニズムについて、行動薬理学的および神経化学的手法を用いて解析する。さらに、根本的治療
法のないてんかんに対する「HCN1 チャネルをターゲットとした新規治療法の考案・創出」を目
指す。 
 
 
３．研究の方法 
１）てんかん原性形成過程の評価 
雄性 Hcn1-KO ラットおよび起源動物である F344 ラット（対照）に対して、単回投与ではけ

いれんを誘発しない低用量の pentylenetetrazole（PTZ）を 12 日間連続投与し、PTZ 誘発キン
ドリングを評価した。 
 
２）各種けいれん発現に対する感受性評価 
実験には雄性 Hcn1-KO ラットおよび F344 ラット、あるいは HCN チャネル遮断薬 ZD7288

の脳内投与（海馬内あるいは脳室内）を施した ddY 系雄性マウスを使用し、各種けいれん誘発
剤の投与あるいは電撃刺激に対するけいれん発現の感受性評価を行った。 
 
① 4-Aminopyridine（4-AP）誘発けいれん：ddY 系雄性マウスを用いて、HCN チャネル遮断

薬の ZD7288（3 μg/side）を両側海馬内へ局所注入した後、K チャネル遮断薬である 4-AP
（8 mg/kg, i.p.）を腹腔内投与した。Hcn1-KO ラットおよび F344 ラットに対しては、4-AP
（4 mg/kg, i.p.）を投与した。いずれの動物種の場合も、4-AP 投与後 60 分間行動観察し、
けいれん発現を評価した。 

 
② Pilocarpine 誘発けいれん重積発作：ddY 系雄性マウスに ZD7288（3 μg）を脳室内投与し、

非選択的ムスカリン受容体遮断薬の methylscopolamine（3 mg/kg, i.p.）を投与することで
末梢性副作用を軽減した後、非選択的ムスカリン受容体作動薬の pilocarpine（350 mg/kg, 
i.p.）を処置した。Hcn1-KO ラットおよび F344 ラットには 200 mg/kg の pilocarpine を腹
腔内投与した。いずれの動物種の場合も、pilocarpine 投与後 60 分間行動観察し、けいれん
発現を評価した。 

 
③ 最大電撃けいれん：各動物の両耳に電撃刺激（Current：21 mA（マウス）or 30-33 mA（ラ

ット） , Frequency：200 pulses/sec, Pulse width：0.5 msec, Shock duration：1 sec）を処
置し、けいれん発現を評価した。 

 
３）けいれん発現に伴う脳内興奮部位の探索 

Hcn1-KO ラットのけいれん発現時における脳内興奮部位の探索を行う目的で、けいれん発現
評価後の動物の脳を摘出し、最初期遺伝子の産物であるFosタンパクの免疫組織染色を行った。 
 
４）脳内アミノ酸含量の定量解析 

Hcn1-KOラットおよびF344ラットの全脳9部位における脳内アミノ酸含量を定量するため、
定常状態における各動物の脳を摘出し部位分けした後、HPLC測定用のサンプル処理を施した。
HPLC を用いて、各脳部位におけるアミノ酸含量（抑制性神経伝達物質：GABA、興奮性神経伝
達物質：グルタミン酸およびアスパラギン酸）の定量解析を行った。 
 

  



４．研究成果 
１）てんかん原性形成過程の評価 

Hcn1-KO ラットおよび F344 ラットに対して、低用量 PTZ（40 mg/kg, i.p.）の 12 日間連続
投与を行った結果、両動物間において PTZ 誘発キンドリングの形成過程にほぼ差は認められな
かった。よって、てんかん原性の形成過程には、Hcn1 欠損はほぼ影響しないことが考えられた。 
 
２）各種けいれん発現に対する感受性評価 
① 4-AP 誘発けいれん：マウスの両側海馬内へ ZD7288 を局所注入したことにより、対照

（vehicle 局所注入）と比較して、4-AP によるけいれんスコアの上昇かつ発作発現までの潜
伏時間の短縮が認められた。Hcn1-KO ラットにおいても 4-AP 投与により、F344 ラットと
比較して顕著なけいれん発現の増強が確認された。 

 
② Pilocarpine 誘発けいれん重積発作：ZD7288 脳室内投与マウスでは、けいれん発作が繰り

返し生じる（けいれん重積）個体が多く観察された。また、Hcn1-KO ラットでは pilocarpine
投与により、測定した全ての個体においてけいれん重積発作が認められ、Hcn1 欠損による
顕著なけいれん発現助長作用が確認された。一方、F344 ラットではいずれの動物において
もけいれん発現は認められなかった。 

 
③ 最大電撃けいれん： ZD7288 脳室内投与マウスでは、電撃刺激によるけいれんスコアおよ

びけいれん発現率のいずれにおいても、対照と比較して有意な上昇が認められた。また
Hcn1-KO ラットにおいても発作発現における顕著な閾値低下が認められ、F344 ラットと
比較して有意に高いけいれん発現感受性が確認された。 

 
 以上の結果より、Hcn1 欠損により薬物性および電気刺激性けいれん発現のいずれにおいても、
HCN1 チャネルの抑制および欠損により、けいれん発現における閾値低下が認められ、けいれ
ん発現の感受性が亢進していることが明らかとなった。 
 
３）けいれん発現に伴う脳内興奮部位の探索 
① Pilocarpine 誘発けいれん重積発作：Fos タンパクを指標として、pilocarpine によりけいれ

ん重積発作が認められた Hcn1-KO ラットの脳内興奮部位を探索した。Hcn1-KO ラットで
は F344 ラット（けいれん発現なし）と比較して、大脳皮質運動野および扁桃核領域におけ
る Fos 発現の有意な上昇が認められた。 
 

② 最大電撃けいれん：電撃けいれんを発現した Hcn1-KO ラットの脳内興奮部位について評価
した結果、Hcn1-KO ラットでは F344 ラット（けいれん発現なし）と比較して、大脳皮質
や扁桃核領域における Fos 発現の有意な上昇が認められた。 

 
４）脳内アミノ酸含量の定量解析 
定常状態において、Hcn1-KO ラットは F344 ラットと比較して、橋・延髄領域におけるグル

タミン酸およびアスパラギン酸の有意な低下、中脳領域におけるアスパラギン酸の有意な低下
がみられた。一方で、延髄の下オリーブ核領域では部位特異的な GABA の低下が認められた。 
 
本研究結果から、HCN1 チャネルは薬物や電撃刺激などによる様々なけいれん発現に対して

抑制的な制御機構を有していることが考えられた。特に、HCN1 チャネルの抑制は大脳皮質や
扁桃核領域における神経の過活動により、けいれん発現を助長することが示唆された。 
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