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研究成果の概要（和文）：我々の開発した生後7週前後にてんかんを発症してくる皮質異形成ラットを用いて，
神経免疫，特にグリア細胞のてんかん発症への関連を，免疫染色，PCR法を用いて検討した．結果，発症前の生
後4週の皮質，海馬においてアストロサイトやミクログリアの足突起を首座とした炎症が生じていると推定でき
た．このことから，発症前にIL-1やTLR4に関連した炎症の抑制をターゲットとした治療を行うことで，てんかん
発症を防ぐことができる可能性が示唆された．また，てんかん患者の聴覚誘発磁界の計測により機能的ネットワ
ークの変化を抽出できた．聴覚誘発脳磁界計測は重症度を推定するバイオマーカーになりうると考えられた．

研究成果の概要（英文）：We had developed a new rat model, which has spontaneous seizure beginning 
around 7 weeks old. We investigated the pathogenesis of spontaneous seizure in relation to 
neuroimmunological aspect, especially to glial cells, using immune staining and PCR analysis. 
NMDAR1, NMDAR2A, NMDAR2B, GAD, GFAP, AQP4, Vimentin, Cx43, Cx36, Iba-I, Cx3cr1, IL-1R, IL1β, TLR4 
were measured at 4 weeks and 8 weeks after birth. As a result, immune activation at the foot 
processes of microglia and astrocyte were presumed before onset of epilepsy. Based on the result, we
 speculated that the immune suppressive therapy targeting at IL-1, TLR4 before disease onset may 
prevent the development of epileptogenesis. In other experiment, we were able to extract the change 
of functional network in epilepsy patients by measuring the auditory evoked magnetic field. The 
change of auditory evoked magnetic response is expected to be a biomarker of epilepsy severity.

研究分野： 神経内科学
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１．研究開始当初の背景 
てんかんは 100 人に 1 人が罹患する．その

約 3割は適切な抗てんかん薬治療を行っても
発作が消失しない．てんかん発作による外傷，
突然死，高次脳機能障害，自動車事故，就労
の問題，催奇形性の問題など医学的にも社会
的にも克服しなくてはいけない問題点が多
く，病態の解明と新規治療の開発は急務であ
る．脳構造異常，遺伝子異常，感染，代謝，
神経免疫などがてんかん発症の原因と推定
されているが，その詳細はわかっていない．
我々は，胎生期ラットの頭蓋に冷却刺激を与
えることにより皮質異形成という脳構造異
常を生じるモデルを開発した．このラットは
出生 7週前後に自然にてんかん発作が生じて
きて，ヒトでいえば思春期～成人に発症する
てんかんのモデルといえる．電気刺激や薬物
投与，あるいは遺伝子異常によって発症する
モデルと異なり，自然に発症してくる点がヒ
トてんかんの発症に類似しており，てんかん
発症のメカニズムを解明するには非常にす
ぐれたモデルである．我々はてんかん発症に
神経免疫や発育に伴い変化する神経ネット
ワークが関係しているのではないかと推定
し，このモデルの解析で，TLR4 やグリア細
胞の関与を報告してきた．神経免疫の関与や
ネットワーク変化を解析することにより，て
んかん発作を止めるだけでなく，てんかんの
発症を予防する新たなターゲットを見出す
ことが期待される． 

 
２．研究の目的 
１）我々の開発したてんかん自然発症ラット
モデルを用いて，てんかん発症に神経免疫，
特にグリア細胞がどのようにかかわってい
るのかを検討する． 
２）てんかん患者において，神経ネットワー
クの変化を抽出するためのバイオマーカー
を見出す． 
 
３．研究の方法 
１）てんかんを自然発症する皮質異形成ラッ
トにおけるグリア細胞および神経免疫関連
物質の検討 
従来我々が行ってきた方法により胎生 18

日に子宮壁外から液体窒素で冷却したプロ
ーベを子宮壁越しに胎児両側半球に圧接し
て両側大脳半球に冷却損傷を与えることに
より，出生後 7週前後から自発海馬てんかん
を発症してくる皮質異形成ラットを作製し
た． 
この自然発症てんかんラットにおいて，て

んかん発作発症前と，てんかんを発症してい
る週齢のラットを対象に，興奮性・抑制性受
容体，アストロサイト，ミクログリア，コネ
キシン，炎症性関連物質，など以下の発現を
観察した；グルタミン酸受容体マーカー
NMDAR1，NMDAR2A，NMDAR2B，GABA 合成酵素
GAD，アストロサイトに発現する GFAP，アス
トロサイトの足突起に多く存在する AQP4，

TNF-αによって増強され活性化アストロサ
イトのマーカーである Vimentin，アストロサ
イト間・アストロサ イト/オリゴデンデログ
リア間・アストロサイト/脳血液関門間の接
着および細胞間情報伝達に役割を果たす 
Cx43，海馬 CA1 の介在 GABA 神経に存在し記
憶に関連した機能を持つと推定されている
Cx36，マクロファージの活性化に関与しミク
ログリア細胞のマーカーでもある Iba-I，ケ
モカインフラクタルカインの受容体で脳内
ではミクログリアに特異的に発現する
Cx3cr1，IL-1R 受容体，炎症性サイトカイン
IL1β，自然免疫反応を活性化させる受容体
蛋白 TLR4． 
まず，グリア細胞がどの時期から自発発作

出現にかかわっているかを検討するために，
① 出生 4 週と 10 週のモデルラット海馬（1
匹，3匹）に Cx43，GFAP， AQP4， Iba1 の免
疫染色を行いコントロールラットと比較し
た．この予備実験における検証を元に，②て
んかんを自然発症じているであろうと推定
される生後 8週目の皮質異形成ラット 5匹と
シャム手術ラット 5 匹を対象に，NMDAR1，
NMDAR2A，NMDAR2B，GAD，AQP4，IL1β，TLR4，
Cx36 の免疫染色を行い，各ラットの海馬およ
び皮質より 25 ヵ所ずつ測定範囲を設定して
ImageJ にて半定量を行い比較した（unpaired 
t-test）．次にグリア細胞，神経免疫関連物
質の発作出現前における関わりを検証する
ために，③生後 4週の皮質異形成ラット 5匹
の脳組織を対象に，Cx3cr1，Iba1，GFAP，
Vimentin，IL-1R，TLR4，Cx30，Cx43 の発現
をリアルタイム PCR 法を用いて定量化し，シ
ャム手術ラット 5 匹と比較した（Wilcoxon 
test）． 
これらラットの実験に加え，コンディショ

ナルノックアウトの手法を用いてアストロ
サイトの Cx43 を脱落させたマウスモデルを
作成し，マウスの皮質と海馬の両方の脳波活
動を計測する． 
２）てんかん患者における神経ネットワーク
異常を抽出するバイオマーカーの開発 
てんかん患者において，皮質海馬間に異常

なネットワークが形成されていると仮定し
て，聴覚刺激により誘発された皮質反応が側
頭葉てんかん患者と健常対象でどのように
異なるか，脳磁図を用いて解析した．海馬硬
化を有する側頭葉てんかん患者 17 名，健常
者 17 名の聴覚誘発脳磁界を脳磁図で計測．
脳磁図は 306 チャネル全頭型脳磁計
（Elekta-Neuromag，Finland），サンプリン
グ周波数 1KHz．刺激は持続時間 100ms，スロ
ープ30msのトーンバースト音で片耳ずつ100
回刺激．刺激強度は聴覚閾値から 50dB 上と
し，対側耳にはマスキングノイズを与えた．
潜時 100ms の反応 M100 と潜時 300-500ms の
反応 M400 を解析対象とし，各成分の等価電
流双極子（ダイポール）の推定を行った．ま
た海馬および聴覚関連領域（側頭平面，ヘシ
ュル回，上側頭回）の容積計測を行い，M100，



M400 との相関を調べた． 
４．研究成果 
１）冷却刺激作成皮質異形成ラットにおける
炎症関連物質の変化 
① 皮質異形成ラットの海馬において，4週目
では Cx43 の上昇を認めたが，その他には上
昇を認めなかった．10 週目では Cx43，AQP4
に上昇を認めたが，GFAP，Iba-1 には上昇を
認めなかった．10 週目の皮質異形成ラットの
海馬にて NMDAR1，NMDAR2A，NMDAR2B，GAD，
AQP4，IL1βにて優位な増加を認めたが Cx36，
TLR4 に有意差は認めなかった．皮質異形成ラ
ットの皮質においては NMDAR1， NMDAR2B，GAD，
AQP4，IL1β，Cx36 にて優位な増加を認めた
がNMDAR2A，TLR4に有意差は認めなかった（表
１）．② 4週目の海馬においてCx3cr1，GFAP，
Vimentin，IL-1R1，TLR4，Cx43 の有意な上昇
を認めたが，Iba1，Cx30 の上昇は有意ではな
かった. 8 週目ではこれらすべてに有意差が
無かった（図 1a）．皮質異形成部においては，
Ca3cr1，Vimentin，TRL4，Cx43 の有意な上昇
を認めたが，GFAP，IL-1R1，Iba1，Cx30 の上
昇は有意ではなかった．8 週目ではこれらす
べてに有意差が無かった（図 1b）． 
また，マウスの皮質と海馬の両方の脳波活

動を計測する方法を確立し，Pten gene ノッ
クアウトによって mTOR が亢進したマウスに
おける海馬のてんかん性活動を証明した． 
２）てんかん患者の聴覚誘発脳磁界 
 M100 のダイポール推定率は海馬硬化側で
低下していた．海馬容積は減少していたが，
M100 の主要発生源である側頭平面とヘシュ
ル回の容積に差は無かった．一方振幅は海馬
および側頭平面の体積と正の相関があり，ヘ
シュル回と負の相関があった． 
M400 は海馬硬化側で増大し（図 2a），ヘシ

ュル回容積と正の相関があり，罹病期間と正
の相関を認めた（図 2b）．側頭葉切除術後に
は著明に低下した．  
 
表１ 皮質異形成ラットとシャムラットの
半定量比較（Mean density） 
 
 
 
 

 
 
図２a 生後 8 週目海馬におけるグリア・免
疫反応 PCR 定量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 2b 生後 8 週目皮質異形成部における
グリア・免疫反応 PCR 定量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3a 聴覚誘発磁界振幅のコントロール
（HC）と内側側頭葉てんかん患者（mTLE）の
比較 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3b M400 振幅とヘシュル回容積，罹病期
間との相関 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（結論・考察） 
皮質異形成ラットではてんかん発症前の 4

週目に既に，TLR4 の増加，ミクログリアの活
性化，アストロサイトの活性化，アストロサ
イト関連コネキシンの増加がみられたこと
から，てんかん発症前の皮質，海馬の両者に
おいて，まず TLR4 を介した炎症がミクログ
リア，アストロサイトを活性化させ，コネキ
シンの発現を増加させる状態が生じている
と考えられた．また，海馬においては IL-1
を介した炎症も生じていると推定された．な
かでも，Cx43，AQP4 や Cx3cr1 が増加してい
ることから，アストロサイトやミクログリア
の足突起を首座とした活性化が生じている
と推定された．これらのことから，アストロ
サイトやミグログリアの増殖がない時点に
おいても，てんかん発症前に IL-1 や TLR4 に
関連した炎症の抑制をターゲットとした治
療を行うことで，てんかん発症を防ぐことが
できる可能性が示唆された．また，マウスの
皮質と海馬の両方の脳波活動を計測する方
法を確立したので，コンディショナルノック
アウトの手法を用いてアストロサイトの
Cx43 を脱落させたマウスモデルをはじめ，各



種ノックアウトマウスのてんかん性活動の
局在推定ができるようになった． 
 てんかん患者では聴覚処理を含む脳内ネ
ットワークに変化が生じていた．聴覚誘発磁
界の計測は，MRI では抽出できない機能的ネ
ットワークの変化を抽出することが可能で
あり，罹病期間・重症度を推定するバイオマ
ーカーになりうると考えられた． 
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