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研究成果の概要（和文）： 

【研究目的】 神経細胞新生は、虚血やてんかん発作などの刺激で誘発され、侵襲による神経

細胞壊死やアポートシスなどの神経細胞の減少を補うと考えられている。しかしながら一方で

は、海馬のてんかん原性獲得に神経細胞新生が原因をなしているともいわれ、新生による神経

細胞のターンオーバーの機構や意義については未だ不明な点が多い。我々は、ピロカルピンに

よるてんかん発作を誘発させた動物モデルを用いて、てんかんによって惹起される海馬新生神

経細胞の経時的変化を免疫染色および Patch-clamp 法による電気生理学的に検討し、海馬神経

細胞新生のてんかん原生獲得への関与について研究した。 

【方法】 C57/BL マウスをピロカルピン腹注によるてんかん発作誘発 24 時間後に、レトロウ

ィルスにより green fluorescent protein(GFP)を海馬に injection し感染させ、てんかんによ

って誘発された新生細胞を GFP によりマーキングした。てんかん重積後 7 日（1 週）、14 日(2

週)、28 日（4週） に海馬をスライスし免疫染色を行い、正常神経細胞への成熟度（NeuN の染

色性）、apoptosis の割合（ssDNA の染色性）について検討した。GFP でマーキングされた細胞

に対し、Patch-clamp 法により新生された神経細胞の発火パターンを直接記録し細胞興奮性を

検討した。 

【観察結果】 てんかん発作により新生細胞は subgranule zone に数多く惹起されるが形態も

小さく脆弱であり、惹起されるほとんどの未熟な GFP 陽性細胞は成熟過程に入ることなく発作

後 1週～4週の期間内に消退した。早期に消失がみられる GFP 陽性細胞の免疫染色結果は ssDNA 

に negative、NeuN negative であった。また神経生理学的には、発作後 1～2週の GFP 陽性細胞

は input resistances (IR) 1.2GΩ～2.0GΩ 、resting membrane potential (RMP)は -55mV～ 

-70mV。発作後 4週の GFP 陽性細胞では IR300MΩ～1000MΩ、RMP-70～-80mV であった。てんか

んによって惹起された新生神経細胞は未熟な細胞であるほど膜抵抗性が高く、発火頻度が少な

く、成熟度とともに徐々に発火頻度が多い傾向を示した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
【Purpose】 Neuronal regeneration is thought to be induced by stimulation from ischemia 
or epileptic seizures, as well as to compensate for neuronal necrosis or apoptosis from 
such insults. It is also said that neuronal regeneration is a cause of hippocampal 
epileptogenesis, although much is unknown about the turnover mechanism or significance 
of newly formed neurons. Using an animal model in which epileptic seizures were induced 
by pilocarpine, changes in hippocampal neurogenesis with time brought about by epilepsy 
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were investigated using immunostaining and electrophysiological (patch-clamp) 
techniques. The role of hippocampal neurogenesis in epileptogenesis was then examined.  
【Methods】 Forty-eight hours after epileptic seizures were induced by intraperitoneal 
injection of pilocarpine in C57/BL mice, the hippocampus was injected with a green 
fluorescent protein (GFP) using a retrovirus. Thus, new nerves induced by the epileptic 
seizure were marked with GFP. Immunostaining was done 7 days (1 week), 14 days (2 weeks), 
and 28 days (4 weeks), 6 months after status epilepticus, and the degree of maturation 
of normal neurons (NeuN staining), DCX, NeuroD, PSA, BrdU and the proportion of apoptosis 
(ssDNA staining) were investigated. With the patch-clamp, the firing pattern in the cells 
marked with GFP was directly recorded to investigate cell excitability.  
【Observation results】  Many new cells were produced in the subgranule zone after the 
epileptic seizures, but they were small and fragile, and almost none of the immature 
GFP-positive cells entered the maturation process. They disappeared by 1–4 weeks after 
the seizure. The GFP-positive cells that disappeared at an early stage were negative for 
both ssDNA and NeuN. The GFP-positive cells at 1–2 weeks after the seizure had input 
resistances (IRs) of 1.2 GΩ–2.0 GΩ and resting membrane potentials (RMPs) of −55 mV 
to −70 mV. The GFP-positive cells at 4 weeks had IRs of 300 MΩ–1000 MΩ and RMPs of −70 
mV to −80 mV. The membrane resistance in the new neurons induced by epilepsy was higher 
in the less mature cells, and they had a low firing rate.  
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１．研究開始当初の背景 
難治性側頭葉てんかんは、原因が十分解明さ
れておらずまた抗てんかん薬による治療が
困難な疾患である。適切な治療のためには、
原因究明が急務である疾患である。我々は本
研究で海馬で生じている神経細胞新生がも
つ生理および病理機能を解明し側頭葉てん
かんの治療に役立てることを目標とする。 
 
２．研究の目的 
海馬歯状回で、神経細胞の新生が生じている
ことは、動物実験のみならず、ヒト検体を用
いた研究でも証明されている。神経細胞新生
は、虚血やてんかん発作などの刺激で誘発さ
れ、それらの侵襲による神経細胞壊死やアポ
ートシスを補っていると考えられている。一
方、海馬のてんかん原性獲得に神経細胞新生
が原因をなしているともいわれ、新生による
神経細胞のターンオーバーの機構や意義に
ついては未だ不明な点が多い。現在ヒト難治
性側頭葉てんかんでは、てんかん発作の重症
度とともに記銘力障害が問題となっている。

てんかん発作の影響を受けた新生神経細胞
が正常機能をもつもの、つまり記憶を補完す
るものであれば、この実験系を発展させ新生
を促進する因子を解明することが、記銘力障
害の治療につながる。一方、てんかん発作に
より影響を受けた新生細胞が成熟していく
ことなく未熟なままの状態でてんかん原生
に働くのであれば、新生を抑制すること、ま
たは不適切なイオントランスポーターをブ
ロックすることが直接てんかん発作の治療
につながる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
生理状態下とてんかん発作によって誘発さ
れる神経細胞新生の違いを以下に示す 2つの
実験系で検証する。新生細胞を GFP でマーキ
ングし慢性期に至って細胞興奮性をパッチ
クランプ法により直接記録を行なう。 
実験 1：生理的状態下での神経細胞新生に対
するてんかん発作の影響 
正常の生理的状態で海馬歯状回に生じてい
る神経細胞新生が、てんかん重積発作で影響



を受け、後に生じてくる自発的てんかん発作
に関与するかを検討する実験系である。 
てんかん発作誘発前２日にレトロウィルス
により GFP を感染させておく。てんかん重積
後 7 日、14 日、28 日で図内に示す免疫染色
を行う。正常神経細胞への成熟度（NeuN の染
色性増強）、機能的成熟度（NKCC1→KCC2 への
染色性の変化）、apoptosis の割合（ssDNA の
染色性）を免疫染色によって理解する。28 日
後においては、実際に自発性てんかん発作を
生じた動物での染色性を見るとともに、パッ
チクランプ法による細胞内電位及び発火パ
ターンを測定する。新生神経細胞内自然電位
とともに GABAに対する反応性を見ることで、
上記に示したイオントランスポーター発現
との関連を組織学的、電気生理学的に検討し
ようとするものである。 
実験 2：てんかん発作に誘発される神経細胞
の新生と成熟 
てんかん発作により誘発される神経細胞新
生のみを検討しようとする実験系である。て
んかん発作を誘発させた後に GFPを導入する。
ピロカルピンによるてんかん重積後の観察
期間、免疫染色、パッチクランプ法も実験１
と同様である。実験 1と実験 2を比較検討し、
てんかん発作に誘発された神経細胞の新生
と、生理的に生じている神経細胞新生に対す
るてんかん発作の影響を検証した。 
 
４．研究成果 
 て ん か ん 発 作 に よ り 新 生 細 胞 は
subgranule zone に数多く惹起されるが形態
も小さく脆弱であり、惹起されるほとんどの
未熟な GFP陽性細胞は成熟過程に入ることな
く発作後 1 週～4 週の期間内に消退した。早
期に消失がみられる GFP陽性細胞の免疫染色
結果は ssDNA に negative、NeuN negative で
あった。また神経生理学的には、発作後 1‐2
週の GFP 陽性細胞は input resistances (IR) 
1.2G Ω ～ 2.0G Ω  、 resting membrane 
potential (RMP)は -55mV ～ -70mV。発作後
4 週の GFP 陽性細胞では IR300MΩ-1000MΩ、
RMP-70 ～-80mV であった。てんかんによって
惹起された新生神経細胞は未熟な細胞であ
るほど膜抵抗性が高く、発火頻度が少なく、
成熟度とともに徐々に発火頻度が多い傾向
を示した。 
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