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研究成果の概要（和文）：急性脳障害後の重篤な後遺症の一つであるてんかん発作では、神経細

胞の異常な興奮が繰り返し生じることから、てんかん焦点は慢性的な興奮毒性に曝されている

と考えられる。本研究では、ヒトてんかん外科切除脳組織の海馬硬化組織において、特定のタ

ンパク質が酸化障害を強く受けており、興奮毒性による酸化ストレスに脆弱なタンパク質の存

在が示唆された。これらのタンパク質は、てんかんの治療戦略における標的分子となる可能性

が考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：Free	
 radicals	
 play	
 a	
 critical	
 role	
 in	
 excitotoxin-induced	
 neuronal	
 
death.	
 However,	
 it	
 remains	
 unclear	
 which	
 proteins	
 are	
 paticularly	
 vulnerable	
 to	
 
excitotoxin-induced	
 oxidative	
 damage	
 in	
 the	
 epileptogenic	
 lesion	
 of	
 patients	
 with	
 
hippocampal	
 sclerosis.	
 To	
 identify	
 potential	
 proteins	
 specifically	
 damaged	
 in	
 sclerotic	
 
hippocampus	
 of	
 epileptic	
 patients,	
 we	
 performed	
 proteomic	
 analysis	
 of	
 carbonylated	
 
proteins	
 in	
 the	
 hippocampus	
 and	
 temporal	
 neocortex	
 prepared	
 from	
 patients	
 with	
 and	
 without	
 
hippocampal	
 sclerosis.	
 We	
 found	
 some	
 target	
 proteins	
 that	
 were	
 particularly	
 carbonylated	
 
in	
 the	
 sclerotic	
 hippocampus.	
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 低 酸 素 性 虚 血 性 脳 症 （ HIE:	
 
Hypoxic-ischemic	
 encephalopathy）は、新
生児死亡の原因となる他、速やかに蘇生され

一命を取りとめたとしても、脳性麻痺や発達
障害など発達期脳障害の原因となる。これは、
単回の低酸素虚血によって一過性に生じる
興奮毒性の結果と捉える事ができる。それに
対し、てんかん患者では神経細胞の異常な興
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奮が年余に渡り繰り返し起きることから、て
んかん原性病巣は慢性的な興奮毒性による
高い酸化ストレス状態にあると考えられる。
酸化ストレスによって損傷を受けたタンパ
ク質は、分解系を逃れて蓄積する事が報告さ
れており、てんかん原性病巣においても酸化
損傷タンパク質が蓄積していることが考え
られる。てんかん発作は HIE の後遺症のひと
つであることから、HIE 患者の神経学的発達
のフォローを適切に行うためにも、HIE やそ
の後遺症であるてんかん原性病巣において
どのような分子が損傷を受けるのかを解明
することは重要である。	
 
	
 我々はこれまでに、興奮毒性試薬であるカ
イニン酸を腹腔内投与したラットを用いて
海馬の酸化損傷タンパク質を網羅的に探索
し、興奮毒性による急性期の神経細胞死にお
ける酸化ストレスの役割を研究してきた。そ
の結果、カイニン酸投与による神経細胞死の
兆候が認められるよりも早い時間に、分子シ
ャペロンタンパク質や細胞骨格・細胞内小器
官の形態維持に関与するいくつかのタンパ
ク質が特異的に酸化損傷を受ける事を明ら
かにした。このことから、タンパク質の酸化
損傷が興奮毒性による神経細胞死のカスケ
ードの上流に位置し、神経細胞死を引き起こ
す原因となる可能性が示唆された。 
	
 一方、本研究で対象とするてんかん原性組
織においては、もっと緩徐に変動する分子病
態がターゲットである。そこでは繰り返し起
きる神経細胞の異常な興奮による慢性的な
酸化ストレス状態にあると考えられ、生体高
分子の酸化傷害が蓄積している事が考えら
れる。この慢性的な酸化ストレスが傷害する
タンパク質は、一過性に生じる興奮毒性によ
って傷害されるタンパク質と同じなのか、あ
るいは慢性的な傷害に特異的なタンパク質
なのかを解明する事で、病期に応じた治療標
的分子が明らかにできると考えた。 
 
２．研究の目的 
 
	
 本研究では、慢性的な興奮毒性により酸化
傷害を受けるタンパク質を解明することを
目的として、ヒトてんかん外科切除脳組織を
用いて、タンパク質の酸化損傷の指標である
カルボニル化タンパク質生成を網羅的に解
析した。神経細胞が異常な興奮を起こしてい
るてんかん原性領域と発作を起こしていな
い部位を比較することで、慢性的な興奮毒性
によって酸化傷害を受けるタンパク質を明
らかにした。てんかん原性領域で強く酸化損
傷を受けているタンパク質の機能が神経細
胞死と関わりがあるかどうか、ラット初代培
養細胞を用いて検討し、興奮毒性による神経
細胞死の治療標的となる分子を明らかにす
ることを目指した。	
 

３．研究の方法 
 
（１）凍結生鮮脳組織からの切り出し	
 
	
 てんかん外科切除脳組織および剖検脳は、
新潟大学生命科学リソースセンター、柿田明
美准教授との共同研究により提供を受けた。
内側頭葉てんかんの中でも、焦点が比較的コ
ンパクトな海馬硬化に注目し、てんかん外科
切除脳組織から海馬硬化が認められる CA1 領
域と、組織学的に著変が認められない側頭葉
新皮質を切り出して実験に用いた。対照とし
て神経学的症候が認められない剖検脳の CA1
領域と側頭葉新皮質を切り出して用いた。	
 
	
 
（２）酸化損傷タンパク質の指標であるカル
ボニル化タンパク質生成の網羅的解析	
 
	
 各組織からタンパク質を抽出し、カルボニ
ル基と特異的に結合する 2,4-ジニトロフェ
ニルヒドラジン(DNPH)と反応させ、タンパク
質結合 2,4-ジニトロフェニルヒドラゾン
(DNP)を生成させる前処理を行った。前処理
したタンパク質サンプルを２次元電気泳動
法により等電点と分子量で分離後、膜に転写
し、抗 DNP 抗体を用いたウェスタンブロット
法にてカルボニル化タンパク質を検出した。
画像解析にて個々のタンパク質スポットに
ついてカルボニル化量を定量し、てんかん外
科切除脳組織および剖検脳それぞれの側頭
葉新皮質のカルボニル化タンパク質量を基
準にして海馬 CA1 領域のカルボニル化タンパ
ク質量を算出し、てんかん外科切除脳組織の
海馬においてカルボニル量が増加したタン
パク質を探索した。	
 
	
 
（３）蛍光標識２次元ディファレンスゲル電
気泳動法による発現プロテオミクス解析	
 
	
 タンパク質の発現変化を検討するために、
（２）と同様に脳組織からタンパク質を抽出
し、蛍光標識２次元ディファレンスゲル電気
泳動(2D-DIGE)法にて定量解析を行った。サ
ンプルを Cy3 あるいは Cy5 で蛍光標識し、比
較する全てのサンプルを等量ずつ混合した
ものを内部標準として Cy2	
 で蛍光標識した。
標識後のサンプルを二次元展開し、イメージ
ャーにて画像を取得し、各タンパク質の発現
量を定量解析した。この方法では、内部標準
を作製することで全てのゲル間でのアーテ
ィファクトを補正し、より正確な定量解析を
行うことができる。てんかん外科切除脳組織
および剖検脳の海馬 CA1 領域と側頭葉新皮質
のタンパク質発現変動を比較した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
	
 はじめに、内側側頭葉てんかんで海馬硬化
が認められる症例および神経学的症候が認
められない剖検脳各２例を用いて、２次元電



 

 

気泳動とウェスタンブロット法によりカル
ボニル化タンパク質検出の実験条件を検討
した。次に症例数を増やしてカルボニル化タ
ンパク質の定量解析を行うことにしたが、海
馬硬化症と剖検脳の比較では薬剤投与など
の背景が異なるため、対照として用いる組織
を再検討した。内側側頭葉てんかん患者の海
馬硬化の程度を Watson らの分類に従って評
価し、顕著な海馬硬化が認められる Grade	
 Ⅳ
を５例、対照として海馬硬化が認められない
Grade	
 0/I を５例用いることとした。各標本
から海馬 CA1 領域と組織学的に著変が認めら
れない側頭葉新皮質を切り出し、２次元電気
泳動とウェスタンブロット法によりカルボ
ニル化タンパク質を検出した（図１）。各タ
ンパク質のカルボニル化量の評価は、てんか
んの影響を受けていない側頭葉新皮質のカ
ルボニル化量を基準として、同一患者由来の
海馬のカルボニル化量の増減を算出した。カ
ルボニル化の増加パターンとしては、Grade	
 
0/I、Grade	
 Ⅳ共に側頭葉新皮質と比較して
海馬で増加するタンパク質（図１	
 青色矢印
で示す）と、Grade	
 Ⅳの海馬硬化組織で増加
が認められるが、対照である Grade	
 0/I の海
馬では増加が認められないタンパク質（図１	
 
赤色矢印で示す）が存在した。	
 
	
 

	
 
図１.	
 	
 カルボニル化タンパク質生成の網
羅的解析	
 
	
 (A)	
 Grade	
 0/I：側頭葉新皮質	
 
	
 (B)	
 Grade	
 0/I：海馬 CA1	
 
	
 （C）Grade	
 Ⅳ：側頭葉新皮質	
 
	
 （D）Grade	
 Ⅳ：海馬 CA1	
 
	
 
	
 ここで認められたカルボニル化量の増加
が、タンパク質発現増加に由来するのか酸化
損傷が増加したのかを明らかにするために、
タンパク質発現量変化の網羅的解析を行っ
た。蛍光標識二次元ディファレンスゲル電気
泳動によりタンパク質発現量解析を行った
結果、カルボニル化の増減と同様に組織依存
的な発現変動と病変依存的な発現変動が認
められた。これらの結果を合わせて、Grade	
 
Ⅳの海馬組織のみで強くカルボニル化され
るタンパク質を絞り込み、同定する事をめざ
している。	
 
	
 我々は以前、興奮毒性のモデル動物を用い

て酸化損傷タンパク質の生成を解析し、興奮
毒性の超急性期に、神経細胞死が起きるより
早く酸化傷害を受けるタンパク質を同定し
て報告したが、本研究の結果から、慢性的な
興奮毒性に曝されているてんかん焦点にお
いても、酸化ストレスによって特定のタンパ
ク質に酸化傷害が蓄積することが明らかに
なった。これらのタンパク質の酸化傷害が、
てんかん焦点でどのような役割を果たすの
かを解明する事は、HIE の後遺症としてのて
んかんにおける神経細胞死の機序を明らか
にする一助となり、てんかんの治療戦略にお
いて標的分子となる可能性があると考える。	
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