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研究成果の概要（和文）：　小児期に発症する難治てんかん患者において、てんかん原性の形成機序を解明するため、
剖検脳での免疫組織化学的解析と患者髄液での代謝物解析を並行して行い、West症候群の大脳皮質での電位依存性ナト
リウムチャンネル発現とオートファジーの異常、ならびに乳児けいれんでの神経アミノ酸やモノアミンの代謝異常を明
らかにした。
　さらに日本での発生頻度が増加している亜急性のてんかん性脳症に関して、患者血清を用いた対照脳での免疫組織化
学染色により新規の抗神経抗体のスクリーニングを進め、難治けいれん発症との関連を追究した。
　これらの研究成果は難治てんかんに対する新規治療法開発に有用と考えられる。

研究成果の概要（英文）：   In order to clarify the epileptogenesis in child-onset intractable epilepsy, we
 performed the immunohistochemical analysis in autopsy brains, and the examination of amino acids and neur
otransmitter metabolites in the cerebrospinal fluid from patients, simultaneously. We succeeded in disclos
ing the abnormal expression of voltage-dependent sodium channels and/or the facilitation of autophagy in t
he cerebral cortex in cases of West syndrome, and the disturbed metabolism of amino acid and monoamines in
 patients with infantile convulsion. 
   In addition, we established the screening method of anti-neuronal antibodies in patients with subacute 
autoimmune encephalitis, which became to occur frequently in Japan, and explored the mechanisms of generat
ion of refractory epilepsy in such encephalitis.
   We believe that these data will give us a clue for developing new treatments in patients with refractor
y epilepsy.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
小児期発症てんかんは時に難治てんかん

である West 症候群（WS）／Lennox-Gastaut
症候群（LGS）や進行性ミオクローヌスてん
かん（PME）に進展し、発達障害が後遺症と
してみられ、生命予後も不良となる。本研究
グループは、小児期発症難治てんかんの病態
を明らかにし治療法開発に役立てることを
目的とし、平成 11 年度～22 年度に基盤研究 
(C) (2)において、WS／LGS と PME の病態に、
大脳皮質 GABA 系抑制性神経の障害、脳幹モ
ノアミン神経の異常、酸化ストレスが関与し
ていることを明らかにした。さらに剖検脳と
患者髄液・尿での解析を組み合わせて、代謝
異常症、大脳形成異常、急性脳炎・脳症での
難治てんかん発症に、GABA 系抑制性神経の
異常、酸化ストレス、軸索障害、脚橋被蓋核
アセチルコリン神経病変が関与することを
見出した。これらの研究を発展させるため、
本研究を企画した。 

一方、電位依存性ナトリウムチャンネル
Nav1.1 は神経細胞の活動電位発生に関与する。
Nav1.1 をコードする SCN1A 遺伝子の変異が
乳児重症ミオクーヌスてんかん（SMEI）など
のてんかん症候群や熱性けいれんの患者で
検出される。電位依存性ナトリウムチャンネ
ルを含むイオンチャンネルの異常は、GABA
系抑制性神経や脳幹モノアミン神経の障害
や新規抗てんかん薬の作用機序にも関係す
る。ヒト剖検脳でのナトリウムチャンネル研
究は、多発性硬化症患者での軸索表出の
Nav1.2・Nav1.6 解析が散発的に行われている
のみであり、てんかん原性との関係も解明さ
れていない。そこで上記に加えて、てんかん
原性に関するヒト脳ナトリウムチャンネル
研究を行うこととした。 

さらに近年、日本を中心に、無熱性けいれ
んの重積・群発エピソードが数カ月にわたっ
て複数回出現し、限局性の神経画像異常も伴
うてんかん性脳症の報告が増えつつある。副
腎皮質ステロイド療法、ガンマグロブリン大
量療法などの免疫制御療法により症状が改
善することが多い。一部の例でてんかん発作、
知能障害を残すことがあるが、Rassmussen 脳
症、抗 NMDA 受容体脳炎とも症状が異なる
ため、新たな亜急性のてんかん性脳症の存在
が推定されている。抗グルタミン酸受容体抗
体が陽性のこともあるが、免疫制御療法の有
効性に比して既存の抗神経抗体が検出され
る頻度は低い。我々は、亜急性のてんかん性
脳症患者の急性期・回復期の血清を用いて、
年齢相当対照の脳連続切片で免疫染色を行
い、臨床症状と関連した脳部位と結合する抗
神経抗体が急性期にみられることを報告し
た。患者血清・髄液を用いた酸化ストレスに
ついての検討も開始しており、本研究に多数
例での系統的な解析を含めることとした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、小児期発症難治てんかんのて

んかん原性の形成に関して、剖検脳・外科病
理材料での免疫組織化学的解析と患者生体
試料での解析を組み合わせて、イオンチャン
ネル（主として電位依存性ナトリウムチャン
ネル）の発現異常、興奮性・抑制性神経の不
均衡、脳幹モノアミン神経障害の関与を明ら
かにする。 
イオンチャンネル解析は、対照脳、難治て

んかん剖検脳、てんかん外科病理組織の順で
進める。また、神経ペプチド・モノアミン神
経病変の検討では、剖検脳における興奮性グ
ルタミン酸系神経、ドーパミン・セロトニン
神経の受容体・トランスポーター表出、アセ
チルコリン神経に関する免疫組織化学的検
討と、患者髄液での神経ペプチド、モノアミ
ン代謝物質の定量を並行して進める。一方、
亜急性のてんかん性脳症の研究では、新規の
抗神経抗体のスクリーニングを進めるとと
もに、病態におけるサイトカインストーム、
酸化ストレス、軸索障害、グリオーシスの関
与を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
小児期発症難治てんかんのてんかん原性

の形成に関して、剖検脳・てんかん外科病理
材料での（１）電位依存性ナトリウムチャン
ネル、（２）興奮性グルタミン酸系神経、カ
テコールアミン神経の受容体・トランスポー
ター表出に対する免疫組織化学的解析と、患
者髄液での神経ペプチド・モノアミン代謝物
質の解析を並行して進め、イオンチャンネル
発現異常、興奮性・抑制性神経の不均衡、脳
幹モノアミン神経障害を明らかにし、新たな
難治てんかん治療法の開発に役立てる。 
さらには（３）亜急性のてんかん性脳症に

おいて、患者血清の脳組織での免疫組織化学
染色（免疫染色）を通じた抗神経抗体のスク
リーニング、ならびに髄液検体での酸化スト
レス、軸索障害に関する研究を進め、急性脳
炎・脳症での難治てんかん発症機序の解明と、
てんかん難治化の予防法の開発に役立てる。 
 
４．研究成果 
＜平成 23 年度＞ 
（１）剖検脳でのイオンチャンネルに関する
免疫組織化学的解析： West 症候群（WS）
で発症し Lennox 症候群（LGS）に移行した仮
死後遺症（HIE）と滑脳症、両症候群の既往
を有さない HIE 例、対照の４群の大脳辺縁系
で市販の抗体を用いて Nav1.1 表出を検討し
た。既往例、疾患対照で、対照と同様に、大
脳皮質に Nav1.1 陽性の神経細胞が少数確認
された（2012 年 10 月第 46 回日本てんかん学
会で発表）。一方、海馬、扁桃体での表出は
一部の症例で障害されていた。 
 
（２）難治てんかんにおける神経ペプチド・
モノアミン神経異常の解明： WS 乳児例と
対照乳児において、髄液中のアセチルコリン、
神経ペプチド、モノアミン代謝物を比較・測



定したところ、アセチルコリン値の上昇、抑
制性神経ペプチドのグリシン・GABA ならび
にセロトニン代謝物（5-HIAA）の値の低下を
見出した。 
 
（３）亜急性または再発・再燃を示すてんか
ん性脳症の病態解明： 精神症状・不随意運
動が持続する自己免疫性脳炎において、急性
期・回復期の患者血清による脳切片での免疫
組織化学染色を行い、症状と関連する脳部位
と結合する新規抗神経抗体のスクリーニン
グを進めた。17 例での解析結果をまとめ発表
した（図書 4））。10 例で精神症状、不随意運
動に関連して大脳皮質、大脳基底核・視床に
陽性所見がみられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 大脳基底核炎症例の血清による対照脳切
片での免疫組織化学染色．急性期血清（上写
真）では被殻の大型細胞が陽性だったが、症
状がみられなくなった回復期血清（下写真）
では陽性所見は消失した。 
 
＜平成 24 年度＞ 
（１）剖検脳でのイオンチャンネルに関する
免疫組織化学的解析： West症候群（WS）
で発症しLennox症候群（LGS）に移行した仮
死後遺症（HIE）と滑脳症の大脳辺縁系で市
販の抗体を用いてNav1.1表出を検討し、2012
年10月第46回日本てんかん学会で発表した。
さらにPMEの病因として重要な歯状核赤核
淡蒼球ルイ体萎縮症（DRPLA）の剖検例で
Nav1.1表出を検討したが、PME既往との関係
を見出せなかった。以前、DRPLAでPME発症
での関与を解明した酸化ストレスとの関連
で注目されているautophagyに関する解析を
開始した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図2 Nav1.1陽性の神経細胞の分布．対照、WS
＋LGS既往を有する周産期仮死後遺症（HIE）
例・滑脳症例、HIE疾患対照（両てんかん症
候群の既往なし）の3群で、海馬を含む大脳
皮質にNav1.1陽性の神経細胞が確認された。 
 
（２）WS乳児での髄液中アセチルコリン、
神経ペプチド、モノアミン代謝物のHPLC測
定結果を英文論文6)にまとめた。 
 
（３）亜急性または再発・再燃を示すてんか
ん性脳症の病態解明： 急性期・回復期の患
者（17例）血清による対照脳切片での平成24
年度の免疫組織化学的解析結果をオースト
ラリアで開催された国際小児神経学会議（第
12回）・アジア大洋州小児神経学会議（第11
回）合同会議で発表した。免疫組織化学染色
を17例から30例に増やして進め、加えて市販
の脳抗原添加メンブレインでimmunoblotting
も行った。免疫染色陽性の19例中7例で陽性
バンドを認めた。 
 
＜平成 25 年度＞ 
（１）剖検脳でのautophagyに関する免疫組織
化学的解析： West症候群（WS）の既往を
有する仮死後遺症と滑脳症の大脳、ならびに
進行性ミオクローヌスてんかんの病因とし
て重要な歯状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症
（DRPLA）の小脳で、パラフィン固定ヒト脳
におけるautophagyマーカーLC3・p62に関する
免疫組織化学的解析を行い、2013年10月11日
第46回日本てんかん学会で口演発表した。
WS既往例の大脳では、LC3染色では異常はな
かったが、約半数で病因とは無関係にp62陽
性astrocyte増加を認めた。DRPLAの小脳では、
Purkinje細胞のLC3染色性低下とp62陽性
astrocyteの増加を見出した。 
 

Age/Sex Cause of death
Brain disorders

Cerebral
cortex Hippocampus Amygdala

Controls
9yM Leukemia 1+ n/A

16yM Myopathy 1+ 1+
20yM MH 1+ 1+
29yF GBS 1+ 1+

35yM Myopathy 1+ 1+
36yF TTP (-) (-)

Cases of WS and LGS
10yF HIE (-) (-)

13yM HIE 1+ 1+
18yM HIE 1+ 1+
24yM HIE 1+ 1+

5yF Lissencephaly 1+ (-)
8yM Lissencephaly 1+ 1+
10yF Lissencephaly 1+ (-)

21yM Lissencephaly 1+ 1+
HIE cases without history of WS or LGS

6yM HIE 1+ (-)
13yF HIE 2+ 1+

13yM HIE 1+ (-)
20yF HIE 1+ 1+

20yM HIE 1+ (-)
25yF HIE 1+ (-)



（２）髄液での神経ペプチド・神経伝達物質
の代謝研究： 乳児けいれんのてんかん原性
を解明するため、乳児けいれん患者の髄液に
おいてアミノ酸とモノアミン代謝物をHPLC
測定により定量した。予後良好な胃腸炎関連
けいれん患者における抑制性・興奮性アミノ
酸の上昇と、モノアミン代謝物の低下を見出
し、2014年4月12日第117回日本小児科学会で
口演発表した（現在、投稿中）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
図 3 髄液中の glutamte 濃度．対象、WS、良
性乳児けいれん（BIE）、ヒトヘルペスウイル
ス 6 型脳炎（HHV-6E）に比べて、胃腸炎関
連けいれん（CwG）では高値がみられた。 
 
（３）亜急性または再発・再燃を示すてんか
ん性脳症の病態解明： 80例前後の患者血
清・髄液において、ラット・ヒト脳切片なら
びにラット培養細胞での免疫組織化学染色
によるスクリーニング、細胞内抗原に関する
Immunoblot、細胞表面抗原に関するCell based 
assay、ELISAを組み合わせた網羅的解析を進
め、約40％の症例で病態における抗神経抗体
の関与を明らかにした。研究成果の一部を論
文2)に発表した。 
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