
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７１０２

基盤研究(C)

2014～2012

胎児期作成局所皮質異形成ラットの自発てんかんの病態に基づく新規治療法の開発

Development of the new therapy against epilepsy based on the mechanisms of 
spontaneous seizure in embryo freeze lesion rat model

５０３３５９６５研究者番号：

重藤　寛史（Shigeto, Hiroshi）

九州大学・大学病院・講師

研究期間：

２４５９１２９９

平成 年 月 日現在２７   ６   ８

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：我々が開発した，胎児期ラットの頭蓋両側に冷却損傷を与えて作成する自発てんかん発症ラ
ットでは，てんかん発作は約7割に生じ，生後47日以降（ヒトの思春期以降）に発症し，海馬起源のてんかん発作であ
ることを明らかにした．このラットの海馬では生後2週以降に慢性炎症にかかわるToll様受容体4の経時的な増加，生後
3週以降に細胞間ネットワークにて重要な役割を果たすコネキシン43の経時的な増加を認めた．また，難治性てんかん
患者の髄液にも炎症性変化を来たす例があることを確認した．慢性の炎症，異常ネットワークの形成がてんかん原性獲
得に重要な役割を果たし，これに抗する薬剤がてんかん原性獲得を防ぐことが推定された．

研究成果の概要（英文）：We have developed a new rat model, which had spontaneous seizure without any 
inducers such as chemical, electrical, thermal stimulations. In this study we revealed that around 70% of 
these model rats showed spontaneous hippocampal seizure, which appeared after 47 postnatal days. Toll 
like receptor 4, which plays important role in the inflammatory process, increased gradually at 
hippocampus of this model rat from 2 weeks after birth. Connexin 43, which is important for maintaining 
networks among neural cells, also increased gradually at hippocampus from 3 weeks after birth. We 
confirmed that several epilepsy patients had inflammatory change in their cerebrospinal fluid. These 
results suggest that the chronic inflammation and abnormal network may be important for the development 
of epileptogenesis. We speculate that anti- inflammatory and anti-connexin drugs may prevent the 
acquiring of epileptogenesis.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
てんかんは脳細胞の慢性的な過剰興奮に
より生じるとされているが，その興奮を導く
原因は，遺伝要因，脳形成異常，脳感染症，
外傷や血管障害による脳損傷，神経変性症な
ど様々である．7～8割の患者は適切な抗てん
かん薬治療で発作が消失するが，2～3割は抗
てんかん薬治療に抵抗性である．てんかん外
科の発展に伴い難治性てんかん患者の摘出
されたてんかん原性部位に皮質異形成が存
在する症例が多いことがわかってきた．しか
しこの皮質異形成が脳の重要な部位にある
場合や，脳の広範囲に存在する場合は手術で
摘出することはできない．てんかん手術で切
除できない場合には，抗てんかん薬以外の治
療法を見出す必要がある．新たなてんかん治
療法を開発するには，てんかん発症のメカニ
ズムを解明し，ヒントを得る必要がある．
我々はこれまでの研究で，ラット胎児頭蓋に
冷却外傷を与えることにより，世界ではじめ
て組織学的にヒト皮質異形成に類似した局
所的な皮質異形成を有するラットを作成す
ることに成功した．このラットは電気生理学
的には海馬のてんかん原性が高まっており，
免疫組織学的にもグルタミン酸受容体の易
興奮性へのシフトを認めた．更にその後の検
討で，皮質異形成を両半球に形成させること
により皮質異形成を有するモデルとしては
唯一自発てんかん発作を生じさせることに
成功した．このラットで重要なもう一つの点
は，自発発作が幼少時には見られず，ラット
が思春期を終えて性成熟期をむかえる時期
に出現してくる点であり，その時間的特徴は
ヒトがてんかんを生じてくるタイミングに
類似している．このように我々が開発したこ
のラットモデルは局所皮質異形成を有する
実際のてんかん患者の臨床所見，脳波所見，
発症時期，組織所見と酷似しており，このモ
デルを解析することで，てんかん発症のメカ
ニズムや発症予防，発症した場合の治療につ
ながる知見を得ることが期待される．今回
我々は，てんかん発症のメカニズムとして，
慢性の炎症，性ホルモンに代表される発育の
影響に着目した．てんかんに炎症が関係する
ことは，難治性てんかんである West 症候群
で抗炎症薬である ACTHが有効であること，
脳炎でてんかんが生じることや，てんかん患
者の切除皮質の免疫染色で炎症に関するイ
ンターロイキン1βやToll様受容体4（TLR4）
が増加していることなどから支持される．発
育の影響に関しては，思春期から性成熟期に
かけて発症するてんかんには視床下部‐下
垂体‐性腺軸の関与が推定されており，これ
までに，性ホルモンであるエストロゲンは発
作閾値を下げると報告されている．エストロ
ゲンはまた，中枢神経アストロサイトのギャ
ップジャンクション蛋白であるコネキシン
（Cx）43に作用することも報告されている．
Cx43 はてんかん動物モデル海馬での増加や，
ヒト海馬硬化組織で増加しているとの報告

があり，Cx が関与した神経ネットワークの
形成がてんかん閾値増減の要になっている
ことが示唆される．炎症や発育に伴い変化す
る神経ネットワークがてんかん発症におよ
ぼすメカニズムを解明することにより，抗炎
症薬やコネキシン作動薬の新たな抗てんか
ん薬としての可能性を見出すことが期待さ
れる． 

 
２．研究の目的 
我々の開発した，てんかんを自然発症する
皮質異形成ラットを用い，炎症物質，コネキ
シンがラットの発育に従いどのように変化
するかを測定し，てんかん発症メカニズムに
おけるこれらの関与を検討する．また，難治
性てんかん患者における炎症の関与を推定
するために，難治性てんかん患者の髄液にお
ける炎症所見の有無を調べる． 
 
３．研究の方法 
両側大脳皮質に皮質異形成を有するモデ
ル ラ ッ ト の 作 成 ： 妊 娠 18 日 目 の
Sprague-Dawley ラットの腹部を麻酔下で縦
に切開し，両側の子宮を腹腔内から有茎のま
ま取り出す．先端の半球性の金属が常に液体
窒素で冷却されるように作成した専用のプ
ローベを用い，子宮壁外からラット胎児の頭
蓋部に接触させ冷却痕を確認．手術後，子宮
を腹腔内に戻し，母ラットは通常通りに飼育．
子ラットは胎生 22 日目で出生し，出生後 28
日目まで母ラットに飼育させた．（詳細は平
成２１~２３年度科学研究費助成事業研究成
果報告書参照）．すべての実験は九州大学動
物実験ガイドラインに沿って行い，使用動物
数と動物の苦痛を最小限にするように計画
した． 
(1) 皮質異形成モデルラットにおいて自発
発作が出現してくる時期と割合の検討：ラッ
トを３つのグループ分けた．A: 頭蓋両側複
数冷却損傷群（n=16，うち 9匹は前頭葉に皮
質内電極，7匹は前頭部硬膜下に皮質上電極），
B:頭蓋両側単一冷却損傷群（n=5），C: シャ
ム手術群（n=6）．てんかん性活動の記録は，
両側海馬 C3 領域（ブレグマから 4 mm 後方，
正中から 5 mm 外側，皮質表面から 5.5 mm 深
部，n=16）に加え，両側前頭部硬膜下皮質上
（ブレグマから 2 mm 前方，正中から 4 mm 外
側，皮質表面，n=7），両側前頭葉皮質内（ブ
レグマから 2 mm 前方，正中から 4 mm 外側，
皮質表面から 1 mm 深部，n=9）で行った．基
準電極としてねじ電極を前頭骨に設置．出生
後 35 日目から 77 日目までの間，3 日間毎に
12 時間，脳波とビデオにて記録し，後にラッ
トの脳波と行動記録を解析した．脳波・ビデ
オ観察終了後は脳を摘出し，電極の位置，皮
質や海馬の組織学的変化をHE染色， KB染色，
Neu N 染色を用いて観察した． 
(2) 皮質異形成モデルラットにおける Toll
様受容体 4 発現の経時的変化の検討：生後 2
週目，3週目，5週目，10週目，各 5 匹の皮



質異形成モデルラット脳の潅流固定を行い
組織標本を作製した．また，冷却損傷を加え
ないシャム手術ラットにおいても同様に脳
組織標本を作製した．各脳組織標本に対して， 
Toll 様受容体 4（TLR4）の免疫染色を行い，
海馬 C1 と C3 領域の錐体細胞（n=100）に関
し Image J を用いた densitometry による半
定量的解析を行った．皮質異形成モデルラッ
トとシャム手術ラットの海馬での TLR4 の発
現を各グループ間で Unpaired -t 検定を用い
て比較した． 
(3) 皮質異形成モデルラットにおけるコネ
キシン 43 発現の経時的変化の検討：実験２
同様に，生後 2 週目，3 週目，5 週目，10 週
目の皮質異形成モデルラットおよび冷却損
傷を与えないシャム手術ラット，各 5匹に対
してコネキシン43( Cx43）の免疫染色を行い，
海馬 C1と C3領域の錐体細胞間領域を選択し
（ n=100 領 域 ）， Image J を 用 い た
densitometry による半定量的解析を行った．
皮質異形成ラットモデルとシャム手術ラッ
トの海馬での Cx43 の発現を各グループ間で
Unpaired -t 検定を用いて比較した． 
(4) てんかんの診断あるいは難治性てんか
んの術前評価のため長時間ビデオ脳波モニ
ターを行った患者のうち，髄液検査が必要と
判断され，患者の了解が得られた場合に髄液
検査を行い，髄液中の細胞数，蛋白，IgG イ
ンデックス，オリゴクローナルバンドを計測
した． 
 
４．研究成果 
(1) 皮質異形成モデルラット 16 匹中 11 匹
（68.8%）でてんかん発作の自然発症を認め，
発症時期は出生 47 日以降で，１匹あたり平
均 2.7 回（標準偏差 1.95 回，範囲１~６回），
発作持続時間 58.0±38.9 秒（平均±標準偏
差，範囲 26~199 秒）であった．発作起始部
は海馬であることを確認した．海馬からは発
作間欠期てんかん性放電を認めたが，皮質由
来のてんかん性放電は発作時，発作間欠期と
も認められなかった．これらのうち，皮質異
形成部に深部電極を設置した 9 匹で NeuN 染
色を用いて皮質異形成の分布を調べたが，皮
質に局所皮質異形成が存在するにもかかわ
らず海馬には大きな形態学的変化は無いこ
とが確認された．片側皮質に異形成を有する
ラットおよびシャム手術を行ったラットで
はてんかん発作は認めなかった． 
(2) TLR4 免疫染色での densitometry による
半定量的解析では，シャム手術ラットと比較
して皮質異形成モデルラットの海馬にて
TLR4 の染色強度の有意な上昇が生後 2 週目，
3週目，5週目，10 週目でみられた（図１）． 
(3) Cx43 免疫染色での densitometry による
半定量的解析では，シャム手術ラットと比較
して皮質異形成モデルラットの海馬にて
Cx43 の染色強度の有意な上昇を生後 3 週目，
5週目，10 週目で認めた（図２）． 
 

 (4) てんかんの診断あるいは難治性てんか
んの術前評価のため長時間ビデオ脳波モニ
ターを行った患者は 3年間で 100人であった．
このうち 27 人で髄液検査を行った．髄液蛋
白は 36.5±22.6 mg dl（平均±標準偏差）で，
4人で上昇（＞40）を認めた（80±34.9 mg/dl，
範囲 45~117）．うち 1名は IgG index 0.74 と
上昇を認め，他の 1名はオリゴクローナルバ
ンド陽性であった． 
（結論・考察） 
これまでの研究で，胎児期ラットの頭蓋両側
に冷却損傷を与えることにより，誘発薬剤，
電気刺激や熱刺激を使うことなく，一定の年
齢を越えるとてんかんを発症してくるモデ
ルラットを作成することに成功しており，今
回の研究では，発作を生じる頻度，発作出現
の年齢，発作の性質に関して，より詳細に検
討した．その結果，自発性のてんかん発作は
生存ラットの約 7割に生じ，生後 47日以降，
人間で言えば思春期以降に発症しているこ
とを明らかにした．症状，脳波の観察からは
海馬起源のてんかんを生じていると断定で
きるが，海馬自体には組織学的な変化は無か
った．一方，冷却損傷を与えた皮質には，皮
質異形成類似の組織を認めた．形態学的には
海馬自体に損傷や異形成が無いにも関わら
ず，脳波および症候上，海馬起源のてんかん
発作を認めるという結果が再確認された．つ
いで，このモデルラットの自発てんかん発症
に炎症が関連していると想定し，TLR4 の免疫
染色を行ったが，生後 2週以降に海馬におい
て TLR4 の経時的な増加がみられており，て
んかん原性形成に，早い時期から免疫が関与
していることが推定された．またこのモデル
では神経ネットワークの変化を生じている
と仮定して，アストロサイト- 神経間の細胞



間結合を担い，細胞間ネットワークにおいて
重要な役割を果たすコネキシン 43 の変化を
観察した．その結果，海馬において，Cx43 の
経時的な増加が生後 3 週以降に認められた．
皮質異形成モデルラットの海馬自発てんか
ん発作の出現に先立ち，Cx43 の発現の上昇に
関連した興奮性の異常神経ネットワークの
形成が背景にあることが示唆された．難治性
てんかん患者の髄液に炎症所見を示すもの
が存在することも確認した．皮質異形成モデ
ルラットにおいて，慢性の炎症，異常ネット
ワークの経時的変化がてんかん原性を獲得
に影響を及ぼすことを踏まえ，これらの変化
に抗する薬剤がてんかん原性獲得を防ぐこ
とが推定され，我々の開発した皮質異形成モ
デルラットは，それらの効果の検証にも有効
であることが示唆された． 
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