
新潟大学・脳研究所・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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）

１３１０１

基盤研究(A)（一般）

2021～2019

てんかん原性病巣の病態機序と制御：外科標本のイメージングプラクティス

Pathomechanisms and Control of Epileptogenic Foci: Imaging Practices for 
Surgical Specimens

８０２８１０１２研究者番号：

柿田　明美（Kakita, Akiyoshi）

研究期間：

１９Ｈ０１０６１

年 月 日現在  ４   ６ １４

円    35,000,000

研究成果の概要（和文）：てんかん焦点となった脳病巣においては、異常な神経興奮がどのように惹起され伝播
するのか？本研究では、外科的に切除されたてんかん焦点脳組織を対象に、生鮮脳スライスを用いた生理学的解
析と脳組織の３次元的病理解析を行なった。生理学的解析法としては独自に開発したフラビン蛍光イメージング
法を用い、形態解析には新たに開発したひと脳組織透明化技術を用いた。ここから時空間的興奮動態の特徴を捉
え、薬理作用を検証し、神経細胞やグリア細胞のネットワーク基盤を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：How is abnormal neural excitation elicited and propagated in epileptogenic 
brain lesions? In this study, we performed physiological analysis using fresh brain slices and 
three-dimensional pathological analysis of epileptic focal brain tissue that had been surgically 
removed. The physiological analysis was performed using an originally developed flavin fluorescence 
imaging method, and the morphological analysis was performed using a newly developed tissue clearing
 technique for human brain slices. From this analysis, we characterized the spatiotemporal 
excitation dynamics, verified the pharmacological effects, and clarified the network basis of 
neurons and glial cells.

研究分野：神経病理学

キーワード： てんかん　神経回路　3D　脳透明化　フラビン蛍光イメージング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
てんかんは罹患率の高い症候群である。てんかん焦点が臨床的に同定される薬剤抵抗性の局在性難治性てんかん
患者に対し、外科的焦点切除術が行われることがある。てんかん焦点では異常な神経興奮がどのように惹起され
伝播するのか？これはいわば臨床てんかん学における古典的かつ本質的命題である。本研究では、このてんかん
病態機序を理解するために、最新鋭の解析技術で機能異常と形態異常の実態を明らかにした。本研究の成果は、
難治てんかん患者に対する新たな外科的／内科的治療戦略を開発するための重要な知見となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
脳の機能障害であるてんかんの病態を知る上で“神経病理”が出る幕はあるのか 

One must not infer physiology from anatomy. (Vernon B. Mountcastle)  要するに「形態から
機能を語ることなかれ」ということであろう。大脳皮質のカラム様構造を発見した大学者をして
言わしむるその意味は軽くない。しかしながら、ことてんかんに関しては、形態を読み解くこと
を専門としている神経病理学こそが機能異常を解析し得る絶好のポジションにあると考えたい。
どうゆうことか。近年、この罹患率の高い症候群に対し文字通りメスが入れられるようになった
ことから、その診療と研究の両面で神経病理が関与する状況は一変した。すなわち、局在性難治
てんかん患者に対する外科的切除脳を組織診断する機会が増え、このことは同時に、こうした標
本リソースを用いた様々な研究を展開し得ることともなったのである。 
 本研究らは、全国各地のてんかん診療拠点からの依頼を受け、これまでに 1,100余例を病理組
織学的に診断し、てんかん焦点にみられる病因論的多様性の実態を明らかにしてきた。また、限
局性皮質異形成の分子病態の解析など、切除脳組織を用い、形態あるいは分子病理学的解析を行
ってきた。このように神経病理フィールドは、ヒトのてんかん病巣に直接アプローチできる点が
何と言っても最大の利点であろう。一方で、通常の病理標本では解析しにくい点、苦手なことが
ある。時間依存的変化をみること、である。様々な各論はあるにせよ、てんかん発作とは要する
に、神経興奮の時間空間的異常伝播であろう。つまり、症候論からみて、時間のファクターを解
析することは病態生理を知る上で極めて重要なことと考えられる。ではどうするか。 
 “ヒト生鮮脳スライスを用いた生理学的解析”本研究申請者らは、フラビン蛍光イメージング
法を用い、世界で初めててんかん焦点組織から神経興奮を可視化した 1-3。それまで誰もみたこ
とのない驚くべき時空間的伝播特性：つまり機能異常を捉える、そうした方法論を開発した。 
 一方で、ある意味もんもんとしていた。神経病理学的診断を行なっていると、通常の組織標本、
つまり２次元平面に薄切した標本の観察では、脳病変を正しく評価できないのではないか、と思
うことがある。脳は、つくりが複雑で機能単位がことさら立体的だからである。 
 “ヒト脳組織の３次元的病理解析”最近、本研究申請者らは、ヒト脳のイメージングに特化し
た水溶性透明化試薬の開発に成功した 4。脳組織を切らずに丸ごと見る、つまり神経細胞やグリ
ア細胞の配列やネットワークさらには微細なシナプスまで‘立地的機能ユニット’の形態異常を
３次元で鮮明に捉える、そうした方法論を手にした。 
 機能と形態：２つの事象がいよいよ結びつき得る状況となってきた。 
 
２．研究の目的 
機能と形態：てんかん病態理解とその制御へ 
てんかん焦点では、どのように異常な神経興奮が惹起され伝播するのか？この命題はいわば、臨
床てんかん学における古典的かつ本質的命題である。本研究では、ヒトてんかん焦点組織そのも
のを対象に、上記の機能と形態をみる最新鋭の解析技術をストラテジーとし、この命題に取り組
むこととした。つまり、てんかん焦点の病態を明らかにし、新たな治療戦略を開発することを目
的とした。その研究ストラテジーの柱は、“ヒト生鮮脳スライスを用いた生理学的解析”と“ヒ
ト脳組織の３次元的病理解析”つまり機能と形態を統合するイメージング・プラクティスである。 
 
３．研究の方法 
(1) “ヒト生鮮脳スライスを用いた生理学的解析”  
難治てんかん患者から外科手術により摘出された生鮮脳組織を用いた。対照として、てんかんの
既往がなく脳深部にある腫瘍摘出のために最小限切除された生鮮大脳皮質を用いた。 
これらのスライス標本を人工脳脊髄液中で長時間培養し、フラビン蛍光イメージングと細胞外
電場電位測定を行い、神経興奮の時空間的伝播特性を解析し、発作起始部を同定した。  
次いで、共焦点イメージングにより、単一細胞解像度の神経興奮活動を可視化した。つまり(1) 
マクロ：脳スライス内でてんかん様自発神経活動が発生する領域を特定し、次いでそのスライス
を共焦点顕微鏡上の記録チャンバーに移し、(2) ミクロ：特定された発火領域に着目し、カルシ
ウム蛍光指示薬を用いた高速ミクロイメージングを施行し、同期性自発発火活動を示す神経細
胞群を描出した。 
(2) “ヒト脳組織の３次元的病理解析”  
これまで本研究者らは、ヒトを含む哺乳類脳組織を透明化する技術の開発を進め、その結果、ヒ
ト脳組織透明化における最大の光学的課題：自家蛍光および褐変、の克服に成功し、これらを高
度に抑制する透明化プロトコールを開発した 4。また、上記の生理学的観察を終えた後のスライ
スをホルマリン固定し、脳組織透明化技術を適用して、立体的な神経細胞やグリア細胞のネット
ワーク構築を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 難治てんかん患者から外科手術により摘出された生鮮脳組織を用い、フラビン蛍光イメー



ジングと細胞外電場電位測定を行い、次いで神経興奮の時空間的伝播特性を解析することによ
り、発作起始部を同定した。次に、共焦点イメージングにより、単一細胞解像度の神経興奮活動
を可視化した。 
 
(2) ヒト脳組織を高度に透明化し、3D用各種一般蛍光染色およびホールマウント免疫染色技術
を確立した 5。 
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