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研究成果の概要（和文）：薬物抵抗性の難治てんかん患者において、手術による切除標本から神経活動を光学的
イメージング法により解析し、病理学的所見との対比によるてんかん原性の 検討を行った。主な対象患者は海
綿状血管腫(CA), 限局性皮質異形成(FCD)、結節性硬化症(TSC)、海馬硬化症(HS)であった。てんかん病巣の病理
学的に異なった基盤に応じて異なった異常興奮波の発生ならびにその興奮伝播様式を捉えることが可能となっ
た。また、新規抗てんかん薬候補化合物を灌流した結果、濃度依存性に自発性の異常興奮発生頻度が抑制される
様子が明らかとなった。さらにこの抑制様式はカルバマゼピンによる抑制様式とは異なるものであった。

研究成果の概要（英文）：We conducted optical imaging in acute brain slices taken from intractable 
epilepsy patients ex vivo.Epileptic focus were removed by surgeon and those brain blocks were 
immediately immersed in ice cold artificial CSF. We investigated epileptic foci of cavernous 
angioma, tuberous sclerosis, focal cortical dysplasia and hippocamus os mesial temporal lobe 
epilepsy. We found different manners of generation and prppagation in epileptiform activities 
consistent with histopathological features.Furthemore, we investigated pharmacological effect of new
 candidate of antiepileptic drugs in those focal tissues.

研究分野：病態神経科学

キーワード： てんかん　光イメージング　神経病理　海馬硬化症　限局性皮質異形成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，実際のてんかん患者から切除された焦点組織の異常神経活動をミクロレベルで捕捉し、その制御を検
討したするもので，そこから得られた成果は臨床研究と基礎研究を橋渡しする位置付けにある。こうした研究の
方向性は、世界的に見ても独自性が高い。動物モデルを用いた実験系ではカバーできない病理学的多様性を対象
としながらも、動物実験レベルの精密性と自由度を持った実験展開が可能である。そのため、ヒトの焦点組織を
対象としながらも、まだ薬になっていない候補化合物を適用してその薬理作用の検討を行うことも可能とし、臨
床的な薬物療法のエビデンスに貢献できるものである。

※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 

てんかんは人口の約１％が罹患している主要な神経疾患である。その発生機序は未だ不明であ
るが、発生期の脳の形成異常のほか、炎症や外傷から腫瘍に至るまで幅広い形成要因が関与する。
したがって、こうした多様な形成要因を背景としながらも、てんかん焦点に共通した普遍的なて
んかん原性機序が存在する、という保証はない。もし、焦点のてんかん原性機序が病態ごとに異
なるとすれば、画一的な治療では不十分であり、各々のてんかん原性機序に見合った治療ストラ
テジーが望まれる。 

 実際、切除されたてんかん焦点を病理組織学的に検討すると、gliosis やヘモジデリンの沈着、
神経細胞配列の異常、異型細胞の出現など、症例ごとに実に様々な形態学的特徴を有しているこ
とが多く、全てのてんかん焦点が同一の機序で動いているとは考えにくい。一方で、これら様々
な形態学的特徴も、何が本当に重要でどのようにてんかん原性機序に関与しているのか、といっ
た機能的意義についてはほとんど分かっていない。すなわち、てんかん焦点で病理組織学的に認
められる形態異常を機能的に説明出来る研究手法が求められている状況にあった。 

 

２．研究の目的 

本研究の核心は、「実験生理学的なてんかん原性機序に基づいて疾患分類の再構築ができれば、
より最適なてんかん病態の学術的体系化も可能ではないか、そしてその体系化に基づいた治療
法の提案が可能ではないか」という点にある。報告者らはこれまでに、てんかん外科手術による
切除焦点組織から脳スライス標本を作製して人工脳脊髄液中で incubate することにより、ex 
vivo でその神経活動を捉えるという試みを進めてきた。このようにして incubate されたヒト
の脳スライス標本からは、24 時間程度その活性を保ったまま、十分に再現性のある神経活動を
測定できる。そこで本申請課題ではこれまでの研究をさらに推し進めて、皮質全体にわたって多
数のニューロンの活動を同時計測することにより、てんかんの動的ネットワークをミクロレベ
ルで描出し、機能・形態の両面からてんかん原性の解明を目指すことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

共同研究施設において、てんかん外科を施行された難治てんかん症例である海綿状血管腫、限局
性皮質異形成（FCD type II）、結節性硬化症（TSC）、内側側頭葉てんかん（MTLE）の各症例を対
象として研究を行った。切除前に手術室内であらかじめ待機しておき、切除された組織を直ちに
氷冷人工脳脊髄液中でバブリングしながら実験室へ輸送した。実験室において脳組織ブロック
の活性を維持したまま急性スライス標本を作製し incubate を行った。作製したスライス標本は、
カルシウム蛍光指示薬である Oregon Green 488 BAPTA-AM(OGB)または Fluo-4 を Loading し、神
経活動を画像的に解析した。 
各症例で観察面の対面のブロックからパラフィン標本を作製し、病理組織学的検討を行った。

特にてんかん様興奮活動はスライス標本上の特定の部位から常に生じるか、またその伝播様式
に病態ごとの特徴があるかについて検討を進めた。またこれら異常神経活動が病理組織学的特
徴と空間的にどのように対応するかについて検討を進めた。同時にてんかん様興奮が発生する
スライス部位から凍結生標本を準備し、マイクロアレイハイブリダイゼーションを用いた RNA 解
析を進めることで、同部位に特徴的な遺伝子発現解析を行った。さらに、新規抗てんかん薬候補
化合物を灌流することでその効果の検証も行った。 
 
４．研究成果 
（１）海綿状血管腫に伴うてんかん焦点組織の病態生理学的特徴 
海綿状血管腫周囲から高頻度にてんかんを生じることが臨床的に知られている。脆弱な血管壁
より漏出したヘモジデリンの脳実質内への沈着がてんかん原性を有するものと考えられてきた。
しかしながらその機序については、ヘモジデリンそのものの酸化還元反応に伴う化学的刺激に
よるなど、いくつかの仮説が提唱されてきたものの、いずれも細胞レベルでの実験科学的根拠は
不十分な状況にあった。そこで、海綿状血管腫を含む周囲てんかん焦点組織を一塊として切除し、
スライスイメージングを行うことで、血管腫およびヘモジデリンの沈着範囲と空間的に対応し
た興奮増強を検討した。その結果、肉眼的に黄変したヘモジデリン沈着領域よりも、顕微鏡的に
はかなり広い範囲で鉄イオンの沈着が生じていることを明らかにした。しかしながら、イメージ
ング実験で得られた興奮増強領域はそれよりも限局しており、むしろ Gliosis が生じている領
域に一致していた。このことは、神経細胞の過剰興奮は鉄イオンによる化学的な刺激というより
も反応性に増殖したグリア細胞による生物学的な刺激による影響が大きいと考えられた（図１）
１。 
 
 
 
 



 
図１A 海綿状血管腫を含むてんかん焦点組における興奮伝播特性．B アストロサイトの空間
分布 X 軸と興奮伝播領域．C 微細鉄イオンの沈着領域と興奮伝播領域． 
 
（２）FCD および TSC に伴うてんかん焦点組織の病態生理学的特徴 
FCD と TSC は両社とも病巣内に病理学的に Dysmorphic Neuron や Balloon cell と呼ばれる特徴
的な異型細胞が出現するなどよく類似した病理組織増を呈する。しかしながら臨床的には、FCD
では病巣内からてんかん波が発生するのに対し、TSC では病巣に隣接した周囲組織よりてんかん
が発生することが知られていた。そこで、両者において病巣と周囲組織を含む切片からイメージ
ング記録を取り、その興奮増強の差異を検討した。その結果、FCD では Dysmorphic Neuron を含
む病巣内から強い興奮波が発生し周囲へ拡散していく様子が捉えられたのに対し、TSC では病巣
に隣接した皮質領域から微弱な自発発火が発生していた。この微弱な興奮波は隣接した TSC 病
巣内へ侵入し、そこで十分に増強されてから再度周囲皮質へ戻される様子が明らかとなった。こ
れらの結果は、FCD では Seizure generator と Amplifier の両者が病巣内に存在する「自己完結
型」の焦点組織であるが、TSC は Generator と Amplifier が別の部位に存在する「相互依存型」
の焦点組織と考えられた。異常得られた成果は、臨床的にとらえられる Seizure onset の所見に
矛盾しないものであり、その組織レベルでの興奮動態を明らかにするものであると思われる。 
 
（３）新規抗てんかん薬化合物 X の薬理作用検証 
最後にこれら異常神経活動に対する制御の可能性を検討した。新規に開発された抗てんかん薬
化合物 X を FCD および MTLE の組織に灌流してその薬理作用を検証した。対照薬として局在てん
かん症例に広く処方されているカルバマゼピン（CBZ）を用いた．FCD type II の焦点組織にお
いて，病理学的な Dysmorphic Neuron の分布領域と一致した領域より頻回な自発発火を認めた． 
CBZ, 化合物 X ともに自発発火の減少を認め，200μM ではほぼ消失したが，その作用はやや異な
っていた．CBZ では 100μM で自発発火の頻度はあまり変わらず，振幅が低下する傾向にあった
が，化合物 X では振幅はあまり変わらずに頻度を減少させる作用を認めた（図２）．また，MTLE
で海馬硬化を認めた症例においては，化合物 X は直接的な神経細胞の興奮性にはほとんど影響
しないものの，苔上線維発芽による反響回路網の形成に由来する異常神経活動のみが著明に抑
制されることを確認した． 

図２ 新規抗てんかん薬
化合物Ｘの FCD type II 焦
点組織に対する薬理作用 
左）スライス上での PDS 様
自発発火に対する CBZ, 化
合物 X の抑制効果．右）
100M における各検討項目
の比較. Unpaired t-test 
 
 
 

 

（４）得られた成果の国内外における位置づけとインパクト、今後の展望 

実際のてんかん患者から切除された焦点組織の異常神経活動をミクロレベルで捕捉し、そ

の制御を検討した本研究で得られた成果は臨床研究と基礎研究を橋渡しする位置付けにある。

機能脳神経外科学・実験生理学・神経病理学の知見を融合して、症例ごとの固有性に着目したて

んかん原性の解明を目指したものであり、こうした研究の方向性は、世界的に見ても独自性が高

い。動物モデルを用いた実験系ではカバーできない病理学的多様性を対象としながらも、動物実

験レベルの精密性と自由度を持った実験展開が可能である。そのため、ヒトの焦点組織を対象と

しながらも、まだ薬になっていない候補化合物を適用してその薬理作用の検討を行うことが可

能であった。今後はさらに各種抗てんかん薬およびその候補化合物の薬理作用と病理組織学的

基盤の関連を検討することで、臨床的な薬物療法のエビデンスに資することを目指すものであ

る。 
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The epileptogenic mechanisms of Tuberous Sclerosis investigated by ex vivo optical imaging
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