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研究成果の概要（和文）：てんかんの診療は、症状、脳波、画像診断によるが、経時的な症状の変化を客観的に
捉えることは困難であり、その観察は患者や家族の訴えのみによるところが大きい。炎症性蛋白であるHMBG１が
てんかん発作に関連する客観的な生化学的バイオマーカーとなる可能性について検討した。てんかん患者の血液
中のHMBG１濃度を測定したところ、部分発作に関連した有意な変化は認められず、また髄液中の濃度は感度以下
であった。一方、ラットてんかんモデルでは、発作後２日目に髄液中のHMBG１濃度の有意な上昇が認められた。
この結果は、発作型や頻度によっては髄液中HMBG１がてんかん発作のバイオマーカーとなる可能性を示すもので
ある。

研究成果の概要（英文）：The diagnosis of epilepsy depends on their subjective symptoms, 
electroencephalogram, and imaging, but it is difficult to follow up objectively their changes over 
time.  Clinical observation mostly depends on only the complaints of patients and families. We 
hypothesized that High Mobility Group Box 1 (HMBG1), an inflammatory protein, would become an 
objective biochemical biomarker related to epileptic seizures. HMBG1 Concentration in plasma of 
epileptic patients showed no significant change related to partial seizure and HMBG1 concentration 
in cerebrospinal fluid (CSF) was less than sensitivity. On the other hand, in the rat epilepsy 
models, significant increase in HMBG1 concentration in the CSF was observed on the second day after 
the epileptic seizure. These results indicate that HMBG1 in the CSF have potential to become a 
biomarker of epileptic seizures, depending on seizure type and its frequency.

研究分野： 脳神経外科学
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１．研究開始当初の背景 
てんかんは人口の約１％と高い有病率を有
する慢性神経疾患である。その診断は、症状、
脳波、画像診断によるが、専門的な知識を要
する。また心因性非てんかん発作（偽発作）
の診断や経時的な症状の変化を客観的に捉
えることは困難であり、その診断は患者や家
族の訴えのみによるところが大きい。そこで、
これまでの生理学的や解剖学的なパラダイ
ムに加えて、定量的に数値で表すことのでき
る生化学的なパラダイムがてんかん診療に
望まれる。これにより、薬剤、手術などの治
療の評価も容易に客観化されるものと考え
られる。代表研究者は、これまでに脳腫瘍に
対する免疫治療法の研究を通して（Kishima 
et al. Br J Neurosurg 1998, Kishima et al. 
Br J Neurosurg 1999）、中枢神経系の免疫応
答を研究を行っている。また、臨床の場では
てんかんの外科治療を主課題とし（Kishima 
et al., Neuro Medico Chir (tokyo) in press）、
診断、手術や薬物治療を行い、さらにその後
の経過を綿密に観察している。また、臨床研
究として、頭蓋内電極を用いた発作焦点検索
の新たな手法の開発を行っている。 さらに、
てんかんモデル動物を作成し、その脳波変化
ならびに脳表の血流変化を解析し、てんかん 
発作発症の病態解析や発作伝播様式の解析
を行っている。てんかんでも自己免疫が原因
と考えるものや感染症に伴うもの、免疫学的
機序が疑われている海馬硬化症などがあり、
その発症の背景に免疫系の関与が推定され
ている。特に、この数年ではてんかん発作に
は自然免疫系のレセプターである Toll like 
receptor(TLR)-4/HMGB1 系が関与して 
いることが報告されている（Marroso et al. 
Nat Med 2010）。さらに、興味深いことに
TLR-4/HMGB1 系は大脳皮質形成に関与し、
しばしばてんかん焦点の原因となる皮質形
成異常症ではふつう正常皮質で認められな
い HMGB1 や関連タンパクの発現が認めら
れると報告されている(Zurolo et al. Brain 
2011)。一方、脳虚血モデルや脳外傷のモデ
ルでも HMGB1 の発現が血管新生に関与す
ること(Hayakawa et al. Proc Natl Acad Sci 
USA 2012)、アストロサイトに発現する
Aquaporin-4 を介して血液脳関門に関与し
脳浮腫に関与すること(Okuma et al. Ann 
Nurol 2012)が報告されている。てんかんで
もこれまではニューロンの異常発火が原因
であると考えられていたが、てんかん症状発
現にはアストロサイトやそこから発現する
Aquaporin-4 が関与すること(Tian et al. 
Net Med 2005, Binder et al. Glia 2012)、ま
た TGFβ などのサイトカインが関与しアス
トロサイトの機能不全が起こること
（Heinemann et al. Glia 2012 ）が示されて
いる。 
これらのことから、てんかん病態ならびに発
作発現でも A. TLR-4/HMGB1 系がアスト
ロサイトに関与しその機能を変貌させ様々

な炎症間連サイトカインが放出されている
こと B. またその反面 HMGB１により
TLR-4/HMGB1 系を介して産生される各種
サイトカイン（ IL-1β、IL-6、TNF-α、I-10、
IFN-γ、TGFβ）がアストロサイトの活動を調
節していることなどがてんかん発作に関与
している可能性が推定される。 
そこで、これらのタンパクの量的な変化が、
てんかん病態や発作発現のバイオマーカー
になる可能性があるものと考え、今回の研究
計画を着想した。 
 
２．研究の目的 
High-mobility group box 1 (HMGB1)は樹状
細胞、免疫関連細胞、マクロファージ、損傷
細胞などから放出され、外傷、感染、癌、
自己免疫疾患で重要な役割を果たす。
HMGB1 はてんかんでも、その発症や発作
発現に関連があるとされている。本研究で
は髄液中・血中の HMGB1 やそれにより誘
導される炎症関連タンパクを測定し、てん
かんの病態、発作との関連性を見いだすこ
とにより、それら物質がてんかんのバイオ
マーカーになる得る可能性について探索す
る。 
 
３．研究の方法 
① 動物てんかんモデルでの研究 
動物てんかんモデルは、カイニン酸を投与す
ることによりてんかん症状を起こさせるモ
デルを用いた。代表的なイオンチャネル型
グルタミン酸受容体作動薬の一つであるカ
イニン酸(3mg/kg)をラット腹腔内に投与す
ると、その約 1 時間後からてんかん症状を
呈する。その病理学的特徴よりカイニン酸
モデルは側頭葉てんかんモデルと考えられ
ている。このモデルでの脳波変化と症状、測
定するタンパク濃度の変化を経時的に測定
した。 
この動物モデルの脳波測定は、ラット皮質脳
波測定用の高密度脳表電極を作成して施行
した。頭蓋骨を peper thin に切削し上記の
電極で測定した。このようなモデルから得ら
れた髄液、血液中の HMGB1 や 各種サイトカ
イン( IL-1β、IL-6、TNF-α、I-10、IFN-γ、
TGFβ)の濃度をエライザ法で測定し、てんか
ん症状、脳波との相関を検索した。エライザ
プレートは市販されているものを用いた 
② てんかん患者を対象とした研究 
てんかん患者あるいは非てんかん疾患の対
照患者からの髄液、血液サンプルを蓄積し
た。患者データとサンプルあわせて蓄積する。
得られた検体中の HMGB1 や 各種サイトカイ
ン( IL-1β、IL-6、TNF-α、I-10、IFN-γ、
TGFβ)の濃度をエライザ法で測定し、てんか
ん発作との相関を検索した。こちらもエライ
ザプレートは市販されているもの用いた。 
 
４．研究成果 
① 動物てんかんモデルでの研究 



カイニン酸(10 mg/kg)を雌 SD ラットの腹腔
内に投与することによりてんかんモデルを
作成した。このモデルでは、投与後２時間後
にはほぼ全例で痙攣を発症した。痙攣発症前
に、頭蓋骨を paper thin に切削し、新たに
作成した、ラット皮質脳波測定用電極で皮質
脳波を測定したところ、てんかん性異常波が
確認できた。このモデルを用いて、髄液、血
液の収集を施行した。髄液採取については、
腹腔に投与（ドミトール、ベトロファーム、
ドルミカム）による麻酔下のもと、ラットの
大槽から 100μl程度の髄液が採取できるこ
とを確認した。血液は尾静脈から採取した。
モデル作成前、カイニン酸投与後６時間、２
日後、１週間後に髄液ならびに、血液を採取
し、これらの検体中の HMGB１の濃度を ELISA
法で測定した。その結果、2日後で髄液中の
HMGB１濃度が上昇していた（図参照）。 

一方、血液中の HMGB1 濃度の上昇は認め
なかった（図参照）。 
2 日後の髄液中の HMGB1 濃度に焦点を当て、
投与前およびコントロール(腹腔内 PBS 投与
例)との比較、発作の強度との関連を明らか 
にする目的で、研究を継続している。 
 

 
② てんかん患者を対象とした研究 

侵襲を有する前向き研究として、倫理委員会
の承認を得た。てんかん発作前後での血液サ
ンプル、ならびに髄液採取を施行するてんか
ん以外の患者から髄液ならびに血液サンプ
ルを収集し測定を行った。てんかん患者から
の髄液採取はその侵襲性から血液データを
収集してから、改めて行うこととした。ヒト
検体からの髄液中の HMGB１濃度は用いた
ELISA プレートでは、感度以下であった。ま
た、血液からのデータは得られたが、軽度の
発作では血漿中の HMGB１の上昇を認めなか

った。  
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