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研究成果の概要（和文）：機能性ナノ磁気微粒子を用いてレベチラセタム（LEV）の候補たんぱくを同定し、脳
症モデルマウスにLEVを投与したところ、大脳皮質の炎症性サイトカイン（IL-1β、IL-6）のmRNAが低下する傾
向が確認された。しかし、ジアゼパム投与による変化と明らかな差異は見られず、LEVの作用機序解明には至ら
なかった。また、急性脳症患者では対象群と比較し、髄液中の炎症性サイトカインやアポトーシス誘導する
Granzyme　Aが高値であった。難治性てんかん患者では対象群と比較し、単球やCD8 T細胞の細胞内サイトカイン
が高値であった。急性脳症やてんかんの病態に免疫学的機序の介在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The pathogenesis of acute encephalopathy and epilepsy is still unclear and 
new treatments are desired. We identified a candidate protein for levetiracetam (LEV) using 
functional nanomagnetic particles. In a mouse model of encephalopathy, we observed a tendency to 
decrease IL-1β and IL-6 mRNA in the cerebral cortex after administration of LEV. However, there was
 no evident difference between the effects of diazepam and those of LEV, and the mechanism of action
 of LEV could not be elucidated. Cerebrospinal fluid levels of Granzyme A and pro-inflammatory 
cytokines were significantly higher in the Infection-associated acute encephalopathy than in the 
control group. In refractory epilepsy patients, intracellular cytokines (monocytes;IL-1β,TNF-α、
CD8T cells;IL-17 and NK cells; IFN-γ) were significantly higher compare to the control group. These
 results suggest the intervention of immunological mechanisms in the pathogenesis of acute 
encephalopathy and epilepsy.

研究分野： 小児神経学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳症モデルマウスの検討にて、LEVによる炎症性サイトカインの低下が大脳皮質のmRNAレベルで確認され、抗て
んかん薬による免疫学的機序の関与が示唆された。急性脳症の病態にGranzyme Aを介したアポトーシスの関与、
てんかんの病態に血清や髄液だけではなく、細胞内の炎症性サイトカインの上昇が確認された。急性脳症やてん
かんの病態に炎症やアポトーシスに伴う免疫学的機序の関与が明らかになれば、新たな治療法に繋がる可能性が
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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

小児けいれん性疾患の代表である急性脳症やてんかんは決して稀な病気ではない。急性脳症

は年間約 400－700 人、てんかんは日本人で推定 100 万人以上（70％は小児期）に発症すると推

定されている。急性脳症の約 3 割は神経学的後遺症を残し、1割は死亡し、てんかん患者の約 3

割は難治性であり、認知機能障害を来すことがある。日常的な疾患であり尚且つ重症度が高い疾

患であるにも関わらず、未だに病態は不明な点が多く確立した治療法もない。研究代表者らはこ

れらの疾患の病態に酸化ストレスやサイトカインが関与していることを報告してきた 1-3)。 

レベチラセタムは，ピロリドン誘導体の新規抗てんかん薬であり、その有用性と安全性から新

規抗てんかん薬の中で最も汎用されている内服薬であり、欧米のガイドラインではてんかん患

者の部分発作に対する第一選択薬のひとつとなっている。レベチラセタムの作用機序のひとつ

に既存の抗てんかん薬にはない Synaptic Vesicle Protein 2A（SV2A）との親和性が指摘されて

いる。その特異な作用機序から有効性が期待されるが、副作用として傾眠、攻撃衝動、興奮など

が問題となっている。レベチラセタムの明確な作用機序は不明であり、その最大の原因は、レベ

チラセタムの標的分子が解明されていないことにある。従来の抗てんかん薬に関する研究では、

抗てんかん薬の標的分子が不明なまま、けいれん発作を軽減する表面的なメカニズムを解明す

ることが多かった。本研究では、抗てんかん薬の作用機序を知る上でもっとも大切な部分、すな

わち薬物が結合する具体的分子を明らかにすることから、抗てんかん薬の作用機序を解明する

ことを試みた。レベチラセタムをはじめとする抗てんかん薬には抗炎症作用があることが知ら

れているが、急性脳症やてんかんの病態における免疫学的機序は未だに明らかになっていない。 

 

２．研究の目的 

レベチラセタムの標的分子を機能性ナノ磁気微粒子にて同定し、モデルマウスに対するレベチ

ラセタムの脳保護作用について探索し、作用機序を解明することである。さらに急性脳症患者お

よびてんかん患者に対して、サイトカインや各種バイオマーカを探索することにより免疫学的

機序が関与しているか検討し、病態解明に挑む。 

 

３．研究の方法 

１）機能性ナノ磁気微粒子を用いたレベチラセタムの結合分子の同定 

マウス脳抽出液と LEV 結合機能性ナノ磁気微粒子を混合し、LEV に結合する標的分子を機能性ナ

ノ磁気微粒子に結合させ、 溶出後 SDS-PAGE、銀染色、質量分析によって精製した分子の構造を

決定する。レベチラセタムの標的分子である選択的結合タンパク（レベチラセタム-binding 

protein-1；LBP-1 と仮称）を同定し、構造解析を行った。 

 

２）動物モデルマウスについて 

ウイルス：インフルエンザウイルス WSN 株、PR8 株を 3-4 週令の BALB/C マウス Wild type の左

右両鼻に接種し、ウイルス摂取 24時間後に抗てんかん薬（LEV）と特異的薬理作用を検証するた

めジアゼパム（DZP）を腹腔内投与した。薬剤投与 3日後に実験群（Wild type に LEV もしくは

DZP 投与）と対照群（薬剤非投与群）の動物をペントバルビタールで麻酔後、頸椎脱臼・断頭し、

パラフォルムアルデヒドで環流固定した。脳を 8つの部位 {大脳皮質（前/後），小脳，延髄，海

馬, 線条体，視床/視床下部，嗅球}に分けて RNA を抽出し、Real time RT-PCR 法で、サイトカ

イン(IL-6, TNF-α,IL-1β,IL-1RA など)の mRNA を定量的に解析した。 

 



３）急性脳症およびてんかん患者における免疫学的解析 

① 急性脳症患者 

急性脳症(けいれん重積型脳症、分離不能型脳症)について、髄液中の各種サイトカイン（IL-

6,10,17,TNF-α,IL-1β,IL-1RA など）を Bio-Plex 法にて、アポトーシスを誘導するとされる

Granzyme A/B を ELISA 法にて測定した。急性期に急性脳症と鑑別が困難とされる複雑型熱性け

いれんを対象コントロールとし比較検討した。 

 

② てんかん 

難治性てんかんを対象とし、Brefeldin A を用いて細胞内蛋白の分泌を阻害し、フローサイトメ

トリーCanto TMII (Becton, Dickinson, NJ,USA)にて CD14+単球；IL-1β, IL-1RA, IL-6, TNF-

α、CD4 T 細胞（CD4+ヘルパーT細胞）・CD8 T 細胞 CD8+細胞傷害性 T細胞）；IL-4, IL-10, IL-

17, IFN-γ, CD69, HLA-DR, CD25, CTLA-4、B 細胞；HLA-DR, NK / NKT 細胞；IFN-γ, Granzyme 

A の細胞内サイトカイン,表面マーカーを測定した。また、同時期の血漿中サイトカイン 27種類

を網羅的に Bio-Plex 法にて測定した。 

  

４．研究成果 

１）機能性ナノ磁気微粒子を用いたレベチラセタムの結合分子の同定 

機能性ナノ磁気微粒子を用いレベチラセタムの標的分子である選択的結合タンパクの候補たん

ぱくである LBP-1 は同定したが、LBP-1 の構造解析にて作用機序の解明には至らなかった。 

 

２）動物モデルでの研究 

サイトカイン(IL-1β、IL-6, HMGB1, TNF-αなど)の mRNA の定量的解析にて大脳皮質・嗅球の

IL-1β、IL-6、TNF-αが対象群と比較して感染コントロール群で高値であり、レベチラセタムを

投与することで IL-1β、IL-6 が低下する傾向がみられたが、対象薬剤であるジアゼパムとの明

らかな差異は見られなかった。今回の検討ではレベチラセタムの特異的な免疫学的機序につい

ては明らかとならなかった。 

 

 

３）急性脳症およびてんかん患者における免疫学的解析 

①  急性脳症患者  



急性脳症群で複雑型熱性けいれん群と比較し、髄液中の炎症性サイトカイン（IL-1β,IL-

6,TNF-αなど）が有意に高値であり、IL-17 が低値であった 4)。また、髄液中の Granzyme A

も有意に高値であり、急性脳症の病態には炎症だけではなく、Granzyme A を介したアポトー

シスの関与が示唆された 5)。 

②  てんかん患者 

患者群の細胞内サイトカインがコントロールと比較して有意に高値であったものは、単球内の

IL-1β, IL-1RA, TNF-α、CD4 T 細胞内の IL-10、CD8 T 細胞内の IL-17, NK 細胞内の IFN-γで

あった。CD4 T 細胞、CD8 T 細胞、B細胞の表面マーカー、血漿中サイトカインはコントロール

と比較して有意差は認められなかった。 
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