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研究成果の概要（和文）：疾患耐性を有する脳内環境研究は，後天的に発症する神経疾患の予防的対策となる。
本研究では，ロイシンリッチα2グリコプロテイン（LRG1）を遺伝子導入したモデルマウスで，ピロカルピン酸
で誘導された側頭葉てんかんモデルを作成し，後天性疾患発症を予防する脳内環境を考察した。結果，LRG1発現
型てんかんモデルでは，認知行動実験において認知機能の低下を認めず，パッチクランプ法によりCA１領域の長
期増強が保たれた。海馬におけるてんかん原性の形成が抑制され，神経脱落が軽度であった。成人二次性てんか
ん原性形成に対する分子生物学的，電気生理学的な解析により，てんかんによる認知機能障害の進行抑止を実証
した。

研究成果の概要（英文）：We verified the preventative effects of increasing the expression of 
leucine-rich alpha2 glycoprotein (LRG1) in the brain regarding the decline of cognitive function 
caused by epileptic seizures using an animal model of secondary temporal lobe epilepsy (TLE). 
Electrophysiological and molecular biological analyses were performed on adult secondary 
epileptogenic formation using an animal model of TLE induced with pilocarpine utilizing 
CAG-loxP-GFP-loxP-LRG1 transgenic mice (LRG-Tg). The cognitive behavioral experiments indicated a 
significant decline in cognitive function and significant reduction in LTP was confirmed in the 
control mouse after status epilepticus (SE). Neural dropout in the CA1 region of the hippocampus was
 particularly marked. However, LTP reduction was not observed in the LRG-Tg mice after SE. LRG1 
expression in the hippocampus was confirmed to suppress nerve cell firing and prevent cognitive 
function decline after SE.

研究分野：脳神経外科学

キーワード： 脳内環境　認知機能　側頭葉てんかん　ロイシンリッチα2グリコプロテイン　ピロカルピン酸　パッチ
クランプ　長期増強　予防医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
疾患耐性に対する脳内環境に関する研究は，後天的に発症する神経疾患に対する予防的対策となる。後天性疾患
である側頭葉てんかんに対して，発症を予防し，かつ認知機能を維持する脳内環境を考察した学術的意義の高い
研究である。本研究は，糖化蛋白であるロイシンリッチα2グリコプロテインが増加した脳内環境下では，けい
れん重積からてんかん原性が形成されることを予防し，認知機能を保つことを証明した。側頭葉てんかんの発症
を抑止する脳保護作用をもつ脳内環境を安全に提供することができれば，創薬へ発展する可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景
疾患耐性に対する脳内環境に関する研究は，後天的に発症する神経疾患に対する予防的対策
となる。てんかんは，本邦では 100 万人規模で発症する慢性脳障害で 3 番目に多い疾患であり，
発作を引き起こす持続性素因を有する。後天的に獲得されるてんかん原性のスイッチを見つけ
コントロールすることは，さまざまな誘発イベントにより起因するてんかん原性を抑止するこ
とと同義である。近年，急激に進行する高齢化社会とともに高齢者特有の脳疾患が増加している。

「てんかん」の発症は，小児期と高齢者の二峰性を示し，80歳代では 3％の発症率が報告され
る。高齢発症てんかんは焦点性，なかでも側頭葉てんかんが多く，エピソード記憶の欠如から

認知症疾患としての側面もある。原因となる二次性てんかん原性形成については，いまだ不明な
点が多い。「脳内環境における慢性炎症」は，さまざまな後天的な高齢者神経疾患の原因として
も注目される。アルツハイマー病に代表される認知障害を伴う神経変性疾患，および高齢発症て
んかんの発症機序には，いずれも慢性炎症が疾患背景にある。海馬萎縮性変化をともなうアルツ
ハイマー病では，てんかん発症率が 10 倍増加するともいわれる。脳神経細胞のダメージを受け
て，HMGB1-Toll様受容体経路に代表される慢性炎症反応を惹起し，アポトーシスを誘導してお
り，てんかん原性の形成に深く関与すると考えられている。

研究代表者は先行研究から慢性炎症が誘導する二次性てんかん原性形成の観点より，ニューロ

ン，シナプスの機能障害と海馬萎縮について，慢性炎症の評価を主軸に動物モデルを用いたてん

かん研究を進めてきた。その中で，分子生物学的な分析によって，各種炎症関連メディエーター
がてんかん原性形成と関連し，当該トランスジェニックマウス（Tg）の解析で慢性炎症に係る糖

化蛋白のロイシンリッチ α  2 グリコプロテイン (LRG)は，神経細胞の発火を抑止し，てんかんに

対しても抑止的に作用する可能性を見出した。

２．研究の目的
成人二次性側頭葉てんかんおよび関連する認知機能障害に対する病態解析と糖化蛋白 LRG の発
現量を調整し，てんかん原性形成抑止を目的とした疾患予防治療を確立することを目的とす
る。CAG-loxP-GFP-loxP-LRG 遺伝子導入マウスを用いて，成人二次性てんかんモデルマウス
の作成方法として確立されたピロカルピン酸てんかんモデルを作成する。分子生物学的及び電

気生理学的に解析し，LRG の脳内発現を確認し神経細胞の活動電位の低下，二次性てんかん原
性形成の抑止を実証する。

３．研究の方法

生後 10 週の CAG-loxP-GFP-loxP-LRG 遺伝子導入マウス（LRG-Tg）および野生型マウス（WT, 
Cont.）で，マイクロアレイ実験を行い，パスウェイ解析ソフトウェア（IPA®，QIAGEN）を用い
て，発現変動遺伝子を解析した。このモデルマウスにムスカリンアゴニストであるピロカルピ

ン酸 (300mg/kg) を腹注し，けいれん重積 (status epilepticus, SE)を誘発した後，ジアゼパム
を投与し鎮静した。この手法は二次性側頭葉てんかんモデルとして確立された手技であり，2種
の二次性側頭葉てんかんモデルマウス，および非てんかんモデルに対し，行動生理学，遺伝

子発現，免疫組織染色，電気生理学的観点による病理学的変化を解析した。SE 誘発 8 週後か
ら Y-迷路試験，モリス水迷路試験を 2 週間かけて行い，動態観察，認知行動評価を行った。SE 
発症 10-12 週後にすべての動物を安楽死させ，脳を摘出し，脳スライスを作成し，フィールド

パッチクランプ法により海馬神経細胞発火抑制を解析した。また，脳組織を用いて SE 誘発 7 
日目（d7）, 8 週後（8w）にリアルタイム PCR，免疫染色を施行し，海馬における LRG1 発
現，神経細胞死，てんかん関連タンパクを評価した。

４．研究成果 
LRG を遺伝子導入した LRG-Tg マウスの DNA マイクロアレイ解析結果は，65956 中， 587 の

遺伝子が変動した．疾患機能解析の結果，94 のカテゴリーから上位 20，てんかん関連項目が最

多であった。LRG は 18.97 倍，パルブアルブミン (Parvalbumin, PV)は 4.15 倍と LRG-Tg マウ
スで上昇していた。本 LRG-Tg マウスを用いて，ピロカルピン酸で誘導された二次性側頭葉てん
かんモデルを作成し，脳内環境による後天性疾患発症を予防する脳内環境を考察した。

ELISA法による海馬組織の LRG1 発現量
を各モデルで測定したところ，WT では，
痙攣重積（SE）誘発より 7 日後，8 週間
後ともに偽手術（Sham）群と比較し LRG
発現量の増加が確認されたが，LRG-Tg
マウスは，SE 後，7 日後では LRG の発
現量に差はなく，8週後に変化があった
（ 図  1, 表 1, Student t-test, *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001）。

図１



（表１） Wild type LRG-transgenic 

ELISA Sham-d7 Epilepsy-d7 Sham-8w Epilepsy-8w Sham-d7 Epilepsy-d7 Sham-8w Epilepsy-8w 

Average 0.324 0.479 0.336 0.510 0.488 0.452 0.500 0.833 

SE 0.012 0.022 0.014 0.039 0.043 0.029 0.033 0.116 

p-value ***0.0003 **0.0054 0.5171 *0.0400

リアルタイム PCR は，SE 後 7 日後と 8 週
後に LRG，生体の恒常性を維持する重要な

サイトカインとして知られるトランスフ
ォーミング増殖因子（Transforming Growth
Factor-β, TGF-β），LRG に関連するタンパクと

してパルブアルブミン（PV）の DNA増幅を確

認し WT と比較した。SE 後，PVは LRG-Tg マ
ウスでより増幅が確認された（図２）。

  海馬組織の免疫染色実験においては，SE 直後 7 日までを
ダブルコルチン（DCX）にて神経新生を評価し，SE4 週後
にてんかん原性の形成による慢性的なてんかん発作の継続
の程度をグルタミン酸トランスポーター（Excitatory 
Amino Acid. Transporter:EAAT）の発現にて確認した。炎症応
答に関与しマクロファージの活性化に関与することが知
られる  Ionized calcium binding adapter protein 1（IBA1）の
ほか，TGF-β，PV を評価した。中枢神経系の損傷を評価す
るため，グリア細胞繊維性酸性タンパク質（Glial Fibrillary 
Acidic Protein，GFAP）の組織発現を確認し，海馬 
CA1，CA3 の細胞数を Neuro Trace で染色し比較した（図
3A）。WT てんかんモデルでは海馬 CA1 で多くの神経脱落
を確認されたが，LRG-Tg てんかんモデルでは，海馬の神経
脱落が軽度であった（図 3B）。 

また，フィールドパッチクランプ法の結果，
LRG-Tg てんかんモデル（n = 31）は， LRG-Tg 非てん
かんモデル（n = 25），非てんかんモデル（n = 29）と
有意差なく，CA１領域シナプス伝達の長期増強
（long-term potentiation, LTP）が保たれた。
対して，WT てんかんモデル（n = 32）では有意
にLTPの低下を認めた（P < 0.001）（図 4）。

LRG-Tg てんかんモデル（     n     =７）は，WTてんかん
モデル（n = 13）と比較し，Y-迷路試験で交
替反応（空間作業記憶）が保たれた (p  = 0.007, 5B, 5C)。

モリス水迷路試験結果，目標地点（goal）を記憶
しており，有意に作業記憶の認知機能が保たれ
た結果を示した（p = 0.028）（図 5）。 

本研究成果から， LRG1 発現下脳において， SE 後
の慢性てんかんによる認知機能低下が抑止される
ことを実証した。LRG 発現過剰な脳内環境での SE
後のてんかん原性形成の抑止効果が示唆される。
本研究では，成人二次性てんかん原性形成に対す
る分子生物学的及び電気生理学的な解析を行い， 
LRGの脳内発現による神経細胞の活動電位の低下，
および，てんかんによる認知機能障害の進行抑止
に働くことを実証した。
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