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研究成果の概要（和文）：抑制性神経細胞に特異的蛍光標識を遺伝子導入したVGAT-venus transgenic ratに
tdTomatoで赤色の蛍光標識を施したC6グリオーマ細胞を移植するモデルを確立した。特に視床内の唯一の抑制性
神経細胞の集まりであるthalamo-reticular nucleusに腫瘍を浸潤させるモデルを確立することができた。MRIを
併用することで、実験の効率を高めることができた。immediately early geneであるc-FOSをの免疫染色を用い
て、神経細胞の興奮性の評価に用いた。この方法により、腫瘍細胞周囲における抑制性神経細胞と興奮性神経細
胞の興奮状態を確認することができた。

研究成果の概要（英文）：We established brain tumor xenograft model using VGAT-venus transgenic rat 
and C6 glioma cell line that is fluorescent labelled with td-Tomato. model. Tumor cells were 
transplanted in thalamus selectively for analyses of GABA neuron dynamics in thalamo-reticular 
nucleus when tumor cells invade. We increased efficiency of experiment using MRI. We analysed 
exicitability of inhibitory neurons and excitatory neurons using immunohistochemistry of anti c-FOS 
antibody.

研究分野： 脳腫瘍関連てんかん

キーワード： てんかん　脳腫瘍　GABA

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳腫瘍に伴うてんかんは、患者の生活の質を著しく下げる要因であるが、その病態生理は明らかになっておら
ず、治療に難渋することが多い。本研究では、脳腫瘍の周囲における抑制性ニューロンの細胞動態を明らかにす
ることができた。この知見は、今後、脳腫瘍に伴うてんかんに対する新規治療薬の開発に応用することができ
る。これにより、脳腫瘍関連てんかんの患者のQOLの向上に寄与することが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
グリオーマに代表される悪性脳腫瘍によるてんかん発作（症候性てんかん）の症状は痙攣発作
であり、多くの患者は突然の四肢の痙攣を起こして意識を失う発作に悩まされ、生活の質が大
きく低下する要因となっている。しかし、悪性脳腫瘍がてんかんを誘発する理由は未だ明らか
にされておらず、その治療も困難である。 
過去の基礎研究によれば、ラット由来グリオーマ C6 をラット脳へ移植することにより作製し
た脳腫瘍モデルにおいて、脳腫瘍周囲領域における興奮性ニューロンの異常発火が確認されて
いる（Kohling et al, Neurobiol Dis, 2006）。このことから、申請者が実臨床で経験した病態が
実験動物で再現できると考えた。一方で、悪性脳腫瘍が興奮性ニューロンを過剰興奮させるメ
カニズムは依然として不明である。 
抑制性ニューロンは、興奮性ニューロンと比べて、低酸素状態に対して脆弱であることが、脳
虚血モデル動物を用いた研究により明らかにされている(Sloper et al , Brain Res, 1980)。そこ
で申請者は、「脳腫瘍の周囲の環境下においても抑制性ニューロンは障害を受けやすいのではな
いか？」と考えるに至った。すなわち、「悪性脳腫瘍の周囲に存在する抑制性ニューロン（GABA
ニューロン）は容易に障害されてしまい、その結果として興奮性ニューロンが異常発火状態に
陥る」と考え、この病態こそがてんかん原性発現のメカニズムであるという仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
申請者は近年、脳深部に発生した脳腫瘍（悪性グリオーマ）の周囲領域において、神経細胞が
異常発火 (burst 放電) していることを発見し、脳腫瘍コアを採取する際の重要な指標になるこ
とを報告した (Iijima et al, J Neurosurg, 2015；図 1)。申請者の臨床経験から、このような神
経細胞の異常発火状態こそが、てんかん発作の誘因であると考えるに至り、脳腫瘍による症候
性てんかんの発生に強く寄与しているのではないかと推察した。この臨床研究において得られ
た興味深い知見として、異常発火部位の背景電位はむしろ正常部位よりも低下していること、
および、異常発火部位は脳腫瘍からわずかに離れた部位に存在することが挙げられる。過去の
基礎研究で示唆されている「興奮性ニューロンの機能亢進」だけでは、申請者が実臨床で経験
した背景電位の低下を説明することができない。そこで申請者は、「腫瘍周囲では抑制性ニュー
ロンが障害されるために、興奮性ニューロンが見かけ上の過剰発火状態になっている」という
着想に至った。 
この仮説を検証するために以下の 3 つの項目を掲げた。 
(1) 実験動物（ラット）の脳深部に C6 グリオーマを移植することで脳深部腫瘍モデルを
作製し、腫瘍周辺領域における神経細胞の興奮性を評価する。 
(2) 上記のモデル動物を使用し、腫瘍周辺領域における GABA ニューロンの形態変化に
ついて評価する。 
(3) グリオーマ細胞と GABA ニューロンの細胞間相互作用について、培養細胞を用いた
in vitro 解析を行う 
 
本研究の目的は、脳腫瘍によるてんかん原性の発生に関わる抑制性ニューロンの役割を明確に
することである。申請者が本研究について学内でプレゼンを行ったところ、研究協力者である
柳川右千夫教授（群馬大学遺伝発達行動学分野）から学術的支援を得ることができ、実験に利
用できる遺伝子改変動物を提供していただけることになった。 
GABA は代表的な抑制性神経伝達物質であるが、GABA や GABA 合成酵素といった GABA 神
経特異的に発現するタンパク質を認識する抗体は免疫反応特異性が著しく悪いことが知られて
おり、研究を困難なものにしていた。協力研究者である柳川は、GABA 神経特異的に発現する
タンパク質を標的とした遺伝子改変動物（マウスおよびラット）を開発し、てんかんの病態解
明とそれから波及する治療法に関する研究に大きく貢献してきた。GABA ニューロン特異的に
黄色蛍光を発するラット (VGAT-venus transgenic rat) およびGABA合成酵素であるGAD65
を特異的に欠損するラットを既に繁殖・維持しており、本研究ではこれら遺伝子改変ラットを
使用することで、極めて新規性の高い研究を行うことが可能である。 
 
３．研究の方法 
 
①  脳深部腫瘍モデルの開発 
過去の報告（Kohling et al, Neurobiol Dis, 2006）の手法を参考にし、C6 グリオーマ細胞を
野生型ラットの視床へ移植して脳深部腫瘍モデルを作製した。移植後の腫瘍のサイズは小動物
用MRI装置によりin vivoで継続的に観察し、適切なサイズまで生育した段階で解析に供した。
偽手術群（対照群）として、細胞培養液のみを同様に処置したラットを作製した。 
脳深部腫瘍モデルラットおよび偽手術群から脳を摘出し、クライオスタットを用いて脳薄切片
を作製した。神経細胞の興奮性の評価は、immediately early gene である c-Fos を免疫染色し、
c-Fos 陽性細胞数を解析することで行った。特に、腫瘍周辺領域における c-Fos 陽性細胞数を
計測し、偽手術群と比較してその違いを明確にした上で、c-Fos 陽性細胞と腫瘍との空間的な
位置関係を解析した。 
申請者がこれまでに得た臨床所見と、上記の基礎研究の結果を比較することで、脳深部腫瘍モ



デルとしての妥当性について評価する。 
 
②  脳腫瘍周囲に位置する GABA 神経の形態学的変化の解析 
GABA 神経特異的に黄色蛍光を発する VGAT-Venus transgenic rat の視床へ C6 グリオーマを移
植して脳深部腫瘍モデルを作製した。このラットから脳薄切片を作製し、実験に用いた。移植
した C6グリオーマ細胞の周辺領域に存在する GABA 神経細胞の形態学的変化について解析し、
偽手術群と比較することで、C6 グリオーマによる GABA 神経障害作用を検証した。蛍光顕微鏡
による観察下で C6 グリオーマの認識が困難である点を改善するため、赤色蛍光タンパク質であ
る tdTomato を C6 グリオーマへ導入し、tdTomato 標識 C6 グリオーマを VGAT-Venus transgenic 
rat へ移植することで視認性の改善を図った。さらに、c-Fos を蛍光免疫染色することで、機能
不全に陥ったGABA神経とc-Fos陽性細胞（興奮状態にある細胞）との位置関係について解析し、
申請者の作業仮説を検証した。 
 
４．研究成果 
（１） 
ラット視床における GABA neuron
の局在の解析 
過去の報告によると、視床内のほ
とんどの神経細胞は興奮性ニュ
ーロンであり、抑制性ニューロン
は thalamoreticular nucleus に
のみ局在すると考えられた。これ
を確かめるために、VGAT-venus 
ratの視床の神経細胞を確認した。 
図 1 に示すように、VGAT-venus
陽性細胞は視床内ではごく一部
に陽性になるにとどまり、図譜で
確 認 す る と 、 こ の 領 域 は
thalamoreticular nucleus に一
致することがわかった。 
 
 
 
（２） 
VGAT-venus rat の視床への C6 グリオーマ移植モデルの開発 
 
C6 グリオーマ細胞をラット脳の視床に移植するモデルを確立した。移植後のラットの脳を取り
出し、HE染色により腫瘍が狙った部位に生着していることを確認した（図 2）。生着率は約 100％
であった。 
 
 
（３） 
MRI による解析 
この C6 グリオーマ移植ラットを、
生存している状態で腫瘍細胞の生
着を確認するために、小動物用 MRI
を用いて in vivo 解析を行った。MRI
により、ラットが生存している状態
で、脳内の腫瘍細胞の生着と広がり
を確認することができた（図 3）。こ
の方法で生着を確認できることは、
今後このラットに治療を試用する
際に有用であると考えられた。また、
実験を効率よく行うためにも有用
であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 
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（４） 
tdTomato 標識 C6グリオーマ細胞の移植 
蛍光顕微鏡下での C6グリオーマ細胞の視認性を高めるために、tdTomato 標識 C6 グリオーマ細
胞を作成し、これを VGAT-venus rat に移植することに成功した（図 4）。これにより、腫瘍細
胞、腫瘍周囲の GABA neuron、腫瘍周囲の GABA neuron 以外の細胞を識別することができた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（５） 
腫瘍周囲神経細胞の興奮性の検証 
腫瘍周囲の神経細胞の興奮性を確認するために、抗 C-FOS 抗体（D-1）を用いた免疫染色を行っ
た。すでに抑制性神経細胞は VGAT-venus により標識されているため、これにより興奮性神経細
胞と抑制性神経細胞のそれぞれの興奮性を腫瘍の周囲で確認することができた。 
 
 

図 3 図 3 

図 4 
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