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研究成果の概要（和文）：薬物抵抗性てんかんには高侵襲な外科的手術以外に有効な治療法が乏しく、新たな医
療技術の開発が望まれている。研究代表者らは薬物抵抗性てんかんを克服する医療技術のシーズとして、前脳基
底部等を標的とした脳深部刺激によりてんかん発作の症状を軽減可能であると前臨床レベルで見いだしていた。
ただし当該脳深部刺激法の臨床応用を見据えた開発推進には、持続的脳刺激による正常脳機能の障害および電極
刺入に伴う侵襲性が課題であった。本研究は、発作時選択的な刺激のデリバリー法および新しい非侵襲的脳刺激
法を新規開発により当該課題を克服可能であると示めした。さらに前脳基底部GABA作動性神経の新規抗てんかん
作用を発見した。

研究成果の概要（英文）：Drug-resistant epilepsy lacks effective treatments other than highly 
invasive surgical resections of seizure foci. Therefore, novel therapeutic technologies that address
 drug-resistant epilepsy have been desired. We had found that deep brain stimulation targeting the 
basal forebrain can alleviate seizure symptoms as a potential medical technology to overcome 
drug-resistant epilepsy in preclinical studies. However, the disruption of normal brain functions by
 continuous stimulation and the high invasiveness of electrode penetration had been major challenges
 in research and development of the deep brain stimulation toward clinical application. In this 
study, found that these challenges can be overcome through time-targeted stimulus deliveries during 
seizures and novel non-invasive brain stimulation technologies.

研究分野： 神経生理学、脳科学、病態神経科学

キーワード： てんかん　実時間シグナル処理　脳深部刺激　光遺伝学　非侵襲的脳刺激　超音波
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研究成果の学術的意義や社会的意義
世界5000万人のてんかん患者のうち約30%が薬剤抵抗性である。特に側頭葉てんかんは難治性である割合が高
い。難治性側頭葉てんかんは就学就労妊娠制限により社会に損失を生じるのみならず、発作により患者の日常生
活に著しく支障をきたし、発作の二次性全般化によって突然死のリスクを高めるため、適切に制御する必要があ
る。本研究により、前脳基底部GABA作動性神経の新規抗てんかん作用が報告され、新しい非侵襲的かつ時空間特
異的な脳刺激法が創出された。当該法の臨床実装は薬物抵抗性てんかんの克服に寄与し得る。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
世界 5000 万人のてんかん患者のうち、約 30%が薬剤抵抗性である。特に側頭葉てんかんは

難治性である割合が高い（１）。難治性側頭葉てんかんは、就学就労妊娠制限により社会に損失を
生じるのみならず、患者の日常生活に著しく支障をきたし、発作の二次性全般化によって突然死
のリスクを高めるため、適切に制御する必要がある（２）。しかしながらこの様な難治性症状に対
して、現状発作焦点部位の外科的切除以外に有効な治療法が乏しい。側頭葉切除はしばしば認知
機能障害など深刻な副作用を伴うため、低侵襲性で有効性の高い新たな治療法が社会的に望ま
れている。 

前脳基底部の一部である内側中隔核は側頭葉（海馬体や海馬傍回）における発振的脳活動（オ
シレーション）を強力に司る（３）。そのため研究代表者は内側中隔核の神経活動へ介入すること
で側頭葉てんかんの発作を制御できる可能性があると考えるに至った。実際我々は側頭葉てん
かんモデルラットを用いて、内側中隔核の電気刺激で発作症状を軽減可能であることをプレリ
ミナリに見いだしていた。この知見は難治性側頭葉てんかんの新規治療法開発に向けた重要な
シーズである。ただしこのシーズの臨床応用に向け、以下の課題が残る。 
 認知機能障害：内側中隔核におけるオシレーションは記憶学習や空間認知などの正常脳

機能に必須であるため、副作用を軽減するためには介入を発作時に限る必要がある。 
 侵襲性：内側中隔核は脳深部に位置するため、介入のためには刺激電極や光ファイバーを

頭蓋内に刺入する必要があり感染症や脳出血のリスクを伴う。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、これらの課題を発作時選択的な刺激のデリバリー法と経頭蓋集束電気刺

激法の開発で、それぞれ克服可能か検証することを目的とした（図１）。さらに内側中隔核刺激
による抗てんかん作用の機序を明らかにするため、細胞種特異的な内側中隔核神経細胞の活性
化実験も実施した。 

 
図１. Development of on-demand transcranial deep brain stimulation technology with epileptic rats. 

 
３．研究の方法 
（１）発作時選択的な刺激のデリバリー 
① ラットモデル 
 合計 50 匹の Long-Evans ラット（野生型 8 匹、遺伝子改変動物 42 匹、3－6 月齢、300－
640 g、雌雄）を用いた（４、５）。遺伝子改変動物は以下の通りである：VGAT-Cre rats (LE-
Slc32a1tm1(cre)Sage; RGD Cat# 12905033; RRID:RGD_12905033), CaMKIIα-Cre rats (LE-Camk2atm1(IRES-

cre)Sage, RGD Cat# 12905032; RRID:RGD_12905032) and ChAT-Cre rats: LE-Tg(ChAT-Cre)5.1Deis, RGD 
Cat# 10401204; RRID:RGD_10401204)。すべての動物実験は、所属研究機関の動物実験倫理委員
会の承認を受け、EU（2003/65/CE）および NIH のガイドラインに従った。 

② 光遺伝学のための遺伝子導入 
 麻酔下動物を脳定位固定装置にマウントし、内側中隔核に Cre DNA リコンビナーゼ依存的に
チャネロドプシン２ を発現するアデノ随伴ウイルスベクターを注入した（AAV5-EF1α-DIO-
hChR2(H134R)-mCherry, UNC Vector Core, Chapel Hill, NC, USA) （４、５）。 

③ 慢性記録・刺激電極の埋め込み手術 
 麻酔下動物を脳定位固定装置にマウントし、両側海馬、右側運動野、右側感覚野、および右側
嗅内野にタングステン線記録電極を慢性留置した。加えて電気刺激のために、海馬交連に双極刺
激電極を慢性留置した。内側中隔核に電気刺激のための双極刺激電極または光遺伝学刺激のた
めの光学カニューレを挿入した （４、５）。 

④ 電気生理記録 
 自由行動動物から合計 30 チャネルの局所電場電位を記録した。シグナルはアナログフィル
ターで 0.3－10 kHz 周波数成分に処理し、500 Hz でサンプリングを行った（４、５）。 



 

 

⑤ 海馬電気キンドリング 
 海馬由来の側頭葉てんかん発作を誘起するため、海馬交連の電気刺激（±20-200 µA, 62.5 Hz, 2 
s） を 1 日 6 回、10 日間行った。全ての動物が海馬交連の電気刺激に対し、後発射を伴う典
型的なてんかん発作症状を呈した（４、５）。 

⑥ 内側中隔核刺激 
 電気刺激として、±400 µA、1 ms 長の矩形波を用いた。光遺伝学刺激として、450 nm 波長の
レーザーダイオード光による 30－40 mW、30 ms 長の矩形波を用いた。海馬交連刺激によるて
んかん発作誘発後、開ループ刺激として、2 分間の内側中隔核刺激を固定周波数（1，8，20 Hz）
で行った。閉ループ刺激としては、海馬における各てんかん波検出をトリガーにして内側中隔核
刺激を行った。その際、てんかん波検出と内側中隔核刺激の間に遅延時間（0, 20, 40, 60 ms）を
導入した（４、５）。 

⑦ 抗発作作用の評価 
 海馬および大脳皮質におけるてんかん波の持続時間、および Racine スケールによる行動評点
で評価した（1：口の動き、2：頭部の揺れ、3：前肢のクローヌス、4：立ち上がり、5：転倒）
（４、５）。 
 
（２）経頭蓋集束電気刺激法の開発 
① 刺激装置 
Intersectional Short Pulse (ISP) 刺激のため、刺激電流を複数の電極対に高速でスイッチする電気
回路を実装した（５，６）。 

② In vivo 細胞外記録 
 合計 19 匹の Long-Evans ラット（350－450 g, 10－16 週齢、雌雄）を用いた。動物を麻酔下
で脳定位固定装置にマウントし、左右の海馬 CA1 領域にそれぞれユニット活動記録用シリコン
プローブ（Buzsaki32-H32; NeuroNexus, Ann Arbor, MI, USA）を刺入した。左右の側頭骨に 3D プ
リントした刺激電極対を瞬間接着剤で固定し、左右の海馬体への刺激集束能を評価した（５，６）。 

③ In vivo 細胞内記録 
 合計 8 匹の Wistar ラット（250－450 g, 8－12 週齢、雄性）を用いた。動物を麻酔下で脳定
位固定装置にマウントし、右側一次視覚野の神経細胞から常法に従ってブラインド全細胞パッ
チクランプ記録を行った。左右の側頭骨もしくは側頭部の皮膚に刺激電極を固定して±100-800 
µA の DC 刺激を行い、膜電位変化および活動電位の頻度変化を評価した。パッチクランプ記録
後、2 次元的に記録部位が配置された細胞外記録電極（Buzsaki32）を同座標に刺入し、電気刺激
による細胞外電位勾配変化を記録した（５，６）。 

④ ヒト献体における頭蓋内電位勾配の記録 
 セゲド大学医学部病理学部門において、死後数日以内のヒト献体を用いた。ドリルを用いて頭
蓋骨に 36 の窓を開け、頭蓋内に自作の 3 次元マトリックス電極を刺入した。経皮的、経頭蓋
的、または直接脳実質に交流電気刺激を行い、頭蓋内電位勾配を評価した（５，６）。 

⑤ 健常ボランティアにおける経頭蓋電気刺激と脳波記録 
 経皮的経頭蓋集束電気刺激法の脳波への影響を、健常ボランティア（22－66 年齢、雄性）に
おいて検討した。被験者が 1－8 mA の ISP 刺激に耐えられることを確認した後、目を閉じた状
態の安静時脳波を常法に従って記録した。その後、同記録条件下において、1 Hz サイン波の ISP 
刺激を側頭部に配置した 6 対の電極を介して適応した。ISP 刺激が頭頂部 P3, P4 における α 
帯活動に与える影響を評価した（５，６）。 
 
４．研究成果 
（１）発作時選択的な刺激のデリバリー 
① 内側中隔核の開ループ、閉ループ電気刺激 
 側頭葉てんかんモデルとして、ラット海馬キンドリングモデルを用いた。海馬交連の電気刺激
により、1－2 分間持続するてんかん波が観察された（４、５）。てんかん波は両側の海馬から始ま
り、その後大脳皮質に全般化した。発作は Racine スケールにおける 4 点の立ち上がり、5 点の
転倒など典型的な行動表現型を伴った。これらの発作表現型に対し、固定周波数での内側中隔核
刺激（開ループ刺激）または発作リズムに応答した内側中隔核刺激（閉ループ刺激）を行った。
閉ループ刺激では、てんかん波検出と刺激の間に遅延時間（0，20，40，60ms）を導入した。 

② 内側中隔核の開ループ刺激はてんかん発作症状を憎悪する 
 内側中隔核の開ループ電気刺激（1，8，20 Hz）は、ラット海馬キンドリングモデルの発作症
状を改善しなかった（４、５）。小規模な焦点発作を模した弱い発作を誘導した際には、むしろ内側
中隔核の開ループ電気刺激は発作症状を憎悪した。 



 

 

③ 内側中隔核の閉ループ刺激はてんかん発作を終息する 
 次に、内側中隔核の閉ループ電気刺激を検討したところ、約半数のトライアルにおいて発作が
速やかに終息した（海馬および大脳皮質におけるてんかん波の持続時間が短縮した）（４、５）。この
結果は、内側中隔核を固定周波数で刺激するのみでは発作の終息に十分ではなく、海馬における
発作（てんかん波）のリズムに合わせて刺激することが、発作終息作用の発現に必要であること
を示唆する。各てんかん波の検出と刺激の遅延時間（0－60 ms）は、発作終息作用に影響しなか
った。 

④ 内側中隔核 GABA 作動性ニューロンの閉ループ刺激は内側てんかん発作を終息する 
 内側中隔核には GABA 作動性ニューロン、コリン作動性ニューロン、グルタミン酸作動性ニ
ューロンの 3 種類の神経細胞種が存在する。閉ループ刺激による抗てんかん作用の機序を解明
する目的で、光遺伝学を利用してそれぞれの神経細胞種を特異的に刺激した。その結果、主に
GABA 作動性ニューロンが内側中隔核の閉ループ刺激による発作終息作用を仲介することが明
らかになった（４、５）。コリン作動性ニューロンおよびグルタミン酸作動性ニューロンの寄与はマ
イナーであった。 

⑤ 内側中隔核コリン作動性ニューロンの刺激は発作感受性を低下する 
 てんかん発作の前兆を検出した場合、内側中隔核刺激等を介して発作の発生や二次性全般化
を防止できるかもしれない。そこで内側中隔核を予め 1 分間 20 Hz で刺激することで、海馬に
おける発作感受性を低下することが可能か検討した（４、５）。その結果、20 Hz の電気刺激や GABA 
作動性ニューロンの刺激は発作感受性を亢進した。グルタミン酸作動性ニューロンの刺激は効
果が無かった。一方、コリン作動性ニューロンの刺激は発作感受性を低下した。このため細胞種
特異的に内側中隔核を刺激すれば、てんかん発作の発生を予防することは可能かもしれない。た
だし 20 Hz 周波数（海馬由来てんかん発作の主要周波数）で単純に内側中隔核を電気刺激する
とてんかん症状を憎悪してしまうため、電気刺激の場合てんかんのリズムに合わせた閉ループ
刺激が適当であることが示唆された。 

（２）経頭蓋集束電気刺激法の開発 
① 経皮的および経頭蓋的電気刺激 
 伝統的に臨床で用いられてきた経頭蓋電気刺激法に関して、どの程度の刺激が頭蓋内に到達
し、それにより神経細胞の活動がどの程度修飾されているかは不明だった。そのため我々は、ま
ずラットおよび死後数日以内のヒト献体を用い、経皮的および経頭蓋的に付加した電気刺激が
頭蓋内にどの程度の電位勾配を生じ、その電位勾配がどの程度神経細胞の膜電位および活動電
位に影響するか、細胞内記録および細胞外記録で検討した（６、７）。その結果、頭皮により 50－80％
の刺激電流がシャントされ、頭蓋内に到達しないことが明らかになった。特に神経細胞の発火頻
度を修飾するためには、1 mV/mm 以上の頭蓋内電位勾配が必要であり、伝統的な経頭蓋電気刺
激（～2mA）では 1 mV/mm の電位勾配を生じ無いことが明らかになった。  

② 集束電気刺激装置の開発 
 この問題を克服するため、我々は新しい経頭蓋集束電気刺激法（Intersectional Short Pulse：ISP 
法）を開発した（図２）（６、７）。ISP 法の原理は、2.5–10 μs 幅の短い電気刺激ビームを複数の電
極対間でタイミングをずらして適応し、刺激を焦点に集束するものである。さらに刺激焦点間の
位相をずらすことで、脳内情報フローを自在に制御することも可能である。 

 
図２．Intersectional Short Pulse stimulation: a focused transcranial electrical stimulation technology. 
A, Stimulus electrode pairs are located on the skull or scalp. Electrical stimulation was temporally 
interleaved at 5–25 µs and rotated within the electrode pairs. The electrical field generated by the 
stimulation is focused to an arbitrary region of the brain. B, Expansion of ISP technology for multiple 
focusing points with two distinct stimulus waveforms (left). Depending on electrode alignment and stimulus 
polarity, multiple brain regions can be stimulated using distinct stimulus waveforms causing the same effect 
(excitatory or inhibitory) on both hemispheres (right). Black arrows indicate information flows with phase 
differences. After Takeuchi Y. and Berényi A. （５） 



 

 

③ ISP 法の刺激集束能の検証 
 麻酔下ラットを用い、ISP 法の空間的に刺激集束能を検討した。すなわち麻酔下ラットで左右
の海馬を刺激し分けることができるか検討したところ、右半球に集束した刺激は左側海馬の神
経活動（神経発火）に影響を与えず、右側海馬における神経活動を優位に修飾することに成功し
た（６、７）。 

④ ISP 法によるヒト脳活動の修飾 
 健常ボランティアにおいて安静時脳波を測定し、ISP 法が脳活動を効果的に変調できるか検証
した（６、７）。脳波測定に加え、6 の刺激電極対を頭皮上に配置し、1 Hz（～9 mA）のサイン波 ISP 
刺激を付加した。その結果、ISP 刺激は頭頂部（P3, P4）において、左右の大脳半球および刺激
の位相選択的に α 帯活動を増強した。この脳活動修飾作用は刺激後速やかに現れ、刺激後速や
かに消失した。すなわち脳活動の長期間に渡る可塑的変化は認められなかった。ISP 法では、刺
激強度を複数の電極対間で時間的に分配するため、従来法の 8 倍にあたる 16 mA まで刺激強度
を上げることができた。副作用として、8 mA 以上の強度で若干の平衡感覚異常、味覚異常、お
よび体性感覚（刺激電極下の痛み）がしばしば認められた。 
 
（３）考察および将来展望 

本研究により、難治性側頭葉てんかんの新しい治療標的脳部位として、内側中隔核を見いだす
ことができた（４、５）。内側中隔核を介するてんかん発作終息作用は主に GABA 作動性ニューロ
ンを介しており、特に閉ループ刺激によりてんかん波のリズムに従って内側中隔核を刺激する
ことが必要であった。さらに新しい経頭蓋集束電気刺激法（ISP 法）の開発に成功した（６、７）。
これらの成果の融合により、難治性てんかんの発作をオンデマンドかつ非侵襲的に制御可能に
なる。実際我々は側頭葉てんかんモデルラットにおいて、発作時選択的に両側海馬体を ISP 法で
集束刺激することで、当該発作を直ちに集束可能であると見出しつつある。また海外研究協力者
である Berényi 博士＠セゲド大学が中心となりスタートアップを設立し ISP 法をヒト用ウェアラ
ブル・埋込医療機器として実装した（Neunos ltd, https://neunos.com/）。2021 年秋より当該機器を
用いて ISP 法によるてんかん制御の臨床研究をブダペストで開始した。最初の患者（レノックス
ガストー症候群）において、生じた 39 発作のうち 33 発作を直ちに終息させた。 

現在超音波による脳刺激法、超音波ニューロモデュレーション法を研究開発中である（８）。超
音波は、非侵襲性と時空間解像度を兼ね備えるため、理想的な脳刺激モダリティーになる可能性
がある。また遺伝学との融合により超音波を用いた細胞種特異的な神経活動操作も可能になり
つつある。 
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