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研究成果の概要（和文）： 

 側頭葉てんかんは難治性の疾患であり、海馬の苔状線維発芽の形成が発症原因のひとつであ

る。申請者は本研究において、分泌性 Wnt 阻害タンパクである sFRP3 が成体海馬に強く発現し、

sFRP3 ノックアウトマウスでは苔状線維発芽が促進されることを発見した。これにより sFRP3

が苔状線維発芽を抑制的に制御する重要な因子でありことが判明し、今後側頭葉てんかん発症

のメカニズム解明と治療法の開発に結びつく可能性があると思われる。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Temporal lobe epilepsy is associated with circuit rearrangements within the 
hippocampus. Mossy fibers sprout and pathologically innervate the inner molecular 
layer of the dentate gyrus, providing a recurrent excitatory pathway not detected 
in the normal brain. Here we report that the expression of secreted Frizzled-related 
protein 3 (sFRP3), a Wnt inhibitor highly expressed in the adult dentate gyrus, is 
rapidly suppressed by pilocarpine-induced status epilepticus, and then recovered to 
normal level in four weeks.  Furthermore, the deletion of the gene encoding sFRP3 
promoted innervations of mossy fiber into inner molecular layer after pilocarpine 
treatment.  This study identifies sFRP3 as a key regulator of mossy fiber sprouting 
and temporal lobe epilepsy. 
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１．研究開始当初の背景 
 てんかんは様々な病因により生じる慢性
の脳疾患であり、大脳神経細胞の過剰放電に
由来する反復性の発作を主な症状として多
様な臨床症状を呈する。なかでも側頭葉てん
かんは成人にみられるもっとも一般的な難
治性てんかんであり、主に海馬・扁桃体とい
った側頭葉内側部に端を発する自発的な進
行性てんかん発作によって特徴づけられる。  
 海馬にいくつかの病理的所見が見られる
が、その中でも‘苔状線維発芽’はとりわけ
頻繁に生じ、実験動物モデルでも再現性よく
観察される。通常、歯状回の顆粒細胞の軸索
である苔状線維は歯状回門やＣＡ３野の標
的細胞とシナプスを形成するが、側頭葉てん
かん患者の海馬では歯状回門での苔状線維
の異常分岐や過剰なシナプスの形成など、こ
の投射パターンの崩壊像が見られる。これが
‘苔状線維発芽’である。この現象が注目さ
れる理由は、結果として海馬神経ネットワー
クのパターンが大きく変化する点にある。す
なわち発芽によって顆粒細胞は再帰型の興
奮性入力を受けるようになり、これによって
歯状回の興奮性が上昇し、てんかんの悪化や
慢性化の引き金になると考えられる。したが
ってこの苔状線維発芽の予防が側頭葉てん
かんの治療となることが期待されるが、発芽
を制御する分子メカニズムについてはあま
り分かっていない。 
 
２．研究の目的 
 我々は神経回路の形成メカニズムを研究
するにあたり、成体海馬における神経新生と
その制御因子であるＷｎｔ経路に焦点を当
てて研究を続けてきた。そして分泌性Ｗｎｔ
阻害蛋白のひとつであるｓＦＲＰ３が成体
海馬に強く発現し、神経新生を制御する重要
な因子であることを発見した。ｓＦＲＰ３は
神経新生と細胞の形態変化を抑制的に制御
しており、ｓＦＲＰ３ノックアウトマウスで
は新生した細胞の増殖・移動・樹状突起伸長
の各過程が促進されている。注目すべきこと
は、ｓＦＲＰ３の発現が神経活動により厳密
に調節されていることである。すなわち、電
気刺激を与えるとｓＦＲＰ３の発現量は劇
的に低下し、Ｗｎｔ経路が活性化され、結果
的に神経新生が活発化される。このようにｓ
ＦＲＰ３は海馬歯状回における神経ネット
ワークの再構成を制御する鍵となる因子で
あることが明らかとなった。苔状線維は歯状
回顆粒細胞の軸索であり、てんかん刺激を受
けた際の軸索伸長もこのｓＦＲＰ３によっ
て制御されているのではないだろうか。そこ
で‘てんかん発作による海馬での電気刺激は
ｓＦＲＰ３の発現量を減少させ、それがＷｎ
ｔ経路の脱抑制を介して歯状回顆粒細胞の
軸索伸長を引き起こし、結果として苔状線維

発芽を誘導する’という仮説を立て、ｉｎ 
ｖｉｔｒｏ / ｉｎ ｖｉｖｏの系を組み合
わせてこの仮説の検証を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）ピロカルピンてんかん重積モデル 
 雌Ｃ５８ＢＬ／６マウスにメチルスコポ
ラミン（２ｍｇ／ｋｇ）を腹腔内に投与し、
その３０分後にピロカルピン（３２０ｍｇ／
ｋｇ）の腹腔内投与を行った。ピロカルピン
投与後２時間以内にレベルＩＩＩ－ＩＶの
けいれん発作を呈したマウスのみをその後
の実験に用いた。対照群はピロカルピンの代
わりに同量の生理食塩水を投与した。 
 
（２）Ｔｉｍｍ染色 
 ネンブタールによってマウスに麻酔をか
けたのち硫化ナトリウム溶液１００ｍｌで
灌流を行い、血液を除去したのちに４％パラ
ホルムアルデヒドで固定を行った。脳を取り
出し後固定したのち凍結組織から脳切片（４
０μｍ）を作成した。スライド上の切片を 
Ａｒａｂｉｃ ｇｕｍ ／ ｈｙｄｒｏｑ
ｕｉｎｏｎｅ ／ ｓｉｌｖｅｒ ｎｉｔ
ｒａｔｅ）溶液に１時間浸したのち、アルコ
ール系列（５０，７０，８０，９０，１００％
希釈)とキシレンで脱水・脱脂処理を行った。 
 
（３）定量ＲＴ－ＰＣＲ 
マウス脳から海馬を取り出し、ドライアイス
上で速やかに凍結したのちＱＩＡＧＥＮ 
ＲＮｅａｓｙ ｋｉｔを用いてＲＮＡ抽出
をおこなった。逆転写反応によりｃＤＮＡを
作成しＳＹＢＲ－ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ ｍ
ａｓｔｅｒ ｍｉｘで反応させ、ＡＢＩ Ｐ
ＲＩＳＭ ７９００Ｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ 
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍを用い
てｍＲＮＡ定量をおこなった。内部対照とし
てはＧＡＰＤＨを用いた。 
ＧＡＰＤＨ：５′－ＧＴＡＴＴＧＧＧＣＧＣ
ＣＴＧＧＴＣＡＣＣ－３′（ｆｏｒｗａｒ
ｄ）, ５′－ＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴ
ＧＧＴＧＡＴＧＧ－３′（ｒｅｖｅｒｓｅ） 
ｓＦＲＰ３：５′－ＣＡＡＧＧＧＡＣＡＣＣ
ＧＴＣＡＡＴＣＴＴ－３′（ｆｏｒｗａｒ
ｄ）, ５′－ＣＡＴＡＴＣＣＣＡＧＣＧＣＴ
ＴＧＡＣＴＴ－３′（ｒｅｖｅｒｓｅ） 
いずれの反応も 3回ずつ行い、ｓＦＲＰ３の
平均値をＧＡＰＤＨの平均値で標準化を行
った。 
 
（４）ｓＦＲＰ３ノックアウトマウス 
ｓＦＲＰ３ノックアウトマウスはＪｏｈｎ
ｓ Ｈｏｐｋｉｎｓ大学のＪ．Ｎａｔｈａｎ
ｓ研究室によって作成された。このマウスに
ついては、発生期に異常は見られず、成体の
脳の形態についても野生型と変わりがない



ことをＨＥ染色・ニッスル染色により確認済
みである 
４．研究成果 
 仮説‘ｓＦＲＰ３は顆粒細胞の軸索伸長を
抑制的に制御しており、てんかん発作時の電
気的刺激によるｓＦＲＰ３発現量の減少が
苔状線維発芽を誘導する’を検証するため、
以下のように実験を行った。 
 
（１）てんかんモデルにおけるｓＦＲＰ３発
現レベルの変化 
 ムスカリンアゴニストであるピロカルピ
ン投与モデルはけいれん重積発作を誘発す
る方法として信頼性のある動物モデルであ
る。ピロカルピンの投与後数分以内にマウス
はけいれん重積発作の状態を呈し、その発作
は抗けいれん薬を投与するまで持続する。苔
状線維発芽を誘発する刺激により、海馬歯状
回におけるｓＦＲＰ３の発現がどのように
変化するかについて、ピロカルピン投与後の
けいれん重積発作モデルを用いて調べた。重
積発作誘発後のマウスの脳を取り出し、海馬
組織からＲＮＡを抽出して定量的ＲＴ－Ｐ
ＣＲによって経時的に調べた。ｓＦＲＰ３の
発現量はピロカルピン投与後に速やかに減
少し、1 日後には約５５％まで低下した。そ
してそののちゆっくりともとのレベルに回
復することが分かった（Ｆｉｇ． 1）。この
ｓＦＲＰ３発現量の変化は電気ショック投
与によるものと同じ傾向を示し、発現低下の
程度も類似しているが、回復の速度は電気シ
ョック投与時よりも遅く、４週間かかること
が分かった。 
 
Fig.1 ピロカルピン投与によるけいれん重
積発作誘発後の海馬におけるｓＦＲＰ３発
現量の変化 
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（２）ｓＦＲＰ３ノックアウトマウスにおけ
る苔状線維発芽の促進 
ｓＦＲＰ３発現量の低下が苔状線維発芽を
促進することを示すため、ｓＦＲＰ３ノック
アウトマウスをもちいて実験を行った。ピロ
カルピンを投与されたマウスは、急性期の重
積発作ののち数週間のあいだに苔状線維発
芽を含めた神経回路の再構築が起こり、てん
かん発作の慢性期症状を呈するようになる。

ｓＦＲＰ３ノックアウトマウスのホモ型に
ピロカルピンを投与することによっててん
かん重積発作を誘発し、おなじく発作を誘発
された同胞野生型とのあいだで苔状線維発
芽形成の違いについて比較した。苔状線維は
亜鉛を多く含んでおり、それを利用したＴｉ
ｍｍ染色により特異的に染色することが可
能である。そこでピロカルピン投与の３０日
後にＴｉｍｍ染色を行い、苔状線維を染色し、
発芽の程度を比べた（Ｆｉｇ．３）。ピロカ
ルピン投与によるてんかん重積発作の誘発
の程度や持続時間、死亡個体の数などにとく
に変化はみられなかった。その結果、ノック
アウトマウスでは野生型に比べ、より早期か
ら苔状線維の側枝が歯状回の内側分子層で
異常シナプスを形成（矢印）しており、苔状
線維発芽の促進されていることが判明した。 
 

Fig.2 けいれん重積発作誘発３０日後にお

けるｓＦＲＰ３ノックアウトマウスの苔状
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 我々のこれまでの研究により、ｓＦＲＰ３
は成体海馬における神経回路の再構築を制
御する重要な因子であることが判明した。そ
して興味深いことに電気刺激を与えるとｓ
ＦＲＰ３の発現量が劇的に低下し、Ｗｎｔ経
路が活性化され、歯状回顆粒細胞の形態がダ
イナミックに変化することが明らかとなっ
た。てんかん発作とは神経細胞への電気的刺
激に他ならない。てんかん発作による電気的
刺激が苔状線維発芽（＝顆粒細胞の軸索伸
長）を引き起こすのであれば、両者のあいだ
にｓＦＲＰ３がｋｅｙ ｍｏｌｅｃｕｌｅと
して機能している可能性は十分に考えられ
るであろう。実際今回の研究により、てんか
んモデルとして多く利用されるピロカルピ
ン投与モデルにおいて、ｓＦＲＰ３ｍＲＮＡ
は電気ショック投与時と同じく速やかに減
少し、しかもその回復には単発の電気ショッ
ク投与時より長く、約４週間を要することが
分かった。さらに苔状線維発芽の様子をＴｉ



ｍｍ染色で観察したところ、ピロカルピン投
与３０日後に野生型ではまだ苔状線維発芽
が見られていないにもかかわらず、ｓＦＲＰ
３ノックアウトマウスの海馬では明らかに
シナプスの異常形成が見られていた。このこ
とはｓＦＲＰ３の発現量変化が顆粒細胞の
軸索伸長、ひいては苔状線維発芽の形成に強
い影響を及ぼしていることを示す。また単発
の電気刺激では苔状線維発芽を誘導しない
が、これはｓＦＲＰ３の発現抑制が短期間で
あるためであると考えられる。 
 本研究での問題点は、ｓＦＲＰ３は胎生期
の脳にも発現しているが、今回用いるのはコ
ンディショナルでなく通常のノックアウト
マウスであるため、発生期における影響を否
定しきれない点である。そのため今後､ＲＮ
Ａｉをもつレトロ・レンチウイルスのインジ
ェクションによるｓＦＲＰ３のノックダウ
ンを行い重積発作誘発マウスにおける軸索
の長さの変化を見る必要もあると考えられ
る。 
 本研究で得られた結果により、ｓＦＲＰ３
が側頭葉てんかんの発症メカニズムに強く
関与していることを示唆している。では側頭
葉てんかんの発症を防止する、あるいは症状
の軽減を図るにはどうすればよいのだろう
か。すでに述べた仮定が正しいとするならば、
ｓＦＲＰ３の発現抑制を止めるような処置
あるいはｓＦＲＰ３の投与などが苔状線維
発芽を抑制すると考えられる。この可能性を
検討するため、現在レトロ／レンチウイルス
投与による海馬へのｓＦＲＰ３の過剰発現
を行っているところである。レトロウイルス
は増殖中の細胞にのみ感染するため、ＧＦＰ
を発現するレトロウイルスを野生型マウス
の海馬歯状回に打ち込むことで同じ日齢の
新生ニューロン間で軸索の長さを比較する
ことができる。ｓＦＲＰ３ｃＤＮＡ－ＩＲＥ
Ｓ－ＧＦＰを組み込んだレンチウイルスを
海馬へ打ち込むことによって、ｓＦＲＰ３の
ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓな過剰発現が軸索変
化に与える効果を見ることができるであろ
う。またさらに、ｓＦＲＰ３－ＩＲＥＳ－ｔ
ｄＴｏｍａｔｏを過剰発現するレンチウイ
ルスも作成し、ＧＦＰを発現するレトロウイ
ルスとともにインジェクションすることで、
分泌されたｓＦＲＰ３の効果を見ることも
できるだろう。この場合ｔｄＴｏｍａｔｏ陽
性、すなわちｓＦＲＰ３が過剰発現している
部位にあるＧＦＰ陽性ニューロンの軸索の
長さに注目する。いずれの実験においても、
レトロ・レンチウイルスをインジェクション
した 1週間後にマウスにピロカルピンを投与
してけいれん重積発作を誘導し、その２８日
後に脳を取り出してことでｓＦＲＰ３によ
る歯状回顆粒細胞の軸索伸張に対する影響
を解析する。仮説どおりであれば、ｓＦＲＰ

３が過剰発現している部位にあるＧＦＰ
（＋）ニューロンではコントロールに比べて
軸索伸張が抑制されていると考えられる。 
さらによりｉｎ ｖｉｖｏでの反応を確か
めるために、浸透圧ポンプを用いたリコンビ
ナントｓＦＲＰ３の脳室内への持続投与な
どの実験を行う予定である。浸透圧ポンプの
注入部の針は太いので、海馬への損傷あるい
は炎症の発生を防ぐ為、あえて海馬でなく脳
室への注入を考えている。 
もしこの研究結果から得られた仮定が正し
いことを示すことができれば、ｓＦＲＰ３の
投与が苔状線維発芽の抑制につながると考
えられ、今後てんかん発作の発症・悪化を抑
制する因子として重要な知見をもたらすこ
とができると期待される。 
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