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研究成果の概要（和文）：胎児脳に冷却損傷を与え両側皮質に異形成を作成したラットでは海馬

から生じる自発てんかん発作を生じた．免疫染色定量評価では，皮質異形成部のグルタミン受

容体興奮性の増大に続いて海馬のグルタミン受容体興奮性の増大を認め，Phase locking 解析

では異形成部と海馬の同期性が発作前に増加した．これらは，皮質‐海馬のネットワークを介

して海馬の興奮性が経時的に増大していくことを示唆していると考えられた． 

 
研究成果の概要（英文）：Applying freeze lesioning in the bilateral frontoparietal lobes during 

the prenatal period, we developed a cortical dysplasia rat model that can show spontaneous 

temporal lobe seizures. Immunohistochemical examinations using semiquantitative 

densitometry revealed the glutamine hyper-excitability at dysplasic lesion accelerate the 

hippocampal excitability. Phase locking analysis between dysplasic lesion and 

hippocampus showed the increment of synchronization between these two structures 

before the start of hippocampal seizure. These findings suggest the excitability in 

hippocampus increases gradually via the network between cortical dysplasia and 

hippocampus. 
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科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
１．研究開始当初の背景 

局所皮質形成異常は難治性てんかんの外
科的治療を受けたヒトにてしばしば認めら
れ，異常な皮質構築を特徴として時に異常な
細胞も認められる．ヒトの異形成の新皮質よ
り摘出した脳のスライスを用いた In vitro の
研究では，内因性の興奮性の存在が証明され
ている．また，MRI で認められた異形成の皮
質より脳波記録や脳磁図の記録にて内因性
のてんかん原性が明らかにされている．さら
に，異形成部に挿入した脳波記録では発作期
や発作間欠期のてんかん性放電が認められ
ている．しかしながら，明らかに神経学的な
異常を有していない症例においても局所皮
質異形成が MRI で認められることもある．
このように，局所皮質異形成のてんかん原性
に対する機序は未だよく分かっていない．
我々は以前の報告で，出生前の胎児期ラット
の頭蓋に凍結損傷を与えて一側の大脳半球
に皮質異形成を生じる新たな局所皮質異形
成ラットモデルを作製した．このモデルの局
所皮質異形成では，著明な皮質の層構造異常
を伴っており，樹状突起や軸索の方向性も失
われていた．さらに，シャム手術のコントロ
ールラットと比較して皮質と海馬において
有意に電気刺激後の後放電の持続時間の延
長がみられ，さらには海馬てんかん獲得が有
意に早い段階で完成した．今回の研究におい
て，我々は胎生期後期のラットの両側頭蓋に
凍結損傷を与えることによって両側の大脳
半球に局所皮質異形成を有する新しいラッ
トモデルを作製した．  

 

２．研究の目的 

この研究の目的は，前頭葉の皮質異形成病
変が，どのように興奮性の増大をもたらし，
何故海馬で易てんかん性が生じるのかを明
らかにすることである． 

 

３．研究の方法 

Sprague-Dawley（SD）ラットの妊娠 18日
目にペントバルビタール（50mg/kg，腹腔内
投与）にて全身麻酔．リドカインによる局所
麻酔を下腹部皮膚，腹直筋，腹膜に行ったの
ち，腹部を縦に切開し，両側の子宮を部分的
に腹腔内から取り出した．直径2.3 mm の半
球性の先端を持った金属性のプローブを子
宮壁外から 4秒間，ラット胎児の頭蓋部に接
触させた．手術後，子宮を腹腔内に戻し，0.9%
生理食塩水で腹腔内を満たした．腹膜，筋層，
皮膚を縫合し，母ラットをケージに戻し，麻
酔から覚醒するまで保温した．母ラットは出
産まで通常通りに飼育した．子ラットは胎生
22日目で出生し，出生後 28日目まで母ラッ

トに飼育された． 
子ラットは以下のように分類した：グループ
A；それぞれの大脳半球に縦方向に 2ヶ所の
病変，14匹），グループ B：胎生期に凍結損
傷を与えないが、グループ Aと同様の位置に
偽凍結損傷を与えた（11匹）．グループ Aは
さらに 2つのグループに分類；グループ A1
は出生後 77日目まで脳波記録を実施した群
（9匹），グループ A2は、脳波記録を実施せ
ずに出生 28日目でサクリファイスされた（5
匹）．グループ Bも 2つのグループに分類；
グループB1は出生後 77日目まで脳波記録（6
匹），グループ B2 は脳波記録なしに出生後
28日目でサクリファイスした．すべての実験
は九州大学動物実験ガイドラインに沿って
行い，使用動物数と動物の苦痛を最小限にす
るように計画した． 
ニクロム線を（直径 0.2 mm）をねじって 2
重にしたものを深部記録電極として，両側の
前内側部（ブレグマから 2 mm 前方，正中か
ら 4 mm 外側，皮質表面から 1 mm 深部）と両
側海馬 C3領域（ブレグマから 4 mm 後方，正
中から 5 mm 外側，皮質表面から 5.5 mm 深部）
に定位的に埋め込んだ．基準電極としてねじ
電極を前頭骨に設置した．グループ A1, B1
にて出生後 35日目から 77日目までの間，3
日間毎に 12時間，脳波とビデオにてラット
の脳波と行動を記録した． 
組織学的および免疫組織科学的検討を行う
ために、グループ A2と B2 は出生後 28日目
でサクリファイスされ，グループ A1、B1 は
脳波記録後の出生後 78日目でサクリファイ
スされた．組織は 4μm毎に切片を作成しヘ
マトキシリン-エオジン（HE）染色とクルー
バー-バレラ（KB）染色を行った．glutamic 
acid decarboxylase 65/67 (GAD65/67)、
NMDAR1 (NR1)、-2A (NR2A)、-2B (NR2B)、
glutamate/aspartate transporter (GLAST)、
glial glutamate transporter 1 (GLT1)で免
疫染色を行い，Image J version 1.43u 
software for Windows （based on NIH Image; 
Wayne Rasband, NIH, Maryland, USA）を用
いたデンシトメトリーによる半定量的解析
を行った．グループ A1，A2，B1，B2 それぞ
れのラット 5匹の海馬 C1と C3 領域から錐体
細胞または細胞間領域を選択した（GAD 65/67, 
n=170 細胞; NR1, NR2A, NR2B, n=250 細胞; 
GLAST and GLT1, n=100 領域）．同様に，各グ
ループのラット 5匹に対しグループ A1，A2
からは皮質異形成部，グループB1，B2 から
は正常皮質の細胞または細胞間領域をそれ
ぞれ選択した．GAD65/67，NR1，NR2A，NR2B
染色に対しては，核を除いた細胞質の濃度を
測定して正常皮質下白質の濃度を標準化の



ために引き算した．GLAST と GLT1 染色に対し
ては，それぞれ約 5000 ピクセルの領域の濃
度を測定して，同様に標準化のために正常皮
質下白質の濃度を引き算した．比較には
Unpaired t 検定を用いた． 
海馬と皮質異形成部のてんかん性活動の関
連をみるために，発作前 2分～発作終了後 2
分までの左皮質異形成部（Ch1），右皮質異形
成部（Ch2），左海馬（Ch3），右海馬（Ch4）
の深部電極の活動を抽出し，Phase lag index 
(PLI)を用いて，10秒間のエポック毎，周波
数(2-40Hz)毎にチャンネル間の同期を評価
した． 
 
４．研究成果 
（１）グループ A1 の 9 匹中 7 匹のラットに
おいて出生後 47～72日目の間に計 15回の自
発性の海馬発作がみられた．脳波上，自発性
海馬発作のてんかん性放電は両側の海馬に
限局していて皮質には及んではいなかった
（図１AおよびB）．自発発作はグループ Bで
はみられなかった．脳波上の海馬発作時の臨
床的な発作症状は，長時間持続する無動，口
周囲の動き，強く体幹全体を振るわせる動き
が観察され，痙攣はみられなかった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）組織切片では HEおよび KB染色にて皮
質形成異常が認められ，皮質の層構造は完全
に破綻しており，極性を失った様々なサイズ
の神経細胞群がこの領域においてみられ，異
所性の皮質が時にみられた．異常部位に近接
する内側と外側の皮質はともに正常な皮質
構造を呈していた．Binucleated neurons、
balloon cells、dysmorphic neurons といっ
た異常細胞は認められなかった．海馬では著
明な異常はみられなかった．発作を起こした
ラットと起こさなかったラットの皮質の病
変と海馬において有意な違いはみられなか
った． 
（３）免疫染色による半定量では，コントロ
ールラットと比較して，グループ A2 のラッ
トの海馬にてNR2A とNR2Bの染色強度が有意
に上昇していたが，GAD 65/67, NR1, GLAST,  
GLT1 の染色強度に違いはみられなかった（図

2A; NR2A: p < 0.0001; NR2B: p < 0.01）．
A1 のラットでは海馬の NR1, NR2A, NR2B, 
GLAST, GLT1 の染色強度が有意に上昇してい
たが（図 2B; p < 0.0001），GAD 65/67 の染
色強度に違いはみられなかった．グループA2
ラットの皮質異形成部において NR1, NR2A, 
NR2B, GLAST, GLT1 の染色強度が有意に上昇
していたが（図 2C; NR1, NR2B, GLAST and 
GLT1: p < 0.0001; NR2A: p < 0.01），GAD 65/67
の染色強度に違いはみられなかった．グルー
プ A1 ラットの皮質異形成部において NR1, 
NR2A, NR2B, GLAST, GLT1 の染色強度が有意
に上昇していた（図 2D; p < 0.0001）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）Phase locking 解析では，発作前に皮
質異形成部と海馬が同期して活動する現象
がみられ，海馬発作時には両側海馬の同期が
見られた（図３）． 
 
 図３ 
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（結論）胎児脳に冷却損傷を与え，両側皮質
に異形成を作成したラットでは，海馬から生
じる自発てんかん発作を生じ，症候はヒト側
頭葉てんかんに酷似していた．免疫染色定量
評価では，生後 28 日では皮質異形成部のグ
ルタミン受容体興奮性と GLAST,GLT1 の増大
および海馬のグルタミン受容体興奮性の増
大を認め，生後 78 日目ではこれらの増大が
より顕著となり，海馬では生後 28 日目では
認めなかった GLAST,GLT1 の増大も認めるよ

図１ 

図２ 

 

 

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

10

20

30

40

0

0.5

1

 

 

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

10

20

30

40

0

0.5

1

 

 

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

10

20

30

40

0

0.5

1

 

 

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

10

20

30

40

0

0.5

1

 

 

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

10

20

30

40

0

0.5

1

 

 

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

10

20

30

40

0

0.5

1

 

 

50 100 150 200 250

10

20

30

40

0

0.5

1

 

 

50 100 150 200 250

10

20

30

40

0

0.5

1

 

 

50 100 150 200 250

10

20

30

40

0

0.5

1

 

 

50 100 150 200 250

10

20

30

40

0

0.5

1

 

 

50 100 150 200 250

10

20

30

40

0

0.5

1

 

 

50 100 150 200 250

10

20

30

40

0

0.5

1

 

 

50 100 150 200 250

10

20

30

40

0

0.5

1

 

 

50 100 150 200 250

10

20

30

40

0

0.5

1

 

 

50 100 150 200 250

10

20

30

40

0

0.5

1

 

 

50 100 150 200 250

10

20

30

40

0

0.5

1

 

 

50 100 150 200 250

10

20

30

40

0

0.5

1

 

 

50 100 150 200 250

10

20

30

40

0

0.5

1

    



うになった．Phase locking 解析では異形成
部と海馬の同期性が発作前に増加する現象
がみられた．これらは，前頭葉に皮質異形成
が存在することにより皮質‐海馬のネット
ワークを介して海馬の興奮性が経時的に増
大していくことを示唆していると考えられ
た． 
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