
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２０

基盤研究(C)

2013～2011
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研究成果の概要（和文）：本研究ではてんかんモデルマウスとヒト側頭葉てんかんの海馬（硬化症有、無）を用いて、
炎症性メディエーターなどの脳内環境因子が、てんかん原性変化を有する異常興奮性神経細胞を不活化させ、神経細胞
死を誘導し、てんかん原性となる内側頭葉に与える影響を観察した。てんかんを誘発させた動物に直後レベチラセタム
を投与した群では、海馬で新生神経細胞が減少する現象が観察され、SV2Aがてんかん原性の成因に影響を与えることが
判明した。またヒト海馬硬化症ではCA1、歯状回、海馬支台で細胞外に放出したHMGB1、Toll様受容体が観察され 局所
的な炎症反応の増幅サイクルがあり、海馬硬化性変化に関与することが考察された。

研究成果の概要（英文）：Epileptic seizures cause continuous pathological and electrophysiological hippocam
pul (HIPP) changes, inducing epileptogenesis (EG). Control of this process has not been found until now. A
iming pharmacological control on induced EG, we evaluated treatment effect of levetiracetam (LEV) on patho
logical changes in epileptic mice HIPPi where continuous LEV treatment suppressed epilepsy-induced neuroge
nesis. Preventive LEV treatment potentially inhibits such pathological changes. Cellular and molecular mec
hanisms of EG induction, however, remain unclear. Brain inflammatory mechanisms activation received recent
ly broad attention as a factor in acquired EG. Our preliminary clinical study suggested elevated expressio
n of HMGB1 and TLR4 in sclerotic HIPPi, indicating HMGB1-TLR4 pathway involvement in human EG. More, in hu
man EG HIPP, HMGB1 involved consequently TLR4, probably in relation to HIPP sclerosis induction (CA1> DG> 
CA2) and atrophy,
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１．研究開始当初の背景 
海馬歯状回では成体になっても神経細胞の

新生が続いている事象は、既にコンセンサス

のある事実である。神経細胞新生は、虚血や

てんかん発作などの刺激で誘発され、それら

の侵襲による神経細胞壊死やアポートシス

による神経細胞の脱落を補っていると考え

られている。一方、海馬におけるてんかん原

性獲得の機序には神経細胞新生が原因をな

しているともいわれ、新生による神経細胞の

ターンオーバーの機構や意義については未

だ不明な点が多い。 

難治性てんかんの代表的疾患である海馬硬

化症では、初回発作後の組織破壊につづく慢

性的な病理組織学的・電気生理学的変化が発

作の増悪と再発をもたらすことで海馬がて

んかん原性を獲得し、難治化するとされてい

る。病理学的変化には多様な要素が関与する

が、我々は発作後の神経新生もまたてんかん

原性に強く関与していると考え、先行研究で

側頭葉てんかん患者より摘出海馬を用いて、

神経細胞新生の確認と新生におよぼす環境

因子の解析を行ない、またピロカルピンによ

るてんかんモデルマウスを用いて、てんかん

によって惹起される海馬新生神経細胞の経

時的変化を機能的・形態学的特徴を検証して

きた（平成 20～22 年基盤研究）。具体的には

てんかん発作誘発 24 時間後に、レトロウィ

ルスをベクターとし green fluorescent 

protein (GFP; Lewis and Emerman, 1994)を

導入しマーキングされた細胞（EGFP）に対し、

whole cell patch-clamp 法にて発火パターン

を直接記録し細胞興奮性を検討する観察を

おこなっている。結果、誘発された多くの神

経細胞は脆弱で自然消退するが、少数ながら

易興奮性を獲得する新生細胞が存在し、この

新生細胞はてんかん発作に惹起されたてん

かん原性形成過程の主因のひとつであると

考えている。 

 
２．研究の目的 

てんかん発作が誘導する新生神経細胞は、ど

のような条件下（環境因子）で、慢性期肥大

した突起など、形状の異なった神経細胞へと

変性し異常発火活動を呈するのか検証し、逆

にアポトーシスはどのような条件下で生じ、

環境因子により誘導することは可能かを検

討した。また難治性側頭葉てんかんにて焦点

切除を行なったヒト海馬病変に対し、免疫学

的な考察を行ない、海馬萎縮性変化における

炎症性メディエーターの発現の相違を明ら

かにすることで、海馬硬化症の原因検索を行

なった。本研究成果を基盤とし、薬剤投与や

慢性炎症の抑止など脳内環境因子の干渉に

より、新生細胞の異常興奮性を不活化させ最

終的に神経細胞死へと誘導する治療法を考

慮し、新たなてんかん原性の形成を予防して

んかんの根治を目指す治療法を確立するこ

とが目的である。 

 
３．研究の方法 
（1）てんかん原性形成機序に関与する脳内環

境因子として、シナプス終末のシナプス小胞

蛋白に結合し神経伝達物質の放出を調整し抗

てんかん作用を発揮するlevetiracetam 

(LEV)に着目した。てんかんモデル動物に初回

発作誘発後からLEVを継続的に投与し、神経新

生をはじめとする病的変化に影響を及ぼしう

るかを検証した。8週齢のC57BL6雄マウスにピ

ロカルピン(280mg/kg)を腹腔内投与し、けい

れん重積(status epilepticus: SE)を誘発し

てんかんモデル動物作成し、以下の3群を分類

し比較検討を行なった。A:SE(+)-saline群で

はSE誘発後、生理食塩水を5日間腹腔内投与、

B:SE-LEV群ではSE誘発後、LEV(200mg/kg/day)

を5日間腹腔内投与、C:SE(-)群ではピロカル

ピンを投与せず、生理食塩水を5日間腹腔内投

与した。すべての動物はRacineの分類(Racine, 

1972)に基づいてSEを判定後、ジアゼパム(DZP, 

5mg/kg i.p.)にて発作を鎮静し、SE誘発から

48時間後、GFPで標識したレトロウィルスを定

位手術にて両側歯状回(DG)に注入しSE後の新



生細胞を可視化した後、SE誘発後14日での海

馬検体を比較した。てんかん発作後の神経細

胞は異所性遊走や樹状突起や軸索の異常な蛇

行を示すことが知られるが、GFP陽性新生細胞

を中心に3群間に免疫学的・形態学的な差違が

あるかを検証した。SE誘発後14日摘出した脳

を4% paraformaldehydeにて還流固定後、冷凍

脳組織を30μm厚の冠状スライスにし、0.01M 

PBSにて切片を洗浄1.0% normal donkey serum、

20% SEA block添加0.01M PBSにてblockingし

一時抗体添加後、4℃下overnight incubation

を施行後、PBS-Triton下に二次抗体を添加し2

時間bufferingを行なっている。一次抗体とし

てGFP、Doublecortin、GFAP、NG2を用い、顆

粒細胞層と下顆粒層に存在しGFPと

Doublecortinに共染色するものを新生ニュー

ロンとし、GFPとNG2に共染色を示す細胞をオ

リゴデンドロサイト前駆細胞

（oligodendrocyte precursor cell；OPC）と

した。それぞれの細胞数を顆粒細胞層(GCL)・

下顆粒層(SGZ)とhilus層にあるもので区別し、

計量、片側DGの平均GFP陽性細胞数を記録し、

ANOVAを用いてマウス3群間で平均新生細胞数

を解析した。 

（2）一方ヒト海馬病変に対する免疫組織学

的な検討においては、難治性側頭葉てんかん

の治療として海馬，側頭葉の摘出手術がおこ

なわれた21人(男:女比10: 11、平均年齢35.4

歳)を対象とした。MRI 画像所見で海馬硬化が

確認される 11名(平均 34.5 歳)と判別困難で

あった 10 名(平均 38.2 歳)に分け、2 群間の

海馬 CA1、CA2、DG、海馬支台(SC)各部位の免

疫組織染色について以下の Kluver-Barrera

（ KB）、GFAP、トル様受容体 (TLR4)、

high-mobility group box-1 （ HMGB1 ）、

receptor for advanced glycation end 

products (RAGE)を比較解析した。 

 
４．研究成果 

（1）動物モデルによる実験結果では、形態上

SE(-)群のdendriteはmolecular layer (ML)

にむかい放射状に伸展しており、正常な形態

を呈していた。 一方SE(+)-saline群の

dendriteは蛇行し、一部の細胞ではSGZと並行

に伸展する線維が認められた。 

てんかん発作を誘発させた A;対照群と比較

し、B群;SE-LEV 群の GFP 陽性細胞は、SE(-)

群とほぼ同様の形態を保つものが多く、DG に

おける GFP 陽性新生神経細胞数が減少

(P<0.01)しており、C 群;てんかん発作誘発

(-)との有意差は認められなかった。GFP、NG2

共陽性オリゴデンドロサイト前駆細胞も同

様にてんかん発作後のLEV投与により有意に

減少した。 

 

 

LEV 持続投与は、てんかん発作に惹起される

細胞新生に抑制的な影響を与え、てんかん動

物モデルにおける海馬の病的変性に予防的

な働きを持つ可能性が示唆された。 

 

（2）またヒト側頭葉てんかんの海馬硬化群

の皮質標本では、CA1>DG>CA2においてHMGB1、

TLR4の extra nuclear の免疫反応が強く認め

られた。一方非海馬硬化群では TLR4 の発現

は認められるものの、HMGB1 は遍在グリアと

神経細胞の核にわずかに検出されのみであ

った。てんかん発作を契機として、生体防御



機構を超えた侵襲を受けた細胞よりHMGB1が

細胞外へ受動的に分泌され、細胞外に放出し

た HMGB1 は TLR の内因性リガンドとして働き、

これによりさらなる炎症反応の増幅サイク

ルがおこり、過剰に産生された制御不能な

HMGB1 は致死性因子として働くのではと推察

された。海馬硬化症では HMGB1 と TLR4 の免

疫反応が増加しており、CA1、SC 等の海馬局

所では慢性的に HMGB1 が働き、TLR/RAGE 

signaling pathway が関与し海馬硬化、海馬

萎縮へ移行している可能性が見いだされた。 
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