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研究成果の概要（和文）：てんかんの予防を目的にsynaptic vesicle protein 2A(SV2A)の影響を検証した。てんかん
重積発作後にSV2Aと結合するlevetiracetam (LEV)を予防投与した際の新生神経細胞の発現を対照群と比較した。未治
療群では海馬歯状回において新生細胞が増加したが、LEV群では有意に抑制されていた。パッチクランプによる検討の
結果、早期に認められた新生神経細胞は易興奮性をもつ未熟なものであったが、重積後28日まで残存した細胞は成熟神
経細胞と同等の興奮性を示した。これらより、LEVにより早期に出現する未熟な神経細胞を抑制することがてんかんの
予防になり得ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigate our hypothesis that inhibition of SV2A can stabilize the 
neurogenesis and consequently prevent the epileptogenesis. We evaluated an appearance and electrical 
characteristics of newborn cells in the hippocampus after initial seizure insult in this study. We 
counted and observed its morphology of newborn cells among Levetiracetam (LEV) (SV2A stabilizer) 
treatment　and non-treatment groups. The number of newborn neurons in the LEV group was significantly 
less than that of the non-treatment group. Furthermore, LEV made normalized the cell appearance. In the 
results of patch-clump method, early appeared newborn neurons were immature with easily excitable 
characteristics, however survived neuron for 28 days from initial seizure insult showed the same 
electrical characteristics as that of matured neuron. From these results, stabilization of SV2A after an 
initial incentive has a possibility to prevent inducing epileptogenicity through neurogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 軽微な脳への侵襲や初回けいれん発
作が後のてんかんに進展する事が知ら
れている。しかしながら、現在のてんか
ん治療ガイドラインではてんかん発作
への予防的抗てんかん薬投与は推奨さ
れてはいない。今後は、ただ単にてんか
ん発作を抑制するのではなく、てんかん
原性を獲得させない治療、すなわちてん
かんの予防治療が求められる。その為に
はてんかん原性獲得のメカニズムを明
らかにすることが必須である。 
	
 我々は海馬における新生神経細胞が
てんかん発作を惹起している可能性に
ついて研究を行ってきた。その先行研究
の結果からは、初回てんかん発作により
海馬歯状回において神経細胞新生が惹
起されるが、初期の未熟な神経細胞によ
る興奮性と異常回路の形成がてんかん
原性獲得機序の一つであることが考え
られた。 
	
 一方、シナプス前膜のシナプス小胞に
存在する Synaptic vesicle protein 2A 
(SV2A)は、シナプス間隙の神経伝達物質
の調整を行う蛋白であり、SV2Aのノッ
クアウトマウスではてんかん発作が増
強することが知られており、また SV2A
の発現がてんかん発作後に海馬歯状回
門で増強している事も報告されている。 
	
 それらより、初期てんかん発作時に
SV2Aを抑制することが未熟な神経細胞
新生を抑え、てんかん原性獲得に至らし
めない可能性が考えられた。 
	
 現在までてんかん原性解明のために
積極的な研究がなされてきているが、神
経細胞新生がSV2Aを介して生じている
という知見は多くない。てんかん原性獲
得機序の一つでも解明出来れば、海馬に
限らず他部位でのてんかん原性獲得の
解明にも応用が可能になると思われる。
また、既存の抗てんかん薬の作用機序で
あるSV2A抑制により予防的治療が可能
になれば、てんかん患者の減少につなげ
られると期待される。 
	
 

２．研究の目的	
 
	
 初回発作後にSV2Aに結合をする
levetiracetam(LEV)を投与する事で、未
熟な神経細胞の新生を抑制できる可能性
があり、そのことがてんかん原性獲得に
抗するという仮説の元に、新生神経細胞
の数と形状および機能について検討を行
うことを本研究の目的とした。更には、
新生細胞の特徴を免疫組織学的に検討す
ることで、細胞新生のメカニズムを解明
する一助にすることも目的の一つとした。	
 

 
３．研究の方法 
① ピロカルピン腹腔内注入による側頭葉

てんかんモデルを本研究に用いた。週齢

8週、体重 25ｇ前後のオス C57BL6J マウ
スにピロカルピンを腹腔内注射するこ
とでけいれん重積をおこさせ、ジアゼパ
ムによる鎮痙後にLEVを5日間投与した
群(LEV群)と生理食塩水を5日間投与し
た発作対象群を作成、さらには、ピロカ
ルピンを使用しない非発作群で検討を
行った。	
 
	
 

② 新生細胞をマーキングする目的で、発作
誘発 48時間後に定位的手法を用いて海
馬歯状回を穿刺し、レトロウィルスベク
ターを介し Green fluorescent protein 
(GFP)を導入した。	
 
	
 

③ 発作後 7日、14日、28日にマウスより
脳を摘出し、冠状断スライスを作成した
後に免疫組織染色を行い検討した。海馬
歯状回を関心領域とし、GFP 陽性新生細
胞の出現部位、細胞数、細胞の形状、突
起の伸長および形態、免疫組織学的特徴
を比較検討した。	
 
	
 
1） 免疫組織染色に用いた抗体	
 
A) doublecortine(DCX)：未熟な神経細
胞の検出	
 

B) NeuN：成熟神経細胞の検出	
 
C) GFAP：Glia 細胞の検出	
 
D) NG2：Oligodendrocyte の検出	
 
E) ssDNA:	
 アポトーシスの検出	
 

	
 
2）新生神経細胞の細胞数計測	
 
歯状回を顆粒細胞層および下顆粒層
(Granular	
 cell	
 layer/	
 subgranular	
 
cell	
 zone:	
 GCL/SGZ)と海馬門(hilus)
に分けて計測を行った。GFP と DCX に
共陽性を示した細胞を未熟新生神経細
胞とし、GFP と NeuN に染色される細胞
を成熟新生神経細胞と判断した。また、
GFP と NG2 に共陽性所見を示す細胞を
Oligodendrocyte 前駆細胞	
 (OPC)と考
えた。一個体につき 20 の冠状断スライ
スを用いて細胞数を計測し、ANOVA よ
り各群の比較を行った。P<0.05 を統計
学的に有意とした。	
 

	
 
④	
 発作後 7 日、14 日、28 日の時点で摘出

した海馬スライス（300μm）において、
海馬内 GFP 陽性新生神経細胞をパッチ
クランプ法にて静止膜電位(RMP)および
細胞膜抵抗(IR)を測定した。また、電気
刺激に対する神経細胞細胞の発火形態
を観察した。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 



４．研究成果	
 
① 新生神経細胞の細胞数計測	
 

非発作群と比較して、発作対照群では
GCL/SGZ と hilus において GFP/DCX 陽性
細胞数はいずれも有意に増加していた。
LEV 群では発作対照群と比較して有意に
GFP 陽性細胞数が減少していた。LEV 群
は非発作群よりも新生細胞数は増加し
たが、両者の間に有意差はみられなかっ
た（図 1）。また、これらの新生神経細胞
はSEからの日数に従い有意に減少した。
発作後 28 日まで残存した神経細胞は
DCX には陰性で、NeuN に陽性となり成熟
神経細胞に分化していることが考えら
れた。	
 
	
 

	
 
図１：海馬歯状回における新生神経細胞数	
 
14 日目における計測で、LEV 群では、発作
対照群に比べ、有意に新生神経細胞の抑制
が見られた。SE(+)-saline:	
 発作対照群、
SE(+)-LEV:	
 LEV 群、SE(-):	
 非発作群	
 
	
 
	
 

② 新生神経細胞の形態学的考察	
 
	
 GCL/SCZ において、発作対照群の新生細胞
は非発作群と比較し、細胞体の大きさが不整
であり、特に巨大な細胞体を有する神経細胞
が多く見られた。Hilus にも新生神経細胞が
散在しており、dispersion と言われる初期の
海馬硬化症に見られる病理所見に類似して
いた。また、非発作群においては新生神経細
胞の突起は細胞体から GCL 内へほぼ垂直に伸
展するのに対し、発作対照群では著しく蛇行
または SGZ と平行に伸びているものも見られ、
神経細胞と突起の異形成が確認できた。	
 
	
 これに対し LEV 群では、非発作群とほぼ同
様の形態を維持しており、GCL/SCZ にほぼ均
一に同程度の細胞体の大きさを持つ新生神
経細胞が並び、GCL 内にまっすぐ突起を伸ば
している形態が観察された（図 2）。Hilus に
おいては散在する新生神経細胞も見られた
が、発作対照群に比べ、細胞数は有意に減少
していた。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図２:	
 GCL/SGZ の GFP 陽性新生神経細胞の形
態	
 
発作対照群では大小様々の細胞体をもつ新
生神経細胞が見られ、不規則が突起を伸長し
ていたのに対し、LEV 群は非発作対照群と同
様に均一した神経細胞が並び、GCL に向かい
垂直に伸びる突起を認めた。	
 
SE(+)-saline:	
 発作対照群、SE(+)-LEV:	
 LEV
群、SE(-):	
 非発作群	
 
	
 
	
 
③ オリゴデンドロサイト前駆細胞	
 の観察

と計測	
 
	
 発作対照群の歯状回には典型的な新生神
経細胞の他に、放射状の線維を持つ GFP 陽性
細胞が観察された。これらは DCX や GFAP に
は共染色を示さず、NG2 に共陽性となった。
このことより、放射状突起の NG2 陽性新生細
胞は幼若なオリゴデンドロサイト前駆細胞
oligodendrocyte	
 precursor	
 cell(OPC)と判
断した（図 3）。	
 
	
 

	
 
図 3：Oligodendrocyte	
 precursor	
 cell	
 (OPC)
の形態	
 
発作対照群において、GCL/SGZ および Hilus
に NG2 陽性 OPC が見られ、放射状の突起を有
していた。この細胞は GFAP 陰性、DCX 陰性で
あった。	
 
	
 
発作対照群において、OPC は GCL/SGZ、hilus
のいずれにも存在していたが、非発作群では
いずれの部位にも少数見られるのみだった。
このことより、OPC がてんかん発作の重症度
やてんかん原性獲得に何らかの影響を有し
ているのではないかと推察された。	
 
	
 	
 LEV 群においても発現が認められたが、そ
の細胞数は発作対照群のものと比較して有
意に少なく、非発作対照群と比較すると統計
学的有意差がないものであった（図 4）。	
 	
 	
 
	
 GFP/DCX に染色される新生神経細胞と
GFP/NG2 に染色される OPC を合わせた新生細
胞数を図４に示す。各々の計測と同様に発作



対照群では新生細胞数が増加をするのに対
し、新生神経細胞も OPC も LEV 群では非発作
対照群と同程度で抑制されていることが分
かる。	
 
	
 このことより LEV は未熟な神経細胞および
OPC の新生を抑制していることが示された。	
 

	
 
図 4:	
 DG の OPC 数と総 GFP 陽性細胞数	
 
左に GCL/SGZ と Hilus における(DG)新生 OPC
の細胞数を示す。14 日目における計測で、発
作対照群で見られた細胞数の増加が LEV 群で
は抑制されていた。また、DG での GFP 陽性細
胞全体においても同等の傾向が認められた。	
 
SE(+)-saline:	
 発作対照群、SE(+)-LEV:	
 LEV
群、SE(-):	
 非発作群	
 
	
 
④ 海馬のパッチクランプ	
 
	
 新生された神経細胞は、SE後 28日までに
徐々に脱落をした。7日および 14日で認めら
れていた GFP陽性神経細胞は ssDNA陰性、
NeuN陰性であったのに対し、28日で見られ
た GFP陽性神経細胞は ssDNA陰性、NeuN
陽性であった。これらより 28 日まで残存し
た新生細胞はより成熟神経細胞に類似した
形態を有していることが示された。 
	
 パッチクランプによる検討において、7 日
目に見られた GFP陽性神経細胞の RMP、IR
は各々-55mV ~ -70mV、1.2GΩ~ 2.0GΩである
のに対し、28日目のものは-70mV ~ -80mV、
300MΩ~ 1000MΩであった。刺激電極からの
電気刺激に対し、7日目および 14日目の GFP
陽性細胞は単発または稀発の発火を示した
のに対し、28 日目まで残存した GFP 陽性細
胞は、正常対照群と類似する成熟した神経発
火パターンを示した（図 5）。 
	
 これらの所見より、新生神経細胞は成熟過
程でアポトーシスにより脱落し、残存した神
経細胞は形態学的にも電気生理学的にも成
熟していくことが考えられた。一方、14日目
までに見られた神経細胞は未熟であり、より
強い興奮性を有していると言える。一過性の
興奮によりてんかん発作を惹起し、その後脱
落すると考えられた。 
 
⑤ まとめ	
 
	
 SV2Aの抑制(LEV)は 14日目までの未熟な
新生細胞の新生を抑制していると思われ、て
んかん原性の獲得抑制に関与していること
が示唆された。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
図 5.パッチクランプ	
 
7日目および14日目に観察された新生神経細
胞は誘発電気刺激に対し稀発の発火パター
ンを示すのに対し、28 日目まで残存した神経
細胞は正常コントロールと類似した発火パ
ターンを示した。	
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