
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）

２４６０１

若手研究(B)

2015～2012

小児難治性てんかんにおける脳形成異常発生病態解明のための生物化学的研究

Biochemical study for pathological mechanism of brain malformation with intractable 
epilepsy in childhood

６０５７００７５研究者番号：

榊原　崇文（SAKAKIBARA, TAKAFUMI）

奈良県立医科大学・医学部・助教

研究期間：

２４７９１０８１

平成 年 月 日現在２８   ５ ２３

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：　てんかんの有病率は約1.0%、その約20％は小児期に発症する難治性てんかんである。小児
難治性てんかんの原因に限局性皮質異形成（FCD）がある。FCDには、神経細胞とグリア細胞両方の特性をもつ細胞があ
る。本研究は、FCDの発生病態とエピジェネティクス機構（Epi機構）の関与を調べた。
　FCD病巣を対象とし、5メチルシトシンと5メチルシチジンによる免疫組織学的解析とマイクロアレイによる遺伝子発
現解析を行ったが、Epi機構の関与について十分な解明には至らなかった。グリア分化関連蛋白が、Epi機構による神経
細胞分化へ与える影響を調べるため、GFAP発現ベクター導入安定細胞株の樹立と解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：The prevalence of epilepsy is estimated as about 1.0%, of which 20% is 
intractable epilepsy in childhood. Among them, focal cortical dysplasia (FCD) is one of major diseases. 
Especially, FCD type IIb is well known to appear specific cells in the lesion. They are thought to have 
the both biological characters of neuron and astrocyte. However, we have never seen the evidence since 
1970s, the first described those cells. In the present study, we investigated epigenetic mechanism and 
abnormal differentiation of pathological cells in FCD.
We performed immunohistochemistry with the antibodies of 5-methylcytosine and 5-methylcytidine. However, 
there is no different expression pattern of pathological cells. Next, we tried to make inducible 
formation of pathological cells, using GFAP-driven SH-SY5Y (neuroblastoma cell line). We made various 
vectors construct and selected some working vectors. We advance to establish vector-contained cells.
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１．研究開始当初の背景 
てんかんは、有病率約 1%で、その 70～80%
は小児期に発症する比較的頻度の高い疾患
である。てんかん患者の約 30%が薬剤抵抗性
の難治性てんかんを示し、その約 30%は外科
的治療の対象となる。外科治療が行われた小
児難治性てんかんの主な病理組織として限
局性皮質異形成(FCD type I-III)があり、FCD
の発生には遊走と分化の異常が想定されて
いるが、その原因およびてんかん原性獲得の
病態は不明である。また、FCD type IIb には、
分子生物学的に神経細胞およびグリア細胞
の両方の性質を持つ特徴的な細胞(balloon 
cells(BCs))が存在することから、その発生
には胎生期の神経幹細胞の神経細胞とグリ
ア細胞への分化異常が容易に想定される。一
方、神経幹細胞の分化制御機構は、エピジェ
ネティック機構が関与し、時間的・空間的に
厳密に制御されていることが知られている。
FCD に特定の遺伝子変異がないことと FCD の
病巣以外は機能形態学的に異常が無いこと
から、その発生の分子基盤は遺伝子変異では
なくエピジェネティック機構であることが
考えられた。本研究は、この点に着目し、
I)FCD におけるエピジェネティック機構の関
与を定性的に明らかにすること、II)グリア
関連蛋白が、培養ヒト神経芽細胞の分化誘導
過程で、エピジェネティック機構による神経
細胞分化へ与える影響を分子細胞学的およ
び電気生理学的に明らかにすることである。
これにより神経系細胞の分化異常を基盤と
した難治性てんかんの発症病態の解明を行
い、それを基盤とする治療法の開発が期待で
きる。 
 
２．研究の目的 
小児難治性てんかんの多くは、認知行動異
常、知的障害や精神症状を合併することが多
く、家庭や学校を含めた社会生活をしばしば
困難にしている。小児難治性てんかんの中で、
先天性脳形成障害を原因とするものは少な
くなく、限局性皮質異形成（FCD）はその中
で重要な病理組織型のひとつである。FCD 発
生におけるエピジェネティック機構の異常、
グリア関連蛋白が、エピジェネティクス機構
による神経細胞の分化と神経細胞の機能へ
与える影響を明らかにすることを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
本研究は、当該倫理委員会の承認のもと行っ
た。 
I)FCD におけるエピジェネティクス機構の関
与についての定性的検討 
対象は、FCD type I, FCD type IIb, 結節
性硬化症（TSC）と臨床および病理学的に診
断され、治療目的に摘出された患者脳組織。
各パラフィン切片を用いて、Mastoeni D ら
（Neurobiol Aging 2010）が、アルツハイマ

ー病におけるエピジェネティクス機構の関
与を定性的に明らかにした手法を参考にし
て、5 メチルシトシン抗体と 5 メチルシチジ
ン抗体を用いた免疫組織学的検討を行った。
また、FCD type IIb の BCs 発生に関与する特
異的なエピジェネティクス機構関連遺伝子
を同定するため、FCD type IIb の凍結組織の
うち、BCs を含む領域(BCs(+))と BCs を含ま
ない領域（BCs(-))を用いて、マイクロアレ
イ(Affymetrix)によるエピジェネティクス
機構関連遺伝子発現量の解析を行った。 
 
II) グリア関連蛋白が、培養ヒト神経芽細胞
の分化誘導過程で、エピジェネティック機構
による神経細胞分化へ与える影響を検討す
るため、培養ヒト神経芽細胞へ第 3世代テト
ラサイクリン発現誘導システムを用いた
GFAP 発現ベクターの作成と導入を行い、安定
細胞株の樹立を行う。 
培養ヒト神経芽細胞として、SH-SY5Y 
(neuroblastoma cell line)を、第 3 世代テ
トラサイクリン発現誘導システムとして、
Tet-On Ⓡ 3G Inducible Expression System 
(CLONTECH)を,そして GFAP の Human cDNA 
clone は文部科学省ナショナルバイオリソー
スプロジェクトを介して、理研 BRC から提供
された GNP Human cDNA Entry Clone を用い
た。導入された各ベクターの機能評価につい
ては、ルシフェラーゼアッセイ法、蛍光標識
蛋白の発光およびウエスタンブロッティン
グにより標的蛋白質発現解析で確認した。 
 
４． 研究成果 
I)FCD type IIb における 5メチルシトシンお
よび 5メチルシチジン陽性率は、FCD type I
および TSC と比較して、有意な低下を認めな
かった。次に、FCD type IIb の凍結組織につ
いて、各症例における BCs(+)領域と BCs(-)
領域におけるエピジェネティクス機構関連
遺伝子発現量の比較を行った。各症例におけ
る BCs(+)および BCs(-)領域間におけるエピ
ジェネティクス機構関連遺伝子発現量に有
意差を認めなかった。また、BCs(+)領域の平
均と BCs(-)領域の平均を領域間でエピジェ
ネティクス機構関連遺伝子発現量の比較を
行ったが、遺伝子発現量に有意差を認めなか
った。このことは、FCD type IIb を構成する
組織での遺伝子発現には、BCs(+)領域と
BCs(-)領域間での違いがなく。また、FCD type 
IIb 症例間での違いも乏しい可能性がある。
また、このことは、FCD で正常に見える組織
でもその未分化性などがあることを示した
Hanai ら(Seizure 2010)の結果を裏付けるも
のではないかと推察する。本研究では、FCD
におけるエピジェネティクス機構の関与に
ついて十分な解明には至らなかった。 
 
II) 第 3 世代テトラサイクリン（Dox）によ
る GFAP 発現誘導システムをもつ SH-SY5Y 安
定細胞株の樹立のため、まず SH-SY5Y with 



pCMV-Tet3G 細胞株の作成を行った。ルシフェ
ラ ー ゼ ア ッ セ イ に よ り SH-SY5Y with 
pCMV-Tet3G 細胞株の樹立を確認した。次に、
RIKEN_CloneからDox誘導GFAP発現ベクター
を作成した。作成したベクターを SH-SY5Y 
with pCMV-Tet3G 細胞株へ導入を行った。導
入した細胞における蛍光標識蛋白の発光と
GFAP 発現をウエスタンブロッティングで確
認した。次に、安定細胞株樹立のため、
SH-SY5Y with pCMV-Tet3G 細胞株へ Dox 誘導
GFAP 発現ベクターと選択マーカー遺伝子の
共導入を行った。培養液の種類、FBS 濃度、
トランスフェクション試薬の種類・濃度・作
用時間および導入ベクターの濃度の調整を
行 っ た 。 本 研 究 で は 、 SH-SY5Y with 
pCMV-Tet3G 細胞株と Dox 誘導 GFAP 発現ベク
ターの一過性導入を確立できたが、安定細胞
株の樹立には至っていない。本研究で得られ
た SH-SY5Y with pCMV-Tet3G 細胞株と Dox 誘
導 GFAP 発現ベクターの一過性導入の確立に
より、分化誘導前の SH-SY5Y において、GFAP
がエピジェネティック機構による神経細胞
分化へ与える影響を明らかにすることが期
待できる。また、Dox 誘導 GFAP 発現ベクター
の再編成を行い、Dox による GFAP 発現誘導シ
ステムをもつSH-SY5Y安定細胞株樹立を引き
続き進めている。 
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