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研究成果の概要（和文）：内側側頭葉てんかんの発作は海馬から起こる。しかしながら、外科治療として摘出さ
れた海馬組織においては、海馬における神経細胞脱落が観察され、海馬硬化症と呼ばれている。我々は、内側側
頭葉てんかん患者から切除された海馬組織を培養し、このてんかん原性を解析した。フラビン蛍光イメージング
法と局所電場電位測定により、海馬支脚から発作が起始することを見出した。更に、海馬支脚においては、内向
き整流性K+チャネル(Kir4.1)の発現が低下したアストロサイトが認められた。このことから、内側側頭葉てんか
んのてんかん原性の獲得には海馬支脚の細胞外腔におけるK+恒常性の破綻が関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Mesial temporal lobe epilepsy (MTLE) is the most frequent focal epileptic 
syndrome in adults, and the majority of seizures originate primarily from the hippocampus. The 
resected hippocampus shows several degrees of neuronal loss (hippocampal sclerosis: HS), accordingly
 there would arise a paradox between clinical and pathological findings; how these atrophic tissues 
cause epilepsy? Here we investigated epileptiform activities using hippocampal specimens taken from 
MTLE patients ex vivo. Flavoprotein fluorescence imaging and local field potential recordings (LFPs)
 revealed that epileptiform activities were arise from subiculum of MTLE groups. Moreover, loss of 
inwardly rectifying K+ channel 4.1 (Kir 4.1) was evident in the astrocytes of the subiculum of HS. 
These results suggest that epileptogenic mechanisms would correlate to the distinct pathologies, and
 Kir 4.1 may play a pivotal role in epileptogensis of the HS.

研究分野：神経病理学
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１．研究開始当初の背景 
てんかんは罹患率の高い症候群である。近年、
てんかんの原因となる脳病巣に対し、文字通
りメスが入れられる様になったことから、そ
の診療・研究の両面で神経病理学が関与する
状況は一変した。すなわち、局在性難治てん
かん患者に対する外科的切除脳を組織診断
する機会が増え、このことは同時に、こうし
た標本リソースを用いたさまざまな研究を
展開し得ることともなったのである。 
 本研究者らは、全国各地の主要なてんかん
診療拠点からの依頼を受け、既に 600名を超
える患者の切除組織を病理組織学的に診断
し、てんかん焦点にみられる皮質異形成の多
様性の実態を明らかにしてきた (Kakita A. 
Brain Dev 2013;35:793-801)。また、オート
ファジー関連蛋白の発現解析 (Miyahara H, 
et al. Brain Pathol 2013;23:254-62) など、切
除脳組織を用いた生化学的、分子遺伝学的、
あるいは形態学的解析を進めてきた。このよ
うに、神経病理フィールドは、ヒトのてんか
ん病巣に直接アプローチできる点が、何と言
っても最大の利点である。一方で、“時間依
存的変化”を見ること、これが解析しにく
い：苦手なことであった。 
 本研究者らは、難治てんかん患者に対する
外科的治療目的で切除された脳組織、すなわ
ち病理組織学的診断を行う脳組織の一部を
用いた解析：“ヒト生鮮脳スライスを用いた
病態生理学的解析”を進めてきた。すなわち、
たヒト手術組織を用いたフラビン蛍光イメ
ージング技術を開発し、神経興奮の時空間的
伝播特性を可視化することに成功していた。
この方法の基本原理は、これまでラット等の
実験動物においては成功していたものの、同
じ実験条件ではヒト脳組織におけるイメー
ジング：神経興奮の時空間的観察は全く不可
能であった。その方法をヒト脳組織に適した
プロトコールを開発することにより、世界で
初めて同方法のヒトへの応用が可能となっ
た。 
 そこで、形態と機能を結びつけた病態解析
を行うことを計画した。ターゲットは、内側
側頭葉てんかんの代表的病態である海馬硬
化症である。同病態においては、神経細胞が
高度に脱落する病態でありながら、なぜ異常
な神経興奮が惹起され得るのか？この命題
はいわば古典的パラドクスとでも呼ぶべき
謎であった。 
 本研究のストラテジーは、外科的に切除さ
れた脳組織を培養しフラビン蛍光イメージ
ングでみる時空間的興奮動態の把握を柱に、
海馬各部位ごとの個々の神経細胞の興奮特
性の解析、歯状回顆粒細胞の苔状線維発芽に
よる反響回路網の解析、更にその回路網にお
ける神経突起やシナプスの形態異常を解析
することを試みたものである。 
 
２．研究の目的 
神経細胞が高度に脱落する病態でありなが

ら、なぜ異常な神経興奮が惹起され得るの
か？内側側頭葉てんかん患者の代表的病態
である海馬硬化症においては、この命題はい
わば古典的パラドクスとでも呼ぶべき謎で
あった。本研究は、この命題に対する明確な
“解”を提供し、本症候群に対する新たな外
科的治療戦略の開発に向けた重要な基礎的
知見を提供することを目的とする。その研究
ストラテジーの柱は、外科的に切除された生
鮮脳組織を培養し光学的イメージング法で
みる時空間的興奮胴体の解析である。 
 
３．研究の方法 
内側側頭葉てんかん患者に対する外科的手
術により採取された海馬及びその近傍の側
頭葉組織を対象とした。全例で、術前の MRI
画像、脳波、MEG, SPECT 等の臨床情報が解析
され、当該症候群の責任病巣が手術側の海馬
にあることが確定した症例のみを対象とし
た。 
 人口CSFで還流しair bubbling (95% O2, 5% 
CO2)しながら、摘出された脳組織を手術室か
ら実験室に搬送し、生鮮脳スライス標本を作
製した。この際、本研究者らは手術室に出向
き待機し、摘出組織を直ちに処置することに
より生鮮状態を確保した。 
 生理学的解析：フラビン蛍光イメージング、
細胞外電場電位測定を行い、神経興奮の時空
間的伝播パターンを解析した。すなわち、
500m 厚スライスを複数枚作製し、特殊な顕
微鏡セットにスライスを乗せ、スライス上の
1 点を電気刺激し、それによって惹起される
神経活動の興奮領域の変化をリアルタイム
で可視化した。この方法は、ミトコンドリア
内のフラビン蛋白酵素が酸化代謝に伴い放
出する微弱な自家蛍光を利用した脳機能イ
メージング法で有、神経組織の局在電場電位
と時空間的によく一致した反応過程を示す
ことが知られている。その後、同スライスを
ホルマリン (4% paraformaldehyde + 0.1% 
glutaraldehyde リン酸緩衝液) で固定し、
組織学的解析：Timm 染色、免疫組織化学、ゴ
ルジ染色、を行った。その後、生理学的知見
と組織学的所見との関連性を検討した。 
 
４．研究成果 
海馬支脚の電場電位を測定すると、組織学的
に海馬硬化症が認められない症例において
も、脳波上の ripple 領域の高周波成分を含
むてんかん様自発発火が生じていた。しかし
ながら、対照例や特殊な海馬硬化症 (HS ILAE 
type 3) 症例には、こうした自発発火は認め
られなかった。更に、通常の海馬硬化症(HS 
ILAE type 1)や、CA1 領域に限局した神経細
胞脱落をきたす特殊型 (HS ILAE type 2) の
海馬組織においては、てんかん原性 
(seizure onset zone) との関連性が ripple
よりさらに高いとされる fast ripple 領域の
高周波成分をも含んでいた。fast ripple が
記録された海馬支脚においては、アストロサ



イトの形態変化：すなわち neuropil での突
起の数・分岐ともに減少し、同時に内向き整
流性 K+チャネル 4.1 (Kir4.1)の発現が低下
したアストロサイトが認められた。 
 Kir4.1 は細胞外腔の K+恒常性維持に重要
な役割をになっており、その機能不全は神経
細胞の発火頻度調節に大きな影響を及ぼす
ことが知られている。内側側頭葉てんかん患
者におけるてんかん原性の獲得には、海馬支
脚の細胞外腔における K+恒常性の破綻が関
与している可能性が示唆された。 
 こうした知見は、内側側頭葉てんかん患者
に対するより安全な外科的治療法を開発す
る際の理論的根拠となるものである。すなわ
ち、海馬支脚と海馬体との線維連絡を絶つの
みで、てんかんの病態形成を阻止し得る可能
性を示すものである。 
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