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研究成果の概要（和文）：脳由来神経栄養因子(BDNF)-TrkB シグナル伝達系がてんかん原生獲得・進展に関係すること
が知られているが、その下流シグナル分子の機能解明には至っていない。本研究では、TrkB受容体のアダプター分子の
一つであるNShcのカイニン酸誘発けいれんにおける役割を解明することを目的とした。
NShc欠損マウスではコントロールマウスと比較して、カイニン酸投与にて誘発されるけいれんの重症度、てんかん性放
電、海馬錐体神経細胞死が減少していた。これらの結果からNShcはカイニン酸誘発けいれんの機序に深く携わっている
ことが解り、NShcシグナル伝達系が新たなてんかん治療の標的になりえると考えられた。

研究成果の概要（英文）：BDNF-TrkB signaling is implicated in experimental seizures and epilepsy. However, 
the downstream signaling mechanism in epileptiform activity and epileptogenesis caused by TrkB activation 
is still controversial. Signaling at the TrkB-Shc site is transmitted through the neural-specific 
phosphotyrosine signal adaptor NShc. Therefore, the aim of this study is to examine whether NShc-mediated 
signaling pathway is involved in kainic acid (KA)-induced epileptiform activity.
We show a significant reduction of both seizure severity and frequency of epileptiform discharges in NShc 
deficient mice as compared with control mice. KA-induced neuronal cell loss in the CA3 area of 
hippocampus was also inhibited in NShc deficient mice. These results suggest that NShc is involved in 
KA-induced epileptiform activity. We propose that the NShc-mediated signaling pathway could provide a 
potential target for the development of novel therapeutic drugs and/or approaches in the treatment of 
epilepsy.

研究分野： 脳神経外科,脳腫瘍,てんかん外科, 機能的脳神経外科
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１．研究開始当初の背景 

（１）てんかん患者のうち約 20％が抗けいれ
ん薬で発作をコントロールできない難治性
てんかんとなり(Engel Jr., 2001)、発作抑制
や発作による神経細胞障害や機能障害を抑
制する新しい治療法が求められている。けい
れん発作は、ニューロンの過剰な放電に起因
し、周囲神経細胞の興奮や抑制の均衡が崩れ
ることにより生じると考えられるが、てんか
ん原生獲得における分子メカニズムは未だ
解明されていない。 

（２）脳由来神経栄養因子 (Brain-derived 

neurotrophic factor, BDNF)がその特異的受
容体 TrkB に結合することでその細胞内ドメ
インのチロシン残基がリン酸化され、NShc

やPLCγといったアダプター蛋白が結合する
ことで下流にシグナルを伝達し、神経細胞の
生存・成長・シナプスの機能亢進などの神経
細胞の成長を調節していると考えられてい
る（Nakamura et al. 1996, Pelicci et al. 

1996, Cattaneo and Pelicci, 1998）。NShc

は Grb2 との結合を介して Ras-MAPK シグ
ナル系の活性化に関与すると考えられてい
るが、その機能的役割については未だ多くの
点が明らかにされていない。 

（３）BDNF-TrkB シグナル系はけいれん発
作やてんかんの原生獲得・進展にかかわって
いることがこれまで明らかにされてきた
（Gall. 1993, Lindvall et al. 1994, Nawa et 

al. 1995, Binder et al. 1999, Aloyz et al. 

1999, Binder et al. 2001, He et al. 2004）。
しかし、てんかん原生獲得において TrkB が
活性化された後の下流におけるシグナルメ
カニズムは未だ解明されておらず、NShc 分
子の機能的役割については依然不明な点が
多い。 

これまでの報告から TrkB 受容体 の活性化
により働く NShc シグナル伝達系がてんか
ん性活動に関連している可能性は高いと考
えられる。 

 

２．研究の目的 

われわれは、TrkB 受容体 の活性化により働
く NShc シグナル伝達系がてんかん性活動
に関連しており、NShc の抑制することで、
けいれん発作やてんかん原生獲得・進展を抑
制できると仮説を立てた。本研究では、N-Shc

遺伝子欠損マウスを用いて、てんかん原生獲
得や進展における BDNF-TrkB シグナル系、
NShc アダプター分子の機能を探索すること
目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）実験動物 

本実験には 4から 8週齢の雄 NShc欠損マウ
ス(NShc-/-)を用いた。またコントロールとし
て NShc-/-マウスと同腹仔の野生型マウス
(NShc+/+)および C57BL/6 マウスを用いた。 
 

（２）カイニン酸誘発けいれんおよびけいれ

ん評価法 

NShc-/-、NShc+/+および C57BL/6マウスに
対し、カイニン酸（KA）腹腔内投与（30mg/

㎏ i.p.）後に生じるけいれん発作を、投与直
後より 320 分間観察した。けいれん発作は
Racine seizure scale (Racine 1972): 

1.mouth and facial clonus; 2.head nodding; 

3.forelimb clonus;4.rearing;5.rearing and 

falling (full motor seizure with loss of 

postural control) and status epilepticus; 

and 6.death.を用いて定量化し、経時的変化
を観察・評価を行った。 

 

(3) K252a前投与による TrkBの抑制 

C57BL/6 マウスに対し TrkB inhibitor

（ K252a  １ μM ） お よ び 対 照 薬
（0.1%DMSO）を脳室内投与後にカイニン酸
腹腔内投与を行い、同様に Racine seizure 

scale を用いてけいれん発作を観察・評価を
行った。 

 

(4) KA、TrkB 関連タンパクの発現（ウエス
タンブロット） 

NShc-/-および C57BL/6マウスの脳を摘出し、
大脳皮質、海馬、視床組織に分け、それぞれ
ウエスタンブロット法を用いて TrkB レセプ
ターおよび NShc、カイニン酸レセプター
（KA1, KA2）、グルタミン酸レセプター
（GluR6）の発現を各郡で検討した。  

 

(5) カイニン酸投与後の海馬脳波記録 

N-Shc-/-および C57BL/6 マウスを麻酔下に
開頭し、定位的に海馬電極を留置固定
（bregmaから 2.5㎜後方、2.25㎜側方、2.25

㎜深部）を行った。術後 1週間後にデジタル
脳波計に接続し、カイニン酸投与前後の脳波
記録を行った。棘波や鋭波などてんかん性発
射をカイニン酸投与後から２時間計測し、各
郡における違いを検討した。 

 

(6)カイニン酸投与後の海馬錐体細胞の組織
学的検討 

 NShc-/-、NShc+/+マウスおよび C57BL/マ
ウスに対しカイニン酸腹腔内投与から 1日目
と７日目に灌流固定を行い、脳を摘出、凍結
標本とし、冠状断のスライス標本を作成した。
Nissl染色を行い、海馬 CA3、CA1領域の神
経細胞死を組織学的に解析し、カイニン酸に
よる錐体細胞死に対する N-Shc の影響を検
討した。 

 

４．研究成果 

(1) TrkB レセプターの抑制によるカイニン
酸誘発けいれんの減少。 

 

C57BL6 マウスに対し、TrkB インヒビタ
ーである K252a 1μM (5μl) および対照
(DMSO,5μl) 脳室内投与を行い、30分後にカ
イニン酸(KA) 30mg/kg 腹腔内投与後のてん
かん発作を Racine seizure scale(1～6)を用



いて評価した。K252前投与群では DMSO 前
投与群に比べ、有意にけいれん発作の重症度
が低下した（K252a 1.6,DMSO 5.0;p=0.04, 

Figure1)。 

 

Figure1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

この結果よりカイニン酸誘発けいれんにお
いてもBDNF-TrkBシグナル系がけいれん発
生のメカニズムに関連していることが考え
られた。 

 

(2) KA、TrkB関連タンパクの発現 

  

NShc-/-マウスおよび C57BL/6マウスの脳
を摘出し、大脳皮質、海馬、視床組織に分け
western blot を行い、TrkB レセプターおよ
び NShc、カイニン酸レセプター（KA1, KA2）、
グルタミン酸レセプター（GluR6）の発現を
調べた。N-Shc-/-マウスでは N-Shcタンパク
の発現を認めなかった。両郡にて TrkB、KA1、 
KA2、GluR6の発現に差はなかった。 

 

Figure2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NShcタンパク欠損に伴う TrkB、KA1、 KA2、
GluR6 の発現に影響はなく、NShc-/-マウス

への KA投与後の効果が NShcタンパク欠損
によりもたらされると考えられた。 

 

(3) NShc 欠損マウスにおけるカイニン酸誘
発けいれんの減少。 

 

NShc-/-,NShc+/+,および C57BL6 マウス
に対し、KA 腹腔内投与（30mg/㎏）後のけ
いれん発作も同様に評価した。NShc-/-マウス
では NShc+/+,C57BL6 マウスに比べ、有意
にけいれん発作の重症度が低下した
(C57BL6 5.21, NShc+/+ 5.50, NShc-/- 3.27; 

p<0.001)。発作継続時間も NShc-/-マウスで
有意に短縮した（C57BL6 167min, NShc+/+ 

172min, NShc-/- 95min; p<0.01)。KA投与後
の死亡率は NShc-/-マウスで有意に低かった
(C57BL6 45.8%, NShc+/+ 61.8%, NShc-/- 

18.2%,p<0.01) 

Figure3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

この結果より、カイニン酸にて誘発されるけ
いれん発作は NShc-/- マウスで抑制される
ことが解った。 

(4) NShc 欠損マウスにおけるカイニン酸誘
発てんかん性放電の減少。 

NShc-/-および C57BL6 マウスに対し、定
位的に海馬 CA3 領域に単極電極を留置。電
極留置術後 1週間後にデジタル脳波計に接続
し、カイニン酸（KA）投与前 30 間、KA 腹
腔内投与後（30mg/㎏, i.p.）から 2時間の脳
波記録を行った。棘波や鋭波のてんかん性発
射を視察にて計測した。KA 投与前は両郡と
もに明らかなてんかん性発射は認めなかっ
た。KA 投与後、両郡ともにてんかん性発射
を観察できたが、振幅、頻度ともに NShc-/-

マウスで低かった。てんかん性発射の頻度は、
投与直後から 1時間後ではC57BL6マウスが
平均 5642.8±1210 回/h に対し NShc-/-マウ
スで平均 1046±971 回/h と有意に低かった
（p<0.001)。1 時間後から 2 時間後では、



C57BL/6マウスが平均 8040±1573回/hに対
し NShc-/-マウスで平均 981.5±1048 回/h と
有意に低かった(p<0.001)。 

Figure４ 

 

 

 

 

この結果よりカイニン酸誘発けいれんにお
ける海馬からのてんかん性発射は NShc-/- 

マウスで抑制されることが解った。 

(5) NShc 欠損マウスにおける海馬 CA3領域
でのカイニン酸誘発錐体細胞死の減少。 

C57BL6,NShc+/+,NShc-/-マウスに対し、
KA 腹腔内投与から 1,7 日目に灌流固定後、
脳冠状断切片の Nissl染色を行い、海馬 CA3

領域の錐体神経細胞死を評価した。NShc-/-

マ ウ ス で は 、 1,7 日 目 と も に
NShc+/+,C57BL6マウスに比べ、有意に神経
細胞死が減少した (C57BL/6 day1 23.3%, 

day7 19.7% ; NShc +/+ day1 23.9%, day 7 

14.5% ;NShc -/- day1 42.4%, day7 37.7%；
p<0.001) 

一方、海馬 CA1 領域では各郡での神経細胞
死に差はなかった。 

Figure5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

この結果よりカイニン酸にて誘発される海
馬 CA3 領域での錐体細胞死は NShc-/- マウ
スで抑制されることが解った。 

 

 

 

＜まとめ＞ 

本研究では、（１）TrkBレセプターを抑制す
ることでカイニン酸誘発けいれんが減少し
た、（２）NShc欠損マウスでは、カイニン酸
にて誘発されるけいれん重症度およびてん
かん性放電がコントロールマウスに比べ有
意に低下した、（３）NShc 欠損マウスでは、
カイニン酸投与後の海馬 CA3 領域の錐体細
胞死が抑制された。これらの結果から TrkB

レセプターを介したNShcがカイニン酸によ
って誘発されるてんかん性活動のメカニズ
ムに関連していることを解明した。 

TrkB を抑制することでキンドリングが抑え
られ、てんかん原生獲得を抑制できることは
報告されている（He et al. 2004）。一方で
TrkBを抑制することで海馬での LTPも障害
されることが知られており（Huang et al., 

2008）、TrkBを直接抑制することは認知機能
や高次機能に影響を与える可能性があると
考えられる。われわれはこれまでの研究で
N-Shc 遺伝子欠損マウスは海馬での LTP が
増強されることにより、野生型マウスよりも
認知機能が優れていることを報告した
（Miyamoto et al. 2005）。 

これらのことからNShcタンパクを標的とす
ることで、高次機能に影響を与えることなく
てんかんを抑制できる新たな治療法を確立
できる可能性がある。 
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