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研究成果の概要（和文）：我々は以前、胎生期の頭蓋に凍結損傷を与えることによって、生後海馬での自発てん
かんを発症する皮質異形成モデルラットを開発した。最近、てんかん発症の機序として、慢性炎症化とコネキシ
ン蛋白群を介した過剰な細胞間ネットワークの形成の関与が指摘されている。今回、我々はこの皮質異形成モデ
ルラットを用いて、てんかん発症後の海馬および皮質にて慢性炎症化に関連する受容体および炎症性サイトカイ
ンとコネキシン蛋白群の発現を解析し、それらが上昇していることを認めた。皮質異形成が関与した海馬てんか
ん発症の機序に、慢性炎症化とコネキシン蛋白群が関与した異常興奮性ネットワーク回路形成が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In a previous study we created an animal model with multiple FCD, produced 
by freeze lesioning during embryonic development, showing hippocampal spontaneous seizures. 
Recently, involvement of chronic inflammation and excessive intercellular network with connexin has 
been pointed out as a mechanism for development of epilepsy. In this study, we analyzed the 
expression of receptors and inflammatory cytokines related to chronic inflammation and connexin in 
the hippocampus and cortex after the onset of epilepsy in this animal model. Semiquantitative 
densitometry of immunoreactivity revealed increased IL-1β, Cx32, Cx43 expression in hippocampus and
 GFAP, TLR4, IL-1β, Cx32, Cx36, Cx43 expression in lesioned cortices. The mechanism for development
 of hippocampal epileptogenesis with cortical dysplasia was suggested to be an abnormal excitatory 
network circuit involving chronic inflammation and connexin.

研究分野：神経内科学（てんかん）

キーワード： てんかん　皮質異形成　コネキシン蛋白群　てんかん動物モデル
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１．研究開始当初の背景 
てんかんは種々の原因によってもたらさ
れる慢性の脳疾患であり、大脳ニューロンの
過剰な発射に由来する反復性の発作（てんか
ん発作）を特徴とする定義されている。現在
まで様々な機序を持つ抗てんかん薬が開発
されてきたが、2～3割は治療に抵抗性で発作
症状のために社会生活が十分に営めず大き
な社会的損失となっている。その中でも内側
側頭葉てんかんは、てんかん全体に占める割
合が高いが、しばしば薬物治療抵抗性であり、
てんかん外科手術が適応されることが多い。
切除された脳標本の病理学的検討、またMRI
等の画像診断の発達によって、内側側頭葉て
んかんでは、海馬体病変の他にも側頭葉内あ
るいは側頭葉外の皮質病変がしばしば合併
することが分かってきた。合併する皮質病変
の中でも特に頻度が高く、てんかん発症に一
番関連していると考えられているのは皮質
異形成である。内側側頭葉てんかんは、動物
モデルおよびヒトにおいて多数の研究がな
されているにも関わらず、発症機序はほとん
ど分かっていない。現在まで発症機序を解明
するために様々な動物モデルが用いられて
きた。遺伝子改変、凍結損傷、電気刺激、高
体温状態への暴露、等の様々な手法が用いら
れてきた。しかし、ヒトの内側側頭葉てんか
んにおいては、一部に乳幼児期の熱性痙攣の
既往がみられるのみで、ほとんどの患者では
出生後の発症リスク要因を見出せず、遺伝的
な要素もほとんどないと考えられている。そ
のため、従来用いられてきたほとんどのてん
かん発症動物モデルは、ヒトの内側側頭葉て
んかんを再現したものとは言い難い。 
 そのことより、高瀬、重藤らはよりヒトの
内側側頭葉てんかんに近いモデルを作製す
るため、凍結損傷による皮質異形成モデルに
注目した。出生直後の新生児ラットの頭部に
冷却損傷を加え、大脳半球に皮質異形成を作
製する皮質異形成モデルが従来から用いら
れてきた。しかし、この皮質異形成の組織所
見は、ヒトの皮質異形成とは異なり脳瘢痕に
近いものであった。そこで高瀬、重藤らは、
胎生 18 日齢のラットの頭蓋に凍結損傷を加
えることによりヒトの皮質異形成に極めて
近似した局所大脳皮質異形成を皮質に作成
することに成功し、大脳皮質を連日電気刺激
することにより海馬のてんかん原性獲得 (キ
ンドリング）が促進されることを明らかにし
た。さらに鎌田は、この胎児期凍結損傷の皮
質異形成ラットモデルで皮質異形成を多数
作成することにより海馬からの自発てんか
ん発作を発症させることに世界で初めて成
功した。これは、出生後の薬物や高体温暴露、
外傷、電気刺激によるキンドリング等の介入
なしに、自然に海馬からのてんかん発作を発
症するヒトの内側側頭葉てんかんに極めて
近い動物モデルと考えられた。 
 動物実験モデルやてんかん患者の外科切
除標本の研究により、てんかん発症のメカニ

ズムに関連するものとして、何らかの要因を
契機とした脳内へのアルブミンや炎症性サ
イトカイン等の浸潤、炎症に関連する IL-1R1
（ Interleukin-1 type receptor）や TLR4
（Toll-like receptor）が関与した脳内での慢
性的な炎症化、ミクログリア、アストロサイ
トが炎症に関連した受容体および炎症性サ
イトカインを通じて関与していると推定さ
れている海馬での異常ニューロン新生、ニュ
ーロンとの三者間シナプスにおいて、シナプ
ス伝達およびニューロン機能の制御に関わ
っているとされているアストロサイトによ
る gap junction channelを形成する細胞間情
報伝達に関わるコネキシン(Cx)蛋白群が関与
した過剰な細胞間ネットワークの形成（異常
アストロサイト・ネットワーク）、等が指摘
されている。すなわち、海馬でのてんかん発
症には皮質異形成からの興奮性の刺激など
によって、急性および慢性の炎症性の変化が
生じ、異常ニューロン新生とともに、Cx 蛋
白群が関与した異常アストロサイト・ネット
ワークが形成され、興奮性の増大の進行を促
進すると推測される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、私たちの開発した皮質異形成
モデルを用いて海馬自発てんかん発症のメ
カニズムを、慢性的な炎症化に関連した受容
体と Cx 蛋白群が関与したアストロサイト・
ネットワークの役割に焦点を当てて解明す
ることを目的とした。 
そのために皮質異形成モデルにて、海馬自
発てんかん発症後の海馬での炎症に関連す
る受容体、炎症性サイトカイン、アストロサ
イト、Cx 蛋白群の発現を解析する。また、
皮質異形成部においても同様の発現の解析
を行う。海馬および皮質異形成部での発現と
コントロールと比較して、それぞれの役割を
評価し、側頭葉てんかんのてんかん原性獲得
の機序を解明していくことを目指した。 

 
３．研究の方法 
実験の方法は使用動物数と動物の苦痛を
最小限にするように計画された。すべての実
験は動物実験ガイドラインに沿って行った。 
妊娠した Sprague-Dawley（SD）ラット
（Charles River Laboratories, Sherbrooke, 
Quebec, Canada）が用いられた。すべての群
において、妊娠した SD ラットは、妊娠 18 日
目にペントバルビタール（50mg/kg，腹腔内
投与）にて全身麻酔を行い、リドカインによ
る局所麻酔を下腹部皮膚、腹直筋、腹膜に行
った。その後、下腹部を縦に切開し、両側の
子宮を部分的に腹腔内から取り出した。液体
窒素で冷却された直径 2.3 mm の半球性の先
端を持った金属性のプローブを子宮壁の外
側から 4秒間、ラット胎児の頭蓋部に接触さ
せた。その手術後、子宮を腹腔内に戻し、0.9%
生理食塩水で腹腔内を満たした。腹膜、筋層、
皮膚を縫合した後、母ラットをケージに戻し、



麻酔から覚醒するまで保温した。そして、母
ラットは出産まで通常通りに飼育された。子
ラットは胎生 22 日目で出生し、出生後 28 日
目まで母ラットに育てられた。 
子ラットは、以下のように分類された：グ
ループ A，両側多巣性損傷（それぞれの大脳
半球に縦方向に 2ヶ所の凍結損傷，5匹）、グ
ループ B，胎生期に凍結損傷を与えないが、
グループAと同様の位置に偽凍結損傷を与え
た（5匹）。 
組織学的および免疫組織科学的検討を行
うために、グループ A と B は出生後 70 日目
でサクリファイスされた。すべてのラットは、
ペントバルビタールの過量投与（60 mg/kg，
腹腔内投与）後に、経心臓的に生理食塩水、
続けて 4%パラホルムアルデヒド（pH 7.0，室
温）にて還流固定を行った。脳は速やかに取
り出され、さらに 24 時間 4%パラホルムアル
デヒドで固定し、最終的にパラフィン固定さ
れた。 
免疫染色のために、脳切片をキシレンにて
脱パラフィン化し、エタノールで再水和化、
メタノール中の 0.3%過酸化水素水で 30 分間
処理され、その後トリスバッファー液（0.05% 
Tris saline, pH 7.6, with 0.1% Triton 
X-100）にて 3回洗浄された。脳切片に 5%NGS
を含んだ PBS 液で希釈された一次抗体を 4℃
で 12 時間反応させた。一次抗体は、GFAP、
TLR4、IL-1β、Cx32、Cx36、Cx43 を用いた。
切片は、さらにトリスバッファー液で 3回洗
浄され、適切なホースラディシュ・ペルオキ
シダーゼを結合した二次抗体（Dako EnVision 
System-HRP; Dako, Carpinteria, CA, USA）
と室温にて一時間反応させた。最後に、切片
は、トリスバッファー液で再度洗浄され、
0.003%過酸化水素水を含む 0.02% 3,3’-ジア
ミノベンジジン・テトラハイドロクロライド
（DAB, D5637; Sigma, St. Louis, MO, USA）
と 1-5 分間反応させた。すべての切片は、ヘ
マトキシリンで20秒間核染色、脱水を行い、
カバーガラスを載せ保護した。 
GFAP、TLR4、IL-1β、Cx32、Cx36、Cx43 の
免疫染色では、 Image J version 1.43u 
software for Windows （based on NIH Image; 
Wayne Rasband, NIH, Maryland, USA）を用
いたデンシトメトリーによる半定量的解析
を行った。解析のために、グループそれぞれ
のラット 5匹の海馬 C1と C3領域から錐体細
胞または細胞間領域が選択された（TLR4, 
n=125 細胞; GFAP、IL-1β、Cx32、Cx36、Cx43, 
n=125 領域）。同様にして、各グループのラッ
ト 5匹に対しグループ Aからは皮質異形成部
位、グループ Bからは正常皮質の細胞または
細胞間領域をそれぞれ選択された。TLR4 染色
に対しては、核を除いた細胞質の濃度を測定
して、その濃度から正常皮質下白質の濃度を
標準化のために引き算した。GFAP、IL-1β、
Cx32、Cx36、Cx43 染色に対しては、それぞれ
約 5000 ピクセルの領域の濃度を測定して、
同様に標準化のために正常皮質下白質の濃

度を引き算した。 
Unpaired t test 検定が、グループ A と B
間の海馬と皮質の GFAP、TLR4、IL-1β、Cx32、
Cx36、Cx43 のデンシトメトリーによる半定量
的解析の比較に用いられた。 
 
４．研究成果 
 海馬においては、GFAP、TLR4、Cx36 の染色
強度はグループ Aとグループ Bにて差がみら
れなかったが（GFAP: p =0.2341; TLR4: p 
=0.8393; Cx36; p =0.5867, 図 1）、IL-1β、
Cx32、Cx43 の染色強度においてはグループ B
よりもグループAにてより強かった（IL-1β: 
p < 0.0001; Cx32: p < 0.0001; Cx43: p < 
0.0001, 図 1）。 
 皮質においては GFAP、TLR4、IL-1β、CX32、
Cx36の染色強度はいずれもグループBよりも
グループAにてより強かった（GFAP: p <0.01; 
TLR4: p <0.1; IL-1β: p < 0.0001; Cx32: p 
< 0.001; Cx36; p <0.0001; Cx43: p < 0.0001, 
図 2）。 
 

 

 凍結損傷ラットモデルの皮質異形成部に
おいては、顕著な層構造異常はみられている
が、明らかな細胞構築異常はみられていない。
前回の NMDA 型グルタミン酸受容体（NMDAR）
およびグルタミン酸ドパミントランスポー
ターの免役染色による半定量的デンシトメ
トリーによる解析では、生後 28 日目、78 日
目で皮質異形成部において NMDAR-NR1、-2A、
-2B、GLAST、GLT1 の発現の上昇がみられ、興
奮性の増大が示唆された．脳波上は皮質異形
成から海馬へ伝播するてんかん性放電活動
はみられなかったが、皮質異形成から海馬へ
の興奮性の間欠的な刺激が、二次的に海馬で
の変化を引き起こし、その結果、キンドリン
グの動物モデルと同じように海馬のてんか



ん原性を獲得したと考えた。実際、皮質異形
成での GLAST，GLT1 の発現の変化は早期（生
後 28 日目）の段階でみられているが、同時
期に海馬では変化はみられていなかった。こ
のモデルは、胎児期に放射線暴露あるいは
MAM に暴露させる皮質異形成の動物モデルと
比較して、海馬での形態的な異常は微小なも
のであるが、免疫染色による解析では、生後
28 日目から海馬にて NR2A，2B 発現の上昇を
認め、この時点で海馬にてんかん原性獲得に
繋がる変化が生じていたと考えられた。さら
に、生後 78 日目には NR1、-2A、-2B の発現
の上昇がみられ、さらに GLAST，GLT1 の上昇
も伴っていた。主要なアストロサイトのグル
タミン酸トランスポーターである GLAST と
GLT1 の発現の継時的な変化は、てんかん原性
獲得のプロセスが存在することを示唆して
いる。 

 今回の研究では、海馬自発てんかん発症後
の海馬の解析にて、炎症に関連する IL-1R1
（Interleukin-1 type receptor）に作用し、
炎症の慢性化に寄与するとされている IL-1
βの上昇を認めた。また、ニューロンとオリ
ゴデンドロサイトの gap junction channel
を形成する細胞間情報伝達に関わるコネキ
シン(Cx)蛋白群の Cx32 の上昇を認め、アス
トロサイトの gap junction channel を形成
する細胞間情報伝達に関わるコネキシン
(Cx)蛋白群の Cx43 の上昇を認めた。このこ
とは、私たちがこのモデルにおける海馬自発
てんかん発作発症のメカニズムとして推定
している「皮質に作成した皮質異形成からの
興奮性放電が繰り返し海馬に及ぶことによ
って一時的な blood brain barrier（BBB）の
障害が引き起こされ、その結果、末梢血中の
アルブミンや炎症性サイトカイン等が浸潤
して、一時的な炎症状態が起こる。一時的な
炎症状態が繰り返されると、TLR4 や IL-1R1
を介したグリア炎症が慢性化し、ミクログリ
ア、アストロサイトが関与した異常ニューロ
ン新生が促進される。異常ニューロン新生に
よる異常神経回路の形成に加えて、Cx を介し
た異常アストロサイト・ネットワークの形成
が進行することにより回路全体の興奮性が
増大する。これによりてんかん発作を発症さ
せるニューロン・オリゴデンドロサイト・ア

ストロサイト興奮性回路が完成する。」を示
唆する結果である。 
 また、皮質異形成部においてはアストロサ
イトのマーカーである GFAP、慢性炎症化に関
与する受容体および炎症系サイトカインで
ある TLR4、IL-1β、ニューロンとオリゴデン
ドロサイトの gap junction channel を形成
する細胞間情報伝達に関わるコネキシン
(Cx)蛋白群の Cx32、アストロサイトの gap 
junction channelを形成する細胞間情報伝達
に関わるコネキシン(Cx)蛋白群の Cx43 の上
昇に加え、ニューロン活動の同期化に関わる
とされている Cx36 の上昇を認めた。この結
果からも、皮質異形成部では、凍結損傷とい
う侵襲によって、より慢性炎症化や異常なニ
ューロン、オリゴデンドロサイト、アストロ
サイトのネットワークが形成されやすくな
っていると考えられる。しかし、皮質異形成
部では、胎生 18 日目の皮質の層構造がほぼ
完成された時期に凍結損傷によって層構造
が破壊され、その後再構築されることとなる。
結果、顕著な層構造異常が形成される。脳波
上、皮質異形成部からはてんかん性異常波は
認めなかったが、異常なネットワークが形成
され、局所的な興奮性の増大があっても、
元々の顕著な層構造異常のためにてんかん
性放電を出力するような回路は形成されに
くいと推定される。 
 今回の研究によって、海馬自発てんかん発
作を発症する皮質異形成モデルラットのて
んかん発症のメカニズムには海馬での慢性
炎症化とニューロンおよびアストロサイト
の異常ネットワーク回路の形成が関与して
いることが示唆された。 
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