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要

E目的】ヒトてんかん性組織に特徴的な興奮の易伝播性を可視化するために,フラビン蛋白蛍

光イメージング (Flavoproteinnuorescenceimagine:FFI)によりヒト脳組織内の神経活動伝播

反応の観察を行い,さらに同組織におけるカルシウム結合蛋白の発現を免疫組織学的に検証し,

FFI所見との整合性を検討することでその意義に関する検討を試みた.

【方法】原発性脳腫境などの大脳局在病変に対 し外科治療を行った10症例を対象とし,術前
のてんかん発作症状の有無によりてんかん群 (5例),非てんかん群 (5す卿 に分類した.各症

例で摘出術に伴って得られた腫癌周囲の大脳皮質組織の-部を培華した状態で実験室へ搬送し,

標本作成を行った.FFIの実験では,bicucullineを加えた人工脳脊髄液で標本を溜流しながら皮

質第Ⅳ層または第Ⅵ層の電気刺激を行い,青色光励起光 (波長 :470-490nm)の照射で励起さ

れる緑色自家蛍光 (A-510-550nm)をCCDカメラシステムにて撮影し,蛍光強度変化 (A

F/Fo)をカラースケ-ル表示した.同一標本から得られた切片を用いて,3種類のカルシウム結
合蛋白 (PV,CB,CR)の発現を陽性細胞の数として計測し,FFIの結果と免疫組織学的に比較
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検討を行った

【結果】てんかん群全例でFF‡にて刺激部から強い蛍光反応が皮質に沿って水平方向に伝播

してゆく特徴的な所見が観察され 非てんかん群ではこのような伝播所見は認めなかった ス

ライス標本 Lで計測した伝播域の広さは,非てんかん群よりてんかん群で有意に大きかったが

(p≡-0.008),△F/Foの最大値には差がなかった.免疫組織学的検討例でのPV陽性神経細胞の

陽性率は,てんかん群で非てんかん群に比べて有意に低く (p-0.006),FFIでの伝播域の広さ

とは負の相関を示す傾向を認めた くR-0.78,p-0髄).
【結論】ヒト脳組織のスライス標本上でFFI法を用いて,てんかん性皮質に特徴的な皮質活動
の水平性伝播所革まを明らかにした.FFIでの伝播域の広さと同部のカルシウム結合蛋白陽性細
胞の発現率の低~円こ相関も得られ,本研究によりヒト脳組織における活動の易伝播性と皮質内
抑制機構の欠落との密接な関連性が示唆された.

キ-ワード:大脳皮督,てんかん性活動,フラビン蛋白蛍光イメ-ジング,カルシウム結合蛋白

緒 言

てんかん性組織内の皮質活動の伝播様式に関し

ては様々な検討がなされて来たが,とりわけヒト

脳組織においてその機序は明らかではない.てん

かん性皮質においては,周囲の皮質と形成 した強

固な異常神経ネットワ-クにより皮質全体が易興

奮性の状態にあることが想定されているが,今ま

ではこの現象を直接観察する方法もなかった.脳

皮質の活動を直接観察する方法として,近年は標

的蛋白の信号変化を利用した光学イメ-ジンダ法

が応用され始めており1)2),当研究所ではその中

でも神経細胞活動時の細胞内のミトコンドリア内

在性のフラビン蛋白の変化を可視化するフラビン

蛋白蛍光イメ-ジング 膵lavoprote量n飢uores-

ceneeimaging:FFI)を用い,動物実験を主とし

た脳機能測定の研究に取 り組んで来た 1)3巨 7)

優れた暗空間分解能で皮質内の活動を可視化でき

る点において,本方法はヒトてんかん脳組織の病

態 解明に関する研究への応用に期待が持たれる,

本研究では,ヒトてんかん性組織は神経活動の伝

播に関して特異的な性質を有するという仮説に立
ち,FFIによりこの性質に関わる現象を可視化す

ることを目的として検討を行った.また,FF主に

より観察された皮質活動に関する所見と,従来か

ら免疫組織学的検討によりてんかん性皮質におけ

る役割が明らかにされてきた抑制性神経細胞の存

在の指標としてのカルシウム結 合 蛋 白 発 現 8ト 11)

との整合性も検討し,てんかん性脳皮磐の持つ性

質について考察した.

方 法

対象症例

対象症例は表 1に示 した 10症例 (男性 6例,

狛埜4例,11歳-63歳)である.実験は当該施

設の倫理委員会承認のもと,全患者もしくは家族

から同意を得た上で施行された.全例が大脳局在

病変 揃 頭葉5例,側頭葉3例,頭頂葉 1例,後

頭葉 1例)を有し,原疾患の組織診断は粧琴異形

成性神経上皮腫 3例,低悪性度神経帰艦 3例,そ

の他 4例であった 臨床症状としててんかんを有

した5例をてんかん群,有きなかった5例を非て

んかん群とした.

スライス標本の作製

実験標本には,摘出予定域内で摘出に伴って得

られた病変辺縁の大脳皮質の一部 を使用した.て

んかん群では術中皮質脳波にて異常波の多い部を

含めた.手術室にて,得られた皮質の方向と位置

を確認しながら5mmの厚さに裁断し,これを水

冷の人 工脳脊髄液 (NaCl,124mM;KCl,5mM;

NaH2PO4,1.24mM;MgSO4,i.3mM;CaC12,

乱4mM;NaHCO3,26mM;andglucose,且OmM)

に浸 し,酸素95%と二酸化炭素 5%の混合ガス

でバブリングしながら切除後45分以内に実験室
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へ搬送の上,実験室にて改めて 500〃m の厚さの

スライス標本を作成 した.

フラビン蛋白蛍光イメージング

スライス標本は 29-30℃の人工脳脊髄液で 1

時間以上の培養後,記録用チャンバ-に移 し,酸

素化 され 5ilM bicueullinemethiodideを加えた

人工脳脊髄液にて持続溜流 しながら実験 を行っ

た.まず倒立型落射蛍光顕 微鏡 (Ⅸ71,オ リンパ

ス)に備 え付けた冷却型 CCD カメラシステム

(AQUACOSMOS/況atiowithORCA-AG,浜松フ

ォ トニ ックス)にて赤外線透過画像を掘像 した.

次にスライスで同意 した皮質第野宿または第Ⅵ層

にタングステン梨の双極針電極を留置 し,二相性

刺激電流 (刺激強度 300〃A,刺激幅 200〃sec,

頻 度 10Hz) による刺激 を行い,青色光励起光

(波長 :470-490nm) を照射 し励起される線色百

家蛍光 (A-510-550nm) を倍率 2倍の対物 レン

ズと上記 CCD カメラシステムにて撮影 した.FFI

撮像条件は,解像度 336× 256pixel,観 察域 4.2

× 3.2mm,10秒間秒速 6フレ-ムで,1分毎 に繰

り返 して得 られた8回分のデータを加 算率均 し,

刺激直前に得た5フレームの加算平均デ-タに対

する蛍光強度変化 (AF/Fo)としてカラースケ

ール表示 した.第Ⅳ層に沿って約 5mm 間隔で刺

激電極を留置し直 し,同様の計測を繰 り返 した.

免疫組織学的検討

標本からFF王実験用のスライスを切 り出した

対面の切片を,ホルムアルデヒド固定 した上でパ

ラフィン包埋 した頼 m将 スライス標本を作成 し

た.免疫組織染色は,Veetasta呈nABC キ ッ ト

(Vector杖)を使用 し,ABC法で行った.1次抗

体にはカルシウム結合蛋白である parvalbumin

(PV)(1:250 ;シグマ社製),caiわindin (CBH l:

50,シグマ社製),ca昔retinin (CR)(1:5000 ;ケミ

コン社製)と,神経細胞染色のためにNeuN 拍:

150 ;ケミコン社製)を使用 し,0.020/oジアミノ

ベンジジンと0.05%過酸化水素水を加え,pH7.6

に調整 した 0.05モル トリス塩酸緩衝液で 10分間

の発色反応を行った.切片の NeuN,PV,CB,CR

の定量的評価のため,各サンプルで組織損傷や大

きな血管の局在部を避けた関心領域を3ヶ所ずつ

選択 し細胞数を計測 した.各計測フレ-ムは上端
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が大脳表面,下側が自室,側面 が皮質表面に垂直

になるようにし,免疫染色での陽性細胞の計測は

顕 微 鏡 下 に 行 っ た . 関心領域の位置は,FF貫実験
時の赤外線透過像にてFFIの計測部位と位置合
わせを行い,また連続切片のHE染色に て 同 部の
病理 組 織 学 的 特 徴 の 確 認 も 行 っ た .

データ解析

統計学的解析にはIBM SPSSStatics18を使用

し,チ-タの比較はMan-WhitmeyUtestを行い,

回聯分析により相関関係はそれぞれ検定を行っ

た.なおp<0.05を統計学的に有意と判断した.

結 果

フラビン蛋白蛍光イメージングによる神経活動の

大脳皮質内伝播所見

てんかん群の組織では,強いフラビン蛋仁機 先

反応が刺激部から皮質の層に沿って水平方向に速

やかに伝播してゆく特徴的な現象が封列に観 察 き

れ,非てんかん群の組織では,同反応は刺激 し た

部位に限局し伝播することなく刺激終 lw〆ととも に

消失した (図IA).スライス標本上でフラビン 蛋

自蛍光信号が0.5%以 Lの変化を示した範囲を伝

播域と定義しその範囲を計測したところ,てんか

ん群の伝播域は非てんかん群 より有意に広 く

(p-0.008),AF/Foの最大値は2群間に有意な
差は得られなかった (p-0.25日図 IB).

カルシウム結合蛋白陽性細胞の分布

免疫組織学的極細ま,組織の状態から10例中7

例 (てんかん群5軌 非てんかん群2例)で可能

であり,全例においてPV陽性細胞は皮質内第臣

V層に広く分布し,CB陽性細胞とCR陽性細胞

は第Ⅲ/Ⅲ層にその分布が観察された (図 2A).

PV,CB,CR陽性細胞の陽性率をNeuN陽性細胞

との比としててんかん群と非てんかん群で比較し

たところ,PV陽性細胞の陽性率のみが非てんか

ん群 (3.86± 1.49%)に比べててんかん群 は02

± 1.03%)で有意 (p-0.006)に低く,CBと

CR陽性細胞の陽性率は2群間に有意な差がなか
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図 1 フラビン蛋自蛍 光イメージング (FFI)

の実験結果

A:非てんかん群 佃on-epi首eptogenic)とて
んかん群 (Epilepto酢さnic)の FF王瑚 ℃表所見

(それぞれ症例 3と症例6).左から順にスライ

スの透過像,電気刺激直前と電気刺激後 1秒後

のFFIカラースケ-ル像である.黒点が刺激

部位であり,破線で囲まれた範囲が△F/Foで
0.5%以 f:_を示 した伝播域に相当する.てんか

ん群において水平方向へ広い伝播を認めるこ

とが分かる.B:てんかん群 (5例)と非てん

かん群 (5例)間での,△ぎ/Foの最大値と伝

播域 津ropagatedarea)の比較結果.伝播域に

有意な差 (*p-0.008)が認められた.
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図2 カルシウム結合蛋白陽性細胞の分布に関する免疫

組織学的検討結果

A:カルシウム結合蛋白 (PV:parvalbumin;CB:ealbindin;CR:calretinin)
の陽性神経細胞の典型例.大脳皮質の層構造をヱ■Ⅵとして示した PV陽
性細胞は,主に11-V層に存在し,CBやCR陽性神経細胞は,主にu-IR屠

に存在することが分かる.スケールバ-はスライスの全体像で200!1m,紘

大像で50〃mである.B:非てんかん群とてんかん群における,PV,CB.
CR陽性細胞のNellN陽性細胞に対する発現比率それぞれの比較結果.PV

陽性細胞のみが有意差 (*p-0.006)を示した.

った (図2B),

Plー陽性神経細胞陽性率とフラビン蛋白蛍光イメ

ージング所見の比較

PV陽性細胞の発現とFF王所見の比較の代表例

を図3Aに示した.非てんかん症例に比べてんか

ん症例で,PV陽性細胞が減少しており,FFIでの

皮質内伝播所見は広範におよんだ.PV陽性細胞

の陽性率は,FFIでの伝播域と負の相関関係を認

め (A-0.78,p-0.04),△F/Fの最大値との相

関は認められなかった (A-0.55,p-0,20).

考 察

本研究では,内在性信号の蛍光イメージング法

であるFFIを用いてヒト脳組織のスライス標本

上で実験を行 い ,てんかん性皮質と非てんかん性

皮質におけ る 皮 質活動の伝播所見の違いを明らか

にし,てんか ん 性皮質に特徴的な所見として皮質

411

内の速やかな水平性伝播所見を可視化した.この

ような反応をヒト組織上でFFIのような光学イ

メージング法にて観察し,その特異性を非てんか

ん性組織との違いから示したのは本研究が初めて

であり,我々はこの現象がてんかん性皮質自体の

持つ特殊な性質を反映しているものと考えた.ま

たこのFFI所見の意義を検討するために,抑制性

神経細胞の存在の指標となりうるカルシウム結合

蛋白陽性細胞の標本内での発現率を調べ,FFI所

見との比較検討を行い,てんかん性皮質において

PV陽性細胞の発現が特に低下していること,そ

してその減少の程度とFFIでの伝播域の広さに

関連があることを証明した.これらFFIで捉えた

皮質活動の易伝播性所見と,従来から抑制系の指

標として指摘されてきたPV陽性細胞の変化の整

合性が得られたことは,本研究においててんかん

性皮質の持つ特徴を光学イメ-ジングと免疫組織

学的検索といった二つの側面から検証できたこと

を意味する.
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図3 免疫組織学的検討結果とフラビン蛍光イメージン

グの整合性

A :非てんかん群 (a)とてんかん群 (ら)における,同一組織上の

PV陽性細胞の分布とフラビン蛋白蛍光イメ-ジング結果の代表例.
B:NeuN陽性細胞に対するPV陽性細胞の陽性率とフラビン蛋白蛍
光イメ-ジングの実験結果の相関関係.PV陽性細胞U邦易性率は,伝
播域と相関傾向にあった (A-0.78,p-0髄 )ちのの,△F/Foの最
大反応には関係しなかった (R-0.55,p-0.20).

光学イメージングを用いた脳皮質内の神経活動

伝播所見の観察法は,その時空間解像度の高さか

らも神経活動のパターン観察に適 した方法と言え

るが,ヒト大脳皮質を対象とした研究報告はいま

だわずかである,特殊な電圧感受性染色物質を用

いた方法も報告されているが 12),今回我々が行

ったFFI法などの内在性物質の党する特殊波長

を利用した光学イメ-ジング法は,外在性染色物

質を必要としない点で,標本そのものに対する細

胞毒性や染色の不均一性などの実験に伴う問題点

を回避できることが利点である1)2).またFF王法

は,活動神経細胞内のミトコンドリア内での代謝

産物であるフラビン蛋白の変化を観察 しており,

脳の神経生理学的反旋浮〕検討に適している.既に

動物賓験においてFFI法を応用 してさまざまな

生理学的反応を可視化して来たがl)4ト 7),本研究

ではヒト大脳組織から脳腫壕の手術時に採取した

皮質組織を対象とし,摘出直後に細胞を死滅させ

ることなく実験室へ搬送し作成 した標本を用いて

実験を行い,ヒトてんかん性脳組織に特徴的な皮

質内の水平方向への神経活動伝播所見を可視化す

ることができた点が画期的である,現存一度に実

験が行える組織はまだ小さく,さらに広範囲の検

討を行うにはさらなる技術の改良を要するが,本

方法の応用によりてんかん性皮質の持つ生理学的

特徴の新たな解明が進むことが期待される.

てんかん性組織では一般的に,神経回路におけ

る興奮と抑制の不均衡が発作の形成機構に関与す

ると考えられており13)14),その意味で各大脳皮

質層における抑制性神経細胞の分布を調べるに

は,PV,CB,CRといったカルシウム結合蛋白陽
性細胞,中でもPV陽性細胞の減少や損失がその

指標として重要であることが,てんかん動物モデ

ルやてんかん症例の海馬や新皮質の検討を通して

報告されてきた 15)16).本研究での免疫組織学的

検討におけるCB,CR陽性細胞の第Ⅲ-Ⅲ層にお
ける発現や,PV陽性細胞の第Ⅲ-V層 へ分布所見
は従来の報告と一 致 しており10日7)18),その中で
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もPV陽性細胞の発現低下がFFIでの伝播域の拡

大所見と関連していたことは,PV陽性細胞が錐体

細胞の興奮性を制御するのに最も強力な抑制作用

を含むとする過去の知見とも一致する8)19)121)

PV陽性細胞は形態学的にはバスケット細胞とシ

ャンデリア細胞に分類され,錐体細胞にシナプス

を形成する部位はそれぞれ異なるが 10日8)22),い

ずれにしてもその軸索分枝は水平方向に指向性が

あり軸索終末は第‡…Ⅵ層に分布するとされるこ

とから23ト 26),pv陽性細胞の減少所見は,錐体

細胞間の水平方向への興奮伝播の制御能の低下を

反映している可能性もある.また,てんかん性組織

におけるPV陽性細胞の減少に関わる機序もいま

だ不明な点であるが,てんかん性活動の存在その

ものによる二次的な変化である可能性も考えうる.

本研究結果は,てんかん性組織の持つ易興奮性

や活動の伝播に関する性質を考える上で興味深い

所見となった.FFIを用いた実験では,従来から

GABAA結抗薬であるbicucuiまine存在下での脳組

織の電気生理学的検討により想定されて来たてん

かん性皮質における易伝播性 27ト 29)を可視化 し,

この現象が非てんかん性組織との問に明らかな差

があることを示 した.てんかん群においてbic-

ucull豆ne使用下で活動の伝播域が有意に広くなる

所見は,易興奮性 ･易伝播性に関連するその組織

自体の特徴を反映 していると考えられ,さらに

FFI所見と免疫組織学的所見の間に見られた整合

性は,皮質組織の易興奮性や易伝播性の獲得と,

同組織におけるGABA作動性抑制性神経細胞の

欠落という二つの事象の相互の関連性を示唆 し,

これらがお互いに干渉し合いそれぞれの所見を強

める方向に作用することで,てんかん原性や難治

性が獲得されてゆく可能性が考えられる.本実験

に用いた標本は,てんかん原性部として完全に同

定されたものではなく,また原疾患も一様ではな

いため,てんかん原性に関してこれ以上の考察を

加えうるものではないが,本研究で我々が取り組

んだ光学イメージングや免疫組織学的検討などを

併せ行った多角的アプロ-チ法は,今後のてんか

ん原性の研究において新たな知見を提供するもの

と確信する,
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