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研究成果の概要： 
本研究では，神経損傷後の骨格筋に対する電気刺激が筋萎縮と神経再生に及ぼす影響について，
刺激強度によって異なるか否か検討した．強度の電気刺激では，筋萎縮の進行は抑制されるも
のの，骨格筋の超微細構造は破壊され，また神経終末の再生も抑制される所見が得られた．軽
度～中程度の電気刺激では，筋萎縮はわずかに抑制され，超微細構造および神経終末の再生が
促進される所見が得られた．神経損傷後の骨格筋に対する電気刺激は，目的とする機能改善に
よって刺激強度を選択的に設定する必要があると考えられる． 
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１．研究開始当初の背景 
 
 末梢神経損傷後のリハビリテーションに
おいて特に問題になるのが骨格筋の萎縮で
ある．筋萎縮は神経が再接続するまで進行し
続けるため，一般的には除神経筋への電気刺
激が用いられている．しかしながら，除神経
筋に対する電気刺激は神経再生を阻害する
との報告もあり，電気刺激の効果については，
筋萎縮のみならず神経再生も同時に検討す
る必要がある．  
 除神経筋への電気刺激が筋萎縮に及ぼす
影響について，一般的には筋萎縮の進行を抑
制するとの見解が得られている．また，研究
代表者の先行研究においても，除神経筋に対

する電気刺激は除神経期から再支配期初期
における筋萎縮の進行を抑制した．しかしな
がら，電気刺激を受けた除神経筋の細胞・分
子生物学的な変化については未だ不明な点
が多い．通常，筋線維肥大が生じる場合は内
分泌系のホルモン分泌が深く関与されると
言われてきたが，近年では，ホルモンは骨格
筋の肥大に必須ではなく，筋線維自体の機械
的刺激（筋活動や伸張刺激など）によってタ
ンパク質合成や分解が調節されていると報
告されている．そして，その細胞内伝達シグ
ナルとして，骨格筋細胞由来成長因子である
Insulin-like growth factor(IGF)-1 が重要な
役割を果たしている．ただ，除神経筋への電
気刺激を行った場合でも，IGF-1 の動態が変
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化するかは未だ明らかではない． 
 また，筋萎縮と共に重要なのが筋収縮特性
である．神経損傷後は筋張力や筋収縮速度が
低下するが，電気刺激を行うとその低下を抑
制するとの報告がある．筋の収縮特性に主要
な役割を担っているのが興奮収縮連関であ
る．近年，運動や不活動などの刺激によって，
筋細胞内膜系の形態的特徴が可逆的に変化
すると報告されており，電気刺激にて除神経
筋の収縮特性が維持されるなら，興奮収縮連
関に関連する形態的特徴も何らかの変化が
生じている可能性が考えられる．しかし，そ
の関連性については現在のところ明らかで
はない． 
 一方，除神経筋に対する電気刺激が神経再
生に及ぼす影響として，先行研究によれば，
除神経筋に対する電気刺激は筋膜上のアセ
チルコリン感受性を抑え，神経末端からの発
芽（terminal sprouting）を抑制するとの報
告が多くなされた．しかしながら，これらの
報告で用いられた電気刺激は，刺激強度 20
～30mA，周波数 100～150Hz と，高強度，
高頻度の設定である．これに対し，刺激強度
4mA，周波数 10Hz の低強度，低頻度の刺激
条件では terminal sprouting には影響を及
ぼさなかったことから，強度の電気刺激は神
経再生を阻害している可能性が考えられる
が，現在のところ，その点について検討され
た報告は見当たらない．また，IGF-2 は除神
経筋内で発現し，神経再生を促進すると報告
されているが，電気刺激によってその動態が
変化するかどうかも不明である．  
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，除神経筋に対する電気刺
激が筋萎縮および神経再生に及ぼす影響が，
刺激強度によって異なるかどうか検討する
ことである．その目的を達成するために，異
なる 3 段階（低・中・高）の刺激強度を用い
て，神経凍結損傷後のラット前脛骨筋に対し
て電気刺激を行い，以下 3 つの指標に及ぼす
影響について検討した． 
(1)筋萎縮に関して 

筋重量および IGF-1 mRNA の発現 
(2)興奮収縮連関に関して 

筋細胞内膜系の超微細構造の観察および
Dihydropyridine receptor α1s（DHPR）、 
Ryanodine receptor-1（RYR1）mRNA 発
現 

(3)神経再生に関して 
神経筋接合部の超微細構造および IGF-2 
mRNA の発現 

 
３．研究の方法 
(1) 実験動物 
 7 週齢の Wistar 系雄性ラット 12 匹（体重：
195～215g）を無作為に対照群（CON; n=8），

電気刺激を行う群（ES; n=23），電気刺激を
行わない群（DN; n=8）に振り分けた．各群
のラットは飼育ケージに 3 匹ずつ飼育し，食
餌および飲水は自由に行えるようにした．な
お，本実験は神奈川県立保健福祉大学動物実
験専門部会の承認を得て，神奈川県立保健福
祉大学施設内で行った． 
 
(2) 電気刺激 
 ES 群のラットには，麻酔下で神経凍結損
傷を加えた．その翌日から，刺激群のラット
の下腿前面を剃毛し，直径 3mm の銀皿電極
を貼り付け，4mA (ES-4; n=8)，8mA (ES-8; 
n=8)，16mA (ES-16; n=7)の刺激強度で電気
刺激を加えた．刺激条件は周波数 10 Hz，パ
ルス幅 250μsec とし，これを 1 日 30 分，週
6 日，延べ 3 週間実施した． 
 
(3) 試料採取 
 1 週間の実験終了後は，上記した方法でラ
ットに麻酔を行い，右側の前脛骨筋を採取し
た．前脛骨筋は筋湿重量を測定し，表層部を
切り出して以下に示す実験方法に供した． 
 
(4) 細胞生物学的検索 
 前脛骨筋を 3.5％のグルタールアルデヒド
（75mM CaCl2，100ｍM カコジル酸緩衝液 
pH 7.25 ）で約 1 時間固定した後，およそ
1mm 角の小片に細断し，さらに同様の溶液
にて 2 時間の固定した．筋細胞内膜系用の試
料は，緩衝液にて十分に洗浄し，2％オスミ
ウム酸‐0.8％フェリシアン化カリウム (100
ｍM カコジル酸緩衝液)にて約 2 時間の後固
定を行った．蒸留水にて洗浄後，飽和酢酸ウ
ラニル水溶液に 1 時間浸漬し，エタノールに
より脱水，アセトン置換の後，エポン樹脂に
包埋した．そして 40，60 度にてそれぞれ 1
昼夜ずつ乾燥させ，ミクロトームにて厚さ約
0.3～0.5μm の切片を作製し，無染色のまま
写真撮影を行った．神経筋接合部用の試料は，
コリンエステラーゼ染色溶液を含むトリス
塩酸緩衝液に約 10 分浸漬した後，染色され
た部位をトリミングし，100ｍM カコジル酸
緩衝液にて洗浄．そして 2％オスミウム酸に
て後固定を行い，上記の方法でエポンに包埋
し，ウラニル染色を施した後，写真撮影を行
った．  
 
(5) 分子生物学的検索 
 採取した前脛骨筋は，それぞれ液体窒素で
急速凍結した．凍結保存しておいた前脛骨筋
からtotal mRNAを抽出した．抽出した
mRNA（1μg）からcDNAを合成し，IGF-1，
IGF-2，DHPR，RYR1 mRNAの発現量を
real-time polymerase chain reaction法
（PCR）で測定した．測定機器には，
Light-Cycler instrument system (Roche)を



 

 

用い，定量解析には相対定量である 2-∆∆

 

Ct法
を適用した．ハウスキーピング遺伝子には
glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase（GAPDH）を用いた． 

(6) 統計処理 
 統計処理には，SPSS 15. OJ for Windows
を用いた．相対筋重量および mRNA の発現
量については，一元配置分散分析を適用し，
CON 群，ES-4，8，16 群，DN 群間で比較
し，有意差を認めた場合は多重比較検定に
Tukey の方法を適用し，2 群間の比較を行っ
た．なお，全ての統計手法とも有意水準は 5％
未満とした． 
 
４．研究成果 
 相対筋重量および IGF-1 mRNA の発現量
は刺激強度に依存して増加したことから、除
神経筋に対する電気刺激は刺激強度に依存
して筋萎縮を抑制することが示唆された 
(Fig1)。除神経によって横行小管の構造様式
は著しく乱れることが知られているが、DN
群、ES-16 群に比較して、ES-4、ES-8 群で
は乱れた横行小管の回復が促進される傾向
が認められた (Fig2)。除神経に対する低～中
強度の電気刺激は、興奮収縮連関の機能回復
を促進する可能性が示唆された。DHPR、
RYR1 mRNA 発現量は、各群間に有意差は認
められなかった(Fig3)。神経筋接合部の微細
構造では、軸索終末が ES-4 群で 50％、ES-8
群で 30％程度観察されたのに対して、DN 群、
ES-16mA 群では全ての神経筋接合部におい
て軸索終末が観察されなかった (Fig4)。低～
中強度の電気刺激は軸索終末の形態を維持
するように働くものの、刺激強度がある閾値
を超えると、逆に軸索終末の再生を抑制する
可能性が示唆された。IGF-2 mRNA 発現は各
群で有意差が認められなかった(Fig5)。これ
らのことから，末梢神経損傷に伴う除神経筋
に対する経皮的電気刺激は、高強度（16mA）
では筋萎縮の改善に対して、低～中強度
（4mA、8mA）では神経筋接合部や横行小管
の再構築に対して効果的であることが示唆
された。従って、除神経筋に対する電気刺激
は、目的とする機能改善によって刺激強度を
選択的に設定する必要があると考えられる。
これらの知見は，国内外でもなされておらず，
国外の雑誌に投稿予定である． 
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