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研究成果の概要（和文）： 

 致死的脳虚血に非致死的脳虚血を先行させると、その脳は遅発性神経細胞死から免れる
（脳虚血耐性）。これは先行した非致死的脳虚血がストレス蛋白や神経保護的な成長因子を
発現するためだと理解されているが、その詳細は不明である。近年、当研究室は、脳の非
侵襲的刺激を先行させると、非致死的虚血同様に脳虚血耐性を獲得することを見いだした。
すなわち、非虚血性の preconditioning による脳虚血耐性獲得の背景を検索することで虚
血から「脳を守る」key を見いだし、さらには脳虚血の治療応用へと発展させようとする
ものである。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  The present study demonstrates that repetitive transcranial magnetic stimulation 
(rTMS) induces ischemic tolerance against delayed neuronal death (DND) of 
hippocampal neurons following an otherwise lethal ischemic insult.   
  Various regimens of rTMS were delivered to adult gerbils at various times prior to an 
episode of ischemia induced by transient (5min.) bilateral common carotid artery 
occlusion (BCCO).  The extent of delayed neuronal death in the CA1 region of the 
hippocampus was assessed quantitatively 7 days after the transient ischemic episode. 
  We evaluated whether when rTMS delivered 2-5 days prior to BCCO, delayed 
neuronal death will be substantially attenuated as reported in ischemic tolerance. A 
similar degree of neuron sparing will be seen when stimulation was delivered 3, 4, or 5 
days prior to BCCO.  Effectiveness of rTMS was evaluated whether when stimulation 
was delivered at frequencies of 25 and 50 Hz.  
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ると、その脳は遅発性神経細胞死から免れ
る（脳虚血耐性）。これは先行した非致死的
脳虚血がストレス蛋白や神経保護的な成長
因子を発現するためだと理解されている。
当研究室は、脳の非侵襲的刺激を先行させ
ると、非致死的虚血同様に脳虚血耐性を獲
得することを見いだした。すなわち、非虚
血性の preconditioning による脳虚血耐性
獲得の背景を検索することで虚血から「脳
を守る」key を見いだし、さらには脳虚血
の治療応用へと発展させようとするもので
ある。このことを裏付ける実験事実として、
非侵襲的大脳刺激で astrocyte が活性化さ
れ動物の脳内に神経成長因子 NGF, BDNF, 
VEGF を含む様々な遺伝子が発現すること、
発現の条件は神経活動性依存性であること、
発現は一過性でかつ神経損傷や痙攣発作は
伴わないこと、安全性の確立された抗胃潰
瘍薬などにも同様の神経保護効果を有する
ことをも明らかにした。 ニューロモデュ
レーションは脳虚血後神経機能再建の新機
軸として、これら脳の可塑性に作用する因
子誘導が鍵である。 
 
２．研究の目的 
脳虚血動物モデルを対象に、脳虚血耐性獲
得に最も有効な高頻度磁気刺激のパラメー
タと、その背景に発現される遺伝子を検索
することにより脳虚血の病態を細胞・分子
生物学的手法で解析、発現した遺伝子が損
傷神経の修復・再構成に及ぼす影響を実験
的に探る。 
 
３．研究の方法 
脳梗塞動物モデルを対象に、脳虚血耐性獲
得に最も有効な高頻度刺激
preconditioning のパラメータと、その背
景に発現される遺伝子を検索する。神経細
胞の活動性亢進のための conditioning に
は刺激条件；周波数(5, 10, 25, 
50,100,500Hz), 持続時間(8, 16, 32, 64, 
128, 256 秒)及び刺激-虚血間隔の組み合わ
せ(.25, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 120 時
間)を変化させ、sham コントロール(Ⅰ)、
５分間虚血群(Ⅱ)、磁気・電気刺激群(Ⅲ)、
磁気・電気刺激＋５分間虚血群（Ⅳ）（間隔
48 時間）の 4群(各 n=10)を作成。それぞれ
各群ごとに組織学的検索、分子生物学的検
索、行動・電気生理学的検索を行う。組織
学的検索：  組織学的検索として HE; 
TUNEL 陽性細胞, VEGF, c-fos, P53 などの
遺伝子発現, GFAP(reactive astrocyte)の
免疫組織化学染色を行う。Homology 検索の
結果に基づき、虚血、刺激、刺激＋虚血・
神経損傷によって新規に発現した遺伝子を
同定する。 
 

４．研究成果 
 
１）脳梗塞動物の時間経過 
虚血直後からの c-fos および各種細胞性反
応は既報の結果に一致した。 
虚血直後から２時間で、脳梗塞部近傍に著
しい c-fos, BDNF 遺伝子が発現し、以後漸
減、c-fos は 2-4 時間、BDNF は 3-6 時間以
内にコントロール値に帰した。 
Astrocytesやmacrophages/microgliaの活
性は数日後から徐々に上昇し、１週間でピ
ーク。２－３週で下降するものの、梗塞中
央部や margin の活性は、4-8 週目以降も持
続する。行動学的には、虚血直後に完全弛
緩性麻痺、数日後には関節の屈伸～起立可
能な動物も存在した(Tarlov score 2～3)。
電気生理学的評価には motor evoked 
potentials; MEPs は行動学的改善に先行す
ることはなく、やや遅れてコントロール値
の 38～55%に改善した。 
 
２）神経虚血後磁気刺激の経時変化 
組 織 学 的評価（ GFAP 染 色 (reactive 
astrocyte), Mac-1 染 色 (macrophages/ 
microglia) 及び神経栄養因子の遺伝子発
現検索の結果、磁気刺激は梗塞中央部の
c-fos 発現をわずがに増加させたが、持続
時間は長くなく、虚血のみの発現の時間経
過を大きく変えることはなかった。逆に梗
塞動物の脳内 c-fos 発現は、虚血のみ、刺
激のみの場合に比較して有意に大きかった
(p<.001)。また、同様の手法で神経損傷の
後、神経栄養因子(Nerve growth factor; 
NGF)の遺伝子(NGFmRNA)発現を観察できた。
梗塞そのものの大きさを抑制することはな
かったが拘束後の運動機能回復は刺激群で
より早い傾向であった。 
 
脳梗塞動物モデルを対象に、運動機能障害
の改善に最も有効な高頻度磁気刺激のパラ
メーターと、その背景に発現される遺伝子
を検索することにより脳梗塞の病態を細
胞・分子生物学的手法で解析、発現した遺
伝子が損傷神経の修復・再構成に及ぼす影
響は臨床応用上重要なパラメータである。 
 基礎実験のレベルでは、損傷部位へ人工
的に塗布した神経成長因子が損傷部位の再
生のみならず、損傷から離れた部位の大脳
神経細胞死をも抑制する事が報告されてい
る。これらはいずれも、神経損傷で発現す
る遺伝子を外部から、移植などの方法で供
給することによるもので、方法が侵襲的で
あるばかりでなく、移植片が胎児脳である
ことによる倫理的な問題や、移植片の分泌
機能維持が持続的にできないなどの技術的
な問題がある。われわれはこれまで、これ
と同様の効果を非侵襲的に、しかも自己の



 

 

microglia, astrocyte を高頻度磁気刺激に
より修飾することで供給できる可能性を検
討してきた。神経損傷の後、神経組織の再
生を促す遺伝子(NGFmRNA)発現を非侵襲的
に、しかも持続的に自己の組織で修飾でき
れば、損傷部位の再構築のみならず、大脳
の神経細胞死も同様に阻止でき、副作用な
く良好な運動機能予後を期待できる。 
 本研究は、非侵襲的・高頻度磁気刺激が
運動機能の再建を促す結果、有効な手段が
ないとされる脳梗塞後片麻痺の治療法に一
石を投じることになる。さらに、これは、
磁気刺激法があらゆる中枢神経損傷後の新
しい治療法への開発・応用の可能性を示す
ことにもつながる非常に重要かつ画期的な
研究となりうる。本研究のように非侵襲的
刺激による遺伝子発現を治療に応用した基
礎・臨床統合的的研究は全く行われておら
ず、非常に独創的であり、臨床医学に密接
した極めて重要な結果を提供するものと確
信する。 
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