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研究成果の概要（和文）：局所脳冷却療法がてんかん発作を止め、脳卒中時の脳保護に有効であることが明らか
になりつつある。本研究では同治療法の作用を３点解明した。１．焦点冷却に有効な脳温15℃は、神経ネットワ
ークの遮断には不十分である。２．15℃での神経細胞は電流刺激による脱分極頻度が低下し、それによって発作
が止まる。３．低温による脳機能変化はTRPM8 channelを作動させたとき、およびTRPV4 channelを阻害したとき
の脳機能変化に類似している。すなわちTRP channelに機能変化を与えることが脳冷却療法の機序である。さら
に言えば、TRP channelに影響する薬剤で脳冷却療法を代用できる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Focal brain cooling therapy for epileptic seizure and cerebral stroke has 
been developed. In the present study, we investigated three mechanisms of the treatment. First, 
brain temperature at 15℃ was effective when it was applied for focal epileptic seizure, however, 
not enough for inhibition of epileptic network in generalized seizure. Second, brain temperature at 
15℃ reduced the frequency of neuronal depolarization, that was a mechanism to terminate seizure. 
Third, changing of brain function by cooling was similar to those by stimulation of TRPM8 channel 
and inhibition of TRPV4 channel. Namely, to modify the TRP channel function was proven to be the 
mechanism of the focal brain cooling on brain function. Moreover, medicines influencing TRP channel 
functions possibly be substituted for focal brain cooling therapy.    

研究分野：脳神経外科学

キーワード： brain cooling　epilepsy　active potential　TRPM8
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研究成果の学術的意義や社会的意義
てんかんは神経細胞の異常興奮による発作を繰り返し起こす疾患、脳卒中は不可逆的な高次脳機能障害や運動機
能障害を来す疾患で、いずれも難治である。てんかん焦点を冷却して発作を抑制する局所脳冷却技術と、脳卒中
から脳を保護する技術が開発されている。本研究では脳温と神経ネットワークの関係、脳温と神経細胞活動の関
係、脳温とTRP channelsの作用の関係を解明した。これでてんかんと脳卒中に対して脳冷却療法が有効であるこ
とが分子、細胞レベルからも証明されたことになり、冷却デバイスの開発、脳温測定機器の開発、TRP channel
関連創薬等、臨床応用が推進される期待が高まった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) てんかんは神経細胞の異常興奮による発作を繰り返し起こす疾患で、有病率は約 1%である。
抗てんかん薬で発作を抑制できない例は外科手術の適応になるが、脳機能部位を焦点に持つ症
例には焦点切除術は困難である。我々はてんかん焦点を切除すること無く、冷却することによ
りてんかん発作を抑制できる「局所脳冷却」技術を開発した。脳温を 15℃に下げるとてんかん
発作と異常脳波は抑制され、脳には組織学的な損傷は加わらないことを証明した。てんかんだ
けでなく脳虚血への効果として、脳梗塞ラットの光塞栓モデルで 15℃の局所脳冷却を行い、脳
梗塞の体積が縮小したことを示した。冷却によって脳血流が低下するにも関わらず、脳組織中
の乳酸濃度は低下する。血流低下以上に脳代謝が抑制されている、すなわち酸素・エネルギー
の不足が補われていることがわかる。興奮性神経伝達物質の放出を抑制し、抑制性神経伝達物
質は軽度抑制することも、冷却が脳に保護的に働く理由の一つである。このように脳冷却療法
はてんかんにも脳梗塞にも優れた治療効果を持ち、臨床応用が期待されている。 
 
(2) 生体が温度を感知し、反応する仕組みは transient receptor potential (TRP) channels が
担っているとされている。TRP channel は細胞膜上に存在する陽イオンチャネルであり、異な
る温度域で活性化されるサブタイプがある。脳冷却がてんかん発作を止め、脳保護的に働く機
序も、ある TRP channels の活性化、または別の TRP channels の不活性化によるのではないか
と思われる。ただしそれを解明した研究は未だない。 

 
２．研究の目的 
(1) 脳冷却が神経組織のどこで発作を抑制しているかを調べる。焦点の冷却が有効であること
は、神経細胞の興奮が抑制されるためと考えられるが、神経ネットワークを抑制して興奮の伝
播を遮断している可能性もある。非焦点部位を冷却し、焦点部位の冷却の場合との効果の違い
を見て、冷却効果の到達部位を考察する。 
 
(2) 脳冷却が神経細胞の活動電位にどう関わっているかを調べる。脳のスライスを作成し、温
を変化させながら、パッチクランプ法で静止膜電位、発作閾値、脱分極頻度を測定する。冷却
によって脳代謝が低下することは確認していたが、脳代謝低下がてんかん発作抑制の原因であ
るか結果であるかは未解明であった。活動電位の変化の様式によってそれを解明する。 
 
(3) 前述の TRP channels の中から、本研究では低温時に活性化する TRP melastatin 8 (TRPM8) 
channel、正常脳温で活性化されている TRP vanilloid 4 (TRPV4) channel の 2 つを選び、こ
れらが脳冷却と同じ効果を持つかどうかを調べる。てんかん発作抑制にはペニシリン G (PG) 誘
発てんかんモデルを用い、TRPM8 channel 作動薬を用いて発作抑制を試みる。脳保護効果確認
にはラットの光脳塞栓モデルを用い、TRPV4 channel の阻害薬を用いる。これらの効果を確認
できれば、脳冷却効果の機序がこれらの TRP channels を介していることが判明し、さらに、TRP 
channels の作動薬、阻害薬を用いることによって、脳冷却療法に変わる薬物療法を開発するこ
とができる。 
 
３．研究の方法 
(1) 脳冷却によるてんかん波伝搬の抑制 
非焦点部位の脳を冷却することで、冷却がてんかん波の発生だけでなく伝搬も抑制できるか、
すなわち発作ネットワークの遮断ができるかを調べた。雄 SDラット 12匹を用いた。全身麻酔
下に開頭し、脳波電極を左右前頭葉に、脳冷却装置を右の体性感覚野に、温度センサーを冷却
装置直下の脳表に留置した。覚醒後全身状態の回復を確認して実験を開始した。腹腔内にビク
クリンメチオダイド（gamma aminobutyric acid-A (GABA-A) receptor 拮抗薬）を投与し、焦
点不明、または多焦点と考えられるモデルを作成した。ラットを 4群に分け、発作出現後、脳
表温度を 15℃、10℃、5℃、および非冷却とし、10分間持続した。冷却中止後は自然復温とし、
冷却中止後 10分間記録を続けた。発作のモニタリングには Racine stage score (Racine 0: 反
応なし、1: 顔面の自動症や耳やひげの攣縮、2: 体軸の引きつり、3: 遅発性のミオクローヌス
発作、4: 間代性痙攣、5: 反復性の強直-間代痙攣もしくは致死的なけいれん)を用いた。冷却
側脳温と両側皮質脳波 (Electrocorticogram, ECoG)の測定も行った。 
 
(2) 冷却による神経細胞の活動電位の変化 
冷却が神経細胞の活動電位に与える影響を、カレントクランプ法を用いて調べた。7 例の難
治性てんかん患者を対象とし、側頭葉から直径 10mm、高さ 10 ㎜の円柱状脳標本を採取した。
採取部位は治療として必要な側頭葉切除部位の範囲内であり、本研究のための追加切除は行っ
ていない。細胞に電極を留置し、静止膜電位を測定した。与える電流を-100 pA から＋550 pA
まで徐々に強くして細胞を刺激し、脱分極閾値、脱分極頻度、スパイク幅を測定した。25℃の
標本を 15℃、25℃、35℃に順次変化させて同様の測定を行った。37℃では標本中の神経細胞の
機能性維持が困難だったため、35℃を正常体温としてデータを解釈した。 
 
(3) TRP channel の作動薬および阻害薬による脳保護効果 



図 1. 冷却中の発作発生時間 
非冷却群のラットは 10 分間発作が停止す
ることはなかった。5℃、10℃、15℃の局所
脳冷却を行ったラットではそれぞれ発作が
抑制されたが、いずれも発作を起こしてい
る時間の方が長かった。最も発作抑制時間
が長かったのは 5℃冷却群だった。 

図 2. 25℃と 15℃における膜電位 
15℃(Cooling)では 25℃(Precooling)に比べ
て静止膜電位が上昇し、スパイク頻度が低く
なり、スパイク幅が広がった。 

① TRPM8 channel 作動薬によるてんかん波の抑制 
低温で活性化される TRPM8 channel を活性化することによって、平温でも脳冷却と同じ様に
てんかん発作抑制効果が得られるか否か調べた。10-11 週齢の雄 SDラットの皮質に PG を 10 分
間かけて 400 単位注入し，皮質焦点型てんかんモデルを作製した。ECoG および皮質温度を測定
しながら、TRPM8 および TRPA1 作動薬であるイシリン（0.3、1.0、3.0 mM）を PG 注入 90 分後
から 10 分間かけて投与した。PG により誘発されたてんかん様異常脳波のスパイク振幅，持続
時間，発火頻度および各周波数帯別パワー（δ、θ、α、β波）を Lab Chart 8 pro ®を用い
て算出し、てんかん様異常脳波に対するイシリンの効果を評価した。また TRPM8 拮抗薬である
AMTB をイシリン（3.0 mM）注入直前に注入し、TRPM8 channel への効果を打ち消すことで脳波
抑制効果も消失するかを確認した。 
 
② TRPV4 channel 阻害薬による脳梗塞領域の拡大抑制 
10-15 週齢の雄 C57BL/6 マウスに Rose Bengal 10mg/kg を経頚静脈的に投与し、脳表に 10分
間光照射する事で光塞栓法による脳梗塞モデルを作製した。マウスを 4群に分け、対照群では
梗塞部位の脳温を 37℃に維持し、TRPV4 阻害群では同 channel の拮抗薬である RN-1734 を梗塞
巣の対側に経脳室投与し、脳温は 37℃にした．局所脳冷却群では 15℃で 1時間冷却し、TRPV4
作動群では同channelの作動薬であるGSK1016790Aを投与しながら脳温を15℃で 1時間冷却し
た。光照射から 24 時間後に TTC 染色を行って梗塞巣領域のサイズを測定した。  
 
４．研究成果 
(1) 脳冷却によるてんかん波伝搬の抑制 
非冷却ラットにおける 10 分間のスパイク回
数は 312 ± 52 回であった。15℃、10℃、5℃で
は 222 ± 23 回 (71.2%, p < 0.01)、229 ± 61
回 (73.4%, p < 0.05)、195 ± 42 回(62.5%, p 
< 0.01)へとそれぞれ有意に減少した。スパイク
数の減少は非冷却側でも観察され、平温時が
316 ± 58 回、15、10、5°C でそれぞれ 195 ± 
26 回 (61.7%, p < 0.05), 219 ± 57 回 (69.3%, 
p < 0.05), and 189 ± 48 回 (62.7%, p < 0.05)
だった。 
10 分間の Racine stage score は平温ラット
の 2.58 ± 0.23 から、15℃、10℃、5℃ではそ
れぞれ 1.00 ± 0.17、1.00 ± 0.17、0.75 ± 0.18
に減少した。(いずれも p < 0.001)。いずれの
温度群でも、冷却中の各個体のスコアは 0～2にと
どまった。言い換えると冷却側のみが抑制され、
Racine stage 3 に相当する片側のけいれん発作を
示した個体はなかった。発作が完全に抑制された
期間は冷却した 10 分間のうち、15℃、10℃、5℃
でそれぞれ 4.1 ± 2.2 分、4.3 ± 1.2 分、5.9 ± 
1.1 分だった（図 1）。 
以上の結果から、非焦点部位に行う局所脳冷却での十分な発作抑制は 5℃で得られ、焦点部
位の冷却で効果が現れる 15℃よりも強度の冷却が必要であることが判明した。以前の我々の研
究で、脳表 15℃冷却の効果は皮質第 4層まで達することと、15℃では正常神経機能は抑制され
ず、10℃では抑制されることが証明されている。15℃においててんかん発作が抑制され、粗大
運動機能が保たれることは、皮質間での線維連絡が遮断され、第 5層以下にある錐体路や視床
への投射ニューロンは抑制されないことで説明
した。今回非焦点部位の 5℃冷却が効果を示し
たのは、皮質第 5層以下の投射性ニューロンま
でもが抑制されたためである。神経機能を保っ
たまま非焦点部位の冷却で全般化発作を抑制す
ることはできず、これが局所脳冷却療法の限界
と思われた。 
 
(2) 冷却による神経細胞の活動電位の変化 
脱分極閾値は 35、25、15℃で-27.0mV であり、
25℃では-32.6mV に低下し、15℃では 25℃と同
等だった。静止膜電位は 35℃と 25℃の間では差
がなく、25℃の-65.5mV から 15℃になると
-54.0mV に上昇した。以上のため低電流刺激で
の初回脱分極は 35℃、25℃、15℃と温度が下が
るに従って発生しやすくなった。電流刺激を強



図3. ペニシリンG誘発てんかんでのイシリンに
よるスパイク抑制 
縦軸に皮質脳波の振幅を示す。(A) TRPM8 
channel 作動薬イシリンを投与しなかった群に
比べ、脳室内にイシリンを(B) 0.3 mM、(C) 0.0 
mM、(D) 3.0 mM 投与した群ではスパイクが容量
依存性に抑制された。 

図 4. TRPV4 channel 阻害薬、作動薬による
脳梗塞サイズの変化 
TRPV4 channel阻害薬RN-1734によって脳梗
塞サイズが縮小した。局所脳冷却を行った
ラ ッ ト で TRPV4 channel 作 動 薬 の
GSK1016790A を用いると脳梗塞は縮小でき
なかった。 

めるに従い、35℃と 25℃とでは脱分極の頻度が増加し、その上昇度には差がなかったが、15℃
では電流刺激を強めても脱分極頻度が上昇せず、他の温度群に比べて有意に低かった。活動電
位波形を見るとスパイク幅が25℃では1.85 ms、15℃では6.55 msへと有意に広くなっていた(図
2)。冷却によって再分極が遅延したことが分かった。低電流刺激での脱分極の発生は頻度が低
いため、臨床的なてんかん性異常脳波には直結しない。刺激による脱分極の発生頻度が上昇し
やすい状況が、てんかん性放電の発生しやすい状況である。今回の結果から、温度によって神
経細胞の電気生理的特性が変化すること、それが脳冷却の発作抑制機序であることが明らかに
なった。 
 
(3) TRP channel の作動薬および阻害薬による脳保護効果 
① TRPM8 channel 作動薬によるてんかん波の抑制 
イシリンは皮質温度を変化させることなく用量依存的にてんかん様異常脳波を抑制した(図
3)。特に，3 mM のイシリン投与は PG 誘発性てんかん様異常脳波のスパイク振幅、持続時間、
発火頻度をいずれも抑制し，さらにてんかん様異常脳波により増加した各周波数帯別パワーを
基礎律動レベルまで抑制した．これらのイシリンの抑制効果は TRPM8 拮抗薬である AMTB 投与に
よって消失した。以上により温度感受性 TRPM8 channel の活性化による抗てんかん作用を検出
することができた。 
② TRPV4 阻拮抗薬による脳梗塞領域の拡大抑制 
脳温を 37℃に維持した 2群間では、TRPV4 拮抗薬を用いた群の方が脳梗塞面積は有意に小さ
かった。TRPV4channel 阻害薬の RN-1734 は局所脳冷却に匹敵する脳保護効果を示した。脳温を
15℃に冷却した2群では、TRPV4作動薬を用いた群の方が脳梗塞面積は有意に大きかった(図4)。
TRPV4 作動薬の GSK1016790A は局所脳冷却の脳保護効果を打ち消した。以上より、TRPV4 channel
の抑制が冷却の作用機序と考えられた。 
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