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研究成果の概要（和文）：小脳室頂核電気刺激による神経保護のメカニズム解明のためラットで

研究を行い、1 時間の刺激後 72 時間において：(1) 中大脳動脈閉塞後 24 時間の脳梗塞巣体積

が 22%縮小（神経保護効果）し；(2) ミトコンドリア蛋白である Uncoupling Protein 4 (UCP4) 

の脳内発現（蛋白と mRNA レベル）が増加；(3) UCP4 を抑制する siRNA 脳室内投与で刺激後の

UCP4 の発現が抑制され、虚血耐性が消去傾向にあり、UCP4 が神経保護効果をもたらしていると

結論づけた。 

 
 
研究成果の概要（英文）：We tried to reveal the neuroprotective mechanisms induced by the 
electrical stimulation of cerebellar fastigial nucleus (FN) in rats. 1h-FN stimulation 
decreased, 72h later, the infarct volume by 22%. 1h-FN stimulation increased, 72h later, 
mRNA level of uncoupling protein 4 (UCP4), a mitochondria protein, to 160% in the brain. 
Intra-ventricular injection of siRNA decreased the UCP4 mRNA level, and tended to abolish 
the neuroprotection induced by FN stimulation. Following FN stimulation, up-regulation 
of UCP4 may be a component of the endogenous neuroprotective mechanisms. 
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１．研究開始当初の背景 

生体には低酸素や血圧低下（ショック）に
対して血圧を上昇させ脳血流を増加させる
防御反応（diving response：イルカなど水
中に長く潜る哺乳類にみられる潜水中の血
圧・脳血流調節のような反応）がある。これ
に関係する小脳室頂核(FN, cerebellar 
fastigial nucleus）の電気刺激をラット中
大脳動脈（MCA）閉塞後に行と、control に
比べて脳梗塞を約 50%縮小させるという事実
は、1991 年 Reis DJ らにより世界で初めて
報告された（JCBFM 11:810, 1991）。申請者
の山本は、Reis の研究室（米国 Cornell 大
学）でそのメカニズムの解明に関する研究を
行い、それが脳血流や脳代謝の変化とは無関
係であり、1 時間の電気刺激が 72 時間後を
ピークとして 3 週後まで持続する、すなわち
FN 電気刺激により大脳に広範囲な虚血耐性
が獲得できることを発見し報告した（JCBFM 
13:1020, 1993; Neurosci Lett 210:181, 
1996; Brain Res 780:161, 1998）。神経保護
のメカニズムに関しては、FN 刺激が実験動
物やヒトにおける seizureの閾値を上昇させ
るなど古い報告があるが、そのメカニズムに
関しては解明されていない。最近になり、FN 
刺激によりミトコンドリア機能が aerobic 
から anaerobicに変化している可能性を考え、
ミトコンドリア蛋白に注目して本研究を立
案した。 
 
 
２．研究の目的 

生体内イメージング法による病態解明を、
FN 電気刺激による神経保護効果のメカニズ
ムの解明に応用し、さらにその結果を臨床応
用するための translational research を行
うことを目的とする。具体的には、ミトコン
ドリア蛋白の一つであるUncoupling Protein 
4 (UCP4) に焦点を当て、以下を検討する。 
 
(1) FN 電気刺激で UCP4 が刺激に依存して
発現しているか。 

(2) UCP4 の発現により神経細胞は虚血耐
性を獲得できるか。 

(3) 電気刺激と UCP4 発現の間に介在する
メカニズムは何か。 

(4) UCP4 発現を end point として他の方
法で臨床応用可能な治療法が無いか。 

 
FN 電気刺激は、その侵襲性から考えると臨

床応用には不適である。創薬にその方向を求

めるのは今後の課題として、当該研究では電
気刺激など物理的な方法による神経保護を
目指し、神経源性に diving response を引き
起こす脳内ネットワークを刺激する他の方
法（より臨床応用しやすい方法）で、同様の
神経保護効果を得ることはできないかを検
討する。 
神経保護のメカニズムが解明されれば、多

くの方法による虚血耐性のメカニズムの解
明につながる可能性が高く、新規の脳虚血治
療に新たな展開をもたらす。さらに脳虚血の
みならず、パーキンソン病に対する深部脳電
気刺激療法の神経保護作用のメカニズムの
解明にもつながる可能性が極めて高い。また
UCP の 研 究 は 神 経 保 護 効 果 の 他 に 、
anti-obesity mechanism に関する新知見が
得られる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
(1) FN 電気刺激により（我々の実験系で）
neuroprotective かどうか。 
① FN 電気刺激の脳梗塞巣の体積への影響 

1h-FN 電気刺激後 72h で、顕微鏡下に中大
脳動脈(MCA)を凝固後に切断して永久閉塞
させ（permanent focal ischemia を作製
し）、24h 後に脳梗塞巣を Nissl 染色スラ
イスで計測し、梗塞巣の体積を検討する。 

 
(2) FN 電気刺激によりでUCP4 が刺激依存性
に発現しているか。 
① FN 刺激特異的な蛋白レベルでの UCP4 発
現の確認 

1h-FN 電 気 刺 激 後 72h （ も っ と も
neuroprotective になる時間）で、western 
blotting により大脳皮質 UCP4 の蛋白レ
ベルでの発現を検討する。 

② FN 刺激特異的なmRNAレベルでのUCP4 発
現の確認 

1h-FN 電気刺激後 72h で、quantitative 
RT-PCR により大脳皮質 UCP4 の mRNA レベ
ルでの発現を検討する。 

③ FN 刺激後の時間と mRNA レベルでの UCP4 
発現の関係 

1h-FN 電気刺激後 6h、24h、48h、72h 後の
mRNA レ ベ ル で の UCP4 発 現 を
quantitative RT-PCR  により評価し、刺
激後の時間と、mRNA レベルでの UCP4 発現
の経過を検討する。 

④ 蛍光蛋白による個体レベルでの UCP4 発
現の観察 

長波長で生体内での検出が容易で、緑色の



① FN 電気刺激の脳梗塞巣の体積への影響 脳の自家蛍光と重ならない赤色蛍光蛋白
(tdTomato) をレポーター(UCP4 が発現す
れば同時に tdTomato が発現するようプロ
ーブデザインする)として、蛍光蛋白の蛍
光像を撮影することにより FN 刺激によ
る UCP4 発現を生体内（脳内）で検出する。
これにより脳スライスでの発現程度の差
異も部位別に検討できる。 

sham 刺激群：190.57 ± 5.12 mm2 vs FN
刺激群：150.30 ± 11.13 mm2 と有意
(p=0.000634)に FN 群で梗塞巣は縮小して
いた（神経保護効果が見られた）。 

 
(2) FN 電気刺激によりでUCP4 が刺激依存性
に発現しているか。 
① FN 刺激特異的な蛋白レベルでの UCP4 発
現の確認 

⑤ transgenic rat 作製による個体レベルで
の UCP4 発現の観察 

販売され入手な可能な抗体を用いて
western blotting により大脳皮質 UCP4
の蛋白レベルでの発現を検討したが、新た
なバンドは検出できるものの、抗体の特異
性に疑問が残り、抗体の選択や作製より
mRNA レベルでの UCP4 発現の確認を優先
し行った。 

FN 刺激や脳血流の過去の研究はラットで
なされたためマウスは用いない。UCP4 が
発現する場合には、同時に tdTomato が発
現するよう遺伝子操作を加えたラットを
作製するため、上記 tdTomato のレポータ
ー プ ロ ーブ の 結 果を 踏 ま えて 作 製
（UNITECH に外注）する。 

② FN 刺激特異的なmRNAレベルでのUCP4 発
現の確認 

 
(3) siRNA により UCP4 発現が抑えられ、FN 電
気刺激による neuroprotectionが消失するか。 大脳皮質の UCP4 の発現を quantitative 

RT-PCR により左右分けて検討、いずれも
18srRNA にて補正した。Intact なラット
（右 MCA 閉塞なし）において sham 刺激群
と右 FN 刺激群の比較は、右 163.1%、左
160.9%と FN 刺激群で diffuse に上昇して
いた。右 MCA 閉塞を行ったラットにおいて
sham 刺激群と右 FN 刺激群の比較では、右
148.2%、左 402.9%であり、虚血側でも mRNA
レベルでの発現が上昇し、非虚血側では著
明に上昇していた。 

① siRNA により UCP4 発現が抑えられるか否
か 

siRNA を３種類４µl ずつ（計 12 µl）＋ 
RNAiMAX 3 µl を１回脳室内投与群と、
siRNA を３種類 8 µl ずつ（計 24 µl）＋ 
RNAiMAX 6 µl を 3 回（夕、朝、夕）脳室
内群とで、1h-FN 電気刺激を行い 72h 後に
脳を摘出して両側大脳皮質における mRNA
レベルでの UCP4 発現を quantitative 
RT-PCR により評価する。 

③ FN 刺激後の時間と mRNA レベルでの UCP4 
発現の関係 

②  siRNA に よ り FN 電 気 刺 激 に よ る
neuroprotection が消失するか否か 

1h-FN 電気刺激後の時間の経過に伴い、
diffuseにUCP4の発現が増加していた（グ
ラフ参照）。 

siRNA を３種類 8 µl ずつ（計 24 µl）＋ 
RNAiMAX 6 µl を 3 回（夕、朝、夕）脳室
内群とで、1h-FN 電気刺激を行い 72h 後に
MCA を閉塞し、24h 後に MRI T2-WI により
脳梗塞の体積を算出。MRI 撮影後にラット
を sacrifice し梗塞巣を評価したラット
で quantitative RT-PCR  により大脳皮質
UCP4 の mRNA レベルでの発現を検討する。 
グループ分けは下記の表のように５群に
分ける。 
 

  siRNA FN stim MCA 閉塞

Ⅰ群 neg (+) (+) 

Ⅱ群 (+) (+) (+) 

Ⅲ群 neg sham (+) 

Ⅳ群 (+) sham (+) 

Ⅴ群 (-) (-) (+) 

 
④ 蛍光蛋白による個体レベルでの UCP4 発
現の観察 

 レポーター(UCP4 が発現すれば同時に
tdTomato が発現する)プローブの正当性
を検討した。Plasmid DNA を脳室カテーテ
ルから投与し脳内に diffuse に蛍光プロ

 
４．研究成果 
(1) FN 電気刺激により（我々の実験系で）
neuroprotective かどうか。 



ーブが発現することは確認できたが、
1h-FN 電気刺激依存的に発現の増加に関
しては、発現増加傾向はみられたものの明
確に断定できなかった。おそらく脳室カテ
ーテル留置手技が安定しなかったこと、カ
テーテルからの plasmid 投与後の体重減
少が著しく、個体の状態が poor であった
ことが原因と考えられた。以上より、今後
検討すべき課題として残した。 

⑤ transgenic rat 作製による個体レベルで
の UCP4 発現の観察 

UCP4 が発現する場合には、同時に
tdTomato が発現するよう遺伝子操作を加
えたラットを作製する予定であったが、上
記のごとく tdTomato のレポータープロ
ーブの正当性が完全に確認できていない
ので、レポータープローブの正当性を確認
してから作製（UNITECH に外注）する方針
とし、今後検討すべき課題として残した。 

 
(3) siRNA により UCP4 発現が抑えられ、FN 電
気刺激による neuroprotectionが消失するか。 
① siRNA により UCP4 発現が抑えられるか否
か 

以下のグラフのごとく FN 刺激単独
（vehicle 投与、紫色）では、コントロー
ル（赤色）に比べて発現が上昇、siRNA１
回脳室内投与群（水色）では軽度、siRNA3
回脳室内群（青色）では明らかに UCP4 発
現は抑制されていた。また、negative 
siRNA（ヤマブキ色、黄土色）では発現の
抑制わずかであった。 

 
②  siRNA に よ り FN 電 気 刺 激 に よ る
neuroprotection が消失するか否か 

siRNA を３種類 8 µl ずつ（計 24 µl）＋ 
RNAiMAX 6 µl を 3 回（夕、朝、夕）脳室
内群では、MCA 閉塞後の死亡率が 50%以上
と高率であった。siRNA 投与によるハロセ
ン麻酔の繰り返しと、その後の FN(or 
sham)電気刺激および MCA 閉塞の麻酔と処
置の影響により、水分と餌の摂食不良が原
因と考えられた。以後プロトコールを見直
し、siRNA 脳室内投与を 3回から 2回に減

らし実験を継続した。これにより死亡率は
減少し、平成 22 年度末現在、各群 n=3 ま
でデータを取集した。その結果では、UCP4
を抑制する siRNA 脳室内投与では虚血耐
性が消去傾向にあった。 

 
(4) まとめと結語 
1時間のFN刺激後72時間において：(1) 中

大脳動脈閉塞後24時間の脳梗塞巣体積が22%
縮小（神経保護効果）し；(2) UCP4 の大脳
皮質での発現（蛋白と mRNA レベル）が増加；
(3) UCP4 を抑制する siRNA 脳室内投与で刺激
後の UCP4 の発現が抑制され、虚血耐性が消
去傾向にあり、UCP4 が、FN 電気刺激による
内因性神経保護効果のメカニズムの一因で
あると結論づけた。 
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