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研究成果の概要（和文）： ラット一過性局所脳虚血モデルを用いて経頭蓋電気刺激を虚血前

後に印可しそのプレコンディショニング及びポストコンディショニング作用の有無を検討した。

虚血再灌流時に賦活化されるサイトカインや MAPK の出現を念頭に置いた電磁気刺激条件を

印可した所、即時型耐性獲得は認められたが、ポストコンディショニング作用は認められなか

った。また虚血後印可による耐性獲得に対する修飾作用も認められなかった。 

研究成果の概要（英文）：We explored the postconditioning induced by transcranial electric stimulation 

in the early phase of reperfusion after transient focal cerebral ischemia.  Event though, we used the 

condition of electrical stimulation to enable to induce the protective cytokine or MAPK, there is not 

protective effects of postconditioning nor any influence for the results of rapid preconditioning induced 

by electrical stimulation.  
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１．研究開始当初の背景 

 これまで数多くの実験的脳保護薬が開発
されてきたが、臨床応用されたものは殆ど
ない。新たな治療戦略の１つとして内因性
の脳保護作用のメカニズムを賦活するプレ
コンディショニング作用が報告されてきた
が、これは、脳虚血、けいれん、高圧酸素
付加、代謝抑制、酸化ストレス、低酸素、
高体温などのそれ自身が神経細胞にとって 
致死的となりうる可能性を持つ刺激を、非
致死的な程度に加える事で、その後の致死
的虚血に対する耐性を獲得する現象として
知られており、麻酔領域の薬剤でもイソフ
ルレンなどの吸入麻酔薬においても報告さ
れている。心大血管手術における選択的脳
灌流など、臨床的に脳虚血が予測される場
合に適応可能となるプレコンディショニン
グの手法と異なり、予期できない脳虚血が
不幸にして一旦起こってしまった際に、虚
血再灌流時期に意図的に間歇的な再灌流途
絶を企てる事で保護作用を得るというポス
トコンディショニング作用は、周術期のみ
ならず適応範囲も広いと考えられ、臨床応
用されれば極めて有用かも知れない。 
２．研究の目的 

 本研究は申請者らが発見した電磁気刺激
による脳脊髄虚血プレコンディショニング
保護作用について、より臨床的に重要と考え
られるポストコンディショニング作用の存
否を確認し、周術期電磁気刺激を神経保護法
として臨床応用へと展開させるための研究
基盤を確立する事が目的である。計画してい
た具体的な研究項目は次のものであった。 

１．脳虚血モデルにおける、電磁気刺激によ
るポストコンディショニングの存否 

２．脊髄虚血モデルにおける、電磁気刺激に
よるポストコンディショニングの存否 

（１）ラット脊髄虚血再灌流時に、事前に硬
膜外腔に埋め込んだ刺激電極からの電気刺
激及び経脊椎的に磁気刺激を施行し、病理学
的、行動学的検討を加え、脊髄虚血における
電気刺激によるポストコンディショニング
の存否を検討する。 

（２）ラット脳虚血再灌流時に、経頭蓋的に
電磁気刺激を施行し、病理学的、行動学的検
討を加え、脳虚血における電磁気刺激による
ポストコンディショニングの存否を検討す
る。 

３．研究の方法 

 虚血再灌流傷害に対し骨髄間葉系幹細胞
(BMSCs)の梗塞後脳室内投与は機能改善に効
果的で、 また脳損傷後には脳室近傍幹細胞
系が活性化される事が報告されている。ポス
トコンディショニングとして電磁気刺激に
効果があるとすれば、虚血後 CSF に含まれる
これらの細胞系を賦活化するサイトカイン、

各種タンパクの出現が鍵となるかも知れな
い。ポストコンディショニング作用に最適な
電磁気刺激条件を得る為に、虚血後に賦活化
される幹細胞系まで念頭にいれ細胞内伝達
機構が関与するかを検証し、また伝達機構に
対する電磁気刺激の影響を調べた。それらの
知見を元に脳虚血再灌流障害に対する電磁
気刺激を用いたプレコンディショニング及
びポストコンディショニング作用に関して
検討した。 
（１）脳虚血モデルの作成 
① 酸素＋空気＋イソフルラン麻酔 
②塞栓糸を用いた一過性中大脳動脈モデル
を作製（虚血時間は１５、７５分間） 
（２）虚血後脳脊髄液中に出現する MAPK 系
蛋白の活性化および最適電磁気刺激条件の
検討 
①15 分虚血再灌流群 (15-MCAO 群)、75 分群
(75-MCAO 群)の 48 時間後に CSF を採取し
BMSCs培養液に添加し72時間後まで検討した。
比較対象として CSF のみ(CSF 群)、添加なし
(Control 群)も作製し、細胞保護を in vitro
で検討した。 
②それぞれの群で Akt、Erk1/2 の活性化を経
時的に検討した。 
③ソレノイドコイルを用い各種電磁気刺激
条件下の MAPK 系細胞保護蛋白の活性化を検
討した。 
（３）経頭蓋電磁気刺激によるプレコンディ
ショニング及びポストコンディショニング
獲得 
実験グループ 
①70 分間局所脳虚血のみ：再灌流後に TTC 染
色、及び cresyl violet 染色、Modified 
neurological severity score(mNSS), 
Adhesive removal test, Rotarod test によ
る二重盲目試験を用い細胞死と行動評価を
行う。 
②電磁気刺激によるプレコンディショニン
グ群；虚血負荷の２４時間前に経頭蓋電磁気
刺激による conditioning 後に脳虚血モデル
作製。 
③電磁気刺激によるポストコンディショニ
ング群；虚血再灌流後に各種条件で電磁気刺
激を施行する。 
１） 虚血再灌流直後に修正型電気けい

れんを負荷する。 
２） 虚血再灌流直後に電磁気刺激を負

荷する。 
３） 虚血再灌流１５分後に修正型電気

けいれんを負荷する。 
４） 虚血再灌流１５分後に電磁気刺激

を負荷する。 
④ 再 灌 流 前 後 で 電 磁 気 刺 激 を 加 え 、
electrical preconditioning に影響を与える
かを確認する。 



 

 

⑤評価指標 
a)行動学的評価；Modified neurological 
severity score(mNSS),Adhesive removal 
test, Rotarod test による二重盲目試験 
b)梗塞体積；TTC 染色、及び cresyl violet
染色による二重盲目試験 
⑥評価時期；虚血再灌流から１日後、３日後、
１、２、４、８週間の各時点で、３．の評価
指標について検討を加える。 
４．研究成果 
 （１）虚血後脳脊髄液中に出現する MAPK
系蛋白の活性化および最適電磁気刺激条件
の検討 
 15-MCAO 群、75-MCAO 群で CSF 容量依存性
に細胞増殖が認められ 15-MCAO群において顕
著であった。培養細胞は CD90(+)、CD34(+)、
CD45(+)、CD106(-)であり形態学的にも全て
の群において間葉系細胞の特徴を有した。
Akt、Erk1/2 については、CSF を加えた群全
てで Erk1/2 は活性化し 15-MCAO 群で顕著で
あった。電磁気刺激を用いて in vitro にお
いて MAPK 系の活性化をもたらす条件を検討
した所また BMSCsに対するソレノイドコイル
を用いた 2mT の電磁気刺激において Western 
Blott 法による解析では、Erk1/2 の活性化及
び p38 の抑制が認められ、電磁気刺激による
細胞保護作用の可能性が示唆された。 
（２）経頭蓋電磁気刺激によるプレコンディ
ショニング及びポストコンディショニング
獲得 
虚血前後の血圧，血糖，血液ガス，ヘマトク
リットに，群間差はなかった．梗塞体積は，
コントロール群（と比べて，プレコンディシ
ョニング群が有意に少なかった．180 分虚血
中の神経学的所見に差はなかったが，2，4，
7 日後の所見はプレコンディショニング群が
有意に良好であった。ポストコンディショニ
ング群に関しては、いずれの電磁気刺激条件
においても、コントロール群と比較し梗塞体
積及び神経学的所見に保護効果は認められ
なかった。 
結語 
電磁気刺激により in vitro においては細胞
保護をもたらす細胞内伝達機構が活性化さ
れる。しかしながら、脳虚血モデルにおいて
は、それらの条件を用いた虚血再灌流時のポ
ストコンディショニング作用を確認するこ
とは出来なかった。 
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