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うつ病に対する反復経頭蓋磁気刺激（rTMS）の作用機序はいまだ解明されていないが，最近の動

物を用いた研究からは，海馬の神経細胞新生が抗うつ薬や電気けいれん療法を含む種々のうつ病治療

の効果発現に関与している可能性が示唆されている．そこで，本研究では連日の rTMSがラットの

海馬の神経細胞新生に及ぼす効果について検討した．強制水泳試験を用いて抗うつ効果が報告された

先行研究に準じて直径70mmの8の字コイルを用い，刺激強度は同規格の rTMS装置の最大出力の

70％，刺激頻度は25Hz，刺激時間を10秒とした．先行研究の5日間よりも長い14日間連日，1日

1回のbromodeoxyuridine（BrdU）の投与と1,000発/日の rTMSを施行した後，海馬歯状回にお

ける細胞増殖について免疫組織化学的に検討した．rTMS施行群では，海馬歯状回におけるBrdU

陽性細胞が sham刺激群に比 して有意に増加していた．結果は連日の rTMSによって海馬の神経

細胞新生が増加することを示すとともに，この増加が抗うつ効果に関与している可能性を示唆する．
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は じ め に

反復経頭蓋磁気刺激（repetitive transcranial
 

magnetic stimulation:rTMS）は非侵襲的に反

復して脳を電気刺激する技術の1つである．現在，

種々の精神・神経疾患に対して rTMSを用いた

治療の臨床研究が行われているが，症例数や有効

性の報告はうつ病に対するものが圧倒的に多

い ．一方，rTMSの抗うつ効果の作用機序に

ついては，ヒトの脳機能画像を中心とした検討と

ともに，げっ歯類などの動物を用いた神経生物学

的な検討も多数報告されているが，いまだ解明さ

れていないのが現状である ．

そのような中で，海馬での神経細胞新生が種々

のうつ病の治療効果発現に，中心的ではないかも

しれないが，関与している可能性を示唆する報告

がある ．例えば，マウスの脳の一部にX線を

照射して海馬の神経細胞新生を阻害すると抗うつ

薬の効果が認められなくなると報告されたり ，

抗うつ薬の慢性投与や，ヒトの電気けいれん療法

に相当する電気けいれん刺激によって海馬の神経

細胞新生が促進されることがげっ歯類 や霊

長類 で報告されている．

これらの報告からは，ヒトのうつ病の治療で用

いるような連日の rTMSが海馬の神経細胞新生
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を増加させ，その増加がうつ病治療の効果発現に

関与する可能性が示唆されるが，げっ歯類を用い

て連日の rTMSが海馬の神経細胞新生に及ぼす

効果を検討した報告はこれまでに1編のみであり，

その検討では有意な増加は認められなかった ．

この否定的な結果には種々の要因が想定されるが，

ヒトのうつ病の治療はもとより，実験動物モデル

においても最適な rTMSの刺激条件が確立して

いない現状を考えると，用いられた rTMSの刺

激条件が適切ではなかった可能性がその1つに挙

げられる．そこで，本研究では，強制水泳試験に

よるラットに対する rTMSの抗うつ効果の検討

でSachdevらが用いた刺激条件 にできるだけ

準じて rTMSを施行し，rTMSが海馬の神経細

胞新生に及ぼす効果について予備的に検討した．

．研究の方法および結果

1．rTMSとBrdU投与

rTMSにはMagstim社製のMagstim Super
 

Rapidを用いた．16週齢の雄性Sprague-Daw-

leyラットを rTMS施行群（実刺激群；n＝5）

と sham刺激群（対照群；n＝5）に分け，直径

70mmの8の字コイルを用い，刺激強度は

rTMS装置の最大出力の70％，刺激頻度は25

Hz，刺激時間は10秒で，頭部に1,000発/日，

14日間連日 rTMSを施行した．コイル面は頭部

に対して接線方向とし，ハンドルをラットの体部

に平行となるようにした．sham刺激ではコイル

面を頭部に対して垂直にし，他の全ての刺激条件

は実刺激群と同一とした．両群ともに実験期間中

にけいれんや特段の見かけの行動上の変化は認め

なかった．刺激期間中，bromodeoxyuridine

（BrdU）を rTMS施行後に連日腹腔内投与し，

最終刺激の24時間後に灌流固定した．

2．免疫組織学的検討

最終刺激終了24時間後，ラットを深麻酔下に

4％パラフォルムアルデヒド液にて灌流固定を行

い，後固定後，摘出脳を用いて海馬を含む冠状断

で5μmのパラフィン切片を作製した．脱パラフ

ィン後，抗BrdU抗体を一次抗体として反応後，

ABC法を経て3,3’-diaminobenzidine tetrahy-

drochloride（DAB）を 用 い て 発 色 さ せ，

hematoxylinで対比染色し，BrdU陽性細胞数を

カウントした．また，二重免疫組織染色では抗

BrdU抗 体，抗 neuron-specific classⅢ β-

tubulin（TuJ1）抗体を一次抗体として反応後，

biotinylated donkey anti-rat IgGと Cy3-con-

jugated donkey anti-mouse IgG，Cy2-conjugat-

ed streptavidinを使用し，蛍光顕微鏡にて観察

した．

3．統計学的解析

カラー3CCDカメラを備えた顕微鏡（Eclipse
 

E800）にて画像を取り込み，一個体あたり6切

片ずつ（－2.8mm～－4.5mm, relative to breg-

ma ）歯状回の顆粒細胞層（granule cell layer:

GCL），下顆粒細胞層（subgranular  zone:

SGZ）におけるBrdU陽性細胞数をカウントし

た．実刺激群，対照群で海馬歯状回のGCL，

SGZの面積をNIH Imageを用いて計測し，単

位面積あたりのBrdU陽性細胞数を算出した．

次に，各個体あたり少なくとも50以上のBrdU

陽性細胞について，抗TuJ1抗体との二重染色

の割合を解析した．統計検定はStudentの t検定

を用い，p＜0.05を有意とした．

4．結 果

ほとんどのBrdU陽性細胞はSGZに認められ

た．実刺激群では対照群と比 し，海馬歯状回の

GCL，SGZにおける単位面積あたりのBrdU陽

性細胞数の有意な増加を認めた（図1，2）．

抗BrdU抗体とニューロンのマーカーである

TuJ1に対する抗体を用いた蛍光二重染色では，

BrdU陽性細胞の約80％がTuJ1陽性であった

が，2群間での差は認められなかった（実刺激群

81.3±2.5％，対照群80.4±3.1％）．

．考 察

本研究では，連日の rTMSがラットの海馬歯
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状回の神経細胞新生に及ぼす効果について検討し，

BrdU陽性細胞の有意な増加を認めた．rTMSに

よる海馬の神経細胞新生を検討したこれまでの報

告ではその増加は示されておらず，本研究は，

我々の知る限り rTMSによる増加を示した初め

ての報告である．

本研究は，げっ歯類 や霊長類 において

電気けいれん刺激や種々の抗うつ薬の慢性投与に

より海馬の神経細胞新生が促進されるというこれ

までの報告と同様の結果を連日の rTMSを用い

て示した．本研究ではうつ病のモデル動物を用い

ておらず，行動実験も行っていないが，結果は海

馬の神経細胞新生が連日の rTMSの抗うつ効果

に関与している可能性を示唆するものである．

本研究の刺激条件は，強制水泳試験によって

rTMSの抗うつ効果を報告したSachdevらの先

行研究 に準じて設定した．すなわち，彼らと

同じ規格の刺激装置と8の字コイルを用い，コイ

ル面を頭部に対して接線方向にあて，刺激パラメ

ーター（刺激頻度は25Hz，刺激強度は rTMS

装置の最大出力の70％，刺激回数は1,000発/

日）も彼らの報告に準じた．刺激頻度は，彼らが

1，5，15，25Hzの 4条件で実験し，最も効果が

あると報告した25Hzに設定した．ただし，刺

激日数については，彼らの用いた5日間ではなく，

ヒトの臨床研究でも用いられる程度の14日間と

して連日 rTMSを施行した ．

rTMSによるラットの海馬の神経細胞新生の

検討の過去の報告はCzehらによるもの1編のみ

であるが，その報告では有意な増加は認められな

かった ．本研究において，Czehらの検討に比

べてより高い刺激頻度（25Hz対20Hz）で多数

回（14,000発/日対5,400発/日）の刺激を行った

ことが，海馬の神経細胞新生の促進に有効であっ

た可能性が考えられる．

ラットの脳に対する rTMSでは，単回の

TMSで生じる電流や電場の強度と分布にかかわ

る刺激条件，例えばげっ歯類の小さな脳に対する

コイルの大きさ，形状，刺激部位なども重要な検

討事項である ．Czehらの検討では本研究と異

なり，電流や電場の強度や分布を理論的に推定し

たうえで刺激条件を設定し，ラット用の小さな円

形コイルを用いて左前頭部を刺激している．今後，

本研究で用いた刺激条件で生じる電流や電場の強

度や分布を理論的に推定し，それらがどのように

海馬の神経細胞新生に影響したかを評価する必要

がある．
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図1 対照群（A），rTMS施行群（B）のラット海

馬歯状回におけるBrdU陽性細胞

Scale bar:100μm. GCL, granule cell layer;H,

hilus.

図 2 歯状回における単位面積あたりのBrdU陽性細胞数

連日の rTMSによりBrdU陽性細胞数が有意に増加した

（対照群63.1±5.1cells/mm，rTMS施行群102.3±6.4

cells/mm， p＜0.05）．
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BrdUの投与回数について，先行研究の多くは

実験全体で1回あるいは数回程度投与し，約1ヵ

月後に海馬の神経細胞新生を検討しているのに対

して，本研究では14日間連日 rTMSとBrdU投

与を行い，最終投与の翌日に灌流固定しているた

め，14日間の実験期間全体での増殖を評価して

いることになるので，本研究の結果を先行研究と

比 する際には注意が必要である．また，本研究

では新生細胞の生存については検討していない．

より正確に比 ，議論をするためには，本研究で

用いた rTMSの刺激条件と先行研究で用いられ

たBrdUの投与プロトコールを用いて検討する

ことを含め，さらなる検討が必要である．

．苦労・工夫したこと

種々のうつ病治療の効果発現に海馬の神経細胞

新生が共通して関与している可能性が先行研究か

ら示唆されているので，rTMSを用いて同様の

検討を行った本研究のアイデア自体は特段画期的

なものではない．

しかし，最適な rTMSの刺激条件に関して，

ヒトの場合でも確定したものはないものの，刺激

部位（多くは左前頭前野），刺激頻度（10Hz以

上），刺激強度，1日あたりの刺激数，日数など

について，ある程度のコンセンサスが得られた条

件が存在するのに対して，ラットの脳に対する

rTMSの検討のこれまでの報告は海馬の神経細

胞新生以外のものを含めても数少ないうえに，刺

激部位やコイルの大きさ・形状を含む刺激条件の

差異が大きかったために，これらを参考にして本

研究で用いる刺激条件を設定する際に苦慮した．

このようにラットの脳に対する rTMSの報告

が少ない理由の1つとして，ヒトに比べて格段に

脳や前頭葉が小さいことが挙げられる．小型のコ

イルで高頻度刺激すると容易にコイルの温度が上

昇するのでコイルを多数用意して何度も取り替え

るという煩雑さに加えて，小さな脳のために正確

な局所刺激が難しい，ヒトと比べて相対的に広範

な脳領域で電流が誘導される，導電体である脳が

小さいと磁場強度が同じでも誘導電流が小さくな

るなどの問題点が予想された．Czehらは刺激部

位や誘導電流の問題は，小型のコイルを用い，さ

らに電流や電場の強度や分布を理論的に推定する

ことでクリアしたと主張している．しかし，治療

の作用機序に関連する，連日の rTMSの「慢性

効果」には神経回路を介した脳全体のneuro-

modulationが関与すると想定されるので，局所

の電気刺激をヒトの条件にできるだけ近似させる

ことは重要ではあるが，それを十分に行ってもラ

ットの脳に抗うつ効果に関連する効果や変化が得

られる保障はないと判断し，結局，コイルが大き

く，また誘導電流の理論的な推定を行っていない

問題はあるものの，強制水泳試験で抗うつ効果を

示した実績のあるSachdevらが用いた rTMSの

刺激条件に準じた条件を本研究では用いることに

した．

ただし，本研究での刺激日数はSachdevらの

5日に対し，ヒトで抗うつ効果を発揮するのに最

低限必要と考えられる14日間とした（ヒトでは

週毎に5日の施行と2日の休みを繰り返すので，

本研究での日数はヒトの約3週間分に相当する）．

一方で，神経細胞新生が何日程度の rTMSで有

意に増加するのかを推測できる過去のデータがな

かったので，その日数の推定や survivalの検討

が困難となるが神経細胞新生の増加を捉える可能

性が少しでも上がることを優先して，BrdUの投

与については rTMSの期間中連日施行するとい

う先行研究と比べてやや変則的なプロトコールを

用いた．

お わ り に

本研究は，14日間連日の rTMSによってラッ

トの海馬の神経細胞新生が増加することを示した．

先行研究の結果と合わせて考えると，この結果は

海馬の神経細胞新生が rTMSの抗うつ効果に関

与している可能性を示唆するが，その可能性は推

測の域を出ないものであり，うつ病のモデル動物

や行動実験を用いての検討が，前述の電流や電場

の強度・分布の理論的推定，BrdUの投与方法の

変更とともに今後の課題と考えられる．
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一方，rTMSによる海馬の神経細胞新生の増

加が示されたので，この増加を客観的な指標とし

てラットでの最適な rTMSの刺激条件を求める

ことができれば，ヒトのうつ病に対する rTMS

治療での最適な刺激条件を検討する際に，ヒトへ

のあてはめには難しい面もあるものの，ラットを

用いた基礎的な知見が，臨床症状の改善とは全く

異なった次元の判断の指標として寄与できる可能

性が期待される．
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