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要旨
Suzuki K, Hiraoka T, Tsubahara A, Ito T, Izumi S, Yashima K, 
Iwachidou N. Considerations for safety of high-frequency 
repetitive peripheral magnetic stimulation of skeletal 
muscles in rats: Assessment by histological analysis of 
muscles and biochemical blood tests. Jpn J Compr Rehabil 
Sci 2015; 6: 56︱63.
【目的】骨格筋に対する高頻度反復末梢性磁気刺激
（以下，rpMS）の安全性を筋組織学的検査と血液生
化学検査を用いて検討すること．
【方法】Wistar系雄ラット 20匹を rpMSを施行する
rpMS群と施行しないコントロール群（以下，CON群）
に分けた．筋組織学的検査には hematoxylin and eosin
染色，modified Gomori trichrome染色，NADH-tetrazolium 
reductase染色，acid phosphatase染色，Periodic acid-Stiff
（以下，PAS）染色を用いた．血液生化学検査ではク
レアチンキナーゼ，アルドラーゼ，乳酸脱水素酵素
（以下，LDH）を測定した．追加実験として，rpMS
終了４時間後と 12時間後の時点でそれぞれ２匹の
ラットについて筋組織学的検査を実施した．
【結果】rpMS群の PAS染色において，グリコーゲン
の枯渇を示す組織像が観察されたが，rpMS４時間後
のラットでは観察されなかった．rpMS群では LDH
が CON群より有意に低下していた．その他の染色法
と血清酵素値においては特徴的な所見や有意な変化は
認められなかった．
【結語】今回の結果から筋損傷の存在は示されず，骨
格筋に対する rpMSの安全性が実証された．

キーワード：磁気刺激，骨格筋，安全性，筋組織学的
検査，血液生化学検査

はじめに

　近年，磁気刺激（magnetic stimulation: MS）は経頭
蓋磁気刺激（transcranial magnetic stimulation: TMS）と
して治療［1］や研究分野［2］で幅広く用いられて
いるが，末梢神経や筋に対して直接的にMSを使用す
る方法は TMSのように普及していない．MSによる
骨格筋の収縮機序は電磁誘導により生体内に渦電流を
発生させ，末梢神経や骨格筋の細胞膜に脱分極を生じ
させることで骨格筋が収縮するというものである．
　従来，リハビリテーションの臨床場面では骨格筋の
収縮を促すために電気刺激（electrical stimulation: ES）
が広く用いられており，整形外科術後の不動や免荷に
よって生じる筋萎縮を予防する効果や健常人に対する
筋力増強効果が報告されている［3︱5］．また，脳卒
中片麻痺患者の障害された機能の改善や代償を目的と
した ESの使用についても多くの研究がなされてお
り，その有用性が証明されてきた［6︱8］．しかしそ
の一方で，Chaeら［6］は脳卒中片麻痺患者を対象に
ES施行による運動機能の回復を検討した結果，被験
者 46名の内８名が ESに伴う疼痛により実験の継続
を断念したと報告している．ESに伴う疼痛は末梢神
経や筋のみならず皮膚に存在する侵害受容器も刺激す
ることで生じるとされており［9, 10］，ES施行時の
避けることができない大きな問題の一つである．それ
に対してMSでは皮膚や脂肪といった高い電気抵抗を
有する組織を透過することができ，皮膚に存在する侵
害受容器を刺激することなく末梢神経や筋を興奮させ
ることが可能であるとされている［11, 12］．また，
MSと ESで同程度の膝関節伸展トルクが発揮可能な
刺激強度に統制して大腿四頭筋を刺激した結果，MS
では ESと比較して有意に疼痛が少なかったと報告さ
れている［13］．つまり，疼痛が少ないという点は
MS施行時の大きな利点である．
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　その他の利点として，Itoら［14］は腸腰筋のよう
な深層筋の刺激にはMSの使用が有用であることを示
唆している．さらに，MSは電極の貼付を必要とせず
衣服の上から施行可能であるといった利点を有するこ
とから ESへの代替を期待し，末梢神経や骨格筋に対
する高頻度反復末梢性磁気刺激（high frequency repetitive 
peripheral magnetic stimulation: rpMS）の効果や有用性
の検証がなされている［14︱19］．しかしながら，従
来の磁気刺激装置は短時間の反復刺激により刺激コイ
ルが高温に達するという問題点を抱えているため，前
述した先行研究では刺激コイルの発熱を考慮した刺激
プロトコールが設定されている［14︱19］．それらの
プロトコールでは刺激間に長いインターバルを設定し
ているが，実際には繰り返し刺激を行うことでコイル
が熱を帯び，長時間の使用は困難となる．このことが
rpMSの普及を妨げている一因であると考えられる．
　そこで今回，刺激コイルの発熱を小さく抑えられる
刺激装置が開発された．この刺激装置では発熱を抑制
するために二つの対策が施されている．その一つが鉄
心コイルを用いた点である．この利点として，Charles
ら［20］は鉄心を用いることによりコイルの電気抵
抗を減少させ，刺激に伴う発熱を抑制できるとしてい
る．もう一つが空冷装置を設置し，rpMS施行中は常
に送風しコイルを冷却できるようにした点である．こ
れらの対策により本刺激装置は従来の刺激装置よりは
るかに長い時間の連続使用が可能となったため，今後
の臨床への普及が期待される．しかし，rpMSの安全
な刺激強度や連続使用時間などに関する明確な基準は
示されておらず不明な点が多い．そこで本研究では，
ラットの骨格筋に対する rpMSの安全性を筋組織学的
検査と血液生化学検査を用いて検討することを目的と
した．

方法

１．対象
　対象は８週齢の体重 185︱215 gのWistar系雄ラッ
ト 24匹とした．これらを rpMSを与えないコントロー
ル群（以下，CON群）10匹と rpMSを与える rpMS
群 10匹に分けた．さらに追加実験として，筋組織学

的な変化を経時的に観察するため，rpMS施行後４時
間経過した時点で２匹（以下，rpMS4h群）から，ま
た 12時間経過した時点で２匹（以下，rpMS12h群）
から筋を採取した．すべてのラットは室温 22°C±２°C，
湿度 20︱60％を保ち，７時から21時まで点灯する条
件下にて飼育した．また，水および餌の摂取も自由に
行える環境を整えた．なお，本研究は川崎医科大学の
動物実験委員会の承認を受けて実施した（No.14-018）．

２．実験手順
　各群のラットは実験開始時にセボフルレンの吸入に
より麻酔を施行した．CON群と rpMS群の両群とも介
入前の血液検体としてそれぞれ右大腿静脈から約２ ml
の採血を行った．続いて rpMS群には左大腿部前面に
対して約１時間の磁気刺激プロトコール（後述）を施
行し，CON群では磁気刺激プロトコールと同時間の安
静を維持した．その後，介入後の血液検体として，両
群ともに右大腿静脈から約２ ml の採血を再度行った．
採血後すぐに，被検筋である左大腿四頭筋を採取し筋
標本を作成した．また rpMS4h群と rpMS12h群は磁気
刺激プロトコール終了後，一旦ゲージ内に戻し麻酔か
ら覚醒させ，それぞれ４時間と12時間経過した後，
再度麻酔を導入して左大腿四頭筋を採取した．全実験
行程完了後のラットは，セボフルレンの過剰投与によ
り安楽死の処置をとった．実験行程を図１に示す．

３．磁気刺激条件
　株式会社 IFG製の磁気刺激装置を使用した（図２）．
刺激強度は本装置の最大出力電圧である 600 Vとし，
磁束密度は 0.9 Teslaであった．刺激周波数は 40 Hz
とした．磁気刺激プロトコールは前述の刺激強度で
10秒間の刺激と 30秒間の休息時間を計 10回繰り返
し，これを１セットとした．セット間には４分間の安
静時間を設定し，合計６セット施行した（図３）．磁
気刺激プロトコールの合計所要時間は約１時間であっ
た．rpMS施行中はコイルの中心が左大腿部前面に密
着するように検者が手で保持し，左膝関節が伸展する
のを目視にて確認した．また，rpMS試行中のコイル
の内部温度は，コイルに内蔵されている温度計を通し
て常に外設機にてモニタリングし，内部温度が 37°C

図１．実験行程
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を超えないことを確認した．

４．筋組織学的検査
　被検筋は左大腿四頭筋とした．まず，左大腿四頭筋
を露出し，筋腹の長軸の中点に目印を付けてから筋を
採取した．採取した筋は長さ１ cm，直径 0.5 cm程度
にトリミングし，ドライアイスにより－80°C以下にま
で冷却されたノルマルヘキサン内で急速凍結した．凍
結した筋標本は薄切を施行するまで－70°Cのディー
プフリーザー内で保管した．筋標本はクリオスタット
Leica CM3050S（ライカマイクロシステムズ社製）を
用いて，大腿四頭筋長軸中点の部分を厚さ12 μmに薄
切し，スライドガラスに貼付後２時間以上風乾させた．
風乾した筋切片は hematoxylin and eosin（以下，HE）
染色，modified Gomori trichrome（以下，Gomori）染色，
NADH-tetrazolium reductase（以下，NADH） 染 色，
acid phosphatase（以下，Acp）染色，Periodic acid-Stiff（以
下，PAS）染色の５種類の染色を施行した．すべての
検体について病理学者が光学顕微鏡での観察を行い，
特徴的な筋組織学的所見の有無を確認した．

５．血液生化学検査
　筋損傷マーカーとして測定する血清酵素はクレアチ
ンキナーゼ（以下，CK），アルドラーゼ，乳酸脱水素
酵素（以下，LDH）の３種類とした．採血を行うに
あたり，まず右大腿部を切開し右大腿静脈を露出した．
その後，プラスチックカニューレ型静脈内留置針（テ
ルモ株式会社製）を右大腿静脈内に刺入し，採血を行っ
た．血液は CON群と rpMS群で介入前後ともに右大
腿静脈から約２ mlずつ採取した．採取した血液は庫
内温度が４°Cに設定された遠心分離機にて 3,000 rpm
で５分間，遠心分離にかけ血清を抽出した．血清酵素
値の測定は株式会社 SRLに委託した．

６．統計学的解析
　統計処理には統計解析ソフトウェア SPSS Statistics 
20（IBM社製）を使用した．介入前の血清酵素値の
群間比較には対応のない t-検定を用い，血清酵素値の
介入前後間の比較には対応のある t-検定を用いた．さ
らに CON群と rpMS群間で血清酵素値の変化に違い
があるかを検討するため，介入前後の変化率を算出し，
対応のない t-検定を用いて比較検討した．有意水準は
５％未満とした．

結果

筋組織学的検査
　それぞれの図は各群の代表的な筋組織学的所見を示
す．筋標本の組織学的な観察では，PAS染色において
rpMS群の 10例中８例で広範囲にわたり染色濃度の
薄い筋線維が観察された．しかし CON群，rpMS4h
群，rpMS12h群では染色濃度の薄い筋線維は観察さ
れなかった（図４）．また，rpMS群の PAS染色で染
色濃度が薄い筋線維が rpMS群の NADH染色で薄く
染色されたタイプⅡ線維とほぼ一致していた（図５）．
すべての標本の HE染色，Gomori染色において特徴
的な組織像は観察されなかった（図６，７）．また，
Acp染色でも貪食細胞の遊走を示すような組織像は確
認されなかった（図８）．

図２．磁気刺激装置

図３．磁気刺激プロトコール

図４．PAS 染色 
Bars: 200 µm; ⊠200.
rpMS群において染色濃度が薄い白く抜けた線維が広範囲に観察された．rpMS4h群では rpMS群でみられた白く
抜けた筋線維が観察されなかった．
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図５．NADH 染色 
Bars: 200 µm; ⊠200.
rpMS群の PAS染色で白く抜けている筋線維（図４の黄色枠線）が NADH染色で薄く染色されたタイプⅡ線維
（黄色枠線）とほぼ一致していた．

図６．HE 染色 
Bars: 200 µm; ⊠200.
すべての検体において基本構造の乱れや，opaque線維などの特徴的な所見は観察されなかった．

図７．Gomori 染色 
Bars: 200 µm; ⊠200.
すべての検体において特徴的な所見は観察されなかった．

図８．Acp 染色 
Bars: 200 µm; ⊠200.
すべての検体において貪食細胞の遊走を示す赤染されている所見は観察されなかった．
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血液生化学検査
　CON群と rpMS群の CK，アルドラーゼ，LDHの
平均値と標準偏差を表１に示す．各血清酵素の介入前
の測定値において２群間に統計学的な有意差は認めら
れなかった．また，介入前後の各血清酵素値に有意な
変化はみられなかった．両群の各血清酵素値の変化率
を表２に示す．LDHの変化率において rpMS群が
CON群より有意に小さい値となった．rpMS群の PAS
染色で染色濃度の薄い筋線維が認められなかった２例
では，LDHの変化率がそれぞれ 32％と－７％となり，
rpMS群の平均値ほどの低値を示さなかった．

考察

筋組織学的検査
　筋組織学的検査では rpMS群の 10例中８例で PAS
染色において，染色濃度が薄い白く抜けた筋線維が
広範囲に観察された．PAS染色は筋線維の相対的な
グリコーゲン濃度を組織学的に推定することができ
［21, 22］，この方法により直前の筋収縮の有無を確
認することができる［21, 23］．無酸素条件下で筋収
縮を誘発するために筋線維が反復して刺激された場
合，筋線維はエネルギー源として選択的に細胞内のグ
リコーゲンを消費する．そのため，筋線維の嫌気的な
代謝が起こると活動した筋線維のグリコーゲンは枯渇
し，活動していない筋線維にはグリコーゲンが消費さ
れずに残存する［24］．したがって，本研究において
観察された PAS染色で白く抜けた筋線維は，rpMSに
よって無酸素条件下での筋収縮が誘発され，解糖系に
より筋収縮に必要なアデノシン三リン酸（以下，
ATP）が供給されていたと考えられる．また，

Nakataniら［25］はラットを用いて筋のグリコーゲン
を枯渇させる運動を行った結果，４時間後には運動前
の数倍に及ぶグリコーゲンが蓄積されていたと報告し
ている．本研究の追加実験として rpMS終了後４時間
が経過した時点でのグリコーゲンの変化を２匹のラッ
トを用いて観察したが，rpMS4h群の PAS染色では
rpMS群のような白く抜けた筋線維は観察されなかっ
た．したがって，rpMS群における筋線維内のグリコー
ゲンの枯渇は一過性のものであることが確認された．
　一般的に筋線維が壊死に陥る過程は，まず細胞膜の
異常により細胞外液が細胞内に流入することに起因す
る．細胞外液中には高濃度のカルシウムイオンが存在
するため，細胞内では筋原線維が過収縮を起こす．こ
の過収縮を起こした筋線維は opaque線維といわれ，
HE染色や Gomori染色などにより濃染される［26］．
しかし，本研究の rpMSを施行したすべての標本の
HE染色と Gomori染色で opaque線維と考えられる筋
線維を確認できなかった．これらのことから rpMSの
施行により筋線維が壊死に陥る可能性は低いものと考
えられる．
　また，筋線維が壊死に陥る過程において過収縮を起
こした筋原線維辺縁では筋原線維が断裂し，カルシウ
ム依存性中性プロテアーゼが断裂した筋原線維の分解
を行う．その後に貪食細胞が壊死線維内に侵入し，壊
死部を清掃することにより筋衛星細胞が筋芽細胞とな
り，増殖する空間が用意されるといわれている［26］．
本研究では壊死線維の有無を確実に推定するために，
貪食細胞を赤染する Acp染色を施行した結果，CON
群と rpMS群の Acp染色ではすべての標本で貪食細胞
の遊走を示す所見は観察されなかった．よって，磁気
刺激プロトコール終了直後に壊死線維が存在していな

表1．介入前後の各血清酵素値の変化

血清酵素 群 介入前 介入後 t-検定

CK（IU/L）
CON 180.8±103.6 176.3±79.8 N.S.
rpMS 198.7±94.2 186.3±61.5 N.S.

アルドラーゼ（IU/L）
CON 18.6±4.6 18.2±3.4 N.S.
rpMS 20.1±5.3 19.3±2.9 N.S.

LDH（IU/L）
CON 200.3±184.3 213.1±127.4 N.S.
rpMS 276.4±141.3 215.0±120.1 N.S.

平均値±SDで表示
CK, クレアチンキナーゼ ; LDH, 乳酸脱水素酵素 ; CON, コントロール群 ; rpMS, 磁気刺激群 ; 
N.S., not significant.

表2．各血清酵素値の変化率

血清酵素 CON rpMS t-検定

CK（%） 13±53 2±32 N.S.
アルドラーゼ（%） 3±27 －1±16 N.S.

LDH（%） 55±95 －21±33 p＜0.05

平均値±SDで表示
CK, クレアチンキナーゼ ; LDH, 乳酸脱水素酵素 ; CON, コン
トロール群 ; rpMS, 磁気刺激群 ; N.S., not significant.
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いことが確認された．貪食細胞の発現に関して，
Nonakaら［26］はラットの骨格筋の壊死を誘発する
ために塩酸ブピバカインを筋注し，12時間が経過し
た時点で壊死線維の周囲に貪食細胞の遊走を認めたと
報告している．本研究の rpMS12h群の Acp染色にお
いては，赤染されている組織像が観察されなかったこ
とから，今回の磁気刺激プロトコールによって筋線維
の壊死は誘発されないことが示されたと考える．

血液生化学検査
　本研究では CON群と rpMS群ともに介入前後の
CK値とアルドラーゼ値に統計学的な有意差は認めら
れなかった．さらに CKとアルドラーゼの変化率にも
２群間で有意な差はなかった．CKは骨格筋細胞膜が
障害されると，細胞外へ流出し血中 CK値が上昇する
ことから骨格筋損傷時の指標として利用されている
［27︱29］．また，アルドラーゼは骨格筋などのエネ
ルギー代謝が多い組織に存在しており，血中のアルド
ラーゼを測定することでそれらの組織の障害を推定で
きる［30］．よって，今回の結果から，rpMSの施行
により骨格筋をはじめとする CKやアルドラーゼを含
む組織に損傷が生じていないことが推察される．
　LDHに関しては rpMS群の変化率が負の値を示し，
CON群より有意に小さい値となった．LDHはほとん
どすべての細胞に存在し，細胞障害により血中 LDH
活性が上昇する．そのため，体内の異常を知らせるシ
グナルであるとされており［31］，筋損傷マーカーと
しても多く使用されている［27, 32, 33］．また，LDH
は解糖系の最終段階において，ピルビン酸と乳酸との
転換を双方向に触媒する酵素である［31］．前述のと
おり，rpMS群の PAS染色の組織像において，グリコー
ゲンが枯渇した状態を示していたことから，筋線維内
で解糖系による ATPの供給が行われたことが推察さ
れた．解糖系は酸素供給がない場合に主として働くグ
ルコースの嫌気的分解経路であり，最終産物として乳
酸が産生される．そのため，rpMSにより筋収縮が誘
発された筋線維において，ピルビン酸から乳酸への化
学反応が活発に生じたことが LDHの変化率に影響を
及ぼしたと考えられる．つまり，rpMS群の LDHの
変化は筋組織の損傷を示唆するものではないと推察さ
れる．また，rpMS群の PAS染色で染色濃度の低下が
みられなかった２例に関しては，LDHの変化率が
rpMS群の平均値ほどの低値を示さなかった．この結
果から，rpMS群の２例では筋収縮時に解糖系の活発
な働きが生じなかったと推察され，筋線維内のグリ
コーゲンが残存したことで，PAS染色において変化が
みられなかったと考えられる．
　今回，骨格筋に対する rpMSの安全性を筋組織学的
検査と血液生化学検査を用いて検討した結果，rpMS
後に筋組織の損傷を示すデータは確認されなかった．
これらの結果から本研究で実施した刺激条件の範囲内
であれば，筋損傷を生じない安全な rpMSの施行が可
能であることが実証された．
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