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研究成果の概要： 

局所脳虚血ラットを、通常ケージで単独に飼育する群(Standard:S群)と運動器具が備えられ

た充実環境で飼育する群(Enrich:E群)に分けた。虚血前後と2、4週間後の神経・運動機能、脳

における神経受容体機能（ベンゾジアゼピン受容体プローブ（123/125IMZ）使用）、遺伝子、蛋白

発現を両群で比較検討した。梗塞面積に両群で差はなかった。E群はS群に比べて、神経・運動

機能は有意に改善、神経受容体機能は皮質梗塞周辺部において有意に高かった。梗塞周辺部で

の遺伝子発現は、E群がS群に比べbrain derived neurotrophic factor (BDNF)遺伝子発現が低

下、BDNF蛋白は皮質の神経線維に発現しており、E群がS群に比し有意に発現が低下していた。

BDNFは、環境刺激による脳神経機能回復に寄与している可能性がある。 
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１．研究開始当初の背景 

既に、局所脳虚血ラットを用いて、環境の充

実が機能予後の改善をもたらすことが報告

されている(Ohlsson AN, et al. 1995)。こ

れに関連した脳組織の構造的変化として、非

病 巣 側 に お け る 神 経 樹 状 突 起 の 発 達

(Biernaskie J, et al. 2001)や虚血側海馬

歯状回におけるアストロサイト/ニューロン

比の増加(Komitova M, et al. 2002)などが

明らかにされた。関連遺伝子としては、glial 

cell line-derived neurotrophic factor 

(GDNF)、brain-derived neurotrophic factor 

(BDNF) (Young D, et al. 1999)、insulin-like 

growth factor 1(IGF-1, Trejo JL, et al. 

2001)、vascular endothelial growth factor 

(VEGF, Fabel K, et al. 2003) などが挙げ

られている。その他、局所脳虚血ラットにお

ける環境の充実や運動は、側脳室周辺におけ

る神経幹/前駆細胞の増加と神経再生をひき

おこしたという (Komitova M, et al.2005)。

一方、ヒト脳における内因性神経前駆細胞は

極めて少なく、内因性神経前駆細胞のみでは

脳梗塞後の充分な神経再生は不可能である

と の 指 摘 も な さ れ て い る (Roy NS, et 

al.2000)。こうした研究より、脳卒中発症後

の神経再生過程には、内因性神経幹/前駆細

胞、種々の神経栄養因子が関連すると推察さ

れる。これらの発現や制御には、環境因子の

他に、虚血の程度が重要な要因と考えられ、

虚血発症後の脳血流量の評価は必須である。

しかし、従来、この分野の研究においては、

虚血後の脳血流変化についてはほとんど言

及されていない。 

 

 

２．研究の目的 

（1） 異なる環境下で飼育した一過性局所脳

虚血ラットを用いて、環境の充実の有無によ

る運動機能、脳血流分布、神経受容体分布、

組織障害の程度、梗塞体積の差異を明らかに

する。 

（2）環境の充実の有無による神経栄養因子

などの組織修復過程に関与する遺伝子およ

びタンパク質の発現の差異を microarray 

analysis 等を用いて明らかにする。 

（3）運動機能、脳血流分布、神経受容体分

布の変化を指標として、2)で明らかとなった、

虚血後の機能回復関連遺伝子およびタンパ

ク質に対して、経時的に RT-PCR, immunoblot

等を行い、その発現動態を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（1）動物モデル：ラットを用いた糸モデル

による中大脳動脈１時間閉塞再灌流モデル

を用いる。 

（2）グループ分け：局所脳虚血ラットは、

虚血 24 時間後の神経スケール評価し、虚血

3 日後より、ランダムに割り付けにて、通

常ケージで単独に飼育する群(Standard:S

群)と運動器具が備えられた充実環境で飼

育する群(Enrich:E 群)に振り分ける。1 ケ

ージには、S群 1匹、E群 4〜6匹飼育する。 

（3）ケージ：S 群： 320 X 210 X 130mm、

運動器具はない。E群： 610 X 460 X 460mm、

ランニングホイール、トンネル、ボールな

どを置き、これらの器具は週に 1〜2回の配

置換えを行う。 

（4）神経、運動機能評価：虚血前、虚血後、

環境群振り分け前、振り分け 2、4週後。 

① 神経学的スケール：Neurological 



Severity Scores 

② 運動機能(inclined plane test：ICT)：

傾斜板上にラットを乗せ、姿勢保持が可能

な 角 度 を 測 定 。 ３ つ の 姿 勢

(up-,left-,right-headed position)にお

いて、各々3回ずつ行う。 

（5）バイオイメージングによる神経受容体

機能評価：環境群振り分け２週後。 

神経受容体機能：ベンゾジアゼピン受容

体プローブ（123/125IMZ）を用いて動物用

SPECT/オートラジオグラフィー法によ

り測定。 

（6）脳組織の分子生物学的検討：振り分

け 2，4週後 

① DNA microarray による E,S 群の遺伝

子発現の違いの検討 

② RT-PCR による①の確認 

③免疫組織染色 

 

   E 群のケージ 

 

４．研究成果 

（1）神経、運動機能評価：E, S 両群ともに

環境刺激開始から 2週間後の時点で、NSS, 

IPT において機能回復が認められたが、E群

では S群に比べより有意な機能回復であった

(NSS:P<0.01,IPT:P<0.01 [up-headed 

position],P<0.05[right-headed position])。 

（2）梗塞面積： 2,4 週いずれも両群で有意

差はなかった。 

（3） [125I]IMZ を用いた in vitro ARG：2 週

後の皮質梗塞周辺部における放射能の虚血

側/正常側比を算出した結果、E群では S群に

比べ、有意に高い[125I]IMZ 結合能を認めた 

(1.20 倍 P<0.05)。 

（4）DNA microarray：E, S 両群の梗塞周辺

皮質における遺伝子発現変化を評価した。両

群の遺伝子発現比を算出したところ、E群で

は S群に比べ、brain-derived neurotrophic 

factor (BDNF), early growth response 

factor (Egr)-1, 2 遺伝子発現の低下傾向を

認めた (BDNF: 0.72 倍, Egr-1: 0.76 倍, 

Egr-2: 0.67 倍)。さらに、これらの遺伝子発

現変化を確認するため定量 RT-PCR を行った

ところ、RT-PCR においても同様に発現低下が

確認された (BDNF: 0.71 倍, Egr-1: 0.79 倍, 

Egr-2: 0.58 倍)。4 週後においても BDNF 遺

伝子の発現が低下していたが Egr-1, Egr-2

遺伝子には変化が見られなかった。RT-PCR で

は BDNF およびその受容体の発現に有意差は

なかった。 

（5）免疫組織染色の結果、BDNF 蛋白は皮質

の神経線維に発現しており、E群の梗塞周辺

部皮質では S群に比し有意に発現が低下して

いた。 

(6) 考察 

 BDNF などの神経栄養因子は神経再生に促

進的な役割を担う一方、その前駆体が神経細

胞死を惹起したり、シナプスの長期抑制作用

をもつことが指摘されている。これらの 2つ

の働きは、前者に関しては mature 型の BDNF

がその高親和性受容体である TrkB を介して

引き起こす作用であり、後者に関しては、そ

の前駆体である proBDNF が、その高親和性受

容体である p75NTRという受容体を介し、神経

細胞のアポトーシスを引き起こすためと考

えられている(Lu B. et al., Nat Rev 

Neurosci, 6: 603-614, 2005)。Egr-1 に関し

ても、in vitro において、中枢由来の細胞の



アポトーシス誘導に Egr-1が関与していると

いう報告がある(Copani A. et al., 

Neurochem Res, 20: 611-616, 1995)。これ

らの報告から、BDNF, Egr-1 遺伝子の発現変

化が機能回復に寄与する機序としては 2つの

可能性を考えた。1つめは、環境刺激により

これらの遺伝子の発現が低下し、proBDNF, 

Egr-1 の発現量も低下して神経細胞のアポト

ーシスが抑制され、さらに虚血障害から生存

した神経細胞のシナプス新生が亢進するこ

とで神経機能の回復に繋がる可能性、2つめ

は、mature BDNF, Egr-1 の発現が低下するこ

とで、虚血障害による梗塞周辺部の異常興奮

が抑制されると同時に機能を失った神経細

胞のターンオーバーを早め、シナプス新生が

起こりやすい環境を整える可能性がある。

proBDNF はタンパク質への翻訳後に開裂を受

けて mature BDNF となる。本研究において検

討した DNA microarray, RT-PCR では、pro 型

と mature型を区別することができない。BDNF, 

Egr などの因子の発現変化が実際に機能回復

に繋がるのか、また繋がるとすればどのよう

なメカニズムによるものなのかを解明する

ためには、BDNF 遺伝子の発現低下により、pro

型と mature 型のどちらが (相対的に) 減少

しているのかを確認する必要がある。現在、

Western blotting によって、pro 型と mature

型 BDNF 蛋白の検出を試みている。 

 以上より、核医学イメージングの手法を用

いることで、環境刺激による脳神経機能の回

復を局所的・定量的に評価できる可能性が示

された。BDNF は、環境刺激による脳神経機能

回復に寄与している可能性がある。 
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