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研究成果の概要（和文）：脊損後の運動リハビリが中枢神経の再生を促進し運動機能を改善したという報告がな
されているが、そのメカニズムは明らかではない。本研究では運動時の筋収縮そのものが脊髄でのBDNF産生を誘
発することを予想し、それが運動機能の回復に関与する可能性について検討した。ラットの脊損直後から両側下
腿骨格筋を4～6週間電気刺激し筋収縮をさせることで運動機能の回復が見られた。この際、筋及び脊髄のBDNF産
生が亢進した。一方、BDNF受容体阻害薬を投与すると筋収縮による運動機能回復は抑制された。以上のことか
ら、脊損後の骨格筋の収縮による運動機能改善にはBDNFが関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The involvement of neurotrophic factors such as brain-derived neurotrophic 
factor (BDNF) in functional recovery after spinal cord injury (SCI) by treadmill training has been 
suggested. However, the precise mechanism is poorly understood. To investigate the role of muscle 
contraction in motor function recovery after SCI, with a focus on BDNF. Percutaneous electrical 
muscle stimulation (ES) was applied to both hindlimbs of the SCI model rats. Motor function was 
assessed using BBB score, inclined plane test, and rotarod test. Significant improved motor 
function, axonal regeneration of corticospinal tract, and BDNF production in both muscle and spinal 
cord were observed by ES. While, these effects were suppressed by administration of the TrkB 
blocker. These results indicate that the increase of muscle activity induces motor recovery after 
SCI via BDNF-TrkB pathway.

研究分野： 神経病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、脊損患者に対しては運動療法を中心とするリハビリが行われているが中枢神経の再生能力は極めて低く、
脊損患者の大部分に四肢麻痺や感覚障害などの永続的な後遺症が残る。一方、脊損後の運動が脊髄の再生を誘導
し、これが運動機能の回復に寄与するという報告がなされているがそのメカニズムは明らかではない。本研究で
は、「脊損患者に対する運動リハビリ時の筋活動が逆行性に脊髄にシグナルを伝えて損傷部位の軸索再生や細胞
新生を促進する」という仮説を立てこれを検証し、その分子メカニズムの一端を明らかにした。本研究結果によ
り、BDNF-TrkB経路の活性化をターゲットとした新たな治療法の開発が大いに期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
わが国における外傷性脊髄損傷（脊損）患者の発生率は、年間 100 万人あたり 30-40 人であ

り、毎年 5000 人程度の患者が新たに発生している 1)。急性期管理の進歩によってその死亡率は
減少したものの、中枢神経の再生能力は極めて低く、脊損患者の大部分に四肢麻痺や感覚障害な
どの永続的な後遺症が残る。現在、脊損患者に対しては日常動作訓練を中心とした運動療法や末
梢運動ニューロン・筋肉への電気刺激による筋収縮誘発（機能的電気刺激(FES）や治療的電気刺
激(TES)）などのリハビリテーションが唯一の治療法として行われている。しかしながら、その
目的は残存機能の維持や関節の拘縮予防であり、脊髄自体の再生を目的としたものではない 2)。
最近、脊損後の運動が脊髄の再生を誘導し、これが運動機能の回復に寄与するという報告がなさ
れているがそのメカニズムは明らかではない 3)。一方、骨格筋は運動器であると同時に多くの生
理活性因子を産生する分泌器官でもあり、この中には脳由来神経栄養因子（BDNF）やインスリン
様成長因子（IGF-1）などの神経細胞の保護や再生を促進する因子が含まれている 4)。さらに、
筋紡錘や腱器官から神経性に筋の収縮弛緩の情報が脊髄に伝えられている。この液性あるいは
神経性の伝達経路を介した筋からのシグナルが脊髄神経の再生に直接関与する可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、「脊損患者に対する運動リハビリテーション時の筋活動が逆行性に脊髄にシ
グナルを伝えて損傷部位の軸索再生や細胞新生を促進する」という仮説を立てこれを検証し、そ
の分子メカニズムを解明することである。運動時に筋肉は種々の生理活性因子を分泌し脂質や
糖の代謝などに影響を与える。同様に脳にも影響を与えることはすでに知られており、運動によ
って脳が活性化して学習能力が増強することが報告されている 5)。しかしながら、筋の収縮弛緩
自体が脊髄に直接影響を与えて脊損後の神経再生と機能回復に関与することを証明した報告は
これまでなく、本研究が最初の試みである。 
 
３．研究の方法 
(1)脊損モデルラットの作製と運動機能の測定 

麻酔下にラット（♂、8週齢）の脊髄を露出し、25mm の高さから錘（20g）を落下させて胸髄
（T9）レベルを損傷して脊損モデルを作製した。このモデルは受傷直後から両下肢完全麻痺、
感覚障害、排尿障害などを示し、自然回復はしない（予備実験で確認済み）。損傷直後から両
側前脛骨筋を経皮的に電気刺激（ES）（2Hzｘ10ｍA）することで単収縮を起こさせる（10分/
日×4～6週間）。実験群は脊損群（SCI）、脊損＋電気刺激群（SCI+ES）、シャムコントロール
群（Sham）の 3 群について比較した。なお、筋の収縮弛緩が機能回復に必要であることを示
すために、SCI+ES 群についてはあらかじめダントロレンなどの筋弛緩薬の投与によって筋収
縮を抑制した状態で電気刺激を与える群も作製した。脊損後、Basso-Beattie-Bresnahan(BBB) 
スコア、傾斜台試験、ロータロッド試験などにて運動機能を経時的に測定した。 

(2)組織傷害の測定 
脊損 7日後に TUNEL 染色によるアポトーシス評価と脊損 4～6週間後に損傷中心部および口・
尾側それぞれ 5、10mm の脊髄切片を作製し、ヘマトキシリン・エオシン染色による空洞体積
測定などを行い、細胞傷害の程度を定量解析した。 

(3)脳由来神経栄養因子（BDNF）の関与 
神経再生に影響するマイオカインとして BDNF に焦点を当て、脊損 1 週間後の骨格筋及び脊髄 
の BDNF の免疫染色と ELISA を行った。さらに、BDNF 受容体（TrkB）の阻害薬（ANA-12）投与
群を作製して、運動機能の回復と神経再生について検討した。 

(4)神経再生の検討 
再生軸索のマーカーである GAP-43 による脊髄切片の免疫染色とウェスタンブロッティング、
皮質脊髄路のマーカーであるセロトニン免疫染色を行った。また、逆行性トレーサーである
フルオロゴールドを坐骨神経に注入し、脊髄前角のフルオロゴールド(+)／シナプトフィジン
(+)の運動ニューロン数をカウントした。 

 
４．研究成果 
(1)下腿筋への電気刺激による運動機能の回復（図 1） 
脊損直後から両側下腿筋へ電気刺激を毎日行うことで、BBB スコアについては 2週間後から、そ
の他の運動試験についても 4週間後には有意に回復した。 
 
 
 
 
 
 



図 1脊損後の運動機能の経時変化 
 
 
(2)組織傷害の測定（図 2，3） 
 
脊損 1週間後に脊損中心部の TUNEL 染色を行ったところ、陽性細胞数は電気刺激群で有意に減
少した。また、脊損 4週間後の空洞体積についても電気刺激群で有意に小さくなっていた 
  

 
図 2 TUNEL 陽性細胞    図 3 空洞体積 

 
 
(3)BDNF の関与（図 4，5） 
脊損 1週間後に脊髄の BDNF 免疫組
織及び ELISA を行った結果、電気
刺激群では有意に脊髄と下腿骨格
筋で BDNF 産生が増加していた（図
4）。また、脊髄における BDNF 陽性
細胞は主に前角に存在し、この細
胞は NeuN にも陽性を示したことか
ら、BDNF 産生細胞は前角のニュー
ロンが主体であると思われた（図
5）。 
なお、電気刺激群に対して筋弛緩
薬であるダントロレンを刺激前に
投与しておくと、この BDNF 産生増
加は消失した。 
 
 

図 4 脊髄及び骨格筋の BDNF 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 脊髄の BDNF 陽性細胞（A～C）、
BDNF/GFAP(D～F)、BDNF/NeuN(G～I)の二重染色 
 
 
 
(4)BDNF 受容体（TrkB）阻害薬の投与（図 6） 
電気刺激群に TrkB の阻害薬である ANA-12 を投与
（0.5mg/kg）した場合の運動機能の回復について
検討した。 
ANA-12 の前投与によって電気刺激の効果が完全
に消失した（図 6） 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 TrkB 阻害薬の投与効果 
 

(5)皮質脊髄路の再生（図 7，8） 
再生軸索のマーカーである GAP-43 による脊髄の免疫染色では電気刺激群で有意に陽性線維が増
えていた。一方、皮質脊髄路の軸索のマーカー
であるセロトニン陽性線維を脊損中心部から
頭尾側各 1cm について測定したところ、同じく
電気刺激群で有意に増加したが、この効果は
ANA-12 投与によって消失した（図 7）。 
また、脊損中心部から尾側における脊髄前角
のシナプトフィジン（synaptophysin、シナプ
スのマーカー）とフルオロゴールド（FG）両
陽性細胞を測定したところ、電気刺激によっ
て増加するが、この効果も ANA-12 投与によっ
て消失した（図 8）。 

図 7 セロトニン（5-HT）陽性線維 
 

 
以上の結果から、脊損後骨格筋を電気刺激して他動的
に収縮弛緩させることによって、筋や脊髄で BDNF が
産生され、運動機能が回復する。この機能回復は、筋
への電気刺激によって生じる急性期での細胞保護効果
及び慢性期での皮質脊髄路の軸索と運動ニューロンと
のシナプス結合の再生によるものと考えられる。これ
らのいずれにおいてもその分子メカニズムとして、
BDNF／TrkB 経路の活性化が関与している可能性が示唆
された。 
 
 
 

 
図 8 synaptophysin／FG 陽性細胞 
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