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研究成果の概要（和文）：マイクロダイアリシスを使用して、モノアミンの変化を線条体、海馬、皮質、皮質後肢領域
、腹側被蓋野で測定した。それぞれの部位におけるモノアミンの細胞外濃度の違いを確認した。また、これまでの研究
で強制的に運動させることで、モノアミンの細胞外濃度が高くなることを確認している。しかし、強制的に運動させる
ことは神経活動が活発になっても、機能回復にとって効率的とは考えにくい。そこで今後、我々は報酬物質としてのド
ーパミンの変化に着目して、効率的に機能を回復させる方法を検討する。

研究成果の概要（英文）：Extracellular concentrations of monoamines were investigated in the striatum, hipp
ocampus, primary cortex, hindlimb region and ventral tegmental area using microdialysis technique. We conf
irmed that monoamine levels were increased during treadmill running. Nerve activity becomes active by comp
ulsorily exercise, but is not efficient for the functional recovery. We pay our attention to change of dop
amine levels as the reward material and examine a method to restore motor function effectively.
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１．研究開始当初の背景 
 我々は臨床において、脳卒中患者に対する
促通的運動訓練が麻痺の回復を促進するこ
とを報告してきた。しかし、ヒトにおいてそ
の機能回復に関わる脳内物質の変化を検討
することは困難であり、基礎実験として動物
実験も行っている。他者の基礎実験でも脳梗
塞の改善には運動が有効であるとする報告
は多くみられ、神経栄養因子の発現と麻痺の
回復や梗塞巣の減少を関連づけた研究、特に
脳由来神経栄養因子（BDNF）に注目したもの
が多くみられる。我々は特にグリア細胞由来
神経栄養因子（GDNF）に着目し、GDNF が梗塞
周囲に機能回復と平行して発現することを
免疫組織学的に明らかにした。このような実
験結果から機能回復には運動が有効であり、
神経栄養因子が回復を促すということは理
解できるが、どのような運動がより効果があ
るのか、またその回復過程全体も明確にはさ
れていない。 
そこで、我々は自由行動下の動物の行動観
察と同時に組織の生体内物質の変動を経時
的かつ連続的に検討できる唯一の方法であ
る、マイクロダイアリシス法を使用して研究
を行うこととした。この方法は、中枢神経で
の神経伝達物質の研究手法としては確立さ
れたものであるが、運動刺激に伴う神経伝達
物質、特に NE、5-HT、DA 等のカテコーラミ
ンの変動に関する検討は少ない。運動とカテ
コーラミンに関する報告は温熱下での疲労
に着目した研究があり、脳卒中後の運動刺激
の影響という観点からの研究もみられるが、
後者の研究は神経伝達物質の指標としてカ
テコーラミンに着目していない。このように、
脳損傷後の回復と運動刺激や神経伝達物質
の研究は十分とは言い難い。 
また、神経栄養因子と神経伝達物質の関係
では、BDNF とセロトニンが脳の可塑性や機能
の維持に協調的に機能していることが報告
されているが、本研究のように脳梗塞モデル
を使用して、運動、神経栄養因子、神経伝達
物質の関係を連続的に検討する研究は他に
はみられない。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、脳梗塞モデルラットを用
いて脳損傷後の学習能力や運動機能回復の
プロセスに関わる脳内物質を明らかにし、そ
の変化を効果的に促進する最適な運動刺激
や薬物治療の開発を目指すものである。特に
今回の研究では、自由行動下での神経伝達物
質の変化を観察し、日内変動等の基礎的なデ
ータを収集した。 
 
３．研究の方法 
 今回の研究ではマイクロダイアリシス法
を使用してモノアミン（NE:ノルエピネフリ
ン、DA:ドーパミン、5-HT:セロトニン）の細
胞外濃度変化を測定した。実験には 9週齢の
Wistar 系ラットの雄を使用した。イソフルラ

ンの吸入麻酔下でラットを脳定位固定装置
（SR-8N Narishige）で固定し、2個のアンカ
ービスと歯科用セメントで固定した。ガイド
カニューレの挿入位置はブレグマを基準に
線条体は(anterior:+0.2mm、lateral:3.0mm、
ventral:3.5 mm)、海馬は(anterior:-5.8mm、
lateral:5.0mm 、 ventral:3.5 mm) 、 皮 質
(Primary cortex) は (anterior:+3.3mm 、
lateral:2.8mm、ventral:0.5 mm)、後肢領域
(Hindlimb region) は (anterior:-1.5mm 、
lateral:2.8mm、ventral:0.5 mm)、腹側被蓋
野は (anterior:+1.6mm 、 lateral:1.4mm 、
ventral:5.8 mm)とした。ガイド挿入後 3 日
目以降に微量生体試料分析システム
（HTEC-500、エイコム社製）を使用し、15 分
間隔で測定した。なお、今回の実験は鹿児島
大学動物実験指針に従い、鹿児島大学動物実
験委員会の承認を得て行った。 
 
４．研究成果 
 まずプローブの挿入位置を確認するため、
測定後に麻酔下で環流固定して脳を摘出し
てクライオスタットで凍結切片を作成し、ヘ
マトキシレン・エオジン染色を行った。 
 図１より、海馬領域にプローブが挿入され
ていることが確認できる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 プローブの挿入位置 
黒の矢印の位置がプローブ挿入部 

 
 典型的なマイクロダイアリシスの測定結
果として、標準液の結果を図 2に示す。マイ
クロダイアリシスのデータは、測定開始時が
不安定になることから、全てにおいて 3時間
以降のデータを採用した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 標準液の測定結果 
左から NE、DA、5-HT のピークが確認できる 



 線条体での測定結果を図 3に示す。DA の値
が大きく、5-HT も確認できるが NE の変化は
比較的小さい。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 線条体での測定結果 
 
 海馬での測定結果を図 4に示す。NE、DA、
5-HT の全てにおいて変化が確認できるが、DA
は比較的変化が小さい。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 海馬での測定結果 
 
 皮質(Primary cortex)での測定結果を図 5
に示す。NE、DA、5-HT の全てにおいて変化が
確認できるが、全体的に変化が少なく不明な
ピークが入りやすい傾向が見られた。垂直方
向の深さが 0.5mm で、表層に近いことも影響
しているかもしれない。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 皮質での測定結果 
 
 皮質後肢領域(Hindlimb region)での測定
結果を図 6に示す。基本的には皮質と同じで
NE、DA、5-HT の全てにおいて変化が確認でき
るが、全体的に変化が少なく不明なピークが
入りやすい傾向が見られた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 皮質後肢領域での測定結果 
 
 腹側被蓋野での測定結果を図 7に示す。腹
側被蓋野は中脳の一領域であり、DA 作動性ニ
ューロンが多く存在し、報酬予測に関わって
おり、様々な情動にも関わっていると考えら
れている。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7 腹側被蓋野での測定結果 
 
 このように様々な部位におけるモノアミ
ン細胞外濃度を観察したところ、それぞれに
違いを確認することができた。また、これま
での研究で日内変動を観察したところ、全体
的に夜間の値が高くなる傾向を示した。これ
はラットが夜行性であり、夜間の活動が多く
なることと関係していると考えられる。また、
トレッドミルで走行させると、それぞれの値
が高くなる傾向があり、運動することで神経
活動が活発になると考えられる。 
 しかし、強制的に運動させることは神経活
動が活発になっても、機能回復にとって効率
的とは考えにくい。そこで、今後は側坐核と
腹側被蓋野の経路を利用して報酬物質とし
てのドーパミンを指標に検討していきたい。 
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