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研究成果の概要（和文）：　運動処方は脳梗塞後の運動機能の回復を促進する事が知られるが、神経学的な機序
については不明である。運動負荷は成体脳での神経新生を促進する事が知られるので、我々は運動皮質に梗塞巣
が限局するモデルを確立し、脳梗塞後の神経新生や分化などの神経系の再構築と運動機能に対する各種運動負荷
の役割について検討した。特に神経新生についてはGABA細胞のサブポピュレーションに注目した。梗塞巣が限局
する我々の動物では障害の程度は軽度であるが、評価項目を増やしたビームウォーク試験により機能回復に対す
る運動負荷の有効性が明らかになった。一方、現時点ではGABA細胞のサブポピュレーションの産生に対する影響
は見えていない。

研究成果の概要（英文）：Although exercise therapies in the rehabilitation can promote motor recovery
 after cerebral infarction, the neurologic mechanism underlying them remained largely unknown. As 
exercise affects neurogenesis in adult brain, we examined the role of different types of exercises 
on  the generation and lineage of neural stem cells (especially GABAergic cells) and motor recovery 
using the motor cortex stroke rats. Conventional motor analysis failed to detect the functional 
recovery during recovery period.. However, beam-walking tests with minor modifications enables us to
 reveal in gait deficits and show the significant effect on exercises on promotion of motor 
recovery. To evaluate de novo neurogenesis, we have performed lineage analysis of newly-generating 
neural stem cells using BrdU labeling and immunohistochemnistry. Although BrdU(+) cells were 
increased in stroke rats, these are appeared not to become some subpopulation of GABAergic cells.

研究分野： リハビリテーション医学、神経生理学
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１． 研究開始当初の背景 
 
（１）従来、成体の脳では神経細胞の新生は
ほとんど起こらないと考えられてきたが、近
年ある一定の条件下では新たに神経細胞の
産生が促進され、神経回路網に組み込まれる
ことが明らかになってきた（総説：van Praag, 
et al, Nat Rev Neurosci. 2000）。例えば、実
験動物（齧歯類）を自発運動させるなど周囲
の環境に富む条件で飼育すると海馬の歯状
回で新生する神経幹細胞の数が増すことか
ら、神経新生と運動の関連が示唆されてきた。
一方、大脳新皮質を構成する神経細胞につい
ては生理的な条件下では神経新生が起こる
知見は確認できないが、虚血などにより病的
な状態へ変化をきたすと新たに神経産生を
惹起する事が知られていた（総説：Ohira, 
Cell Mol. Life Sci., 2011; Zimka-Nalecz et 
al, Acta Neurobiol. Exp. 2012 など）。例えば
広範に実験的脳梗塞を起こした動物では、脳
室上衣下層（SVZ）領域で新生した神経細胞
が梗塞巣へ向かい移動していくことから、特
定の病変時における神経細胞の新生は神経
組織の修復や再構成に関与している可能性
が示唆された。 
 
（２）神経発生期において未熟な神経細胞は、
シナプスを形成する前より、しばしば各プロ
セス（細胞分化や細胞移動、神経突起形成な
ど）に特異的なパターンを持つ神経活動（細
胞内 Ca2+変化や膜電位変化など）を示し、
その神経活動に依存して発生プログラムが
実行される事が知られる（ Komuro & 
Kumada, Cell Calcium 2005; Spitzer, 
Nature 2009; Nat Rev Neurosci, 2012）。研
究代表者らも脳スライス培養標本を用いて
長時間タイムラプス観察と Ca2+イメージン
グ法を同時に駆使しながら、この神経活動変
化を引き起こす要因として神経伝達物質に
着目し、その役割について研究を行ってきた
（ Kumada & Komuro,PNAS 2004, 
Kumada et al, J Neurosci 2005, Wang, 
Kumada et al, 2014,など）。神経発生期や病
的な状態においては細胞内の塩化物イオン
濃度が高いため、脱分極（興奮）性に作用す
る。近年、研究代表者らも「てんかん」モデ
ル動物を用いて、神経発生期に細胞外 GABA
の分布とその応答性が時空間的に乱れるこ
とが皮質異形成を引き起こす事を明らかに
し、先に興奮性の GABA システムが構築され
ることが神経回路形成に重要であることが
明らかになってきた（Wang, Kumada et al, 
2014）。 
 
（３）また、脳卒中後のリハビリテーション
（運動負荷）は運動障害や高次脳機能などの
機能回復に重要であることは周知の事実で
ある。しかしながら、障害回復期に課す運動
負荷が神経新生や機能再建に対してどのよ
うな効果を持つのかについては未だ良く分

かっていない。そこで、研究代表者らは、脳
梗塞後のリハビリテーションの役割を調べ
るために、一次運動野のある頭頂部近傍に局
所的に脳梗塞を起こす実験的脳梗塞モデル
動物を確立した。 
 
 
２． 研究の目的 
 
 運動負荷を課すリハビリテーションは、神
経活動を促すことで神経活動に依存した神
経発生のプログラムに影響を及ぼす可能性
が考えられる。そこで、研究代表者らは実験
的脳梗塞モデル動物に対して運動処方を課
し、その後の運動機能の回復と神経幹細胞の
新生を中心に調査することで、神経系の再構
築における運動負荷の役割を明らかにしよ
うとした。また、その機序として GABA 系の
関与についても検討した。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 実験的脳梗塞モデル動物の作出：頭頂
部に脳梗塞巣を持つモデル動物の新規作出 
 我 々 は 光 増 感 法
（ Photochemically-induced 
thrombosis :PIT 法）で運動皮質が存在する
大脳皮質頭頂部にのみ脳梗塞巣が生じるモ
デル動物を効率よく作出する方法を確立し
た。具体的には、深麻酔下で頭頂部の皮膚を
切開後、頭蓋骨表面のブレグマから左外側 
2.0mm 、前方 2.0mm の位置にドリルで小穴を
開け、光増感剤であるローズベンガルを静脈
内投与した後、専用にデザインした光ファイ
バーを用いて緑色光を中大脳動脈の支流に 
10 分間照射することで血管内皮細胞障害性
血栓生成を惹起し、中大脳動脈を血栓閉塞し
た。 
 
(2) 脳梗塞モデル動物の運動機能の評価法
の検討 
  脳梗塞モデル動物の運動機能を評価す
るために、以下の試験を行った。 
 

①  ロータロッド試験 
   脳梗塞モデル動物の協調運動を調べる
ために、動物を漸増加速する回転ローラー
に乗せて、ローラー上に維持している時間
を計測するロータロッド試験を行った。 

 
② フットプリント法による足跡解析 

   脳梗塞時によく見られる歩幅等の違
いを調べるため、ラットの四肢にインクを
つけて白紙上を歩行させ、その足跡を解析
するフットプリント法による評価を行っ
た。 

 
③ ビームウォーク試験による肢スリップ

解析 



  動物を細い角棒の上を歩行させて、各四
肢のスリップ度合いを評価するビームウ
ォーク試験を行った。 

 
(3) 脳梗塞モデル動物に課す運動負荷の条
件検討 
 脳梗塞後の運動機能や神経系の再構築に
係るより効果的な運動負荷法を調べるため
に、以下の運動負荷法を課した。①トレッド
ミル走による強制走行、②回転ケージを飼育
ケージに設置することによる自発走の促進、
③対照群は特に運動負荷を課さなかった。 
 
(4) 運動負荷が神経新生（GABA 細胞）に及ぼ
す影響：蛍光免疫組織学的検討 
 脳梗塞時における新生細胞について調べ
るために、分裂細胞を標識する BrdU ラベリ
ング実験を実施した。下記に示す免疫染色法
により BrdU 陽性細胞と各種細胞系譜のマー
カーとの共染色を行った。具体的には、麻酔
後灌流固定したラットより大脳を取り出し、
パラフィン包埋後、薄層切片を作製した。抗
BrdU 抗体と各種系譜マーカー(DCX など）や
GABA 関連マーカー(GAD67 など）の抗体を用
いて蛍光二重免疫染色を行った。 
 
(5) 実験的脳梗塞モデル動物への薬物投与
系の確立 
 脳梗塞モデル動物に浸透圧ポンプを取り
付けて、投薬する系を確立した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)  実験的脳梗塞モデル動物の作出：頭頂
部に脳梗塞巣を持つモデル動物の新規作出 
 本研究課題で挙げた作業仮説を検証する
ために光増感法で右側中大脳脈に血栓形成
を惹起する方法(Photochemically-induced 
thrombosis :PIT 法）で実験的脳梗塞モデル
を作出した。このモデル動物は中大脳脈の閉
塞で生じる点から臨床的に実際に起こる脳
梗塞を検討する上では貴重なモデルである
が、様々な脳機能を果たしている脳領域が広
範に梗塞巣となってしまうため、メカニズム
を調べるためには複雑すぎる問題を持つ。そ
こで、我々はラットの運動皮質が存在する大
脳皮質頭頂部にのみ脳梗塞巣が生じるモデ
ル動物の開発を試みた。その結果、脳梗塞術
を改良し、右側中大脳脈の側枝に血栓形成を
惹起する方法にて運動皮質にのみ脳梗塞巣
が生じるモデル動物の作出に成功した。術後
翌日に四肢の触診を行ったところ、多くの動
物で麻痺を示すことが分かった。運動負荷が
運動系を支配する神経回路網の再構築に対
して、どのような影響を及ぼしていくのか、
そのメカニズムを解明するのに非常に有用
なモデルとなる。 
 
(2) 脳梗塞モデル動物の運動機能の評価法

の検討と各種運動負荷の効果について 
 脳梗塞後の障害とその回復度合いの程度
について、上述した方法（ロータロッド試験、
フットプリント法、ビームウォーク試験）に
より評価した。意外なことに、フットプリン
ト法ではヒトの脳梗塞後にはよく認められ
る歩幅や歩隔などのパラメーターは術前・術
後で有意差はなかった。ロータロッド試験や
ビームウォーク試験では脳梗塞術による機
能低下を捉えることが出来たが、機能回復時
の各種運動負荷間の効果の違いが出なかっ
た。本モデル動物の梗塞巣の範囲が狭いため、
運動機能への障害の程度が軽度であること
が考えられる。しかし、触診や観察上に違い
があるため、より詳細な方法での差の検出を
試みた。そこで、歩行動作から評価項目を追
加して、再度ビームウォーク試験にて評価を
実施したところ、運動負荷を課すことが、運
動機能の時間的な機能回復を有意に促進す
ることを見いだした。また、運動負荷法の違
いについても違いが出つつあり、定量的な検
証を行っている。   
 
（３）神経細胞（特に GABA 細胞）の新生と
運動負荷の関係性 
 脳梗塞術後の運動負荷が神経新生に与え
る影響について調べるために、術後 1 週間
BrdU を投与後、経時的に脳切片を作製し、免
疫組織学的に新生細胞の分布と系譜につい
て解析した。脳梗塞モデル動物では梗塞巣近
傍に BrdU 陽性細胞が広がる様子が認められ
た。これらの新生細胞には未熟な神経細胞の
マーカーであるDCX陽性となる細胞のほかに、
グリア細胞のマーカーである GFAP や Iba1 陽
性となる分布が含まれていた。一方、現在ま
でのところ GABA 細胞のサブポピュレーショ
ンである Calretinin 陽性となる BrdU 陽性細
胞は認められていない。脳梗塞時には正常時
の aSVZ 由来の新生細胞の系譜とは異なる可
能性が示唆された。BrdU の分布は運動負荷に
伴って領域ごとに異なる可能性が見いださ
れているので、現在定量中である。 
  また、GABA システムの関与について調査
するために、まず薬物の in vivo 投与系を確
立した。既知の物質投与による運動機能・神
経新生に与える影響について検討できたの
で、今後 GABA 系に影響を与える薬物の投与
による影響について調べる予定である。 
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