
北海道大学・保健科学研究院・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(B)（一般）

2020～2017

脳卒中リハビリテーションにおける薬理的シナプス伝達制御を伴う新たな運動療法の開発

Development of exercise therapy combined with pharmacological  treatment of 
synaptic transmission for stroke rehabilitation

６０３１４７４６研究者番号：

前島　洋（Maejima, Hiroshi）

研究期間：

１７Ｈ０２１１７

年 月 日現在  ３   ５ ３１

円    11,100,000

研究成果の概要（和文）：GABA受容体阻害剤bicuculline腹腔内投与による薬理的シナプス伝達制御とトレッド
ミル運動介入が、脳梗塞モデルラットの運動機能回復に与える影響とその神経学的機序について検証した。中大
脳動脈閉塞術後の片麻痺により運動機能障害と損傷側大脳皮質運動野における脳由来神経栄養因子（BDNF）の蛋
白発現低下が生じた。これに対する２週間の介入の結果、トレッドミル運動、或いはbicuculline投与の単独介
入による運動機能回復は認められなかったが、両者を組み合わせた介入により相乗的に運動機能回復が確認さ
れ、損傷側大脳皮質におけるBDNF蛋白発現の増強が生じることを示した。

研究成果の概要（英文）：This study elucidated the effects of daily combined therapy of treadmill 
exercise (11m/min) and administration of GABAA receptor inhibitor (bicuculline, 0.25mg/kg) for 2 
weeks on motor recovery and neurological modification in the motor cortex. Middle cerebral artery 
occlusion (MCAO) surgery impaired motor function of the paralyzed limbs and decreased the protein 
expression of brain derived neurotrophic factor (BDNF) in the ipsilateral motor cortex. Neither 
bicuculline administration nor treadmill exercise recovered motor function, whereas treadmill 
exercise combined with bicuculline administration improved motor function, accompanying the increase
 of protein BDNF expression in the ipsilateral motor cortex. This study showed the combined therapy 
with exercise and the inhibition of GABAergic synapses facilitates motor recovery accompanied by the
 increase of BDNF expression in the ipsilateral motor cortex in the model rats of ischemic stroke.

研究分野：リハビリテーション科学

キーワード： リハビリテーション　脳卒中　運動　GABA受容体　コンディショニング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳卒中後の機能回復を目的とするリハビリテーションにおいて、運動療法は中枢神経系の可塑的変化を誘導し機
能回復を促進する中心的な治療介入であるが、その治療効果を最大限有効にするため、運動療法に対する事前の
神経賦活化コンディショニングが期待される。本研究は、GABA受容体阻害下における運動は相乗的に脳卒中後の
運動機能回復を促進し、損傷脳におけるBDNF発現を増強することを明らかとした。従って、抑制性シナプス伝達
の薬理的阻害は、脳卒中リハビリテーションにおける運動療法効果を増強するための有益な中枢性コンディショ
ニングとなり得ることを示す基礎研究として本研究は学術的意義を有している。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
脳卒中は重篤な運動機能障害を引き起こし、罹患患者の日常生活活動や生活の質に長期的な
影響を及ぼす脳血管疾患である。本邦において、脳卒中は介護を必要とする主たる要因として上
位に挙げられており、脳卒中後の長期的な機能障害は社会的な課題となっている。 
脳卒中後の機能回復を目的とする今日のリハビリテーションにおいて、運動療法は中心的な
治療介入である。運動療法は中枢神経系における可塑的変化を誘導し脳卒中後の機能回復を促
進する一方で、脳卒中患者において、覚醒レベルを含む中枢神経系全般の賦活レベルにより運動
療法による介入効果は大きく阻害されている。そこで、限られた理学療法の治療機会を最大限有
効にするため、運動療法に対する事前の神経賦活化コンディショニングが注目されている。 
神経賦活化コンディショニングを薬理的の導入する方法として、中枢神経系において主要な
抑制性シナプス伝達を担うγアミノ酪酸（GABA）受容体を阻害する方法が考えられる。とりわ
け、GABA 受容体の軽微な阻害は、直接的に神経細胞の活動電位を惹起するレベルの刺激では
なく、皮質神経細胞の脱分極を促し、シナプス入力の集積による活動電位の発生を容易とする。
したがって、GABA 受容体の阻害は、神経活動依存的な可塑的変化に基づく運動療法の機能回
復効果を増強することが期待されるが、脳卒中後に薬理的シナプス伝達制御と運動療法を併用
した場合の相乗的な効果に関する報告はない。本研究課題では、脳卒中リハビリテーションにお
ける GABA受容体の薬理的阻害と運動療法の相乗効果について検証した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、GABA 受容体阻害による薬理的シナプス伝達制御と運動介入が、脳梗塞モデル
ラットの運動機能回復に与える影響、及びその背景にある神経学的機序を明らかとすることを
目的とした。具体的には、脳由来神経栄養因子（BDNF：Brain-derived neurotrophic factor）
とその受容体（TrkB：Tropomyosin receptor kinase B）、シナプスマーカー（Synaptophysin, 
PSD-95）などの、シナプス可塑性に有益に寄与する修飾因子の発現に着目し、大脳皮質一次運
動野（M1）におけるこれらの発現量を定量した。 
 
 
３．研究の方法 
（１）対象 

10週齢の雄性 Sprague–Dawleyラット 55匹（336.0 ± 20.9 g）を、偽手術を行い手術侵襲の
みを与える SHAM群（n = 8）、MCAO術のみを行う Control群（CON群, n = 7）、MCAO術
後に運動介入を行う Exercise 群（EX 群, n = 7）、MCAO 術後に Bicuculline 投与を行う
Bicuculline 群（BIC 群, n = 7）、MCAO 術後に Bicuculline 投与と運動介入を共に行う
Bicuculline+Exercise群（BICEX群, n = 8）の 5群に分類した。術後に死亡または十分な虚血
反応が得られなかった個体 18匹は対象から除外された。 
 
（２）脳梗塞モデルの作成 
脳梗塞モデルラットを作成するために、中大脳動脈閉塞（MCAO：Middle cerebral artery 

occlusion）術を実施した。全身麻酔後、頚部腹側切開部の総頚動脈から 4-0 モノフィラメント
（4037PK5Re, Doccol Corporation, USA）を挿入し、中大脳動脈領域への血流を遮断、60分後
に再開通させ、当該領域への虚血/再灌流ダメージを与えた。SHAM術では頚部切開を行った後
に血流を遮断することなく再び縫合を行い、同様の手術侵襲を与えた。 
 
（３）薬剤投与 

BIC群と BICEX群には、術後 3日目から術後 17日目までの 2週間毎日、GABAA受容体阻
害薬の Bicuculline（0.25 mg/kg）を 1日 1回腹腔内投与した。BICEX群への投与は運動介入
の約 15 分前に行った。薬剤投与と同等の侵襲を与えるために、CON 群と EX 群には同容量の
生理食塩水を腹腔内投与した。 
 
（４）運動介入 

EX群と BICEX群には、術後 3日目から術後 17日目までの 2週間毎日、低負荷強度のトレ
ッドミル走行運動（11 m/min, 30分）を 1日 1回実施した。BICEX群への運動介入は薬剤投与
の約 15分後に行った。 
 
（５）行動学的評価 
介入前（術後 3日目）および介入後（術後 17日目）において、粗大な神経学的機能障害を評
価する Zea Longa score、上肢使用の非対称性を評価する Cylinder test、上肢の感覚機能と巧緻
性を評価する Adhesive removal testを実施した。 



 
（６）組織採取および TTC染色による虚血損傷体積の定量解析 
最終評価から 24 時間後（術後 18 日目）に、ラット脳組織を採取した。採取した脳組織は、
厚さ 2 mmの前額断スライスに分割した後、2,3,5-Triphenyl tetrazolium chloride（TTC）染色
を行い、虚血損傷体積を計測した。TTC染色後、腹側から 2枚目の前額断スライスのM1を定
量的 RT-PCR に、腹側から 3 枚目の前額断スライスの M1 を ELISA に使用するために各組織
を両側半球から採取した。 
 
（７）生化学的解析 
①定量的 RT-PCR法によるmRNA発現量の定量 
採取したM1組織から、RNeasy® Liqid Tissue Mini Kit（QIAGEN,ドイツ）を使用し、総

RNAを抽出した。RNAサンプルは High capacity cDNA Reverse Transcription Kit（Applied 
Biosystems，USA）を用いて逆転写を行い、cDNAを合成した。続いて、リアルタイム PCRシ
ステム（StepOnePlus™ Real-Time PCR System, Applied Biosystems, USA）を用いた定量的
PCRを行った。TaqMan® Fast Advanced Master Mixと TaqMan® Gene Expression Assay
（Applied Biosystems, USA）を用いてターゲット遺伝子の BDNF、TrkB、Synaptophysin、
PSD-95の cDNAをそれぞれ増幅し、内部標準遺伝子として β-actinを用いた比較 Ct法（⊿⊿
Ct法）に基づき、それぞれのmRNA発現量を相対定量した。 
 
②ELISA法による蛋白発現量の定量 
採取したM1組織から、MinuteTM Total Protein Extraction Kit（Invent Biotechnologies, 

USA）を使用し、総蛋白を抽出した。その後、分光光度計（NanoDrop ND-1000, Thermo Scientific, 
USA）を用いて蛋白サンプルの総蛋白濃度を測定した。続いて、BDNF Emax® Immuno Assay 
System（Promega, USA）を用いて、BDNF蛋白の定量を行った。ELISAで作成した検量線を
もとに BDNF濃度を算出し、総蛋白 1.0 mgに含まれる BDNF蛋白量を算出した。 
 
（８）統計解析 
①脳卒中の影響の検証（次章の（１）） 

SHAM群と CON群の 2群間での群間比較を行うことで、脳卒中の影響を検証した。順序尺
度を用いた Zea Longa scoreにはMann-WhitneyのU検定を実施した。その他の比例尺度を用
いた行動学的評価およびmRNA発現量、蛋白発現量には、対応のない t検定を実施した。有意
水準はそれぞれ 5%とした。結果は平均値±標準誤差で表記した。 
 
②介入効果の検証（次章の（２）） 

CON 群、EX 群、BIC 群、BICEX 群の 4 群間での群間比較を行うことで介入効果を検証し
た。順序尺度を用いた Zea Longa scoreには Kruskal-Wallis検定を実施した。その他の比例尺
度を用いた行動学的評価およびmRNA発現量、蛋白発現量には、一元配置分散分析を実施した。
事後検定の多重比較として Tukey-Kramer検定を行った。有意水準はそれぞれ 5%とした。結果
は平均値±標準誤差で表記した。 
 
 
４．研究成果 
（１）脳卒中の影響の検証 
①行動学的評価 
術後 3日目に実施した行動学的評価の Zea Longa score、Cylinder test、Adhesive removal 

testのいずれにおいても、CON群は SHAM群認められ、MCAO術によって神経学的機能障害
および運動機能障害を確実に誘導できたことが示された。同様に、術後 17日目に実施した行動
学的評価の Zea Longa score、Cylinder test、Adhesive removal test のいずれにおいても、
SHAM群と CON群との間に有意差が認められ、術後 17日目においても脳卒中による運動機能
障害が残存したことが示された。また、TTC染色で定量した損傷体積において、SHAM群には
損傷領域は認められず、CON群はSHAM群と比較し有意に高値であった(SHAM: 0.0 ± 0.0 %, 
CON: 36.0 ± 8.5 %, p<0.001). したがって、成体が持つ自然回復機構を考慮した上でも、これ
らの行動学的評価は MCAO 術後 2 週間の機能障害を検出する評価として有益であったことが
示された。 
 
②mRNA・蛋白発現量 
損傷側半球 M1において、CON群の BDNF mRNA発現量は SHAM群と比較し減少する傾
向が確認された（p=0.067）。CON群の Synaptophysin mRNA発現量は SHAM群と比較し有
意な減少が認められた（p<0.001）。一方、非損傷側半球M1においては、CON群の BDNF mRNA
発現量は SHAM群と比較し増強する傾向が確認された（p=0.050）。その他のmRNA発現量に
関しては、CON群と SHAM群の間に有意差は認められなかった。CON群の損傷側半球M1に
おける BDNF蛋白発現量は、SHAM群と比較し有意な減少が認められた（p<0.001）。一方で非
損傷側半球M1においては、SHAM群と CON群の BDNF蛋白発現量に有意な群間差は認めら



れなかった。これらの結果から、脳卒中 2 週後の損傷側半球 M1 においては、Synaptophysin 
mRNA発現量および BDNF蛋白発現量が減少していることが明らかとなった。 
以上までの結果を総括すると、MCAO術後の行動学的機能障害は少なくとも術後 2週間持続
し、BDNF や Synaptophysinをはじめとする遺伝子発現は脳卒中後に各半球で異なる調節が行
われることが示された。 
 
（２）介入効果の検証 
①行動学的評価 
術後 3日目に実施した介入前の Zea Longa score、Cylinder test、Adhesive removal testの
いずれにおいても、CON群、EX群、BIC群、BICEX群の 4群間に有意な群間差は認められな
かった。この結果は、介入前における運動機能障害の重症度に関して、いずれの群も同様の機能
障害を呈していたことを示す。 
術後 17日目に実施した介入後の行動学的評価において、Zea Longa scoreに有意な群間差は
認められなかった（図 1A）。一方で、Cylinder testにおける BICEX群の麻痺肢使用率は CON
群と比較し有意に高値であった（p<0.05, 図 1B）。さらに、Adhesive removal testにおける EX
群、BIC群、BICEX群の time-to-contactは、CON群と比較し有意に短かった（EX群: p<0.05, 
BIC群: p<0.01, BICEX群:p<0.01, 図 1C）。加えて、同評価におけるBICEX群の time-to-remove
は、CON群と比較し有意に短かった（p<0.05, 図 1D）。 
これらの結果から、1）粗大な神経学的機能評価に関して各介入効果は認められないこと、2）
運動介入ならびに GABA 受容体阻害は脳卒中後の上肢感覚機能を改善すること、3）運動と
GABA 受容体阻害を併用した場合にのみ上肢使用率と運動機能の機能回復が促進されることが
明らかとなった。尚、介入終了後のラットの損傷体積において、有意な群間差は認められなかっ
た（CON: 36.0 ± 8.5%, EX: 33.6 ± 6.5%, BIC: 28.9 ± 9.7%, BICEX: 23.0 ± 5.0%）。 
 

 
 
②mRNA発現量 
損傷側半球M1において、EX群の Synaptophysin mRNA発現量は CON群と比較し有意な
増強が認められた（p<0.05, 図 2C）。また、BIC群と BICEX群の Synaptophysin mRNA発現
量も、CON群と比較し増強する傾向が確認された（BIC vs. CON: p=0.050, BICEX vs. CON: 
p=0.086, 図 2C）。損傷側半球M1におけるその他のmRNA発現量に関して、4群間に有意差は
認められなかった（図 2A,B,D）。一方で、非損傷側半球 M1 において、EX 群および BIC 群の
Synaptophysin mRNA発現量は CON群と比較し有意な増強が認められた（p<0.05, 図 2G）。
非損傷側半球M1におけるその他のmRNA発現量に関して、4群間に有意差は認められなかっ
た（図 2E,F,H）。 
これらの結果は、脳卒中後において各介入が損傷側および非損傷側 M1 の遺伝子発現に影響
を与えること、 即ち 1）運動介入は両側半球の Synaptophysin mRNA発現量を増強すること、
2）Bicuculline投与による GABA受容体阻害は非損傷側半球の Synaptophysinを増強すること
を示している。このことから、運動または GABA受容体阻害薬投与それぞれ単独の介入であっ
ても、前シナプスマーカーの遺伝子発現を増強することで、シナプス可塑性に有益に寄与する可

図 1: 運動介入および GABA受容体阻害薬投与が脳卒中後の機能回復に与える影響 
(一元配置分散分析, post hoc: Tukey-Kramer, * p<0.05, ** p<0.01) 



能性が示唆された。 
 

 
 
③BDNF蛋白発現量 
損傷側半球M1において、BICEX群の BDNF蛋白発現量は CON群、EX群、BIC群と比較
し有意な増強が確認された。（p<0.001 vs CON, p<0.01 vs EX, p<0.05 vs BIC, 図 3A）。一方で
非損傷側半球M1においては、BDNF蛋白発現量に有意な群間差は認められなかった（図 3B）。
この結果から、脳卒中後に運動介入と GABA受容体阻害を併用した場合にのみ、損傷側半球M1
における BDNF発現が特異的に増強することが明らかとなった。 

 
 
以上を総括すると、GABA 受容体阻害投与と運動介入による併用療法は、脳梗塞モデルラット
の運動機能回復を効果的に促進するとともに損傷側半球M1における BDNF発現を増強するこ
とが本研究課題から明らかとなった。したがって、抑制性シナプス伝達の薬理的阻害は、脳卒中
リハビリテーションにおける運動療法効果を増強するための有益な中枢性コンディショニング
となる可能性がある。また、その機能回復効果は、大脳皮質運動野における神経栄養因子発現の
増強に伴うシナプス可塑性の向上に起因する可能性が本研究課題から示唆された。 
 

図 2: 運動介入および GABA受容体阻害薬投与が各半球M1領域のmRNA発現に与える影響 
(一元配置分散分析, post hoc: Tukey-Kramer, * p<0.05, ** p<0.01) 

図 3:  
運動介入および GABA受容体阻害薬投与が各半球M1領域の BDNF蛋白発現に与える影響 

(一元配置分散分析, post hoc: Tukey-Kramer, * p<0.05, ** p<0.01) 
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