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研究成果の概要（和文）：脳梗塞後の麻痺回復に関わる運動制御には、梗塞巣周囲の大脳皮質における

機能的変化が推察されるが、その分子変化については不明な部分が多い。そこでまず、脳梗塞モデル動物

を用い、自発運動訓練を行った exercise群と、訓練を行わない control群の 2群間で、運動機能評価である

rotarod testの経時変化を検討した結果、訓練開始後 5日目以降、control群と比較して有意な運動機能の改

善が認められた。このことは自発運動訓練が協調運動など運動機能の改善に効果的であったと考えられる。

さらに、運動機能学的に有意差が認められた訓練開始 5日後の大脳皮質 antibody microarray 及び Western 

blot を用いた解析では、複数のリン酸化酵素、核内タンパク、神経成長因子、ストレス応答、細胞骨格の

重合に関連する 11種のタンパク質の up－regulationが、また apoptosisに関連したタンパク質などの down

－regulation が認められた。麻痺回復に関わる運動制御には神経可塑性の存在が考えられ、増加したタン

パク質の中から nerve growth factor (NGF), protein kinase C (PKC), calmodulin (CaM) などの因子に着目した。

これらのタンパク質は様々な生理機能に関与しており、可塑性に関与するか否かの確認のため、これらの

タンパク質と相互作用を示し神経突起伸展に関与する growth associated protein-43 (GAP43) とそのリン酸

化物である phosphorylated serine41 GAP43 (pSer41-GAP43) の発現量を解析し、その両者の発現が有意に増

加していた。今回の解析により、脳梗塞後の運動機能回復に関わる大脳皮質の可塑性発現には PKC, NGF, 

CaM, GAP43などのタンパク質がその一端に関与している可能性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：Identification of functional molecules in the brain related to improvement of 

the degree of paralysis or increase of activities will contribute to establishing a new treatment strategy 

for stroke rehabilitation. Hence, protein expression changes in the cerebral cortex of rat groups 

with/without voluntary exercise after cerebral infarction were examined in this study. In behavioral 

evaluation, the mean latency until falling from the rotating rod in the group with voluntary exercise for 

five days was significantly longer than that in the group without voluntary exercise. The protein 

expression profile was screened by antibody microarray analysis and was confirmed by Western blotting. 

Fifteen proteins showed significant quantitative changes in the cerebral cortex adjacent to the infarction 

area after voluntary exercise for five days compared to rats without exercise. Up-regulated proteins were 

involved in protein phosphorylation, stress response, cell structure and motility, DNA replication and 

neurogenesis (11 proteins). In contrast, down-regulated proteins were related to apoptosis, cell adhesion 

and proteolysis (4 proteins). Additional protein expression analysis showed that both growth-associated 

protein 43 (GAP43) and phosphorylated serine41 GAP43 (pSer41-GAP43) were significantly increased 

adjacent to the lesion cortex. These results suggest that alteration of these protein expressions may be 

related to the underlying mechanisms of exercise-induced paralysis recovery, that is, neurite formation, 

and remodeling of synaptic connections may be through the interaction of NGF, calmodulin, PKC and 

GAP43. In the present study at least some of the participation of modulators associated with the 

improvement of paralysis adjacent to the brain lesion might be detected. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)脳卒中に対するリハビリテーションは

麻痺や障害に対して、残存機能の強化や補

助具の使用など、代償的なアプローチによ

る日常生活動作の改善に主眼が置かれてき

た。このことは、脳卒中により失われた神

経細胞が再生しないとの仮説に基づいた考

えであるが、近年、成熟した脳においても

訓練により、非損傷部位の神経細胞が柔軟

に役割や構造を変化させ、麻痺や障害が回

復することが実証された (Nudo et al. Scie

nce 272：1791-94, 1996)。この脳の可塑性

変化に基づいた新たなリハビリという概念

が浸透し始め、積極的に麻痺回復を行う治

療戦略に関心が高まりつつある。 

(2)機能的核磁気共鳴装置 (fMRI) やポジ

トロン断層撮影  (PET) などの画像解析装

置の発展により、脳内の血流動態や代謝の

変化を経頭蓋的に観察が可能となり、麻痺

回復した後の脳内において活動部位の変化

が起こっていることが解明された。(Ward et 

al. Brain 129: 809-819, 2006, R. Pineiro et al. 

Stroke 32:1134-1139, 2001) これらの変化に

は、梗塞巣周囲もしくは反対側の大脳皮質

における神経・シナプス可塑性の存在が考

えられるが、その現象に関わる分子の同定

もしくは、分子機構の解明には至っていな

い。 

 
２．研究の目的 

脳梗塞モデル動物に対して運動訓練を行

い、麻痺および運動機能の回復に関与する

脳内機能的生理活性物質を特定する。特に

訓練の有無による、経時的な運動学的機能

評価とともに、脳内タンパク発現の比較解

析を行い、神経・シナプス可塑性に関わる

分子を特定する。 

 
３．研究の方法 

(1) 局所性脳梗塞モデル動物の作製 

Longaら (1989) の報告に準じて右中大脳

動脈閉塞再灌流を行った脳梗塞モデルを作

製した。 

(2) リハビリ訓練・運動機能評価 

脳梗塞導入後 2日目から Full-time integrated 

treatment (FIT) program に準じて、1日 12時

間の回転ケージによる自発運動訓練 (図 1) 

を 2週間毎日行った群を exercise群、訓練を

行わなかった群を control群とし、脳梗塞導入

前、訓練開始前と開始後 3、5、7、10、14日

目に障害状態の評価を行った。運動学的機能

評価法である rotarod testにより、協調運動の

可否および平衡感覚を総合的に解析した。具



体的には、初速 3rpmから 5分後に 30rpmへ

と加速する直径 3cmの回転棒上にラットを

乗せてから落下するまでの歩行持続時間を 3

回計測してその平均値を用いた。 

 

図 1. 回転ケージによる自発運動訓練の様子 

 

(3) 脳内タンパク質発現の比較解析 

運動学的機能評価において有意差が現れ

た時点における脳梗塞巣辺縁の大脳皮質の

タンパク質を抽出し、antibody microarrayを用

いて、control群と exercise群とのタンパク発

現の比較解析を行った。その中で、発現量が

2倍以上、もしくは 1/2以下のタンパク質に

ついて確認のため、Western blot法を用いて比

較解析を行った。さらに、antibody microarray 

に含まれない抗体種である GAP43, 

pSer41-GAP43についても同様にWestern blot

法を用いてタンパク発現の比較解析を行っ

た。 

 

４．研究成果 

(1) Rotarod testの経時変化 

脳梗塞導入前および、訓練開始前である脳

梗塞 2日後では、control群および exercise群

の両者ともに歩行持続時間は約 1/5 に低下し

た(図 2)。このことは、脳梗塞後に両群が同程

度の運動機能障害を有していたことが推測

される。さらに、脳梗塞 2日後より自発運動

訓練を開始した exercise群では control群と比

較して回転棒上での歩行持続時間が漸次増

加し、脳梗塞 7 日後(訓練期間 5 日間)では

exercise群 104.1 ± 55.4 sec, control群 52.3 ± 

48.9 sec で有意な回復傾向が認められ、脳梗

塞後の自発運動訓練が運動機能回復に効果

的であったことが示唆された。 

 

図 2. Rotarod testを用いた運動機能評価における

control群(■)、exercise群(○)の経時変化。 

(**; P<0.01、*; P<0.05) 

 

(2) 大脳皮質タンパク発現の比較解析 

Antibody microarrayおよびWestern blot法を

用いたタンパク発現解析において、脳梗塞 7

日後の control 群と比較して、同時期の

exercise群で 15種類のタンパク質発現に有意

な変化が認められた (表 1)。 

具体的には、細胞増殖核抗原、神経栄養因

子、ストレス応答タンパク、リン酸化酵素な

どの他、微小管やアクチンなど細胞骨格の重

合や細胞遊走に関連するタンパク質、カルシ

ウムシグナリングに係るタンパク質など 11

種の up-regulation が、また、apoptosis、細胞

接着などに関連した 4種の down-regulationが

認められた。 

これらのタンパク質のうち、最も大きな変

化を示したのは、細胞増殖マーカーとして知

られている proliferating cell nuclear antigen 

(PCNA) であり、この PCNAの増加は運動訓

練による細胞増殖と皮質運動野の血流増加

に伴う血管形成を反映している可能性が示

唆された。次に、apoptosis関連タンパク質で



ある Apaf1, Bmfの減少と、ストレス応答タン

パク質である HSF, HSP70 の増加との関連性

に着目した。転写因子 HSF1による HSP70の

誘導が、脳虚血に対して神経保護的に機能す

ることはよく知られている。この HSP70 が、

アダプター分子Apaf1依存性の apoptosisを阻

害することにより、虚血後の神経細胞の損失

を抑制していると考えられるが、本研究にお

けるこれらの解釈には更なる検討が必要で

ある。 

表 1. 脳梗塞後の自発運動訓練による大脳皮質タ

ンパク質の発現変化 

 

本研究の目的は、訓練による麻痺および運

動機能回復に関連した、神経･シナプス可塑

性に係る分子を特定することであり、そのた

め、Up-regulation した大脳皮質タンパク質の

中から、nerve growth factor β (NGF), protein 

kinase C (PKC), calmodulin (CaM)に着目した。 

NGFについては神経栄養因子として広く

知られており、神経突起伸展など神経可塑性

に関与していることは想像に難くない。しか

しながら PKC、CaMはカルシウム結合タン

パクであり、さまざまな生体現象の分子機構

や、代謝の調節因子として関与しているため、

これらのタンパク質が神経可塑性に関連し

ているか否かの確認が必要となった。そこで、

PKC, CaM, NGFと直接的もしくは間接的に

相互作用を示し、神経可塑性に関与すること

が知られている growth-associated protein 43 

(GAP43), phosphorylated serine41 GAP43 

(pSer41-GAP43)の発現解析を行った。 

 

(3) GAP43, pSer41-GAP43の発現比較解析 

Western blot法を用いて control群と

exercise群における GAP43, pSer-GAP43 

の発現量を内部標準である actin発現の相対

比で算出した。その結果、GAP43の発現は、

control群 1.04±0.25、exercise群 1.69±0.55

であり、pSer41-GAP43の発現は、control

群 0.29±0.06、 exercise群 0.51±0.11であ

った。つまり、control群と比較して、exercise

群での発現比はそれぞれ GAP43で 1.62倍、

pSer41-GAP43で 1.75倍であり、それぞれ

有意な増加を示した。 

GAP43は神経突起の成長円錐に局在し、

神経突起伸展およびシナプス形成に関与す

るタンパク質であり、neuromodulinとも呼

ばれ CaM と結合性を有し、CaM と GAP43

の両者は量的相同性を示すことが知られて

いる。GAP43はまた、PKCの代表的な基質

であり serine残基に特異的にリン酸化を受

け、その反応は NGFにより活性化される。

つまり、GAP43, pSer41-GAP43の発現が

exercise群で有意に増加していたことにより、

脳梗塞後に運動機能回復に関わる大脳皮質

の可塑性発現には PKC, NGF, CaM, GAP43な

どのタンパク質がその一端に関与している

可能性が示唆された。 

図 3.Western blot法によるGAP43, pSer41-GAP43

発現解析. (*P<0.05)
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