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研究成果の概要（和文）：脳卒中の機能回復に必須なBDNF発現についてLuc-Bdnf Tgマウスを用いた生体脳イメ
ージングを実施し、運動誘発性BDNFの脳内発現動態を明示した。更にα5サブユニットを含みシナプス外に発現
するGABAA受容体は中枢神経の興奮性に対してtonic inhibition作用を有す。脳卒中後のGABAトランスポーター
障害等による興奮性の低下に対してα5サブユニット特異的阻害薬であるL-655,708の投与を併用した運動療法効
果について脳出血モデルラットを対象に検証した。L-655,708は脳内BDNFの発現を増強し、運動療法とL-655,708
投与の併用による相乗的な機能回復の促進を示した。

研究成果の概要（英文）：We assessed the BDNF expression in the brain based on in vivo 
bioluminescence using Bdnf-Luc mice and showed the dynamics of exercise-enhance BDNF expression in 
the brain.GABAA receptors including α5 subunit relate to tonic inhibition of neuronal excitability 
in the central nervous system. Stroke impairs GABA transporter and inhibits neuronal excitability. 
Expecting activity-dependent neuroplasticity, we verified the effects of exercise therapy combined 
with pharmacological inhibition of GABAA receptors including α5 subunit using L-655, 708 on the 
recovery after hemorrhagic stroke. In model rats for intracerebral hemorrhage, pharmacological 
neuromodulation using L-655,708 increased the expression of BDNF, crucial factor for neuronal 
recovery. Combined therapy of exercise and L-655,708 ameliorated the sensorimotor impairment after 
stroke in a synergic manner. 

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　ニューロモジュレーション　生体イメージング

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳卒中の回復期リハビリテーションにおいて、理学療法とりわけ運動療法による運動機能の再獲得が期待され
る。しかし、多くの脳卒中患者において重篤な機能障害が残存し、その後のQOLを著しく障害する。本研究は限
られた治療機会において運動療法効果を最大限に促進するため、薬理的神経制御を併用した運動療法の有効性に
ついて脳卒中モデル動物を用いて検証し、その併用療法による相乗的な機能回復効果を示した。本研究の実験動
物における成果は、従来の脳卒中リハビリテーションにおける運動療法に対するコンディショニングとしての薬
理的神経制御の有効性を示す所見であり、今後、臨床応用が期待される基礎的研究成果である。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 脳卒中の回復期リハビリテーションにおいて、理学療法とりわけ運動療法による運動機能の
再学習が期待される。限られた理学療法の治療機会において運動療法効果を最大限に促進する
ため、神経細胞の興奮性を制御する中枢性コンディショニングの併用が注目されている。中枢性
コンディショニングとして神経細胞の「易興奮性」をもたらす経頭蓋直流電気刺激（tDCS）等の
物理的神経制御への高い関心に対して、薬理的神経制御については、高い臨床的可能性にも関わ
らずこれまで顧みられてこなかった。運動は脳由来神経栄養因子（brain derived neurotrophic 
factor、 BDNF）は神経細胞の生存、保護、分化、可塑性を惹起し、中枢神経系疾患の運動機能
回復を促進する。BDNF は運動により神経細胞の活動に依存して発現増強される。BDNF が最大限
に発現する神経細胞の可塑性に富んだ脳内環境を運動療法に対して提供することは機能回復に
対する中枢性コンディショニングとして極めて有効であると期待された。中枢神経系における
神経活動は、グルタミン酸受容体を中心とする興奮性シナプス後電位（EPSP）と GABA 受容体に
よる抑制性シナプス後電位（IPSP）により調整される。脳卒中後の中枢神経系においては GABA
トランスポーターの機能障害によりシナプス内外に貯留した GABA の作用もあり皮質神経細胞全
体の興奮抑制が生じている（Clarkson AN、 Nature、 2010）。これに対して、活動依存的な可塑
性を促すため神経活動が惹起しやすい「易興奮性」の導入を目的とする GABA 抑制性入力の薬理
的阻害を用いた神経活動制御の導入が期待された。 
 
２．研究の目的 
 
（１） ICH モデルラットを対象とする薬理的神経制御を併用した運動療法効果の検証 
 
中枢神経抑制に作用する GABAA受容体は後シナプスの phasic inhibition に作用するシナプス

内 GABAA受容体と tonic inhibition に作用するシナプス外 GABAA受容体に区分される。シナプス
内 GABAA受容体は神経ネッワークのシナプス情報伝達に働くのに対して、シナプス外 GABAA受容
体は後シナプスの興奮抑制に作用し、神経ネットワーク全体の興奮性を定常的に抑制する
（Glykys J、 Neurophysiol 2006）。このため、bicuculline に代表するアンタゴニストは全て
の GABAA 受容体を阻害するため、本来であれば神経ネットワークの可塑的再編に寄与するはず
の介在ニューロンからのGABA入力を感受するシナプス内GABAA受容体も阻害している。そこで、
本研究では新たに開発されたα5 サブユニットを含むシナプス外 GABAA受容体に特異的に作用す
る阻害薬 L-655, 708 を用いることにより（Clarkson AN、 Nature 2010; He WE、 Sci Rep 2019）、
より高い運動療法による機能回復効果の可能性について脳出血（intracerebral hemorrhage,ICH）
モデルラットを対象に検証することが第一の目的である。 
 
（２） 生体脳イメージングを用いた脳内 BDNF 発現動態の検証 
 
従来の脳サンプルを対象とする生化学的、組織化学的検証における限界として、機能回復の素

子となる脳内 BDNF 発現がリハビリテーションによりどのように発現修飾されるのかについて、
一個体内で経時的に精査することは難しかった。そこで、本研究では BDNF の発現動態に対して
生体脳イメージングを用いることにより１個体内において経時的に観察する方法を確立し、リ
ハビリテーション介入が脳における BDNF 発現に与える効果について精査することが本研究の第
二の目的である。 
 
３．研究の方法 
 
（１） ICH モデルラットを対象とする薬理的神経制御を併用した運動療法効果の検証 

 
 ICH モデルラットに対する薬理的α5GABAA 受容体阻害と運動介入の併用効果について検証す
るため、雄性 Wistar ラットを、偽手術による手術侵襲のみを与える SHAM 群 （n = 8）、 ICH 手
術のみを行う ICH 群 （n = 8）、ICH 手術後に運動介入を行う ICH+EX 群 （n = 8）、ICH 手術後に
L-655、708 投与を行う ICH+L6 群 （n = 8）、ICH 手術後に L-655、708 投与と運動介入を併用す
る ICH+L6EX 群 （n = 8） の 5 群に割り当てた。ICH 術では、 血管基底膜破壊酵素のコラゲナ
ーゼ溶液を左線条体・内包領域に微小投与した。L-655, 708 は 0.5 mg/kg の用量で腹腔内投与
し、 ICH+L6EX 群への投与は運動介入の 10-15 分前に実施した。運動介入は、 トレッドミルを
用いて走行速度 12 m/min の中等度強度で、1日 30 分間の運動介入を実施した。各介入は、 脳
出血後 1週から 4週までの計 3週間とし、1回/日、 5 日/週の頻度で実施した。 
 ICH による片麻痺に伴う感覚運動機能の障害とその回復の行動評価の一つとして Tape 
removal task を実施した。麻痺前肢に貼付された Tape を剥がすまでの時間（Latency to 
removal）を計測した。前肢の機能障害を有する場合、Latency to removal の値は大きくなる。



行動評価は ICH 術前、ICH 後１週経過時、２週経過時、４週経過時に経時的に追跡した。 
 介入後、全脳を採取し、計 6 枚の厚さ 2 mm 前額断脳スライスを作成し、出血損傷体積を算出
した。更に前方から 2 枚目に位置する前額断スライス（bregma より 2.0 ～ 4.0 mm） から両
側大脳皮質運動野を採取した。採取した大脳皮質運動野における脳由来神経栄養因子 （BDNF）、 
軸索発芽マーカー （GAP-43）、 シナプスマーカー （Synaptophysin） の蛋白発現量を Western 
Blotting 法に基づき定量した。 
 
（２） 生体脳イメージングを用いた脳内 BDNF 発現動態の検証 

 
 C57BL/6-Tg（RP24-310A6-luc）2MftymMfuku（BNDF-Luc マウス）は BDNF 遺伝子の翻訳開始点
にルシフェラーゼ遺伝子が挿入された Bdnf-Luc 遺伝子を有した Tg マウスである（Fukuchi M, 
Mol Brain 2020）。BDNF 遺伝子プロモータの制御下でルシフェラーゼが発現するため、ルシフェ
ラーゼ基質である Akalumine-HCl（TokeOni）を投与することにより脳内 BDNF 遺伝子発現に伴っ
た発光を経皮的に検出することができる。この生体脳イメージングを用いることにより、運動介
入が脳内 BDNF 発現に与える効果を同一個体で反復的かつ時間的精度を担保して in vivo 計測で
きることが期待される。 
 
単回運動による運動誘発性脳内 BDNF 発現修飾の検証： 
6-7 カ月齢雄性 Bdnf-Luc マウス 5 匹を対象に約１時間のトレッドミル運動（6m/min 3 分、

9m/min 3 分、12m/min 5 分、15m/min 50 分）を実施し、運動直後に発光基質 TokeOni を投与し、
その後 24 時間の成体脳イメージングを実施した。計測は TokeOni 投与後、0, 1, 3, 6, 12, 24
時間経過時に実施した。クロスオーバーデザインに基づき計測日程間隔を設け、運動非実施（安
静）後においても同上の生体脳イメージングを 24 時間実施した。大脳全体を含む region of 
interest （ROI）を設定し、発光レベルを算出した。 
 
長期的な繰り返し運動による運動誘発性脳内 BDNF 発現修飾の検証： 
長期的な繰り返し運動（運動習慣）が運動誘発性脳内 BDNF 発現に与える影響を精査するため、

8-9 週齢 10 匹の雄性 Bdnf-Luc マウスを対象に生体脳イメージングを４週間に渡り計測した。生
体発光レベルは基質投与後に減衰すること、同日の基質投与により再現的な発光は障害される
ことが確認されている。このことから、発光検出精度を向上させるため、マウスを単回運動後 0-
4 時間および 4-8 時間の時間帯にイメージングを実施する２群（各群 n=5）に分けて４週間の経
時的な生体脳イメージングを実施した。中等度運動強度に相当するトレッドミル運動（10m/min、
60 分）実施後、各群の所定計測時間４時間における生体脳イメージングを実施した。計測時期
として、運動介入前、単回運動後、２週間の繰り返し運動後、４週間の繰り返し運動後の生体発
光を計測した。生体発光量の解析として、①４時間の発光量の総和、②TokeOni 投与後 0, 15, 
30, 45, 60, 120, 240 分後の時点における発光量を解析した。 
 
４．研究成果 
 
（１） ICH モデルラットを対象とする薬理的神経制御を併用した運動療法効果の検証 
 
運動および L-655,708 投与が脳出血後の機能回復に与える効果： 
Tape removal task における両前肢の Latency to remove の経時的変化に関する二元配置反

復測定分散分析の結果、麻痺側前肢の Latency to remove に有意な交互作用および各要因の有
意な主効果が認められた。一方、非麻痺側前肢においては有意な交互作用および主効果はいずれ
も認められなかった。麻痺肢における事後検定結果、ICH 後１週においては ICH 術を施行した４
群は SHAM 群に比べて有意な機能低下を示したが、ICH 施行４群間の差は認められなかった。こ
のことから ICH 術の再現性が確認された。ICH４週において、ICH 群、ICH+L6 群は SHAM 群と比較
して有意な機能低下を示した。一方、ICH+Ex 群、ICH+L6EX 群は SHAM 群との有意差は示さなかっ
た。更に ICH 施行４群の中でも ICH+L6EX 群のみが ICH 群と比較して有意な機能回復を認めた。
即ち、L-665,708 投与と運動を併用した場合のみ ICH 後の有意な機能改善が認められた。 
これらの結果から、①本評価は脳出血モデルラットの麻痺側前肢の感覚運動機能障害を正確

に検出でき、非介入群 （ICH 群） の機能障害は本実験の最後 （脳出血後 4 週目） まで持続
したこと、 ②介入前 （脳出血後 1 週目） の各群の機能障害は同等であったこと、③運動ある
いは L-655,708 投与による部分的な機能回復効果は認められるものの、その効果は限定的であ
ること （ICH+EX 群および ICH+L6 群）、④運動と L-655,708 投与の併用介入により相乗的かつ
効果的に機能回復が促進すること （ICH+L6EX 群）がそれぞれ示された。従って、本研究の成果
は L-655,708 投与による神経制御を併用した運動療法による脳卒中リハビリテーションの有効
性を示す所見である。 
 
運動および L-655,708 投与が出血損傷体積に与える効果： 
一元配置分散分析の結果, 有意な主効果が認められ、事後検定の結果、ICH 術を施行した４群

はいずれも損傷領域が確認された。一方、同 ICH 施行 4群間の損傷体積に有意な群間差は認めら



れなかった。 この結果は、①本実験の全ての脳出血モデルラットは、出血による脳組織の病変
を確実に有していたこと, ②各介入は出血損傷体積に影響を与えなかったことを示している。 
 
運動および L-655,708 投与が大脳皮質における蛋白発現に与える効果： 
損傷側半球の大脳皮質運動野における BDNF, GAP-43, Synaptophysin の蛋白発現量について、

一元配置分散分析の結果、BDNF 蛋白発現量のみに有意な主効果が認められた。事後検定の結果、 
ICH+L6 群および ICH+L6EX 群の BDNF 蛋白発現量は、他の 3 群と比較し有意に高値を示した。 
一方で GAP-43 および Synaptophysin 蛋白発現量に有意な群間差は認められなかった。同様の
修飾所見は非損傷側大脳皮質においても確認された。以上の発現修飾は、脳出血後に L-655,708 
投与をすることにより両側半球の大脳皮質運動野における BDNF 発現が増強されることを示し
ており、薬理的神経制御による可塑性促進因子の脳内発現の増強を惹起することを示している。 
 以上を総括すると、本研究の成果として、L-655,708 投与によるα5サブユニットを含む GABAA

受容体阻害に基づく神経制御は ICH 後の大脳皮質運動野における BDNF 発現を増強し、この神経
制御を運動療法に併用することにより相乗的に機能回復を促進することが示された。脳卒中リ
ハビリテーションにおける GABAA 受容体に対する薬理的神経制御を併用した運動療法への有効
性と臨床応用の可能性が期待された。 
 
（２）生体脳イメージングを用いた脳内 BDNF 発現動態の検証 
 
単回運動による運動誘発性脳内 BDNF 発現修飾の検証： 
 単回運動後と安静後の生体発光を比較検討するため、安静時を基準とする運動後の発光量の
２４時間に渡る経時的な比較検討を行った。２元配置反復測定分散分析に結果、有意な運動後－
安静後間の主効果を認め、事後検定において運動後１時間、３時間の時点において安静後と比較
して有意な発光の増強を確認した。またその後も計測を続けた 24 時間の間を通して運動後の発
光量の増強傾向が認められた。以上の所見から、脳内 BDNF は単回運動後の１～３時間に渡り発
現が顕著に増強され、その後も 24 時間に渡り緩やかな発現増強傾向を示すことが確認された。
本所見は生体内における運動誘発性脳内 BDNF 発現を計測した初めての報告であり、運動誘発性
BDNF 発現の発現動態を１個体内において経時的に追跡することによりその発現 time window を
提示した初めての所見でもある。 
 
長期的な繰り返し運動による運動誘発性脳内 BDNF 発現修飾の検証： 
 運動後の単回運動後 0-4 時間および 4-8 時間の発光量の総和を検討したところ、0-4 時間では
運動の繰り返しによる効果は認められない一方、4-8 時間においては単回運動後、２週間に渡る
繰り返し運動後の発光量は運動前と比較して有意の増強していた。計測時点ごとに精査しても、
0-4 時間では運動の繰り返しによる発光への影響は認められず、4-8 時間において２元配置分散
分析の結果、運動の繰り返しと計測時点を要因とする交互作用が認められた。事後検定の結果、
運動前の発光量と比較したところ、単回運動後では発光量が増強する時点は基質 TokeOni 投与
後の２時間に相当する運動後６時間であるのに対し、２週間の繰り返し運動後において発光増
強は TokeOni 投与直後に相当する運動後４時間に短縮していた。一方、４週間の繰り返し運動後
では、発光増強は TokeOni 投与後 8 時間まで遅延していた。以上の所見は、①運動誘発性 BDNF
発現は運動後４時間以降に増強される、②２週間の繰り返しの運動により運動誘発性 BDNF 発現
は加速される、③４週間の運動の繰り返しにより運動誘発性 BDNF 発現は遅延される、ことを示
している。本研究成果は運動習慣が運動誘発性 BDNF 発現の time window に与える効果に関する
１個体内における経時的な in vivo 所見として初めての報告であり、運動継続による脳内 BDNF
発現修飾を鑑みたリハビリテーションにおける運動処方に対する基礎所見としての波及性を有
している。 
 単回運動と繰り返し運動における生体イメージングの所見の比較より、年齢や運動耐性をは
じめとする対象特性と運動強度等の運動処方の要因の組み合わせにより、脳内 BDNF 発現の増強、
その time window を変化させることを示唆する所見である。 
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