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研究成果の概要（和文）： 

  マウス大脳皮質の上肢運動野および前運動野である吻側および尾側上肢運動領域を損傷さ
せることで痙縮発症モデルを作成し、H 反射の刺激頻度依存性反射強度弱化(RDD)の有意な弱
化を脳卒中後 3 日から 8 週間で観察し、脊髄運動神経細胞の活動性亢進を細胞活動亢進マーカ
ーを用いて測定したところ、脳卒中後活動亢進している運動神経細胞は増加していた。このこ
とから、吻側および尾側上肢運動領域の損傷により脳卒中後痙縮発症マウスが確立した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

  We made photothrombotic injury in rostral and caudal forelimb motor areas in mice. We employed 

the rate dependent depression (RDD) of the Hoffman reflex as a reliable measurement of spasticity and 

we examined expression of the mRNA for c-fos and  c-Fos immunoreactivity for motoneuron 

excitability. The RDD in the affected muscles of infarcted animals were significantly weakened 3 days 

after stroke until 8 weeks after the stroke, except at 3 weeks after the stroke, compared to sham-operated 

mice. The c-fos expression was significantly increased in stroke animals. These results revealed that 

lesions of the rostral-caudal forelimb areas induced  spasticity as evidenced, which was due to the 

weakened RDDs of the Hoffman reflexes and increased motoneuron excitability. 
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１．研究開始当初の背景 

 これまでの脳卒中痙縮研究は、ヒト脳卒中
患者を用いた電気生理学的研究が行われて
おり、alpha 運動神経細胞の抑制低下および
活動亢進などが報告されているが、痙縮発症
メカニズムについては詳細は不明である。分
子生物学的手法を用いた研究はほとんどな
く、動物モデルがないことから病態機序の解
明が遅れていると考えられる。 

 

２．研究の目的 

 そこで我々は、①新たに脳卒中後痙縮発症
マウスを作成することを第一の目的とし、②
そのモデルを用いて痙縮発症メカニズムの
解明を試みた。脊髄損傷モデルを用いた痙縮
研究から K-Cl 共輸送体 2 発現減少により神
経細胞の脱抑制が生じて痙縮が発症してい
るとの報告があり、本モデルにおいても関与
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しているかを検討した。 

 

３．研究の方法 

 ①損傷モデル作成 

 1930 年代に Fulton et al.はサルを用いて
運動野および前運動野切除によって、痙縮様
行動が観察されるとの報告をしている。我々
は Fulton らの報告を参考に、マウス大脳皮
質の上肢運動野および前運動野である吻側
および尾側上肢運動領域を損傷させること
で痙縮発症モデルを作成した。 

②痙縮評価 

 (1)Hoffman 反射(H 反射)の刺激頻度依存
性 反 射 強 度 弱 化 (Rate Dependent 

Depression: RDD)の抑制: Rate-Dependent 

Depression は一般的に spasticity 測定に使
用され、刺激頻度依存的減弱する H 反射が痙
縮によってその減弱が弱化することで評価
する。尺骨神経に電気刺激(刺激頻度 0.1, 0.5, 

1, 2, 5 Hz、各 23 回刺激)を行い、H 反射の記
録を小指外転筋で行った。 

 (2)脊髄運動神経細胞の活動性亢進：脊髄

運動神経細胞の興奮性の増大を確認するた
めに、逆行性トレーサーを用いて小指外転筋
を支配する運動神経細胞を標識し、レーザー
マイクロダイセクションによって標識運動
神経細胞だけを採取し、活動依存的に発現が
増加する c-fos の mRNA 発現変化を real 

time RT-PCR によって解析した。さらに免疫
組織染色法を用いて、c-Fos 陽性運動神経細
胞数の数の変化を確認した。 

 ③KCC2発現変化：免疫組織染色法を用い、
運動神経細胞マーカーである ChAT(Choline 

Acetyltransferase)と KCC2 を二重染色し、
KCC2陽性運動神経細胞のKCC2陽性面積を
測定した。 

 
４．研究成果 
  ①マウスの運動野および前運動野領域で
ある吻側および尾側運動野領域は先行研究
を参考に決めた(図 1A）。損傷方法は、光感受
性血栓法をもちいて行い、脳卒中 12 週間後
の組織では吻側および尾側運動野組織が欠
如しているのが観察された(図 1B)。 
 
 ②脳卒中モデルを作成後、マウス小指外転
筋の H 反射 RDD は有意に弱化していること
から、痙縮様反応が確認された(図 2)。 

また H 反射の RDD を経時的に観察したとこ
ろ、脳卒中後 3 日～8 週間まで RDD がコン
トロール群と比較して有意に弱化している
ことから長期間にわたって痙縮が観察され
た(図 3)。 

 

  ③H 反射で痙縮を確認した骨格筋から逆
行性トレーサーを注入し支配運動神経細胞
を標識し、レーザーマイクロダイセクション

法によって標識運動神経細胞を採取(図4, 5a, 

b)、mRNA 抽出により、c-fos mRNA（活動
依存的発現増加）発現の定量的解析をおこな
ったところ、c-fos mRNA 発現が有意に増加
していた(図 6)。 

 また c-Fos の免疫組織染色を行い、運動神
経 細 胞 マ ー カ ー で あ る ChAT(Choline 

Acetyltransferase )の二重染色を行い(図 7A)、
c-Fos 陽性運動神経細胞の数を数えてところ、
同様に脳卒中 1週間後に有意に増加していた
(図 7B)。 



 

 

 

 ④脊髄損傷研究から、痙縮メカニズムの 1

つに運動神経細胞の脱抑制に関与するK－Cl

共輸送体 2（KCC2）発現減少が報告されて
おり、本モデルにおいて検討を行っている。
麻痺側運動神経細胞の KCC２免疫組織染色

の結果、運動神経細胞マーカーで染色された
運動神経細胞膜に局在している KCC2 はコ
ントロール群ではシグナルは強く、膜状に連
続して陽性シグナルが観察される。一方、脳
卒中 1 週間後の脳卒中群では細胞膜上の
KCC２シグナルは不連続となりシグナル面
積を定量的に測定する約 5 割(図 8A, B)、3 週
間後では約 4 割の陽性染色面積がコントロー
ル群と比較して有意に減少していた(図 8C)。 

 



 

 

  
 
 
 
  本研究の結果、脳卒中後の痙縮発症にお
いても KCC2 発現減少による運動神経細胞の
脱抑制が関与している可能性がみられた。今
後は、KCC2発現変化を定量的に解析する予定
である。さらに KCC2 発現増加を促す方法を
検討し、新規痙縮治療開発に着手する予定で
ある。 
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