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研究成果の概要（和文）：　近年、脳梗塞後のリハビリにおいて、積極的に麻痺回復を行う治療戦略に関心が高まりつ
つあるが、脳内の分子機構などについては未だ不明な点が多い。そこで、脳梗塞モデル動物における訓練後の大脳皮質
プロテオーム解析を行った。その結果、NGF, PKC, calmodulinなどのタンパク発現の増加が確認された。次に、脳梗塞
モデル動物の運動訓練とPKC活性化剤投与の有無による機能回復を運動学的解析により評価を行った。Rotarod testに
よる評価では、運動訓練・薬物併用療法が運動機能回復に有用であり、訓練単独よりもその回復が増強された。さらに
その効果は薬剤用量依存性であった。

研究成果の概要（英文）：It has become widely known that rehabilitation after stroke brings about some impr
ovement of paralysis; however, not much is known about the detailed molecular pathway in the brain. Theref
ore, identification of molecules related to improvement of paralysis will contribute to establishing a new
 treatment strategy for stroke rehabilitation. First of all we examined protein expression changes in the 
cerebral cortex of rat groups with/without exercise after stroke. In the alteration of protein expression 
profile, NGF, calmodulin and PKC proteins were increased by exercise. Secondly we examined the effects of 
administration of an activator of PKC, combined with exercise on functional recovery after infarction. In 
behavioral evaluation using rotarod test, the combination of voluntary exercise and PKC activator administ
ration induced further functional recovery compared with exercise alone, and the behavioral effect seen in
 administrated animals was dose-dependent. 
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１．研究開始当初の背景 
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. Science 272：1791-94, 19

96)。現在では、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。 

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、

麻痺回復に関連した脳内機能的分子および、

神経・シナプス可塑性に関わる分子を特定す

る。さらに検出された脳内機能的分子を活性

化させる薬剤投与により、運動機能障害に対

して、どのような影響を与えるかについても

解析を行い、訓練・薬剤併用療法によりさら

なる機能回復を目指す。 

 
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および、

Watson ら (1985) の方法に準じて

Photo-thrombosis による大脳皮質限局性の脳

梗塞モデルを用いた。 

 

(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) 

を毎日行った群を exercise (EX) 群、訓練を行

わなかった群を control (CNT) 群とした。脳

梗塞導入前、および梗塞後経時的に障害状態

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、運動機能障害の程度を総合的に解析

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 

右中大脳動脈閉塞再灌流による脳梗塞導入

後7日目の梗塞巣辺縁大脳皮質タンパク質を

抽出し、antibody microarray を用いて、CNT

群と EX 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。 



 

(4) 大脳皮質における PKC の局在解析 

CNT 群・EX 群とも、脳梗塞 6 日後に灌流固

定を行い、脳組織を採取、薄切後、抗 PKC

抗体を用いて免疫組織化学染色を実施、その

局在について解析を行った。 

 

(5) 訓練・PKC 活性化剤投与併用による効果 

Photothrombosis による脳梗塞導入後、EX 群

および、CNT 群のそれぞれの群に対して、

脳梗塞後 5 日目に PKC 活性化剤 (5～15 

µg/m2)もしくはその溶媒の尾静脈投与を行

った。運動学的機能評価には rotarod test を用

い、脳梗塞前と梗塞後 2、4、6、8 日後に評

価を行った。 

 
４．研究成果 
(1) 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 CNT 群と比較して、同時期の EX 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  (NGF), protein kinase 

C (PKC), calmodulin (CaM)に着目した。 

 

(2) 大脳皮質における PKC の局在解析 

抗 PKC 抗体を用いた免疫組織化学染色では、

CNT 群と比較して EX 群において、大脳皮質

第 III 層での免疫反応性の増加および、梗塞

巣近傍の大脳皮質神経細胞においてトラン

スロケーションが観察され、PKC の活性化が

示唆された 

 

 

 

 

 

図 2.大脳皮質第 III 層における PKC の局在 

a: CNT group, b: EX group. Scale bar 100 µm 



(3) 訓練・薬剤併用療法における 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、CNT 群および EX 群の各群

ともにその挙動に変化が認められなかった 

(図 3)。このことは、脳梗塞後に各群が同程度

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EX群ではCNT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 6 日後で有意な歩行持続時間の増加が認め

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。さら

に、脳梗塞後 8 日目に非投与 EX 群と比較し

て、10, 15 μg / m2 の濃度にて薬剤投与を行っ

た EX 群において、有意な歩行持続時間の増

加が認められた。一方、薬剤投与 CNT 群で

は、非投与 CNT 群と比較して、有意な歩行

持続時間の増加は認められなかった。これら

の結果より、薬剤投与のみでの機能回復は得

られず、運動訓練と薬物併用療法が運動機能

回復に有用であり、さらに訓練単独よりもそ

の回復が増強されることが示唆された。さら

に、薬剤用量依存性に歩行持続時間の増加傾

向が認められた。 

 

図 3. Rotarod test を用いた運動機能評価にお
ける経時変化。 

(The EX-vehi and EX-bryo groups (●) were 

compared with the CNT-vehi and CNT-bryo 

groups (■); significant differences are indicated as 

** P < 0.01. The EX-bryo 15 μg/m2 and 10 

μg/m2 groups were compared with the EX-vehi 

and EX-bryo 5.0 μg/m2 groups; significant 

differences are indicated as ## P <  0.01.) 
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