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要 約 

 

【背景】脳卒中後の運動機能障害は, 本邦のみならず世界の公衆衛生においても影響が大

きく, 機能回復を促進する治療戦略の開発は喫緊の課題である . 今日の脳卒中リハビリテ

ーションにおいて , 運動療法は主要な治療介入であり, 身体運動に伴う神経活動依存的な

可塑性修飾を介して機能回復を促進することが知られるが, その機能回復効果は限定的で

ある. そこで , 中枢神経系において主要な抑制作用を担う GABA 受容体の薬理的阻害は, 

活動依存的可塑性を強化するための易興奮性コンディショニングとして期待される. 本研

究は, Tonic inhibition (GABA 受容体を介した持続的な抑制様式) を担う α5GABAA 受容体を

薬理標的とし , 薬理的コンディショニングと運動介入の併用が, 脳卒中後の機能回復に与

える影響を明らかにすることを目的とした. 

【内包損傷を伴う脳出血後の機能障害と神経栄養因子発現の特徴】本研究では脳卒中病型

の中でも脳出血に焦点を当て, はじめに, 内包損傷を伴う脳出血病態を模した IC-ICH モデ

ルラットの機能障害と大脳皮質運動野における神経栄養因子発現の特徴について精査した . 

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 = 7) と, 脳出血を

誘導する ICH 群 (n = 8) の 2 群に割り当てた. IC-ICH モデルは, 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することで作成した . 行動学的評価を用

いて , 運動機能障害 , 自発的活動性 , 不安様行動の経時的変化を , 脳出血前および脳出血

後 3 日から 4 週まで長期的に評価した. 脳由来神経栄養因子 (BDNF) 発現は, 運動機能局

在の中枢である大脳皮質運動野に着目し, 脳出血後 4 週目に採取した組織から mRNA 発現

と蛋白発現を定量した. その結果, ICH 群では, 著明な運動機能障害が脳出血後 4 週間にわ

たり持続することが確認された. ICH 群の自発的活動性は, 脳出血後低下した後に, 一時的

に改善し, 再び低下する所見が認められた. 一方で, 脳出血に起因する ICH 群の不安様行

動は認められなかった. また, 脳出血後 4 週目の大脳皮質運動野における BDNF 発現量は, 

SHAM 群と ICH 群の間に有意な群間差は認められなかった. 本章で得られた結果から, IC-

ICH モデルラットは, 運動機能障害の長期的検証が可能であり , 本研究において有用な脳

出血モデルとなり得ることが示された. 

【GABA 受容体を標的とする薬理的神経制御の検証】次に, α5GABAA 受容体の特異的阻害

薬  (L-655,708) の単回投与が , 中枢神経系の神経活動に与える影響について検証した . 薬

剤投与の効果を明確にするため , 本章は健常ラットを対象とした . 雄性 Wistar ラットを , 

対照群となる CON 群 (n = 6) と, L-655,708 を投与する L655 群 (n = 6) の 2 群に割り当て

た. L-655,708 は 0.5 mg/kg の用量で腹腔内投与した. 投与から 30 分後に行動学的評価を実

施し, 自発的活動性や懸念される副作用への影響について検証した . 神経活動の評価には
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生化学的手法を用いて , 神経活動の分子マーカーである最初期遺伝子の発現  (c-Fos 

mRNA) を各領域  (大脳皮質 , 海馬 , 脊髄) で定量した . その結果 , 大脳皮質運動野におけ

る L655 群の c-Fos mRNA 発現量は, CON 群と比較し有意に高値を示した. 一方で, 大脳皮

質感覚野, 海馬, 脊髄における c-Fos mRNA 発現量に有意な群間差は認められなかった. 行

動評価において自発的活動性は, CON 群と比較し, L655 群では有意に増強した. また, 行

動に反映される明らかな副作用は認められなかった . 本章の結果から , 薬理的 α5GABAA

受容体阻害は , 中枢神経系の中でも , とりわけ大脳皮質運動野の神経活動修飾を目的とし

た薬理的コンディショニングとなり得ることが示された. 

【薬理的神経制御を伴う運動療法が脳出血後の機能回復に与える影響】最後に, ここまで

に得られた知見を基に, IC-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した. 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 手術で

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

前に行った. 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 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. 最終介入の 24 時間後に, 大脳皮質運動野および脊髄の組織採取

を行い , 各領域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), 成長阻害因子  (Nogo-A) の蛋白発現量を定量した . その結

果, ICH+L6 群と ICH+EX 群の機能回復は限定的であるが, 併用介入を行った ICH+L6EX 群

においては脳出血後の機能回復が効果的に促進されることが示された. ICH+L6 群では大脳

皮質 BDNF 発現, 脊髄 BDNF 発現, 脊髄 GAP-43 発現の増強が認められた. これに加えて, 

ICH＋L6EX 群の脊髄においては, Synaptophysin および Nogo-A の発現増強が認められた. 

【考察・結論】運動介入と α5GABAA 受容体阻害薬の投与はそれぞれ単独では機能回復効

果が乏しいものの , 各介入を併用することにより脳出血後の機能回復が効果的に促進され

ることが明らかとなった . 併用介入による機能回復の背景には , 大脳皮質における可塑性

修飾のみならず, 出血病巣から離れた脊髄における軸索発芽やシナプス形成, さらには成

長阻害因子による神経回路の安定化なども関与している可能性が示唆された . 本研究の結

果は, 脳卒中後の機能回復を効果的に促進する治療戦略の Proof of concept study として重

要な基礎的知見を示し, α5GABAA 受容体を特異的に阻害する薬理的神経制御と運動療法の

併用は, 脳卒中後の機能回復を促進する新たな治療戦略の 1 つとなることが示唆された. 
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本 論 文 で 用 い た 略 語 

 

 BDNF ：Brain-derived neurotrophic factor 

 CST ：Corticospinal tract 

 DALYs  ：Disability-adjusted life years 

 DTT ：Diffusion tensor tractography 

 GABA ：Gamma amino butyric acid 

 GAP-43 ：Growth-associated protein 43 

 HRP ：Horseradish peroxidase 

 IC  ：Internal capsule 

 ICH ：Intracerebral hemorrhage 

 IEG ：Immediate-early genes 

 MCAO ：Middle cerebral artery occlusion 

 mRNA ：Messenger ribonucleic acid 

 MRS ：Magnetic resonance spectroscopy 

 tDCS ：Transcranial direct current stimulation 

 TMB ：3, 3', 5, 5'-tetramethylbenzidine 

 TMS ：Transcranial magnetic stimulation 

 tPA  ：Tissue plasminogen activator 

 TrkB ：Tropomyosin receptor kinase B 
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本 論 文 で 用 い た 用 語 

 

 α5GABAA 受容体：α5 サブユニットを含む GABAA 受容体. 

 Bicuculline：GABAA 受容体阻害薬. GABAA 受容体全般に作用する. 

 bregma：頭蓋骨における矢状縫合と冠状縫合の交点. 

 cDNA：相補的 DNA (Complementary deoxyribonucleic acid). mRNA を鋳型とし, 逆転写

反応によって合成された DNA. 

 DALYs：障害調整生存年数 (Disability-adjusted life years). 疾病に起因する障害や死亡

により失われた年数. 疾病負荷を総合的に示す指標で, 健康的な生活の損失を表す. 

 DTT：拡散テンソルトラクトグラフィー. MRI により水分子の拡散異方性を捉え, 神経

白質線維の走行を非侵襲的に可視化する手法. 

 ELISA 法：酵素結合免疫吸着法 (Enzyme-linked immunosorbent assay). 抗原抗体反応を

利用し, 酵素反応に基づく発色・発光により目的蛋白質を定量する方法. 

 GABRA5：GABAA 受容体の α5 サブユニットをコードする遺伝子 

 HRP：反応性, 安定性に優れた酵素. 基質に反応し化学発光する. 

 IC-ICH モデル：内包損傷を伴う脳出血モデル. 

 in vitro：主に, 環境が人為的にコントロールされている条件 (試験管内や培養器内) の

ことを指す. 

 in vivo：主に, 環境が人為的にコントロールされていない条件 (生体内) のことを指す. 

 L-655,708：α5GABAA 受容体のネガティブアロステリックモジュレーター. 

 Latency to remove：Tape removal task におけるテープを剥がすまでの時間. 

 mRNA：蛋白質に翻訳され得る塩基配列情報と構造を持った RNA. 

 MRS：磁気共鳴スペクトロスコピー . 磁気共鳴画像診断装置  (Magnetic Resonance 

Imaging：MRI) により , 共鳴周波数の違いを利用して生体内の分子の種類や成分など

を非侵襲的に調べる手法. 

 Neuromodulation：電気刺激や化学薬品などの各種刺激を用いて, 体内の特定の神経部

位に標的化して送達することにより神経活動を変化させること. 

 Nogo-A：成長阻害因子の 1 つ. 軸索伸展を阻害する作用を有する. 

 Phasic inhibition：主に, シナプス内 GABAA 受容体を介した一過性の抑制様式. 

 RT-PCR 法：逆転写ポリメラーゼ連鎖反応  (Reverse transcription polymerase chain 

reaction). 逆転写酵素を用いて合成した cDNA から, 目的とする塩基配列を PCR 法に

よって増幅することで目的遺伝子の発現量を定量する手法. 

 SHAM：偽手術. 手術侵襲のみを与える処置. 

 TMB：HRP と反応し, 酸化することで青色に発色する基質. 
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 Tonic inhibition：主に, シナプス外 GABAA 受容体を介した持続的な抑制様式. 

 tPA 治療：詰まった血栓を溶解し脳血流の再開通を図る治療法. 一般的に, 発症から 4.5

時間以内の脳梗塞に適応される. 

 Western Blotting 法：電気泳動で分離した蛋白をメンブレンに転写し, 抗原抗体反応を

利用して目的蛋白質を検出する手法. 

 アロステリック部位：受容体の基質 (リガンド) 結合部位ではない部位 

 アロステリックモジュレーター：アロステリック部位に結合し受容体の機能を変化さ

せる薬剤を指す . 促進効果のあるものをポジティブアロステリックモジュレーター , 

抑制効果があるものをネガティブアロステリックモジュレーターと呼ぶ. 

 オルソステリック部位：受容体の基質 (リガンド) 結合部位. 

 機能回復：本論文では主に, 脳卒中により損なわれた身体機能 (運動機能) の回復を指

す. 

 最初期遺伝子：細胞への刺激に応じて急速に発現が誘導される遺伝子の総称. 

 シナプス：神経細胞間の接合部. 神経細胞の情報伝達に重要な役割を果たす. 

 シナプス可塑性：神経可塑性の中でも, シナプスの機能修飾に関する可塑性. 

 軸索：神経細胞の一部位. 他の神経細胞へと情報を送り出すために長く伸びた突起. 

 樹状突起：神経細胞の一部位. 他の神経細胞からの情報を受け取るための突起. 

 神経可塑性：内因性および外因性の刺激に応答するために, 構造, 機能, 接続を変化さ

せる神経系の能力. 

 内包：大脳基底核の内側に位置する白質部. 皮質脊髄路をはじめ多くの神経線維が通

過している. 

 年齢調整死亡率：基準人口を基に年齢構成を調整した上で算出した死亡率. 
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Ⅰ－1. 脳卒中の疫学的所見と課題 

脳卒中とは , 脳血管の梗塞あるいは出血により神経学的な機能障害が生じる脳血管疾患

である 1. 最新の統計調査 (1990 年-2019 年) によると, 世界では現在, 年間約 1220 万人が

脳卒中を発症し, 約 1 億 100 万人の脳卒中患者がいると推定されている 2. また, 1990 年か

ら 2019 年までの推移をみると, 年齢調整死亡率は著しく減少している一方で, 症例数の総

数としては大幅に増加している 2,3. これはすなわち, 脳卒中医療の発展に伴い一命を取り

留めることは可能となってきている一方で , 機能障害を抱えた脳卒中患者は世界的に増え

続けていることを意味する. 

脳卒中後の機能障害は , 病巣の部位や大きさなどに依存して多岐にわたる . とりわけ , 

病巣半球の反対側に生じる一側性の運動麻痺  (片麻痺) などの運動機能障害は , 患者の日

常生活活動や生活の質を損なう主要な機能障害である 4,5. 実際, 本邦の国民生活基礎調査

では , 介護が必要となった主な原因として , 脳卒中が全体の 16.1%を占めており  (厚生労

働省 , 令和元年  国民生活基礎調査  Ⅳ介護の状況  より), 世界的な統計調査においても , 

DALYs (Disability-adjusted life years：年齢調整死亡率) の原因疾患すなわち健康的な生活を

損なった要因として脳卒中は上位に位置している (2019 年, 全年齢で 3 位, 50-74 歳または

75 歳以上で 2 位) 6. こうした疫学的所見からも, 世界の公衆衛生における脳卒中の影響の

大きさが推察される. 

脳卒中患者の増加傾向が今後も同様に続いた場合, 2050 年には, 世界の脳卒中患者は 2

億人以上にのぼることが予測されている 2. しかし現在において, 脳卒中に対する根本的な

治療法は確立していない. tPA 療法や血栓除去術などの「初期障害を軽減する」治療戦略が

急速に発展した近況を鑑みると 7,8, 今後は「機能回復を効果的に促進する」治療戦略の開

発にも目を向ける必要がある (図 1-1). 

 

図 1-1. 脳卒中後の機能障害と治療戦略 

(左) 脳卒中後には一定の自然回復が生じるが, 多くの場合, 機能障害が残存する. 

(中央) tPA 療法や血栓除去術などの超急性期/急性期治療は, 初期障害を軽減する. 

(右) 機能回復を効果的に促進する治療戦略の開発にも目を向ける必要がある. 
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Ⅰ－2. 脳卒中後の機能回復に寄与する神経可塑性 

脳卒中後の機能回復は主に , 残存した中枢神経領域において生じる適応的な変化 , すな

わち神経可塑性に起因すると考えられている . 神経可塑性とは, 「内因性および外因性の

刺激に応答するために, 構造, 機能, 接続を変化させる神経系の能力」と定義することがで

き, 分子から細胞, システム, 行動といった幅広いプロセスにわたって示される 9.  

脳卒中モデル動物を対象とした基礎研究においては, 多様な神経可塑性が実証されてお

り, 神経新生, 軸索発芽, 樹状突起分岐, シナプス形成, スパイン成長などの構造的可塑性  

(Structural plasticity) や, 神経興奮性, 大脳皮質マップ再編 , 脳領域間ネットワーク再編な

どの機能的可塑性 (Functional plasticity) が, 脳卒中後の機能回復に寄与することが示され

ている 10–14. さらに近年では, DTT (Diffusion tensor tractography：拡散テンソルトラクトグ

ラフィー) や MRS (Magnetic resonance spectroscopy 磁気共鳴スペクトロスコピー) といっ

たイメージング技術により , ヒト脳内の神経線維の可視化や神経伝達物質の定量も可能と

なっており, 実際の脳卒中患者に生じる神経可塑性についても明らかとなりつつある 15–17. 

しかしながら , こうした神経可塑性による回復機序があるにも関わらず , 脳卒中後の機

能回復の大部分は発症後 3 か月以内に生じ, その後はプラトーに達し回復が頭打ちになる 

傾向が示されている 18–21. この背景にある神経学的機序として , 脳卒中後の神経可塑性に

は , 発達の臨界期に似た「反応性が高まる限られた時間枠」が存在することが示唆されて

いる 12,22–24. 現在のコンセンサスでは , 脳卒中発症後の時間軸は , 超急性期  (Hyper-acute, 

発症後 24 時間以内), 急性期 (Acute phase, 発症後 1-7 日), 亜急性期 (Subacute, 発症後 1

週-6 か月; 前期, Early Subacute, 1 週-3 か月; 後期, Late Subacute, 3-6 か月), 慢性期 (Chronic, 

発症から 6 か月以降) という 4 つのフェーズに分類される 25. この中で, 内因性の可塑性

が特に高まる時間枠は亜急性期に該当し, 超急性期・急性期における細胞死・炎症反応の

後に生じる生物学的プロセスであると解釈されている 26. 機能回復を目的とする今日の治

療介入の多くは, この可塑性が高まる時間枠を活用し, 中枢神経系で生じる可塑的変化を

誘導・強化することで, 脳卒中後の機能回復を促進している. 
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Ⅰ－3. 脳卒中後の運動療法による可塑性修飾 

今日の脳卒中医療において , リハビリテーションは脳卒中後の機能回復を図る治療介入

として中心的な位置づけにある 19. 運動療法は , 脳卒中リハビリテーションの一翼を担う

理学療法において根幹を成す治療介入の 1 つであり, その機能回復効果は多くの臨床研究

によって裏付けられる 27–31. 一方で , 運動依存的な機能回復は多くの場合不完全であるた

め, より効果的な運動療法の確立に向けて更なる検討が必要とされている 32,33. 

脳卒中モデル動物を用いた基礎研究は , 神経新生 , 軸索の発芽や伸展 , シナプス形成 , 

神経回路の再編といった様々な可塑的変化が , 運動により増強されることを実証している 

34. こうした運動介入による可塑性修飾は , 運動誘発性神経可塑性  (Exercise-induced 

neuroplasticity) と近年ではしばしば称される 34–36. この Exercise-induced neuroplasticity に

寄与する分子基盤として, 神経栄養因子が挙げられる. 

脳や脊髄などの中枢神経系に広く存在している BDNF (Brain-derived neurotrophic factor：

脳由来神経栄養因子 ) は神経栄養因子の 1 つであり , 高親和性受容体の Tropomyosin 

receptor kinase B (TrkB) 受容体と結合し, BDNF-TrkB シグナル伝達経路を活性化すること

で, 神経可塑性に有益な変化をもたらす 37,38. Ploughman らは, 脳卒中モデルラットに対し

て , 走行運動と前肢リーチ課題で構成されるトレーニングを行った場合に , 通常であれば

麻痺肢運動機能が回復することを示した上で, 脳 BDNF 発現を抑制した状態では同様の介

入を行っても機能回復が生じないことを実証した 39. この研究は , 運動療法による機能回

復効果を得るためには脳 BDNF 発現が極めて重要であることを, 因果関係レベルで示した

初の研究である. そのため , 脳卒中リハビリテーションにおいて効果的な機能回復を促す

ためには, BDNF をはじめとする可塑性修飾因子に富んだ脳環境を作る必要性が示唆され

る. 

中枢神経系における BDNF 発現を増強する運動様式として, 有酸素運動が有効であるこ

とは広く知られており 40–42, ヒトにおいても血中 BDNF 濃度が上昇することが確認されて

いる 42,43. こうした運動介入による BDNF 発現増強効果の機序について全容は明らかでな

いものの, BDNF は神経活動に依存して発現が増強する特徴を有するため 44–46, 運動による

BDNF 発現増強効果は , 身体運動に伴う脳循環代謝の向上 , それに続く神経活動の増強に

よってもたらされると考えられている 36. したがって , 運動療法による有益な可塑性修飾

を増強するためには, 効率的な神経活動の惹起が重要であると推察される. 
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Ⅰ－4．興奮抑制バランスに基づく神経活動の調節 

中枢神経系の神経活動すなわち神経細胞の活動電位は , 神経細胞を脱分極 /過分極させ

る刺激入力の総和が一定の閾値に達することで生じる . 主に, 脱分極はグルタミン酸をは

じめとする興奮性神経伝達物質を介した興奮性シナプス入力により生じ, 過分極は GABA 

(Gamma amino butyric acid：γ アミノ酪酸) など抑制性神経伝達物質を介した抑制性シナプ

ス入力によって生じる 47. 神経活動はこうした興奮抑制バランスに基づいて制御されてい

ることから, 「興奮性入力の増強」あるいは「抑制性入力の阻害」を図る介入は, 神経活動

の効率的な惹起につながることが期待される (図 1-2). 

今日 , この興奮抑制バランスに基づく神経活動を非侵襲的に調節する Neuromodulation

という技術が注目されている . 現在 , 臨床研究が盛んに行われている tDCS (Transcranial 

direct current stimulation：経頭蓋直流電気刺激) や TMS (Transcranial magnetic stimulation：

経頭蓋磁気刺激) は, 電気刺激や磁気刺激を用いて神経活動を調節する Neuromodulation に

位置づけられる. とりわけ tDCS の電気刺激は , 直接的に活動電位を惹起するレベルの刺

激ではなく, 2 mA 以下の微弱な電気刺激を頭蓋骨の上から適用することにより, 刺激領域

における神経細胞の膜電位を脱分極方向へとシフトさせることを目的としている 48. すな

わち, tDCS は神経活動が惹起されやすい易興奮性コンディショニングを行い, 神経活動依

存的な可塑性修飾を可能とする 49.  

実際, tDCS は脳卒中患者の麻痺肢運動機能の改善に有効であることがメタアナリシスで

示されている 50. しかし, 同メタアナリシスにおいて tDCS の有効性を示した研究の多くは

上肢機能の改善を報告しており, 下肢機能への有効性を示した研究はわずか 2 報にとどま

っている 50. 加えて , 他のメタアナリシスにおいては, 下肢機能への tDCS の有効性は認め

られなかったと結論付けている 51. こうした背景には , 大脳縦裂内に位置する大脳皮質一

次運動野の下肢領域は, 頭表から遠く , 従来の刺激様式では適用が困難であることが限界

として指摘されている 52.  

 

 

 

 

 

 

図 1-2. 興奮抑制バランスに基づく神経活動の調節 

神経活動は, 興奮と抑制のバランスに基づいて制御されていることから , 「興奮

性入力の増強」あるいは「抑制性入力の阻害」を図る介入は , 神経活動の効率的

な惹起につながると考えられる.  
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Ⅰ－5． GABA 受容体を標的とする薬理的神経制御 

そこで, tDCS と同様の易興奮性コンディショニングを生体内から調節する方法の 1 つと

して, 抑制性入力を阻害する薬理的なアプローチが挙げられる . 中枢神経系において主要

な抑制性の神経伝達を担う GABA は, 細胞膜に存在するイオンチャネル型の GABAA 受容

体と結合することで, 細胞内への塩化物イオン (Cl－) の流入をもたらし , 過分極方向すな

わち抑制性に作用する 53–57 (実際は細胞内 Cl－濃度に依存するため, 一部の条件下において

は興奮性作用も示す 58,59.). また, GABAA 受容体を介した抑制作用は, シナプス内 GABAA

受容体による一過性の抑制 (Phasic inhibition) と, シナプス外 GABAA 受容体による持続的

な抑制 (Tonic inhibition) という 2 つの抑制様式に大別される 60 (図 1-3). このように, 幅広

い抑制作用を担う GABAA 受容体は, 神経活動の恒常性が損なわれる疾患において興奮抑

制バランスを是正するための潜在的な薬理標的であり 61–63, 脳卒中もその例外ではない. 

Clarkson らは , 脳卒中モデルマウスを用いた研究から , 病巣周辺皮質において Tonic 

inhibition が増強されていることを明らかにした 64. この所見は, 脳卒中後の大脳皮質では

抑制作用の増大により , 神経興奮性の低下とそれに伴う活動依存的な可塑性が損なわれる

ことを意味している. また同研究では, 薬理的あるいは遺伝学的にこの Tonic inhibition を

減弱させることで脳卒中後の機能回復が促進することを実証し , 脳卒中後の過剰な Tonic 

inhibition は機能回復の阻害因子であることを見出した. Clarkson らの研究は, 脳卒中後の

機能回復を促進させる治療開発において , 極めて重要な位置づけとなっており 65, その後

多くの研究が , GABAA 受容体阻害を目的とした薬理的介入の有効性を報告している 66–69. 

これらを鑑みると , GABAA 受容体の薬理的阻害は , 活動依存的な可塑性を増強し , 効果的

な機能回復を促すための易興奮性コンディショニングとして期待される. 
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図 1-3. GABAA 受容体を介した抑制様式 

中枢神経系において, GABA は主要な抑制性の神経伝達を担う. GABAA 受容体を

介した抑制作用は , シナプス内 GABAA 受容体による一過性の抑制  (Phasic 

inhibition) と , シナプス外 GABAA 受容体による持続的な抑制  (Tonic inhibition) 

という 2 つの抑制様式に大別される. Phasic inhibition は, GABA が後シナプスにあ

る GABAA 受容体に結合した際に生じる抑制性シナプス後電流で表される. 一方, 

シナプス外へと漏れてきた GABA により持続的に活性化されている Tonic 

inhibition は, 受容体阻害薬を適用した際の基線の変化として表される. 
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Ⅰ－6. 薬理的コンディショニングと運動介入の併用効果 

前節までの知見をまとめると , ①脳卒中後の機能回復において神経可塑性は重要な役割

を果たし, 運動療法はその可塑性に対して有益に寄与すること, ②この運動療法による有

益な可塑性修飾を増強するためには , 効率的な神経活動の惹起が重要であること , ③しか

しながら, 脳卒中後の大脳皮質においては GABAA 受容体の抑制作用が増強し , 神経活動

が惹起されにくいコンディションとなること, ④GABAA 受容体の薬理的阻害は, 易興奮性

コンディショニングとなり得ること , が明らかとなった . そこで , これらの知見を統合し, 

脳卒中後の機能回復を効果的に促進する治療戦略について再考すると, 「GABAA 受容体阻

害薬を用いた薬理的コンディショニングの下で運動療法を行った場合 , 活動依存的な可塑

性修飾が強化され , より効果的に脳卒中後の機能回復が促進されるのではないか」という

仮説を立てることができる. 

この仮説に基づき, Takahashi らは健常マウスを対象に, GABAA 受容体阻害薬 Bicuculline

とトレッドミル走行による有酸素運動を 2 週間実施し, 薬理的コンディショニングと運動

介入の併用効果について検証した 70. その結果, 薬剤投与あるいは運動介入のみでは大脳

皮質運動野における BDNF 蛋白の発現増強は乏しいが, それらを併用することで各介入が

相乗的に作用し, BDNF 蛋白発現が著しく増強されることが明らかとなった 70. この所見は , 

GABAA 受容体の薬理的阻害が , 運動介入効果を高めるための易興奮性コンディショニン

グとして有効であることを意味する. 加えて, 同様の介入を長期的に 4 週間行った筆者ら

の研究からは, Bicuculline 投与により小脳においても BDNF 発現が増強することが明らか

となった 71. このことから, GABAA 受容体阻害薬を用いた薬理的コンディショニングの効

果は大脳だけに留まらず, その受容体が存在する中枢神経系全体への波及性もあることが

示唆される. 
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Ⅰ－7. 脳梗塞モデル研究から得られた知見と解決すべき課題 

前述の健常マウスの研究から得られた知見を脳卒中リハビリテーションに応用するため, 

筆者らは, MCAO (Middle cerebral artery occlusion：中大脳動脈閉塞) 術による脳梗塞 MCAO

モデルラットを対象に, 脳梗塞後 3 日目から 2 週間の介入期間を設け, Bicuculline 投与によ

る薬理的コンディショニングと運動介入の併用効果について検証した 72. その結果 , 

Bicuculline 投与と運動介入を併用した群でのみ , 麻痺肢運動機能の改善が認められ , この

併用群特異的な機能回復には, 損傷側半球の大脳皮質運動野における BDNF 発現の増強が

関与している可能性が示された 72. MCAO モデルラットを用いたこの研究知見は, GABAA

受容体の薬理的阻害が , 脳卒中リハビリテーション効果を増強するための薬理的コンディ

ショニングとなり得ることを示唆する重要な知見である. 

一方で , この新たな治療戦略を臨床へと応用する将来を見据えた際には , 様々な解決す

べき課題が残っていた . 第一に , 脳卒中モデル動物の質に関する課題である . 筆者らが以

前に使用した MCAO モデルは, ヒト脳梗塞の発生機序を模しており, 広く用いられている

脳梗塞モデルである 73–75. しかし, 近年発表された国際的コンセンサスにおいては, MCAO

モデルは組織損傷とその変動性が大きいことから , ヒト脳卒中への翻訳性が懸念されてい

る 76. 併せて , 同コンセンサスにおいては , 脳卒中後の長期的な機能転帰について検証す

ることを推奨している 76. 

第二に , 脳卒中の病型に関する課題である . 脳卒中病型は主に , 脳梗塞と脳出血に大別

されるが, 両モデル動物を用いた過去の研究から , 同部位同程度の組織損傷であっても脳

卒中病型 (脳梗塞 or 脳出血) により回復過程が異なることが明らかとなっている 77,78. し

たがって, 各病型によって回復機序や治療介入効果は異なることが推察されるため, 脳出

血後の薬理的コンディショニングと運動介入の併用効果については不明であった . また , 

脳出血研究の文献レビューでも指摘されているように , 脳梗塞と比較し, 脳出血の新規治

療法に関する臨床試験例は非常に少ない 79. この背景には , 脳出血モデルを対象とした基

礎研究自体が不足していることが要因として推察される. 

第三に , 薬理的コンディショニングに用いる薬剤の課題である. 筆者らが易興奮性コン

ディショニングの導入として用いた GABAA 受容体阻害薬の Bicuculline は, GABA の結合

部位 (オルソステリック部位) に作用する薬剤であるため, GABAA 受容体全般を阻害する

80. 中枢神経系で幅広い抑制作用を担う GABAA 受容体のサブタイプ非特異的な阻害薬は , 

痙攣発作や不安惹起などの既知の副作用に加え, 未知の副作用も懸念されている 61,81. こ

うした非特異的阻害に起因する副作用を回避する方法の 1 つは, サブタイプ特異的な阻害

薬を用いることである 82. 前述した Clarkson らの研究知見を鑑みると, 脳卒中後の機能回

復を促進するためには, Tonic inhibition に関与するシナプス外 GABAA 受容体の特異的阻害

に着目し, 運動介入との相乗効果について検証することが有望であると考えられる. 
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Ⅰ－8. 本研究の目的 

以上より本研究は, 脳卒中後の機能回復を効果的に促進する治療戦略の Proof of concept 

study として, Tonic inhibition に関与する GABA 受容体を標的とした薬理的神経制御と運動

療法の併用が脳出血後の機能回復に与える影響を明らかにすることを主目的とした. 本研

究の全体像を図 1-4 に示す. 

はじめに, 対象とする脳出血モデルの妥当性について検証を行った (第Ⅱ章). ここでは, 

内包損傷を伴う脳出血モデルラットの機能障害の特徴を明らかにすることを目的に, 行動

学的評価を用いて長期的  (脳出血後 1 か月間) な機能転帰を評価した . 加えて , 機能回復

の素子となり得る BDNF 発現について, 運動機能局在の中枢である大脳皮質運動野に着目

し検証を行った. 

次に, Tonic inhibition を担うシナプス外 GABAA 受容体の特異的阻害による薬理的神経制

御の効果検証を行った (第Ⅲ章). ここでは, シナプス外 GABAA 受容体の主要サブユニッ

トである α5 を含んでいる α5GABAA 受容体に着目し, その特異的阻害薬 (L-655,708) を用

いた. また, 薬理的神経制御の効果を明確にするため, 本研究は健常ラットを対象とした. 

本章の目的は , L-655,708 の単回投与が中枢神経領域  (大脳皮質 , 海馬, 脊髄) における神

経活動に与える影響を , 生化学的手法を用いて明らかにすることとした . 加えて , 行動学

的評価も実施し, 自発的活動性や懸念される副作用への影響についても検証した. 

最後に , 以上から得られた知見を基に, 脳出血モデルラットに対する薬理的コンディシ

ョニングと運動介入の併用効果について検証した  (第Ⅳ章). ここでは, 各介入が脳出血後

の機能回復に与える影響のみならず, 神経栄養因子発現や軸索発芽・シナプス形成といっ

た観点から , 各介入が大脳皮質および脊髄における神経可塑性へ与える影響についても明

らかにすることを目的とした. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-4. 本研究の全体像 

本研究は, 3 つの研究を通じて, 脳卒中リハビリテーションにおける新たな治療戦

略のコンセプトについて検討を行った.  
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第 Ⅱ 章 

 

内包損傷を伴う脳出血後の機能障害と神経栄養因子発現の特徴 

 

【Inoue et al., Brain Research 1767, 147536, (2021)】  
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Ⅱ－1. 背景 

近年の脳出血に関する疫学的調査の 1 つとして, 2008 年から 2012 年にかけて行われた

世界的な大規模臨床試験 (INTERACT2) の結果がある. INTERACT2 の結果から, 脳出血に

よる損傷部位の上位は被殻 , 内包後脚 , 視床であることが明らかとなっており , とりわけ

内包後脚が損傷した場合は , 重度の身体機能障害と QOL 低下をもたらすことが示されて

いる 83. 内包は , 主要な運動性下降路である皮質脊髄路が通過しており , 脳出血好発部の

被殻と視床の近辺に位置するため損傷を受けやすい 84. しかしながら , 脳出血モデルを対

象とする基礎研究においては , 内包よりも前方の線条体  (被殻＋尾状核) を出血巣とする

線条体出血モデルが慣例的に用いられており , 内包損傷の有無が考慮されていない問題点

が近年指摘されている 85. 

そこで本章では, 2018 年に Liu らによって確立された内包損傷を伴う脳出血モデル (IC-

ICH モデル) ラットを使用し, その機能障害の特徴について精査することとした . 同様の

IC-ICH モデルは, 従来の線条体出血モデルと比較し運動機能障害が重度であるという報告

が散見されるものの 86–88, 運動機能障害以外の行動学的特徴については不明な点が多い . 

こうした現状を踏まえ, 本章は  IC-ICH モデルを対象に , 脳出血後の運動機能障害だけで

なく, 自発的活動性や不安様行動についても, 脳出血後 1 か月間 (4 週間) にわたる経時的

変化を明らかにすることを目的とし, 本研究で用いる脳卒中モデルとしての妥当性を検討

した. 

加えて, 本章では, IC-ICH モデルの大脳皮質における BDNF 発現についても検証を行っ

た . BDNF は脳卒中後の機能回復や運動依存的な可塑性修飾の重要な素子であるとされて

いるが, 脳卒中後の BDNF 発現動態は脳部位により異なり, 病巣部位, 発症からの時間と

いった様々な因子により変動する 89–92. また, 脳出血後の BDNF 発現を検証した過去の研

究は, BDNF 遺伝子 (BDNF mRNA) もしくは BDNF 蛋白のいずれかの発現動態に着目して

おり 93–96, 脳出血後の BDNF 発現の体系的な理解には至っていない. 

以上より本章の目的は, IC-ICH モデルラットの行動学的機能障害および大脳皮質運動野

における BDNF 発現の特徴を明らかにすることであった. 
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Ⅱ－2. 方法 

Ⅱ－2－1. 対象および実験概要 

本章の実験概要を図 2-1 に示す. 手術実施時において 9 週齢の雄性 Wistar ラット 16 匹 

(282.0 ± 12.4 g, 平均値±標準偏差) を, 偽手術による手術侵襲のみを与える SHAM 群 (n = 

7) と, 脳出血を誘導する ICH 群 (n = 8) の 2 群に無作為に割り当てた. 手術中に死亡した

ラット 1 匹は対象から除外された. 

ラットは 12 時間の明暗サイクルの下, 餌と水が自由に摂取できる環境で飼育された. 本

研究は北海道大学動物実験委員会による審議を経て, 北海道大学総長の承認の下で「国立

大学法人北海道大学動物実験に関する規程」に則り実施された (承認番号：19-0101). 

 

 

 

 

図 2-1. 本章の実験概要 

雄性 Wistar ラットを SHAM 群と ICH 群の 2 群に割り当て, 脳出血後の機能障害

の経時的変化を検証した . 行動学的な機能評価として , 運動機能障害を評価する

Cylinder test と, 自発的活動性および不安様行動を評価する Open field test を実施

した. 脳出血後 4 週間の機能評価を行った後に組織採取を行い, 採取した大脳皮

質組織から BDNF 発現を定量した. 
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Ⅱ－2－2. 脳出血モデルの作成 

先行研究の手術プロトコルに基づき 86, 左線条体・内包領域 (bregma より後方 2.0 mm, 

左外側 3.7 mm, 深さ 6.0 mm) に血管基底膜を破壊する酵素であるコラゲナーゼを注入す

ることで内包損傷を伴う脳出血モデルを作成した. 硫酸アトロピン 10 mg/kg (ニプロ ES フ

ァーマ , 日本) の腹腔内投与による副交感神経ブロック後 , 塩酸メデトミジン 0.15 mg/kg 

(ドミトール, 日本全薬工業, 日本), ミタゾラム 2 mg/kg (ドルミカム, 丸石製薬, 日本), 酒

石酸ブトルファノール 2.5 mg/kg (ベトルファール, Meiji Seika ファルマ, 日本) で構成さ

れる三種混合麻酔薬 2.5 mL /kg を腹腔内投与し全身麻酔をかけた後, ラットを脳定位固定

器  (SR-5R-HT, ナリシゲ , 日本) に固定した . 手術中はヒーターマット  (KN-475-3-40, 夏

目製作所, 日本) を使用し, ラットの体温を約 37 ℃ に維持した. 頭部の皮膚を正中切開し, 

ドリルを用いて頭蓋骨 (bregma より後方 2.0 mm, 左外側 3.7 mm) に直径約 1.5 mm の小

穴を開け, マイクロシリンジ  (Hamilton® syringe 701N, Hamilton, USA) を脳表面から  6.4 

mm の深さまで挿入し , 0.4 mm 引き戻した . 続いて , Type IV コラゲナーゼ溶液  0.24 U 

(C5138, Sigma-Aldrich, USA) を生理食塩水 1.2 µL (0.9% NaCl, 大塚生食注, 大塚製薬, 日

本) に溶解し, 電動マイクロインジェクター  (IMS-20, ナリシゲ, 日本) を用いて流速  0.2 

µL/min で  6 分間かけて注入した . コラゲナーゼ溶液注入後 , 溶液の逆流を防ぐため , 注

射針を  7 分間留置した後, 1 mm 引き上げ更に 2 分間留置した後に注射針を引き抜いた. 

偽手術の場合は同様の手順でコラゲナーゼ溶液の代わりに生理食塩水 1.2 µL を注入した. 

切開部を縫合・消毒した後にラットをケージに戻し, 塩酸メデトミジン拮抗薬のアンチセ

ダン 0.75 mg/kg (日本全薬工業) を投与し, 意識が回復するまで安静にさせた. 術後疼痛管

理のために鎮痛剤の Carprofen 4.4 mg/kg (PHR1452, Sigma-Aldrich) を皮下投与した. 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-2. 脳出血モデル手術の概要 

左線条体・内包領域 (bregma より後方 2.0 mm, 左外側 3.7 mm, 深さ 6.0 mm) に, 

血管基底膜を破壊する酵素であるコラゲナーゼ溶液を注入することで , 内包損傷

を伴う脳出血モデルを作成した. 
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Ⅱ－2－3. 行動学的評価 

手術 2 日前 (Baseline), 手術後 3 日目 (3 days), 7 日目 (1 week), 14 日目 (2 weeks), 28 日

目 (4 weeks) に, Cylinder test および Open field test を実施し, 脳出血後の行動学的な機能障

害を評価した. 各テストの評価手順は以下に示す.  

 

Cylinder test 

前肢使用の非対称性を評価するために実施した  (図 2-3). 先行研究のプロトコルに基づ

き 72,97, ラットを円柱状のアクリルシリンダー (直径 20 cm, 高さ 45 cm) に入れ, 3 分間ビ

デオ撮影した . ラットが立ち上がった際 , 壁に触れた前肢の回数を , 右前肢  (麻痺肢), 左

前肢 , 両前肢でそれぞれカウントし , 麻痺肢の使用率を以下の計算式により算出した . 麻

痺肢使用率は両前肢を均等に使用した場合 50%となり, 脳卒中による運動機能障害がある

場合, 麻痺肢使用率が低値となる. 

 

麻痺肢使用率 (%) = {(右前肢使用回数＋両前肢使用回数×0.5) / 総使用回数)}×100 

 

 

 

図 2-3. Cylinder test の様子 

Cylinder test では, シリンダー内のラットの行動を観察した. 通常, ラットは立ち

上がった際に両前肢を壁に触れるが (左写真), 脳卒中による運動機能障害がある

場合, 麻痺肢は不使用となる (右写真, 矢印は麻痺肢). 
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Open field test 

自発的活動性および不安様行動を評価するために実施した  (図 2-4). 先行研究のプロト

コルに基づき 98,99, ラットの背部を赤色マーカーで着色し , 白色のオープンフィールド 

(60 cm × 60 cm) の中央に配置した後, 自由行動する様子を 5 分間ビデオ撮影した (フレー

ムレート 30 fps). 各ラットのテスト毎に, 70%エタノールでフィールドを消毒・清掃した. 

Open field test の解析手順を図 2-5 に示す. 撮影した動画ファイルは, フレーム毎の画像

ファイルに分割した. その後, MATLAB software (R2019b, MathWorks Inc, USA) を用いて, 

各画像ファイルからラットの赤色マーカーを検出し位置座標を同定した . 自発的活動性の

評価として, 各フレーム間のマーカー位置の変位量を算出し, 5 分間の総移動距離を定量し

た. また, 不安様行動の評価として, 各辺を 5 分割した 5 × 5 エリア (1 エリア：12 cm×12 

cm) を作成し, 四隅のエリア (Corner area) に滞在した時間の合計 (Corner area 滞在時間) 

と, 外周エリア (Peripheral area) に滞在した時間の合計 (Peripheral area 滞在時間) をそれ

ぞれ算出した. Open field test において, 不安の強いラットは中央での滞在を避けて壁際周

辺領域に滞在する 100,101. そのため, Corner area 滞在時間もしくは Peripheral area 滞在時間

の高値は, 不安様行動を示す. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-4. Open field test で測定した指標 

Open field test では, フィールド内のラットの自由行動を撮影し, 移動距離および

滞在領域を定量することで, 自発的活動性および不安様行動を評価した. 
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図 2-5. Open field test の解析手順 

撮影した動画ファイルは , フレーム毎の画像ファイルに分割した . 続いて , 

MATLAB ソフトウェアを用いて , 各画像ファイルから赤色マーカーを検出し , 

マーカー位置を同定した . その後 , マーカー位置の変位量を算出することでラッ

トの移動距離を定量し, 各エリア (Corner area および Peripheral area) に存在する

マーカー数を計測し滞在時間を定量した. 
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Ⅱ－2－4. 組織採取 

ICH 手術から約 4 週後 (29 日目, 図 2-1) に, SHAM 群と ICH 群の組織採取を実施した. 

ラットを 4%抱水クロラール (05-2660-5, Sigma-Aldrich, USA) の過剰投与 (25 mL /kg) に

よる深麻酔下状態にした後に , 生理食塩水で経心灌流を行った . 脱血後に全脳を採取し , 

ブレインスライサ (MK-RC-01, 室町機械, 日本) を用いて, bregma から前方に 3 枚, 後方

に 3 枚, 計 6 枚の前額断脳スライスを厚さ 2 mm で作成した (図 2-6). 撮影した全ての脳

組織画像は盲検化された 2 名の検者により, 1) SHAM 群の全てのラットに出血損傷領域が

存在しないこと, 2) ICH 群の全てのラットに出血損傷領域が存在すること, の 2 点が確認

された. 

 

 

 

 

図 2-6. 各群から採取した脳組織 

ICH 手術から 4 週後に採取した各群の脳組織の画像. 各断面は前方から bregma 前

後 4.0, 2.0, 0.0, −2.0, −4.0, −6.0 mm を示す. ICH 群の矢印は出血損傷領域を示す. 
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その後, ラット脳アトラスを参考に 102, 前方から 2 枚目の前額断スライスの大脳皮質運

動野 (bregma 2.0 ~ 4.0 mm) を RNA 抽出に, 前方から 3 枚目の前額断スライスの大脳皮質

運動野 (bregma 0.0 ~ 2.0 mm) を蛋白抽出に使用するためにそれぞれ採取した (図 2-7). 各

試料はドライアイス上で凍結させた後に, 生化学的解析に使用するまでディープフリーザ

ー (−80℃) で保存した. なお, RNA 抽出に使用する組織は, 直ちに各組織の約 10 倍量の

RNA stabilization reagent (RNAlater, QIAGEN, オランダ) の液中に浸し, RNA を安定化させ

て保存した. 

 

 

 

図 2-7. 大脳皮質サンプルの採取 

ラット脳アトラスを参考に , 前方から 2 枚目  (bregma 2.0 ~ 4.0 mm) と 3 枚目 

(bregma 0.0 ~ 2.0 mm) の前額断スライスから大脳皮質運動野を各半球から採取し

た (青枠部分).  
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Ⅱ－2－5. 生化学的解析 

RNA サンプルの抽出と cDNA の作成 

採取した大脳皮質組織を QIAzol Lysis Reagent (QIAGEN) 1 mL 中に移し, ホモジナイザ

ー  (PowermasherII, BioMasherII, ニッピ , 日本 ) を使用し組織を磨砕した . その後は , 

RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit (QIAGEN) の手順に従い, 磨砕した組織を含む QIAzol Lysis 

Reagent にクロロホルム (Cat#: 038-02606, 富士フイルム和光純薬, 日本) 200 μL を加え十

分に撹拌した . その後 , 遠心分離器  (Centrifuge 5417R, eppendorf, ドイツ) を用いて, 遠心

分離し (13000 rpm, 4 ℃, 15 分), 上清液を約 600 μL 回収した. そこに 70% エタノールを

600 μL 加え , 十分に撹拌した後に再び遠心分離した  (10000 rpm, 室温 , 20 秒). その後 , 

Buffer RW1 700 μL を加え, 再び遠心分離した (10000 rpm, 室温, 20 秒). その後, Buffer RPE 

500 μL を加え, 再び遠心分離した (10000 rpm, 室温, 20 秒). 再度, Buffer RPE 500 μL を加

え遠心分離した (10000 rpm, 室温, 2 分). 最後に, RNase-free water 30 μL を加え遠心分離  

(10000 rpm, 室温, 1 分) する工程を 2 度繰り返し, 総 RNA サンプルを含む RNase-free water

を 60 µL 回収した. 後日, 分光光度計 (NanoDrop ND-2000, Thermo Scientific, USA) を使用

し, 付属の手順に準じて, 各サンプルの総 RNA 濃度を測定した . この時, すべての採取組

織から RNA が 50 ng/µL 以上の濃度で抽出できていることを確認した. 

続いて, High capacity cDNA Reverse Transcription Kit (4374966, Applied Biosystems, USA) 

に付属の 10×RT Buffer 2.0 μL, 10×RT Random Primers 2.0 μL, 25×dNTP Mix 0.8 μL, MultiScribe 

Reverse Transcriptase 1.0 μL, RNase Inhibitor 1.0 μL, RNase-free water 3.2 μL を混合した

2×Reverse Transcription Master Mix 10 µL と総 RNA が 500 ng 含まれるサンプル 10µL を混

合し, TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice® Gradient (TP600, タカラバイオ, 日本) を用いて逆

転写を行った. 25 ℃ (10 分), 37 ℃ (120 分), 85 ℃ (5 分)で反応させた後, 4 °C でインキュベ

ートすることで各サンプルの cDNA を 20µL 作成した.  

 

定量的 RT-PCR 法による mRNA 発現量の相対定量 

作成した cDNA を用いて, リアルタイム PCR システム (StepOnePlus™ Real-Time PCR 

System, Applied Biosystems) を用いた定量的 PCR を行った. TaqMan® Fast Advanced Master 

Mix 10 μL, RNase-free water 7 μL, ターゲット遺伝子の BDNF (Assay ID: Rn02531967_s1, 

Applied Biosystems) ならびに内部標準遺伝子 β-actin (4352340E, Assay ID: Rn00667869_m1, 

Applied Biosystems) の TaqMan® Gene Expression Assay (Applied Biosystems) をそれぞれ 1 

μL, 各 cDNA サンプル 1 μL, 計 20 μL を 96-well の PCR プレート (µltraAmp PCR Plate, 

Sorenson BioScience, USA) の各 well 内に混合した. その後, PCR プレートを 50 ℃ (2 分), 

95 ℃ (20 秒) で反応させ, 続けて 95 ℃ (1 秒) と 60 ℃ (20 秒) のサイクルを 40 回行いター

ゲット遺伝子と内部標準遺伝子を増幅した. 発現量の定量は比較 Ct 法 (ΔΔCt 法) に基づ
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き, 内部標準遺伝子 β-actin の発現量で正規化した後, 各半球における SHAM 群を基準に

ICH 群の BDNF mRNA 発現量を相対定量した. 

 

総蛋白サンプルの抽出 

MinuteTM Total Protein Extraction Kit (SD-001/SN-002, Invent Biotechnologies, USA) を使用

し , 採取した大脳皮質から総蛋白を抽出した. 蛋白質の分解およびリン酸化を防ぐために , 

抽出キット付属の Native Cell Lysis Buffer (SN-002) 100 mL に AEBSF 104 mM, Aprotinin 80 

µM, Bestatin 4 mM, E-64 1.4 mM, Leupeptin 2 mM, Pepstatin A 1.5 mM を含有する 1 mL のプ

ロテアーゼ阻害剤 (Protease Inhibitor Cocktail for use with mammalian cell and tissue extracts, 

P8340, Sigma-Aldrich, USA) およびホスファターゼ阻害剤  (PhosSTOP™, Roche, スイス ) 

を加えた . その後 , 付属の手順に準じて , 各凍結組織をフィルターカートリッジに乗せプ

ラスチックロッドで 50–60 回磨砕した. そこに Lysis Buffer 200 μL を加え, 再びプラスチ

ックロッドで 30–60 回磨砕した. 氷上で 5 分間インキュベートした後, 遠心分離し (13000 

rpm, 4 ℃, 1 分), 総蛋白が含まれる抽出液 200 μL を回収した.  

続いて, Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Cat#: 23227, Thermo Scientific) を使用し, 抽出し

た蛋白サンプルの総蛋白濃度を BCA 法により定量した. 付属の手順に準じて, 96-well マ

イクロプレート (Cat#: 3590, Corning, USA) の各 well 内に, 蛋白サンプル 10 µL と BCA 

working reagent 200 µL を混合し, 37 ℃で 30 分間インキュベートした. その後, プレートリ

ーダー (ARVO MX 1420-032, PerkinElmer, USA) を用いて波長 560 nm における吸光度を測

定した. ウシ血清アルブミン標準液（20-2000 µg/mL）により作成された検量線を基に, 各

蛋白サンプルの総蛋白濃度を算出した.  

 

ELISA 法による BDNF 蛋白発現量の定量 

Mature BDNF Rapid ELISA Kit (BEK-2211, Biosensis, USA) を用いて, 蛋白サンプルに含

まれる BDNF 蛋白量を定量した. 付属の手順に準じて, BDNF 補足抗体がプレコーティン

グされたマイクロプレートに, 蛋白サンプル 40 µL と RNase-free water 60 μL を混合した

100 μL または BDNF 標準液 (7.8-500 pg/mL) 100 μL を各 well に加え, 45 分間 140 rpm で振

盪しながら室温でインキュベートした. その後, wash buffer で各 well を 5 回洗浄した後, 

Assay diluent に 100 倍希釈した BDNF 検出抗体 100 μL を各 well に加え, 30 分間 140 rpm

で振盪しながら室温でインキュベートした. 再度, wash buffer で各 well を 5 回洗浄した後, 

Assay diluent に 100 倍希釈した二次抗体 (HRP 標識された Streptavidin) 100 μL を各 well 

に加え, 30 分間 140 rpm で振盪しながら室温でインキュベートした. 再度, wash buffer で各

well を 5 回洗浄した後, TMB substrate 100 μL を各 well に加え, 室温の暗所で 10 分間イン

キュベートした. 最後に, TMB stop solution 100 μL を各 well に加えた後, プレートリーダ
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ー  (ARVO MX 1420-032, PerkinElmer) を用いて波長 450 nm における吸光度を測定した . 

BDNF 標準液により作成された検量線を基に BDNF 濃度を算出し, 総蛋白濃度を用いて正

規化することで総蛋白 1.0 mg あたりの BDNF 蛋白発現量を算出した. その後, 各半球にお

ける SHAM 群の平均値を基準に, ICH 群の蛋白発現量を相対値で示した. 

 

 

 

Ⅱ－2－6. 変数処理および統計解析 

事前解析として, SHAM 群および ICH 群の大脳皮質 BDNF 発現量を半球間で比較検証し

たところ, BDNF mRNA 発現量において手術侵襲の影響が認められた (補遺 1). したがっ

て, 手術侵襲の影響を排除するために, BDNF 発現量は各半球における SHAM 群の平均値

に基づきそれぞれ正規化された.  

統計解析には SPSS Statistics (v26.0, IBM, USA) を使用した. Cylinder test および Open field 

test の各指標には, 時間 (Baseline, 3 日目, 1 週目, 2 週目, 4 週目) および群 (SHAM 群, ICH

群) を二要因とする二元配置反復測定分散分析を実施した . 有意な交互作用が認められた

場合, 事後検定として Bonferroni 検定を用いて, 各群内の経時的変化の検証ならびに各時

点における群間比較を行った. BDNF mRNA 発現量および蛋白発現量は, 対応のない t 検定  

(両側検定) を用いて SHAM 群と ICH 群の群間比較を行った. 二変数間の関連性の検証に

は, Pearson の相関係数 (r) を用いて相関分析を行った. 有意水準はそれぞれ 5%とした. 
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Ⅱ－3. 結果 

Ⅱ－3－1. 行動学的評価 

Cylinder test における麻痺肢使用率の経時的変化を図 2-8A に示す. 二元配置反復測定分

散分析の結果 , 麻痺肢使用率において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 (交互作用: F4,52 = 4.424, p = 0.004, 時間: F4,52 = 2.706, p = 0.040, 群: F1,13 = 26.525, p 

< 0.001). 事後検定の結果, 脳出血後の ICH 群の麻痺肢使用率は, Baseline と比較し有意に

減少し (Baseline vs. 3 days, p = 0.012; vs. 1 week, p = 0.002; vs. 2 weeks, p = 0.003; vs. 4 weeks, 

p = 0.006), 脳出血後のいずれの時点においても SHAM 群と比較し有意に低値であった (3 

days, p < 0.001; 1 week, p = 0.005; 2 weeks, p = 0.004; 4 weeks, p = 0.013). Baseline における有

意な群間差, SHAM 群における有意な経時的変化は認められなかった. 

Open field test における総移動距離の経時的変化を図 2-8B に示す. 二元配置反復測定分

散分析の結果, 総移動距離に有意な交互作用および時間の主効果が認められた (交互作用: 

F4,52 = 2.964, p = 0.028; 時間: F4,52 = 9.774, p < 0.001; 群: F1,13 = 0.058, p = 0.813). 事後検定

の結果, ICH 群の総移動距離は Baseline と比較し, 脳出血後 3 日目, 1 週目, 4 週目に有意に

減少し (Baseline vs. 3 days, p = 0.005; vs. 1 week, p = 0.006; 4 weeks, p < 0.001), 4 週目の総移

動距離は 2 週目と比較し有意に減少した (2 weeks vs. 4 weeks, p = 0.005). SHAM 群におけ

る総移動距離については有意な経時的変化は認められず, いずれの時点においても SHAM

群と ICH 群の間に有意な群間差は認められなかった. また, 各エリアの滞在時間の経時的

変化を図 2-8C,D に示す. 二元配置反復測定分散分析の結果, いずれの滞在時間においても

有意な交互作用および主効果は認められなかった (Corner area 滞在時間, 交互作用: F4,52 = 

0.704, p = 0.593, 時間: F4,52 = 1.461, p = 0.227, 群の主効果: F1,13 = 1.204, p = 0.292, 図 2-8C; 

Peripheral area 滞在時間, 交互作用: F4,52 = 2.117, p = 0.092, 時間: F4,52 = 1.586, p = 0.192, 群: 

F1,13 = 0.064, p = 0.804, 図 2-8D). 

これらの結果を総括すると , 内包損傷を伴う脳出血後には, ①麻痺肢の著明な運動機能

障害を呈し , その障害が長期的に持続すること, ②自発的活動性が脳出血後急性期に低下

し , 一時的に回復した後に再び低下すること, ③脳出血に起因する不安様行動は認められ

ないこと, がそれぞれ示された. 
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図 2-8. 脳出血後の行動学的機能障害の経時的変化 

各グラフは Cylinder test における麻痺肢使用率 (A), Open field test における総移

動距離 (B, 上図は代表的な移動軌跡), Corner area 滞在時間 (C), Peripheral area 滞

在時間 (D) を示す. 脳出血後の ICH 群の麻痺肢使用率は, Baseline と比較し有意

に減少し, 脳出血後のいずれの時点においても SHAM 群と比較し有意に低値であ

った (A). ICH 群の総移動距離は Baseline と比較し, 脳出血後 3 日目, 1 週目, 4 週

目に有意に減少し, 4週目の総移動距離は 2週目と比較し有意に減少していた (B). 

結果は平均値±標準誤差で表記した. [* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 SHAM 

vs. ICH]. [# p < 0.05, ## p < 0.01, ### p < 0.001 vs. Baseline]. [$$ p < 0.01, vs. 2 weeks]. 
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Ⅱ－3－2. BDNF 発現量 

mRNA 発現量 

各群の大脳皮質運動野における BDNF mRNA 発現量を図 2-9 に示す. いずれの半球にお

いても, SHAM 群と ICH 群の BDNF mRNA 発現量に有意差は認められなかった (損傷側半

球, t = −0.761, p = 0.460, 図 2-9A; 非損傷側半球, t = 1.613, p = 0.131, 図 2-9B). この結果は, 

脳出血後 4 週目において, 脳出血は大脳皮質 BDNF mRNA 発現量に影響を与えないことを

示している. 

 

 

 

 

図 2-9. 脳出血後の大脳皮質運動野における BDNF 遺伝子発現 

各グラフは各群の損傷側半球 (A) と非損傷側半球 (B) における大脳皮質 BDNF 

mRNA 発現量を示す. いずれの半球においても, SHAM群と ICH群の BDNF mRNA

発現量に有意差は認められなかった. 結果は平均値±標準誤差で表記し, 各値を

プロットした. BDNF mRNA 発現量は各半球における SHAM 群の発現量を基準と

する相対発現量でそれぞれ表記した. 
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蛋白発現量 

各群の大脳皮質運動野における BDNF 蛋白発現量を図 2-10 に示す. いずれの半球におい

ても, SHAM 群と ICH 群の BDNF 蛋白発現量に有意差は認められなかった (損傷側半球, t 

= −0.032, p = 0.975, 図 2-10A; 非損傷側半球, t = 0.048, p = 0.962, 図 2-10B). この結果は, 脳

出血後 4 週目において, 脳出血は大脳皮質 BDNF 蛋白発現量にも影響を与えないことを示

している. 

 

 

 

 

図 2-10. 脳出血後の大脳皮質運動野における BDNF 蛋白発現 

各グラフは , 各群の損傷側半球  (A) と非損傷側半球  (B) における大脳皮質

BDNF 蛋白発現量を示す. いずれの半球においても, SHAM 群と ICH 群の BDNF

蛋白発現量に有意差は認められなかった . 結果は平均値±標準誤差で表記し, 各

値をプロットした. BDNF 蛋白発現量は各半球における SHAM 群の発現量を基準

とする相対発現量でそれぞれ表記した. 
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Ⅱ－4. 考察 

本章では , IC-ICH モデルラットの行動学的機能障害および大脳皮質運動野における

BDNF 発現の特徴について検証した. その結果, IC-ICH モデルラットは運動機能障害が長

期的に持続することに加えて, 自発的活動性が経時的に変化すること , 脳出血に起因する

不安様行動は認められない , という一連の特徴が明らかとなった (図 2-11). また, 脳出血

後 4 週目の大脳皮質運動野における BDNF 発現は, 両側半球ともに mRNA・蛋白発現量に

変化がないことも明らかとなった. さらに, 脳出血後には BDNF 発現量の半球間発現比が

変化する可能性や, 損傷側半球の大脳皮質 BDNF mRNA 発現量は, 麻痺側前肢の運動機能

障害の重症度と関連している可能性も示唆された (補遺にて詳解). 

まず, 本モデルラットの作成は, コラゲナーゼ溶液を標的座標 (bregma より後方 2.0 mm, 

左外側  3.7 mm, 深さ 6.0 mm) へと微小投与する手術プロトコルで作成した . 出血損傷の

要となるコラゲナーゼ溶液の投与は , 脳定位固定器を用いて投与座標を同定し , 電動マイ

クロインジェクターを用いて投与速度・投与量を機械的制御下にて実施している . そのた

め, 手術手技に依存する変動性は可能な限り排除されており, 図 2-8A に示す前肢の運動機

能障害が個体間で一様に生じている (標準誤差が小さい) ことからも, 本モデルの手技的

再現性の高さが伺える. 

皮質脊髄路 (Corticospinal tract：CST) は運動性下降路として随意運動制御において重要

な役割を果たすため 103,104, 脳卒中による CST の損傷は, 運動機能障害の予後予測因子の 1

つとして知られている 105. 本章で使用した IC-ICH モデルラットは, CST が通過する内包の

損傷を伴うため, CST 損傷が重度であることは先行研究において既に確認されている 86. し

たがって, IC-ICH モデルラットが著明かつ長期的な運動機能障害を呈したことは合理的で

あり, 同様のモデルマウスを用いた先行研究の所見とも一致する 87. 実際の臨床において

も内包損傷を伴う脳出血患者の機能転帰が不良であることを鑑みると 106–108, IC-ICH モデ

ルラットは, 臨床病態を正確に反映しているモデルであると解釈できる. 

一方で , これまでの研究では IC-ICH モデルの運動機能以外の機能障害については焦点

が当てられておらず , その理解はほとんど進んでいなかったが, 本章では  IC-ICH モデル

が不安様行動を呈さないということを初めて実証した . 脳卒中後の不安障害は , 脳卒中後

うつと相互に作用し , 機能転帰を不良にする一要因として知られている 109. したがって , 

その情動的影響が少なく, 著明かつ持続的な運動機能障害を示す IC-ICH モデルは, 脳出血

後の運動機能回復に焦点を当てた長期的検証に適した脳卒中モデルであることが示唆され

る. 

興味深いことに, ICH 群の自発的活動性は急性期に一度下がり , 回復した後に再度低下

するという二峰性の経時的変化が生じていた . 同様のテストコンディションであった

SHAM 群においては有意な変化が認められなかったことから, この自発的活動性の変化は
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脳出血に起因するものであると推察される. しかし, 本章では脳出血後 4 週目の組織しか

採取できていないため , 活動性の経時的変化をもたらす神経学的機序については検証する

ことができなかった . 脳出血は出血による一次損傷だけでなく, 遅れて二次的な損傷や退

行的変性も生じることが知られていることから 79,110, 今後の研究では, 経時的な組織採取

により, IC-ICH モデルの機能障害をもたらす神経学的機序まで明らかにすることが期待さ

れる. 

また, 脳出血後 4 週目の大脳皮質運動野における BDNF 発現は, 両側半球ともに mRNA・

蛋白発現量に有意な変化は認められなかった . この結果は , 脳出血後の同時期同部位にお

ける BDNF 発現を定量した過去の報告からも概ね支持される 94–96. 一方で, 線条体など出

血周辺領域においては, 脳出血後に BDNF の mRNA・蛋白発現が増強することが報告され

ている 93,111. BDNF が神経保護効果を有していることを考慮すると 112, 出血周辺領域では

その保護効果を得るために BDNF 発現が増強し, 損傷領域から離れた大脳皮質においては

神経保護の必要性が低いため BDNF 発現量に変化がなかったのではないかと考えられる. 

 

 

図 2-11. 本章で示された IC-ICH モデルラットの行動学的機能障害の特徴 

内包損傷を伴う脳出血病態を模した IC-ICH モデルラットは, 運動機能障害が長

期的に持続することに加えて, 自発的活動性が経時的に変化すること , 脳出血に

起因する不安様行動は認められないこと, が示された. 
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Ⅱ－5. 小括 

本章を総括すると, 内包損傷を伴う脳出血病態を模した IC-ICH モデルラットは, 著明な

運動機能障害を長期的に呈し , 実際の臨床病態を的確に反映している所見が認められた . 

加えて , 本モデルラットは手技的再現性も高く , 脳出血に起因する不安様行動は認められ

なかったことから , 運動機能回復を検証する本研究において, 十分な妥当性と臨床的還元

性を有している脳出血モデルであると考えられる . また, 本研究から得られた脳出血後大

脳皮質における神経栄養因子発現の所見は, 脳卒中後 BDNF 発現動態の体系的な理解に向

けた一助となり得る. 
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Ⅱ－6. 補遺 

補遺 1：BDNF 発現量の半球間比較 

SHAM 群および ICH 群の各半球における大脳皮質 BDNF 発現量を比較検証した. SHAM

群の損傷側半球における発現量を基準とする BDNF mRNA/蛋白発現量を図 2-12 に示す . 

統計解析として, 群 (SHAM 群, ICH 群) および半球 (損傷側, 非損傷側) を二要因とする

二元配置分散分析に実施した. 

二元配置分散分析の結果, BDNF mRNA 発現量において半球の有意な主効果が認められ

たが, 有意な交互作用は認められなかった (交互作用: F1,26 = 3.076, p = 0.091, 群: F1,26 = 

0.754, p = 0.393, 半球: F1,26 = 18.094, p < 0.001, 図 2-12A). 一方で, BDNF 蛋白発現量におい

ては有意な交互作用および主効果は認められなかった (交互作用: F1,26 = 0.003, p = 0.960, 

群: F1,26 < 0.001, p = 0.994, 半球: F1,26 = 0.249, p = 0.622, 図 2-12B). これらの結果から, 脳

出血の有無に関わらず, 半球間で BDNF mRNA 発現量に有意な差が生じること, すなわち

手術侵襲が BDNF mRNA 発現量に影響を及ぼすことが示唆された. 

 

 

図 2-12. 各半球における大脳皮質 BDNF 発現量の比較 

グラフは各群の大脳皮質における BDNF mRNA 発現量  (A) および蛋白発現量 

(B) を示す . BDNF mRNA 発現量においては , 群に関わらず , 半球間で BDNF 

mRNA 発現量に有意差が生じた  (A). 結果は平均値±標準誤差で表記し , 各値を

プロットした. [+++ p < 0.001, 半球の主効果 (損傷側半球 vs. 非損傷側半球)] 

 

  



- 36 - 

 

前述の結果から, 手術侵襲により半球間の BDNF mRNA 発現量に差が生じることが明ら

かとなったが (図 2-12A), 半球間の有意差が生じる要因として以下の 3 つの可能性が考え

られた: 1) 損傷側半球の発現量が減少したことによる半球間の有意差, 2) 非損傷側半球の

発現量が増強したことによる半球間の有意差, 3) 損傷側半球の発現量の微増および非損傷

側半球の発現量の微減による半球間の有意差 . そこで , 手術侵襲を加えていない同週齢の

健常 Wistar ラット (Control 群, n = 4) の大脳皮質における BDNF mRNA 発現量を基準に, 

ΔΔCt 法を用いて SHAM 群の各半球における BDNF 発現量を検証した. 統計解析として一

元配置分散分析を実施し, 事後検定として Dunnet 検定を用いて多重比較を行った. 

Control 群 , SHAM 群の損傷側半球, SHAM 群の非損傷側半球における大脳皮質 BDNF 

mRNA 発現量を図 2-13 に示す . 一元配置分散分析の結果 , 有意な主効果が認められた 

(F2,15 = 4.992, p = 0.022). 事後検定の結果, SHAM 群の損傷側半球における BDNF mRNA 発

現量は Control 群と比較し有意に低値を示したが (p = 0.037), SHAM 群の非損傷側半球と

Control 群の発現量に有意差は認められなかった (p = 0.958). この結果から, 上記 1) 手術

侵襲により損傷側半球の大脳皮質 BDNF mRNA 発現量が減少することで, 半球間の BDNF 

mRNA 発現量に差が生じていることが示された. 

以上より本章においては, これら手術侵襲の影響を排除するために, BDNF発現量は各半

球における SHAM 群の発現量に基づきそれぞれ正規化された (図 2-9,2-10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-13. 手術侵襲が大脳皮質 BDNF mRNA 発現量に与える影響 

グラフは Control 群, SHAM 群の損傷側半球と非損傷側半球における BDNF mRNA

発現量を示す. SHAM 群の損傷側半球における BDNF mRNA は, Control 群と比較

し有意に低値を示した . 結果は平均値±標準誤差で表記し, 各値をプロットした. 

[* p < 0.05, Control 群 vs. SHAM 群(損傷側半球)]. 
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補遺 2：大脳皮質 BDNF 発現量の半球間の関係性 

 本章では, 脳出血後 4 週目の大脳皮質運動野における BDNF 発現量は, SHAM 群と ICH

群の間に有意な群間差は認められなかった. そこで, 脳出血後の BDNF 発現の特徴につい

てより詳細に検証を行った. 各群の BDNF 発現量について,「mRNA 発現量と蛋白発現量の

関係性」ならびに「半球間の発現量の関係性」についての相関分析の結果を図 2-14 に示す. 

相関分析の結果, SHAM 群において半球間の BDNF mRNA 発現量に有意な正の相関が認め

られたが (r = 0.862, p = 0.013), ICH 群においては同様の関係性は認められなかった (r = 

0.136, p = 0.748). この結果は, 脳出血が大脳皮質 BDNF mRNA 発現量の半球間の関係性に

影響を与えること , すなわち , ①健常脳において一方の半球における大脳皮質 BDNF 

mRNA 発現量が高い個体は, もう一方の半球における BDNF mRNA 発現量も高いという  

“半球間対称性” があること, ②脳出血後の脳においてはその対称性が損なわれ, 非対称的

であることを示している. 

 

図 2-14. 脳出血が大脳皮質 BDNF 発現量の半球間の関係性に与える影響 

(A) 各群の「mRNA 発現量と蛋白発現量の関係性」ならびに「半球間の発現量の

関係性」. SHAM 群のみ, 半球間の BDNF mRNA 発現量に有意な正の相関が認め

られた (r = 0.862, p = 0.013, B).  
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脳出血後 BDNF 発現量の半球間の関係性についてさらに精査するために, 非対称性指数

を用いて各個体の大脳皮質 BDNF 発現量の半球間側性, すなわち「半球間の発現バランス」

を評価した. 先行研究の計算式に従って 113, 非対称性指数を以下の計算式を用いて算出し

た. 非対称性指数は, BDNF 発現量が半球間で均等の場合は 0 となり, 非対称性指数の増加

は半球間の発現バランスが損傷側半球へとシフトすることを意味する. 

 

非対称性指数 =  log (損傷側半球における発現量 / 非損傷側半球における発現量) 

 

各群の BDNF mRNA 発現量および BDNF 蛋白発現量の非対称性指数を図 2-15 に示す .  

BDNF mRNA 発現において, ICH 群の非対称性指数は SHAM 群と比較し有意に高値を示し

た (t = −2.692, p = 0.018, A). 一方, BDNF 蛋白発現において各群の非対称性指数に有意差は

認められなかった (t = −0.273, p = 0.789, B). これらの結果は, 大脳皮質 BDNF mRNA 発現

の半球間の発現バランスが, 脳出血後に損傷側半球へとシフトすることを示している.  

この非対称性指数と行動評価の結果との相関分析では , 有意な相関関係は認められなか

った (Data not shown). 本研究で明らかになった半球間発現バランスのシフトが何を意味

しているのか , 機能回復に寄与する潜在的な可塑性なのか , という点を解明するには更な

る研究が必要である. 

 

図 2-15. 脳出血が BDNF 発現量の半球間の発現バランスに与える影響 

各グラフは, BDNF mRNA 発現量の非対称性指数 (A) および BDNF 蛋白発現量の

非対称性指数 (B) を示す. BDNF mRNA 発現量において, ICH 群の非対称性指数

は, SHAM 群と比較し有意に高値を示した (A). 結果は箱ひげ図で表記し, 各値を

プロットした. なお, 箱ひげ図の x 軸は前出の脳イラストと左右 (損傷側/非損傷

側) の関係性を一致させるため正負を反転している. [* p < 0.05, SHAM vs. ICH]. 
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補遺 3：脳出血後の BDNF 発現量と行動学的機能障害との関係性 

 最後に, BDNF 発現量と行動学的機能障害との関係性について検証した. 各群の BDNF 発

現量と行動評価の結果との相関分析の結果を図 2-16A に示す. 相関分析の結果, ICH 群に

おいて, 損傷側半球の大脳皮質 BDNF mRNA 発現量と麻痺肢使用率との間に有意な正の相

関が認められた (r = 0.759, p = 0.029, 図 2-16B). 一方で SHAM 群においては, 同様の関係

性は認められなかった (r = −0.366, p = 0.420, 図 2-16B). これらの結果は, 損傷側大脳皮質

BDNF mRNA 発現量が大きい個体ほど前肢運動機能障害が軽度であることを示しており , 

この関係性は ICH 群のみで認められるため, 脳出血後特有の関係性であることが示唆され

る. 

現在のところ, 脳出血後の BDNF 発現と機能障害の関連性について報告した研究はなく, 

この相関関係を明らかにしたのは本研究が初めてである. 本研究では運動機能局在の中枢

である大脳皮質運動野の BDNF 発現を定量したため, Open field test における活動性や不安

様行動の指標ではなく, Cylinder test における前肢運動機能の指標のみと相関関係が認めら

れた点は合理的である. 本研究では, BDNF発現と機能障害をつなぐ詳細なメカニズムは明

らかにできていないが, この関係性を鑑みると, 損傷側半球大脳皮質 BDNF mRNA 発現を

増強する治療戦略は, 脳出血後の運動機能障害の改善に有効であるかもしれない.  

また, 上述の相関関係が BDNF mRNA 発現のみで認められた点は興味深い. mRNA 発現

と蛋白発現の特徴の乖離については, いくつかの理由が考えられる. 1 つ目に , 脳出血は , 

転写  (mRNA 発現) と翻訳  (蛋白合成) の過程に , それぞれ異なる影響を与えた可能性で

ある. 2 つ目に, 核内で生じる BDNF mRNA の転写反応と異なり, BDNF 蛋白は順行性/逆行

性の軸索輸送を介して他の領域に/から輸送される可能性である 114,115.  したがって, 本研

究で定量した BDNF 蛋白発現量に関しては, 大脳皮質運動野と解剖学的な接続のある他領

域の影響を含んでいる可能性が考えられる. 3 つ目に, 本研究における BDNF 発現の定量は

mRNA も蛋白も大脳皮質運動野の脳組織から定量したものであるが, それぞれ別組織を使

用しているため厳密な領域は異なるという点である (図 2-7). 過去の研究は , 脳卒中後の

前肢運動領域における機能的役割が, 吻側前肢領域 (Rostral forelimb area, 前方から 2 枚目

の前額断スライスに該当, RNA 抽出組織) と尾側前肢領域 (Caudal forelimb area, 前方から

3 枚目の前額断スライスに該当, 蛋白抽出組織) で異なることを報告している 116,117. した

がって , BDNF mRNA 発現と蛋白発現の特徴の乖離が, 採取領域およびその領域の機能的

役割に依存している可能性については否定できない. 

以上までを総括し, 本章で認められた脳出血後 4 週目の大脳皮質運動野 BDNF 発現の特

徴を図 2-17 に示す. これらの所見は, 脳卒中後 BDNF 発現動態の体系的な理解に向けた一

助となり得る. 
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図 2-16. BDNF 発現量と行動学的機能障害との関係 

(A) 各群の BDNF mRNA/蛋白発現量と行動評価の結果との関係性. 各マスの数値

は相関係数 r を示す. ICH 群のみ, 損傷側半球の大脳皮質 BDNF mRNA 発現量と

麻痺肢使用率との間に有意な正の相関が認められた (B). 
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図 2-17. 脳出血後 4 週目の大脳皮質運動野における BDNF 発現の特徴 

本章で明らかになった脳出血後 4 週目の大脳皮質運動野 BDNF 発現の特徴. 各半

球の大脳皮質運動野において, 脳出血による BDNF 発現量の変化は認められなか

った (A). 損傷側半球の BDNF mRNA 発現量は, 麻痺肢の運動機能に関連してい

る可能性が示された (B). 健常脳において, 半球間の BDNF mRNA 発現量は対称

的であった (C). 脳出血後には, その対称性が損なわれ, BDNF mRNA の半球間の

発現バランスは, 損傷側半球へとシフトしていた (D). 
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第 Ⅲ 章 

 

GABA 受容体を標的とする薬理的神経制御の検証 

 

【Inoue et al., Biomedical Research 42(3), 103-108, (2021)】  
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Ⅲ－1. 背景 

中枢神経系において主要な抑制作用を担う GABA 受容体の構造や機能解析については, 

古くから多くの神経科学者の関心を集めており, 未だに日進月歩で新たな知見が明らかと

なっている 118,119. GABAA 受容体を構成するサブユニットは, 現在のところ α1-6, β1-3, γ1-3, 

δ, ε, θ, π, ρ1-3 の 19 種類が同定されており, これらを組み合わせた 5 量体で機能する (脳

内では  α1β2γ2 の組み合わせが最も多い) 60. Phasic inhibition の大部分を担うシナプス内

GABAA 受容体は主に α1 サブユニットを含んでおり 120,121, 一方の Tonic inhibition を担う

シナプス外 GABAA 受容体は, 主に α5 や δ サブユニットを含むことが知られる 64,122,123 . し

たがって, Tonic inhibition の特異的阻害を目的とする薬理的神経制御においては, α5 サブユ

ニットを含む GABAA 受容体 (α5GABAA 受容体) あるいは δ サブユニットを含む GABAA

受容体が薬理標的となるが, α5GABAA 受容体を介した Tonic inhibition の方が脳卒中後機能

回復の阻害因子としての役割が大きいことから 64, 本研究では α5GABAA 受容体の特異的

阻害薬を用いることとした (図 3-1). 

L-655,708 は α5GABAA 受容体を薬理標的とし, 受容体のアロステリック部位に結合する

ことで, Cl－の細胞内流入を阻害するネガティブアロステリックモジュレーターである 124. 

Atack らは, L-655,708 の α5 サブユニットに対する親和性は, 他のサブユニット (α1, α2, α3) 

と比較し約 30-70 倍高いことを確認しており 125, 他の研究では L-655,708 が Phasic inhibition

に影響を与えず Tonic inhibition のみを減弱させることを実証している 64 . こうした一連の

研究知見から, L-655,708 は, α5GABAA 受容体を介した Tonic inhibition の特異的阻害薬であ

ることは裏付けられる. しかしながら, L-655,708 の薬理効果に関する研究は, in vitro 実験

による電気生理学的検証や 126,127, in vivo 実験では一定期間の薬剤投与による効果検証が多

く 66,67,69, L-655,708 の単回投与が中枢神経系の神経活動や行動に与える影響については十

分に理解されていない. そこで本章では, L-655,708 投与が易興奮性の薬理的コンディショ

ニングとしての妥当性を有しているか検討することとした. 

中枢神経系における神経活動を評価する 1 つの指標として, 最初期遺伝子  (Immediate-

early genes：IEG) 発現が挙げられる. c-Fos, Arc, Egr-1 などの IEG 発現は, 神経活動に伴う

Ca2+流入により , 細胞内シグナル伝達が活性化されることで急速  (数分以内) に誘導され

るため , 神経活動の分子マーカーとして一般的に使用されている 128. また, 序論で述べた

ように, BDNF も神経活動依存的に発現増強するため, しばしば IEG として分類される 128 . 

以上より本章では , 薬理的神経制御の効果を明確にするために健常ラットを対象とし , 

L-655,708 の単回投与が中枢神経領域 (大脳皮質, 海馬, 脊髄) における神経活動に与える

影響を , 生化学的手法を用いて明らかにすることを目的とした . 加えて , 行動学的評価も

実施し, 自発的活動性や懸念される副作用への影響についても検証した. 
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図 3-1. Tonic inhibition を特異的に阻害するための薬理標的 

Tonic inhibition を担うシナプス外 GABAA 受容体は主に, α5 や δ サブユニットを含

んでいる. そのため本研究では, α5 サブユニットを含む GABAA受容体 (α5GABAA

受容体) の特異的ネガティブアロステリックモジュレーターである L-655,708 を

用いて, Tonic inhibition を特異的に阻害する薬理的神経制御の効果検証を行った. 
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Ⅲ－2. 方法 

Ⅲ－2－1. 対象および実験概要 

本章の実験概要を図 3-2 に示す. 7 週齢の雄性 Wistar ラット 12 匹 (300.3 ± 12.0 g, 平均値

±標準偏差) を, 対照群となる CON 群と, α5GABAA 受容体の薬理的阻害を行う L655 群に

6 匹ずつ無作為に割り当てた . 実験動物の飼育管理等は前章に準ずる . 本研究も前章と同

様に, 北海道大学動物実験委員会による審議を経た後, 北海道大学総長の承認の下で「国

立大学法人北海道大学動物実験に関する規程」に則り実施された (承認番号：19-0101).  

 

 

 

 

 

図 3-2. 本章の実験概要 

雄性 Wistar ラット 12 匹を, CON 群と L655 群の 2 群に割り当て, L-655,708 投与の

急性効果を検証した (i.p.：腹腔内投与). Open field test は薬剤投与の 1 週間前 (投

与前) と薬剤投与の 30 分後 (投与後) の計 2 回実施した. 組織採取は薬剤投与後

の Open field test の直後に実施し, 採取した脳・脊髄組織から遺伝子発現を定量し

た. 
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Ⅲ－2－2. 薬剤投与 

 L655 群には α5GABAA 受容体特異的ネガティブアロステリックモジュレーターの L-

655,708 (Tocris Bioscience, Cat.#1327, UK) を 0.5 mg/kg の用量で腹腔内投与した. L-655,708

はジメチルスルホキシド  (Dimethyl sulfoxide, DMSO, 049-07213, 富士フイルム和光純薬) 

に溶解した後, 生理食塩水で希釈し L655 群のラットに投与された 129. 同等の侵襲を与え

るために, CON 群には同容量の DMSO を含む生理食塩水を腹腔内に投与した. in vivo 薬理

動態検証から, 本薬剤 0.5 mg/kg の投与量は, 脳 α5GABAA 受容体の 50－65%に結合し作用

すると推定されている 82. 

 

 

 

Ⅲ－2－3. 行動学的評価 

自発的活動性および不安様行動を評価するために, 薬剤投与の 30 分後に Open field test 

(投与後) を実施した. Open field test のプロトコルは前章に準ずる. 事前に各個体の行動特

徴を確認するために, 薬剤投与の 1 週間前にも Open field test (投与前) を実施した. 

また, L-655,708 投与による痙攣発作の有無を確認するために, Modified Racine’s scale を

用いて行動学的な痙攣発作の評価を行った 130. 薬剤投与後 10 分間, ラットをケージに戻

し自由行動している様子をビデオ撮影した. 撮影した動画から, 1 名の盲検化された検者が

下記要領で点数付けを行った  (表 1). このスケールは点数が高いほど, 痙攣発作が重度で

あることを示しており , 各点数のラット行動は脳波所見の重症度とも一致することが確認

されている 130. 

表 1. Modified Racine’s scale 
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Ⅲ－2－4. 組織採取 

組織採取の方法は前章に準ずる. Open field test (投与後) を実施した後, 直ちに脱血処理

を行い全脳および脊髄組織を採取した. 全脳サンプルから計 6 枚の厚さ 2 mm 前額断脳ス

ライスを作成し , ラット脳アトラスを参考に 102, 前方から 2 枚目の前額断スライス 

(bregma 2.0 ~ 4.0 mm) から大脳皮質運動野を, 前方から 3 枚目の前額断スライス (bregma 

0.0 ~ 2.0 mm) から大脳皮質感覚野を, 前方から 6 枚目の前額断スライス (bregma −6.0 ~ 

−4.0 mm) から海馬をそれぞれ採取した (図 3-3, 青枠部分). 脊髄組織は下位頚髄にあたる

C4-6レベルを採取した (図 3-3). 各組織は, 直ちに組織重量の約 10倍量の RNA stabilization 

reagent (RNAlater, QIAGEN, オランダ) の液中に浸した状態でドライアイス上にて凍結さ

せた後に, 生化学的解析に使用するまでディープフリーザー (−80℃) で保存した. 

 

 

 

 

図 3-3. 採取した脳・脊髄組織 

採取した大脳皮質運動野 , 大脳皮質感覚野 , 海馬 , 脊髄を示す . 各脳領域は青枠

で囲まれた部分を採取し, 生化学的解析に使用した. 
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Ⅲ－2－5. 生化学的解析 

mRNA 発現量の定量方法および生化学的解析の基本的操作は前章に準ずる. 各組織から

RNA を抽出後, 逆転写を行った. 定量的 PCR におけるターゲット遺伝子および内部標準遺

伝子の TaqMan® Gene Expression Assay (Applied Biosystems) には以下を使用した : c-Fos 

(Assay ID: Rn02396759_m1), BDNF (Assay ID: Rn02531967_s1), GABRA5 (Assay ID: 

Rn00568803_ m1), β-actin (4352340E, Assay ID: Rn00667869_m1). 前章と同様に, 各 mRNA

発現量は比較 Ct 法 (ΔΔCt 法) による相対定量を行い, CON 群 (図 3-5, 3-10) または大脳皮

質運動野 (図 3-9) を基準とする mRNA 発現量を算出した. 

 

 

 

Ⅲ－2－6. 統計解析 

統計解析には SPSS Statistics (v26.0, IBM) を使用した. CON 群と L655 群の Open field test

の各指標 (総移動距離, 各エリア滞在時間), mRNA 発現量 (c-Fos, BDNF) の群間比較には, 

対応のない t 検定 (両側検定) を実施した. なお, Open field test の指標は各評価時点 (投与

前または投与後 ) においてそれぞれ群間比較を行った . 二変数間の関連性の検証には , 

Pearson の相関係数 (r) を用いて相関分析を実施した. 有意水準はそれぞれ 5%とした. 
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Ⅲ－3. 結果 

Ⅲ－3－1. 行動学的評価 

各群の Open field test の結果を図 3-4 に示す. 投与前の Open field test において, 各指標

に有意な群間差は認められなかった (t = 0.089, p = 0.931, 図 3-4B; t = −1.095, p = 0.299, 図

3-4C; t = −0.190, p = 0.853, 図 3-4D 投与前). この結果は, 薬剤投与前において各群の行動

特徴は同様であったことを示している.  

薬剤投与後の Open field test において, L655 群の総移動距離は CON 群と比較し有意に高

値を示した (t = −2.832, p = 0.018, 図 3-4A 投与後). その他の指標において, CON 群と L655

群との間に有意差は認められなかった (t = 1.336, p = 0.228, 図 3-4C; t = 0.649, p = 0.531, 図

3-4D 投与後). また, 薬剤投与後に実施した Modified Racine’s scale は, L655 群の全てのラ

ットで 0 点であり, 行動学的な痙攣発作は認められなかった. これらの結果は, L-655,708

の単回投与が, 副作用を呈することなく自発的活動性を増強したことを示している. 

 

 

図 3-4. L-655,708 投与が自発的活動性および不安様行動に与える影響 

(A) 左：Open field test 中のラットの代表的な移動軌跡. 右：フィールドを 5 × 5 に

細分化した際の各マスにおけるラットの滞在時間の平均値. 青色が濃いほど滞在

時間が長いことを示す. (B-D) L-655,708 投与が Open field test の各指標に与える影

響 (それぞれ左：投与前, 右：投与後). 各グラフは総移動距離 (B), Corner area 滞

在時間 (C), Peripheral area 滞在時間 (D) を示す. 投与後の Open field test におい

て, L655 群の総移動距離は CON 群と比較し有意に高値を示した (B). 結果は平均

値±標準誤差で表記し, 各値をプロットした. [* p < 0.05, CON vs. L655]. 
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Ⅲ－3－2. mRNA 発現量 

L-655,708 投与が神経活動マーカーと神経栄養因子の遺伝子発現に与える影響 

各群の c-Fos, BDNF mRNA 発現量を図 3-5 に示す. 大脳皮質運動野における L655 群の c-

Fos mRNA 発現量は, CON 群と比較し有意に高値を示した (t = −3.261, p = 0.009, 図 3-5A). 

その他の領域における c-Fos mRNA および BDNF mRNA 発現に有意な群間差は認められな

かった (t = −1.290, p = 0.226, 図 3-5B; t = −0.031, p =0.976, 図 3-5C; t = −0.564, p = 0.585, 図

3-5D; t = −1.268, p = 0.233, 図 3-5E; t = −0.871, p = 0.404, 図 3-5F; t = 0.423, p = 0.681, 図 3-

5G; t = −0.464, p = 0.653, 図 3-5H). これらの結果は, L-655,708 投与により大脳皮質運動野

の神経活動が易興奮性に修飾された一方で , その効果は大脳皮質運動野に限局されており, 

中枢神経系の各領域により薬剤効果に違いがあることを示唆している.  

 

図 3-5. L-655,708 投与が中枢神経系における遺伝子発現に与える影響 

L-655,708 投与が大脳皮質運動野 (A, E), 大脳皮質感覚野 (B, F), 海馬 (C, G), 脊

髄 (D, H)における c-Fos mRNA 発現 (A-D), BDNF mRNA 発現 (E-F) に与える影

響. 大脳皮質運動野における L655 群の c-Fos mRNA 発現は, CON 群と比較し有意

に高値を示した (A). その他の領域における c-Fos mRNA および BDNF mRNA 発

現に有意な群間差は認められなかった . 結果は平均値±標準誤差で表記し, 各値

をプロットした. 各 mRNA 発現量は各領域における CON 群の発現量を基準とす

る相対発現量で表記した. [** p < 0.01, CON vs. L655] 
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大脳皮質運動野における神経活動マーカーと神経栄養因子の遺伝子発現量の関係 

L-655,708 投与により神経活動の修飾が認められた大脳皮質運動野に着目し , 神経活動

マーカーと BDNF 遺伝子発現との関係性について検証した. 相関分析の結果, 大脳皮質運

動野における c-Fos mRNA 発現量と BDNF mRNA 発現量との間に有意な正の相関が認めら

れた (r = 0.609, p = 0.036, 図 3-6). この結果は, 大脳皮質運動野における神経活動マーカー

の発現量が大きい個体ほど, 同領域における BDNF 遺伝子発現量も大きいことを示してい

る. 

 

 

 

 

図 3-6.大脳皮質運動野における c-Fos mRNA 発現量と BDNF mRNA 発現量の関係 

大脳皮質運動野における c-Fos mRNA 発現量と BDNF mRNA 発現量との間に有意

な正の相関が認められた. 
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自発的活動性と神経活動マーカー, 神経栄養因子の遺伝子発現量との関係 

最後に , 自発的活動性と大脳皮質運動野における遺伝子発現との関係について検証した. 

相関分析の結果 , Open field test (投与後 ) における総移動距離と大脳皮質運動野 c-Fos 

mRNA 発現量との間に有意な正の相関が認められた (r = 0.589, p = 0.044, 図 3-7A). 加え

て, 総移動距離と大脳皮質運動野 BDNF mRNA 発現量との間にも有意な正の相関が認めら

れた (r = 0.610, p = 0.035, 図 3-7B). これらの結果は, 自発的活動性が高い個体ほど, 大脳

皮質運動野の神経活動マーカーおよび BDNF 遺伝子の発現量が大きいことを示している. 

 

 

 

 

図 3-7. 自発的活動性と大脳皮質運動野における遺伝子発現量との関係 

Open field test (投与後) における総移動距離と大脳皮質運動野 c-Fos mRNA 発現

量との間に有意な正の相関が認められた  (A). また , 総移動距離と大脳皮質運動

野 BDNF mRNA 発現量との間にも有意な正の相関が認められた (B). 
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Ⅲ－4. 考察 

本章では, L-655,708 (0.5 mg/kg) の単回腹腔内投与が, 健常ラットの中枢神経系における

神経活動や行動に与える影響を検証した. その結果, L-655,708 投与は大脳皮質運動野にお

いて神経活動マーカーの c-Fos mRNA 発現を増強することが明らかとなった. さらに , L-

655,708 投与は痙攣発作や不安様行動に影響を与えることなく, 自発的活動性を増強する

ことが示された. 自発的活動性は中枢神経系の興奮性を示す行動指標の 1 つであることを

踏まえると 131,132, 本章で用いた薬剤投与プロトコルは, 易興奮性コンディショニングを目

的とする薬理的神経制御としての妥当性を有することが生化学的解析および行動学的解析

の両方の検証結果によって支持される. 

本章では探索的に大脳皮質 , 海馬 , 脊髄の神経活動を検証したが , 興味深いことに , L-

655,708 による神経活動の有意な増強は大脳皮質運動野に限局されていた  (図 3-5). 

α5GABAA 受容体を構成する α5 サブユニットは, 中枢神経系の中でも特に海馬と大脳皮質

深層に多く発現していることが知られており 60,133, 本実験からも α5 サブユニットをコー

ドする GABRA5 遺伝子発現は , 海馬で最も多いことが確認できた  (補遺 1). 加えて , L-

655,708 投与は各領域の GABRA5 遺伝子発現に影響を与えなかった (補遺 2). そのため本

章の結果からは, L-655,708 投与による神経活動修飾効果は, 薬理標的の α5GABAA 受容体

の発現量に依存しないことが示唆される. 領域間の薬剤効果の乖離を明らかにするには更

なる検証が必要である. 

その一方で, L-655,708 投与は, 大脳皮質運動野の神経活動を直接的に増強したのではな

く , 自発的活動性の増強を介して間接的に神経活動が増強された可能性も考えられる . 実

際, 自発的活動性が高い個体ほど大脳皮質運動野 c-Fos mRNA 発現量が多いという関係性

が認められているが (図 3-7), 本研究の結果からはこれらの因果関係までは言及できない. 

しかし, 本研究から得られた主要な知見: ①L-655,708 の投与により自発的活動性および大

脳皮質運動野 c-Fos 発現が増強されること (図 3-4, 3-5), ②その自発的活動性および大脳皮

質運動野 c-Fos 発現は, 大脳皮質運動野 BDNF mRNA 発現量と正の相関関係を有すること 

(図 3-6, 3-7) を総じて鑑みると, 少なくとも, L-655,708 投与は大脳皮質運動野の神経活動

依存的な可塑性を有益に修飾することが可能であると解釈できる (図 3-8). 

重要なことに, 本章における L-655,708 (0.5 mg/kg) の単回腹腔内投与は, 行動に反映さ

れる明らかな副作用を示さなかった. L-655,708 投与の安全性を保証するためには, 脳波計

測による痙攣評価や不安様行動に特化した行動学的評価  (高架式十字迷路) などを用いて

134–136, 更なる検証が必要だが , 本研究の行動評価の結果は投与用量を決定する際の一助と

なり得る. GABAA 受容体は, 構成するサブユニットに依存した抑制作用を有していると理

解されており, 不安や痙攣には主に α2 や α3 サブユニットが関与する 54. L-655,708 は α5 サ

ブユニットへの親和性が非常に高いことが知られている一方 125, 高用量で適用した場合に
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は , 他のサブユニット  (α1, α2, α3) への親和性も増し , 特異性の欠如につながることが実

証されている 82. そのため, 高用量の L-655,708 投与は副作用が懸念されており, 実際に他

の研究は, 本実験よりも 1.25-10 倍高い用量での L-655,708 の投与により不安様行動が増加

したことを報告している 137. したがって, L-655,708 投与による薬的神経制御において副作

用を回避するためには, 本章で採用した 0.5 mg/kg のように低用量で α5 サブユニット特異

性を保つことが重要であると考えられる. 

最後に, 次章において L-655,708 投与と運動介入の併用効果について検証するにあたり, 

薬剤投与後の適切な時間枠にて運動介入を行う必要があることを付記する . 本章では , L-

655,708 投与後 30 分に行った行動評価および生化学的解析から神経活動修飾効果が認めら

れた . Atack らの先行研究において , L-655,708 の腹腔内投与直後から 120 分間は , 脳

α5GABAA 受容体の半数以上を阻害 (占有率 50%以上) しているが, 投与後 60 分以降は高

かった占有率 (約 80%) が急激に低下している様子が認められる 125. また, 血中薬理動態

の検証では投与後 30 分で L-655,708 の血中濃度が半減期を迎えることが示されているため

82, L-655,708 は代謝が早く, 長時間の神経活動修飾効果は期待できないことが推察される. 

本章で認められた L-655,708 の効果が, 投与後いつから始まり , どの程度維持されるのか

を明らかにするには更なる検証が必要であるが , これら一連の知見を鑑みると , L-655,708

による薬理的コンディショニングの下で運動介入を行うには , 薬剤投与から 30 分後に運

動介入を行っている状態が望ましいと考えられる. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-8. α5GABAA 受容体を標的とする薬理的神経制御の効果 

α5GABAA 受容体の特異的阻害薬である L-655,708 投与は, 健常ラットの自発的活

動性や大脳皮質運動野における神経活動マーカー (c-Fos mRNA) 発現を有意に増

強した . また, これらの指標と大脳皮質運動野における神経栄養因子  (BDNF) の

遺伝子発現量の間には有意な正の相関が認められた . 本章の一連の結果から , L-

655,708 投与は , 大脳皮質運動野の神経活動依存的な可塑性を有益に修飾するこ

とが示唆される.  
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Ⅲ－5. 小括 

本章を総括すると, L-655,708 (0.5 mg/kg) の腹腔内投与による薬理的神経制御は, 大脳皮

質運動野における神経活動を増強し, 活動依存的な可塑性を有益に修飾し得ることが明ら

かとなった . 加えて , 本章で用いた薬剤投与プロトコルでは行動に反映される明らかな副

作用を示さなかったことも重要な所見である . 一方で , 本章では大脳皮質感覚野 , 海馬 , 

脊髄には薬剤投与効果が認められなかったことから , 本プロトコルによる薬理的

α5GABAA 受容体阻害は, 中枢神経系の中でも, とりわけ大脳皮質運動野の易興奮性コンデ

ィショニングとして有用であることが示唆される. 
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Ⅲ－6. 補遺 

補遺 1: 中枢神経系における GABRA5 遺伝子発現 

L-655,708 は α5GABAA 受容体を薬理標的とし, その α5GABAA 受容体の α5 サブユニット

は GABRA5 遺伝子にコードされる . そのため事前に , 中枢神経系の領域間における

α5GABAA 受容体の発現量の違いを推定するため , 薬剤投与による影響を受けていない

CON 群のサンプルを対象に, 各領域の GABRA5 遺伝子発現量を定量した. GABRA5 遺伝子

発現量の領域間の比較には一元配置分散分析を実施した . 主効果が有意であった場合は , 

事後検定として Tukey 検定を用いて多重比較を行った. GABRA5 mRNA 発現量は大脳皮質

運動野の発現量を基準とする相対発現量で表記した. 

大脳皮質, 海馬, 脊髄における GABRA5 mRNA 発現量を図 3-9 に示す. 一元配置分散分

析の結果 , 有意な主効果が認められた  (F2,15 = 26.470, p < 0.001). 多重比較の結果 , 海馬

GABRA5 mRNA 発現量は他の領域と比較し有意に高値を示した (p < 0.001). また, 大脳皮

質運動野の GABRA5 mRNA 発現量は, 大脳皮質感覚野および脊髄と比較し有意に高値を

示した (p < 0.001). 大脳皮質感覚野と脊髄 GABRA5 mRNA 発現量の間には有意差は認め

られなかった  (p = 0.647). これらの結果から , GABRA5 mRNA は海馬で最も発現が高く , 

次いで大脳皮質運動野であり , 次いで大脳皮質感覚野と脊髄は同等の発現量であることが

確認された. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-9. 中枢神経系における GABRA5 遺伝子発現 

中枢神経系における GABRA5 mRNA 発現量の差異. GABRA5 mRNA は海馬で最

も発現が高く , 次いで大脳皮質運動野であり, 次いで大脳皮質感覚野と脊髄は同

等の発現量であった . 結果は平均値±標準誤差で表記し , 各値をプロットした . 

GABRA5 mRNA 発現量は大脳皮質運動野の発現量を基準とする相対発現量で表

記した. [*** p < 0.001, 有意な領域間の差].  
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補遺 2: L-655,708 投与が中枢神経系における GABRA5 発現に与える影響 

各群の GABRA5 mRNA 発現量を図 3-10 に示す . 対応のない t 検定の結果, いずれの領域

においても, GABRA5 mRNA 発現量に有意な群間差は認められなかった (t = 0.032, p =0.975, 

図 3-10A; t = 0.083, p = 0.935, 図 3-10B; t = 0.650, p = 0.531, 図 3-10C; t = −1.294, p = 0.225, 

図 3-10D). この結果は, L-655,708 の単回投与が, 薬理標的である α5GABAA 受容体の α5 サ

ブユニットをコードする GABRA5 遺伝子発現に影響を与えないことを示している . した

がって, L-655,708 投与はその薬理標的である受容体の発現量には影響を与えないことが示

唆される. 

 

 

 

 

図 3-10. L-655,708 投与が中枢神経系における GABRA5 発現に与える影響 

各グラフは大脳皮質運動野  (A), 大脳皮質感覚野  (B), 海馬  (C), 脊髄  (D) にお

ける CON 群と L655 群の GABRA5 mRNA 発現量を示す. いずれの領域において

も, GABRA5 mRNA 発現量に有意な群間差は認められなかった. 結果は平均値±

標準誤差で表記し, 各値をプロットした. GABRA5 mRNA 発現量は各領域におけ

る CON 群の発現量を基準とする相対発現量でそれぞれ表記した.  
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第 Ⅳ 章 

 

薬理的神経制御を伴う運動療法が脳出血後の機能回復に与える影響 

 

【Inoue et al., Neuroscience Letters 766, 136344, (2022)】 
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Ⅳ－1. 背景 

脳卒中後の Tonic inhibition を標的とする薬物療法おいては, 現在 2 つの治療戦略が提唱

されている 138. まず 1 つ目は先にも述べたように , 脳卒中後に過剰に増強する Tonic 

inhibition は機能回復の阻害因子として負の影響をもたらすため, Tonic inhibition を阻害・

減弱しようとする試みである 64,66,69. 一方で, Clarkson らは, Tonic inhibition を阻害する L-

655,708 を脳卒中発症直後から投与した場合, 損傷領域が拡大することを明らかにし, 脳卒

中後の Tonic inhibition は神経保護的な役割も有していることを見出した 64. このことから, 

脳卒中後初期 (3 日以内) においては, 翻って Tonic inhibition を増強する治療戦略が有効で

あると考えられており, 実際に Tonic inhibition を増強すると, 炎症反応の抑制と損傷領域

が縮小する所見が認められている 138,139. これらを鑑みると, 脳卒中後の Tonic inhibition を

阻害する本研究の薬理的コンディショニングは, 脳卒中急性期を避け , 亜急性期以降に行

うべき治療戦略であると考えられる . そこで本章では, 第Ⅱ章で著明かつ長期的な運動機

能障害を呈した IC-ICH モデルを対象に, 脳出血後 1 週からの亜急性期に焦点を当て, 運動

介入と α5GABAA 受容体阻害薬の投与が脳出血後の機能回復に与える影響を明らかにする

ことを目的とした. 

脳卒中後の機能回復は, 主に残存した中枢神経領域に依存するが, 近年では病巣から離

れた非損傷側半球や脊髄領域における可塑的変化も注目を集めている 92,140,141. 特に, 大脳

皮質を起点に脊髄へと投射する皮質脊髄路  (CST) の脊髄内での再編は , 脳卒中後に生じ

る部分的な自然回復や, リハビリによる機能回復を支える重要な神経学的機序の 1 つであ

る 142–144. CST の再編は, 下位頚髄領域で多く報告されており 145,146, 再編し新たに形成され

た神経回路は , その支配領域にあたる前肢  (齧歯類) の運動機能を担うことが示されてい

る 146,147 (図 4-1).  

神経回路の再編は主に, 軸索発芽およびシナプス形成に基づくと考えられており 148, そ

の素子として, 脳や脊髄における BDNF をはじめ様々な可塑性関連因子が分子マーカーと

なり得る 92,147,149,150. 例えば, GAP-43 (Growth-associated protein 43) は, 軸索の成長円錐に多

く存在する成長関連蛋白であり, 軸索の再生や発芽に伴って発現量が高くなることから軸

索発芽マーカーとして使用される 151. また, Synaptophysin は活動依存的なシナプス形成に

関与するシナプス小胞蛋白であり, 広くシナプスマーカーとして使用されている 152. 一方

で, 中枢神経系には内因性の成長阻害因子も存在し, Nogo-A と呼ばれるミエリン関連蛋白

は軸索伸展を阻害 , すなわち成長阻害作用を有している 153. 以上より, 本章では各介入の

機能回復効果のみならず , 運動介入と薬理的 α5GABAA 受容体阻害が , 大脳皮質および脊

髄における可塑性関連因子の蛋白発現に与える影響も明らかにし , 機能回復を支える可塑

的変化についても検証を行った.  
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図 4-1. 皮質脊髄路の再編 

脳卒中後に残存した皮質脊髄路は, 脊髄内で新たな軸索を発芽し, 代償的な神経

回路を形成  (再編) することが報告されている . この新たに形成された神経回路

は , 障害された運動機能を担う役割を持つため, 脳卒中後に生じる部分的な自然

回復や, リハビリによる機能回復を支える重要な神経学的機序の 1 つである. こ

うした神経回路の再編は主に , 軸索発芽やシナプス形成に基づくと考えられてい

る. 
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Ⅳ－2. 方法 

Ⅳ－2－1. 対象および実験概要 

本章の実験概要を図 4-2 に示す. 本章における脳出血モデルラットは, 第Ⅱ章と同様の

IC-ICH モデルを用いており, 手術プロトコルは第Ⅱ章と同様である. 手術実施時において

9 週齢の雄性 Wistar ラット 41 匹 (277.1 ± 11.7 g, 平均値±標準偏差) 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 群に無作為

に割り当てた. 手術中に死亡した個体 1 匹は対象から除外された. 動物の飼育管理等は前

章までと同様である . 本研究も前章までと同様に , 北海道大学総長の承認の下で「国立大

学法人北海道大学動物実験に関する規程」に則り実施された (承認番号：19-0101).  

 

図 4-2. 本章の実験概要 

雄性 Wistar ラットを, 各要因の有無により SHAM 群, ICH 群, ICH+EX 群, ICH+L6

群, ICH+L6EX 群の 5 群に割り当て, 運動と L-655,708 投与の介入効果を検証した. 

各介入は, 術後 1 週から術後 4 週までの計 3 週間, 1 回/日, 5 日/週の頻度で実施し

た. 手術 2 日前 (Baseline), 1 週目, 2 週目, 4 週目において Tape removal task を実施

し , 前肢感覚運動機能の評価を行った . 組織採取は最終介入の翌日に実施し , 採

取した脳・脊髄組織から可塑性関連因子の蛋白発現を定量した. 
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Ⅳ－2－2. 運動介入 

ICH＋EX 群と ICH＋L6EX 群には, トレッドミル走行による運動介入を実施した (図 4-

3). 脳卒中モデルラットの機能回復促進や脳 BDNF 発現増強を報告した先行研究の運動強

度に基づき 41,154, 走行速度 12 m/min の中等度強度で 30 分間の運動介入を実施した. 介入

期間は, 術後 1 週から術後 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. 運

動環境に対する適応のため, 走行速度 5 m/min で 5 分間の走行練習を, 術前に合計 3 日間

実施した. 発症前の運動介入は , 様々な脳障害に対する神経保護効果を有することが実証

されているため 155,156, 手術前の走行練習は ICH＋EX 群と ICH＋L6EX 群のみならず全て

のラットを対象とした.  

 

図 4-3. トレッドミル走行運動の様子 

小動物用トレッドミル (MK-680, 室町機械) を用いて運動介入を実施した. 

 

 

 

Ⅳ－2－3. 薬剤投与 

ICH+L6 群と ICH+L6EX 群には, α5GABAA 受容体特異的ネガティブアロステリックモジ

ュレーターの L-655,708 (Tocris Bioscience, Cat.#1327, UK) を, 0.5 mg/kg の用量で腹腔内投

与した. 薬剤投与も運動介入と同様に, 術後 1 週から術後 4 週までの計 3 週間, 1 回/日, 5 日

/週の頻度で行った. 前章の結果より, 投与 30 分後に神経活動マーカーc-Fos 発現の増強が

確認されたため, 運動中にその神経活動修飾効果を得るために ICH+L6EX 群への薬剤投与

は運動介入の 10-15 分前に行った. 薬剤投与群と同等のストレスおよび侵襲を与えるため

に, SHAM 群, ICH 群と ICH+EX 群には同時刻に同容量の生理食塩水を腹腔内投与した. な

お, 本研究において L-655,708 を投与した全てのラットに痙攣発作は観察されていない.  
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Ⅳ－2－4. 行動学的評価 

手術 2 日前 (Baseline), 1 週目, 2 週目, 4 週目において, Tape removal task を実施し, ラッ

ト前肢の感覚運動機能を評価した (図 4-4). 先行研究のプロトコルに基づき 72,157, ラット

の手掌に粘着テープ  (約 169 mm2) を貼った後 , 白色のオープンフィールド  (60 cm × 60 

cm) に入れ, 粘着テープを手掌から剥がすまでの時間 (Latency to remove) を計測した. 測

定は左右前肢それぞれ 1 回ずつ実施し, 上限は計測開始から 120 秒とした. 前肢の感覚運

動障害を呈する場合, Latency to remove の値は大きくなる. 全てのラットは手術前に合計 5

日間 (1 日 1 回) の練習を行った. なお, 1 週目, 2 週目, 4 週目の評価は各介入前に実施して

おり, 本評価前の約 24 時間以内に運動介入や薬剤投与による外因的な刺激はなかった. 

 

 

 

 

図 4-4. Tape removal task の概要 

Tape removal task では, ラット前肢に貼ったテープを剥がすまでの時間 (Latency 

to remove) を計測する . 脳卒中による前肢の感覚運動障害を呈する場合 , Latency 

to remove の値は大きくなる. 
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Ⅳ－2－5. 組織採取 

最終介入の 24 時間後に組織採取を行った. 組織採取の方法および, 前額断脳スライスの

作成は前章までと同様である. スキャナー (GT-S650, EPSON, 日本) で脳スライス断面の

画像を取得後, 前方から 3 枚目の前額断スライスから両側半球の大脳皮質運動野 (bregma 

0.0 ~ 2.0 mm) を, 脊髄組織は下位頚髄にあたる C4-6 レベルを採取した. 各試料はドライ

アイス上で凍結させた後に , 生化学的解析に使用するまでディープフリーザー  (−80℃) 

で保存した. 

 

 

 

Ⅳ－2－6. 形態計測学的解析 

先行研究のプロトコルに基づき 158–160, 撮影した脳組織画像から出血損傷体積を算出し

た. ImageJ software (v1.52, NIH, USA) を用いて, 盲検化された 2 名の検者が各スライスの

出血損傷領域の面積を計測した  (図 4-5). 各個体の出血損傷領域の面積の合計に , 脳スラ

イスの厚さ (2 mm) を乗じて出血損傷体積を算出した. 

 

 

 

図 4-5. 出血損傷体積の算出 

撮影した脳組織画像 (1 個体あたり 6 枚の前額断スライス) から, ImageJ software

を用いて , 盲検化された検者が損傷領域の面積  (赤枠部分) を計測した . その面

積値に脳スライスの厚さ (2 mm) を乗じて出血損傷体積を算出した.  
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Ⅳ－2－7. 生化学的解析 

採取した大脳皮質・脊髄組織から , 生化学的解析により可塑性関連因子の蛋白発現量を

定量した. BDNF は ELISA 法, その他の蛋白は Western Blotting 法を用いて定量した. 総蛋

白サンプルの抽出, 総蛋白濃度の計測, ELISA 法のプロトコルは第Ⅱ章に準ずる.  

 

Western Blotting 法による蛋白発現量の相対定量 

62.5 mM Tris-HCl, 2% Sodium dodecyl sulfate (SDS, 199-0714, 富士フイルム和光純薬), 10% 

Glycerol (17029-00, 関東化学 , 日本 ), bromophenol blue (04319-60, 関東化学 ), 5% 2-

mercaptoetanol (137-06862, 富士フイルム和光純薬) を含む SDS sample loading buffer を加

え, 95 °C で 5 分間加熱し, 蛋白サンプルの還元・変性処理を行った. 

総蛋白 10 µg を含む蛋白サンプル溶液 16 µL ならびに各種分子量マーカー (Full-Range 

Rainbow Molecular Weight Markers, RPN800E, GE Healthcare, UK; MagicMark™ XP Western 

Protein Standard, LC5602, Invitrogen, USA; YesBlot™ Western Marker I, WM1000, SMOBIO, 

Taiwan; G-02102, BIO CRAFT, 日本) を 12% ポリアクリルアミドゲルの各レーンに注ぎ , 

電気泳動装置 (AE-6530, WSE-1165, ATTO, 日本) を使用し 300 V, 50 mA で 90 分間電気泳

動を行った. その後 , セミドライ式ブロッティング装置 (AE-6677, WSE4025, ATTO) を使

用し, PVDF メンブレン (FluoroTrans W, EH-2222, Pall Corporation, USA) に 300 V, 100 mA

で 60 分間かけて転写した. 転写終了後, Tris buffered saline with Tween® 20 (TBST) 溶液で  

10 分間洗浄した後, TBST に 5%のスキムミルク(190-12865, 富士フイルム和光純薬) を溶

解させた 5% Blocking buffer に室温で 1 時間インキュベートし, ブロッキングを行った.  

ブロッキング後, TBST で 10 分間洗浄した後, 2.5% Blocking buffer に一次抗体を混合し, 

ハイブリパックに挿入し 4 °C にて一晩反応させた. 一次抗体は, ウサギ由来抗 GAP-43 抗

体 (1:500, 5307S, Cell signaling technology, USA), ウサギ由来抗 Synaptophysin 抗体 (1:10000, 

5431S, Cell signaling technology), ウサギ由来抗 Nogo-A 抗体 (1:500, 13401S, Cell signaling 

technology), マウス由来抗 β-actin 抗体 (1:10000, A5316, Sigma-Aldrich, USA) をそれぞれ使

用した. 翌日, TBST で十分に洗浄した後, 一次抗体に対応する二次抗体として HRP 標識

ウサギ IgG 抗体 (1:10000, NA934, GE Healthcare, USA), もしくは HRP 標識マウス IgG 抗

体 (1:10000, NA931, GE Healthcare) に室温で 2 時間反応させた.  

その後, ECL Prime Western Blotting Detection System (RPN2232 , GE Healthcare) を用いて

化学発光させ, ImageQuant LAS 4000 system (GE Healthcare) により以下の分子量域におけ

る各標的蛋白質のバンドを検出した  (Synaptophysin, 38 kDa; β-actin, 42 kDa; GAP-43, 43 

kDa; Nogo-A, 180kDa). バンド濃度は, 画像解析ソフトウェア ImageJ software (v1.51, NIH, 

USA) を用いて定量した. 各サンプルの値を, 内因性コントロールの β-actin の値で正規化

し, 各蛋白発現量は SHAM 群の発現量を基準とする相対発現量で表記した. 
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Ⅳ－2－8. 統計解析 

統計解析には SPSS Statistics (v26.0, IBM, USA) を使用した. Tape removal task における各

前肢の Latency to remove には, 時間 (Baseline, 1 週目, 2 週目, 4 週目) および群 (SHAM 群, 

ICH 群, ICH+EX 群, ICH+L6 群, ICH+L6EX 群) を二要因とする二元配置反復測定分散分析

を実施した. 有意な交互作用が認められた場合, 事後検定として Bonferroni 検定を用いて, 

各群内の経時的変化の検証ならびに各時点における群間比較を行った . 損傷体積 , 各蛋白

発現量には , 一元配置分散分析を実施した . 有意な主効果が認められた場合 , 事後検定と

して Tukey 検定による多重比較を行った. 二変数間の関連性の検証には, Pearson の相関係

数 (r) を用いて相関分析を行った. 有意水準はそれぞれ 5%とした.  
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Ⅳ－3. 結果 

Ⅳ－3－1. 行動学的評価 

運動および L-655,708 投与が脳出血後の機能回復に与える影響 

Tape removal task における両前肢の Latency to remove の経時的変化を図 4-6 に示す. 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  (交互作用 : F12,105 = 3.594, p < 0.001, 時間 : F3,105 = 

43.286, p < 0.001, 群: F4,35 = 8.663, p < 0.001, 図 4-6A ). 一方で, 非麻痺側前肢の Latency to 

remove に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 (交互作用: F12,105 = 

0.768, p = 0.682, 時間: F3,105 = 2.430, p = 0.069, 群: F4,35 = 1.148, p = 0.350, 図 4-6B).  

麻痺側前肢の Latency to remove に関する事後検定の結果を以下に示す. Baseline におけ

る有意な群間差 , SHAM 群における有意な経時的変化は認められなかった . 脳出血後の

ICH 群の値は, Baseline と比較し有意に増加し (1 week: p < 0.001, 2 week: p < 0.001, 4 week: 

p < 0.001), 脳出血後のいずれの時点においても SHAM 群と比較し有意に高値であった (1 

week: p = 0.002, 2 week: p = 0.025, 4 week: p = 0.001). また, 脳出血後の ICH＋L6 群の値も

同様に, Baseline と比較し有意に増加し (1 week: p < 0.001, 2 week: p < 0.001, 4 week: p = 

0.001), 脳出血後のいずれの時点においても SHAM 群と比較し有意に高値であったが  (1 

week: p = 0.001, 2 week: p = 0.002, 4 week: p = 0.035), 脳出血後 4 週目の値は 1 週目と比較し

有意に減少した (1 week vs. 4 weeks: p = 0.039). 脳出血後の ICH＋EX 群および ICH＋L6EX

群の値は, 脳出血後 1 週目に Baseline と比較し有意に増加し (ICH+EX, Baseline vs. 1 week: 

p < 0.001; ICH+L6EX, Baseline vs. 1 week: p < 0.001), 同時点では SHAM 群と比較し有意に

高値であったが (SHAM vs. ICH+EX, p = 0.005; vs. ICH+L6EX, p = 0.005), いずれの群も脳

出血後 2-4 週目には 1 週目と比較し有意に減少した (ICH+EX, 1 week vs. 2 weeks: p = 0.028, 

1 week vs. 4 weeks: p = 0.013; ICH+L6EX, 1 week vs. 2 weeks: p = 0.023, 1 week vs. 4 weeks: p 

= 0.002). また, ICH＋EX 群および ICH＋L6EX 群の値は, 脳出血後 2-4 週目において SHAM

群との有意差は認められず, 脳出血後 4 週目においてはいずれの群の値も Baseline と比較

し有意差は認められなかった. さらに, 脳出血 4 週後においては, ICH+L6EX 群の値のみ

ICH 群と比較し有意に低値を示した (ICH vs. ICH+L6EX, p = 0.034). 

これらの結果を総括すると, 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. 
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図 4-6. 各介入が脳出血後の機能回復に与える影響 

各グラフは, Tape removal task のテープを剥がすまでの時間 (Latency to remove) を

示す  (A: 麻痺側前肢 , B: 非麻痺側前肢). 前肢の機能障害を有する場合 , Latency 

to remove の値は大きくなる. 結果は平均値±標準誤差で表記した. [* p < 0.05, 有

意な群間差] [# p < 0.05, vs. Baseline] [$ p < 0.05, vs. 1 week] 
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Ⅳ－3－2. 出血損傷体積 

各群の出血損傷体積を図 4-7 に示す. 一元配置分散分析の結果, 有意な主効果が認めら

れた (F4,35 = 19.904, p < 0.001). 事後検定の結果, 脳出血を誘導した ICH 群, ICH+EX 群, 

ICH+L6 群, ICH+L6EX 群はいずれも, SHAM 群と比較し有意な損傷領域が確認された (p < 

0.001, 図 4-7). 一方で, ICH 群, ICH+EX 群, ICH+L6 群, ICH+L6EX 群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. 

 

 

 

 

図 4-7. 各介入が出血損傷領域に与える影響 

各群の代表的な脳組織画像  (A) および出血損傷体積  (B) を示す . 脳出血を誘導

した 4 群 (ICH 群, ICH+EX 群, ICH+L6 群, ICH+L6EX 群) はいずれも有意な損傷

領域が確認された一方で, その 4 群の損傷体積に有意な群間差は認められなかっ

た . 結果は平均値±標準誤差で表記し , 各値をプロットした . [*** p < 0.001, vs. 

SHAM] 
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Ⅳ－3－3. 蛋白発現量 

運動および L-655,708 投与が大脳皮質運動野における可塑性関連因子発現に与える影響 

損傷側半球の大脳皮質運動野における BDNF, GAP-43, Synaptophysin の蛋白発現量を図

4-8 に示す. 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 

(BDNF, F4,35 = 29.347, p < 0.001, 図 4-8A; GAP-43, F4,35 = 1.172, p = 0.340, 図 4-8B; 

Synaptophysin, F4,35 = 1.694, p = 0.173, 図 4-8C). 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 (p < 0.001, 図

4-8A). 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 (図 4-8B, 4-8C).  

 

図 4-8. 損傷側半球の大脳皮質運動野における可塑性関連因子の蛋白発現 

各グラフは損傷側半球の大脳皮質運動野における BDNF (A), GAP-43 (B), 

Synaptophysin (C) の蛋白発現量を示す. ICH+L6 群および ICH+L6EX 群の BDNF

蛋白発現量は, 他の群と比較し有意に高値を示した (*** p < 0.001, A). 結果は平

均値±標準誤差で表記し, 各値をプロットした. 各蛋白発現量は SHAM 群の発現

量を基準とする相対発現量で表記した.  
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非損傷側半球の大脳皮質運動野における BDNF, GAP-43, Synaptophysin の蛋白発現量を

図 4-9 に示す. 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  (BDNF, F4,35 = 39.203, p < 0.001, 図 4-9A; GAP-43, F4,35 = 0.216, p = 0.927, 図 4-9B; 

Synaptophysin, F4,35 = 0.084, p = 0.987, 図 4-9C). 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 (p < 0.001, 図

4-9A). 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 (図 4-9B, 4-9C).  

これらの結果は , 脳出血後に L-655,708 投与をすることで , 両側半球の大脳皮質運動野

BDNF 発現が増強されることを示している. 

 

図 4-9. 非損傷側半球の大脳皮質運動野における可塑性関連因子の蛋白発現 

各グラフは非損傷側半球の大脳皮質運動野における BDNF (A), GAP-43 (B), 

Synaptophysin (C) の蛋白発現量を示す. ICH+L6 群および ICH+L6EX 群の BDNF

蛋白発現量は, 他の群と比較し有意に高値を示した (*** p < 0.001, A). 結果は平

均値±標準誤差で表記し, 各値をプロットした. 各蛋白発現量は SHAM 群の発現

量を基準とする相対発現量で表記した.  
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運動および L-655,708 投与が脊髄における可塑性関連因子発現に与える影響 

脊髄における BDNF, GAP-43, Synaptophysin の蛋白発現量を図 4-10 に示す. 一元配置分

散分析の結果, いずれの蛋白発現量にも有意な主効果が認められた (BDNF, F4,35 = 7.841, p 

< 0.001, 図 4-10A; GAP-43, F4,35 = 8.032, p < 0.001, 図 4-10B; Synaptophysin, F4,35 = 2.985, p = 

0.0.32, 図 4-10C). 事後検定の結果, ICH+EX 群 , ICH+L6 群, ICH+L6EX 群の BDNF 蛋白発現

量は, SHAM 群と比較し有意に高値を示した (SHAM vs. ICH+EX, p = 0.016; vs. ICH+L6, p < 

0.001; vs. ICH+L6EX, p = 0.001, 図 4-10A). また, ICH+L6 群および ICH+L6EX 群の GAP-43

蛋白発現量は, 他の 3 群と比較し有意に高値を示した (SHAM vs. ICH+L6, p = 0.004; ICH 

vs. ICH+L6, p = 0.014; ICH+EX vs. ICH+L6, p = 0.009; SHAM vs. ICH+L6EX, p = 0.003; ICH 

vs. ICH+L6EX, p = 0.012; ICH+EX vs. ICH+L6EX, p = 0.008, 図 4-10B). さらに, ICH+L6EX

群の Synaptophysin 蛋白発現量は , SHAM 群と比較し有意に高値を示した  (SHAM vs. 

ICH+L6EX, p = 0.030, 図 4-10C). これらの蛋白発現の結果は, 各介入が脊髄可塑性に対し

て有益な影響を与えること, すなわち, ①運動あるいは L-655,708 投与はいずれも BDNF 発

現を増強すること , ②L-655,708 投与により軸索発芽マーカー  (GAP-43) 発現が脊髄で増

強されること , ③運動と L-655,708 投与を併用した場合のみ , 脊髄におけるシナプスマー

カー (Synaptophysin) 発現が増強されること, をそれぞれ示している. 

最後に, 運動および L-655,708 投与が脊髄における成長阻害因子の蛋白発現に与える影

響を検証した. 各群の脊髄における Nogo-A の蛋白発現量を図 4-11A に示す. 一元配置分

散分析の結果 , 有意な主効果が認められた  (F4,35 = 3.613, p = 0.014). 事後検定の結果 , 

ICH+L6EX 群の Nogo-A 蛋白発現量は, SHAM 群, ICH 群, ICH+EX 群と比較し有意に高値を

示した  (SHAM vs. ICH+L6EX, p = 0.027; ICH vs. ICH+L6EX, p = 0.049; ICH+EX vs. 

ICH+L6EX, p = 0.032). また, 脊髄における Nogo-A と Synaptophysin の蛋白発現量の関係性

について相関分析を用いて検証したところ, Nogo-A 発現量と Synaptophysin 発現量の間に

有意な正の相関が認められた (r = 0.710, p < 0.001, 図 4-11B). これらの結果は, ①運動と

L-655,708 投与の併用は脊髄における成長阻害因子  (Nogo-A) 発現を増強すること , ②そ

の阻害因子発現が高い個体ほど, 同領域におけるシナプスマーカー発現も高いことを示し

ている. 
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図 4-10. 脊髄における可塑性関連因子の蛋白発現 

各グラフは脊髄における BDNF (A), GAP-43 (B), Synaptophysin (C) の蛋白発現量

を示す. ICH+EX 群, ICH+L6 群, ICH+L6EX 群の BDNF 蛋白発現量は, SHAM 群と

比較し有意に高値を示した (A). また, ICH+L6 群, ICH+L6EX 群の GAP-43 蛋白発

現量は , 他の群と比較し有意に高値を示した  (B). さらに , ICH+L6EX 群の

Synaptophysin 蛋白発現量は, SHAM 群と比較し有意に高値を示した (C). 結果は

平均値±標準誤差で表記し, 各値をプロットした. 各蛋白発現量は SHAM 群の発

現量を基準とする相対発現量で表記した. [* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, 有

意な群間差] 
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図 4-11. 脊髄における成長阻害因子の蛋白発現 

各群の脊髄における Nogo-A の蛋白発現量を示す (A). ICH+L6EX 群の Nogo-A 蛋

白発現量は, SHAM 群, ICH群, ICH+EX 群と比較し有意に高値を示した (* p < 0.05, 

A). 結果は平均値±標準誤差で表記し , 各値をプロットした . 各蛋白発現量は

SHAM 群の発現量を基準とする相対発現量で表記した. (B) 脊髄における Nogo-A

と Synaptophysin 蛋白発現量の相関分析. Nogo-A と Synaptophysin 蛋白発現量の間

に有意な正の相関が認められた. 
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Ⅳ－4. 考察 

本章では, 運動介入と α5GABAA 受容体阻害薬の投与が脳出血後の機能回復に与える影

響について検証した. その結果, 運動あるいは薬剤投与 (ICH+EX 群あるいは ICH+L6 群) 

による部分的な機能回復効果は認められるものの , 脳出血後 4 週目における非介入群 

(ICH 群) との比較において有意な改善には至らなかった (図 4-6). しかしながら, 運動介

入と α5GABAA 受容体阻害薬の投与を併用した場合 (ICH+L6EX 群) のみ, 非介入群 (ICH

群 ) と比較し有意な機能改善が認められた  (図 4-6). この結果は , 運動介入と薬理的

α5GABAA 受容体阻害はそれぞれ単独での機能回復効果は限定的であるが , それらを併用

することで , 脳出血後の機能回復が効果的に促進されることを初めて示したものであり , 

薬理的コンディショニングと運動介入を併用する治療戦略の介入根拠を提供する重要な基

礎的所見である. 

いずれの介入も出血損傷体積に影響を与えなかったことから (図 4-7), 併用介入による

効果的な機能回復は , 損傷領域やその近傍へ対する保護効果ではなく, 直接的損傷を逃れ

た残存領域における可塑的変化に起因すると考えられる . また , 併用介入群においては , 

大脳皮質・脊髄における神経栄養因子 (BDNF 発現) の発現増強に加えて, 脊髄の軸索発芽

マーカー, シナプスマーカー  (GAP-43, Synaptophysin 発現) の発現増強が認められた  (図

4-7A, 4-8A, 4-9). これら一連の可塑性関連因子の発現動態を踏まえると , 併用介入による

効果的な機能回復には , 脳内だけでなく出血病巣から離れた脊髄における可塑性修飾も重

要な役割を果たしていることが推察される. 

意義深い所見として, α5GABAA 受容体阻害薬の投与により, 両側大脳皮質 BDNF 発現と

脊髄 GAP-43 発現の著明な増強が認められた (図 4-8A, 4-9A, 4-10B). この背景には, 皮質

脊髄路を構成する神経細胞 (CST ニューロン) の関与が考えられる. α5GABAA 受容体は海

馬と大脳皮質深層に豊富に分布し 60, 大脳皮質運動野の深層とりわけ第 V 層には CST ニュ

ーロンが局在している. そのため, 薬理的 α5GABAA 受容体阻害は, CST ニューロンの活動

依存的な BDNF 発現増強をもたらし, その BDNF の成長促進効果を享受することで 37, 投

射先の脊髄において軸索発芽を促進した可能性が示唆される. しかし, こうした CST ニュ

ーロンの可塑性修飾 , すなわち神経回路の再編を示唆する所見があったにも関わらず , 薬

剤投与のみでは機能回復効果は乏しかった.  

過去の研究から, 機能回復に寄与する脊髄内での神経回路の再編には , 軸索発芽とシナ

プス形成が重要と考えられている 148. よって, 同領域における軸索発芽マーカー (GAP-43, 

図 4-10B) およびシナプスマーカー (Synaptophysin, 図 4-10C) の両方の発現増強が認めら

れた併用介入群のみで効果的な機能回復が生じたことは合理的である . また, 運動介入だ

けでは脊髄 Synaptophysin 発現に有意な変化がなかったことを踏まえると , 併用介入で認

められた脊髄シナプス修飾は, 単なる相加効果によるものではなく, 薬理的コンディショ
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ニングと運動介入の併用により初めてもたらされる相乗的な効果であると推察される (図

4-12). 

Dobkin らは, 効果的な機能回復を促すための 1 要素として「成長阻害因子を抑制するこ

と」を挙げているが 26, 興味深いことに, 運動と α5GABAA 受容体阻害薬による併用介入は

有益な可塑性関連因子  (BDNF, GAP-43, Synaptophysin) の発現を増強するだけでなく , 成

長阻害因子の Nogo-A 発現も増強することが明らかとなった (図 4-11A). このことから, 併

用介入による効果的な機能回復には成長関連因子だけでなく , 成長阻害因子による一定の

制御も重要であることが示唆される. Nogo-A は内因性の成長阻害因子として一般には神経

可塑性に対する負の因子として知られているが, その反面 , 軸索発芽にブレーキをかける

ことによって神経回路を安定させる役割を併せ持つとも考えられている 161. 実際 , 脊髄

Nogo-A と Synaptophysin 発現の間には有意な正の相関が認められるため (図 4-11B), Nogo-

A による神経回路の安定化がなされるほど, より機能的な回路となりシナプス形成が促進

されることが考えられる. 

本研究で認められた中枢神経系の可塑性関連因子の所見をまとめると , ①α5GABAA 受

容体の薬理的阻害は脳や脊髄において有益な可塑性修飾 (神経栄養因子発現の増強 , 軸索

発芽の促進) を可能とするが , それだけでは脳出血後の機能回復は乏しいこと , ②薬理的

α5GABAA 受容体阻害に運動介入を併用することで脊髄内でのシナプス可塑性が強化され, 

機能回復が効果的に促進されること , ③併用介入の機能回復には , 脊髄可塑性に対する促

進/抑制の双方向からの適切な制御が重要である可能性 , が示唆される . しかしながら , 本

研究では可塑性関連因子の蛋白発現定量しかできていないため, 併用介入群の機能回復機

序については推測の域を出ない. 併用介入群の機能回復が皮質脊髄路の再編に起因するも

のであると強固な結論を導くためには , 今後の研究において神経トレーサーと免疫組織化

学染色を用いた神経細胞の構造的変化の検証や, 電気生理学的手法あるいは光遺伝学的手

法を用いた神経回路の機能的検証などが期待される. 

最後に , 今日の脳卒中理学療法において重要な位置づけにある運動介入の効果について

言及する. ICH+EX 群の運動機能障害は, 脳出血後 1 週目 (介入前) と比較し, 脳出血後 2-

4 週目には有意に改善しているため , 運動介入には一定の機能回復効果があったと解釈で

きる. しかしながら, 脳出血後 4 週目において非介入群 (ICH 群) と比較すると, 有意な機

能改善には至っておらず (図 4-6), また, 大脳皮質における BDNF 発現に運動依存的な可

塑性修飾は認められなかった (図 4-8A, 4-9A). この結果は, 同様の運動強度 (12 m/min, 30

分間) で有意な機能改善や脳 BDNF 発現増強を報告している先行研究と異なるものである

が 41,154, この要因の 1 つとして, 介入開始のタイミングが考えられる. 本研究では亜急性

期における介入効果の検証に焦点を当てるため, 脳出血後 1 週目から運動介入を実施した  

(図 4-2). 過去の研究からは, 脳出血後 3 日以内の急性期から介入開始した場合に比べ, 脳
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出血後 1 週から遅れて介入開始することで機能転帰が不良となる可能性が示唆されている

ため 162,163, 運動介入による有益な効果を得るためには発症後早期からの介入が重要であ

ると推察される. しかし一方で, 本研究においては , α5GABAA 受容体阻害の薬理的コンデ

ィショニングの下で同様の運動介入を行った場合, 脳出血後 1 週目からの介入であっても

有意な機能改善が認められた (図 4-6), したがって, この結果は, 脳卒中後急性期に適切な

介入が出来ず , 亜急性期からの理学療法介入となった場合であっても, 薬理的コンディシ

ョニングを用いることで運動機能障害の改善が期待されることを示唆している. 

 

 

図 4-12. α5GABAA 受容体阻害薬と運動介入の併用による可塑性修飾 

α5GABAA 受容体阻害薬の投与は, 脳や脊髄において BDNF 発現の増強, GAP-43

発現の増強をもたらした. そこに運動介入を併用することで脊髄 Synaptophysinと

Nogo-A の発現増強が認められた. 運動介入のみ (ICH+EX 群) では脊髄の可塑性

修飾は生じなかったため , 併用介入で認められた脊髄シナプス修飾は, 薬理的コ

ンディショニングと運動介入の併用により初めてもたらされる相乗的な効果で

あると推察される. これら一連の所見から, ICH+L6EX 群の機能回復の背景には, 

大脳皮質における神経栄養因子発現の増強のみならず脊髄における軸索発芽や

シナプス形成 , さらには成長阻害因子による神経回路の安定化などが関与してい

ることが示唆される. 
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Ⅳ－5. 小括 

本章を総括すると, 運動介入と α5GABAA 受容体阻害薬の投与はそれぞれ単独では機能

回復効果が乏しいものの, 各介入を併用することにより脳出血後の機能回復が効果的に促

進されることが初めて明らかとなった . これは , 脳卒中リハビリテーションにおいて , 薬

理的コンディショニングと運動療法の併用介入が有効な治療戦略となり得ることを示す重

要な所見である . この併用介入による機能回復には , 脳内  (大脳皮質) における活動依存

的な可塑性修飾のみならず脊髄における軸索発芽やシナプス形成 , さらには成長阻害因子

による神経回路の安定化などが関与している可能性が示唆された. 
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第 Ⅴ 章 

総合考察 

 

本論文では, これまでの健常マウス 70,71 および脳梗塞 MCAO モデル 72 を用いた研究から

得られた知見と課題を礎に ,「GABAA 受容体阻害薬を用いた薬理的コンディショニングの

下で運動療法を行った場合 , 活動依存的な可塑性修飾が強化され, より効果的に脳卒中後

の機能回復が促進されるのではないか」という仮説の下 , 3 つの研究  (Inoue et al, Brain 

Research 2021; Biomedical Research 2021; Neuroscience Letters 2022) を通じて, 脳卒中リハ

ビリテーションにおける新たな治療戦略のコンセプトについて検討を行った . 第Ⅱ章では , 

内包損傷を伴う脳出血病態を模した IC-ICH モデルラットが , 運動機能回復に焦点を当て

た本研究において長期的検証が可能かつ高い臨床的還元性を有していることを示した . 第

Ⅲ章では, Tonic inhibition に関与する α5GABAA 受容体を特異的に阻害する薬理的神経制御

が , 大脳皮質運動野における神経活動マーカーの遺伝子発現を増強することを明らかにし

た . 第Ⅳ章では, その α5GABAA 受容体阻害による薬理的コンディショニングと運動介入

を併用することで IC-ICH モデルラットの機能回復が効果的に促進されることを初めて実

証した . 本研究から得られた一連の知見は , 近年注目されている電気刺激 , 磁気刺激 , 薬

剤 , 細胞移植といった介入とリハビリテーションを併用し機能回復効果の増強を図る「生

体内反応の修飾×リハビリテーション」という治療コンセプト 164–171 を支持するとともに, 

臨床病態を的確に反映した IC-ICH モデルラットを通して有効性を示したという点におい

ては, 脳卒中リハビリテーションにおける Proof of concept study の 1 つとして大いに臨床

的意義を有すると考えられる. 

第Ⅲ章において, α5GABAA 受容体阻害薬の単回投与は大脳皮質 c-Fos mRNA 発現を増強

したが脊髄においてはその効果は認められなかった  (図 3-5). しかし第Ⅳ章においては , 

α5GABAA受容体阻害薬の投与により, 大脳皮質の神経栄養因子発現の増強だけでなく (図

4-8, 4-9), 脊髄の可塑性修飾効果も有する所見が認められた  (図 4-10). 対象の違い (健常

ラット/脳出血モデルラット) や組織採取のタイミング (30 分後/24 時間後) については議

論の余地があるが , α5GABAA 受容体阻害薬の投与は , 長期的な介入に伴う波及性として , 

大脳皮質のみならず中枢神経系の幅広い領域の活動依存的可塑性を強化できる可能性が考

えられる. 

先行研究の知見から, Tonic inhibition の特異的阻害を可能とする α5GABAA 受容体阻害薬

は , 脳梗塞後の運動機能回復を促進させる有望な薬物療法として期待されている 64,67,69. 

加えて , パーキンソン病やアルツハイマー型認知症といった他の中枢神経疾患の運動・認

知機能障害においても, Tonic inhibition の増強が関与することが報告されている 172,173. こ

うした事実からも, α5GABAA 受容体阻害薬による薬物療法は, 脳卒中のみならず他の疾患
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においても有望な治療法となり得るが , 脳出血後の投与効果を初めて検証した本研究にお

いて, その機能回復効果は懐疑的であった  (図 4-6, ICH+L6 群). この背景には, 脳卒中病

型 (脳梗塞 or 脳出血) によって, Tonic inhibition の変化が異なることが推察される. 脳梗塞

モデルマウス/ラットを用いた研究は, 脳梗塞後の大脳皮質において Tonic inhibition が増強

することを報告しており , その機序として , シナプス間隙で余剰 GABA の回収をする

GABA トランスポーター (GAT-3/GAT-4) の機能不全や 64, 反応性アストロサイトが過剰に

GABA を産出することが一因と考えられている 174. しかしながら, 現在のところ脳出血後

の Tonic inhibition について検証を行った研究はなく, その理解は進んでいない. したがっ

て, 脳出血後の機能回復促進を目的とする薬物療法として α5GABAA 受容体阻害の意義を

見出していくためには, 脳卒中病型に応じて Tonic inhibition がどのように異なるのかを解

明するする必要があり , 神経伝達機構やグリア細胞との相互作用といった観点からの検証

が期待される. 

一方で, 第Ⅳ章の ICH＋L6EX 群のように, α5GABAA 受容体阻害薬を内因性の神経可塑

性を高めるための薬理的コンディショニングとして位置づけ , 運動介入と併用した場合に

は脳出血後の機能回復効果が期待されることを本研究は実証した. Wahl らは, 脳卒中リハ

ビリテーションによる機能回復を最大限効果的にするためには , まず中枢神経系 (脳・脊

髄) における内因性の神経可塑性を強化し , 機能回復を支える神経基盤を作った後に , 新

たに形成された神経回路の機能的接続性をリハビリテーションによって強化することが重

要であると考えている 175. 本研究においては, α5GABAA 受容体の薬理的阻害により, 脳や

脊髄において神経栄養因子発現の増強 , 軸索発芽マーカーの発現増強がもたらされ , そこ

に運動介入を併用した相乗効果として , 神経回路の接続強化・安定化に寄与する

Synaptophysin や Nogo-A 発現の増強が生じていた (図 4-10, 4-11). この結果は, Wahl らの考

えを支持するものと解釈でき , 本研究はこうした可塑性修飾が脳出血後の脊髄領域におい

ても生じ得ることを見出した. 以上までを総括すると, α5GABAA 受容体阻害薬による薬理

的神経制御は , 長期的に介入することで中枢神経系の幅広い領域において神経活動依存的

な可塑性修飾を可能とするが , 脳出血後の運動機能障害に対する直接的な治療介入ではな

く , あくまでリハビリテーション効果を高めるためのツールとして用いることが期待され

る. このことから, 「生体内反応の修飾×リハビリテーション」というコンセプトにおいて

は , 理学療法をはじめとする実践ベースの治療介入の存在が極めて重要であると考えられ

る. 
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本研究の限界 

考慮すべき限界の 1 つとして, 本研究 (第Ⅱ章および第Ⅳ章) で行った生化学的解析は, 

一時点 (脳出血後 4 週, 最終介入の 24 時間後) の組織採取から得られたデータであるため, 

脳出血後 4 週よりも早期に生じていた可塑的変化や, 各介入の直後数時間に生じ得る急性

効果については議論できていない. 特に, 本研究では脳出血後 4 週目において脳出血に起

因する可塑性関連因子の発現変化 (SHAM 群と ICH 群の間に認められる変化) が検出され

なかったが, この結果は, 脳出血後の遺伝子・蛋白発現の増減を否定するものではない. 脳

梗塞後の大脳皮質や脊髄において, BDNF や GAP-43, Synaptophysin の経時的発現動態を検

証した過去の研究では, 脳梗塞に起因する蛋白発現の変化は, 概ね発症後 2 週間以内に生

じることを示しており, 4 週目には多くの蛋白発現がベースラインに戻っている 149,176. そ

のため, 本研究の ICH 群の可塑性関連因子発現においても, 同時期に増強/減少し 4 週目に

はベースライン, すなわち SHAM 群と同レベルの定常状態に戻っており有意な変化が認め

られなかったと考えるのが妥当だろう . また , 本研究で行った一連の生化学的解析では , 

mRNA・蛋白発現の局在や責任細胞などは不明であるため, 今後は免疫組織化学染色と組

み合わせてより詳細な可塑性修飾の検証をしていくことが必要となる.  

 

 

今後の展望 

現在の脳卒中リハビリテーションにおいて , どの時期に , どのようなリハビリを , どの

くらいの用量  (期間 , 強度 , 時間) で行うべきなのかという治療介入の標準化には至って

いない. この背景には, 脳卒中病態の多様性・不均一性, すなわち病型や発症部位・損傷の

大きさが様々で, それに伴う機能障害も多岐にわたることが , 標準的治療介入の確立を困

難にする一因であると考えられる. こうした状況を踏まえると, One size fits all の治療概念

ではなく, 各病態に応じて最適化された介入方法を見出していく必要性が推察される . そ

のため, GABA 受容体を標的とした薬理的神経制御と運動療法の併用という新たな治療戦

略の可能性を育むためには , 薬剤投与の安全性を検証するだけでは不十分で, 緻密な脳病

態解析に基づいて適用可能な脳卒中病態を同定するとともに , 併用に最適な運動療法の種

類や , 併用するタイミングの検討を通して , 治療介入の最適化を図ることが重要である . 

こうした基礎研究から得られる 1 つ 1 つの知識の蓄積が, 将来的には臨床現場の治療変革

をもたらすものと思われる. 
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第 Ⅵ 章 

結論 

 

本研究は, 脳卒中後の機能回復を効果的に促進する治療戦略の Proof of concept study と

して, Tonic inhibition に関与する GABA 受容体を標的とした薬理的神経制御と運動療法の

併用が脳出血後の機能回復に与える影響を明らかにすることを目的とした . 第Ⅱ章では , 

内包損傷を伴う脳出血モデルラットの機能障害の特徴と大脳皮質の神経栄養因子発現につ

いて精査した. 第Ⅲ章では, α5GABAA 受容体の特異的阻害が中枢神経系の神経活動に与え

る影響について検証した . 第Ⅳ章では, 運動介入と α5GABAA 受容体阻害薬投与の併用が

脳出血後の機能回復に与える影響について検証した. これら一連の研究から見出された新

たな知見を以下に示す. 

 

1. 内包損傷を伴う脳出血病態を模した IC-ICH モデルラットは, 著明な運動機能障害を長

期的に呈し , 実際の臨床病態を的確に反映している所見が認められた. また, 機能回復

の阻害因子となり得る情動的影響を受けにくいことが示唆された . そのため , 本モデ

ルは運動機能回復に焦点を当てた脳出血基礎研究において , 長期的検証が可能であり ,

また, 高い臨床的還元性を有した脳出血モデルであると考えられる. 

 

2. α5GABAA 受容体阻害薬  (L-655,708) 投与による薬理的神経制御は , 大脳皮質運動野に

おける神経活動を増強し , 活動依存的な可塑性を有益に修飾し得ることが明らかとな

った. また, 本研究の行動評価からは薬剤投与に伴う副作用は認められなかった . 単回

での薬理的介入は , 他の中枢神経領域に対する効果は乏しかったため , 特に, 大脳皮質

運動野の神経活動修飾を目的とした薬理的コンディショニングに有効であると推察さ

れる. しかし , 長期的な介入に伴う波及性として , 大脳皮質のみならず中枢神経系の幅

広い領域の活動依存的可塑性を強化できる可能性がある. 

 

3. 運動介入あるいは α5GABAA 受容体阻害薬の薬物療法としての機能回復効果は限定的

であるが , 各介入を併用した場合には , 内包損傷を伴う脳出血後の機能回復が効果的

に促進することが明らかとなった . 併用介入による機能回復には , 大脳皮質における

可塑性修飾のみならず , 出血病巣から離れた脊髄における軸索発芽やシナプス形成 , 

さらには成長阻害因子による神経回路の安定化なども関与している可能性が示唆され

た. したがって, α5GABAA 受容体を標的とした薬理的神経制御と運動療法の併用は, 脳

卒中後の機能回復を促進する新たな治療戦略の 1 つとなることが期待される. 
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2. JNS-SfN Exchange Travel Award, 日本神経科学学会, 2021/10/11 
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