
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 22 年 6 月 3 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究種目：基盤研究（B） 

研究期間：2007～2009 

課題番号：19300195 

研究課題名（和文）リハ患者及び疾患モデル動物に行うリハ訓練の効果を生体成分から評価す

る解析法の確立                     

研究課題名（英文）The establishment of an analytical method to evaluate of the 
rehabilitation with biogenic specimens obtained from rehabilitation patient and disease 
model animal  
研究代表者 別府 英博（別府 秀彦）BEPPU HIDEHIRO（BEPPU HIDEHIKO） 

   藤田保健衛生大学・藤田記念七栗研究所・准教授 

研究者番号：30142582 

 
研究成果の概要（和文）： 

リハビリ訓練患者の訓練の効果を、生体成分で評価するために、入院患者血清や、運動負荷動

物の筋肉を用いて、タンパク質やアミノ酸の解析を生化学的手法で検討した。血清の 2次元電

気泳動法で入院退院時により変動する、タンパク・スポットの発現が見られた。また UPLC を用

いた遊離アミノ酸の分析で増減が観察されたが、現在のところ、運動に関連づける特異成分の

同定には至らなかった。一方 cytokines では HGF と FIM efficiency に相関が見られた。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Using the serum of the inpatient and the muscle of exercise-load animal, We examined 

analyses of protein and amino acid in the specimens with a biochemical technique to 

evaluate the effect of the rehabilitation training. 

The magnified expression of a protein spot of the serum that fluctuated on and admission 

and discharge from hospital was observed by two-dimension electrophoresis. 

In addition an increase and decrease in the analysis of free amino acid were observed 

using  UPLC, although any specific component that linked with the rehabilitation exercise 

was not identified . On the one hand there was a correlation between HGF and FIM 

efficiencies in the determination of cytokines. 
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１．研究開始当初の背景 

脳卒中リハビリ訓練患者の訓練の効果を、生

体成分で評価する方法は、現在まで確立され

ていない。そこで、バイオマーカを検索する

に当たり、患者から低侵襲性的に検体を得る

こと。微量検体で、網羅的に物質の情報が得

られること。これらの情報と日常活動動作

（ADL）評価とが一致すること。以上の技術

面と解析法の確立が、リハ訓練の効果を新し

い手法で評価できるのではないかと考えに

至り、本研究を立案した。 

 
２．研究の目的 

本研究は、脳卒中患者が回復期リハ病棟に入

院した直後および退院直前に得られた健康

管理のための残余血清を用いることを条件

として、微量検体で網羅的に情報が得られる

タンパク質や遊離アミノ酸などの遺伝子産

物を定量することが、有用な解析法となりえ

るか、その分析法を検討することを目的とす

る。 

 
３．研究の方法 

（1）リハ訓練患者から低侵襲的に得られた

血清を微量（10μ～500μL 程度）用いて、①

キャピラリ電気泳動によるタンパク分画の

定量、HPLC による 3-メチルヒスチジンの測

定  ② 筋 肉 増 強 因 子 と 思 わ れ る

IGF,VEGF,HGF などの ELISA 法による測定。③

2次元電気泳動（2D-PAGE）による血清中タン

パク成分の網羅的解析。④UPLC を用いた、低

分子物質、遊離アミノ酸の定量。 

 

（2）リハ訓練患者をモデルとした、動物実

験 ①マウス、ラット後肢にキプスを装着あ

るいは後肢懸垂による筋萎縮モデルの血清

および筋肉、②脳梗塞モデルラットの血清お

よび筋肉、③遺伝的に行動異常があるマウス

の血清および筋肉を用い、上記と同様の解析

を行い、臨床との比較を行った。 

 

（3）これらの結果は、共同研究者のリハ専

門医が、訓練患者の ADL 評価を指標に、評価

と相関する、バイオマーカを特定する。さら

に、疾患と訓練の改善とを関連づける。 

 

（4）以上の一連の分析技術と解析法を確立

させる。 

 

4.研究成果 

（1)キャピラリー電気泳動（CE）による血清

タンパク分画法は、微量検体量（10nL）で、

従来のセルロース・アセテート膜よりも多く

の分画情報が得られた。入院時（20.3±7.5）

は退院時（14.9±3.3）よりもタンパク分画

数が有意（P,0.05）に多かった。 

 

（2）2D-PAGE において、より多くの微量タン

パクスポットを得るために、Albumin および

IgG を除去処理した血清試料を用いることが

有用であった。SYPRO Ruby染色を行うことで、

検出感度が増し、タンパクスポットの観察に

おいて汎用パソコンで画像を色調補正し重

ねる簡易な方法を確立した。ｹﾞﾙスポットか

ら、Transthyretin complex with Milrinone, 

chain A-human,Ceruloplasmin, fragment 



1-human,ApolipoproteinA-1V precursor 

human など、数十種のタンパクに差異が見ら

れた。現在、運動に関連づける、特異的な成

分は検索中である。 

 

（3)脳卒中患者などにリハビリテーション

を行う際、その効果を臨床おける生化学的評

価として得るため、筋肥大に関与するとされ

るサイトカインの血清中発現量を定量した。

対象者は、回復期リハ病棟に入院する 15 名

（平均年齢 68.1±12.7 歳）とし、サイトカ

インのうち Hepatocyte growth factor(HGF）、

Vascular Endothelial Growth Factor（VEGF）、

Insulin-like growth factor-I（IGF-I）の

各濃度を、入退院時直近に早朝空腹時採血を

行った血清を用い ELISA 法で測定した。 

まず、ELISA 測定の信頼性を得るために、血

清中 HGF の長期保存による回収率と、ウエ

スタンブロット法を用いた血清中 HGF の

ELISA 抗体反応特異性を確認した。-20℃で

の 499 日間の保存前後の HGF 濃度は

0.71ng/ml と 0.66ng/ml であり、回収率は

94.0％であった。また、分子量約 60ｋDa HGF

抗体への反応特異性が認められた。 

次に日常生活動作(ADL）評価法として用い

られる Functional Independence Measure

（FIMTM）と血清中サイトカイン量の関連を

検討した。退院時 FIM 値から入院時 FIM 値

を引いて在院日数で除す FIM 効率について

検討したところ、FIM 効率は退院時 HGF 値と

強い正の相関（ｐ=0.0012、ｒ=0.75）が認

められた。 

 

 

 

（図1） 

一方、VEGF,IGF には相関性は認められなか

った。以上のことより、血清中 HGF は FIM

増減の影響を反映することが示唆された

（図 1）。 

 

（4)リハ患者から連続的な数ｍL 以上の採血

は不可能なので、低侵襲的な方法として、将

来訓練後の部分尿および訓練により生じる

汗を採取する。ついで数μＬで分析が可能な、

キャピラリー電気泳動および Ultra Fast 

Liquid Chromatography（UF 型 HPLC）を用い、

身体組成成分や代謝成分由来の特異蛋白、ペ

プチド、アミノ酸、有機酸、低分子群、微量

元素の分離・同定を行う計画を立てた。今回

UPLC を用いて、血清と尿の測定条件の確立を

行った（図 2）。 

血清

●筋萎縮モデル実験マウスの血清・尿中遊離アミノ酸のＵＰＬＣによる分離

尿

＊雌ＩＣＲマウス１４週齢 後肢ギブス固定法１４日間装着後採血採尿

（図 2） 

① 図 2は、ヒト血清および尿中の遊離アミ 

ノ酸を、アミノ酸誘導化試薬と反応させ、Ｕ

ＰＬＣで分離したクロマトグラムである。 
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② 血清中の遊離アミノ酸の測定を行い、ア 

ミノ酸標準物質と FIM運動の量と相関のある

ものについて検討した。その結果グリシンが

脳梗塞 9名に対し強い相関（γ＝0.8138）し

た。 



この小脳の 2Ｄ-ＰＡＧＥで、カルビンディン 
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DA運動量（退院入院時FIMの差）とグリシンとの相関
のタンパクの減少が確認された。その考察 

としてプルキンエ細胞の欠落が推定された。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図 6） 

一方、ｗｏｂマウスの筋肉の 2Ｄ-PAGE のス

スポットを図 7に示した。その結果、対照の

B-6 に対しアクチンの発現減少が確認された 強い相関あり

 
（図 3）  

  
 

（5）遺伝的に行動異常（運動失調）を示す

B6-wob を育成する中で、四肢の筋運動と、中

枢神経の異常の有無を観察した。さらにこの

マウスがリハ関連の疾患モデルとして成り

立つかを検証した。 

 
 

 
（図 7） 

 

（6）片麻痺を示す右中大静脈閉塞再灌流モ

デルラットを作製し、トレッドミルなどによ

るリハビリを行い、運動負荷増大に伴う筋増

量を導き、筋細胞の肥大および増殖による変

化をおこす筋細胞外シグナルの検索を行っ

た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

また、ギプス固定による筋廃用萎縮を作製し 

（図 8）同様の試験を行った。 

 
（図 4） 

 
上図（図 4）の上側は正常のマウスの足跡で、

下側は、Wob の足跡である。あきらかに、歩

行障害が見られた。また小脳を観察したとこ

ろｗｏｂマウスは明らかに小脳の萎縮が見

られた。（図 5） 

 
 
 
 
 
（図 8） 
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（図 9） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

５．主な発表論文等 

未知成分

（図 10） 

図 9 は、UPLC による遊離アミノ酸の解析にお

いて、脳梗塞ラットの発症後トレッドミル運

動負荷を行い、その 3､5,7,10,14 日目に、血

清中の遊離アミン酸を測定した結果のひと

つです。棒グラフは未知遊離アミノ酸が、経

時的に、非運動群に対し 5日目以外有意にし、

運動により、減少する遊離アミノ酸で認めら

れた。しかしこのアミノ酸は標準物質の 20

種のアミノ酸以外と思われ、未知成分 3番と

示した。この未知アミノ酸は、運動すると減

少する成分であることが示唆された。 

 

（7）以上の結果から、 

①リハ訓練患者の、生体成分情報を、通常の

臨床検査値から、評価することは困難である

ことから、血清中のタンパクや遊離アミノ酸

など遺伝子産物を、網羅的に検索することは、

今後の研究の進め方として、意義があるかも

しれない。その為に、微量の血清で、多量の

情報を得る、プロテオーム解析や遊離アミノ

酸を測定できる最新の技術（ただし汎用型）

を駆逐する。 

②臨床にフィードバックさせるためには、疾

患モデル動物での、再現も必要であり、今回

筋萎縮、脳梗塞、運動失調モデル動物を用い

て、整合性を図ることも重要である。 

以上、当該研究結果を元に、次の試験研究の

応用につなげたい。 
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回復期リハ訓練患者の血中遊離アミノ酸の
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