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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、リハビリテーションの視点から、リハビリテーション介入が脳血管障害後の脳

の可塑性を促せるのか、脳血管障害後の神経栄養因子 MK の働きについて検討するとともに、
神経栄養因子が神経細胞死や神経修復にどのように働いているのか検討することを目的とする。
経時的に脳梗塞モデルを作成し、術 1 日後よりトレッドミル運動介入を行い、トレッドミル介
入群と非介入群における脳梗塞体積測定後、パラフィン切片作成し、免疫組織化学染色にて観
察した。その結果、免疫組織化学染色結果より、家兎 MK 免疫組織化学染色にて、トレッドミル
介入群が非介入群に比べて 3日後で有意に発現面積が増加していた。また、神経学的機能では
運動群が非運動群よりも回復が早く、運動機能（棒上歩行機能評価）でも運動群で非運動群と
比較し、良好な運動機能回復がみられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The purpose of this study was to investigate the effects of early treadmill training after 
cerebral infarction in rats. This study might provide a basic evidence of rehabilitation medicine. 
Fifty-four- 8-week old male Wistar rats weighing   200-300g were used in this study. The 
filament (4-0 nylon suture with blunted tip) was inserted into the left common carotid artery by 
an arteriotomy. It was then passed up through the lumen of the internal carotid artery and 
lodged in the narrow proximal anterior cerebral artery, blocking the MCA at its origin. 
Reperfusion was established by withdrawal of the filament by 90 min. Next day after surgery, 
stroke rats were randomly assigned to two groups: treadmill-exercised group or non-exercised 
controls. After ischemia, the rats were received to run on a treadmill for 20 min once a day.  All 
rats were observed the absence of motor coordination and neurological deficits after surgery. 
The improvement of the motor behavioral and the neurological score in the exercised groups 
was better than those in non-exercised groups.  Particularly, the score in the exercised groups 
was significantly improved compared with those in non-exercised groups at 14 days after 
surgery (P<0.05). The runner had the increased expression of midkine (MK) over the 
non-runner with or without MCA occlusion for 3 days. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、脳血管障害発症後、早期リハビリテー
ションを行うことで廃用症候群の予防や身
体機能回復などの効果が期待でき、診療報酬
面でも発症早期に手厚い体制を整えている。
臨床現場では、発症直後よりリハビリテーシ
ョンが行われるようになってきたが、そのこ
とが本当に効果的であるのか、急性期の身体
状態が落ち着かない時期にその程度の負荷
であれば増悪を引き起こさないのかといっ
た基本的なところの検証がなされていない
状態で臨床現場のセラピストたちはリハビ
リテーションを施行しているのが現状であ
る。 
リハビリテーションの必要性が重要視され
ているが、リハビリテーションの効果に関す
るエビデンスはあまりにも少ない。ヒトを対
象とした脳血管障害後のリハビリテーショ
ン効果を検証する実験研究は、個体差や合併
症の有無、発症部位、発症後経過期間などケ
ーススタディが困難であるため、治療法・治
療手技は従来臨床経験に基づいて行われて
きた領域が多くみられ、全般的にエビデンス
の面からは妥当性が十分とは言えない。また、
動物を用いた実験的脳血管障害モデル作製
も緻密な作業を強いられ、技術獲得が困難で
あることや成功率の低さなどを理由に敬遠
する研究者が多いのも事実であり、リハビリ
テーションを絡めた動物実験的基礎的研究
は、リハビリテーション効果の科学的理論的
根拠づけがあまりされておらず、全体的に不
明な点が多く、また行う研究者も多くない。 
これまで、脳血管障害後のリハビリテーショ
ン介入と運動機能や神経学的所見の回復を
検討した報告(Ding Y ら，2004)、リハビリテ
ーション介入と神経栄養因子の発現を検討
した報告(Ding Y ら，2003：Ang ET ら，
2003：Kim MW ら，2005)などリハビリテー
ション介入による一因子の効果・結果を検討
した研究はあるが、リハビリテーション介入
と神経栄養因子の発現・運動機能や神経学的
所見の回復・脳梗塞体積など複数因子を絡め
て検討した研究はない。 
 
 
２．研究の目的 
我々は、これまでラットを用いた実験的脳梗
塞モデルを作製し、早期リハビリテーション
の効果と神経栄養因子 midkine（MK）発現
に関して研究してきた。 

平成 19-20 年度科学研究費により、脳梗塞作
成 1日後よりトレッドミル運動を開始した運
動群は、通常飼育の非運動群で有意に 28 日
後、運動機能・神経学的所見の回復がみられ、
また梗塞巣体積も小さくなっていた。また、
運動群では、早期に MK の発現量が有意に増
加しており、運動が神経栄養因子 MK の発現
を促進し、その結果、運動機能・神経学的所
見の回復と関係していることが示唆された。 
MK は近年発見されたレチノイン酸応答遺伝
子産物として発見された分子量 13kDa のヘ
パリン結合性種々の機能を持った成長因子
である。末梢神経損傷後に MK は神経変性、
再生に関与していることが証明され、筋損傷
においても MK が筋変性、再生に関与してい
ることが証明された。 
しかし、脳梗塞後早期に発現が観察され、In 
vitro では神経細胞脱落を抑制することがわ
かったが、In vivo における MK の働きは未
だ不明な点が多く、また、他の栄養因子との
働きも不明な点が多い。そのため、運動の介
入が梗塞巣や梗塞巣周辺へ及ぼす影響は、未
だ解明されていないことが多い。 
本研究では、リハビリテーションの視点から、
リハビリテーション介入が脳血管障害後の
脳の可塑性を促せるのか、運動により何故、
栄養因子の発現が促進され、梗塞巣修復にど
のように関係しているのかを検討する。また、
脳血管障害後の MK の機能および神経脱落
に対する神経栄養因子 MK の働きについて
検討するとともに、他の神経栄養因子との相
互関係を検証し、神経栄養因子が神経細胞死
や神経修復にどのように働いているのか検
討する。 
 
 
３．研究の方法 
実験的脳梗塞を作製する場合、臨床病態に近
く動物への負担が少ないことが最良である。
Longa ら(1989)の中大脳動脈閉塞・再開通モ
デルは、手術的侵襲が少なく、再現性がよく、
臨床病態と同じ血流が再開通するモデルで
あることから、国内外で多くの研究者が実験
的脳梗塞を作製する際に用いている方法で
ある。この方法により、ラットの左中大脳動
脈から左内頚動脈へ直径0.2～0.3㎜長さ約5
㎜の糸付き塞栓糸(全長 16 ㎜)を挿入し、90
分間塞栓糸を留置し中大脳動脈領域を虚血
状態にする。その後、塞栓糸を引き抜き再開
通する。術中は低体温による脳保護作用の影



響を避ける為、直腸温度を３７℃に保つよう
に thermostat 付ブランケットを用いる。術
後 1,3,5,7,14,28日に脳を摘出して以下の項
目を観察する。 
1. 経時的に摘出した脳を
2,3,5-triphenyltetrazoliumchloride(TTC)
染色し、梗塞巣の確認を行う。一晩 4％パラ
ホルムアルデヒド・リン酸緩衝液(ph7.4)で
浸漬固定しデジタルカメラで撮影した脳の
標本写真を scion image software を用いて
脳梗塞巣体積を計測する。 
2．パラフィン包埋した脳切片を免疫組織学
染色により神経栄養因子の発現有無、発現部
位や発現時期を観察し、それぞれの神経栄養
因子の発現動態を検証する。 
3. アポトーシスマーカーである caspase-3
との 2重染色を行い、神経栄養因子が神経細
胞死・神経保護にどのような作用をもたらし
ているか検証する。 
 
４．研究成果 
本研究では、リハビリテーションの視点から、
リハビリテーション介入が脳血管障害後の
脳の可塑性を促せるのか、脳血管障害後の
Midkine（MK）の機能および神経脱落に対す
る神経栄養因子 MK の働きについて検討する
とともに、他の神経栄養因子との相互関係を
検証し、神経栄養因子が神経細胞死や神経修
復にどのように働いているのか検討するこ
とを目的とする。経時的に脳梗塞モデルを作
成し、術 1日後よりトレッドミル運動介入を
行い、トレッドミル介入群と非介入群におけ
る脳梗塞体積測定後、パラフィン切片作成し、
HE 染色・免疫組織化学染色にて観察した。そ
の結果、免疫組織化学染色結果より、家兎 MK
免疫組織化学染色にて、トレッドミル介入群
が非介入群に比べて 3日後で有意に発現面積
が増加していた。また、神経学的機能では運
動群が非運動群よりも回復が早く、運動機能
（棒上歩行機能評価）でも運動群で非運動群
と比較し、良好な運動機能回復がみられた。
トレッドミル運動は、四肢の交互運動を促通
するので、その結果、良好な身体機能回復が
みられたことが示唆された（前年度、報告済）。
その後、MK 陽性細胞がどの細胞に発現してい
るか蛍光二重染色で検討したが、満足する結
果を得ることはできなかった。染色条件など
を現在、再検討し、なぜ MK が運動により発
現が増強するのか、運動することによって脳
梗塞周辺部でどのような影響を与えている
のか、免疫組織化学染色・分子生物学的観点
から検討していきたい。 
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