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研究成果の概要（和文）：脳梗塞に対する運動が効果を上げているが、その細胞学的基盤は明らかでない。本研究はラ
ットを用いた中大脳動脈血栓法で梗塞形成後、BrdUを投与し、梗塞後１週（早期）、４週（中期）および８週（後期）
に非運動群と運動群を比較した。その結果、脳室壁で新生する細胞が梗塞巣へ顕著で持続的に移動するのを確認したが
、基本的な神経新生は両群で有意な差を認めなかった。しかし、梗塞巣と離れた大脳皮質でBrdU陽性細胞が運動群で有
意に増加した。梗塞巣周辺に移動したBrdU陽性細胞は８週後にほとんど消失し、成熟ニューロンまで分化しない可能性
が示唆された。梗塞巣周辺に集まる幼若神経系細胞の役割が今後の研究の課題である。

研究成果の概要（英文）：Although exercises enhance functional recovery from the strokes, it is not known 
about the cellular mechanisms. We made brain infarction by surgical occlusion of the left median cerebral 
artery. After the strokes, the rats were injected with 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) and then given 
exercise by treadmill and sacrificed 1 week (W), 4W and 8W. The brains were compared between exercised 
and non-exercised groups by immune-staining using antibodies against BrdU and Sox2 (immature neural 
marker). Lots of immature cells were moved from the subventricular zone (SVZ) to the peri-infarcted 
regions. We could not detect significant difference of the moves between the groups. However, 
BrdU-positive cells were significantly increased in the separated cortex from the infarcted lesions in 
the exercised group. The numbers of BrdU-positive cells were remarkably decreased by the 8W, suggesting 
that most of the BrdU-positive cells does not differentiate to matured neuron.

研究分野： 病理学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 実験的脳梗塞後の幼若神経系細胞の産生

と移動：①脳梗塞によって失われる脳の形態

と機能の回復が如何に起こるか十分に分か

っていない。②脳は成熟すると神経新生は起

こらないと考えられていたが、近年、成体脳

も脳室上衣下層(SVZ)や海馬歯状回果粒層

(SGZ)から神経発生が生ずることが明らかな

ってきた。③実験的脳梗塞において、SVZ か

ら新生ニューロンが梗塞巣へ向かって移動

し、梗塞周囲巣に到達して神経組織の修復あ

るいは再構成に関与している可能性が示さ

れてきた。 

(2)実験的脳梗塞において、運動負荷が神経系

細胞の新生、移動、分化に影響を与える可能

性が示唆されてきた。 
 
２．研究の目的 
(1) 実験的梗塞後、初期（１週）・中期（４週）

および後期（８週）において神経系細胞の新

生、移動、分化が如何に進行するか時間的な

フェーズの違いを組織・細胞学的視点から明

らかにする。 

(2) 実験的脳梗塞において、トレッドミルに

よる運動負荷が神経系細胞の新生・移動・分

化に影響を与えるかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
雄 SD ラット（8 週）を用いた。脳梗塞モデ

ルの作成：ハロセンによる吸入麻酔下で、左

眼窩上部から皮膚切開し、側頭眼窩下の頭蓋

底から手術用ドリルで頭蓋骨に穴をあけ、中

大脳動脈を露出した。大動脈からローズベン

ガルを投与し、緑色光（波長 540nm）を中大

脳動脈に 10 分間照射して手術創を閉じた。 

運動負荷：脳梗塞手術前に、全てのラットに

対して、１日 30 分間、8m/min の速度でトレ

ッドミル運動を 7 日間行った。脳梗塞モデル

作成翌日から、1 日 30 分間、8m/min の速度

で、トレッドミル運動を６日間行った．対照

群はトレッドミル運動を行わず自然飼育し

た。 

BrdU (5-bromo-2’-deoxyuridine)の投与：全

ての実験群のラットに術後６日間 BrdU 

(50mg/Kg)を腹腔内投与した。一部のラット

には術後４週目に６回 BrdU を投与、あるい

は術後８週目に BrdU を６回投与した。 

脳の病理標本の作製：ネンブタール麻酔後、

心臓から４％パラフォルムアルデヒド(PFA)

で環流固定後、脳を取り出し、さらに 24 時

間固定後、パラフィン切片を作成し HE 染色

した。脳梗塞領域の面積測定：HE 染色像を

撮影し，ImageJ 1.44p を用いて，脳梗塞

領域の面積を測定した。 

免疫染色：BrdU 染色（複製 DNA の標識）、

Sox2 染色（幼若神経系マーカー）を行った。

さらに、はじめにミクログリアを検出する抗

体 iba-1、グリア細胞を検出する GFAP、神

経細胞を検出する MAP2 で染色後、BrdU の

二重染色を行った。 

ロータロッドテスト：運動機能の評価として

ロータロッドテストを行った。プレトレーニ

ング期間中は、１日５分、8rpm で運動を行

った。梗塞後、はじめ 4rpm で回転し、５分

間で 40rpm まで徐々弐回転速度が増加する

ロッド上に乗せ、落下するまでの時間を測定

した。このテストを週に１回行い、1 回につ

き３回行った。 

 
４．研究成果 

(1)実験的脳梗塞後早期（１週）、中期（４週

間），後期（８週）の組織学的変化： 

①脳梗塞早期において左側大脳半球の中大

脳動脈支配領域の線条体と皮質に広範な壊

死巣（梗塞巣）が形成され、梗塞巣と脳実質

の間に厚い梗塞周辺層が形成された。この部

分はグリオーシスと血管の新生が目立った。

脳梗塞早期に側脳室上角から幼若神経系細

胞が梗塞巣周辺に移動集積する像が特に

Sox2 陽性細胞として検出された。②梗塞後

４週間を経ても脳室壁から梗塞壁に Sox2 陽

性細胞が連続的認められた。脳室壁の脳室上

位下層 (SVZ)の細胞が増殖して内腔へ隆起



する像を認めた。そこには Sox2 陽性細胞が

目立った。梗塞の壊死部分は脱落消失して広

範に脳実質が欠損した。欠損部分の脳実質の

周辺には種々な厚さのパナンブラ（梗塞巣周

辺組織）が覆うのが認められた。梗塞後４週

目で梗塞を免れた線条体の後部に海綿状変

化と、時に石灰沈着を認めた。弱拡大で測定

した梗塞巣側の脳実質残存面積の非梗塞側

の脳実質の面積に対する割合は約 50%で、梗

塞後１週目、４週目、８週目でほとんど変わ

らなかった。③梗塞後８週間になると梗塞壁

のパナンブラはほとんど消失し梗塞辺縁の

脳実質がスムースになった。 

(2) 幼若新生細胞の脳室壁から梗塞巣への移

動と運動負荷による影響：① 梗塞後６日間

毎日 BrdU を投与して４週目に BrdU 陽性細

胞と Sox2 陽性細胞を免疫染色で検出した。

多数の Sox2 陽性細胞と BrdU 陽性細胞が脳

室から線条体の梗塞巣周囲へ移動する像を

認めた。BrdU 陽性細胞は梗塞巣周囲を越え

てパナンブラに目立ったが、Sox2 陽性細胞

はパナンブラにはほとんど認めなかった。②

ラットを１回の実験ごとに運動群、非運動群、

シャムオペ対照群に分け、Sox2 陽性細胞お

よび BrdU 陽性細胞を、脳室壁近傍、線条体

の梗塞壁、大脳皮質の梗塞壁で面積当たり数

えたが、非運動群と運動群で有意な差が認め

られなかった。③梗塞壁から離れた梗塞側大

脳皮質にBrdU陽性細胞が散在性に分布して

いる像を認めた。この梗塞壁と離れた大脳皮

質ではBrdU陽性細胞が非運動群より運動群

が有意に高い値を示した。 

(3) 幼若新生細胞産生の持続：梗塞後４週お

よび 8 週目に BrdU を６日間投与すると、数

は著しく減少したが、脳室壁近傍及び線条体

の梗塞壁に BrdU 陽性細胞を認めた。この時

期の Sox2 陽性細胞の分布と合わせて考える

と梗塞後中期（４週）、後期 (8 週)を経ても

神経新生が生じていることが示唆された。 

(4)幼若新生細胞の二重染色による解析：① 

BrdU と他の神経系細胞特異マーカーとの二

重染色を試みた。ミクログリアのマーカーで

ある iba-1 との二重染色では、どの部位にお

いても BrdU と二重染色されなかった。グリ

ア細胞のマーカーである GFAP との二重染

色においては大脳皮質において一部の細胞

が二重染色された。脳室壁近傍やパナンブラ

部分では二重染色されないBrdU陽性細胞が

多かった。神経細胞のマーカーである MAP2

との二重染色では大脳皮質において二重染

色される細胞はほとんど認めなかった。脳室

壁近傍およびパナンブラ部分ではBrdU陽性

細胞はほとんど二重染色されなかった。 

(5) 幼若新生細胞は成熟神経細胞へ分化しな

い：梗塞後８週目では BrdU 陽性細胞は脳室

壁近傍に僅かに認めたが、梗塞壁には BrdU

陽性細胞は殆ど認めなかった。このことは、

ほとんどの幼若新生細胞は成熟神経細胞に

分化しない可能性を示す。 

(6) ロタロッドによる梗塞後の運動機能回

復：梗塞後１週間ごと４週間ロタロッドによ

る歩行機能測定を行った。脳梗塞術直後（1

週間以内）では障害の有無による運動機能の

差を確認出来たが、検出感度の問題により回

復していく過程の中では小さな差を捉えき

れなかった。運動群と非運動群の間で有意な

差はなかった。梗塞群ではシャムオペ群より

最初は低い値を示したが、予想に反して、測

定の最後では梗塞群とシャムオペ群との間

に有意な差を認めなかった。 

(7) 運動皮質脳梗塞モデルの開発と神経新

生：今回用いた中大脳動脈梗塞モデルは、ヒ

トの脳梗塞に類似しているが、手術的侵襲が

強く梗塞範囲が広く、実験結果にバラツキが

大きい。脳梗塞の病態をヒトと比較して研究

するにはよいモデルであるが、運動負荷によ

る差を見るような微妙な差を定量的に比較

することは困難であることが分かった。した

がってこれと並行してラットの運動皮質運

動野の梗塞モデルを確立した。このモデルの



特徴は、中大脳動脈梗塞モデルと比較して、

梗塞後の死亡率が低く、梗塞の大きさのバラ

ツキが少ない。従って、梗塞後の種々の運動

の機能解析が可能であり、しかも運動野の特

定の部位に梗塞を作り得ることも明らかに

なった。 

考察 

(1) 今回の一連の実験で、脳梗塞ができると

Sox2 陽性細胞、BrdU 陽性細胞が脳室壁から

梗塞巣へ顕著にかつ持続的に移動すること

が確認された。Sox2 陽性細胞は梗塞後期（８

週）でも脳室壁の SVZ に生じていることが

明らかになった。 

(2) 梗塞後１週目に投与した BrdU 陽性細胞

は梗塞４週後に脳室壁近傍、梗塞壁に多く認

められたが、現在までの解析では運動群と非

運動群の間に有意な差を認めなかった。興味

有ることに、梗塞後４週で、梗塞巣と離れた

梗塞側の皮質に BrdU 陽性細胞を認め、運動

群が非運動群より有意に増加していること

が明らかとなった。しかし、これら BrdU 陽

性細胞は GFAP と二重染色される細胞が目

立ち、MAP2 と二重染色される細胞は僅かで

あった。またこの部分ではミクログリアのマ

ーカーである iba-1 とも二重染色されないの

で炎症反応ではないと考えた。すなわち梗塞

側皮質でBrdU陽性細胞はグリア系細胞に分

化し、グリオーシスが誘導され、これを運動

が促進する可能性が示唆された。これらの所

見が梗塞側の大脳皮質の脳機能回復と関連

するかどうかが今後の課題である。 

(3)梗塞後期（８週）になると、４週目に目立

った BrdU 陽性細胞がほとんど消失した。こ

のことは、BrdU 陽性細胞は成熟した神経細

胞として梗塞巣周辺の神経ネットワークに

組み込まれない可能性が高いことを示す。梗

塞によって誘導される幼若神経系細胞がど

のような役割をするのか今後の課題である。 

(4)今回の我々の中大脳動脈梗塞モデルでは、

脳室壁の SVZ からの梗塞巣への顕著な神経

新生と考えられる所見を認めたが、梗塞巣と

離れた皮質を除いて、運動負荷によって有意

に促進は明確でなかった。その要因はこのモ

デルは梗塞巣が大きくバラツキが強いため

差異を検出し難いためと考えられる。今回私

達は、運動野に限局した梗塞巣を作成するこ

とに成功している。この新たな系では梗塞に

よる死亡率が少なくバラツキがすくないの

で、運動機能の解析が行いやすく運動負荷の

影響をより詳細に解析できる可能性がある。 

(5) Sham 手術対照群と比較して、梗塞群はロ

タロットによる運動機能はほとんど差が無

かったことは注目に値する。梗塞を起こすこ

とによって梗塞側の大脳実質は 50%失われ

たにも関わらず運動機能が保たれた。このこ

とは、非梗塞側および梗塞側に残されている

大脳が何らかの代償作用をしていると考え

られる。今回非梗塞側について解析してない

が、梗塞側の皮質にBrdU陽性細胞が出現し、

運動によって増強したことは、この代償作用

に関与している可能性が考えられ、今後の課

題である。 
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