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研究成果の概要： 

実験①脳梗塞発症前の運動刺激がラット脳梗塞巣に及ぼす影響を調べることを目的に脳梗塞作

成前のトレッドミル運動や豊かな環境での飼育を 4週間行い、脳梗塞作成後の神経栄養

因子ミッドカイン（MK）の発現を組織学的、免疫組織化学的に観察した。また、脳梗塞

巣の大きさを画像解析装置を用いて調べた。脳梗塞作成後梗塞巣周辺に MK の発現が観察

され、脳梗塞発症前の豊かな環境での飼育は脳梗塞巣の大きさを縮小させることが示唆

された。 

実験②MK 欠損マウスを使用して、末梢神経損傷後の神経栄養因子 MK の働きを調べた。MK 欠損

マウスは野生型マウスと比べて、脱髄や軸索変性が軽度であり、多くの神経線維は脱髄

所見が観察されず、変性が遅れていた。再生軸索数は野生型マウスと比べて少なかった。

これらの結果より、MK 欠損マウスはワーラー変性が野生型マウスと比べて遅れることが

示唆された。それに随伴して神経再生が遅延することが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 

高齢化社会を迎え、脳血管障害は羅患率が

増加し、片麻痺など身体運動機能障害などの

原因として大きな問題となっている。リハビ

リテーション医学では脳卒中後の運動機能

障害の機能回復を得るために、様々な治療ア

プローチが行われている。脳には可塑性があ

り、脳卒中により一部の脳細胞は死んでしま

うが、非損傷部位からの神経活動により新た

な神経突起を伸ばし、機能回復につながる。

脳梗塞周囲のペナンブラ領域には反応性ア

ストロサイトが発現し、種々の神経栄養因子

を産生し、神経保護作用があることが報告さ

れている。運動刺激は、種々の脳神経疾患に

おいて回復促進のための介入手段として用

いられ、可塑性の促進も含め、脳機能に有益

な影響をもたらす。動物モデルでは、脳梗塞

後早期からの適度な運動により、脳梗塞巣の

縮小、神経機能の改善、brain derived 

neurotrophic factor(BDNF)、nerve growth 

factor(NGF)などの神経栄養因子の発現量増

加が報告されている。さらに、豊かな環境に

おける飼育では、運動機能の回復や神経栄養

因子の発現が増加することが示されている。 

我々は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

成長因子である Midkine(MK)の神経損傷後の

発現、組織の修復、再生について免疫組織学

的に検討してきた。MK は組織障害直後から、

速やかに障害部周囲に発現し、組織修復に関

与している。特に、中枢神経系障害ではアス

トロサイトが産生し、神経突起伸張作用を有

すると報告されている。しかしながら、中枢

神経障害後の運動負荷による MK の発現動態

に関しては、十分に検証されていない。 

 

２．研究の目的 

①本研究の目的は運動刺激方法の違いが

脳細胞へ及ぼす影響を免疫組織学的に

解明すること：運動負荷によって、脳細

胞で生じている組織学的変化を調べ、ま

だ明らかとなっていない効果的な運動

負荷の方法や最適な運動量を調べるこ

とである。 

 

②神経栄養因子 MK の発現と運動機能の

改善の関係を解明すること：近年、脳梗

塞後の運動負荷と神経栄養因子の発現

量増加が示されているが、神経損傷後の

MK の働きに関しては不明な点が多く解

明の余地が多数ある。また、末梢神経系

における神経栄養因子ミッドカイン

(MK)の役割について MK 遺伝子欠損マ

ウスを用いて調べること。 

 

 

３．研究の方法 

実験① 

脳梗塞モデルラットを作成し、運動療法に

よる機能回復促進の効果、アストログリア細

胞の変化、神経栄養因子 MK の発現や血管増

生などについて、組織学的、免疫組織学的、

分子生物学的に観察した。 

さらに、脳梗塞作成前のトレッドミル運動

（トレッドミル Rat Runner 強制運動装置

（RR-1200 型、阿川機械工業有限会社、島根）

を使用した。速度 7.2～13.1m/min、頻度は 1

日 30 分、1 週間に 5 日間行った）や豊かな

環境での飼育（餌が高い位置にあり、はしご

や車輪がついた刺激のある大きなケージ 550

×450×400 での飼育群を豊かな環境群）、そ

してコントロール群として一般的な小さな



ケージ 235×300×180（横×縦×高さ：単位

mm）での飼育群を比較した。 

脳梗塞モデルの作成は、4％の抱水クロラ

ール（10ml/kg）を腹腔内に投与して麻酔後、

直腸温を 37℃に保つように thermostat を装

備した blanket 上に、ラットを背臥位で固定

した。頚部正中切開を加え、左迷走神経の保

存に留意しつつ、左総頚動脈分岐部に達した。

左総頚動脈分岐部を中心に、左総頚動脈およ

び左外頚動脈を周囲結合組織より剥離し、そ

れぞれ 4-0 絹糸にて結紮し、さらに左内頚動

脈起始部に糸をかけて塞栓挿入後の結紮・固

定に備えた。次いで、左総頚動脈を切開し、

同部より塞栓を左内頚動脈に向けて挿入、塞

栓のナイロン糸近位端を前述の絹糸で左内

頚動脈に結紮・固定した。以上の操作より、

塞栓の先端は左中大脳動脈分岐部を越えて、

左前大脳動脈内に約 1～2mm 入り、塞栓の体

部で中大脳動脈入口を閉塞した。90 分後、塞

栓を抜去し再開通を行った。 

脳梗塞作成 48時間後に、体重測定した後、

4％抱水クロラームにて麻酔後、ヘパリン加

生理食塩水により脱血灌流し、断頭にて脳を

摘出し、厚さ 2mm の連続冠状断脳切片を 6

切片作製した。その後、37℃に設定したイン

キ ュ ベ ー タ ー に て 2,3,5-triphenyl 

tetrazolium chloride（TTC）染色を行い、

冠状断スライド切片を一晩 4％パラホルムア

ルデヒド・リン酸緩衝液（pH：7.4）で浸漬

固定し、脳梗塞巣を測定するため、写真撮影

後、パラフィン包埋器にてパラフィンブロッ

クを作製した。そのパラフィンブロックをミ

クロトーム（にて厚さ 4μm の連続切片（冠

状断）を作製した。これらの切片に対し、免

疫組織化学染色(immunohistchemistry)を行

った。また、ヒラメ筋、腓腹筋、長指伸筋の

筋湿重量を測定した。 

TTC 染色をした写真を Scion Image に取

り込み、反対側との比から梗塞巣の体積を算

出した。 

 

実験② 

MK 欠損マウスを使用して末梢神経損傷モ

デルを作成し、MK の末梢神経神経系での作

用を電子顕微鏡的や電気生理学的に観察し

た。 

 液体窒素で冷却した薬さじをマウスのヒ

ラメ筋進入部から約 10mm の部位で凍結と

融解を繰り返し損傷した。MK 欠損マウスと

野生型マウスから経時的に 5週まで坐骨神経

とヒラメ筋を採取して、組織学的に観察した。

また、坐骨神経の機能的回復を観察するため

に損傷近位部に電気刺激を行い、誘発筋電図

を計測した。 

 坐骨神経はエポン包埋して光学顕微鏡と

電子顕微鏡で観察した。ヒラメ筋は電子顕微

鏡で神経筋接合部を観察し、再生程度を評価

した。経時的にヒラメ筋重量を測定した。 

 誘発筋電図の波形の振幅や、ヒラメ筋重量

の変化は統計学的に処理した。 

 

 

４．研究成果 

実験① 

ヒラメ筋において、豊かな環境群の方がコ

ントロール群と比べ、有意に大きかった。腓

腹筋、長指伸筋において、両群間に有意差は

みられなかった。TTC 染色により、正常組織

は赤く、脳梗塞巣は白く染まる。今回、大脳

全体の体積に占める脳梗塞の割合を算出し

て比較した。両群間の脳梗塞の大きさに有意

差はなかったが、豊かな環境群は脳梗塞巣が

縮小する傾向にあった。抗ＭＫ染色では、梗

塞部周辺にミッドカインの発現がみられた。

抗 NGF 染色では、ミッドカインの発現と同

様に梗塞部周辺に発現していた。コントロー



ル群は、損傷部周辺に限局して NGF の発現

がみられた。豊かな環境群、運動群では全体

的に発現がみられた。抗 PECAM 染色では、

豊かな環境群に新生血管が多くみられた。 

脳梗塞モデルラットを作製し、神経栄養因

子ミッドカイン（MK）の発現動態を免疫組

織化学的に観察し、定量化した。また、運動

療法（トレッドミル走行）による神経栄養因

子の発現量、脳梗塞巣の大きさ、機能回復の

関係を明らかした。また、運動刺激の多い豊

かな環境での飼育は脳梗塞の体積を減少さ

せる傾向にあった。MK や NGF の発現が梗

塞巣周囲に観察された。これらの結果より、

脳梗塞発症前の豊かな環境での飼育は脳梗

塞巣の大きさを縮小させるかもしれないこ

とが示唆された。 

 

実験② 

MK 欠損マウス（Mdk-/-）を使用した研究

では、野生型マウス（Mdk+/+）と比較して

末梢神経損傷の再生が遅れた。マウスの坐骨

神経を凍結損傷して、損傷遠位部の坐骨神経

を組織学的に観察すると、損傷１週後の野生

型マウスは脱髄と軸索変性がみられ、2 週後

には再生軸索が観察されたが、MK 欠損マウ

スでは脱髄や軸索変性が軽度であり、多くの

線維は脱髄所見が観察されず、変性が遅れて

いた。3-4 週後に再生軸索が観察されたが、

野生型マウスと比較すると数が少なかった。

坐骨神経損傷後のヒラメ筋湿重量を測定す

ると野生型マウスは損傷 1週後に急激に減少

し、2 週後から増加したが、MK 欠損マウス

は重量の減少が緩やかで、3－4 週後から増加

を認めた。ヒラメ筋におけるシナプス小胞を

もった神経終末の数を観察すると、MK 欠損

マウスは野生型マウスと比較して再生が遅

れていた。さらに損傷近位部電気刺激による

誘発筋電図では野生型マウスと比較して MK

欠損マウスの筋電波形が遅れて観察された。

これらの結果より、MK 欠損マウスではワー

ラー変性が緩やかに進行しそれに伴って神

経再生が遅れることが示唆された。 

これらの結果より、MK 欠損マウスを使用

した末梢神経障害モデルにおいて、MK はワ

ーラー変性を遅延させることによって神経

再生を遅延させることが示唆された。 
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