
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３９０１

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

病態モデルを用いた脳梗塞ならびに認知症の予防介入効果とその作用機序に関する研究

The effects of pre-conditioning intervention induced alleviating of dysfunction 
and brain damage after cerebral infarction or dementia.

１０３０３６５３研究者番号：

石田　和人（ISHIDA, KAZUTO）

名古屋大学・医学系研究科（保健）・准教授

研究期間：

２６３５０６１０

平成 年 月 日現在２９   ６   ９

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：　「健康寿命」延長の具体的な方策を確立することは急務であり，特に，QOLを著し
く制約する脳梗塞や認知症の予防方策を確立する必要がある．
　脳梗塞動物作成前に、3週間の運動を行うことで脳梗塞の障害予防効果と脳内の抗酸化酵素発現増加を確認し
た．また，脳梗塞前の運動が，梗塞部周辺領域におけるアストロサイト活性と低酸素誘導因子-1αの発現増加を
もたらすことで神経保護作用が高まる可能性を示した．さらに，加齢とともに認知症様の症状を漏らすとされて
いる認知症マウス（アポリポ蛋白E4ノックインマウス）に対して，6週間の自発的運動を実施したところ，空間
記憶に関する認知機能の低下を防ぐ効果を齎すことを示した．

研究成果の概要（英文）："Healthy life expectancy" extension is very important for our super aging 
society, it is necessary to establish a prevention policy of cerebral infarction and dementia to 
remarkably limit QOL in particular. We examined protective efficacy by exercise or caloric 
restriction using cerebral infarction or dementia animal model. 
At first, to prevent an obstacle of the cerebral infarction by the exercise from three weeks before 
cerebral infarction and showed that the expression of the superoxide dismutase in the brain 
increased as the mechanism. In addition, using another infarction model, pre-conditioning exercise 
promoted the astrocytic activity and increased hypoxia-inducible factor-1 alpha expression closed 
area of infarction which means neuro-protective action increased. Furthermore, we examined the 
pre-conditioning effects of exercise to apolipoprotein E4 knock in mice, known to leak a 
dementia-like symptom with aging, the recognitive functions about the spatial memory are prevented. 

研究分野： 理学療法学・神経科学

キーワード： 脳梗塞　認知症　予防　運動　カロリー制限
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様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９，ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 
「健康寿命」延長の方策を確立することは，

現代社会の重要かつ緊急な課題である．我が
国は超高齢化社会を迎えているが，人々が心
身ともに健やかで幸せな人生を全うできる
ことが不可欠である．特に，脳卒中後遺症や
認知症は数多くの人々の Quality of Life を
根幹から揺るがす疾患であり，これらを安全
かつ平易な手段により予防することができ
れば，多くの方々が救済の対象となり，「健
康寿命」延長に大きく寄与する．我々は脳卒
中後のリハビリテーションをより科学的な
根拠に基づき体系化することに重点を置き，
脳卒中モデル動物を用いたリハビリ効果に
関する研究に従事してきた．障害の改善・克
服を目指すリハビリテーションの重要性も
さることながら，脳卒中の発症予防，さらに
は認知症の症状悪化を防ぐ具体的方策を確
立することも重要な研究課題であると考え
ている．現在，脳卒中（脳梗塞および脳出血）
モデル動物を用いたリハビリテーション（特
に運動療法）の効果に関する研究は，我々の
報告も含め散見されるが，脳卒中発症の予防
効果を示す研究については，脳梗塞モデル作
成前に一定期間の運動を実施することによ
り，その後，脳梗塞を起こしても梗塞体積が
減少を示す予防的な効果を有することが報
告されている．しかし，この予防効果の機序
を解明した研究はほとんどない．これに対し，
我々は脳梗塞発症時，脳内にもたらされる酸
化ストレスの影響に着目した研究に着手し
ている． 
ラットの中大脳動脈を閉塞した 24 時間

後の大脳皮質（梗塞周囲）において，タンパ
クの酸化ストレスマーカーである 4-HNE 
陽性細胞が数多くみられ，これに対し，脳梗
塞前に 3 週間のトレッドミル運動を実施す
ることで，4-HNE 陽性細胞数の減少が示さ
れ，事前に行う運動の抗酸化作用が認められ
た．さらに，脳梗塞による組織傷害の軽減と
運動機能の改善効果が認められたことから，
運動が酸化ストレスを軽減し，その結果，脳
梗塞の予防効果をもたらしたと考えられる．
申請者らはこの実験結果を踏まえて，更なる
運動の予防介入効果を追求し，酸化ストレス
の動態に着目しながら，作用機序の解明を進
めたいと考えている．その対象疾患として，
脳梗塞のみならず認知症についても検討を
加えたいと考えている．また近年，食物摂取
のカロリー制限を施すことにより，寿命の延
長や免疫力向上などの効果が認められるこ
とが報告されている（Manzanero et al, 
2011）．特に脳障害の回復を促進する効果が
認められており，その一要因として，酸化ス
トレスを抑える機序が想定されている．申請
者らは，この点にも注目し，上記の運動に加
えて，カロリー制限を介入手段とした脳卒中
発症の予防効果および認知症の増悪予防効
果についても検討を深めたいと考えている． 

２．研究の目的 
 
脳梗塞の発症を予防する方策として，継続

的な運動療法や食事療法（カロリー制限）が
挙げられる．本研究では，脳梗塞ラットおよ
び認知症マウスを用いて，運動やカロリー制
限による脳梗塞および認知症の障害予防効
果を検討するとともに，運動やカロリー制限
の抗酸化作用に着目した予防効果について
の作用機序を解明する． 
 
３．研究の方法 
 
① 中大脳動脈虚血再開通ラットを用いた運

動による障害予防効果に関する検討 

Wistar 系雄性ラット（5 週齢）を用い，小
泉法による脳梗塞モデル作成手術を施行し
た．脳梗塞を起こす前に，3 週間のトレッド
ミル運動（15 m/min，30 分/日）を毎日行い，
その予防的効果を運動しない群と比較検討
した．手術 24 時間後に，麻痺の重症度
（neurological deficits），粗大な感覚運動機
能（limb placing test），前肢の協調運動機能
（horizontal ladder test），歩行時のバラン
ス機能（beam walking test）を評価した．
その直後に脳を採取し，脳内の主要な抗酸化
酵素であるSODについてSOD活性の測定を
行い，real-time PCR 法を用いて，SOD のサ
ブタイプである SOD1, 2, 3 について mRNA
発現を解析した． 

 
② 新しい脳梗塞マウスモデルの確立ならび

に脳梗塞発症前の運動がもたらす脳梗塞
障害軽減効果の検討 

運動による脳梗塞予防効果を検討するた
めには，再現性の高い脳梗塞モデル動物を確
立することが求められる．兵庫医科大学の松
山教授が独自に開発された脳梗塞マウスモ
デルの作成法について，同教授より直接指導
を受け，作成のための装置等をセットアップ
し，作成法を習得した．その上で，本モデル
マウスが示す機能的特徴について調べた． 
当該研究室内で本モデルマウスを確立し

た上で，CB-17 系（CB-17/lcr-+/+Jcl）マウ
ス（6 週令，オス）を用い，脳梗塞モデルを
作成した．事前に実施する運動を 12 週間の
トレッドミル運動（20 m/min，50 分/日，5
日/週）とした．脳梗塞手術の 48 時間後に感
覚運動機能評価（Grid walking test，
Adhesive removal test，Grip strength test）
を行い，その直後に脳組織を採取した．採取
した脳組織から，ニッスル染色によって梗塞
体積を測定した．また免疫組織化学染色によ
って，梗塞部周辺領域におけるアストロサイ
トマーカーである GFAP の陽性細胞面積を測
定し，アストロサイト活性の指標とした．ま
た蛍光二重免疫染色により，梗塞部周辺領域
のニューロンとアストロサイトにおける
HIF-1α 発現を評価した．さらに，ウェスタ



ンブロッティング法を用いて，障害側大脳皮
質における HIF-1α，VEGF，GFAP のタンパク
質発現量を測定した． 
 
③ アポリポ蛋白 E4 ノックインマウスに対

する運動効果の検証 

C57/BL6J 系統の ApoE3 ノックインマウス， 
ApoE4 ノックインマウス（17 ヶ月齢）を使
用し，ApoE3 ノックインマウスをコントロー
ル，ApoE4 ノックインマウスを認知機能障害
モデルとした．これらのマウスは，連携研究
者である道川誠教授よりご提供頂いた．それ
ぞれの遺伝型で，運動群と安静群を設けた．
6 週間，ランニングホイール（直径 15 cm）
備え付きのケージで単独飼育し，運動量（総
走行距離）を算出した．また，認知機能評価
（Y 字迷路試験，空間認識試験）を運動開始
時点と，運動終了時点の2回行った．その後，
深麻酔下で，脳を摘出し組織学的評価に供し
た．ニッスル染色を行い，画像解析ソフト
（ImageJ 1.43）を用いて，海馬の面積平均
値を算出し，体積に換算した．また抗 MAP2 抗
体免疫組織化学染色に供して，海馬の CA1， 
CA3，歯状回領域における染色性を画像の光
学濃度から解析した． 
 
④ カロリー制限による脳卒中ラットの障害

予防効果の検討 

脳出血モデルラット（Wistar 系ラット，8 
週齢，オス）を用いて，カロリー制限による
障害予防効果について，若干の検討を行った．
カロリー制限には，摂食量を通常摂食群の 
70%となるように管理し，12 週間の摂食制限
の後，線条体出血モデルを作成した．その後，
運動機能評価およびニッスル染色により組
織学的評価を行い比較検討した． 
 
４．研究成果 
 
① 中大脳動脈虚血再開通ラットを用いた運

動による障害予防効果 

脳梗塞モデル作成前に3週間のトレッドミ
ル運動（15 m/秒の速度で 30 分間を毎日実施）
を行うと，脳梗塞発症 24 時間後，運動を実
施し なかった群と比べ梗塞体積が軽減し，
運動および感覚機能の障害が軽減される効
果を示した．またこの時，抗酸化作用の指標
となりうる superoxide dismutase (SOD)の活
性を調べたところ，脳梗塞を生じさせたのみ
のラットに比べ，事前の運動を実施しておく
と SOD 活 性が高い傾向を示した．このよう
に脳梗塞発症前に運動を実施すると，抗酸化
能が高まり，神経保護的な作用をもたらす結
果，脳梗塞による障害をある程度抑制するこ
とが示された． 
 
② 新しい脳梗塞マウスモデルの確立ならび

に脳梗塞発症前の運動がもたらす脳梗塞

障害軽減効果 

再現性が高い脳梗塞モデル動物（兵庫医科
大学の松山教授により開発）の作成法を習得
し，本モデルマウスが示す機能的特徴として，
主 に感覚障害が認められること，その際，
大脳皮質体性感覚領域に加え視床後腹側核
の障害が認められることまた，モデル作成 2
週後以降，抑うつ症状を示し，いわゆる脳卒
中後うつ病のモデル動物となりうることな
どを確認した．また，本モデルは，前述①で
示した中大脳動脈一過性閉塞モデルにみら
れるような記憶障害は認められないことも
確認できた． 
本脳梗塞マウスモデルを用いて，運動によ

る脳梗塞発症後障害軽減効果を示すととも
に，その作用機序に関して，梗塞部周辺領域
におけるアストロサイトの活性化と，虚血耐
性を増強するための重要な因子である低酸
素誘導因子-1αの発現に着目した検討を行
うことができた． 
12 週間のトレッドミル運動（20 m/min，50

分/日，5日/週）により，梗塞体積が減少し，
本モデルの特徴である感覚機能障害の軽減
が認められた．また，免疫組織化学染色によ
り梗塞部周辺領域においてアストロサイト
に発現する HIF-1α増加を認めた．一方，ウ
ェスタンブロッティング法では，脳梗塞発症
により，タンパク質発現量の有意な増加が認
められたが事前運動の効果を示すには至ら
なかった．以上より，事前の運動が梗塞部周
辺領域におけるアストロサイト活性を促進
し，アストロサイトによる神経保護作用の増
加がその作用機序として関与する可能性を
示した． 
 
③ アポリポ蛋白 E4 ノックインマウスに対

する運動効果 

アルツハイマー病の危険因子として知ら
れているε4 遺伝子（アポリポ蛋白 E の対立
遺伝子の一種）を導入したマウスに対し，6
週間の ランニングホイールによる運動を実
施することにより，記憶機能の悪化を軽減す
る効果が示されることが分かった．しかし，
この運動がもたらす記憶機能悪化防止効果
の機序に迫る解析には至らなかった． 
 具体的には，空間認識試験においてアポリ
ポ蛋白 E4 ノックインマウスに運動を実施す
ると，有意な記憶機能改善効果が認められた．
また，MAP2 陽性ニューロンの高い染色性を
示した．このように，6 週間の自発運動によ
りアポリポ蛋白 E4 ノックインマウスに運動
誘発的なシナプス新生が起きた可能性を示
し，その結果，認知機能の改善が認められる
ことが分かった． 
 
④ カロリー制限による脳卒中ラットの障害

予防効果 

脳出血手術前に 12 週間連続のカロリー制



限を実施することにより，粗大な運動機能
（Motor deficit score および cylinder 
test ）では障害の軽減効果を認めなかった
が，ladder test では有意な障害の軽減が認
められた．また，統計学的有意差は認められ
なかったが，傷害体積の減少傾向を示した． 
このように，脳出血前 12 週間のカロリー制
限により，発症後の傷害体積減少および協調
運動障害の軽減が確認されたが，カロリー制
限による障害予防効果については，本課題の
テーマである脳梗塞や認知症の予防効果も
含め，更なる検討が必要と考えられる． 
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