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研究成果の概要（和文）：　脳梗塞後の運動療法は機能回復に関わるが、その神経学的な機序については良く分
かっていない。我々は脳梗塞モデルラットを用いて、運動機能の回復と神経幹細胞からの細胞新生（特にオリゴ
デンドロサイト前駆細胞）を含む神経系の再構築における様々な運動処方の役割について検討した。術後の運動
機能は二相性の回復経過を示し、各種運動処方の違いは後期に影響が強いことが分かった。また、BrdUを用いた
標識実験により、この時期において、運動負荷法により神経細胞やオリゴデンドロサイトの前駆細胞の数を増加
させる傾向があることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Exercise therapy significantly contributes to functional recovery after 
cerebral infarction. However, its neurological mechanism is not well understood. We developed a 
focal cerebral infarction model in rats to investigate the effect of various exercise training on 
the recovery of motor function and the reconstruction/reorganization of the nervous system. Here, we
 focused on the generation of oligodendrocyte progenitor cells as well as neurons from neural stem 
cells. Beam-walikng test revealed that motor recovery was different in time-dependent manner, 
showing a biphasic recovery process after post-operation. There were apparent differences in the 
effect of various exercises in the later stages. In addition, BrdU labeling experiments revealed 
that low-intensity exercises which had most effective tended to increase the number of neurons and 
oligodendrocyte progenitor cells during this period.

研究分野：ニューロリハビリテーション

キーワード： stroke　recovery　exercise

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、中枢神経系の損傷後に内在性の幹細胞が新たに増殖分化する事が機能の回復に関与する事が見出され、潜
在的な可塑性を引き出す重要性が示唆されている。このような神経系の再構築とリハビリテーションの関わりに
関する知見は未だ少ない。我々は局在性脳梗塞モデル動物に対する様々な運動処方が運動機能の回復とオリゴデ
ンドロサイトの前駆細胞を含む細胞新生に対する影響について調べた。身体機能と脳内での変化に基づく運動処
方の在り方を考える上でのエビデンスを示唆できたと考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 脳梗塞を含む脳血管障害は死亡要因の上位であるばかりでなく、発症後に後遺症を残し日常
生活に支障をきたす代表的な疾患である。このような中枢神経系疾患の治療法として幹細胞に
着目した再生医療が注目されている。一般に脳梗塞患者の運動障害や高次脳機能障害などから
の機能回復に運動療法を含むリハビリテーション介入が重要な役割を果たしているのは周知で
あるが、運動処方についても臨床（経験）的根拠に基づいて決められており、その神経学的な機
序については分かっていない。再生医療後のリハビリテーションについては、脳内での幹細胞の
分化や神経回路の再形成などへの影響など神経科学的な側面も考慮する必要が出てくると考え
られる。そこで、我々は幹細胞の分裂や分化を伴う神経系の再構築におけるリハビリテーション
の意義を解明するため、独自に確立した運動皮質梗塞モデル動物を用いて、運動負荷が神経系細
胞の新生に与える影響について調べている。 
神経系の障害後の再構築においては、一般には神経細胞に焦点が当てられ、神経細胞がどの程
度既存の神経回路に取り込まれるのかが重要視されている。しかし、最近傷害後に新たに産生さ
れるグリア細胞とその役割が注目されている(Liddelow & Barres, Nature, 2016, Lewis Nat 
Rev Neurosci, 2016など)。例えば、脊髄損傷時においては内在性の神経幹細胞からアストロサ
イトを新生することが機能回復に重要である事が報告された(Benner et al, Nature, 2013)。ま
た中枢神経系を自由に動くと考えられてきたアストロサイトも、実際には傷害時においてもア
ストロサイトの移動は隣接領域に限定されていることが判明してきており（Bardehel et al, Nat 
Neurosci, 2013）、傷害後には神経細胞ばかりでなく、特定の修復作用を持つグリア細胞も必要
とする場へと導く必要があるのかもしれない。このような新生グリア細胞の分化や移動に対す
る運動負荷（などのリハビリ）の効果についてはよく分かっていない。 
 オリゴデンドロサイトは、中枢神経系で髄鞘を形成するグリア細胞である。この細胞は、成体
では発生期と異なる特定の幹細胞から生じるため、その産生や分化も制限される可能性が示唆
されている。脳梗塞後には髄鞘を持つ有髄神経にも損傷を起こすが、その後の機能回復と再構築
時におけるオリゴデンドロサイトの再生との関係性については良く分かっていない。 
 
２．研究の目的 
 
 前述の通り成体ラットの脳梗塞後の運動療法の脳神経系の再構築に関わる機序については良
く分かっていない。本研究では、大脳皮質の運動野に対して局所性の脳梗塞を引き起こした実験
モデル動物に様々な運動療法を課し、急性期から慢性期にかけて運動機能の回復にどのような
影響を及ぼすのか詳細に調査し、その過程における神経系の再構築における細胞の新生、特にオ
リゴデンドロサイトの新生や分化に及ぼす影響を検討することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 実験的脳梗塞モデル動物の作出：頭頂部に脳梗塞巣を持つモデル動物の作出 
 光増感法（Photochemically-induced thrombosis :PIT 法）で運動皮質が存在する大脳皮質頭
頂部にのみ脳梗塞巣が生じるモデル動物を効率よく作出した。具体的には、深麻酔下で頭頂部の
皮膚を切開後、頭蓋骨表面のブレグマから左外側 2.0mm 、前方 2.0mm の位置にドリルで小穴を
開け、光増感剤であるローズベンガルを静脈内投与した後、専用にデザインした光ファイバーを
用いて緑色光を中大脳動脈の支流に 10 分間照射することで血管内皮細胞障害性血栓生成を惹
起し、中大脳動脈を血栓閉塞した。 
 
(2) 脳梗塞モデル動物の運動機能の評価法の検討 
① 神経学的評価 
脳梗塞後の障害の程度を調べるため、Kawano et al., (2000) J Cereb Blood Flow 
Metab の方法に基づき、徒手的に以下の評価項目についての運動機能評価を行い、神経学
的評点を得た。評価項目：１）姿勢、２）前肢の屈曲、３）後肢の屈曲、４）姿勢保持、
５）前肢運動機能 
② ビームウォーク試験による肢スリップ解析 
動物を細い角棒の上を歩行させて、各四肢のスリップ度合いを評価するビームウォー
ク試験を行った。 
③ 三次元動作分析による歩行動作の解析 
各種動物群に分けたラットを麻酔下で各関節部位にマーカーを装着した。動物をトレッ
ドミル走行させ、その歩行動作を４方向に設置した動画撮像装置で撮像した。各動画を三
次元動作分析ソフトウェアに取り込み、歩行周期解析などを含む動作分析を行った。 

 



(3) 脳梗塞モデル動物に課す運動負荷の条件検討と血中乳酸値の測定 
 脳梗塞後の運動機能や神経系の再構築に係るより効果的な運動負荷法を調べるために、以下
の運動負荷法を課した。①トレッドミル走による強制走行、②回転ケージを飼育ケージに設置す
ることによる自発走の促進、③対照群は特に運動負荷を課さなかった。 
 運動負荷時に随時採血し、ラクテート・プロ 2を用いて血中乳酸値を測定した。 
 
(4) 運動負荷がオリゴデンドロサイトの前駆細胞に及ぼす影響：蛍光免疫組織学的検討 
 脳梗塞後の運動負荷時における新生細胞について調べるために、分裂細胞を標識する BrdU ラ
ベリング実験を実施した。下記に示す免疫染色法により BrdU 陽性細胞と各種細胞系譜のマーカ
ーとの共染色を行った。具体的には、麻酔後灌流固定したラットより大脳を取り出し、パラフィ
ン包埋後、薄層切片を作製した。抗 BrdU 抗体とオリゴデンドロサイトの前駆細胞のマーカー分
子である抗 NG2 抗体、抗 Olig２抗体を用いて蛍光二重免疫染色を行った。 
 
当初、発生・分化に対する機序の探求のため、培養系の実験系を立ち上げていたが、台風 24
号の長期停電被害に伴う損失により断念し、上記の研究に専念せざるを得なかった。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 脳梗塞モデル動物の運動機能の神経学的評価 
 我々は PIT 法により大脳皮質運動野に局所的な脳梗塞を持つモデル動物を作出した。このモ
デル動物の運動障害の程度を調べるため、脳卒中モデル動物の運動評価で一般的に行われる徒
手的評価による神経学的な評価を行った。術後の脳梗塞モデル動物においても、神経学的評点の
中間値は１であり、モデル動物としては軽微な障害を示す動物である事が示唆され（Morishita 
et al., 2020）、さらなる運動評価法の確立を必要とした。 
 
(2) 異なる運動処方と血中乳酸値の関係性について 
 運動負荷により体内の状況が酸素不足に陥ると嫌気性糖代謝が優位となり乳酸レベルが
上昇することから、血中乳酸レベルで運動負荷量の強度を知ることができる。また、乳酸自
体が中枢神経系の栄養源、特にオリゴデンドロサイトが神経細胞由来の線維である軸索に対し
て供給する栄養源である、ことが近年報告されている。そこで、様々な運動負荷（強度の異なる
トレッドミル走、回転車での運動）を課した場合の血中乳酸レベルを調べた。トレッドミル走の
走行速度を上昇させることで血中乳酸濃度が増加することが分かった。この血中乳酸レベルに
よる強負荷運動、低負荷運動に分類した。 
 
(3) 脳梗塞モデル動物の運動機能の評価法の検討 
ビームウォーク試験による運動障害とその後の運動処方による機能回復についてその過程を
１年間にわたり詳細に解析した。非運動群の動物の術後の運動機能は、術後２週間以内に一過性
に回復傾向を示すが、その後悪化し、慢性期には障害が残ること、すなわち、回復に二相性の変
化がある事が明らかになった。運動負荷群は、後期の変化に対して、より強い効果を持つ傾向が
あることが分かった。 
三次元動作分析法により脳梗塞術前・術後におけるトレッドミル走行時の後肢の動きについ
て運動学的な解析を行った。歩行周期に関わる一般的なパラメーター（立脚期時間・遊脚期時間
など）上においては術前・術後に有意差はなかった。このことは神経学的な評価の結果を支持す
る。一方で、各関節部の軌跡においては違いが見られており、さらに解析中である。 
 
(4) 運動負荷がオリゴデンドロサイトの前駆細胞に及ぼす影響 
 様々な運動処方（強度の異なるトレッドミル走、自発走）条件において、運動処方の違いによ
り BrdU 陽性の総数には有意差はなかった。二重免疫染色法により、異なる運動負荷により生じ
た細胞の種類に違いが見られた（Morishita et al., 2020）。低負荷運動群においては、新生神
経細胞に加えて、NG2 陽性のオリゴデンドロサイト前駆細胞の細胞数が増加する傾向があった。
グリア細胞の前駆細胞は分裂を継続している可能性が高く、BrdU 標識実験では全体を捉えられ
ていない可能性も考えられる。そこで、オリゴデンドロサイトの発生の最終形態である髄鞘を対
象にする必要性が示唆され、新たな研究課題でこの目的を達成したい。 
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