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研究成果の概要（和文）：脳出血後の集中的リハビリテーションによる運動機能の改善が報告されている。その
改善メカニズムにおける小脳が関与する運動調節系の関与について、赤核-オリーブ核-小脳の回帰性回路に注目
し、選択的神経遮断をラットで実施し、上肢巧緻機能を評価した。その結果、対照群に比べ小脳赤核路の神経遮
断により改善機能が有意に低下することが証明され、脳出血後の麻痺側上肢集中使用による上肢巧緻機能の回復
における小脳の調節機構が関係することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The improvement of motor function after cerebral hemorrhage with the 
intensive rehabilitation is reported. To know the recovery mechanism, we focused on the recurrent 
circuit of red nucleus-olive nucleus-cerebellum and performed the assessment of forelimb function 
after selective blockade of the recurrent circuit by double-virus infection method. We proved that 
functional recovery by the rehabilitation was significantly decreased in comparison with control 
group by the selective blockade of the circuit. Thus, it was revealed that motor regulatory system 
in the cerebellum (the cerebello-rubral pathway) is related to the functional recovery in the 
skilled forelimb reaching by intensive rehabilitation after cerebral hemorrhage.

研究分野： 脳神経生理学

キーワード： 麻痺側強制使用　脳内出血　上肢巧緻機能　小脳赤核路　ウイルス二重感染法　選択的神経遮断

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳卒中後に麻痺側上肢を集中使用させるリハビリテーションとしてCI療法がおこなわれている。その改善メカニ
ズムを動物実験レベルで検討するために本実験が実施された。これまでに脳内出血モデルを用いた研究から、脳
出血後の麻痺側集中使用による機能改善と皮質赤核路の因果関係を示しているが、本研究の結果から上肢巧緻機
能の回復における運動実行系の階層的な変化に加え、小脳赤核路が関与する運動調節系の関与も明らかになっ
た。加えて、調節系においても実行系に即した階層的な変化が生じている可能性が示された。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

脳血管障害は高率に一側上下肢の運動・感覚機能障害を生じ、それにより著しい参加の制限および

人生の質の低下を招くことから、その克服は医療において重要な課題である。これに対し、集中的な

リハビリテーション（以下集中リハ）が有効な治療法の一つとして知られている。脳卒中後の集中リ

ハは神経成長因子の発現増加や神経突起の伸長促進などの作用を持ち、損傷脳において残存した神経

回路の再編成を促すことで機能の再獲得を増進するも

のと考えられている (Maier et al., 2008)。しかし、

集中リハによる中枢神経系の変化と運動機能改善効果

とを直接的に結びつけて証明した報告は未だ少ない。損

傷脳において集中リハがどの神経回路を、どんな因子を

介して変化させるか、それによりどんな運動機能が改善

するか、といった因果関係レベルでの作用機序の解明は

未だ進んでおらず、リハビリテーションの効果を増進さ

せるために重要な問いとなっている（図1）。 

 これまでに所属研究室で開発された内包部出血モデルラットを用い、集中リハが中枢神経系に及ぼ

す影響を分析し、以下の成果を得ている。 

I. 内包出血後早期からの麻痺肢集中リハにより、手の巧緻運動機能が改善する  

II. 内包出血後早期の集中リハは機能を大きく改善するが、慢性期での実施は効果が低い。 早期の

集中リハにより、出血側運動野において神経活動マーカー (ΔFosB) と成長関連因子 (BDNFお

よびGAP43) の発現増加がみられ、樹状突起に豊富な分枝が生じる 

III. 出血側運動野において、集中リハ後には手の運動を担う領域が拡大し、運動機能の改善と関連す

る。同領域からは同側の赤核に対し豊富な軸索投射が生じ、これを選択的に遮断すると、集中リ

ハによって改善を見せていた運動機能が再び悪化した  

IV. 上記の皮質赤核路を予め機能遮断した状態で集中リハを行うと、運動機能は改善した。この際、

皮質赤核路の代わりに皮質網様体路に豊富な軸索分枝がみられた  

これら成果から、集中リハの作用機序として以下のような推論を考えた（図2）。 

１）主に出血側運動野において可塑的変化が生じる。 

２）同領域の手の体部位再現領域の拡大が生じており、 

機能的な再構成が生じる。 

３）同領域から赤核や網様体への投射が再編されており、

運動機能改善と因果関係を有する。 

つまり、内包出血後の集中リハにより、主に脳幹の 

運動核をバイパスする運動性神経回路が代償的に発達す

ることが示唆されている。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、脳出血後の集中リハによる機能改善効果における運動野-脳幹間の果たす役割運動機能

をより詳細に解析するため、赤核-オリーブ核-小脳−赤核という回帰性回路の神経核間の選択的神経

遮断を用い、脳出血後の麻痺側上肢集中使用による運動機能回復過程における小脳が関与する調節機

構の適応的変化を解析することを目的とした。 



最終目標に向けた目的のため、１）リハビリテーションによる運動機能の回復に関係すると考えら

れる赤核(小細胞部)へ入出力経路の確認、２）小脳核（歯状核）およびプルキンエ細胞からの多点電

極を用いた電気応答確認の可否、３）ウイルス二重感染法の小脳および赤核への適応の可否を含む最

終目的に向けた実験系確立、を実施し、次に脳出血後の麻痺側集中使用によって運動機能が回復した

動物に対し、４）小脳へAAV-DJ-EF1-DIO-hM4D(Gi)-mCherryを赤核小細胞部へFuGE-MCSV-Creを二重

感染させ、５）CNO投与によるDREDD法を用いペレットリーチ試験の上肢機能評価を実施する。さら

に、６）多極電極法によって、機能変化に伴う小脳－赤核路の神経活動の変化を傍証として捉える。 

これにより、脳出血後の集中リハによる機能回復過程における小脳を介した調節機構のダイナミック

な変化の検討を行った。 

 

３．研究の方法 

１，動物実験 

８週齢以降のWistar STラットを用い、脳定位固定器を用い順行性または逆行性トレーサーを赤核

および小脳外側核へ投与し、その入出力経路の確認を行った。 

脳定位固定器を用い内包近傍にコラゲナーゼ(1.4μl, 200U/ml)を７分間で注入し、脳出血モデル

ラットの作成をした。脳内出血後の上肢巧緻機能の評価法として、ペレットリーチテストによりその

成功率を指標とした。 

6週齢Wistarラットに対し2週間ペレットリーチングのプレトレーニングを実施したのち、8週齢

時にレトルウイルスベクターを投与、９週齢時にアデノ随伴ウイルスベクターを投与し、ウイルス二

重感染を実施した。 

脳内出血 1日後から7日間を麻痺側上肢集中使用（リハビリテーション）させ、出血12日後に上

肢巧緻機能を評価、出血16, 20日後にCNO腹腔内投与30分後のリーチング機能を評価、さらに脳出

血28日後にCNO非投与条件下で上肢巧緻機能の評価を行った。 

２，赤核への入出力経路の確認 

赤核小細胞部へMini-Rubyを限局的に注入し、小脳外側核へ順行性トレーサーのビオチンデキスト

ランアミン(BDA)を注入した。 

３，多点電極を用いた小脳からの電気応答 

 脳定位固定器を用いてイソフルランの吸入麻酔下により、目的部位に多点電極（NeuroNexus）を刺

入した。PLEXON社製 OmniPlexシステム(16chanel)を用いデータ解析を行った。 

４，ウイルスベクター二重感染法 

6週齢Wistarラットに対し2週間ペレットリーチングのプレトレーニングを実施した後、8週齢で

赤核へレトルウイルスベクター(FuG-E-MSCV-Cre)を投与、その1週後に小脳外側核へアデノ随伴ウイ

ルスベクター(AAV-DJ-EF1-DIO-hM4D(Gi)-mCherry)を投与し、小脳赤核路の神経遮断を可能とした。 

４．研究成果 

１，赤核（小細胞部）への入出力経路の確認 

初めに逆行性トレーサーMini-Rubyを赤核２カ所に注入し、対側小脳核、同側帯状回および同側運動

野の染色性を検討した。その結果、小脳の外側核、中位核、内側核において Mini-Ruby 陽性細胞が検

出できた。またsham群、脳内出血群、脳内出血＋リハビリ群の３群間に陽性細胞数に有意な差は認め

られなかった。すなわち、より限局した赤核へのトレーサー注入が必要であることが明らかになった。 



 次に、赤核小細胞部へ限局的に Mini-Ruby を注入

し、小脳外側核へ順行性トレーサーのビオチンデキ

ストランアミン(BDA)を注入した。その結果、赤核の

１箇所(A: -5.2mm, L: 1.6mm, V: 7.5mm)へのMini-

ruby 投与により、対側外側核に比較的限局した陽性

細胞の検出を確認した（図１）。 

また、BDAの外側核への投与により、対側赤核にお

いて BDA 陽性線維を確認、さらに小脳外側核への

Mini-ruby投与によりプルキンエ細胞層でその陽性細胞体を確認した。 

 以上の結果から、プルキンエ細胞—小脳外側核—赤核小細胞部の神経連絡が確認できた。 

２，小脳外側核およびプルキンエ細胞からの電気応答の確認 

 脳出血後のリハビリテーションによる運動調節系での電気応答変化を計測するため、その前段階と

して正常ラットのプルキンエ細胞において多点電極法による電気応答の検出を目指した。 

 その結果、脳固定器を用いた麻酔下において前肢

対応部位の小脳皮質からスパイク応答を記録するこ

とが可能になった。また記録シグナルのスパイク解

析から、単純スパイクおよび複雑スパイクの各応答

が検出できていることが明らかになった（図２）。す

なわち、脳出血後のリハビリテーションによる小脳

プルキンエ細胞での電気応答変化を、多点プローブ

を用いた方法により計測することが可能となった。 

３，小脳-赤核路のウイルスベクター二重感染の最適化 

小脳外側核—赤核小細胞部の神経連絡をウイルス二重感染法によって選択的神経遮断をするため、研

究協力者の生理学研究所の小林憲太准教授と情報交換を行い、今後の実験計画を決定した。すなわち、

小脳外側核へアデノ随伴ウイルスベクター(AAV-DJ-EF1-DIO-hM4D(Gi)-mCherry)を注入、赤核小細胞部

へレトルウイルスベクター(FuGE-MCSV-Cre)を注入することに決定した。 

ウイルスベクター注入の最適化を検証するため、小脳外側核へAAV-DJ-CAGGS-FLEX-EGFPを、赤核へ

FuG-E-MSCV-Creを投与し、注入条件（量、回数、速度）を検証した。Creに応答し発現するEGFP陽性

細胞をマーカーとして確認した結果、表１のような条件により小脳-赤核路へウイルスベクターを効率

的に二重感染させることが可能であることが判明した。 

 各左右 注入量 AD ML DV 傾斜角 

赤核 

小細胞部 

1箇所 0.8μℓ 

/4min 

－5.2 ±1.6 脳表7.5 側方5度 

小脳 

外側核 

2箇所 0.6μℓ 

/3min 

－11.0 ±3.5 4.4 垂直 

－11.4 ±3.6 4.3 

表１ 小脳赤核路へのウイルス二重感染の条件 

４，DREADD法を用いた小脳赤核路の神経遮断による上肢運動機能の評価 



8週齢で赤核へFuG-E-MSCV-Creを投与、さらに1週

後に小脳外側核へ(AAV-DJ-EF1-DIO-hM4D(Gi)-mCherry

を投与した。 

脳内出血モデル作成の直前 2～3 日前のプレトーニ

ング時のリーチング機能を評価した。脳内出血 1 日後

から 7 日間を麻痺側上肢集中使用（リハビリテーショ

ン）させ、出血12日後に機能評価し、出血16, 20日

後にCNO投与30分後のリーチング機能を評価、さらに

脳出血 28 日後に CNO 非投与条件下で上肢機能を評価

した（図１）。                  図１ CNO投与による小脳赤核路神経遮断 

その結果、脳出血後のリハビリテーションにより12日後に改善を示した上肢機能が、CNO投与によ

りその改善効果が消失することが明らかになった。さらに脳出血28日後のCNO非投与時にはリハビリ

テーション改善効果が認められることも確認できた。一方、CNO作用は投与3時間後には消失し、再度

リハビリテーション改善効果が確認できることも確認している（データ省略）。 

 以上より、CNO投与による小脳-赤核路の選択的神経遮断によって、脳出血後の麻痺側集中使用によ

る上肢機能の改善が有意に消失することが示された。 

５，小脳外側核刺激による赤核での電気応答変化の確認 

多点電極プローブを用いる電気生理学的な実験手法と解析技術を用い、以下の実験に取り組んだ。 

前述のような小脳-赤核路の神経遮断により脳出血後のリハビリテーションによる上肢機能改善の

阻害が示されたため、その傍証として小脳外側核の電気刺激に対する赤核応答性の解析を、多点電極

ローブを用い実施している。 

 小脳外側核（AP: −13.2, ML:3.5, DV:4.5 後方20度傾斜）を電気刺激（10～200μA, duration: 

0.1msec, interval: 3.3msec, 10 trains）し、赤核小細胞部から多点電極プローブより得られた3 

train後の集合電位を計測評価した。 

 これまでに個体数は生食投与コントロール群およびCNO投与群ともにn=1であるが、小脳外側核刺

激に応答する集合電位は生食投与１時間後まで大きな変化がないのに対し、CNO投与群では投与20分

以降に最大３５％程度の電位の減少が確認された。今後n数を増やす必要はあるが、CNO投与による

小脳-赤核路の神経遮断効果の電気生理学的な傍証が推測される。 
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