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研究成果の概要：脳卒中後のリハビリテーションには科学的根拠に基いた効果的な方法の開発

が望まれる。本研究では、脳出血のモデル動物を作成し発症後早期からトレッドミル運動を行

うと、運動機能の回復が促進され運動機能に関わる脳領域で神経細胞の樹状突起の枝が複雑化

することを示した。また片側前肢の使用を制限し、反対側の麻痺した手を強制的に使用する治

療法があり、この場合のストレス等による神経への障害性は一過性で少ないことを示した。 
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１．研究開始当初の背景 
脳虚血モデルラットを用いた研究で、運動

により機能の回復が促進されることを報告
した研究は少ない。更にほとんどは脳梗塞モ
デルを用いたものである。それに対し申請者
らは脳出血モデル（Rosenberg et al, 1990）
を用いた独自の研究を進めてきた。申請者ら
のデータでは、脳出血後 4 日～2 週間まで毎
日 30 分間のトレッドミル運動を行うと、脳
出血 1～4 日後に、運動しないコントロール
群に比べ有意な改善が認められ、運動機能の
回復時期が早まることが分かった。さらに、
運動期間を1週間延長しても機能の回復は同

程度であった。また、高速度で運動すると機
能回復がより良好であること。などを報告し
た。 
本研究では、この研究実績を更に発展させ、
より効果的な運動負荷の条件を検討する。 
国内外の研究動向としては、脳梗塞モデルを
用いて、梗塞後早期に運動を始めた方が機能
の回復が良好であること（Yea-Ru Yang, 
2003）、豊かな環境での飼育を併用して運動
すると健常側大脳皮質の樹状突起拡大がみ
られること（Biernaskie J, 2001）などが報
告されている。しかし、いずれの先行研究に
おいても機能回復や（樹状突起の）形態的変
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化を示す現象論に終始しており、その作用機
序に関してはほとんど調べられていない。 
 
２．研究の目的 
(1) 線条体脳出血モデルラットを用いた運
動療法効果の検討：特に運動負荷の強度、時
期、種類（自発的な運動と強制的な運動）に
よる効果の違いなどを調べ、最も効果のある
条件を見出す。 
(2) 運動療法による機能回復促進の作用に
関する機序の解析：各種の運動の条件下で、
大脳皮質に着目し、組織学的変化および神経
栄養因子の発現について検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)脳出血モデルに対するより効果的な運動
療法の検討 
①コラゲナーゼ注入線条体脳出血モデルラ
ットの作成：深麻酔下にてラットを脳定位固
定装置に固定し、コラゲナーゼ(type IV)を
左線条体の中央部に微量注入し、麻酔から覚
醒した後、右片麻痺が生じることを確認する。 
②トレッドミルによる運動効果の検討：それ
ぞれについて最大の効果が得られる条件を
模索する。条件として運動の強度、運動の時
期を考慮する。 
③前肢使用制限の影響に関する検討：脳出血
モデルを用いた CI 療法  (constraint 
induced movement therapy)の作用機序を検
討する前段階として、健常なラットの片側前
肢を軽く固定し使用制限させる（反対側前肢
の強制使用を促す）。その影響について運動
機能の変化を調べる。 
④運動機能評価：効果判定は、Altumbabic ら
による運動障害スコア（自発回転、前肢把握、
棒上歩行、後肢引き込み反射 4項目から点数
化）および前肢運動機能（staircase test, 
ladder test, cylinder test）を実施する。 
 
(2)運動および片側前肢使用制限実施に対す
る脳の組織学的検討 
脳出血モデル作成 3 日、1 および 2 週後、

深麻酔下で還流固定後、脳を取り出し、H-E
染色および Argyrophil III 染色（神経障害
初期像とされる dark neuron の解析）に供し、
組織損傷の範囲および dark neuron の出現に
ついて解析する。また、上記で実施する運動
効果との関連を検討する。 
 
(3) 脳皮質運動野の可塑性に着目した運動
効果の組織学的検討 
①脳皮質の厚さ測定：ラット脳の前額断面像
（H-E 染色）の大脳皮質に着目し、第一次運
動感覚野（前肢支配領域および後肢支配領
域）、運動前野・補足運動野領域での厚さを
計測する。 
②脳皮質錐体細胞層に存在するニューロン

樹状突起の染色：効果が認められる条件下で
運動を実施した後、深麻酔下で経心的に生理
食塩水を還流して脱血し、Golgi-Cox 染色
（Biernaskie, 2001）により運動感覚領域の
錐体細胞層に存在するニューロンの樹状突
起を染色する。染色像から画像解析を行い、
樹上突起の分枝数（arborization）および棘
（spine）の数をカウントする。 
 
(4)前肢使用制限の影響に関する組織障害性、
神経新生および神経栄養因子の発現に関す
る検討 
片側の前肢使用制限は反対側の強制使用
を促すので、脳機能改善効果を促進するもの
と想定されるが（CI 療法）、使用制限自体に
よる副作用の有無について検討するために
以下の検討を行った。 
①脳の組織障害性（Argyrophil III 染色） 
②神経新生（Brd U 染色） 
③神経栄養因子の発現（real time RT-PCR 法
により、BDNF、GDNF および VEGF の各 mRNA 量
を解析） 
 
４．研究成果 
(1) トレッド運動による脳出血後の機能回
復促進効果：線条体脳出血モデル作成 4日後
より 2週後まで 9 m/min の速度でトレッドミ
ル運動を毎日 30分間実施した結果、運動機
能の回復が促進することが分った。運動の有
無で、線条体残存体積および大脳皮質の厚さ
に差は認めなかったが、非麻痺側の線条体残
存部および大脳皮質補足運動野・前運動野で
樹状突起の伸展が観察された。 
 
(2) トレッドミル運動の時期および強度の
違いによる効果の検討：上記の運動を 7日後
から同期間行う群と比較すると、4日後から
実施した方が機能の回復が良好であり、発症
後早期に開始するトレッドミル運動がより
機能回復に効果的であることが示された。ま
た、脳出血モデル作成 4日後より開始し、7
日後より 13 m/min に速度アップさせる群と
比較検討したところ、運動強度（速度）を増
加した方がより良好な回復がもたらすこと
が分かった。以上より、線条体脳出血後、早
期にある程度の強度でトレッドミル運動を
実施することにより、大脳皮質での可塑性が
高まり、運動機能の改善につながることが示
された。 
 
(3) 脳出血モデルラットの脳組織学的病態
の解析：上述のモデル動物を作成し、脳出血
直後から 7日後まで、線条体および大脳皮質
の残存面積および神経細胞障害の初期像で
あるといわれるdark neuron (Argyrophil III
陽性ニューロン)の出現様式を観察した。そ
の結果、線条体の残存面積は経時的に減少し、



 

 

dark neuron は 3時間後、血腫周辺で検出さ
れるも、1～3日後には、やや離れた部位でみ
られ、7日後には検出されなかった。以上よ
り dark neuronの出現は、脳出血による脳組
織の傷害進展に関連しており、今後脳出血後
のリハビリテーション効果を検証する上で
注目すべきマーカーの一つであると考えら
れた。 
   
(4) 一側前肢の使用制限が中枢神経組織お
よび神経新生に及ぼす影響：脳卒中後の効果
的なリハビリテーション戦略として知られ
ている constraint-induced movement 
therapy (CI 療法) を想定して、健常ラット
の一側前肢の使用を持続的に制限した。1週
間の使用制限の後、運動機能は変わらず、
dark neuron（神経細胞障害初期像）が、両
側の海馬 CA1/CA2 錐体細胞層に出現したが、
細胞死（TUNEL 染色陽性細胞）は確認されな
かった。また、使用制限により海馬歯状回で
の神経新生が一過性に抑制された。以上より
CI療法に関する基礎研究を進める上での副
作用を確認することができた。 
 
本研究プロジェクトにより以上の成果が得
られた。これらの研究結果は、脳卒中リハビ
リテーションのエビデンスに直結する有用
な基礎医学的データであり、今後更なる検討
を加えることにより、近い将来、脳卒中後遺
症（片麻痺）に悩む人々の福祉に役立つエビ
デンスの確立に貢献できるものと考えられ
る。 
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