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研究成果の概要（和文）：新生児低酸素性・虚血性脳症（HIE）は、周産期脳障害の主要な原因

であり、重篤な神経学的後遺症をもたらすが有効な治療法がない。そこで、我々は学習療法を

行うリハビリテーションが HIE に対して有効であるか検討し、HIE の機能再生における性差の

影響を調べた。その結果、学習療法群の雌性ラットは空間学習障害も脳損傷も未療法群に比べ

て改善した。一方、雄性ラットでは改善されなかった。このことは、性差の影響を考慮して学

習療法を行うリハビリテーションは、HIEの治療法として有効である可能性を示唆した。 

 
研究成果の概要（英文）：We recently reported that rehabilitative training tasks during adolescence 

improve spatial learning impairment following neonatal hypoxic-ischemic (HI) injury in rats without 

histological improvement. In the present study we focused on sex differences. Wister rat pups were 

exposed to a unilateral hypoxic-ischemic insult at 7 days of age. Six weeks after hypoxia-ischemia, 

rehabilitative training tasks were started. The tasks consisted of the plus maze, the eight-arm radial maze, 

and the choice reaction time task. Sixteen weeks after the HI insult, the water maze task was performed 

to evaluate spatial learning ability. Afterwards, we morphologically examined brain injury. Our 

rehabilitative training significantly improved swimming time and length in females but not in males. 

Likewise, the training ameliorated infarct areas in the injured cerebral hemisphere in females but not in 

males. These results suggest that it may be important to develop and evaluate cognitive rehabilitation 

programs for children with brain injury on the basis of gender. 
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１．研究開始当初の背景 

胎児期における発育・分化の異常が、成人

期まで影響を及ぼすもの中に、脳性麻痺を代

表とする周産期脳障害がある。胎児期のさま

ざまな刺激によって正常な発育・分化から逸

脱し、異常な発達を生じたり、あるいは、胎

児特有の可塑性によって一見正常に見える

ことがある。そのため、確立した治療法もな

く、その機序も明らかにされていない。 

申請者は、この問題を解決するため、脳性

麻痺の原因である低酸素性虚血性脳症（HI）
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モデルの慢性期を調べた結果、ゆっくりと進

行する脳損傷を伴った進行性学習・記憶障害

であることを発見した（Behavioral Brain 

Res 118、17-25、 2001）。我々は、この脳

損 傷 を 、 緩 徐 進 行 性 脳 損 傷 （ slowly 

progressive brain damage：SPBD）と名付け、

この発見はこの分野での研究に広く引用さ

れている（Neurosci Lett 376、194-199、2005）。 

このモデルは、従来の成熟ラットの脳虚血モ

デルでは認められなかったゆっくりとした

進行性の脳損傷であり、性差である先天的要

因に加え、体温、飼育条件、感染、ストレス

などの後天的な環境要因によって、SPBDは大

きく変動することを明らかにした（科学研究

費基盤研究（ C）、課題番号 14572171、

17590479）。また、新生児の周産期脳障害の

慢性期の機能再生の解析を行う上で非常に

有用なモデルであることを示した。 

一方、幹細胞を用いた再生医療は不治の病

を克服できる可能性を持った新規治療法で

ある。我々は、１）NGFやBDNFなどの栄養因

子が変化すること、２）GDNF遺伝子含有の細

胞治療によってSPBDが改善したこと，３）リ

ハビリテーションによってSPBDは改善され

ず、学習・記憶障害のみを改善したこと、４）

BrdUを用いた新生細胞が線条体や大脳皮質

の神経細胞やアストロサイトに見られたこ

とを明らかにしている（Am J Obstet Gyneco, 
193、 849-856、 2005、 Brain Res、1038、 

41-49, 2005）。これらの結果は、このSPBD

が再生医療への応用が可能なモデルである

ことを意味している。 

以上の背景により、このSPBDの発症機序に

関わる因子を明らかにし、それに基づいた因

子を含めた幹細胞を用いることで低酸素性

虚血性脳症に対する新たな治療方法を確立

できると思われる。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、この SPBD モデルに対し
て学習療法を行うことで、新生児の周産期脳
障害の慢性期の機能再生に対する新しい治
療法を提唱できるか検討する。また、SPBDの
発症機序を調べることで機能再生に関わる
生体内因子を調べることである。 
 

３．研究の方法 

＜HI モデルの作製＞：生後 7 日齢の Wistar
ラットの左総頸動脈を永久決紮し、低酸素
（8％O2, 92％N2）条件を 37℃で 2時間暴露さ
せて作製した。 
＜水迷路課題＞：実験装置は、水温 23±2℃
の水を入れた円形の水槽（直径 150 cm, 高さ
45 cm、 水深 32 cm、Neuroscience、Inc. 製）

でそのプールはさまざまな目立つ手がかり
のある実験室においた。プールの中には逃避
用のプラットホーム（直径 12 cm、壁面から
の距離 30 cm）を固定し、その表面は水面下
2 cmのところにあるようにした。また、実験
装置のプールの上方には CCD カメラ
（WV-BP334、Panasonic CCTV camera）を設
置し、インターフェース（Evanston. IL60202、
ACTIMETRICS、 Inc. 製）を介して解析ソフ
ト（ Water Maze ACTIMETRICS software 、
ACTIMETRICS、Inc. 製）にて画像処理をし、
コンピューター（hp Compaq d530 SFF、HP製）
にて計測描写した。実験はプールを 4分割し
たときプラットホームを含まない他の 3区画
において一定の場所にスタート地点を決め、
3 つのうちいずれかのスタート地点にラット
を壁向きにプールの中に入れ、ゴールに達す
るまで観察した。最大観察時間を 120秒とし、
ラットが 120秒以内にゴールを見つけること
ができない場合は、プラットホームの位置を
認知させるためにその上に 30 秒放置した。
訓練は 1 日 3試行を 5 日連続で行った。観察
項目は、プラットホームに逃避するまでの遊
泳時間（swimming time；sec）、泳いだ遊泳
距離（swimming length；cm）および遊泳速
度（swimming speed；cm/sec）を測定した。
データは 15 試行の平均として表した。 
 
＜スケジュール＞：図 1に示すように学習療
法（pre-training）群、未療法（no-training）
群に分け、それぞれ雄性群と雌性群の計 4 群
に分類した。学習療法群は、HI 処置 6 週目か
ら十字迷路課題、7 週目から 8 方向放射状迷
路課題、11 週目から選択反応時間課題、16
週目から水迷路課題を行った。一方、未療法
群は、上述の 3つ学習課題を行わず、HI処置
16 週目に初めて水迷路課題を行った。それぞ
れの行動実験終了後に灌流固定し、前頭葉か
ら 6、8、10 mmの部位で切断し、左右の脳半
球面積を測定した。 

 
４．研究成果 
（１）正常動物に対する学習療法の影響 
 水迷路課題を行う前に 3つの学習課題を試

図1 HI処置後のスケジュール

On day 7 of life
occlusion of left carotid artery
8%O2 , 92%N2 x 2hrs
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water maze (16th,  5 days) 

15th10th 12th 16th 17th

pre-training HI group  +  water  maze 
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(week)

6th
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no-training control group  +  water  maze

decapitation

plus maze (6th,  2  days)

On day 7 of life
occlusion of left carotid artery
8%O2 , 92%N2 x 2hrs



行した学習療法群は、正常動物の水迷路課題
の空間学習に対して変化はなかった。また、
性差の影響もなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）HI 処置動物に対する学習療法の影響 
HI 処置はいずれの群も遊泳時間と遊泳距

離が延長したが、遊泳速度には影響しなかっ
た。すなわち、いずれの群も水迷路課題での
空間学習が障害された。未療法群では、雌性
群の遊泳時間と遊泳距離が雄性群に比べて
延長傾向を示した。一方、学習療法群では、
雌性群の遊泳時間と遊泳距離が雄性群に比
べ、有意に低く、さらに未療法群の雌性群に
比べても有意に低かった（図 2）。 
HI 処置によって、いずれの群も脳虚血同側

の残存脳面積は低下した。すなわち、いずれ
の群も脳損傷を示した。学習療法群の雌性ラ
ットの残存した脳面積は、雄性群に比べ、有
意に大きく、さらに未療法群の雌性群に比べ
ても有意に大きかった（図 3）。すなわち、学
習療法群の脳損傷は軽減した。 
雄性ラットにおいては空間学習障害も脳

損傷も差はなかった。 
以上の結果から、HI処置後に、複数の学習

課題などの学習療法を行うリハビリテーシ

ョンが雌性ラットでの進行的な学習・記憶障
害を改善できることを明らかにした。このこ
とは、新生児低酸素性・虚血性脳症の機能再
生の生体因子として、エストロゲンが重要で
あることを示唆した。 
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図 2 HI処置後の空間学習に対する学習療法の影響 
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図 3 HI処置による脳損傷に対する学習療法の影響 
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