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研究成果の概要（和文）：高位頸髄損傷後には横隔膜の運動麻痺が生じ，呼吸機能が低下する。しかし，頸髄損
傷後の呼吸機能低下に対するリハビリテーションは十分に確立されていない。本研究では頸髄損傷後に呼吸トレ
ーニングを実施し，横隔神経運動ニューロンの形態学的特徴がどのように変化したかを調べた。動物は頸髄損傷
後に高二酸化炭素ガスによる呼吸負荷トレーニングを3週間実施した。3週目に横隔神経運動ニューロンへ逆行性
にHorseradish peroxidaseを取り込ませ，作成した切片からデータをを解析した。頸髄損傷後に横隔神経運動ニ
ューロンは縮小することが報告されているが，呼吸トレーニングは縮小を抑制する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：After cervical cord injury, diaphragm paralysis occurs and respiratory 
function is impaired. However, rehabilitation for respiratory dysfunction after cervical cord injury
 is not well established. In this study, respiratory load training was performed after cervical cord
 injury to determine how the morphological characteristics of phrenic motoneurons were altered. 
Animals underwent 3 weeks of respiratory load training with high carbon dioxide gas after cervical 
cord injury, and at week 3, horseradish peroxidase was retrogradely incorporated into the phrenic 
motoneurons and monophological data were analyzed from the spinal cord sections. It has been 
reported that the phrenic motoneurons decrease in size after cervical spinal cord injury, but 
respiratory training may prevent the decrease in size.

研究分野：リハビリテーション
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在のところ，頸髄損傷後の呼吸リハビリテーションのエビデンスは十分に確立されていない。エビデンスを確
立していくためには，臨床データだけではなく，神経や筋が形態学的/機能的にどのように回復するのかを明ら
かにしていく必要がある。本研究の成果は頸髄損傷後の呼吸リハビリテーションが横隔神経運動ニューロンの萎
縮を防ぐ可能性を示しており，回復メカニズムを明らかにしていくうえでの基礎的なデータとなり得る。

※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。



１．研究開始当初の背景 
高位頸髄損傷患者は横隔膜の運動麻痺により呼吸機能の低下が生じ，肺炎などの呼吸器合併
症の発生が問題となる。リハビリテーションでは呼吸機能改善を目的として呼吸トレーニング
を実施するが，患者によって損傷高位や損傷程度が様々なこともあり，頸髄損傷患者に対する呼
吸トレーニングのエビデンスは十分に確立されていない。本研究では頸髄半切除モデルラット
に呼吸トレーニング介入を行い，横隔神経運動ニューロンの形態学的特徴の変化を明らかにす
る。呼吸トレーニングによる中枢神経回復メカニズムの解明と効果的な呼吸トレーニング確立
に向けた一助となる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
頸髄損傷後には横隔神経運動ニューロンのサイズが縮小することが報告されており，それは
吸息ニューロンからの横隔神経運動ニューロンへのシナプス入力の遮断によって引き起こされ
ると考えている。その仮説が正しければ，頸髄損傷直後から横隔神経運動ニューロンへのシナプ
ス入力を増加させることで，そのような変化を最小限にし，頸髄損傷後の早期回復を促進するの
ではないかと考えた。 
本研究は，頸髄損傷モデルラットにおいて損傷後早期から呼吸トレーニングを実施すること
により，頸髄損傷後の横隔神経運動ニューロンの縮小を予防する可能性を検討するために，モデ
ルにおける横隔神経運動ニューロンの形態学的変化を観察した。 
 
３．研究の方法 
 オスのWistarラット(10-12週齢)を対象に実施した。すべての実験は実験動物の管理と使用に
関する指針に準拠して実施した。また，実験プロトコルは茨城県立医療大学動物実験委員会によ
って承認された(2021-2号)。 
 
３－１．頸髄半切除 
 動物はコントロール群(n=6)，トレーニング群（n=10），偽手術群（n=3），トレーニング＋
偽手術群（n=2）の 4群に分けられた。すべての手術は無菌的に行い，コントロール群および
トレーニング群は第 2 頸髄半切除術を受けた。セボフルラン麻酔下で動物の皮膚を切開して
頸椎を露出し，第 2 頸椎を椎弓切除した。露出した脊髄の硬膜を切開し，マイクロメスで第
2頸髄と第 3頸髄の間を左半切除した。その後，筋と皮膚を縫合した。動物は加温・補液・抗
菌薬投与・鎮痛薬を行い愛護的に回復に努めた。偽手術群は同様のプロトコルで椎弓切除の
み実施した。頸髄半切除の完全性は脊髄横断面の観察によって行った。 
 
３－２．呼吸トレーニング 
  頸髄損傷後 72時間以内に開始した。トレーニングは高二酸化炭素(7%)で満たされたチャ
ンバーに動物を 20分間留置し，週 4回実施した。コントロール群と偽手術群では高炭酸ガス
への暴露は実施しなかった。 
 
 ３－３．Horseradish peroxidase(HRP)の標識 
 頸髄半切除から 3 週後に麻酔下で頸部から左横隔神経を露出した。横隔神経を単離して可
能な限り遠位を切断し，マイクロバッグに断端を挿入し，30%HRPに 2時間浸漬した。その
後，筋と皮膚を縫合し，動物を回復させた。ラットは HRP浸漬して 2日後に潅流固定を行っ
た。脊髄は横断面または水平断面で切片を作成し，Tetramethyl benzidine で HRP を反応させ
た。切片はスライドグラスに貼り付け，ニッスル染色で背景を染色した。 
 
 ３－４．解析 
 光学顕微鏡で切片を観察し，反応した運動ニューロンを撮影した。撮影した画像データは
解析ソフト（Image J）で取り込み，長径・短径・断面積を算出した。 
 
 
４．研究成果 
 
横断面および水平断面の両方でコントロール群以外のすべての群はコントロール群よりも有
意に大きな直径・断面積を有していた(表 1)。頸髄損傷後には横隔神経運動ニューロンが縮小す
ることが報告されており，本研究も同様の結果であった。頸髄損傷後の呼吸トレーニングは運動
ニューロンが縮小する変化を抑制することが考えられた。形態学的変化は横隔神経運動ニュー
ロンの機能的特性にも影響を与えている可能性がある。 
 
表１ 各群の横隔神経運動ニューロンの形態学的特徴 
  コントロール トレーニング 偽手術 トレーニング

＋偽手術 
平均直径, μm 横断 24.5 ± 0.2 26.1 ± 0.2*   



 水平断 28.8 ± 0.2 30.9 ± 0.2* 30.7 ± 0.2* 30.2 ± 0.2* 
断面積, μm2 横断 458.4 ± 7.0 506.5 ± 6.7*   
 水平断 589.5 ± 8.8 675.0 ± 6.2* 668.8 ± 9.0* 649.9 ± 8.4* 

*p<0.05, コントロール群に対して 
平均直径;(長径＋短径)/2 
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