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研究成果の概要（和文）：運動失調を示すB6-Wob/tマウスに対し、運動失調を軽減させるリハビリテーション運
動の質と量について検討を行った。実験は、繰返し強制歩行訓練による運動効果の評価とした。さらに、環境　
enrichment マウス飼育箱での自発的歩行訓練による運動効果の評価を行った。評価は協調歩行運動、脳重量、
プルキンエ細胞の変性を観察した。その結果、繰返し歩行運動を行うことが重要で負荷の強さに関係しないこと
が示唆された。一方、小脳変性の原因遺伝子の探索を進めていたが、染色体構造異常が染色体１０番目に見つか
った。現在、脊髄小脳失調症発症患者の原因遺伝子と類似しｙているか調査している。

研究成果の概要（英文）：We applied different rehabilitation methods which are known to be effective 
in reducing ataxia to cerebellar ataxic B6-Wob/tmice and examined those methods in terms of nature 
and load. The effect of training was evaluated by applying forced walk training. Furthermore, the 
effect of voluntary walk training in an environmental enriched mouse cage was also evaluated.The 
observations of cooperative walk training, brain weight, Purkinje cell degeneration were used for 
evaluation.We could verify the importance of the effect of forced walk training regardless of the 
strength and the load of training.Although we were in search of the gene that causes the 
degeneration of cerebellar, we found structural chromosome abnormalities in the 10th chromosome.
Currently, we are investigating the similarity of our findings with the gene that causes 
spinocerebellar ataxia onset in patients.

研究分野： リハビリテーション医学・病態生化学領域
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１．研究開始当初の背景
脊髄小脳変性症（SCD）患者の運動機能改善を

高める有効なリハ訓練法が未だ確立されていな
い。現在でも、脊髄小脳系以外の機能を保つリ
ハ訓練が優先され、損なわれていく協調運動や
平衡機能などの運動機能を経過観察するしかな
い。申請者らは、老齢まで生存する小脳失調マ
ウス（Wob/t）を維持している。平成 22-24 年科
研費助成事業（挑戦的萌芽研究）の支援により
『脊髄小脳変性症患者のリハ訓練の効果を小脳
失調モデルマウスで評価する技術の確立』の研
究を進めていた。
これまでの研究は行動監視装置による、当該

マウスと健常対照マウス（B6）の運動量の測定
および行動解析法による協調運動機能、平衡運
動機能、歩行異常の解析の評価法を作製した。
さらに回転ホイールによる強制歩行訓練前後の
運動能力改善評価法を確立した。

２. 研究の目的
これまでの研究成果から Wob/t は、小脳プル

キンエ細胞の変性脱落による小脳萎縮でありそ
の結果、小脳失調性運動障害のマウスとして
SCD 患者や小脳変性症に類似する病態を示す有
望な候補であると考えられる。
さらに回転かごによる強制運動を負荷した

Wob/t は運動有無に対し、経時的に Rota-rod 試
験により判定された筋協調運動の改善がみられ
た。よって、申請者らは、運動の介入で歩行失
調の改善に有効であることから H25 年度以降の
研究を以下のように計画した。

１）当該マウス用歩行解析装置および重心動揺
計を製作し、運動負荷群と比較を行なう。

２）Wob/t に対する運動負荷を自然飼育の中に
取り入れた環境エンリッチメントで運動療
法を行った。これに対し強制歩行運動負荷
群との比較を行なう。

３）これらの運動負荷運動による、小脳、大脳
の遺伝子産物（タンパク質）および遊離ア
ミノ酸の解析。血中の内臓疾患マーカーの
検索および解剖組織標本・病態生化学的解
析を試みる。

４）次世代シークエンサーを用い遺伝子解析を
行い原因遺伝子の特定を行なう。またＳＣ
Ｄ患者や小脳失調患者との相同性を解析す
る。またモデル動物としての遺伝子を固定
し、遺伝病の診断の応用を検討する。

上記研究背景から平成 25-28 年度科研費助成
事業は①Wob/t に対する運動負荷の方法および
質（環境エンリッチメント飼育）と量の条件（能
動的と自発的運動）を変えて試験を行った。②
同時に神経細胞の可塑性に関与する脳機能性成
分の併用投与。③Wob/t の原因遺伝子の探索と
ヒト発症遺伝子との類似性に探索を主な研究テ
ーマとして行った。

３．研究の方法
１）動物繁殖委託会社から妊娠中のマウスの供
給を受け①授乳期、②離乳直後、③生後４週齢、
⑤生後３か月齢、⑥生後６か月齢、⑧生後１年

齢、⑨生後１年半齢、⑩生後２年齢、⑪
余命まで（２.5 年以内）を育養した。体
重、生育不良、雌雄判別を行い個体認識
番号をつけた。
２）各段階での A. Modified-SHIRPA（理
化学研究所：可視的形態学解析法）によ
る５８項目の表現型テストで判定する。
B．正向反射テスト C．ビームウォーキ
ング D．懸垂棒テスト E．垂直棒テスト
F．Rota-rodtest G．歩幅測定 H. オ
ープンフィルドの測定。
上記１）２）より週齢と、表現型（運
動失調の強弱）による層別を行い研究課
題群および実験群に分けた。
３）模擬リハ訓練開始
週齢層別段階の各群の当該マウスに、模
擬リハ訓練歩行負荷試験をおこなう。歩
行訓練や補助具（下肢重錘負荷、膝装具、
バンテージ処方）装着行動解析をおこな
う。
４）病理標本および分子生物学的解析
小脳、大脳を摘出後一般・特殊染色標
本。レーザーマイクロダイジェスチョン、
UPLC-MS 解析など、病態生化学的手法・
分子生物学的手法で、当該マウス運動群、
非運動群、対照マウスの遺伝子産物の特
定およびその原因物質の発症関連を一
部解析した。
５）原因遺伝子の特定解析は、兄妹交配
を２回繰り返しホモ表現型有（wob＋／
wob＋）、ヘテロ（表現型無 wob＋／＋）
を作出する。および野生型（wob 遺伝子
無 ＋／＋）の DNA から次世代シークエ
ンサーを用いてエクソンの解析を行な
った。

４．研究成果
１）当該マウス用歩行解析装置および重
心動揺計を製作し運動負荷群と比較。

これまでに、Wob/t の運動失調評価法と
して歩行失調はオープンフイルド内で
の転倒観察、フットプリント、キャット
ウオークで行なっていた。しかし Wob/t
マウスは、歩行中に転倒することを恐れ、
後肢の間隔を体幹よりも大きく広げて
いることが分った。それにより、後肢の
歩隔・角度・歩幅を、体軸から測定する
方法を確立した(図 1)。



(図 1)
一方、Wob/ｔの歩行中の特徴は、体幹の振戦

と思われたので、ヒトの重心動揺計を模擬した
マウス用の重心動揺計を開発した(図 2)。
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と、運動評価量を比較した。
その結果 EE群は、非 EE群飼育群に対し、
Rota-rod 試験において有意に歩行持続
時間が向上した。また、強制歩行訓練群
図 2）

の装置により、Wob/t は、歩行中および停止
覚醒の時に、振戦が発生することがわかり、
生型 B6 では見られなかった。一方傾眠時はこ
信号が発生しないことがわかり、ヒトと同様
動時に現れる姿勢振戦で同じと考えられた。

）Wob/t に対する運動負荷を自然飼育の中に
り入れた環境エンリッチメントで運動療法を
った。これに対し強制歩行運動負荷群との比
を行なう。

境エンリッチメント（EE）飼育とは、大型の
育ケージの中に、マウスに興味を持たせるよ
な木材やプラスチック製の遊び道具を配置さ
たものである。餌や水のみあるいは餌探索行
の際、段差や平行棒あるいは回転盤の上を歩
様に工夫し、床敷のみの飼育箱と異なる環境
用意したものである（図 3）
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と変わらない歩行能力を示した。
現在、小脳プルキンエ細胞へ与える影響
を組織化学的に検討している。

３）これらの運動負荷運動による、小脳、
大脳の遺伝子産物（タンパク質）および
遊離アミノ酸の解析。血中の内臓疾患マ
ーカーの検索および解剖組織標本・病態
生化学的解析を試みる。
図４

４）次世代シークエンサーを用い遺伝子
解析を行い原因遺伝子の特定を行なう。
またＳＣＤ患者や小脳失調患者との相
同性を解析する。またモデル動物として
の遺伝子を固定し、遺伝病の診断の応用
を検討する。
図５
原因遺伝子の特定解析は、ホモ表現型有
（wob＋／wob＋）、ヘテロ（表現型無
wob＋／＋）、および野生型（wob 遺伝子
無 ＋／＋）の DNA から次世代シークエ
れらの多彩な飼育環境を用意し、非環境群
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サーを用いてエクソンの解析を行な
た。平成25-26年度は、交配により得られ
B6-wob/ｔのホモ、ヘテロおよび同系統
C57BL/6の遺伝子型サンプルを、次世代シ
ケンサー（NGS）を用いて全エクソーム解
を実施した。その結果、６つの候補を同定
、さらに変異の Validation を同系統の別
体でおこなったところ、最終的に同一の染
体上の２つの候補に絞られた。しかしなが
これらの遺伝子の機能と表現型との関係
不明であったため、近接した別の遺伝子に
因があることが推測された。平成27-28年



度は、まず新しいデータベースの情報を元に全エク
ソームデータの再解析を実施し、またそのデータを
用いたコピー数変動解析もおこなった。しかしなが
ら、それらからは新しい知見は得られなかった。そ
こで次に、エクソーム解析では見つからない染色体
構造異常などの変化を明らかにするため、全ゲノム
シーケンスを実施した。B6-wob/t のホモおよび
C57BL/6のメイトペアライブラリを作成し、次世代シ
ーケンサーによりおよそ3000万リードのデータを得
て、両者を比較した。その結果、昨年の候補変異と
同一の染色体上に、143kbの遺伝子の欠失が存在する
ことが明らかとなった。この欠失は同系統の別個体
でも、表現型とリンクしていた。さらに興味ある結
果として、欠失の部位をデータべースを精査したと
ころ10以上ものスプライシング バリアントが存在
していることが分った。現在引き続き、当該遺伝子
の表現型のTgを検討中である。
図６
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日、豊明市・藤田保健衛生大学

２．小脳失調マウスへの強制歩行運動および環境

エンリッチメント（Enriched Environment：EE）

飼養が自発的活動量におよぼす影響；別府秀彦、

水谷謙明、新里昌功、富田 豊、Abbas Orand,高

柳 尚貴、新保 寛、園田 茂：第 5回日本ニュ

ーロリハビリテーション学会学術集会、2014 年 2

月 15 日、東京・砂防会館.

３．脳梗塞ラットへの訓練・薬剤併用療法による

脳内分子の変化；水谷 謙明、園田 茂、別府 秀彦、

高柳 尚貴：第 5回日本ニューロリハビリテーショ

ン学会学術集会、2014 年 2 月 15日、東京・ 砂防

会館.

４．回復期リハビリテーション患者の入院および

退院時 FIM 運動評価に関連する血中遊離アミノ酸

の検索；別府秀彦、岡崎英人、玉井育子、水谷謙

明、尾関保則、井谷功典、富田 豊、宮坂裕之、

谷野元一、Orand Abbas、千原 猛、新保 寛、園

田 茂：第 24 回生物試料分析化科学会年次学術集

会、2014 年 3 月 1日～2日、鈴鹿・鈴鹿医療科学

大学.

５．新奇小脳変性マウス B6-wob/t（wob/t)の育養

環境エンリッチメント（EE）法による出産効率の

検討および新生仔から高齢成獣までの血液・病理

学的観察；別府秀彦、新里昌功、水谷謙明、玉井

育子、千原 猛 、新保 寛、園田 茂、高橋久英

形態機能学会 第 13 回学術集会、2014 年 9 月 20

日、北九州・北九州国際会議場

６．小脳変性マウスの血液検査および脳内遊離ア

ミノ酸の経時的変化の検討；別府秀彦、水谷謙明、

玉井育子、千原 猛、新保 寛、園田 茂、高橋

久英：第25回生物試料分析化科学会年次学術集会、

2015 年 2 月 14 日～15 日、東京・文京学院大学本

郷

７．回復期リハビリテーション患者の入院および

退院時に関連する血中遊離アミノ酸の検索の試み

別府秀彦、岡崎英人、玉井育子、水谷謙明、宮坂

裕之、谷野元一、新保 寛、園田 茂

第 6回日本ニューロリハビリテーション学会学術

集会、2015 年 2 月 21 日、秋田・秋田ビューホテル

８．脳梗塞ラットへの訓練・薬剤併用療法がモノ

アミン態に与える影響

水谷 謙明、園田 茂、 別府 秀彦

第 6回日本ニューロリハビリテーション学会学術

集会、2015 年 2 月 21 日、秋田・秋田ビューホテル

９．運動失調マウス B6-wob/t(wob/t)への腹腔内投

与セリンがRota-rod試験に及ぼす影響：別府秀彦、

水谷謙明、新里昌功、玉井育子、千原 猛 、新保

寛、園田 茂、高橋久英；形態機能学会 第 14 回

学術集会、2015 年 9月 26 日、埼玉・埼玉医科大学



10．運動失調マウス B6-wob/t への腹腔内投与セリンが

Rota-rod 試験に及ぼす影響(2)；別府秀彦、水谷謙明、新里

昌功、玉井育子、千原 猛 、新保 寛、高橋久英、園田 茂；

第 13 回日本機能性食品医用学会、2015 年 12 月 12 日～13

日、福岡・福岡大学病院メディカルホール．

11. 小脳失調マウスに対する D型・L型セリンの抗運動失

調作用の検討；別府秀彦、水谷謙明、新里昌功、玉井育子、

千原 猛 、新保 寛、高橋久英、園田 茂：第 26 回生物

試料分析化科学会年次学術集会、2016年 2月 20日～21日、

沖縄宜野湾市・沖縄コンベンションセンター会議棟

12. 脳梗塞後の麻痺回復におけるモノアミンの役割；水谷

謙明、園田 茂、 別府 秀彦：第 121 回日本解剖学会、2016

年 3 月 30 日、郡山市・ビックパレットふくしま

13. 別府秀彦、水谷謙明、千原猛、玉井育子、園田茂

Ｄ型セリン投与および運動介入による小脳失調マウスの抗

運動失調効果 2016;5.21 第 7 回日本ニューロリハビリテ

ーション学会：神戸・神戸国際会議場

14. 別府秀彦、新里昌功、水谷謙明、玉井育子、千原猛、

園田茂、高橋久英；小脳変性マウス（ｗob/t）の D型 Serine

経口投与および強制歩行訓練がRota-rod試験に及ぼす影

響：第 15 回コ・メディカル形態機能学会 、 2016 9.17

京都・京都大学医学部・芝蘭会館

15. 別府秀彦、新里昌功、水谷謙明、千原猛、稲垣秀人、

園田茂；小脳変性マウスへのＤ型セリン投与および強制歩

行訓練による 運動失調改善の検討とその機序

第 48 回藤田学園医学会 2016 10,6-10.7 豊明・藤田保

健衛生大学

16. 別府秀彦、千原猛、水谷謙明、新里昌功、玉井育子、

高橋久英、園田茂

小脳変性マウスへのＤ型セリン投与および強制歩行訓練に

よる 運動失調改善の検討とその機序：第 14 回日本機能性

食品医用学会 2016 12 10-12 11；東京・順天堂大学・お

茶の水キャンパス

17. 別府秀彦、新里昌功、千原猛 、水谷謙明、玉井育子、

稲垣秀人、園田茂、高橋久英；小脳変性マウスへのＤ型セ

リンおよび強制歩行訓練の単独・併用介入が運動失調改善

を示す機序の検討：第 27 回生物試料分析科学会 2017

2.11-2.13、新潟 朱鷺メッセ
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