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研究成果の概要（和文）：3週間のトレッドミル運動後にラット脳梗塞を作成し、脳梗塞発症前の定期的な運動
による脳梗塞後の神経保護作用機序について調べた。運動群の脳梗塞体積は非運動群と比較し有意に縮小し、機
能改善も認められた。反応性アストロサイトのマーカーであるGFAPや毛細血管のマーカーであるPECAM-1の発
現、BDNFやMKの発現がペナンブラ領域で有意に増加していた。神経細胞死に関与するCaspase 3とフリーラジカ
ル組織傷害のマーカーであるNitrotyrosineの変化を確認した結果, 運動群の発現量が有意に減少しており, 神
経栄養因子の発現増加がアポトーシス や 酸化障害を抑制している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the neuroprotective effects of preconditioning exercise on 
brain damage and the expression levels of the midkine (MK) and brain-derived neurotrophic factor 
(BDNF) after brain ischemia. After the 3 weeks exercise program, stroke was induced. The infarct 
volume, neurological deficits and motor function in the Ex group were significantly improved 
compared to that of the No-Ex group. The expression levels of MK, BDNF, GFAP, and PECAM-1 were 
enhanced in the Ex group compared to the expression levels in the No-Ex group after brain ischemia, 
while the expression levels of activated caspase 3 and NT were reduced in the area surrounding the 
necrotic lesion. Our findings suggest that preconditioning exercise reduced the infract volume and 
ameliorated motor function, enhanced expression levels of MK and BDNF, increased astrocyte 
proliferation, increased angiogenesis, and reduced neuronal apoptosis and oxidative stress.

研究分野：リハビリテーション医学
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１．研究開始当初の背景 
高齢化社会を迎え、脳血管障害の羅患率は
増加し、身体運動機能障害などの原因として
大きな問題となっている。近年、心臓や脳に
対して致死的とならないストレス（軽い虚血
など）を負荷させるとその後の強いストレス
（虚血、酸化ストレスなど）による細胞障害
が軽減されることが報告されており、この現
象はプレコンディショニングとして知られ
ている。脳梗塞発症前運動も脳虚血耐性を引
き起こし中枢神経傷害時の神経保護効果を
高め、運動機能改善に繋がることが報告され
ている。脳梗塞モデル動物において、脳梗塞
前の規則的なトレッドミル運動による神経
保護作用や脳梗塞縮小効果が示唆されてお
り、そのメカニズムには血管形成、神経栄養
因子の発現、アポトーシス抑制などが関与し
ている。人を対象とした後方視的な研究や前
向き研究でも脳卒中発症前の身体活動が脳
卒中度の機能的帰結に影響を及ぼすことが
報告されている。 
リハビリテーション医学では脳卒中後の
機能回復を得るために、様々な運動・治療ア
プローチが行われている。動物モデルにおい
て、脳梗塞後早期からの適度な運動は、脳梗
塞巣縮小効果、神経機能の改善、brain 
derived neurotrophic factor(BDNF)、nerve 
growth factor(NGF)などの神経栄養因子の
発現量の増加を促進することが報告されて
いる。しかしながら、脳梗塞発症前・後の運
動療法による神経保護作用のメカニズムや
神経保護作用を生じる適切な運動強度や頻
度、運動量などは十分に解明されていない。
また、薬物治療と運動療法の併用効果に関し
ては明らかになっていない。 
これまで、研究代表者らは、脳梗塞モデル
ラットを使用して脳梗塞後の早期運動療法
が成長因子の発現と機能回復に及ぼす影響
や、脳梗塞後の早期運動療法と神経血管保護
薬による併用治療が脳組織保護と運動機能
の回復に及ぼす影響を明らかにしてきた。研
究代表者らのリハビリテーションの視点に
立った脳血管障害後の運動療法による脳神
経保護と機能回復に関する研究報告により、
運動療法による細胞内への影響が明らかと
なってきているが、予防的運動トレーニング
や運動療法による脳梗塞後の神経保護メカ
ニズムに関してはまだ完全に解明されてい
ない。 
そこで、本研究では、脳梗塞前定期的な運
動トレーニングが脳梗塞後の脳梗塞巣に及
ぼす影響を組織学的に観察し、アポトーシス
抑制や神経保護のメカニズムを分子生物学
的に調べ、予防的運動トレーニングの科学的
根拠を検討した。 

 
２．研究の目的 
脳梗塞前の定期的な運動トレーニングが
脳梗塞巣に及ぼす影響を組織学的に観察し、
アポトーシス抑制や神経保護のメカニズム

を分子生物学的に検討することである。 
 
３．研究の方法 
実験動物には7週齢のSprague-Dawley(SD)
系雄性ラットを用いた。3 週間のトレッドミ
ル運動後に脳梗塞を作成した運動群（Ex 
groups, n=11）、3週間のトレッドミル運動だ
け行い脳梗塞を作成しない運動のみの群（Ex 
only groups, n=6），3週間のケージ内での自
由飼育後に脳梗塞を作成した非運動群
（No-ex groups, n=11）、3週間のケージ内で
の自由飼育のみの正常群（Control groups, 
n=6）に分けた。運動群は 25m/min に設定し
てトレッドミル運動(30 分/日、5 回/週)を 3
週間行った。非運動群は飼育ケージ内で 3週
間自由飼育した。3 週間後、小泉の方法に準
じてラット左内頚動脈から糸を挿入し、60 分
間の虚血と再灌流により中大脳動脈領域の
脳梗塞モデルを作製した。今回の運動がラッ
トにとってどの程度のストレスになってい
るかを知るために、定期的に体重を測定した
結果、3 週間の運動負荷による体重減少は認
められなかった。 
脳梗塞作成 2日後に、神経学的評価として
Neurological Score(NS)、運動-感覚機能評
価として、歩行時のバランス能力を評価する
Beam Walking test(BW)、バランスと耐久性
を見る Rota Rod(RR)テスト 、前肢の感覚運
動機能評価として麻痺側と非麻痺側でテー
プテストを行った。評価終了後に脳を採取し
て、2mm 間隔の前額断を作成し TTC 染色を行
った。TTC 染色切片をコンピューターに取り
込み Scion Image Software を使用して脳梗
塞巣の体積を測定した（Fig 1A）。また、組
織学的な評価として HE 染色を行った。神経
栄養因子である BDNF と MK、反応性アストロ
サイトのマーカーである GFAP、毛細血管のマ
ーカーである PECAM-1、酸化障害のバイオバ
ーカーである Nitrotyrosine(NT)、アポトー
シスのマーカーである Caspase 3 の免疫組織
化学染色を行い、各群の皮質ペナンブラ領域
における陽性面積を定量化した（Fig1A,B）。 
さらに運動群、非運動群（各 4匹）を用い
てウエスタンブロッティング法による BDNF 、
MK、GFAP、PECAM-1、NT、Caspase 3 タンパク
の発現量を調べた。 
 
４．研究成果 
脳梗塞巣の体積は非運動群と比べて運動
群が有意に縮小していた（Fig 1A, C）。HE 所
見より大脳皮質や線条体に壊死像が観察さ
れた（Fig 1B） 
Fig 2 に神経学的評価、運動-感覚機能評価
の結果を示す。神経学的評価（Fig 2A）や運
動-感覚機能評価（Fig 2B-D）は正常群と比
較して有意に低下した。NS（Fig 2A）や RR
（Fig 2D）は運動群と非運動群に有意な違い
は見られなかった。運動群の BW（Fig 2C）テ
ストは非運動群と比較して有意に高値であ
ったが、運動群間による違いは見られなかっ



た。テープテスト（Fig 2B）は、右前肢の反
応時間が左前肢より有意に長く、反応が鈍く
なっていた。また、非運動群と比較して両運
動群の反応時間が短かった。 

Fig 1. Representative TTC stained cerebral sections 

of the Ex and No-Ex groups (A), HE stained cerebral 

sections of the Ex group (B) and the infarction volume 

(A) 48 h after MCAO. The infarction volume in the Ex 

group was significantly decreased compared to the 

No-Ex group. Two rectangle areas (B) in the motor 

cortex of ischemic penumbra surrounding the necrotic 

lesions (*) of the rectangle areas (A; #3 out of 6 

consecutive TTC sections from the cranial to the 

caudate region) were used for the quantitative 

analysis of immunolabelled areas. Data are presented 

as mean ± SE. * 

Fig 2. Neurological assessment and sensorimotor 

function after MCAO. The neurological scores (A), the 

sticky tape removal test (B), the beam walking 

scores(C), and rotarod walking times (D) are shown. 

After MCAO, the rats were observed for any 

neurological deficits and sensorimotor dysfunction. 

The rats in the Ex group had improved performance in 

the sticky tape-removal test and beam walking score 

compared to the No-Ex group. However, the 

neurological scores and walking times (rotalod) were 

not significantly different between the Ex and No-Ex 

groups. We showed the values of control groups in all 
neurobehavioral test, because the neurobehavioral 

score of Ex-only and Control groups were similar. 

Data are presented as mean ± SE. * P<0.05 ** P<0.01 
 
運動群の BDNF 発現量は非運動群と比べて
有意に増加していた（Fig 3A,C）。正常群の
脳では MK の発現は観察されなかったが、運
動群、非運動群ともに脳梗塞周辺部に発現が
観察された。非運動群と比較して運動群では
MK の発現量が増加していた（Fig 3A,B）。 

Fig 3. Photomicrographs of MK and BDNF 

immunoreactivities (A), graphs of the areas of MK (B), 

and BDNF (C) positive cells. MK immunoreactivity was 

not detected in the normal intact brain. After MCAO, 

MK expression was observed in the sensorimotor areas 

surrounding the necrotic lesions. The MK expression 

levels in the Ex group were significantly increased 

compared to the No-Ex group. BDNF expression was 

significantly increased in the Ex group and Ex-only 

groups compared to the No-Ex group. The left side of 

the photomicrographs in the Ex and No-Ex groups show 

the necrotic lesions. Data are presented as mean ± 

SE. * p<0.05, ** p<0.01; scale bar in all panels = 

50µm 

Fig 4. Photomicrographs of GFAP and PECAM-1 

immunoreactivities (A); graphs of the areas of GFAP 

(B) and PECAM-1 (C) positive cells. After MCAO, GFAP 

expression in the Ex group was significantly 

increased compared to the No-Ex and Control groups. 

PECAM-1 expression in the Ex group was significantly 

increased compared to the No-Ex group. The left side 

of the photomicrographs in the Ex and No-Ex groups 



show the necrotic lesions. Data are presented as mean 

± SE. * p<0.05, ** P<0.01; scale bar in all panels 

= 50µm 

 
運動群における GFAP（Fig 4A,B）、PECAM-1
（Fig 4A,C）の陽性細胞は有意に増加してい
た。反対にCaspase 3（Fig 5A,B）、NT（Fig 5A,C）
陽性細胞は非運動群と比較して運動群で有
意に低下していた。二重染色の結果、Caspase 
3、NTの発現は神経細胞で観察された（Fig 5D）。 

Fig 5. Photomicrographs of caspase-3 and 3-NT 

immunoreactivities (A); graphs of the areas of 

caspase-3 (B) and 3-NT (C) positive cells. After MCAO, 

caspase 3 and 3-NT expression levels in the Ex and 

No-Ex groups were significantly increased compared 

to the Control or Ex-only groups. The Ex group had 

a significantly reduced number of Caspase-3 and 3-NT 

positive cells compared to the No-Ex group. Caspase-3 

and 3-NT immunoreactive cells were co-localized with 

the neuronal marker NeuN in the brain cortex (D). The 

left side of the photomicrographsin in the Ex and 

No-Ex groups show the necrotic lesions.  Data are 

presented as mean ± SE. * p<0.05, ** p<0.01; scale 

bar in all panels of A = 50µm, Scale bar in all panels 

of D = 25µm 
 
ウエスタンブロット法により運動群、非運
動群のタンパク発現量を観察した結果、GFAP
の発現量以外は免疫組織化学的結果と同様
であった（Fig 6）。 

Fig 6. Expression profiles by western blot analysis 

in ipsilateral hemisphere (A). Western blot analysis 

revealed that the protein levels of MK (B), BDNF (C), 

and PECAM-1(E) were significantly higher in the EX 
group than in the No-Ex group. The protein levels of 

Caspase 3 (F) and NT (G) were significantly lower in 

the EX group than in the No-Ex group. However, result 

of the western blot analysis of GFAP (D) did not 

indicate clear difference between the Ex and No-Ex 

groups. Data are presented as mean ± SE. * p < 0.05, 

** p < 0.01 
 
今回の研究より、脳梗塞前の規則的な運動
トレーニングには脳梗塞縮小効果や機能回
復促進が期待できることが示唆された。その
メカニズムとして神経栄養因子 MK、BDNF の
発現量増加、アストロサイトの増殖、血管増
生の増加、神経細胞死や酸化ストレスの減少
が関与していることが示された。 
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