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は じ め に
　発症後早期からのリハビリテーションは機能改善を
促進させることが多くの臨床研究で確かめられており，
脳卒中ガイドライン 2015 においても強く推奨されてい
る。動物実験による基礎研究においても，早期リハビリ
テーションの有効性が示されている 1‒3）が，その一方
で，早期リハビリテーションが脳傷害を増悪させること
も報告されている 4）5）。これらの報告のもと，基礎研究
分野では，脳卒中早期リハビリテーションの効果は脳傷
害の起因，重症度，部位で異なり，それぞれの病態に適
切な介入時期があることが近年の国際的な見解となって
いる。しかし，現在の早期リハビリテーションは，その
介入効果が科学的に十分検証されていないまま提供され
ており，対象者によっては不適切な介入が行われている
おそれがある。そのため，早期リハビリテーションの有
効性を科学的に実証する基礎研究は，重点的かつ早急に
取り組むべきリハビリテーション分野の最重要課題であ
るといえ，新しい脳卒中早期リハビリテーション方針の
策定にもつながる。これまでの研究で，コラゲナーゼ注
入法で作製した線条体出血モデルラットを用いて，運動
療法の実施時期の違いが運動機能障害に与える影響につ
いて検証した。トレッドミル走行を使用し，発症後 2日
目から介入した群（早期介入）と発症後 8日目から介入
した群（後期介入）の運動機能を経時的に評価して比較
検証を行った。その結果，早期介入の方が後期介入より
運動機能の改善効果が高いことが分かった。大脳皮質の
厚さを解析したところ，早期介入は後期介入と比較し
て，皮質の萎縮抑制効果が高く，さらに，皮質を層別に
解析したところ，運動出力に関わる細胞がある第Ⅴ層の
萎縮を抑制していた。これらの結果から，脳出血後の早
期介入は，大脳皮質の萎縮を抑制することで運動機能回
復を促進させることが分かった。皮質の萎縮は，神経細
胞数の減少や樹状突起・シナプスの退縮によって引き起
こされる。脳出血後の運動療法は，神経細胞数の減少抑
制，すなわちアポトーシス細胞死の抑制効果があり，さ
らに，樹状突起の退縮抑制効果があることが報告されて

いる。そこで，本研究では，神経細胞の減少と樹状突起
の退縮が早期介入によって抑制されているか後期介入お
よび非介入と比較検証する。

対象と方法
1．実験動物と実験群
　本研究には，Wistar 系雄性ラット（n=52）を用いた。
全ラットは 12 時間の明暗サイクルの下，餌と水を自由
摂取できる標準ケージで飼育した。すべての処置は新潟
医療福祉大学動物実験委員会の承認を得て行った。実
験群には偽手術 +非介入群（SHAM群；n=14），脳出
血 +非介入群（ICH 群；n=13），脳出血 +早期介入群
（ICH+ET；n=13），脳出血 +後期介入群（ICH+LT；
n=12）の 4群を設けた。

2．脳卒中モデルラットの作製
　ペントバルビタールナトリウム腹腔内投与麻酔下に
て，ラットを脳定位固定器に固定した。頭部の皮膚を
切開して頭蓋骨を露出させた後，ドリルでブレグマ縫
合から左外側 3.6 mmの位置に小穴を開けた。ステンレ
ス製カニューレを頭蓋骨表面から深度 6.0 mmまで挿入
した。血管壁を脆弱化させるコラゲナーゼ（TypeIV，
200 U/min，1.6 µ l，Sigma 社）を，マイクロシリンジ
ポンプ （Eicom社）を用いて 0.2 µ l/min の流速で 8分間
注入した。注入終了後，切開した頭部の皮膚を縫合し，
切開部を消毒した。

3．運動条件
　運動介入にはトレッドミル走行を使用した。走行速度
は，介入初日は 9 m/ 分，その後は 11 m/ 分とし，走行
時間は 60 分とした。走行期間は，ICH+ET 群は術後 2
日目から 8 日間まで，ICH+LT 群は術後 9 日目から 15
日目までとした。

4．運動機能評価
　運動機能評価には Forelimb Placing test を用いた。
本評価ではラットの髭をテーブル端に付けたときの前肢
の運動応答から運動麻痺の程度を評価できる。本評価を
10 回試行し，前肢の運動応答回数を測定した。評価日
は，術後 1日目，8日目，15 日目とした。

5．神経細胞数の解析
　術後 16 日目に，全ラット（SHAM群；n=6，ICH群；
n=5，ICH+ET 群；n=7，ICH+LT 群；n=7）を生理食
塩水で灌流脱血し，その後，4%パラフォルムアルデヒ
ドで灌流固定した。脳を採取し，同溶液で後固定した。
40 um 厚の凍結切片を作製し，ニッスル染色を施した。
両側の大脳皮質第V層を光学顕微鏡で観察し，神経細
胞数をカウントした。
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6．樹状突起の解析
　術後 16 日目に，全ラット（SHAM群；n=8，ICH群；
n=8，ICH+ET 群；n=6，ICH+LT 群；n=5）を生理食
塩水で灌流脱血し，脳を採取した。200 um 厚の脳切片
を作製し，FD Rapid GolgiStain Kit を用いて樹状突起
を染色した。光学顕微鏡で傷害側感覚運動野第V層に
おける神経細胞の樹状突起を観察した。ImageJ を用い
て樹状突起を半自動的にトレーシングし，細胞体を中心
に 5 um間隔に描いた同心円と樹状突起の交差点を測定
した。

7．統計学的手法
　Forelimb placing test，神経細胞数，樹状突起と同心
円の全交差点数の群間比較には一元配置分散分析を行
い，その後，Turkey-Kramer 法を用いて多重比較検定
を行った。なお，有意水準は 5%とした

結　　　果
1．Forelimb placing test
　ICH+ET 群は，ICH 群および ICH+LT 群と比較して
術後 8日目と 15 日目に有意に高値を示した（術後 8日
目：ICH 群；1.375 ± 0.595 回，ICH+ET 群；4.167 ±
2.927 回，ICH+LT群；1.574 ± 1.272 回，術後 15 日目：
ICH群；1.125 ± 0.398 回，ICH+ET群；8.0 ± 1.125 回，
ICH+LT群；1.714 ± 0.4 回）。

2．神経細胞数
　傷害側において ICH 群および ICH+LT 群は SHAM
群より有意に低値を示した。また ICH+ET群は ICH群
および ICH ＋ LT群より有意に高値を示した（SHAM
群；53.4 ± 2.1 個 /mm2，ICH 群；44.7 ± 2.2 個 /mm2，
ICH+ET 群；54.4 ± 1.03 個 /mm2，ICH+LT 群；42.3

± 1.2 個 /mm2）。非傷害側では全群間に有意差は認め
なかった（SHAM 群；51.5 ± 1.3 個 /mm2，ICH 群；
54.1 ± 2.8 個 /mm2，ICH+ET 群；52.9 ± 2.0 個 /mm2，
ICH+LT群；47.0 ± 1.8 個 /mm2）。

3．同心円と樹状突起の全交差点数
　ICH群および ICH+LT群は SHAM群より有意に低値
を示した。また ICH+ET群は ICH群および ICH＋ LT
群より有意に高値を示した（SHAM群；365.7 ± 16.3 ヵ
所，ICH 群；271.8 ± 13.5 ヵ 所，ICH+ET 群；413.5 ±
44.2 ヵ所，ICH+LT群；264.5 ± 17.5 ヵ所）。

考　　　察
　本研究から，脳出血後の早期介入による運動機能の改
善は，大脳皮質感覚運動野第V層の神経細胞減少抑制
および樹状突起の退縮抑制が関与している可能性が示唆
された。脳出血モデルラットを用いた先行研究で，血腫
による直接の影響を受けない二次的な変性として大脳皮
質感覚運動野が萎縮することが示されている。これは
大脳皮質感覚運動野における神経細胞の樹状突起の退
縮 6）やアストロサイトの密度や突起数の減少 7）が関与
している可能性が高い。また，本研究の結果から，大脳
皮質感覚運動野第V層における神経細胞数の減少も関
与していることが分かった。先行研究では，脳出血後の
感覚運動野における樹状突起やアストロサイトの二次的
変性が運動介入によって抑制できることが示されてい
る 6）7）。本研究の結果から，運動介入による二次的変性
の抑制効果は，早期からの介入の方が後期からの介入よ
り高いことが分かった。脳卒中発症後早期は，神経成
長因子が多く発現し，その後はNOGOなどの成長抑制
因子が次第に増加する。そのため，発症早期はリハビリ
テーション介入で機能改善を促進させるための重要な時

図 1　樹状突起のトレーシング画像
樹状突起のトレーシングを行った後，細胞体を中心に同心円を描き，交差点数を解析した．図は各群の代表的な樹状
突起のトレーシング画像である（A：SHAM群，B：ICH群，C：ICH+ET群，D：ICH+LT群）．脳出血発症によっ
て樹状突起の退縮を認めた．早期介入によって樹状突起の退縮が抑制されたが，後期介入では抑制されなかった．
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期とされている 8）。神経成長因子は，神経の可塑的変化
や神経細胞死の抑制に関与しているため，早期介入に
よって感覚運動野の樹状突起の退縮抑制や神経細胞の減
少抑制が引き起こされたと考えられる。今後，神経成長
因子や細胞死抑制因子の発現状態について検証する必要
がある。
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