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研究成果の概要（和文）：外傷的脳損傷での運動が及ぼす外傷的脳損傷後に出現する神経再生や神経幹細胞に対
する影響を今回実験的に検討した。特に損傷周囲に出現する神経幹細胞に注目し免疫組織化学的exvivo的方法に
より検討した。脳外傷後の早期に行う運動は脳外傷により引き起こされる損傷周囲組織に出現する増殖能を有す
る神経幹細胞を含むnestin陽性細胞数を増加させると考えられた。損傷早期に運動を行うことは神経再生を視野
に入れた運動治療（リハビリテーション）にとっても重要であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：From our current study, we propose that the exercise in the early following 
traumatic brain injury increases the number of nestin-positive cells-including NSCs- with the 
potential to differentiate into neurons and glia around the area damaged by TBI, and enhanced 
proliferation activity of neural stem cells (NSCs) around damaged area after traumatic brain injury
(TBI). Therefore, the exercise therapy (rehabilitation) in the early phase following TBI is very 
important for recuperation of induced cerebral dysfunction following TBI.

研究分野： 神経化学

キーワード： 脳外傷　運動　神経再生　リハビリテーション

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳外傷後早期から運動（リハビリテーション）をすることは脳損傷後における損傷部位での神経幹細胞の増殖能
力を高め、神経再生を誘導し、神経再生治療に有効であり、早期からの運動が社会復帰を早める可能性が示され
た。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 脳外傷は、全米の疫学的調査によれば毎年 150 万人が受傷し、その 8 割が死亡し、残り 2 割
が後遺症を有し、米国人口の約 2％である 530 万人以上が脳外傷を原因とした障害を持って生
活しているとされている[1]。日本では交通事故や不慮の事故による脳外傷による死亡は年 3.9 万
人であり死亡総数の 4.1%を占める[1]。さらに頭部外傷は近年の治療の進歩により、救命はされ
たものの障害や後遺症を有する症例が死亡者数よりはるかに多く、死亡者数の 2～10 倍以上の
外傷後遺症を有する患者が存在すると推測されている。このように脳外傷は社会的影響の極め
て大きい傷害であり、脳外傷後の脳障害や神経障害の軽減を目指す臨床的アプローチの開発は
非常に重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
申請者らは脳外傷後の早期の運動が外傷局所で神経幹細胞数を増加させることを明らかにし

た。さらに外傷後、早期から長期にわたる運動が脳外傷後に出現する神経幹細胞から成熟神経細
胞への分化・生存・維持を促進し、脳外傷後に起こる脳障害や記憶障害を改善するであろうと考
えた。本研究では長期にわたる運動が及ぼす脳外傷部局所の神経再生を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) モデル動物の作製及び運動方法 

Pneumatic control injury device を用いて Wistar ラット（10週齢♂）に脳外傷を与え、脳
外傷ラットを作製した。その後、脳外傷ラットを任意に非運動群及び運動群の二群に分ける。運
動群のラットには 1 日、1回（1回/15 分）、速度 15m/分の強制運動（トレッドミル）を 7日間
連続で行った。 
 
(2) 神経幹細胞の単離 
 脳外傷後、1、3、7 日に非運動群及び運動群のラット脳の損傷部位を中心に径 2mm の大きさ
で大脳皮質部分のみを実体顕微鏡下で取り出し、培養した。さらに培養 4 日目に培養皿に接着
した細胞を回収し、無処理培養皿に再び細胞を蒔き、10-14 日培養し、sphere を得た。培養皿
一枚ずつ当たりの sphere の数を測定した。 
 
(3) 免疫組織染色 
損傷後 1,3,7 日後（トレッドミル終了後）に非運動群および運動群のラットを 4%パラホルム

アルデヒド液にて灌流固定し、脳を取り出し、損傷最大径の部分より 20m の連続切片を作製
した。連続切片 3 枚ずつを nestin 及び Ki67 抗体で免疫染色し、損傷周囲に発現しているそれ
ぞれの陽性細胞数を対物 20 倍の顕微鏡下で計数した。 
 
(4) Ki67 陽性細胞数と単離 sphere 数の相関 
運動群及び非運動群の Ki67 陽性細胞数とそこから単離された sphere の数との相関を検討し

た。 
 
４．研究成果 
(1) Nestin 陽性像及び陽性細胞数 

 損傷部位周囲の nestin 陽性像を Fig. 1 に示した。損傷後１
日では非運動群および運動群において損傷周囲で nestin 陽性
の小型の細胞が極少数認められた。損傷後 3 日では非運動群及
び運動群で大型で細胞質及び突起に nestin 陽性像を示す大型
の細胞が多数認められたが運動群ではより顕著であった(Fig. 
1A&B)。損傷後 7 日では非運動群では損傷部位周囲に細線維
状の nestin 陽性像が少数認められた(Fig. 1C)。しかしながら
運動群では大型で細胞質及び突起に nestin 陽性像を認める大
型の細胞が多数認められた(Fig. 1D)。 
 Nestin 陽性細胞数の計数結果を(Fig. 1E)に示した。損傷後
１日で非運動群と比較し運動群で陽性細胞数の増加は認めら
れなかった。しかしながら損傷後３、７日でそれぞれ運動群で
非運動群に比較し各で有意な陽性細胞数の増加が認められた
(p<0.01)。 

図-1  損傷後の損傷周囲における nestin 陽性細胞の発現 
 

(2) Ki67 陽性像及び陽性細胞数 
損傷部位周囲の ki67 陽性像を Fig. 2 に示した。損傷後１日では非運動群および運動群におい

て損傷周囲で Ki67 陽性の細胞が極少数認められた(Fig.2A)。損傷後３日では非運動群および運
動群において損傷周囲で Ki67 陽性の細胞が多数認められた(Fig.2B)。損傷後 7 日では非運動群
では損傷部位周囲に Ki67 陽性細胞は極少数認められたが、運動群では多数認められた。 



 Ki67 陽性細胞数の計数結果を(Fig. 2C)に示した。損傷後１日で非運動群と比較し運動群で陽
性細胞数の増加は認められなかった。しかしながら損傷後３、７日でそれぞれ運動群で非運動群

に比較し各で有意な陽性細胞数の増加が認められた(p<0.01)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図-2  損傷後の損傷周囲における Ki67 陽性細胞の発現 
 

 (3) nestin と Ki67 蛍光二重染色 
 損傷後 3、7 日後の損傷部位周囲の nestin と Ki67 蛍光二重染色陽性像を Fig. 3 に示した。損

傷後 3 日において非運動群(Fig.3A-C)及び運動群(Fig.3D-F)
では多数の nestin 陽性細胞がKi67 陽性を示した(Fig.3A-F)。
損傷後 7 日において非運動群では極少数の nestin 陽性細胞
が Ki67 陽性を示した(Fig.3G-I)。しかしながら運動群では多
数の nestin 陽性細胞が認められ、そのほとんどが Ki67 陽性
を示した(Fig. 3J-L)。 
 
 
 
 
 

 
図-3 損傷後 3日の損傷周囲における ssDNA 及び NeuN 陽性細胞の発現 
 
(4) 神経幹細胞の分離及び免疫染色 

損傷後１日の非運動群及び運動群の損傷周囲の組織からでは sphere の
分離ができなかった (Fig. 4A)。しかしながら、非運動群及び運動群で損傷
後３日からえた損傷周囲組織から sphere の分離・培養ができた(Fig. 4B)。
さらに運動群では損傷後７日の組織からも sphere の分離ができた(Fig. 
4D)。分離された sphere の数は運動群で非運動群に比較し有意な増加が認
められた(Fig. 4D, p<0.01)。 
 
 
 

 
図-4 損傷周囲より経時的に単離した神経幹細胞及び sphere 数の変化 
 

(5) Ki67 陽性細胞数と単離 sphere 数の相関 
図-4 に Ki67 陽性細胞数と単離 sphere 数の相関を示

した。y=0.0527x-0.6928、相関係数 R2=0.9901 で Ki67
陽性細胞数と単離 sphere 数間に有意な相関を認めた(図
-5, P<0.01)。 

 
 
 

図-5  Ki67 陽性細胞数と単離 sphere 数の相関 
 

(6) 考察 
ラット脳外傷モデルでは非運動群及び運動群で損傷後１日より 7 日まで nestin の陽性細胞が

認められ、nestin 陽性細胞数が損傷後３日で最大になった。この結果は以前我々の報告した結
果と一致した[1,2]。さらに Changjong Moon ら[3]が行った cryoinjury では大脳皮質の損傷周囲
で nestin 陽性細胞が損傷後 24 時間から増加し始め 4 日まで増加し、次いで減少することを報
告している。さらに A.G.Douen ら[4]が行った ablation injury 実験では nestin の陽性細胞は大
脳皮質の損傷周囲で損傷後 3 日で最大になることを報告している。また S.Chen ら[3]による CCI



モデル実験でも損傷後 24 時間から 7 日で nestin 陽性像が見られ 4 日で陽性数が最大になるこ
とを報告している。これらのことから損傷周囲では損傷後 3,4 日後に nestin の発現のピークを
むかえると考えられた。 
運動群で非運動群に比較し損傷早期でKi67陽性細胞が有意に増加し、Ki67陽性を示すnestin

陽性細胞が多く認められた。bFGF は神経幹細胞に作用し神経幹細胞分裂を促進させることが知
られている[4]。このことから運動群が非運動群に比べて損傷早期で Ki67 陽性細胞が増加し、運
動群で nestin 陽性細胞が Ki67 陽性を示す細胞が増加したと考えられる。 
損傷後１日、３日、7 日の損傷周囲の大脳皮質部分のみを実体顕微鏡下で分離し nestin 陽性

細胞の単離を試みた。３日後では非運動群及び運動群では nestin 陽性の sphere を単離するこ
とが出来たが sphere 数において運動群では有意な増加が見られた。また、７日では非運動群で
は sphere の単離ができなかったが運動群において nestin 陽性 sphere の単離ができた。損傷周
囲で免疫組織学的に見られる Ki67 陽性細胞の数と損傷周囲部位から単離した sphere 数は相関
しており、損傷周囲の Ki67 陽性細胞数と神経幹細胞数は相関するものと考えられた。 
脳組織損傷周囲における nestin 陽性細胞及び Ki67 陽性細胞数においても損傷後３日と７日

において運動群で非運動群に比較し有意な増加を認めた。これは運動が脳外傷後に損傷周囲組
織における nestin 陽性細胞に含まれる神経幹細胞の増殖能を高めていると考えられた。これら
のことから脳外傷後の Ki67 陽性細胞に増殖期の神経幹細胞が含まれており、重要であると考え
られた。  

 
(7) まとめ 
脳外傷後の早期に行う運動は脳外傷により引き起こされる損傷周囲組織に出現する増殖能を

有する神経幹細胞を含む nestin 陽性細胞数を増加させると考えられた。損傷早期に運動を行う
ことは神経再生を視野に入れた運動治療（リハビリテーション）にとっても重要であると考えら
れた。 
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