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研究成果の概要（和文）：運動は、ラット脳外傷後にトレッドミルにより強制運動を負荷した群

と運動を行っていない非運動群を経時的に屠殺した。免疫組織学的な検討に加えて、損傷周囲

組織からの神経幹細胞の単離を試みた。脳損傷後、非運動群において損傷周囲で１日、３日及

び 7 日後で nestin（神経幹細胞のマーカー）及び Ki67（分裂細胞のマーカー）陽性細胞が認め

られた。特に運動群では多数の大型の nestin 陽性細胞と多数の Ki67 陽性細胞が見られ、nestin

陽性細胞は Ki67 陽性を示した。さらに非運動群に比較し運動群は損傷後３日及び７日で nestin

及び Ki67 陽性細胞数の有意な増加を示した。Exvivo の実験において非運動群では損傷後３日

の損傷周囲組織からのみ sphere の単離ができたが運動群では損傷後３日及び７日で sphere の単

離ができた。単離された sphere 数は非運動群に比較し運動群で有意な増加が見られた。Sphere

は神経細胞、アストロサイト及びオリゴデンドログリアへの分化を示す、neurosphere と考えら

れた。運動は損傷周囲では神経細胞やグリア細胞へ分化可能な神経幹細胞に対し、損傷後引き

起こされる細胞障害や細胞死に保護的に働いていることが示された。脳外傷後に運動（リハビ

リテーション）をすることは脳損傷後における神経再生治療に有効である可能性が示された。 

 
研究成果の概要（英文）： Wistar rats received traumatic brain injury (TBI) and were randomly divided 

into two groups: 1) non-exercise group and 2) exercise group. The exercise group ran on a treadmill for 

30 min/day at 22 m/min for 7 consecutive days. Immunohistochemistry was used to monitor neural stem 

cell (NSC) proliferation around the damaged area and ex vivo techniques were used to isolate NSCs from 

the damaged region in both groups. The number of nestin as a maker of NSC- and Ki67 as a marker of 

proliferation cell-positive cells observed at 3 and 7 days after TBI was significantly greater in the exercise 

group than in the non-exercise group (P<0.01). Furthermore, most nestin-positive cells in the exercise 

group co-localized with Ki67-positive cells. In ex vivo studies, spheres could be isolated from injured 

brain tissue from the exercise group at 3 and 7 days following TBI, but at only 3 days in the non-exercise 

group. The number of spheres isolated from injured brain tissue was greater in the exercise group than in 

the non-exercise group. Spheres were immunopositive for nestin and comprised of NSCs that could 

differentiate into neurons and glia. Exercise increases the proliferation of NSCs around the damaged area 

following TBI. Therefore, exercise therapy (rehabilitation) in the early phase following TBI is important 

for recuperation from cerebral dysfunction induced by TBI. 
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１．研究開始当初の背景 

日本では交通事故や不慮の事故による脳外
傷による死亡や神経障害の後遺症を有する
患者が激増している。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 

(1)本研究では脳外傷部局所における神経再
生と運動及び記憶学習との関係を組織学的、
生化学的、生理学的および運動学的手法を用
いて解明することを目的とする。 
 
(2)本研究の目的は脳外傷部局所における神
経再生と運動との関係を明らかにすること
である。本研究には 10週齢 Wistar ラット ♂
を用い、pneumatic control injury device
で脳外傷を与えた後、強制運動のトレッドミ
ルを負荷し、強制運動後の傷害部位周囲の神
経再生を評価する。 

 

３．研究の方法 

(1) モデル動物の作製 
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。 
 
(2)運動方法 

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。 
 
(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)nestin と Ki67 に関する二重染色 

損傷後3日の運動群及び非運動群の切片を
用いて nestinと Ki67の蛍光二重染色を行っ
た。その後、共焦点レーザー顕微鏡を用いて
観察及び写真撮影を行い、運動群及び非運動
群の評価を行った。 
 

(5)神経幹細胞の単離 
損傷後 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、神経幹細胞の培養培地にて大脳皮質を
ピペッティングにより分散させた。分散させ
た細胞を１脳当たりオルニチンおよびフィ
ブロネクチン処理した培養皿(径 6cm)一枚に
蒔き、5% CO2 下にて 3 日間培養した。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、上記培地にて
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。さら
に細胞の分化を調べるために sphere をオル
ニチン処理した丸形カバーガラスが入った
24well の培養プレートにて４日間培養した。 
 
(6) 培養細胞の免疫染色 

分離された sphere が神経幹細胞であるか
調べるために分化誘導実験を行った。sphere
を上記カバーガラス上にて分化誘導用培地
を用いて培養を行い、培養 4 日後に細胞を固
定し、幼弱な神経細胞のマーカー；Tuj1,ア
ストログリア細胞のマーカー；GFAP,オリゴ
デンドログリア細胞のマーカー；O4 抗体を用
いて免疫染色を行い、神経細胞やグリア細胞
への分化を確認した。 
 
４．研究成果 
(1)nestin 及び Ki67陽性細胞数の変化 

損傷後 3、７日において運動群では非運動
群に比較して大型の細胞質を有する nestin
陽性細胞が多数存在した(図 1)。また 7 日後
では非運動群では損傷周囲に nestin 陽性の
突起を多数認めたが、運動群では見られなか
った(図 1)。nestin 陽性細胞数は非運動群に
比較し、運動群で有意に増加した (P<0.01, 
図 1)。また損傷後３、７日において Ki67 陽
性細胞数は非運動群に比較し運動群で有意
に増加していた (P<0.01, 図 2)。 

 
図-2．Ki67の発現 

図-1．nestin の発現 
 



(2)nestin と Ki67の蛍光二重染色 
  脳外傷後の損傷周囲組織による nestin 及

び Ki67蛍光二重染色像を図-3に示した。 
損傷後 3日では運動群及び非運動群で nestin

陽性細胞が Ki67陽性
を示した。しかし、
損傷後 7 日では運動
群では nestin陽性細
胞が Ki67陽性を示し
たが非運動群ではほ
とんどの nestin陽性
細胞が Ki67陽性を示
さなかった。 

 
図-3．nestin 及び Ki67 蛍光二重染色 
 
 
(3)神経幹細胞の分離 
 損傷周囲組織から損傷後 1日では非運動群
及び運動群で neurosphereの分離はできなか
った(図 4)。損傷後 3 日では非運動群及び運
動群の組織から neurosphere の分離ができ、
その数は非運動群に比較して運動群の損傷
周囲組織から得られた neurosphereの数が有
意に多く分離できた(P<0.01, 図 4)。しかし
ながら、損傷後 7  日では非運動群からは
neurosphere の分離はできなかったが運動群

の組織からは分離が
できた。さらに、そ
の neurosphere はほ
とんどが nestinに陽
性を示した(P<0.01,
図 4)。 
                

図-4. neurosphere の分離 
 
 
(4)神経幹細胞の分化誘導 

 分 離 さ れ た
neurosphere は神経細胞、
アストログリア細胞及び
オリゴデンドログリア細
胞へ分化した(図 5)。 
 
 
 

図-5．神経幹細胞の神経細胞及びグリア細胞
への分化 
 
(5)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[5]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[2,6]。さらに
運動は海馬や SVZ における bFGF の産生を増
加させ、nestin 陽性の神経幹細胞の分裂を促
進さ、neurogenesis を引き起こすが報告され
ている[7]。また、運動は海馬や SVZ におい
て brain-derived neurotrophic factor 
(BDNF) の産生増加や TrkB受容体を増加させ
ることにより分裂能を持つ神経幹細胞を増
加させ neurogenesis を促進させることが報
告されている[8]。さらに脳内で産生された
insulin-like growth factor 1(IGF1) [9]や
Growth hormone (GH) [10]は海馬において神
経幹細胞の分裂促進させることが報告され
ている。運動は IGF１や GHの産生を増加させ、
海馬での神経幹細胞の増殖促進が報告され
ている[9,10]。ラット脳虚血モデルを用いた
実験においても脳虚血後の運動は海馬や SVZ
での分裂能を有する神経幹細胞の増加や
neurogenesis を促進させることが報告され
ている [11,12] 。これらのことから運動群
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。こ
のことから損傷早期において運動群では非
運動群に比較し分裂能を有する神経幹細胞
が多く存在すると考えられる。 

さらに運動は脳虚血モデルを用いた実験
で脳内において虚血後に発生した水酸化ラ
ジカル hydroxyl radical (·OH)やスーパーオ
キサイド super oxide (O2

-)が引き起こす酸化
ストレスを減少させ、神経細胞死を抑制する
ことが報告されている[13]。我々は最近の報
告で脳外傷後に発生する(·OH)やスーパーオ
キサイド super oxide (O2

-)が神経幹細胞の細
胞死を引き起こし、ラジカルスカベンジャー
が神経幹細胞死の保護作用をすることを報
告した。このことから運動が脳外傷後に発生
する(·OH)やスーパーオキサイド super oxide 



(O2
-)を減少させることにより神経幹細胞の

障害が軽減され、nestin 陽性細胞が増加した
かも知れない。 
 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。Fig6 の様に損傷
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。   
 非運動群と運動群で単離された sphere の
免疫染色では sphere全体的に nestin 陽性を
示し Tuj1、Vimentin には陰性であった。本
実験で得られた sphere の培養液より bFGFお
よび EGF を取り除き、更に 4 日後の免疫染色
で Tuji1 と GFAP の陽性細胞が認められた。
さらに O4 陽性細胞が認められた。我々は損
傷早期の損傷周囲組織から neurosphereが得
られ、神経細胞やグリア細胞への分化能を有
することを報告した[1]。このことから本実
験で単離培養された sphere は neurosphere
であり神経細胞とグリア細胞への分化をす
ることが確認された。 
 神経幹細胞の由来に関して、損傷後、周囲
のアストロサイトが反応性に幼若化し
nestin を持つ神経前駆体となり新しい神経
細胞に分化するということが報告されてい
る[14,15]。さらに我々はラット培養Ⅰ型ア
ストロサイトが bFGF 存在下で幼若化し
nestin 陽性神経幹細胞へと変化し、神経細胞
やグリア細胞へ分化することを報告した[6]。
また SVZや SEZに存在する神経幹細胞が障害
部位に migrationするという報告も見られる
[16-18]。しかしながら現在の所、脳外傷後
に出現する nestin 陽性細胞の起源は SVZ や
SEZ から神経幹細胞が移動してきたのかアス
トロサイトが反応性に幼若化し nestin 陽性
細胞が増加したのかは明確ではない。本実験
でも明らかではなく今後の実験課題である。 
 
 

(6)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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