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研究成果の概要（和文）： 加齢による末梢神経および毛細血管の退行を検証し、また高齢期の末梢神経・毛細
血管退行に対する低強度運動の効果を検証した。若年期と高齢期ラットの脛骨神経では高齢群の著明な有髄線維
と毛細血管数の萎縮と減少が認められた。2週間の低強度運動を実施した運動群とコントロール群の神経組織と
血清におけるBDNF（末梢神経線維の修復・生存維持促進因子）とVEGF（血管新生促進因子）の発現量では、運動
群の組織BDNFの増加と血清BDNFの減少がみられ、また運動群の組織VEGFの減少と血清VEGFの増加がみられた。つ
まり、末梢神経と毛細血管は相互補完的作用により双方の生存・再生を可能することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the age-related regression of the tibial nerve and 
capillary, and the effects of the aerobic exercise to aged tibial nerve and capillary. The 
myelinated fibers and capillaries in the tibial nerves of elderly group significantly atrophied and 
deceased in comparison with those of young rats. The tissue and serum BDNF (promoting factor of 
repair and survival of myelinated fiber) of aerobic exercise (Ex) group (2 weeks) significantly 
increased and decreased in comparison with those of control (Con) group, respectively. In contrast, 
the tissue and serum VEGF (promoting factor of angiogenesis) of Ex group significantly decreased and
 increased in comparison with those of Con group, respectively. According the above results, it has 
been revealed that both the peripheral nerve and capillary are able to survive and regenerate with 
complementary relation.

研究分野：応用健康科学
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１．研究開始当初の背景 
近年、我が国では高齢者人口の増加に伴う

大腿骨頚部骨折者が年間 14 万人に上り、そ
の 1/5が寝たきりになるとされ、社会的問題
になっている（厚生労働省保険局調査課，
2008）。大腿骨頚部骨折は、そのほとんどが
単純な転倒により発生する。転倒因子には、
筋力低下、バランス能力低下および歩行能力
低下が報告されている（Lord SR, et al. Age 
Ageing 1994）。特に筋力低下に関して、その
原因となる加齢性筋肉減弱症（サルコペニ
ア）が注目されているが（Lexell J, J Neurol 
Sci 1992）、そのメカニズムは未だ解明され
ていない。一方、近年末梢神経の萎縮が高齢
期に進行し、転倒を引き起こす要因と考えら
れ始めている（ Nardone A, et al. Clin 
Neurophysiol 2007; Nardone A, et al. Clin 
Neurophysiol 2004; 崎田ら, 健康科学 2010）。
近年の知見では、加齢によりサルコペニアに
先行して末梢神経の萎縮が生じることが明
らかにされており(Liu J, et al. Cell Metab 
2013)、高齢者の転倒原因を根本的に覆す可
能性がある。生理学的研究では、末梢神経機
能低下が筋力低下よりもバランス能を顕著
に悪化させることが明らかにされている
(Sakita M, et al. J Phys Ther Sci 2012)。
しかし、加齢性の末梢神経萎縮が高齢者の転
倒要因であることは社会的にほとんど注目
されておらず、その原因解明と改善策が急務
であろう。 

末梢神経に関する先行研究では、60歳以降
急激に有髄線維数の減少と髄鞘(シュワン細
胞により形成され、軸索に巻き付く絶縁体の
役割をもつ)厚の減少・脱落が生じるとされ
（Verdú E, et al. J Peripher Nerv Sys 2000）、
さらに末梢神経遠位部で萎縮が著明である
こと（Kishi M, et al. Diabetes 2002）が
明らかになっている。この髄鞘の特異的な萎
縮と脱落は、シュワン細胞内の慢性的酸化ス
トレスの増加や酸素不足によるミトコンド
リア機能不全が髄鞘のアポトーシスシグナ
ルを活性化させることで生じるとされる
（Kuramoto T, et al. PLoS Genet 2011）。
このアポトーシスシグナルを活性化させる
シグナル経路の上流では、細胞外から供給さ
れる神経栄養因子やその受容体の減少が想
定されている (Mousavi K, et al. J Neurosci 
2006; Padelli LA, et al. Cell  Mol  Life  
Sci, 2010）。以上の知見から、神経栄養因
子や酸素供給の低下または活性酸素の増加
は、これらの供給源である毛細血管が退行す
ることで生じると推察される。しかし、加齢
による末梢神経と毛細血管の状態は、組織・
生化学的に前向き縦断的検証で明らかにな
っていなかった。 

そこで、研究代表者らはラットの長期間飼
育から、末梢神経の毛細血管構築を縦断的に
検討した。その結果、加齢に伴い末梢神経毛
細血管数の減少、残存毛細血管径と断面積の
縮小を明らかにした(Sakita M, Memoirs of 

Kyoto Tachibana University 2014)。さらに、
高齢ラットに対して低強度運動介入を実施
した結果、自然加齢群よりも有意に運動介入
群の毛細血管数は増加し、また毛細血管径や
断面積も有意に増加することを明らかにし
た(Sakita M, et al. J Phys Ther Sci 2014)。 

毛細血管の退行は、神経退行よりも先行す
るとの報告 (van Dijk EJ, et al. stroke 
2008; Brown WR, et al.  J Neurol Sci 2009)
もあるため、毛細血管退行の予防こそが有髄
線維髄鞘の機能や構造の維持・改善に必須の
要素であると予想される。そこで、研究代表
者はこれまで実証してきた加齢による毛細
血管構築の縦断的知見に加え、生化学的・分
子生物学的に自然加齢による有髄線維髄鞘
と毛細血管の退行を検証し、また高齢期の長
期間運動によるそれらの予防効果を検証す
る必要性があると考えた。 

 
２．研究の目的 
自然加齢による有髄線維髄鞘と毛細血管

の退行を前向き縦断的かつ組織学的に検証
した。また、高齢期の継続運動による末梢神
経有髄線維の髄鞘および末梢神経毛細血管
の加齢性退行に予防効果があるか検証する。
具体的には、末梢神経組織と血清の双方から
神経栄養因子、血管増殖因子等の発現量を
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay（ELISA
法）を用いて測定し、さらに有髄線維と毛細
血管の組織解析を行い髄鞘と神経毛細血管
の相互補完作用と組織構造の改善を明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
（1）末梢神経の加齢による組織学的退行の
検証 

本研究では、Wistar 系雄ラットを用いた。
ラットは、10週齢から飼育を開始（自由飼育）
し、20週齢（若年群（Young）：n=6）と 90週
齢（高齢群（Elderly）：n=6）の時点で先ず
①各群 3 匹から両側脛骨神経（計 12 検体）
を採取した。さらに、➁残りの各群 3匹にお
いて腹大動脈から蛍光剤(10% glucose, 1% 
fluorescent material (PUSR80; Mitsubishi 
Pencil, Tokyo, Japan))を灌流し、その後両
側脛骨神経（計 12 検体）を採取した。各検
体は、採取後直ちに-80℃で凍結保存した。 

①の検体は、遠位端から 3㎜切離し、4%パ
ラホルムアルデヒド溶液に組織を浸漬させ
た。その後、検体サンプルを Tissue Tek OCT
コンパウンドで包埋し、液体窒素で凍結した。
凍結後に 5μm厚で薄切した。薄切切片は、1％
トルイジンブルー溶液で髄鞘染色した。髄鞘
染色後の切片は、明視野顕微鏡に取り付けた
CMOS カメラ（Moticam 3; Shimadzu, Kyoto, 
Japan）から 1検体サンプルにつき 3枚から 4
枚の画像をパーソナルコンピューター（PC）
に取り込んだ。1画像からランダムに 10個の
有髄線維を選択し，有髄線維径、ミエリン鞘
径，軸索径，G-ratio (軸索径/線維径)を若

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1557091


年群と高齢群で比較した。 
➁の検体からは、凍結脛骨神経を数 mm 切

離後、4 % パラホルムアルデヒドで組織固
定・乾風し、共焦点レーザー顕微鏡(TCS-SP; 
Leica Instruments, Germany)を用いて毛細
血管の 3次元構築像を観察した。毛細血管像
は，1切片につき 1 μm厚の画像を深さ 50 μ
m(計 50切片)までスキャンした 3次元像を PC
に取り込んだ。構築画像からランダムに 10
箇所の毛細血管部位を選択し，血管径を算出
した。 
また、毛細血管の分枝(吻合)数をカウント

した。毛細血管径と分枝(吻合)数を 2群間で
比較した。 
 
（2）高齢期の運動介入による末梢神経有髄
線維の加齢性退行に対する改善効果の検証 
 10週齢から継続飼育した 93週齢 Wistar系
雄ラットをランダムにコントロール群
（Elderly: n=5）と運動群（Ex: n=5）に割
り付けた。運動介入群には、有酸素的持久運
動を実施し、高齢期でも可能な運動強度（ト
レッドミル使用：7m/min, 傾斜角 0°, 1hour）
で 2 週間（6times/wk）実施した。運動後の
血中乳酸値は 2.0mmol/L以下であった。 
 運動介入による 2週間経過後、コントロー
ル群と運動群の各 5匹から一側脛骨神経と血
清を採取し（各々10検体）、凍結保存した。 

①生化学的組織解析 
 採取した検体および血清から ELISA法によ
り神経線維の修復・伸張の促進因子である脳
由来神経栄養因子（BDNF）と毛細血管の新生
促進因子である血管内皮増殖因子（VEGF）の
発現量を検量した。 

➁組織解析 
 採取した検体を 2 重組織固定後（4％パラ
ホルムアルデヒドおよび 2％四酸化オスミウ
ム溶液への浸漬）に脱水、パラフィン包埋を
行い、2μm厚の切片を作成した。作成した切
片は、脱パラフィン後に 0.5％Sudan Black B
溶液にて髄鞘を染色し、明視野顕微鏡観察を
行い、線維径、ミエリン鞘径，軸索径，G-ratio
を計測した。 
 
４．研究成果 
（1）若年期と高齢期の脛骨神経の組織解析 
 若年群と高齢群の有髄線維径の度数分布
において、若年群の度数分布よりも高齢群の
度数分布が有意に左に移動しており、細径有
髄線維が増加していた（P<0.01）（図 1）。さ
らに、脛骨神経薄切切片のトルイジンブルー
染色像においても高齢群の有髄線維は萎縮
が認められ、細径化していた（図 2）。 
 高齢群の有髄線維径、ミエリン鞘径，軸索
径，G-ratio は、若年群と比較して G-ratio
を除き有意に減少した（図 3）。 
 高齢群と若年群の脛骨神経内毛細血管構
築像の解析から、高齢群の毛細血管径と分枝
（吻合）数は若年群よりも有意に減少した 
 

図 1．若年群と高齢群における有髄線維径の 
度数分布 
黒：若年群，白：高齢群 

図 2．若年群と高齢群の有髄線維染色像 
a:若年群，b:高齢群，黒矢印 :有髄線維 
Scale bar=10μm 
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図 3．高齢群と若年群の有髄線維の各項目比較 
Young: 若年群, Elderly: 高齢群, ∗∗: P<0.01 
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（P<0.01）（図 4）。共焦点レーザー顕微鏡
から得られた毛細血管 3次元構築像の観察に
おいても明確に高齢群の毛細血管分枝（吻
合）数の減少が認められた（図 5）。 
以上（1）の結果から、加齢による脛骨神経
内の有髄線維は髄鞘と軸索が同比率で萎縮
していくことが明らかとなった。また、有髄
線維のみならず毛細血管の退行も生じてい
ることを明らかにした。つまり、一般に高齢
期の筋萎縮が報告されるが、同時に末梢神経
と毛細血管の退行も生じていることが考え
られた。 
 
（2）末梢神経線維の修復・伸張を促進させ
る因子である BDNF と血管新生の促進因子で
ある VEGF の発現量を高齢期における 2 週間
の低強度運動後に脛骨神経組織と血清で測
定（ELISA 法）した。高齢期運動群の神経組
織の BDNF 発現量は、コントロール群と比較
して有意な増加（P<0.01）を、VEGFでは有意
な減少（P<0.01）を示した（図 6）。 

 さらに、高齢期運動群の血清 BDNF の発現
量は、コントロール群と比較して有意に減少
（P<0.01）し、逆に血清 VEGF の発現量では
有意に増加した（P<0.01）（図 7）。 
 脛骨神経の Sudan Black B染色像において
は、運動群の密性がコントロール群よりも明
確に高く、また有髄線維の肥大が観察から認
められた（図 8）。 
 運動群の有髄線維径、ミエリン鞘径，軸索
径，G-ratio は、コントロール群と比較して
G-ratioを除き有意に増加した（P<0.01）（図
3）。 

以上（2）の結果から、高齢期の低強度運
動により血清に存在する BDNF は脛骨神経へ
輸送され、有髄線維の修復と再生に寄与し、
また脛骨神経から発現した VEGF は血液に輸
送され、毛細血管の新生に寄与することが考
えられた。つまり、末梢神経有髄線維と毛細
血管は相互補完的作用により双方の生存・維
持を可能にしていることが考えられた。 

運動群とコントロール群の G-ratioに違い
が認められなかったことから、BDNFが髄鞘と
軸索の両者に対して同程度に修復と再生を
促進させる因子と考えられる。また、高齢期
の低強度運動により末梢神経の修復・再生、
毛細血管の新生を促進させることを明らか
にした。 

 

図 5．高齢群と若年群の毛細血管 3次元構築像 
右画像: 若年群, 左画像: 高齢群, 白矢印: 分枝（吻
合）部 Scale bar=100μm 

図 6．高齢期の運動介入群とコントロール群の脛骨神
経における BDNFと VEGFの発現量比較 
左図: BDNF発現量, 右図: VEGF発現量, Elderly: コ
ントロール群, Ex: 運動群, ∗∗: P<0.01 
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図 7．高齢期の運動群とコントロール群の血清におけ
る BDNFと VEGFの発現量比較 
左図: BDNF発現量, 右図: VEGF発現量, Elderly: コ
ントロール群, Ex: 運動群, ∗∗: P<0.01 
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Elderly Ex

図 8．運動群とコントロール群における脛骨神経切片
染色像 
Elderly: コントロール群, Ex: 運動群 

図 9．高齢群と若年群の有髄線維の各項目比較 
Elderly: コントロール群, Ex: 運動群, ∗∗: P<0.01 
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