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研究成果の概要（和文）：本研究は、従来の末梢神経加齢変化の研究が大径神経線維に限られてきたのに対し、
小径神経線維をもターゲットにし、新しい観点からアプローチした。高齢者・超高齢者において小径神経線維の
脱落を認めた。また早期老化モデルマウスでは、後根神経節および大経有髄神経線維の著明な軸索萎縮を認め
た。この結果、末梢神経の｢生理的老化｣での小径神経線維と大径神経線維の脱落を病理学的指標に基づいて証明
した。 またサルコペニアの発症については、末梢神経の加齢性変化の役割が考えられる。
本研究の成果は末梢神経老化現象の解明のみならず、さらに老化と生活習慣病と末梢神経障害の関連という新し
い概念を提唱する可能性を持つ。

研究成果の概要（英文）：Peripheral nerve ageing has been studied in large myelinated nerve fibers. 
However,  ageing of small myelinated  and unmyelinated nerve fibers are unknown. We have found a 
loss of small nerve fibres in subjects over 85　y.o. using the new techniques of skin biopsy.　We　
have　also　observed　severe　nerve　atrophy of large nerve fibres　in　the accerelated　ageing 
mouse model. These results suggested that small nerve fibres are affectd by ageing as well as large 
nerve fibres.
As the super-aging society approaches, the understanding of ageing including the peripheral nervous 
system, is a societal need.  

研究分野：神経内科

キーワード： 末梢神経　加齢現象　サルコペニア　Klotho　マウス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
超高齢社会の到来により老化現象のもたら
す負の影響は早急に解明すべき課題である。
末梢神経の加齢変化を明確にし、それがもた
らす負の影響である「病的老化」の抑制、特
に寝たきり高齢者を減らし健康寿命を維持
することの意義は大きい。 
末梢神経の加齢に伴う普遍的な｢生理的老
化｣として、下肢の振動覚・位置覚の低下・
消失、アキレス腱反射低下・消失、運動・感
覚神経伝導速度の低下を認める(J Anat 
1999;195:563,Ｊ Peripher Nerv Syst 2000; 
5:191)。これらの現象はすべて大径神経線維
の加齢変化であり、小径神経線維の加齢変化
については不明である。これは従来、小径神
経線維の評価が困難であったためだが、近年、
小径神経線維についての検査が可能となっ
た。小径神経線維の加齢性変化が解明されて
初めて末梢神経における「生理的老化」の全
容が明らかになる。またこの「生理的老化」
が高齢者の慢性疾患に伴う「病的老化」に及
ぼすインパクトについての検討はない。この
ため虚弱高齢者の主な病態であるサルコペ
ニアの発症に末梢神経の関与が示唆されて
いるが、末梢神経の｢生理的老化｣の関与は明
らかでない。更に、老齢期に末梢神経の維持
機構に関わるメカニズムの可塑性を喪失す
る臨界の存在が予想され、加齢動物はこの点
を明らかにするためにも重要なツールとな
る。 
 
２．研究の目的 
本研究は高齢・超高齢者および動物モデルを
用いて、まず末梢神経の「生理的老化」につ
いて解明し、次いで「病的老化」としてサル
コペニア発症との関連について追究する。 
末梢神経の｢生理的老化｣として、大径有髄神
経線維についてはアキレス腱反射消失、神経
伝導速度の低下、下肢の振動覚・位置覚の低
下が知られている。しかし小径神経線維の加
齢に伴う病態は明らかでなく、小径神経線維
の「生理的老化」について解明する。 
また超高齢社会を迎え、サルコペニアの成因
解明、早期診断・介入が急がれるが、末梢神
経の「生理的老化」とサルコペニアとの関連
について生理学的、分子病態学的、病理学的
に統合的に検討する。末梢神経の「生理的お
よび病的老化」に対し、その対策を講じるた
めのトランスレーショナルリサーチである。 
 
３．研究の方法 
課題：末梢神経の小径神経線維の｢生理的老
化｣  
自立した高齢(65～84 歳)・超高齢者(85 歳以
上)において大径・小径神経線維についての
臨床的・生理学的・形態学的検討を行い、大
径・小径神経線維の変化について比較相関し
た。またこの結果確立した末梢神経の｢生理
的老化｣と、サルコペニアの発症・進展・程
度について比較検討する。動物実験では、

α-Klotho KO マウスを用い、神経伝導速度、
皮膚生検および脊髄・神経節・末梢神経の形
態学変化を経時的に観察した。 
 
1)臨床的検討 
対象は(公財)額田医学生物学研究所付属病
院外来および稲毛地区の自立した高齢者(65
歳以上)および超高齢者(85 歳以上)である。
自立度については、ADL が自立しているか、
障害高齢者の日常生活自立度判定基準のラ
ンク J(厚労省、平成 3 年)、または認知症高
齢者の日常生活自立度判定基準のランクIお
よび II(厚労省、平成 5年)を含む。但し、サ
ルコペニア、耐糖能異常・糖尿病、その他に
末梢神経障害の原因となりうる原疾患を合
併する例は除外した。 
サルコペニアとの関連については、上記課題
1)の対象である自立した高齢者(65 歳以上)
および超高齢者(85 歳以上)に加えて、障害高
齢者の日常生活自立度判定基準のランク A、B、
C の高・超高齢者も含めた。ただし、認知症
高齢者の日常生活自立度判定基準のランク
III および IV は除外した。サルコペニアの診
断：サルコペニアの診断は、日本老年医学会
(Geriatr Gerontol Int 2014;14,suppl 
S1:93)のサルコペニア簡易診断基準を用い
た。すなわち、握力と下腿径の測定による。
普通の歩行速度、BMI 等、他の診断基準での
必要項目も記録した。 
 
これらの対象について、下記の検査を行った。 
神経学的所見を含めた身体的現症：身長、体
重、BMI 、血圧(朝食前、就寝前)。認知機能
(HDS-R、MMSE 等)、握力、下腿径、歩行速度
の評価を行った。 
血液検査：血糖、HbA1C、血清脂質、蛋白、
アルブミン、肝・腎機能など生化学一般、血
算、75gOGTT。 
神経伝導検査:運動神経伝導速度(motor 
conduction velocity, MCV)は上肢の正中お
よび尺骨神経、下肢の脛骨および腓骨神経で
F 波を含めて測定し、感覚神経伝導速度
(sensory conduction velocity, SCV)は上肢
の正中および尺骨神経、下肢の腓腹神経で測
定した。測定には Neuropack MEB-9102(日本
光電)を用い、測定方法は通常の方法である。 
皮 膚 生 検 ： 表 皮 内 神 経 線 維 密 度
(intraepidermal nerve fiber density)：下
肢腓腹部で 3mm パンチ皮膚生検を行い、採取
された皮膚をザンボーニ液にて固定後、抗
protein gene product (PGP)9.5 抗体の免疫
染色により観察し、PGP9.5 陽性の表皮内神経
線維密度(IENFD)を測定した。この観察は共
焦点レーザー顕微鏡で行い、神経線維長・分
枝度についても形態計測を行う。なお、生検
皮膚の一部はホルマリン固定した。 
定量的感覚検査：表皮内神経線維末端痛覚閾
値(pain threshold of intraepidermal nerve 
terminal, PINT)検査：近年、馬場らにより
開発された PINT 試験用微小電流刺激装置検



査装置(PNS-7000、日本光電)を用いて、定量
的感覚検査を行った。下肢遠位部の短趾伸筋
上の皮膚を標準部位とし、10 回の電気刺激
(持続時間 2.2ms の三連矩形波)で 5回以上痛
みを感じた最小の刺激強度を最小 PINT 値と
した。 
統計学的処理：得られたデータは、年齢分布
による回帰解析のみならず、各評価項目間で
の解析を行った。 
 
2) 動物モデルによる検討 
動物モデル：早期老化モデルマウスである
α-Klotho 遺伝子ノックアウト(α-Klotho 
KO)マウスを用いて、生後 4，6，8，10 週毎
にフォンフライ検査、温熱刺激検査を行い、
神経伝導速度を測定した。更に後肢足底部か
ら皮膚を採取し、皮膚病理所見を検討し、そ
の後、採血、脊髄・後根神経節・末梢神経を
採取し、コントロール群(野生型および
C57BL/6)と比較検討した。 
α-Klotho KO マウスは、C57BL/6 系を背景と
する標的遺伝子組換えによるα-Klotho遺伝
子の KO 系統で、生後 3 週までは野生型と同
様に成長するが、3 週を超えると成長が止ま
り、成長障害・早期死亡、平均寿命 60 日。
動脈硬化、骨密度の低下、卵巣・子宮・精巣
の顕著な萎縮、皮膚萎縮等、ヒトの老化症状
に類似した変異を多く含んでいる。また、単
なる内分泌障害、栄養障害ではないこと、ま
た、離乳期までは正常に発育することから発
生異常でないことも確認され、早期老化モデ
ルマウスと評価されている。 
 
神経伝導速度：坐骨・脛骨神経の運動神経伝
導検査(motor conduction velocity, MCV)は、
単極針電極により坐骨結節・膝窩・足首の各
部位で超最大刺激を与え、足底筋から複合筋
活動電位を導出。腓腹神経の感覚神経伝導検
査(sensory conduction velocity, SCV)は、
足首の部位で刺激し坐骨結節部位にて神経
活動電位を導出した(Neuropack MEB-9102、
日本光電)(Muscle Nerve 2006;33:350)。後
肢皮膚温は 34-35℃に維持。 
表皮内神経線維密度(intraepidermal nerve 
fiber density, IENFD)：後肢足底でパンチ
皮膚生検を行い IENFD 等を測定した。固定・
染色・観察過程は上記課題 1)に同じ。 
病理学的検討：脊髄はパラフィン包埋のみ。
右側後根神経節(L4-6)はエポン包埋とパラ
フィン包埋。右後肢末梢神経(坐骨・脛骨・
腓腹神経)はエポン包埋と、パラフィン包埋
または神経線維ときほぐしを近位部から交
互に行い、特に坐骨・脛骨神経については骨
盤内から足関節レベルまで三次元的解析を
行った。また光顕および電顕的に大径･小径
神経線維および神経内血管の形態学的計測
を行った。左後肢の末梢神経は desheath 後
凍結保存(-80 度)し、今後の分子病態学的解
析に備えた。 
 

 
４．研究成果 
課題１：末梢神経の小径神経線維の｢生理的
老化｣  
 (公財)額田医学生物学研究所付属病院外来
通院患者で、自立した高齢者(65 歳以上、85
歳未満)4例および超高齢者(85歳以上)5例か
ら皮膚生検を行った。サルコペニア、耐糖能
異常・糖尿病、その他に末梢神経障害の原因
となりうる原疾患を合併する例は除外した。 
下腿腓腹部より採取された皮膚を抗 PGP9.5
抗体の免疫染色により観察し、PGP9.5 陽性の
表皮内小径神経線維密度(IENFD)を測定した。 
85 歳以上の超高齢者では、65－85 歳の高齢
者に比し、IFNFD が優位に低下していた(超高
齢者 2.5±0.3、高齢者 6.5±2.5、p<0.001)。 
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1B 
図１：101 歳女性(A)と 66 歳女性(B)の皮膚生
検所見。PGP9.5 陽性の表皮内小径神経線維
(黒の矢印)は超高齢者では広範囲に脱落し
ている(IENFD の低下)。基底膜は赤色にラベ
ル(赤の矢印)。 
 



 



近年、糖尿病性神経障害の重症度の把握や病
態進行の解析のため、下肢の皮膚生検により
表皮内小径神経線維を観察する方法が確立
された。この皮膚生検は、従来の腓腹神経生
検に比べて侵襲が少なく容易であり、再現性
も確立され、腓腹神経の神経線維密度と相関
する。このため小径神経線維の評価法として
感受性の高い検査法である(Curr Opin 
Neurol 2008;21:563,  2012;25:  542) 。
IENFD の低下は前糖尿病状態である耐糖能異
常の時期に既に見られ、糖尿病の診断以前か
ら既に小径神経線維の変性過程が進展し、治
療により改善する。このため糖尿病性神経障
害を小径線維異常として捉え、新しい成因解
析、治療評価の方向が生まれてきた。 
馬場らは、表皮内神経線維末端痛覚閾値
(pain threshold of intraepidermal nerve 
terminal、PINT)検査装置を開発し、神経障
害の自覚症状のない無症候性糖尿病患者で、
最小 PINT 値が健常人に比し有意に上昇して
いることを認めた。この最小 PINT 値と皮膚
生検 IENFD には負の相関がみられ、IENFD 脱
落高度例で最小PINT上昇が顕著であった(糖
尿病 2014;57:595)。これらの結果から、IENFD
および PINT 値は表皮内小径神経線維の評価
に有用である。しかし現時点では、Aδ線維
終末の評価であり、C 線維閾値の測定は出来
ない。また今回の研究のように高齢者が対象
である場合には、電気刺激に対する反応のば
らつきが大きく最小 PINT 値の判断に苦慮す
ることが多かった。このように、高齢者では
その反応の再現性が乏しいという点も浮き
彫りになった。 
 
今回の研究では「末梢神経の加齢現象」解明
に向けて、従来評価が困難であった小径神経
線維について、近年開発された手段を用いて
検討した。その結果、小径神経線維の脱落が
加齢現象としても認められることが明らか
になった。高齢者では、大経神経線維の脱落
とともに小径神経線維数も低下する。どちら
が先に低下するかについては次の動物モデ
ル等を用いて今後の検討が必要である。サル
コペニアとの関連については、今後さらに症
例数を増やして検討する必要がある。 
 
2)動物モデルによる検討 
α-Klotho KO マウスを用いて、生後 4，6，8，
10 週毎にフォンフライ検査を行い、神経伝導
速度(運動・感覚)を測定した。その後、採血、
脊髄・後根神経節・末梢神経を採取し、コン
トロール群(C57BL/6)と比較検討した。 
α-Klotho KO マウスでは、生後 4週の神経伝
導速度でコントロールに比し運動・感覚伝導
速度の遅延を認め、フォンフライ刺激検査に
て閾値の低下を認めた。 
α-Klotho KO マウス 10 週齢の後根神経節お
よび末梢神経(坐骨・脛骨・腓腹神経)では後
根神経節細胞の萎縮、軸索の萎縮が認められ
た。この細胞萎縮、軸索萎縮は形態計測にて 

確認された。 
 
図 2: 生後 10 週齢のα-Klotho KO マウスの
後根神経節(2A)と同週齢コントロースマウ
スの後根神経節(2B)の横断像。α-Klotho KO
では神経細胞体が小さく、細胞変性が散在 
する。 
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図 3: 生後 8週齢のα-Klotho KO マウスの後
根神経(3A))と同週齢コントロールマウスの
後根神経(3B)の横断像。α-Klotho KO では神
経線維が小さく、大経神経線維径の減少が著
明である。対してコントロールでは大径・小
径神経線維が認められる。また神経線維の横
断面が、α-Klotho KO マウスでは、コントロ
ールに見られる正円をなしていない神経線
維が多い。これは形態計測的に正円率(index 
of circularity)の低下として認められた。 
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図 4: 生後 8週齢のα-Klotho KO マウスの腓
腹神経(4A))と同週齢コントロースマウスの
腓腹神経(4B)の横断像。後根神経と同様に、
α-Klotho KO では、コントロールに対して有
髄神経線維が小さく、大経有髄神経線維径の
減少が著明である。また有髄神経線維の正円
率が、α-Klotho KO マウスでは、コントロー
ルに比し低下している。 
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これらの所見から、α-Klotho KO マウスでは
有髄神経線維の軸索萎縮が起こることが認
められ、ヒトにおける「末梢神経の生理的加
齢現象」と一致する。なお、早期老化モデル
マウスと評価されている α-Klotho KO マウ
スでは離乳期までは正常に発育することか
ら発生異常でないとされている。この点につ
いては末梢神経においても発達障害を除外
する確認が必要である。現在、詳細な形態計
測的検討が進行中であり、結果は本年度末ま
でには判明する。 
また、α-Klotho KO マウスにおける末梢神経
の早期老化が、正常マウスの生理的老化と異
なるかという点については、現在正常マウス
の 2年間フォローアップをしており、この正
常な老化との比較検討が必要である。 
ことも確認され。 
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