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研究成果の概要（和文）： 
本研究は, 老齢期における運動が, 膝関節の神経機能を活性化させるのかどうか分析する事

を目的とした．免疫組織化学染色では, 脊髄における神経栄養因子陽性神経が増加することが
認められた．また生化学分析では, 老齢期では運動により腰部脊髄神経における神経栄養因子
ｍRNA は選択的に活性化された．運動は, 腰髄神経自体の生理学的過程により, 神経栄養因子
やその受容体ｍＲＮＡの発現を活性化させることが示唆された． 
 
研究成果の概要（英文）：  
The purpose of study is to analyze whether physical exercise enhanced the neural 

function  in the knee joint with aging and disuse. Exercised rats showed a quantitative 
increase neurotrophin immunostaining that was mostly evident in the spinal cords. In 
biochemical assay,  exercise increases selectively expression of neurotrophins and 
receptors mRNA in the lumber spinal cord in senescence. These results suggest that 
exercise enhanced neurotrophins and their receptors by physiological process that it is 
endogenous in the lumber spinal cords which innervate the knee joints.  
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１．研究開始当初の背景 

高齢者の転倒は, 何らかの原因により姿
勢制御が不能になり, 姿勢反射などで対応
できない場合に発生する．地域在宅高齢者を
対象とする研究では, 「過去の転倒経験」が
その後の転倒にきわめて強い予知因子とな
っている（ Takazawa K et all .Disabil 
Rehabil 2003;25(8):399-404）． また 2002
年の全国調査では, 大腿骨頸部骨折が 1年間
で 11 万 7900 件発生しており, 国内での 1年
間に大腿骨頸部骨折による医療・介護費用は

年間 7277 億円で, 医療・介護費総額の約 5%
を占めている．さらに 2010 年には約 17 万人, 
2043 年には約 27 万人と患者数の増加が予測
されている（林泰史 日老医誌 2007:44 
591-594）．転倒を予防し, 骨折を防ぐ対策を
行うことは社会的にも急務である． 
身体を制御する場合, 個々の構成体を統合
する上位中枢における運動制御として, 神
経運動器協調機構がある．中枢は転倒を回避
するために, 視覚情報, 前庭器情報ととも
に, 関節や足底からの力学的情報をもとに
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制御・予測機構を動員し, 関節周囲筋を制御
する．姿勢制御には膝関節や股関節などに存
在する機械受容器からの情報が重要である
（Bloom et all. Exp Brain Rest 2000 13: 
375-391）．転倒を防止するために, 神経伝達
機能や感覚器の機能を維持向上させる事は
バランス機能を高めるうえで重要な要因で
ある． 
 
２．研究の目的 

老化の影響について, 運動介入の効果に
ついてその基礎的データを提示することを
目的とする． 

① 末梢（膝関節）から中枢神経系までの
神経伝達プロセスがどのように行われ
ているか 

② 神経栄養因子-受容体系の遺伝子発現
について腰髄レベルの神経栄養因子と
受容体の発現にどのような影響を及ぼ
すのか 

③ 走行運動によりどのような影響をうけ
るか 
 

３．研究の方法 
Wistar 系雄性ラット（日本 SLC, 浜松, 日

本）25 匹（老齢群２年齢 13 匹, 成体群 10 週
齢 12 匹）を対象とした.走行群, 非走行群と
ランダムに分けた（老齢走行群６匹, 老齢非
走行群７匹, 成体走行群５匹, 成体非走行
群７匹）.走行群は小動物用トレッドミル（大
阪マイクロシステムズ, 大阪, 日本）を使用
し走行運動を課した．走行運動終了後すべて
のラットにおいてネンブタールにて深麻酔
した.４％パラホルムアルデヒドで灌流固定
した後, 脊髄（L３－５）を摘出し, 実験終
了後にラットをネンブタールにて麻酔後, 
４％パラホルムアルデヒドにて灌流固定し
た後, 脊髄Ｌ１－Ｌ５レベルで摘出し, 後
固定(４％パラホルムアルデヒド)を行った.
その後, pH7.2 の 0.01Ｍリン酸緩衝食塩水
（phosphate buffered saline, 以下 PBS）に
以下の濃度のスクロースを加えた PBSで洗浄
を行った. 
①10％スクロール入り PBS にて４時間浸漬 
②15％スクロール入り PBS にて４時間浸漬 
③20％スクロール入り PBS にて 12 時間浸漬 

その後 OCT コンパウンドに組織を浸漬し, 
液体窒素で－100℃に冷却したイソペンタ
ン・ヘキサン混合液の中で急速凍結した.凍
結組織から, クリオスタット（CM3050S 
Leica 社製  ドイツ）を用いて約 12μm 厚
の横断切片を作成した.液体窒素で－100℃
に冷却したイソペンタン・ヘキサン混合液の
中で急速凍結した.凍結組織から, クリオス
タット（CM3050S Leica 社製 ドイツ）を用
いて約 12μm 厚の横断切片を作成した.一次
抗 体 と し て , 脳 由 来 神 経 栄 養 因 子

（brain-derived neurotrophic factor, 以
下 BDNF）とその受容体 Tyroshin Kinase B 
(TrkB) Neurtrophin 3 (NT3),  
TyroshinKinase C (TrkC) 
と二次抗体 Cy3 を用いて, 蛍光顕微鏡にて
観察した．また酵素抗体法, 一次抗体 BDNF
を用いて, 脊髄神経を可視化し, 画像解析
ソフト WinRoof Professionl（三谷商事製）
で解析した． 

生化学分析では, RNeasy FFPE Kit （QIAGEN,  
Hilden,  Germany）を使用しプロトコルに従
い total RNA を抽出した.High Capacity RNA 
to cDNA Kit （Applied Biosystems,  Foster 
City,  United States）を用いてプロトコル
に 従 い , Palm Cycler CG1-96 （ QIAGEN,  
Hilden,  Germany）を使用し逆転写反応によ
り cDNA を作製した.リアルタイム PCR 法（The 
Chromo4 Real-Time 
Detector(Bio-RadLaboratories, Hercules,  
United States)にて mRNA 発現量を解析した.
ターゲット遺伝子は, Neuro growth factor 
(NGF)とその受容体 Troshin Kinase A（TrkA）, 
BDNF とその受容体 TrkB, NT3 とその受容体
TrkC, Glial cell derived neurotrophic 
factor（GDNF）, GFRα1（GDNF family receptor 
alpha 1 ）GFRα2, （GDNF family receptor 
alpha 2 ）,  
また内部標準遺伝子として beta-actin を利
用し, 正規化後, 解析を行った. 
統計解析は, 組織像から得られた陽性細胞
をグレースケール化し, 濃淡値と脊髄レベ
ルにおける神経栄養因子とその受容体にお
けるｍRNA 発現量の比較について一元配置分
散分析と多重比較 Tukeｙ法を用いた． 
本研究は, 埼玉県立大学動物倫理委員会の
承認のもとに実験を行った． 
 
４．研究成果 
１）組織像 
 免疫組織化学染色法 アビジン・ビオチン
-ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複合 体 法 （ avidin 
biotin-peroxidase complex method：ABC 法）
を用い, 脊髄前角付近を検鏡した結果を示
す． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1． 若齢走行群の脊髄前角エリア 
Bar=500μm  
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画像解析 BDNF 陽性神経細胞について定量
化を行った.成体走行群は, 対照群に比べて, 
濃染された神経細胞が増加した（p<0.05）（図
１）.同様に, 老齢走行群については, 老齢
対照群と比較して, 陽性神経細胞が増加傾
向を示した． 
２）生化学分析 
腰髄レベルにおける発現量を比較した結果, 
NGF, TrkA mRNA 発現量について, 老齢群, 成
体群ともに有意差を認めなった.BDNF mRNA発
現量においては, 成体群では走行群と非走
行群の間に有意な差が生じた（p<0.05）.老
齢非走行群と成体走行群に有意な差が認め
られた（p<0.05）.TrkB mRNA 発現量において
は, 老齢走行群と成体走行群の間に有意な
差が認められた（p<0.05）.老齢非走行群と
成体走行群（p<0.01）, 成体走行群と成体非
走行群の間においても有意な差が認められ
た（p<0.01）．（図３）. 
 
 
 
 
 
 

図２．BDNF mRNA 発現量 
 
 
 
 
 
 

 
図３．TrkB mRNA 発現量 

 
 
（図３）. 

NT3mRNA について, 老齢群, 成体群ともに
有意差を認めなった.TrkC mRNA発現量は, 成
体走行群と比較して老齢群と比較して, 有
意に増加した（p<0.05）． 

GDNFｍRNA 発現量は, 成体走行群と比較し
て老齢走行群, 老齢非走行群, 成体非走行
群と比較して, 有意に増加した（p<0.05）．
GFRα１ｍRNA 発現量は, 老齢走行群と比較
して成体非走行群に比べ有意に増加した
（p<0.05）．GFRα２ｍRNA 発現量は, 各群と
もに有意差を認めなかった． 
 
４．考察  
神経栄養因子は, 筋, 皮膚, 脳, 神経など
で産生される.特に BDNFは, 運動は海馬をは
じめとする脳内の様々な領域に加え骨格筋
での BDNF や TrkB 受容体の発現が増加するこ
とが報告されている.また BDNF mRNA 発現レ
ベルは心臓, 脾臓, 後根神経節, 脊髄に多
く, TrkB mRNA は広範に発現しており, 一般

臓器にも広くみられたが, 脊髄, 脳, 後根
神経節に発現レベルが高い.BDNF は中枢神経
系に多く存在しているが, 血液中にも存在
する).血小板内には血中の 90％以上の BDNF
が蓄えられているが, 血小板での mRNA 発現
レベルでは低値であることから, 他の組織
から BDNF を得ていると考えられる.本研究で
は脊髄レベルでの発現量を検討したため, 
他の組織での発現量を確認することはでき
なかった. 

成体群において長期の運動で発現量が高
値であったのは, 運動によって脊髄神経自
体での発現が増加したことや, 末梢器官で
発現した BDNF が脊髄内の血管や神経の逆行
性輸送によって脊髄へ到達し, 脊髄内の
BDNF 濃度が上昇したため脊髄神経が活性化
されたのではないかと推測された 19, 23, 24). 

また, Gomez-Pinilla らは走行運動を課し
たラットの腰髄を対象に, BDNFの発現につい
て検討した．１日走行群では BDNF mRNA 発現
に変化はみられず, ５日間走行群では有意
に高かったと報告している.このことからニ
ューロトロフィンの発現は継続して運動を
行うことで変化する,  運動の慢性効果とし
て捉えることができる可能性がある.本研究
では 1ヶ月間の走行運動を課したことから, 
慢性効果として発現量が増加していること
が考えられた. 

老齢期では, 運動によって神経栄養因子
mRNA の産出されるもののその発現量が成体
群と比べて低い.末梢臓器の神経栄養因子
mRNA を産出する能力の低下や, 逆行性輸送
能力の低下などにより神経栄養因子発現量
が低下したと考えられる.成体期と比較して, 
老齢期では, 神経栄養因子とその受容体に
おいて, 発現様式が変化する可能性が示唆
された．対象週齢を拡大し, 運動によりどの
ように神経栄養因子が活性化されるのかそ
のプロセルについて検討することが必要で
ある．  
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