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研究成果の概要（和文）：適度な運動は､神経栄養因子の放出が高まり､神経活動が活性化される。本研究では､老化に
より低下した神経機能を活性化することが可能であるか､走行・バランス運動の効果を検証した。長期の運動を行うこ
とにより、神経栄養因子,神経形成成長因子やプチド等が選択的に増加し、またアポトーシス因子が低発現となる結果
となった。腰髄の組織学染色による運動ニューロンの活性化は、運動によっては変化が少なかった。運動による機能改
善は､神経単独ではなく､神経活動を活性化させる関連因子について多面的な機能連関の中で考える必要があり、また週
齢による遺伝子発現活性化の違いも明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Moderate exercise, the release of neurotrophic factors is increased , neural 
activity is activated. In this study, whether it is possible to activate the nervous system that has been 
decreased by aging and to verify the effect of the running and balance exercise. Activation of the motor 
neurons stained of the lumbar spinal cord was less change in some exercise. Their expression of 
neurotrophins, neurogenesis and neurpeptide were enhanced and the activity of apotosis wad down-regulated 
by locomotor exercise in the spinal cord of the difference of age. Improvements due to the motion, not 
the nerve itself, it is necessary to consider in the pleiotropic functions for related factors activated 
neural activity.

研究分野：リハビリテーション
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１．研究開始当初の背景 
高齢者の転倒は、加齢により、視覚、張

力、平衡機能、固有感覚、筋力、機敏動作

能力の低下や環境因子などの影響により、

引き起こされる。筋力、中枢・末梢神経機

能の低下、内服薬の影響、住宅環境の環境

因子など様々な原因により引き起こされる。

中枢神経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制御・予測機構を動

員し、関節周囲筋を制御する。申請者は、

廃用や老化に伴う神経機能の活性化を目的

に研究を行ってきた。高齢者に対しバラン

ス機能向上を目的とした介入研究では、足

底刺激の感覚受容器を賦活化する運動を行

うと重心を制御する能力が高まる。週齢の

影響で、運動介入により脊髄や足底皮膚に

存在する神経栄養因子とその受容体

mRNA発現の活性化の程度に差があるこ

とが明らかとなった。走行運動における神

経栄養因子に着目した先行研究 1）では、栄

養因子の活性化が報告されているが、対象

が成体ラットであり、老齢ラットの報告で

はない。また一部の栄養因子の影響につい

て研究がなされているが、本研究では、老

齢期に神経生存や維持に関わる神経栄養因

子と神経可塑性に関する他の因子との関連

性を明らかにすることを目的とした。 
 
２．研究の目的 
老化により神経栄養因子の不活性化から神

経機能の低下を引き起こす。適度な運動で

は､神経系内の栄養因子の放出が高まり､神

経活動が活性化される。本研究では､老化に

より低下した神経機能を活性化することが

可能であるか､走行・バランス運動の効果を

検証する。具体的な目的は､①成体から老齢

にいたる過程での脊髄に存在する神経栄養

因子-受容体の発現の相違と移行プロセス､

②同過程での脊髄神経における神経栄養因

子発現と他の神経形成関連因子､神経ペプ

チド､アポトーシス関連因子との関係性､③

脊髄神経における神経栄養因子と神経突起

伸長関連分子発現の局在性を検証､④老齢

期の運動介入により、②～③の項目につい

て効果を検証した。 
 
３．研究の方法 
研究① 走行運動による成体から老齢にい

たる過程での脊髄に存在する神経栄養因子

-受容体の発現の相違と移行プロセス、他の

神経形成関連因子､神経ペプチド､アポトー

シス関連因子との関係性 

Wistar系雄性ラット10週齢（走行群5匹、

非走行群 3匹）、6ヶ月週齢（走行群 5匹、

非走行群 3匹）、1年齢（走行群 5匹、非走

行群 3匹）、2年齢（走行群 5匹、非走行群

3 匹）を対象とした。走行群は、小動物用

トレッドミルにて、走行速度 5.8m/min、

走行時間１時間の条件で運動を課した。 

走行群（走行期間；１日群、５日群、４週

間群）、非走行群とランダムに分けた。 

実験終了後、脊髄（L３－５）を摘出し、 

total RNAを抽出した．逆転写反応により

作成した cDNAを鋳型とし、 PCR array

法（84 遺伝子）にて発現量を検討した。2

倍以上の発現を認めた遺伝子を抽出した。 

 

研究② 脊髄神経における神経栄養因子と

神経突起伸長関連分子発現の局在性を検証

Wistar系雄性ラット10匹（老齢群2年齢）

を対象とした。さらに走行群、非走行群と

ランダムに分類した（老齢走行群 5匹、老

齢非走行群 5匹）。実験終了後に L1―L3レ

ベルを摘出し、４％パラホルムアルデヒド

PBS溶液にて固定した。その後 OCTコン

パウンドに包埋し、急速凍結した。クリオ

スタットにて 16μｍにて凍結切片を作成し

た。一次抗体を TrkB（チロシンキナーゼ 

B）、GAP43（成長関連タンパク-43）、２次

抗体を Dlight 488にて可視化し、また 神



経細胞体に発現している Hu/Dを一次抗体

とし、２次抗体は Cy3に対し蛍光２重染色

を実施した。蛍光光学顕微鏡で観察した。

脊髄(片側)を倍率×20 でデジタルビデオカ

メラにて撮影後、画像解析ソフトWin Roof

で解析を行った。解析方法は、RGB分離後、

脊髄前角エリアを TrkB についてはしきい

値 131-224、GAP-43 については 140-224

で 2値化を行った。その後、2値化領域の

1 エリアあたり総面積を算出し、算出され

た値を TrkBおよび GAP-43の発現量とし

た。 

統計学的手法 

算出した 2値化領域の 1エリアあたり総

面積を用いて、対応のない T 検定 を行っ

た。有意水準は 5％未満とした。 

 

研究③   

バランス運動と走行運動による脊髄神経栄

養因子発現の比較 

Wistar系雄性ラット 2年齢 15匹（走行群

5 匹、バランス群 5 匹、対照群 5 匹）を

対象とした．走行群は 10.8m/minのトレッ

ドミル運動を課し、バランス群は、回転角

度±7度、回転速度 25rpmのプラットフォ

ーム上で外乱刺激を加えた。両群ともに 1

日 1時間、5日/週、1ヶ月間実施した。実

験終了後、腰髄を摘出し、リアルタイム

PCR 法にて、 BDNF、 TrkB および

CREBmRNA 発現量を比較した。統計は、

一元配置分散分析（Tukey法）を実施した。 
 
４．研究成果 
研究① 走行運動後の各週齢腰髄脊髄神経

における神経栄養因子発現と他の神経形成

関連因子､神経ペプチド､アポトーシス関連

因子、神経突起伸長関連分子発現動態に関

し、各週齢の非走行運動に対する走行群に

上記関連遺伝子発現について PCR array

法（84遺伝子）により検出した。非走行群

に対して 2倍以上の遺伝子発現が検出され

た項目について結果は、10週齢では、高発

現遺伝子は、検出されなかったが、低発現

遺伝子は、3遺伝子（細胞分化関連遺伝子）

であった。6ヶ月齢では、高発現遺伝子は、

検出されなかったが低発現遺伝子は、23遺

伝子（神経栄養因子-受容体、神経新生、成

長因子、アポトーシス関連因子であった。

1年齢では、 高発現遺伝子は 6遺伝子（神

経栄養因子-受容体、神経ペプチド）、低発

現遺伝子は、１遺伝子（アポトーシス）で

あった。2年齢は、高発現遺伝子は 26遺伝

子（神経栄養因子-受容体、神経ペプチド、

神経新生）、低発現遺伝子は、１遺伝子（ア

ポトーシス）であった。運動による機能改

善は､神経単独ではなく､神経活動を活性化

させる関連因子について多面的な機能連関

の中で考える必要があり、また週齢による

遺伝子発現活性化の違いも明らかとなった。 

長期の運動を行うことにより、神経栄養

因子,神経形成成長因子やプチド等が選択

的に増加し、またアポトーシス因子が低発

現となる結果となった。神経栄養因子が運

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その因子が

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 mRNA 発現量が

上昇したため脊髄神経が活性化されている

事が示唆された。 

 
研究② 
1）各群における TrkB発現量の比較 

 走行群、非走行群の TrkB 発現量を比較

した。各群における TrkB 発現量の平均値

は、走行群が 110321.21μ ㎡、非走行群が

57246.69μ㎡であったが、有意差を認めら

れなかった。非走行群に比べて走行群にお

ける TrkB発現量は増加傾向であった。 

２）走行群、非走行群の GAP-43発現量を

比較した。各群における GAP-43発現量の

平均値は、走行群が 46874.58μ㎡、非走行



群が 44416.41μ㎡であった。有意差を認め

られなかった。 

走行群・非走行群の 2群間の TrkBおよび

GAP-43 発現量に有意な差を認めなかった

もの、非走行群に比べ走行群の Trkb 発現

量が増加傾向となった。Maciasら 2) は、

長期間の中等度負荷走行運動を行った老齢

ラット脊髄におけるBDNFとTrkBmRNA

の発現量について、BDNFについては発現

量の増加が認められているものの、

TrkBmRNA については運動効果がみられ

なかったとしている。しかしながら非走行

群に比べ走行群の TrkB 発現量は増加傾向

となったことから、運動介入が TrkB 発現

量増加に影響する可能性がある。Skup ら
3)の報告によると、成人ラットの長期自発

運動は、BDNFと mRNAを活性化させ、

それは前角細胞に見られる TrkB の活性化

に付随して引き起こされるとしている。こ

のことから、長期間の低負荷走行運動によ

り老齢ラット脊髄においても TrkB が活性

化したため、走行群の TrkB 発現量が増加

傾向となったのではないかと考えられた。

しかしMonicaら 4) は短期間で中等度の運

動は、脊髄レベルの神経栄養因子の発現を

高めると報告しており、中年ラット、老齢

ラットを対象とした長期間の低負荷走行運

動によるラット脊髄での BDNF 発現量は

いずれの群についても優位な差は認められ

なかった。これらのことから、長期間での

低負荷走行運動では脊髄レベルでの

BDNFの発現量に与える影響は少なく、そ

のため TrkB 発現量も活性が少なかったと

考えられた。 

 老化による神経栄養因子産生能力の低下

が TrkB、GAP-43の発現量に影響を与えて

いる可能性がある。 
 
研究③ 

BDNFmRNA発現量は、対照群の発現量

を 1とすると、走行群 1.2 倍、バランス群

0.6倍であった。TrkBmRNA発現量は、対

照群の発現量を1とすると、走行群2.2倍、

バランス群 1.1倍であった。CREB mRNA

発現量は、対照群の発現量を 1 とすると、

走行群 2.2 倍、バランス群 1.1倍であった

がそれぞれ有意差を認めなかった。 

CREBは脳内では、長期記憶や空間認知に

関わるタンパクとして知られており、ニュ

ーロンで合成される際にスイッチの役目や

BDNF と結合することで神経保護に関与

すると考えられている。老齢ラットでは、

筋障害と類似して筋を支配する神経線維の

減少、神経ペプチドや栄養因子の発現が減

少する。バランス運動よりも走行運動の方

が、筋収縮を促し、骨格筋で生産された神

経栄養因子を逆行性輸送により脊髄へ供給

し、中枢神経の活性化に関与している可能

性が示唆された。 

成体ラット脊髄とヒラメ筋を対象に走行

におけるBDNFmRNAの発現量について、

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 1）。 

組織の老化は全体的に神経栄養因子の不

活性化から神経機能の低下をもたらす。高

強度運動による酸化ストレスが発生し、酸

化ストレスが神経栄養因子発現を抑制する

こと運動強度や運動時間による影響を考慮

する必要がある。また他の器官での発現も

比較することで、運動による神経栄養因子

の発現に与える影響を多角的に検証する事

が重要である。 
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