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研究成果の概要（和文）：Wistar系ラットを用いて、脛骨神経と毛細血管の加齢性退行を検証し、さらに高齢期
の熱ストレスにおける脛骨神経と毛細血管の修復・新生効果を検証した。高齢群の有髄線維の線維径、軸索径お
よび髄鞘厚は中齢・若齢群と比較して有意に低下した。毛細血管において、毛細血管径は3群の加齢進行に伴い
有意に低下した。一方、中齢・高齢群の毛細血管分枝数は2群間に違いはなかったが、これら2群は若齢群と比較
して有意に低下した。脛骨神経有髄線維は、中齢期以降に退行が進行する一方、毛細血管は中齢期以前から退行
し始めることを示した。高齢期の熱ストレスに対する有髄線維と毛細血管の修復作用の生化学的解析は現在進行
中である。

研究成果の概要（英文）：Using Wistar rats, the age-related morphological regression of the tibial 
nerves and capillaries was investigated, and the effects of recovery and preservation of tibial 
nerves and capillaries in heat stress during old age were also investigated. The fiber diameter, 
axon diameter, and myelin thickness of myelinated fibers (MFs) in the elderly group significantly 
decreased compared with those in the middle-aged and young groups. Regarding the capillaries, 
capillary diameter was significantly reduced with aging of three groups. In contrast, the number of 
capillary branches in the middle-aged and old-aged groups did not differ between the two groups, but
 the branch number of those two groups were significantly lower than that in the young group. The 
MFs of tibial nerve showed that the regression progressed after the middle age, while the 
capillaries degenerate before the middle age. Biochemical analyzes of both MF and capillary recovery
 on heat stress in old age are currently in progress.

研究分野： 応用健康科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は加齢による末梢神経退行に着目した。Wistar系ラットを用いて、若齢期・中齢期・高齢期の縦断的な組
織学的形態の変化を観察・比較した。また、高齢期の熱ストレス介入を実施し、末梢神経の修復・保存の促進作
用を生化学的に検証した。末梢神経の縦断的組織解析の結果では、末梢神経有髄線維は中齢期以降に退行する一
方、毛細血管は中齢期以前から退行することを明らかにした。つまり、中齢期以前から毛細血管の退行を予防す
ることが有髄線維の退行を遅延させると示唆される。熱ストレス介入実験は、退行促進タンパク質と修復促進タ
ンパク質の解析を進行中である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
末梢神経の形態学的および機能的退行は老化に関連する(Tamaki et al. 2014, Pannerec et al. 2016、

Sakita et al. 2016)。加齢に伴う神経機能障害は、ニューロンとその周辺組織の構造的、生化学的、
分子生物学的変化によって引き起こされる(Takagishi et al. 2016, Shen et al. 2011, Shokouhi et al. 
Krause Neto et al. 2017)。高齢者のバランス能力の低下と転倒は、骨格筋量と萎縮(サルコペニア)
のに関連している(Cruz-Jentoft et al. 2010, Landi et al. 2012)。先行研究では、加齢に伴うサルコペ
ニアが有髄線維(MF)の退行を伴うことを明らかにしている(Verdu et al. 2000)。 
末梢神経の形態学的および組織学的エビデンスでは、近位(坐骨神経)(Ceballos et al. 1999)および

遠位(脛骨または腓腹神経)(Sakita et al. 2016, Jeronimo et al. 2005) MF において加齢に伴う進行性
変性および機能不全退行が示されている。この知見は、げっ歯類およびヒトの脊髄および後根神
経節における MF の数、サイズ、および密度が加齢とともに減少することを示している(Bergman 
and Ulfhake. 1998, Fogarty et al., 2018)。さらに、近年の動物実験成果により、加齢中、末梢神経の
退行がサルコペニアの発症に先行することが明らかされている(Liu et al. 2013)。これらの知見か
ら、バランスの不安定性と高齢者の転倒は、サルコペニアのみならず、末梢神経系の加齢に伴う
MF 退行によっても影響されることを示唆している。 

MF と同様に、末梢神経毛細血管も加齢とともに退行する(Sakita et al。、2016)。この毛細血管
の退行は、毛細血管直径および微小血管分岐数の両方の減少といった形態学的変化を特徴とす
る(Sakita et al. 2016, Sakita et al. 2014)。エネルギー代謝のためにグルコースと酸素を MF に供給
する毛細血管の形態的および構造的変化は、神経変性を引き起こす可能性がある(Verdu et al. 2000, 
Girach and Vignati. 2006)。さらに、脳の微小血管系の減少または異常は、加齢に伴う神経の退行
に先行することが報告されている(Brown et al. 2009)。したがって、毛細血管の構造と機能を維持
することで、加齢に伴う MF 退行を抑制できる可能性が示唆される。ラットの先行研究におい
て、必要な神経の酸化的解糖のために微小血管から提供されるグルコースと酸素のレベルの加
齢に伴う減少は、末梢神経内の血流減少によって引き起こされることが明らかにされている
(Low et al. 1986)。したがって、末梢神経では、毛細血管の減少が加齢に伴う MF 退行に先行する
可能性が推察される。 

MF の加齢に伴う退行と末梢神経の毛細血管の減少を同時に調査した研究はほとんど報告さ
れていない。先行研究では、老齢ラットの脛骨神経における MF の線維径、ミエリン厚、軸索径
(Sakita et al. 2016)および毛細血管径と微小血管分岐数(Sakita et al. 2016, Sakita et al. 20140) は、若
齢ラットに比べて有意な減少を認めた。ただし、これらの研究では若齢と老齢のラットのみが比
較されたため、末梢神経内毛細血管の加齢に伴う減少が MF の減少に先行するかどうかは不明
なままである。毛細血管が MF よりもより早期に退行すると、形態学的兆候が中間の時点で現れ
る可能性がある。そこで、研究代表者はラットの継続飼育から若齢、中齢、および老齢ラットの
末梢神経における MF および毛細血管の加齢に関連した形態学的および組織学的変化を検証す
る着想に至った。この研究により、毛細血管が減少するか、MF が早期に後退するかを特定でき
る。 
さらに、低強度運動により、末梢神経と毛細血管間の相互作用の改善が明らかにされている

(Sakita et al. 2016)。しかし、高齢者の中には運動の奨励が困難な場合も多い。そこで、加齢によ
る末梢神経と毛細血管退行に対して、極超短波照射による熱ストレス刺激を与え、細胞保護因子
の発現・誘導促進による退行予防の有用性を検証し、運動介入以外の新たな予防方法を開発する。 
 
２．研究の目的 
 研究 1：加齢と身体不活動に伴う脛骨神経・毛細血管の生存・分化因子と退行因子の両面の均
衡バランス動態を縦断的に検証し、退行現象の全体像を明らかにする。 
 研究 2：高齢期脛骨神経に極超短波を照射し、熱耐性タンパク質(熱ショックタンパク質：
HSPs)の役割を利用して脛骨神経と毛細血管双方の細胞保護(酸化・低酸素ストレスの耐性) と
相互作用を促進させ、脛骨神経と毛細血管の構造維持・改善の効果を検証することである。 
 
３．研究の方法 
(1)脛骨神経および毛細血管の加齢による組織学的退行の検証 
 Wistar 系雄ラット 21 匹を 10 週齢から継続飼育し、20 週齢(若齢群)、70 週齢(中齢群)および 97
週齢(高齢群)の時点で 7 匹をランダムに選択した。①各群の右側脛骨神経（各群 7 検体；計 21 検
体）を採取した。その後、②各群の腹大動脈から 37℃の蛍光剤(10% glucose, 8% gelatin, 1% 
fluorescent material (PUSR80; Mitsubishi Pencil, Tokyo, Japan))を灌流し、左側脛骨神経（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。 
 凍結保存の検体は、脛骨神経遠位端から 3mm 切離し、4%パラホルムアルデヒド溶液に 3 時間
組織を浸漬させた。その後、検体サンプルを 2％四酸化オスミウム溶液に 2 時間浸漬し、その後
エタノールを用いて脱水処理し、60℃で一晩パラフィン包埋した。パラフィン包埋後、検体サン
プルを 1.5-μm 厚で横断薄切した。薄切切片は、0.5％Sudan Black B 溶液(70％エタノール)に浸漬
し、その後エタノール濃度を徐々に下げながら切片を浸漬させ、MF の髄鞘を明瞭に分別させた。
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(EOS kiss X7i; Canon, Tokyo, Japan)
から 1 検体サンプルにつき数枚の連続切片を撮影し(×200 画像)、1 検体から約 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約 50 個の MF を選択し，MF



径、ミエリン鞘厚，軸索径，G-ratio (軸索径/線維径)を計測および算出した。 
 蛍光剤還流後の検体では、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・風乾し、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 μm(計 50 切片)
までスキャンし、積層化による 3 次元像を 1 検体につき約 4 画像を PC に取り込んだ。3 次元構
築画像からランダムに 30 から 60 箇所の毛細血管部位を選択し，毛細血管内腔径を算出した。さ
らに、血管分枝数をカウントした。研究代表者は、これらの定量解析手法を確立しており、ImageJ 
software (version 1.48; National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)を用いて解析した。 
 
(2) 末梢神経・毛細血管への高温暴露の効果検証 
高齢 Wistar 系雄ラット(105 週齢)をランダムに高温暴露群・低強度運動群・身体不活動群(コン

トロール群)に割り付け、4 週間介入後の生存・修復因子および退行因子を生化学的に解析し、高
温暴露による予防・改善効果を比較検証した。 
 低強度運動群は、週 3 回の頻度で分速 7m/s のトレッドミル走行を 30 分間実施した。高温暴露
群は、42℃の恒温庫内の暴露を週 3 回・60 分間を 4 週間実施した。4 週間の介入後、右側脛骨神
経を採取し、組織溶解バッファーに浸漬した。浸漬した検体をホモジナイズ後、4℃で 20 分間、
15,000×g で遠心分離し、上清を採取した。採取した上清は、BCA 法により総タンパク質量をア
ッセイされ、各サンプルの総タンパク質濃度を統一させた。その後、2 倍濃度のサンプルバッフ
ァーとサンプル溶液を 1：1 で混合し、希釈したサンプル溶液を作成した。希釈後のサンプル溶
液は、アルミブロック恒温槽にて 95℃・5 分間煮沸し、タンパク質を変性させ、-20℃で保存し
た。 
その後の電気泳動、膜転写(ブロッティング)、標的タンパク質の抗原抗体反応、標的タンパク

質の発光・撮影の工程は、現在進行中である。 
 
４．研究成果 
 （1）若齢群(20 週齢)、中齢群(70 週齢)および高齢群(97 週齢)の脛骨神経の有髄線維解析 
 若齢群、中齢群および高齢群ぞれぞれの MF 径における相対頻度の度数分布では、中央値およ
び歪度が 9.44 と 0.03、8.85 と 0.04、 および 7.58 と 0.33 であり、中齢群から急激に MF 径が低
下を示した(図 1)。若齢群、中齢群および高齢群間のミエリン鞘厚および軸索径の比較では、高
齢群が若齢群(P<0.01)と中齢群(P<0.01)よりも有意に低下した。若齢群、中齢群および高齢群間の
G-ratio の比較では、3 群間に違いは認められなかった(図 2)。 
 

 
 
 脛骨神経の Sudan Black B 染色像において、若齢ラットと中齢ラットの MF は変性のない均質
な形態を保持していた。一方、高齢ラットの MF は密性が明らかに低下し、変性による不均質な
形態の MF が多く観察され、また軸索変性も観察された(図 3)。 
 以上の結果から、自然加齢による脛骨神経の組織学的解析では中齢期までは MF のミエリン
鞘と軸索の形態は温存されるが、それ以降は急激に両者の退行が進行すると考えられた。 
 コントロール群、中齢群および高齢群間に G-ratio の有意差が認められなかった点において、
加齢により軸索と髄鞘の両者が同程度に萎縮することを示している。先行研究では、有髄線維の
加齢性退行は軸索の変性が先行し、その後髄鞘の変性が生じるとされていること、また加齢に伴 



 

 
 
 
う軸索輸送の遅延が報告されている。軸索輸送に要するエネルギー供給（フルコースの取り込み
とアデノシン三リン酸の生合成）の低下が中齢期以降、急速に進行することが示唆される。                    
毛細血管の蛍光 3 次元構築像の観察において、中齢および高齢ラットの毛細血管が明確に減

少し、また血管分枝においても明確な減少が認められた(図 4)。 
さらに、毛細血管内腔径および血管分枝数の 3 群間比較では、中齢期で既に毛細血管の狭小化

と分枝数の減少が有意に生じた(図 5)。この結果から、毛細血管は若齢期から中齢期の間で既に
退行を始めていることが推察される。慢性的な身体不活動の場合、特に脳内においては神経退行
に先行して血管退行の生じることが報告されており、末梢神経においても類似した退行様相を
示すことが示唆される。 
 以上から、脛骨神経の身体不活動に伴う自然加齢において、有髄線維に先行して毛細血管が中
齢期以前に退行が始まり、その後有髄線維の退行が遅延して生じることが明らかとなった。 
現在、新型コロナウィルスの感染収束対策に伴い、その後の実験が計画通りに進行し難い状況

となっている。そのため、脛骨神経・毛細血管の高温暴露実験では、最終段階の生化学的解析の



みを残しているが、現在進行中である。この生化学的実験により、有髄線維と毛細血管両者の相
互補完作用が標的タンパク質の活性化や発現量解析により明らかにできると考えている。また、
有髄線維と毛細血管両者の退行には、両者の相互補完作用の破綻が関与し、酸化ストレスに伴う
ミトコンドリアや小胞体応答の悪化が退行を誘導する方向に進めると想定している。 
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