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研究成果の概要（和文）：老齢期の筋力低下要因として，脊髄運動神経細胞体（MNsoma)の萎縮や支配筋線維への接続
形態の変化が関与することが報告されている．本研究では，老齢期の運動がMNsomaや神経筋接合部（NMJ）形態にいか
なる影響を及ぼし，筋機能に影響するかを検討した．
老齢期における筋力低下は筋線維萎縮，NMJ退行変化が関与することが示唆された．一方，運動は筋線維、NMJの退行変
化および筋力低下を抑制した. MNsomaには有意な変化が認められなかった．MNsomaの変化は，さらにその後に起こるこ
とが推察される．筋線維とNMJ形態は可塑性が高く、MNsomaは恒常性が高いことが示された。

研究成果の概要（英文）：There is a report that the morphological changes in the cell bodies of motor 
neurons in the spinal cord (MNsoma) and the muscle fibers they innervate are the factor of decreasing 
muscle strength in old age.
This study is an attempt to investigate how the exercise in old age influences the neuromuscular junction 
(NMJ) form and the muscle function.
The results suggest that the decrease of muscle strength in old age causes atrophy of muscle fibers and 
degeneration of the NMJ. However, exercising suppresses degenerative changes in the muscle fibers, the 
NMJ and loss in muscle strength. No significant change was observed in the MNsoma. The subsequent changes 
such as atrophy and degeneration in the MNsoma are inferred later on. In our understanding, the muscle 
fibers and NMJ forms have high plasticity and the MNsoma has high homeostasis.

研究分野：運動生理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 

神経筋接合部（NMJ）研究における筋原性
調節や環境性については、「多重入力後の神
経死による運動神経の生存」、「余剰神経の入
力排除」、「骨格筋活動状態とシナプス形成の
関係」等の現象は判明している。しかし、機
序に関しては不明な点が多い。また、運動神
経や骨格筋は収縮活動を行わなければ、退行
することが明らかになっているにもかかわ
らず、これまでの研究報告は、筋収縮との関
連性について報告がなされていない。そこで
本研究では、特に筋収縮活動と脊髄運動神経
細胞（MNsoma）および NMJ 形態変化との
関係について重点をおき、加齢期の運動がシ
ナプス退行抑制の要因の一つであることに
着目した。近年、筋や神経の再生時における
遺伝子、タンパク質の発現特性や形態変化に
関する報告も多く行われてきている。しかし、
生体では神経と筋肉は一体となり機能して
いるにも関わらず、それらの報告の多くは神
経と骨格筋を個別の研究対象として取り扱
っている。 

（１）加齢に伴い筋力は低下する。加齢性筋
肉減弱症（サルコペニア）の要因としては、
骨格筋筋線維の速筋線維（TypeⅡ）の萎縮、
筋線維数の減少が報告されている。加齢に伴
う筋力低下、形態変化の抑制には運動が効果
的であるといわれている。また、老化に伴う
骨格筋の機能低下は、細胞レベルだけで起こ
るのではなく多くの因子に影響されている。
NMJ では、運動神経終末の退行、副軸索の
発達、運動終板面積の拡大が観察される。電
子顕微鏡観察においては、軸索の脱神経が観
察される（Nishizawa et al,2006）。NMJ 上
の神経終末は life-span において常にリクル
ートメント（解離・退行〜再生）を行ってい
る。しかし、老化に伴うリクルートメント機
能の低下は NMJ の再生能力の低下を引きお
こし、除神経へつながる。その結果、老齢期
における筋力低下、筋線維の萎縮、速筋線維
の減少を引き起こすと推察される。 

（２）筋は不活動により大きな筋・支配神経
MNsoma 機能共に減弱の影響を受けるが、こ
れらの変化は可逆的であり、再び筋を活動さ
せることで機能的に回復する。このことは筋
収縮情報の神経から筋への収縮情報入力と、
筋紡錘や腱器官からの神経への求心性の信
号の相互作用により、神経筋は回復したと、
とらえられる。その神経筋の情報伝達の場で
あり、神経筋の機能を維持する場が NMJ で
ある。NMJ の研究は、近年加齢期での変性
に着目されつつある。 

（３）老化に伴い速筋線維では、支配運動ニ
ューロン数の減少以前に筋線維の萎縮、減少
が起こる。これは、筋線維の活動量低下によ
るものとされている。また、筋線維の萎縮に
ともない二次的に支配神経細胞に変性が生
じ、神経細胞の変性・減少に伴い筋線維に萎
縮・減少が観察される。このような老化にと
もなう退行性の現象も支配運動ニューロン

と筋線維が相互作用により絶えずその機能
を維持していることから推察される（宮田、
1979）。 

 

２． 研究の目的 

（１）神経筋接合部からみた運動神経終末や

骨格筋は、運動刺激や加齢にともない特異的

にその形態を変化させる。シナプス部である

神経筋接合部の形態も特異的に変化する。神

経筋相互作用に関して、神経系の調節性、骨

格筋筋線維の調節性の多くが明らかにされ

ているが、運動（筋活動）が如何にしてシナ

プス形成を調節するのか、除神経筋に対する

神経再接合を何が調節するのか、は明らかに

されていない。 

本研究では、老齢期の運動は NMJ 老齢変

化を抑制し、筋力低下を抑制するかに着目し

た。「筋活動が情報を神経に発信→NMJ、

MNsoma の退行変化抑制→運動単位の維持

→筋力低下抑制」のような筋原性調節が起こ

るとする独自の仮説に対してとし，これを以

下の実験観察から解明することを目的とす

る。筋原性調節が起こるか否か、①不活動（筋

原性活動量減少）に伴う NMJ 形態および

MNsoma の変化 、②一過性除神経（神経原

性活動量減少）に伴う NMJ 形態変化が

MNsoma に及ぼす影響、③老化に伴う NMJ

および MNsoma の形態変化、④老齢期の運

動に伴う NMJ および MNsoma の形態変化 

の 4 点から検討した。 

 

３． 研究の方法 

筋から神経への逆行性輸送の証明を
MNsoma の変化から検討し、運動が神経筋の
情報伝達部である NMJ に如何なる影響を与
えるか検討した。筋活動量の増減モデルとし
て（１）不活動（筋原性）（２）一過性除神
経（神経原性）の条件にて実験を行った。（３）
老齢の条件下にて（４）運動実験を行った。  
（１）「筋活動量増減に伴う神経筋接合部形

態および脊髄運動神経細胞の変化」ギプス固

定による筋不活動が NMJ、MNsoma 形態に

及ぼす影響を検討し、筋原性調節があるか否

か解明した。 

実験動物は、生後 16 週齢の Fischer344 雄
ラットを 20 匹用いた。被験筋は、PLA、EDL、
SOL とした。ギプス固定を１週間（G1W）
から 2 週間（G2W）行い、ギプス固定後 2



週間後にギブスから解放 2 週間の通常飼育群
（R2W）も設けた。 

実験終了後、筋張力測定、ChE 染色、鍍銀染
色にて NMJ を染色し，AChE 染色と HE 染
色の二重染色により運動終板部のアセチル
コリンエステラーゼ活生を観察した。
MNsoma は TMB 染色と対比染色として
NRed 染色を行い、光学顕微鏡下で観察した。
神経成長因子（ IGF-1）、神経栄養因子
（NGF4）、ミオシン重鎖（MHC）mRNA の
発現量は、リアルタイム RT-PCR 法にて測定
した。 

（２）「一過性除神経に伴う神経筋接合部形
態変化が脊髄運動神経細胞に及ぼす影響」を
解明するために神経凍結（神経原性）に伴う
NMJ 崩壊モデルを用いた。神経が起因とな
る筋活動量の減少-増加モデルとして一過性
除神経・坐骨神経凍結法を用いた。実験動物
は、生後 10 週齢の Fischer344 雄ラットを
20 匹用いた。被験筋は、EDL とした。 

神経凍結後 3,7,14,21 日後に筋機能を測定し
た。坐骨神経への間接極大刺激による強縮張
力と筋への直接電気刺激による強縮張力を
測定し、神経支配比率を算出した。加えて
NMJ と MNsoma の形態変化を観察した。 

（３）「老化に伴う神経筋接合部形態および
脊髄運動神経細胞の変化」を解明するため老
齢期ラットの筋張力測定、NMJ と MNsoma

の観察、遺伝子発現量測定により加齢に伴う
変化を解明した。実験動物には 16 週齢（C

群）と１年齢（1Y 群）、2 年齢（2Y 群）の
Fisher344 雌ラット（体重 280～330ｇ）を
用い、HRP を EDL に注入した。脊髄には
TMB 染色と NR 染色を行った。EDL は凍結
後 50μm連続縦断切片を作成し、ChE 染色と
鍍銀染色から NMJ を判別し、光学顕微鏡に
て観察した。IGF-1、NGF4、MHCmRNA

の発現量は、リアルタイム RT-PCR 法にて測
定した。 

（４）「老齢期の運動に伴う神経筋接合部形
態および脊髄運動神経細胞の変化」を解明す
るため老齢ラットに自発走トレーニングを
行わせた後、筋張力測定、NMJ と MNsoma

の観察、遺伝子発現量の測定によって加齢に
伴 う 変 化 を 解 明 し た 。実験動 物には
Fisher344 雌ラットを用い 16 週齢群（C）と
1 年齢群（1Y）2 年齢群（2Y）を設けた。ト
レーニング群として 3 ヶ月間の自発走運動を
行った 1YT 群，1 年間行った 2YT 群も設け
た。IGF-1、NGF4、MHCmRNA の発現量は、
リアルタイム RT-PCR 法にて測定した。 

（５）実験動物の扱いおよびトレーニング条
件 

①実験における飼育：室温 23℃、湿度 50％
に保った動物飼育施設にて 12 時間の明暗サ
イクルで飼育した。摂餌、飲水は自由摂取と
し、餌はマウス・ラット・ハムスター用固形
飼料（日本クレア株式会社 CE-2）を使用し
た。 

②神経凍結法：一過性除神経モデルラットは、

麻酔科にて坐骨神経に液体窒素で冷却した
ステンレスロッド（径 3.5mm）を 5 秒間押
し当て、神経を凍結した（Sakakima et 
al,2000）。 

③ギプス固定：麻酔下の弛緩状態にて、包帯
式ギプス（スコットキャスト）を用い、後脚
の膝関節と足関節を固定し不活動状態にし
た。１週間（G1W）から 2 週間（G2W）ギ
プス固定し、ギプス固定を 2 週間した後に 2

週間の通常飼育をした群（R2W）も設けた。 

④自発走トレーニングは、回転式自発走装置
にて飼育し、ラットに自由走行をさせた。 

9 ヶ月齢から 3 ヶ月間トレーニングを行い、
１年で終了した群（1YT）と１年齢から１年
間トレーニングを行い 2 年で終了した（2YT）
群を設けた。 

⑤トレーニング、屠殺時の動物の扱いは「実
験動物の飼育及び保管等に関する基準」、至
学館大学・至学館大学短期大学部「動物実験
規程｣に従って行った。 

（６）測定方法  

①筋の機能的特性：トレーニングおよび飼育
期間終了後に、麻酔下において血流を維持し
た状態で、筋の発揮張力特性を測定した。坐
骨神経を介した極大電気刺激による筋の間
接強縮張力と筋への直接電気刺激による発
揮張力を測定し、直接刺激張力に対する間接
刺激張力の比率を求めた。これにより、神経
支配率を推定した。 

②神経筋接合部の形態観察・解析 

光学顕微鏡下にて NMJ 形態を観察した。被
験筋は長指伸筋（EDL）とした。 

筋摘出後、液体窒素で冷却したイソペンタ
ン中にて筋を凍結し、クリオスタット（Leica

社製 CM1550）内で 50μm の筋縦断切片を作
成した。切片にコリンエステラーゼ（ChE）
染色（運動終板染出）、銀染色（神経染出）
を行った。 

光学顕微鏡下にて神経終末（NT）、運動終
板（Ep）を観察し、筋損傷、脱神経を確認し
た。顕微鏡用 CCD カメラからコンピュータ
に画像を取り込み、NMJ の神経終末面積
（NTA）、分枝数、長さを Fahim らの方法を
用いて分析した（Fig.2）。運動終板長(LEL)、
運動終板面積(EpA)、神経終末面積(NTA)、
筋 線 維 径 (FD) の 計 測 は cell Sense

（ORIMPUS 社製）ソフトにて測定する。
NMJ の形態は Tuffery の分類を参考に定量
し、筋機能回復との関係を検討した。 



③成長因子（IGF-1）、神経栄養因子（NGF4）、
MHCmRNA の定量 

IGF-1、NGF4、MHCmRNA（typeⅠ, type

Ⅱb）の定量は、骨格筋から totalRNA を抽
出し（ISOGEN,RNA later キット）、リアル
タイム RT-PCR 法にて遺伝子発現量を定量
した。 

定量は、筋摘出後－80℃で保存した骨格筋
より totalRNAを抽出し、Real-Time RT-PCR

法にて遺伝子発現量を定量した。Thermal 

Cycler Dice Real-Time System リアルタイ
ム PCR （タカラバイオ社製）にて検出を行
った。MyHCTypeⅠ、TypeⅡB、 IGF-1、
NGF4 の定量のｍRNA 発現量測定を行う。
各アイソフォームプライマー（NIPPON 

EGT）の塩基配列は下記に示す。 

MyHCTypeⅠ：   

forward，GTAGATCTTGTGCTACCCAAC ; 

reverse, TGTTTCTGCCTAAGGTGCTG;  

MyHCTypeⅡB 

forward, ATAGCTCAATTCCTTCTGTTG; 

reverse, CTTGATATATACAGGACAGTGA; 

Total MyHC 

forward,AGAAGGAGCAGGACACCAGCG;  

reverse, GCTTGTTGACCTGGGACTCG; 

GAPDH 

forward,CATTGACCTCAACTACATGG; 

reverse,GTCATGGATGACTGACCTTGGC

CA; 

IGF-1 

forward,AAATCGATGTTGGTGC; 

reverse,CCTGCTGAAGTAGAAGCC; 

NGF4 

forward,TGGGATCCACAGTGATGTTG; 

reverse,TCAGCATTCCCTTGACACAG 

④運動神経細胞同定：西洋ワサビペルオキシ
ダーゼ（HRP）逆行性軸策輸送法 

脊髄摘出 12 時間～ 24 時間前に 10% 

Horseradish peroxidase（HRP）0.01-0.2 ul

を EDL に注入し、軸策内を逆行性に輸送さ
せた。麻酔下にて屠殺後、腰椎膨大部の脊髄
を摘出し、液体窒素で冷却したイソペンタン
内で凍結した。40μm の凍結切片をクリオス
タットにて作成し、TMB 染色と対比染色と
して Neutral Red 染色を行った。(右写真→)。
顕微鏡用 CCD カメラからコンピュータに画
像を取り込み、核が観察される細胞の面積を
cell Sense（ORYMPUS 社製）ソフトにて測
定した。 

④統計処理 
各測定値は群ごとに平均値、標準偏差およ

び標準誤差を求め、統計学的に検討した。分
散分析では主効果が優位となった場合の多
重比較に Scheffe 法を用いた。 

 

４．研究成果 
（１）不活動（筋原性）に伴う神経筋接合部
および脊髄運動神経細胞の形態変化   
①骨格筋重量は G1W、G2W において C 群よ

り有意に減少した。G2W の SOL、PLA 重量

は C 群の約 60％を示し、ギプス固定による

不活動の影響として筋萎縮が認められた。

R2W は、G2W 群と比較すると高値を示し、

活動再開後の筋重量増加が示唆された。FD

は G2W で C 群より有意に減少し、R2W は

G2W に対して有意に増加した。 

②骨格筋筋線維の形態（Fig.3）において、

G1W、G2W で小径線維が観察された。筋は

不活動から1週間で萎縮が起こることが示唆

された。一方、G1W において NMJ の軸索終

末形態に異常は観察されなかった。G2W で

は、損傷筋線維が観察される一方、NMJ の

面積減少傾向がみられた。AChE 染色による

Ep 観察では、G1W、G2W ともに異常は観察

されず、ギプス固定による脱神経は起こらな

いことが示唆された。筋活動が再開した R2W

では、筋線維径の回復が観察され、また，再

生筋に観察される「核の行列化」線維が多数

観察され、ギプス固定から筋活動再開時に筋

損傷・再生が起こっている可能性が示唆され

た。筋線維径は不活動2週間で有意に萎縮し、

活動再開2週間後に萎縮から回復が認められ

た。一方、NMJ 形態計測では、LEL、 EpA、 

NTA、NTA /EpAの変化は認められなかった。

NMJ は不活動および筋委縮の影響を受けな

かったことが示唆される。 

③MHCmRNA の発現量には顕著な変化が認

められなかった。IGF-1、NGF4 の発現量は、

G2W で減少し、ギブス解放後、筋活動再開

時(R2W)に増加傾向があった。しかし、筋線

維および NMJ の形態変化との関係は認めら

れず、成長因子の発現から形態再生までに時

間的遅延が起こると考えられる。従って、継

時的観察の必要性が感じられた。 

これらの結果から、不活動により筋は委縮

するが NMJ 形態では大きな変化なく、

MNsom でにおいても変化が起こらないこと

を確認した。NMJ と MNsoma の変化が無い

ため、筋線維形態は筋活動再開後速やかに回

復することが示唆された。 

（２）一過性除神経に伴う神経筋接合部形態
変化が脊髄運動神経細胞に及ぼす影響 
①筋発揮張力において直接刺激張力は神経
凍結 3 日後に低下し、21 日後に回復した。間
接刺激張力は神経凍結 3 日後、7 日後は張力



が発揮されず、神経支配比は神経凍結 3 日後、
7 日後には 0 を示し、神経情報伝達遮断が確
認された。 

②NMJ では、神経凍結に伴う NTA の衰退が
観察された。神経筋の接合が観察されない筋
では、発揮張力が低下し、その後神経筋再接
合とともに回復した。一方、EpA は変化が認
められなかった（Fig.4）。 

③神経終末凍結に伴う MNsoma 面積は変化
がなかった（Fig.5）。 

これらの結果、筋機能は NMJ 形態に影響
を受けることが示唆された。一方、MNsoma

面積は 2 週間程度の不活動では、影響を受け
ないことが示唆された。 

 

（３）老化に伴う神経筋接合部形態および脊

髄運動神経細胞の変化 

①骨格筋重量は C 群に対し 2Y 群は有意な低

値を示し、筋線維径（FD）も同様の結果を示

したことから、老齢に伴い筋萎縮が起こるこ

とが確認された。 

②筋張力は C 群に対し 1Y 群は有意な低値を

示した。  

③EpA 、FD、EPL は C 群に対し 1Y 群、2Y

群と有意な低値を示し、EpA/FD も低値を示

した。筋萎縮率以上に EpA の縮小が観察さ

れた。萎縮筋線維上の NMJ では軸索分枝や

bouton の消退、副軸索の延長などの老齢期に

現れる異常な形態像が観察された（Fig.6，7）。 

④MNsoma 面積は C 群に対して 1Y 群、2Y

群間ともに差は認められなかった。従来の報

告では、MNsoma の変性は 2 年半齢に確認

されており、2 年齢では変化が認められない。 

⑤MHCmRNA、IGF-1、NGF4 の発現量は、
老化に伴い減少傾向があったが、顕著な変化
が認められなかった。 

老齢期における筋力低下は筋線維萎縮、運

動終板退行、NMJ 形態変化が関与すること

が示唆された。MNsoma の変化は、さらに老

化が進んでから起こることが推察される。 

（４）老齢期の運動に伴う神経筋接合部形態

および脊髄運動神経細胞の変化  

老齢期の運動刺激が脊髄運動神経細胞体
および神経筋接合部(NMJ)形態にいかなる
影響を及ぼし、筋の機能に影響するかを検討
した。 

①筋張力は C 群に対し 2YT 群は有意な低値
を示した。一方 1YT 群には低下が認められず、
Ｃ群と同様の数値を示した。 

②FD、EpA は C 群に対し 2YT 群は有意な低
値を示した。一方、1Y 群と 1YT 群、2Y 群と
2YT 群を比較した結果、運動群が高値を示し、
運動により老化に伴う変化が抑えられた
（Fig.8）。 

③MNsoma 面積には加齢に伴う萎縮や、運動
の影響は認められなかった． 

④MHCmRNA、IGF-1、NGF4 の発現量は、
減少傾向があったが、顕著な変化が認められ
なかった。 

これらの結果から、老齢にともなう筋発揮
張力の低下や、筋線維径、NMJ 形態の退行
的変化が、運動によって抑制される明確な証
拠を示す事ができた。 
（５）まとめ 
 筋活動量の増減に伴い、筋は機能や形態を
変化させた。また、神経筋の情報伝達の場で
ある NMJ も筋活動の増減に伴い形態が変化
した。老齢期にともなう筋力の低下時にNMJ

形態は退行変化を起こした。一方、運動に伴



い筋力低下が抑制された時、NMJ の退行変
化も抑制された。筋機能と筋線維、NMJ 形
態は密接な関係があり、かつ可塑性が高いこ
とが示唆された。 

一方、末梢神経系である MNsoma の変化
は筋活動の増減や老化では変化が認められ
ず、恒常性が高いことが示された。 
 
Table.1 形態変化まとめ 

 FD EP NT MNsoma 

老化 萎縮 縮小 

拡張 

退行 

変性 

変化無 

老化 

運動 

萎縮 

（抑制） 

縮小 

拡張 

（抑制） 

退行 

変性 

（抑制） 

変化無 

一 過 性

除神経 

萎縮 変化無 消退 変化無 

再接合 回復 回復 再生 変化無 

不活動 萎縮 縮小 縮小 変化無 

再活動 回復 回復 回復 変化無 
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