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要旨

近 年 、 長 期 間 運 動 が 海 馬 神 経 機 能 を高 め る こ とが 明 らか に され て き て

い る。 しか し、 一 過 性 運 動 が 海 馬 の 生 理 的 応 答 に及 ぼす 影 響 を検 討 した研

究 は 少 な く、 また 、 そ の分 子 機 構 は 未 だ 解 明 され て いな い。 海 馬 神 経 機 能

を高 め る もの と して 、 海 馬 細 胞 外 環 境 の調 節 に重 要 な役 割 を担 っ て い る マ

トリッ クス メタ ロ プ ロテ イ ナ0ゼ(MIVIP-9、MIVIP-2)、 多様 な神 経 保 護 作

用 を有 す るイ ン ス リ ン様 成 長 因子 一1(IGF-1)が 知 られ て お り、神 経 活 動

の活 性化 によ りMMP-9の 酵 素活 性 の 上 昇 、血 中IGF-1の 脳 内移行 促 進 が

み られ る こ とが 報 告 され て い る。 これ まで の研 究 か ら、 一 過 性 運 動 が海 馬

の 神 経 活 動 を高 め る こ とが 明 らか に され て い るた め、 一 過 性 運 動 はMMP

やIGF-1シ グナ ル 伝 達 を活 性 化 させ る可 能 性 が 考 え られ る。 そ こで本 研 究

で は 、一 過 性 運 動 が 海 馬MMPお よ びIGF・1シ グナ ル伝 達 に及 ぼ す影 響 を

明 らか にす る こと を 目的 と した 。

実 験 で は 、Wistar系 雄 性 ラ ッ トに異 な る運 動 強 度(コ ン トロー ル 群:O

m/min、 低 強 度 群:10m/min、 高強 度 群:25m/min)の 一 過 性 トレ ッ ド

ミル 走 運 動(30分 間)を 行 わ せ 、運 動 終 了 の直 後 、 お よび6、12、24時

間後 に海 馬 を採 取 した 。 研 究 課 題1で はMMP-9お よ び1VllVIP-2の 酵 素 活

性 と そ の 内 因 性 阻 害 物 質TIMP-1(Tissueinhibitorsof

metalloproteinases-1)タ ンパ ク発 現 を 、研 究 課 題2で はIGF-1シ グナ ル

伝 達 の 主 要 な リ ン酸 化 酵 素 で あ るAkt(ProteinkinaseB)とErkl/2

(Extracellularsignalregulatedkinases1/2)の7舌 性応 答 を検 討 した 。

実 験 の結 果 、研 究 課 題1で は 、 低 強度 の 一過 性 運 動 終 了 か ら12時 間後



に海馬MMP-9の 酵 素活性 が有意 に上昇す ることが明 らか にな った。 しか

し、海馬MMP-2の 酵 素活性 、海馬TIMP-1タ ンパ ク発現 に関 しては、全

てのタイムポイ ン トで運動条件 によ る差異 はみ られなか った。 これ らの こ

とは、一過性 の低 強度運 動は海 馬MMP9の 酵 素活性 を有意 に上昇 させ る

が、高強度運 動では海 馬MMP-9酵 素活性 にあま り影響 しない ことを示 し

ている。先行研 究よ り、高強度 運動ではな く低強度運動が神経新生 を促進

させ る こと、 また、MMP・9が 神経新 生に関与 して いる ことが 明 らか にさ

れつ つある ことを考慮 する と、長期 的運動 による海馬神経新生促進 の分子

基盤 のひ とつに一過性運 動によるMMP・9酵 素活性 の増加が 関与 してお り、

また 、そ の効果 は運動強度 によって異 なる可能性が考 え られ る。

研究課題2で は、一過性運 動直後 において、低強度群 と高強度群だ けで

な く運動 を行 って いないコ ン トロール群で も活性型 の リン酸化Erkl/2発

現が増加 した。また、一過性運 動 による活性 型の リン酸化Akt発 現の変動

はみ られなか った。 リン酸化Erk1/2発 現 の結果 は、 ラ ッ トを トレッ ドミ

ル に乗せ る とい う実験操作 自体 が刺激 となって しまった ことによ るものか

も しれな い。また、Aktリ ン酸化 に関 しては、先行研究 よ り刺激提示 の1～2

時 間後 に促進す る とい う報告 もみ られ る ことか ら、本実験 で設定 したサ ン

プ リングポイ ン トで はAktリ ン酸化 の変動 を捉え る ことがで きなか った可

能性が考 え られ る。 さ らに、一過性運動がIGF-1を 介 してErkl/2とAkt

リン酸化 を増加 させ る ことを明 らか にす るた めには、IGF-1受 容体が活性

化 して いる ことを示す必要 もある。 これ らの ことか ら、一過性運 動 によ る

Erk1/2とAktの 活性応答 を検 討す るため には実験デザイ ンを改善 し、 さ

らに検討す る必要が あると考 え られ る。



本研 究の結果か ら、一過性運動 によ り海馬MMP-9の 酵素活性 が高 まる

ことが明 らか とな った。 この結果は、運動 による海馬神経機能 の向上に、

MMP-9酵 素活性 を介 した細胞外 環境の調節が関与 して いる可能性 を示 唆

す る。一方 、一過 性運動 がIGF-1シ グナル伝達 に及 ぼす影響 を解 明す るた

め には実験 デザイ ンを改 善 し、 さらに検 討す る必要 がある と考 え られ る。
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第1章 諸言

運 動 は 、 筋 ・骨格 系 や 、 呼 吸 ・循 環 系 の 機 能 を向 上 させ る。 さ らに近 年

の神 経 科 学研 究 によ り、 運 動 は 脳 に も有 益 な 効 果 を もた らす こ とが 明 らか

とな っ た 。特 にe記 憶 ・学 習 の 中心 的 役 割 を担 う海 馬 で は、 神 経 機 能 が 運

動 に よ って 高 ま る こ とが 、 数 多 くの 先 行 研 究 に よ り明 らか に され て い る

(va簸tiy;i・etal.,1999;Erickson.etal.,2010;Chaddocketal.,Bozo;

Treloetal.,2008;Be罫chtoldetal.,2010)。 これ らの研 究 で は、 実 験 動 物

に長 期 間(数 週 間 ～数 ヶ 月)の 走 運 動 を行 わ せ 、 そ れ に よ って 生 じる構 造

的 ・機 能 的 な 変 化 か ら、運 動 が海 馬 神 経 機 能 に与 え る影 響 を検 証 して い る。

一 方
、一 過 性 運 動 が海 馬 内 で どの よ うな 生 理 的 応 答 を 引 き起 こす か は ほ と

ん ど明 らか に され て お らず 、 運 動 が どの よ うな メカ ニ ズ ム を介 して 海 馬 の

神 経 機 能 を 高 め て い る の か 、 そ の メ カ ニ ズ ム の解 明 が 進 展 しな い一 因 とな

っ て い る 。 これ ま で い くつ か の 先行 研 究 によ り、 一 過 性 運 動 が 海 馬 の神 経

活 動 を活 性 化 させ る こ とが 明 らか に され て い る。 神 経 活 動 の活 性 化 は様 々

な 生 理 的 応 答 を ひ き 起 こ す ト リ ガ ー に な る こ と か ら(della鷺d

H鯉di簸gh綾 搬,2011)、 一 過 性 運 動 は海 馬 の神 経活 動 の 活 性 化 を介 して 、

多 様 な 生理 的 応 答 を引 き起 こ して い る可 能 性 が 高 い。 本研 究 で は 、 そ の神

経 活 動 の 活 性 化 が 引 き起 こす 生 理 的 応 答 の 中 で 、 特 に海 馬 神 経 機 能 の 維

持 ・向 上 のた め に重 要 な役 割 を担 っ て い るマ トリッ クス メ タ ロ プ ロテ イ ナ

0ゼ ー9(+, Y・f,'*〉,MMP9)と 血 液 中イ ンス リ ン様 成

長 因子 一玉 伍slin-hkegmwthfactor-1,IGF-Dが 引 き起 こす シ グナ ル 伝 達

に着 目 した。
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海馬 の神経機能 を維持す るため には細胞外 プ ロテアーゼ による調節が必

須で あ り、その主要なプ ロテアーゼのひ とつ にMMP-9が ある(Wrightet

al.,2007)。 このMMP-9の 酵素活性 は神経活動 の活性化 によ り高 まる こ

とか ら(Szkl蹴zyke捻1.,2002)、 一過性運動 は神経活動の活性化 を介 し

て海馬MMP-9の 酵素活性 を上昇 させ る可能性が高 い。 しか しなが ら、 こ

れ まで運動 による海馬神経機能 の向上に関わる分子 機構 として細胞 外環境

の調節 に着 目した研究は非常 に少な く、上記 の仮説 を検 証 した報告 もな い。

運動 は海馬 にお いて神経細胞 の新 生を促進す るが1新 た に生 まれ る神経細

胞が分化 ・成熟 しそ の機能 を発現す るためには細胞外環境 の リモデ リング

が必須 とな る。 この細胞外環境 の リモデ リングにMMP・9が 重要な役割 を

担 って いる ことか ら、一過性運動 によるMMP-9の 活性応答が明 らか にな

れば、そ の知見 は運動が海馬 の構造 的変化 をひき起 こす分子機構 を新たな

視点か ら検討す るため の基盤 にな るだ ろ う。

近年、IGF・1が 神経活動 の活性化 によ り脳内 に移行 して作用す る ことが

明 らか とな った(Ni曲iji鵬aetaL,2010)。IGF-1は 多様な神経保護作用 を

有 してお り、運動 による海馬神経機能 の向上に重要 である ことが知 られて

いる。実際 に、長期 間運動が血液 中か ら海馬へ のIF一 供給 を介 して、Akt

(pr◎tei簸kiぬaseB)やE罫kl/2(Ex捷acellularsig簸alregulatedkinases

玉/2)を活性化 させ 、海馬神経機能 を高める ことが報告 されて いる(Treloet

al.,2001;7,2006)。 しか しなが ら、 このIGF-1シ グナル伝達で

さえ、一過性運動 によって活性応答 が どのよ うに応答す るかは明 らか にさ

れて いな い。

そ こで本研 究では、一過性運動が海馬MMP-9やIF-1シ グナル伝達 に
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及 ぼす影響 を明 らかにする ことを 目的 とした。なお、海馬の神経活動 は運

動強度 に依存 して活性化す る ことが報告 されている(Leeetal.,2003)。 ま

た 、神経活動 の活性化か らMMP-9の 酵 素活性が上 昇す るまでには12～24

時 間が必要で ある ことが報告 されて いる(,,XOO7)。 これ らの こ

とか ら.P-9やIGF-1シ グナル伝達 の活性応答 も運動強度や運動終 了

後 の時 間経過 によって 異なる可能性 があ り、本 目的を達 成す るため には、

運 動 強度 と運 動 終 了後 の経 時 的 変化 を考 慮 す る必要 が あ る。そ こで 、

W減 灘 系雄 性ラッ トに異 なる運動強度(コ ン トロール群:o搬/加 丑、低強

度群110難/miぬ 、高強度群:25rn/min)で30分 間の一過i生トレッ ドミル

走運動 を行わせ、運動終 了直後 、お よび運動終 了か ら6、12、24時 間後 に

海馬 を摘 出 し、P-9素 活性(研 究課題1)と 、IGF-1シ グナル伝 達の

主要な リン酸化酵素で あるAkt、Erk1/2の 活性応答(研 究課題2)を 検 討

した。
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第2 研究の背景

第1節 海馬の構造 ・機能

海 馬 はGiulioCes躍eA聡 竣ziに よ って 初 め て 名 づ け られ た 脳 部 位 で あ りb

大 脳 皮 質 の 内 側 側 頭 葉 に両 側 性 に位 置 して い る 。海 馬 は歯 状 回(穎 粒 細 胞

層)と ア ン モ ン角(CA1～CA3;錐 体 細 胞 層)と 海 馬 台(錐 体 細 胞 層)の

三 つ の主 要 部位 か ら構 成 され る(Miyashita,2004;YauetaL,1`i)。

X953年 、て んか ん発 作 の治 療 のた め に、海 馬 を外 科 的 に取 り除 いたH.M

が新 し く物 事 を記憶 で き な くな った こ とで 、 海 馬 が 記 憶 の 形 成 に関 与 して

い る こ と が 知 ら れ る よ う に な っ た(Scoville瓠dMilner,1957;

t!,・etal.,1986)。 さ らに、 海 馬 損 傷 の程 度 が 記 憶 障 害 の 重 症 度

と関連 す る こ とが 明 らか とな った(Zola-Mo鷲ganetal.,・)。 海 馬 依 存

性 の記 憶 と して は、 エ ピソー ド記 憶 、 陳述 記 憶 、文 脈 記 憶 、 空 間 認 知 記憶

が 挙 げ られ る(McEwenetal.,2002)。 また 海 馬 を障 害 す る と恐怖 条 件 下

で 不安 を感 じな くな る ことが 報 告 され て お り、情 動 との 関与 も示 唆 され て

い る(McNa建ghtonandGraヌ2000)。

海 馬 の機 能 は老 化 や 精 神 疾 患 と関係 づ け られ て いる 。老 化0う つ病 、慢

性 ス トレスやPTSD(心 的 外 傷後 ス トレス 障 害)は 海 馬 が 萎 縮 し、海 馬機

能 の障 害 が 生 じる こ とに よ り引 き起 こ され る こ とが報 告 され て い る

(IIIex°andC)℃allagha鷺,2045Fink,2011;F罫e麗a聡tal.,2006;

Acheso丑eもaL,2QI1)。 ま た、 アル ツハ イ マー 病 の患 者 で海 馬 の萎 縮 が み

られ る こ とか ら.海 馬 の機 能 低 下 が アル ツハ イ マー 病 の原 因 の ひ とつ で あ
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る可能性 が考 え られている。

以 上よ り、海馬 は ヒ トが生活 を してい く上で 中心的な役割 を担 う記憶や

情動 に関与 してお り、そ の神経機能 を維持す る ことは健全 な生活 に不可 欠

な要 因である と考 え られ る。 しか しなが ら、海馬 の機能 を向上 させ る分子

機構 の全容 は未 だ解 明 してお らず、海馬 の機能 に対す る研究 の促進 が望 ま

れて いる。

第2節 運動による海馬機能向上の分子機構

2ユ 長期間運動による海馬機能向上の分子機構

長期間運動は海馬依存的な学習 と記憶 を向上 させ る ことが報告 されて い

る。高齢者が週 に3日 の運動 を1年 間お こな った結果、海馬 の体積が増加 し、

海馬依 存的な空間認知機能が向上 した ことが報告 されて いる(翫ickso鍛et

al.,Salo)。 また、9～10歳 の小児 は高強度 の運動 をお こな うことで、海 馬

の体積が増大 し、海馬依存的な記憶課題の成績が向上す ることが報告 され

て いる(haddocketa1.polo)。 このよ うに。長期 間運動が海馬 に構造

的な変化(肥 大)を もた らし、その神経機能 を向上 させ ることが ヒ トを対

象 とした研 究か らも明 らか とな り、運動が海馬 に及 ぼす効果 は益々注 目を

集めて いる。

運 動が海 馬の機能 を向上 させる要因 につ いての報告 は数 多 く存在 する。

蕎歯類 の海馬では、運動は脳 由来神経栄 養因子(Br綾i鷺 一D磁ved

Ne電ot翌ophic勲cto翌,BDNF)、 イ ンス リン様成長 因子(ln蹴h∬Like

磁owthFa伽r1,IGF-Dの 増加 を介 して空間認知機能 を向上 させ る こと
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が示 されて いる(Trejoeta1.,2008;Be翌chtoldeta1.,,1i)。BDNFは 神

経細胞の発生 ・成長 ・再生 を促進 させ る栄養 因子で あ り、海馬依存的な機

能 の向上 に関与す る ことが報告 されて いる。近年 、Be罫chtolde捻L(2010)

は蘇歯類 の実験で、3週間の 自発運動がBDNF発 現 を増加 させた ことを報告

して いる。 さ らに、そ のBDNFの タンパ ク レベルは空間認知機能 を示す放

射状迷路課題1の 改善 と相関関係がみ られた。 したがってs運 動 によ る

BDNFの 増加 は神経新生 を増加 させ、空間認知機能 を向上 させ る ことが示

唆 され る(Foste艶tal.,2011)。 また、IGF-1は 神経新 生、血管新生、ア

ポ トーシスの制御 、グルコー ス代謝 、神経伝達物 質の合成 と放 出のために

重 要であ り、BDNFと 同様 に運動が誘発す る認知機能 向上の分子機構 に重

要な役割 を果た して いる(Dinge捻1.,2006)。 近年 の研究で は、Treloet

al.(2008)は 肝臓 にお けるIGF-1産 生が阻害 され たIII)マ ウス を用 いて、

IMF-1と 空 間認知機能 との関係性 を検討す る実験 をお こな い、IIi'-1の 阻害

はモ リス水迷路課題の成績 を低下 させ、神経新生 を減少す ることを明 らか

に した。モ リス水迷路 の成績 と神経新 生の減少 は低強度 の運動 をお こな っ

て も改善 しなか った。 しか しなが ら、そ のLIDマ ウスに皮下 に埋 め込 んだ

浸透圧 ポ ンプを用 いてIGF-1を 投 与す る とモ リス水迷路 の成績 が上昇 し、

神経新 生が増加 した。 したがって、神経新 生 と空間認知機能 がIGF-1に 依

存 している ことが明 らか とな った。

・放射状迷路

採餌 行動 を利用 した迷路課題で、海馬依存的な空間作業記憶および参照

記憶 を評価す る ことがで きる.(田 熊 ら,2007)。
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以上の ことよ り、運動はBDNF、IGF-1の 増加 を介 して神 経新 生な どの

構造 的変化 を引き起 こ し、それ によ り海馬神経T能 を向上 させ る ことが示

唆され る。現在 、運 動 によ る海馬機 能向上の分子機構が明 らか とな って き

て いるが 、運動 が海馬 機能 を向上 させる詳細な分子機構は複雑で、未解明

な部分 も多 い。さ らに、運動が海馬機能 に与 える影響 を解 明す るため には、

長期 間運動だ けでな く一過性運動 の影響 に も着 目して検 討す ることが有用

と考 え られ るが 、一過性運動 による海馬 の生理 的応答 を検 討 した研 究が非

常 に少な い。長期間運動 は言 い換 えれ ば.一 過性運動 の繰 り返 しである。

そのため、長期間運動 による海馬神経機能 の向上 は、一過性運動が繰 り返

し海馬 を刺激す ることによ って適応 した結果 だ と考 え られ る。この ことは、

一過性運 動によ る海馬の生理的応答 を明 らか にす る ことが、長期 間運動が

海 馬神経機能 を高める分子機構の解 明 に貢献す る ことを示唆す る。 またそ

れ だけでな く、長期 間運 動が神経機能 を向上 させ る最適な運動条件 を見つ

けだす手掛か りになるか もしれ ない。

2.2一 過性運動 による海馬神経活動の活性化

一 過 性 運 動 は、 海 馬 の グル コー ス 代 謝(Matsuieta1.,2011)、 セ ロ トニ

ンや ドー パ ミ ンな ど の神 経 伝 達 物 質 の放 出(i,.,2001;

Goeki疵e盤1。,2012)、BDNF発 現(/r,2007)、c-Fos発 現(Lee

e捻1.,2003)、 局 所 脳 血 流 動 態(Nishijimae糠1.,2012)な ど に影 響 す る こ

とが 明 らか に な っ て い る 。 これ らの 先 行 研 究 の うち 、σFos発 現 と局 所 脳

血 流 の 増 加 は 神 経 活 動 の 指 標 と して 知 られ て い る。Laeeetal.(2003)は ラ
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ッ トに3条 件の運動強度(8搬/min、14m/翻 豊、221m/in)で30分 間の

トレッ ドミル走運動 をさせ、運動終 了後 のc-Fos陽 性細胞の数 を検 討 した

と ころ、運動強度依存的 に海馬CA1、CA3、 歯状 回の全ての部位でc-F◎S

発現が高 まる ことを明 らか に した。 また、Nishili瓢aeta1.(2012)は ラ

ッ トに2時 間の低強度 トレッ ドミル走運動(la/藤 簸)を 課 し、運動 中に

神経活動 に依存 した海馬局所脳血流量 の増加 を明 らか に して いる。

以上 の ことよ り、一過性運動が海馬 の神経活 動を高める ことが複数の先

行研究 によ り示 されて いる(LeeetaL,2003;Nishili澱aetal.,2012)。 こ

の神経活動 の活性化 は様 々な生理 的応答 を引き起 こす トリガー となる こと

が知 られてお り(BellandHardingham,2011)、 そ の一つ としてBDNF

発現 の増加が挙 げ られ る(LuB1!)。 神経活動の活性化 がカル シウムイ

オ ンの流入や 駈kBシ グナル伝達 の活性化 を引き起 こす。っつ いて、CREB

の活性化 を誘発 し、BDNF発 現が増加す るという分子機構が示唆 されて い

る(LuB.2003;DiぬgetaL,2011)。 さ らに、セ ロ トニ ン、 ドーパ ミンな

どの神経伝達物質 の放 出増加 も神経活動 の活性化 を反映す る ものであ り、

グ リコーゲ ン分解 も神経活動が活性化 し、エネルギー消費が増加 した結果

だ と考 え られ る。 これ らの ことか ら、上記 で示 した生理応 答は神 経活 動 に

よって 引き起 こされ る生理応答 の一部 であ り、他 にも多 くの生理応 答が運

動で 引き起 こされて いる可能性が極 めて高 く、一過性運動 の神経活 動の活

性化 は一過性運動 によって生 じる生理 的応答 の根源 である可能性 が示唆 さ

れ る。本研究では、そ の生理応答 の中で もp_9の 活性 増加 とIGF-1シ

グナル伝達 に着 目す る。
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第3節MMP-9

3.1MMP-9と は?

神 経 細 胞 の 機 能 を維 持 す るた め には 、 神 経 細 胞 を と りま く細 胞 外 環 境 の

調 節 が 重 要 とな る 。 この細 胞 外 環 境 マ トリッ クス の 再 構 築 と維 持 は タ ンパ

ク質 分 解 酵 素 フ ァ ミ リー で あ るMMPs(Ma櫨xMeもallop望ptei聡ses)に

よ って 調 節 され て い る(Stam頒kovicI,2003)。MMP-9の 酵 素 活 性 は脳

虚 血(A繊 無etal.,2000)、 て ん か ん発 作(Szklarc叩ketal.,2002)に

よ り上 昇す る こ とが 明 らか とな って い る。MMP-9酵 素活 性 が 過 剰 に高 ま

る と虚 血 や て んか ん 発 作 が 重 篤 化 す る こ とか ら、MMP-9の 阻 害 剤 が 虚 血 、

て ん か ん 治 療 薬 に な る 可 能 性 も 示 唆 さ れ て い る(Ki艶a簸dLee,2013;

Mizoguchieta1。,2011)。 またMMP-9の 特 異 的 阻害 剤 が アル ツハ イ マ ー

病 の治 療 に役 立 つ こと も示 唆 され て い る(Mizoguchietal.2009)。 これ

らの こと よ り、MMP-9の 阻 害 が 様 々 な 治 療 に役 立 つ 可 能 性 が 考 え られ る。

しか しな が ら、MMP-9は 海 馬 の 機 能 を 向上 させ る た め に重 要 な 細胞 外

プ ロテ アー ゼ で あ り、 そ の活 性 を 阻害 す れ ば 良 い とい うわ け で は必 ず し も

な い。 鶴 歯 類 の 実 験 で は 、行 動 学 的 手 法 に よ ってMMP-9と 海 馬機 能 の 関

連 性 が 示 され て い る。Nagyetal.(2006)は 、MMP9ノ ッ ク ア ウ トマ ウ

ス の海 馬依 存 的 な 文 脈 性 恐 怖 条 件 付 け テ ス ト2の 学 習 成 績 が 低 下 した こ と

2文 脈性恐怖条件付 けテ ス ト

海馬依 存性の学習能力 を評価す る行動テ ス トのひ とつ。動物 は箱 の申 に

入れ られ、足 に電気 シ ョックを受 ける。す る と動物 はそ の箱 が危 険である
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を報告 して いる。 さ らに.Nagyeta1.(2007)は ラッ トにお いて海馬依存

的な機能 を示す受動的 回避学習3課 題後 のMMP・9活 性 の経時変化 を検討 し

た結果、海馬 のMMP-9酵 素活性 は12時 間後で有意 に上 昇 し、24時 間後

まで活性が高 い状態が維持 された。 またMMP-9を 阻害す ると、受動的回

避学習 に障害が 生 じた。 したが って、MMP-9は 海馬依存 的な機能 に関与

し、MMP-9酵 素活性 の増加が海馬の機能 向上 に関わ る ことが示 唆 されて

いる。 さ らに、MMP-9活 性は神経活動 の活性化直後 ではな く、一定 時間

経過後 に上昇す るという時間的特性が示唆 され る。

以上 のことよ り、病理学的な研 究では、過剰なMMP-9活 性 の抑 制はて

んかん発作や アルツハイマー病な どの治療 に役立 ち、行動学手法 を用 いた

研 究では適度なMMP-9活 性の上昇が海 馬機能 を向上 させ ることが示唆 さ

れて いる。 これ らの ことか ら、MMP-9は 海馬 の機能 に対 して非常 に重要

な役割 を担って いる ことが示唆 され る。 しか しなが ら、運動がMMP-9活

性 に及 ぼす影 響 につ いては ほとん ど解 明 されて いな い。

3.2MMP-9と 運 動

ことを覚え、再び同 じ箱の 申に入れ る と、す くみ とい う防御 的反応 を示す

よ うにな る。す くみ反応 を呈 した時間か ら学習能 力 を評価す る ことができ、

海 馬を破 壊す るとす くみ反応 時間が減少する(Kitam鞭 我eta1.,2009)。

3受 動的 回避学習

動物が一度 経験 した嫌悪刺激(電 気刺激)に 対 して示す 回避行動 を記憶

の指標 とす る海馬依存的な学習課題で ある(田 熊 らt,1)。
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長 期 間 運 動 がMMP-9に 及 ぼす 影 響 につ い て は 幾 つ か の 報 告 が あ る 。

Chaudh塚etal。(2010)は 、 ラ ッ トに 中大 脳 動脈 閉塞 によ る脳 梗 塞 を誘

発 す る と皮 質 にお け るMMP9酵 素活 性 が 上 昇 し、 ア ポ トー シ ス が促 進 さ

れ る が 、3週 間 の 高強 度 トレ ッ ドミル 走 運 動 を行 わ せ た ラ ッ トで は そ の応

答 が抑 制 され る こ とを 報告 して い る 。更 にMMP・9を 阻害 した群 で も、 ア

ポ トー シ ス が抑 制 され た 。これ らの こ とか ら、長 期 間運 動 が脳 虚 血 に よ る

MMP-9酵 素 活 性 の 上 昇 を抑 制 し、抗 ア ポ トー シス 作 用 を発 揮 す る こ とを

明 らか に した 。 ま たMMP-9の 酵 素 活 性 は、MMP-9の 内 因性 抑 制 物 質 で

あ るTIMP-1(Tissuei簸hibito∫sof澱etaUopyotei憩ses-1)に よ り調 節 さ

れ て い る。 皮 質 にお いて 、 そ のTIMP1タ ンパ ク発 現 が 長 期 間 運 動 に よ り

増 加 す る こ とが 報 告 され て い る(Guoetal.,2008)。 これ らの こ とか らr

皮 質 だ けで な く海 馬 で も長 期 間運 動 がMMP-9活 性 やTIMP-1発 現 に影 響

を及 ぼす こ とが 考 え られ る。

そ のMMP-9の 酵 素活 性 は 神 経 活 動 の 活 性化 によ り高 ま る こ とが 報 告 さ

れ て い る。Szklarczyketal.(2002)は ラ ッ トに グル タ ミ ン酸 受 容 体 の 作

動 薬 で あ るカ イ ニ ン酸 を腹 腔 内 投 与 し、MMP-9の 経 時 変 化(0、2、6、24

時 間 後 に計測 〉を検 討 した 結 果 、海 馬 のMMP-9酵 素活 性 が24時 間 後 に上

昇 が み られ た 。 これ らの こ とか ら、 神 経 活 動 の 活 性 化 がMMP9活 性 を調

節 して い る こ とが 示 唆 され る。 一 過 性 運 動 は海 馬 の神 経 活 動 を 高 め る こ と

か ら(Leeetal.,2003;Nishiji磁aeta1.,2012)、 一過 性 運 動 によ り海 馬 の

神経 活 動 が 活 性 化 し、MMP-9活 性 が 上 昇す る ことが 考 え られ る。 一 方 、

'19P-1の 狐RNA発 現 もカイ ニ ン酸 投 与 に よ り増 加 す る こ とが報 告 され

て い る(Jo鞭qui捻etal.z2005)。 そ の た め 、 一 過1生運 動 がTIMP・1タ ン
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バ ク発現 を増加 させ 、MMP・9の 酵素活性 を抑制す る可能性 も否定 できな

い◎

以上 のことか ら.運 動がMMP-9を 介 して海 馬機能 を向上 させ ることが

示唆 され る。 しか し、運動 とMMP-9の 関係 につ いての研 究は非常 に数が

少な く、一過性運動がMMP-9活 性 を上昇 させ るか どうか も未解 決の まま

とな って いる。 これ までは、運動が海馬機能 を向上させ る要 因 として、神

経 新 生 とい った 細胞 の変 化 の み が着 目され て きた 。 これ に対 し、 も し

MMP-9が 運動 による海馬機 能向上 に関与 して いる ことが示 唆され れば、

運動が海馬機能 を向上 させ る分子機構 の解 明に、細胞 だけでな くよ り細胞

外環境 に着 目す る ことも重要で ある ことを示す ことが できる。 また、他 の

細胞外タ ンパ ク質や分子の 関与 も示唆 され、新 たな研究 の展 開につ ながる

ことが期待 され る。

第4節IGF-1シ グナル伝達

4ユ 亙GF-1シ グ ナル 伝 達 と は

IGF-1は 主 に肝 臓 で産 生 され る が 、脳(海 馬)を 含 む多 くの組 織 で も局

所 的 に産 生 され 、 自己 分 泌 ・傍 分泌 的 に作 用 す る 。IGF-1がIGF-1受 容 体

と結 び つ く と、IGF-1受 容 体 は チ ロ シ ン リ ン酸 化 さ れ 、 そ の 下 流 でAkt

(p罫otei鍛ki鷺aseB)やErk1/2(Extracellularsig鍛alTeg賦1atedkinase1/2)

が リ ン酸 化 す る 。1GF-1は 神 経 新 生 、血 管 新 生 、 アポ トー シ ス の制 御 、 グ

ル コ0ス 代 謝 、神 経 伝 達 物 質 の合 成 と放 出 な ど、 脳 神 経 系 に対 す る作 用 が

あ り、認 知 機 能 に も関 わ って い る。 更 に は 、IGF遭 は脳 損 傷 、糖 尿 病 、 加

齢 に よ る脳 機 能 障害 の 場合 で も認 知 機 能 を支 え て い る こ とが 明 らか にな っ

14



て い る(Abe塑getal.,2006;0'KuskyandYb,2012)。 そ のIGF・1シ グ ナ

ル 伝 達 経 路 の 下 流 で 活 性化 す る主 要 な リン酸化 酵 素 がAktとE癒1/2で あ

る。Aktは 代 謝 と増殖 、 細胞 生 存 、 成 長 を含 む 多 くの 細胞 内 プ ロセ ス を制

御 して お り、 認 知 機 能 に関 与 す る こ と も明 らか にな って い る(HefsetaL,

2011;B照el-」 囎g蟹maneta1.,2009)。Erb1/2も 細 胞 増 殖 と分化 の 過程

に肝 要 な 役 割 を担 って お り、 記 憶 と学 習 の機 能 と重 要 な 関連 が あ る こ と も

明 らか にな って い る(PengetaL,2010)。

以 上 の こ とか ら、IGF-1シ グナ ル 伝 達 は病 理 学 的 な研 究 で は、 脳 損 傷 、

糖 尿 病 、 加 齢 に よ る脳 機 能 障 害 時 の認 知 機 能 を支 え て お り、神 経 新 生 な ど

様 々な 構 造 的 変 化 を介 して 海 馬 神 経 機 能 の維 持 ・向 上 に貢 献 して い る こ と

が 示 唆 され る。 さ らには 、IGF-1は 運 動 に よ る認 知 機 能 向 上 の 分 子 機 構 に

重 要 な 役 割 を果 た して い る ことが 知 られ て い る。

4.2--1シ グ ナ ル伝 達 と運動

長期間運動がIGF-1シ グナル伝達 に及 ぼす影響 を示 した研究は数多 く存

在す る。近年の研 究で は、Dingeta1.(2006)がIGF-1受 容体阻害が運動

によるモ リス水迷路課題 の成績 向上 を阻害す る ことを明 らか に し、賢eloe£

al.(2008)が 運動 による神経 新生の促進、お よび海馬依存性 の空 間記憶 ・

学習 の向上がIGF-1の 増加 を介 して調節 されて いる ことを明 らか に して い

る。 これ らの ことか ら、IGF-1-IGF-1受 容体 のシグナル伝達が運動 による

神経新生 の促進 な どの構造的変化 を引き起 こし、海馬神経機能 を向上 させ

る ことが示唆 され る。そ のIGF-1シ グナル伝達 の下流 にあるAktとE癒1/2

の リン酸化 は長期 間運動 によ り促進 し、Aktが 運 動 による認知機 能向上 に
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関与 して いることが報告 されて いる。Di簸geta1.(2011)は1週 問の 自発

運動 によ り海馬AktとE癒1/2の リン酸化が増加 した ことを明 らか に して い

る。さ らに、 ・.(2009)はAktの シグナル伝達 が運

動 によ る海馬歯状回の神経新 生や長期 増強(lo簸g-ter搬pote嚢tiatio鷺,LTP>

に関与 してい ることを明 らか にした。10日 間の 自発運 動による海馬歯状 回

の リン酸化Akt発 現、細胞 の生存数、お よびLTPの 上昇がAktの 上流 にある

PI3Kを 阻害す る ことで抑制 され た。これ らの ことか ら、長期 間運動 による

海馬機能 向上 にAktやrkl/2が 関与 している ことが示唆 される。

更 に近年 、神経活動 の活性化 によ り血液 中IGF-1が 脳内に移行 して作用

す る ことが示 されて いる。Nishiji狙aeta1.,(2010)は 血液 中のIGF-1は 神

経活動が活性化 した脳部位へ移行す るのか どうか を検証す るた め、 ラ ッ ト

動脈 に ヒ ト組換 えIGF-1を 投与 し、活性化 させ た脳部位で これ らが増加す

るのか どうか調べた。麻酔下で ラ ッ ト小脳脚 を電気刺激、体性感覚野(バ

レル皮質)を 対側 ヒゲ刺激 した のち、小脳1バ レル皮質 にお ける ヒ ト組換

えIGF-1濃 度 を測定 した。そ の結果、電気刺激 によって小脳 にお ける ヒ ト

組換 えIGF-1が 有意 に増加す る ことが認 め られた。バ レル皮質で は、チ ロ

シン残基が リン酸化 されたIGF-1受 容体 は増加 してお り、刺激部位 にお い

てIGF一 亙作用が充進 して いる ことが確認 された。 これ らの ことか ら、神経

活動が活性化 した脳部位では、IGF-1が 増加す ることやそ のIGF-1は 脳内で

産生 された ものではな く血液か ら供給 されて いることが示 された。

以上の ことか ら、IG-F-1やAkt、Erk1/2は 運 動 による認知機 能向上の分

子機構 に重要な役割 を果た して いる ことが明 らかで あるが、 この長期間運

動 による海 馬神経機 能の向上 に関わ る主要な分子機構 で あるIGF-1シ グナ
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ル伝 達 に もか か わ らず 、 一 過性 運 動 によ って どの よ う に活性 応 答 を示 す か

は 明 らか に され て い な い。 血 液 中IGF-1が 神 経 活 動 の活 性 化 に よ り脳 内 に

移 行 して作 用 す る こ と(Nishijimaeta1.2410)や 、 一 過 性 運 動 が 海 馬 神

経 活 動 を活 性 化 させ る こ と(LeeetaL,2003;I-,2012)か ら、

一 過 性運 動 に よ りIGF-1シ グナ ル 伝 達 が 活 性 化 され る可 能 性 が 高 い
。

第5節 測定手法

5.1ゲ ル 酵 素電 気 泳 動 法GelZymography

刺激 に対 するMMP-9の 生理応答 を検 討す るため、MMP-9タ ンパ クの発

現 量ではな く、そ の酵 素活性 の変化 を検 討する必 要があ り、その解析方法

としてGelZy拠 ◎9聡phyが ある。GelZy磁09撒phyは ゼ ラチ ンな どの基質 を

含 むSDSポ リアク リル アミ ドゲル上でサ ンプル を電気泳動 した後 に、ゲル

を緩衝液 中でイ ンキュベー トす る。 これ によ り、基質分解活性 を含 む試料

で はゲルが消化 され る ことを利用 した検 出方法で ある。 この方法 の利点 は

分子量 によ り特定 のタンパ ク質 を分離 し、酵素活性 を定量で きる点で ある

(i,,.,2010)。 そ こで本研究 では、 このGelZymog鍛phyを 用い

て、一過性運動後 の海馬MMP9活 性応答 を解析す る こととした。
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第3章 実験的検討

研究課題1一 過性運動 に対す る海馬のMMP-9活 性応答

1.目 的

一過性運 動は海 馬の神経活動 を高め(Leee捻1 .,2003)、 さらに神経活動

の活性化 はMMP-9の 酵素活性 を増加 させ ることが明 らか にされて いる

(Szklarczyk就al.,2002)。 すなわち、これ らの ことは一過性運 動が海馬

MMP-9の 酵素活性 を増加 させ る可能性 を示唆す る。 けれ ども、一過性運

動が海馬MMP・9の 酵 素活性 を増加 させ るか否か は明 らか になっていない。

なお、MMP-9の 酵素活性は神経活動の活性化 を誘発す る刺激か ら12～24

時間後 に上昇す ることが報告 されて いるため(Nagyetal.,2007)、 運 動

によるMMP9の 活性応答 を検討す る際にも運動終 了後か らサ ンプ リング

までの時間 を考慮す る必要が ある。一過性運動は運動強度依存的 に神経活

動 を高め る ことも報告 されて いる(Leeetal.,2003)。 神経活動の高 ま りの

程度がMMP-9の 活性応答 に影響す る ことが考 え られ るた め、運動強度 も

考慮す る必要が ある。そ こで研 究課題1で は、運 動 による海馬MMP9の

活性応答 を運動 の強度お よび運動終 了後か らの経時的変化 と運動強度 に着

目して検討す る。 また、MMP-9の 内因性抑制物質で あるTIMP-1の タ ン

パ ク発現応答 とMMP-9と 同様 にゼ ラチ ンを基 質 とす る細胞外 プ ロテアー

ゼで あるMMP2(MatrixMetalloprpteinase-2,MMP-2)の 活性応答 も検

討す る。
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2.方 法

(1)実 験動物

実験動物 には8週 齢 のWistar系 雄性 ラッ ト(日 本エスエル シー)を

用 いた。ラッ トは1ケ ー ジに3～4匹 ず つ入れ、12時 間の明暗サイ クル

(5時 点灯、17時 消灯)で 、温度24℃ 、湿度50%に 常時維持 した飼

育室 にて飼育 した。水 と食餌(F-2、 フナバ シフ ァー ム)は 自由摂取 と

した。実験は全て、首都大学東京南大沢 キャ ンパ スの研究安全倫理委員

会の承認の下 、動物実験管 理規 定の規則 に従 い実施 した。

(2)安 静時a、MMP-2酵 素活性、TIMP-1タ ンパ ク発現 の経 時的変

化

一過性運動実験 を実施す るに先立ち、海馬 をサ ンプ リングす る時刻の

違 いが安静時のMMP-9、MMP-2酵 素活性、お よびTIMP-1タ ンパ ク

発現 に影響す るか ど うか を検 討 した。8週 齢 か ら飼 育を始 め、7日 間の

予備飼育 を行 った。予備飼 育後 、本実験で の海馬サ ンプ リングポイ ン ト

で として9時 、15時 、21時 に海馬 を採取 した(9時 バ6、15時 距5、

21日寺 簸篇5>。

(3)一 過性 トレッ ドミル走運動テス ト

8週 齢か ら飼 育 を始め、3～7日 間の予備飼 育 を行 った。 まず トレッ

ドミル走運動 に馴化 され るため に、全ての ラッ トに走行 トレーニ ングを

行わせた(表1)。 電気刺激 を受 ける ことな く安定 して トレッ ドミル走

運動が行 えるように、段 階的に速度 を上げ、時 間を延長 しなが ら トレッ
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ドミル走運動 を行 わせ た。最終 的に全 ての ラッ トが25艶/撫nの 速度

で30分 間の トレッ ドミル走運動 を行 え るよ うにな った。最後 の トレッ

ドミル走運度 の影響 を除 くため、3日 間の安静期 間 を設けた後 、一過性

トレッ ドミル走運動テ ス トを行 った。ラ ッ トを トレッ ドミル 上に移動 さ

せ てか ら10分 間の安静の後 、30分 間の一過性 トレッ ドミル走運動 を課

した(図1)。 神経活動 の高ま りの程度がMMP-9の 活性応答 に影響す

る ことが考 え られ る ことか ら、運動強度依存的(8～22m/澱in)な 海馬

c-Fos発 現 の増加 を明 らか にした先行研 究 を基準 に(Leeeta1。,2003)、

低強度運動 はOzn/m.in、 高強度運動 は25m/mi嚢 とした。 コ ン トロー

ル群 は、 トレッ ドミル上 に置 くだけ(Om/in)と した。神経活動 の活

性化 を誘 引す る刺激 の12～24時 間後 にMMP9酵 素活性 が上昇す る こ

とか ら(N購yeta1.,2007)、 サ ンプ リングポイ ン トは トレッ ドミル走

運動 の直後、お よび6、12、24時 間後 とした。そ のサ ンプ リング時刻

は9時(運 動 直後 、24時 間後)、15時(6時 間後)、21時(12時 間後)

とした。

(4)サ ンプル処理

海馬摘 出

各サ ンプ リングポ イ ン トにお いて ラ ッ トに過剰量 のペ ン トバ ル ビタ

ール ナ トリウム(100mg/kgBW)を 腹 腔内投 与 し、冷却 した生理食塩

水(0.9%NaCl)を 左心室か ら全身 に灌流 した。灌流後、直 ちに脳 を摘

出 し、氷冷 したガ ラス プレー ト上で海 馬 を分画 した。分画 した海馬 は直

ちに液体窒 素を用 いて凍結 し、以降 の解析 まで 一80℃で冷凍保 存 した。
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海馬ホモジナイズおよび総タンパク濃度の定量

海 馬 片 側 に対 して500p1のLysisb猛f紐(20'Z`ris-cl(pH7.6>、

150澱MN&Cl、5搬MCaC12、1%Trito葺X-100、1%Glyce望ol、500pM

PMSF)を 添 加 し、 マ イ ク ロマ ル チ ミ クサ ー を用 い て 氷 上 で 麗 絆 ・粉 砕

した 。10,000即 澱 、40Cで10分 間 遠 心 分 離 し、上 清 を 回収 した 。 上 清 の

玉00翼1をWestemblot用 と し て 取 り 分 け 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤

(cO狙plete狙i簸i、Roche)入 りのLysisbuf{b翌 を200pl添 加 した 。 残

りの 上清 は 、GelZymographyに 用 い た 。

各サ ンプ ル 中 の総 タ ンパ ク濃 度 は 、BCA野oteinAssayKit(Themo

Fishe鍔Scie鷺t遣chc)を 用 い て定 量 した 。 上清 を0.1MPBSで30倍 希

釈 した 各 試料 とBCARege鉱 を96ウ ェル プ レー ト内で 混 合 し、 室 温 で

30分 静 置 した 後 、 マ イ ク ロプ レー トリー ダ ー(Spect&MR、DYNEX

t')を 用 い て562nmに お け る吸 光 度 を測 定 した 。濃 度0、

0.025、0.125、0.25、4.5>0.75、1、1.5mg/搬1の ウ シ血 清 アル ブ ミ ン

を標 準 液 と して検 量線 を 作 成 し、 これ を基 準 に 各 上 清 の 総 タ ンパ ク濃 度

を算 出 した 。

(5)MMP-9、MMP-2酵 素 活 性 の定 量(GelZy搬og聡phy)

MMP-9、MMP-2酵 素活 性 はGelZy=mographyに よ り定 量 した。まず 、

上清 か らMMP-9お よびMMP-2を 抽 出す る た め 、 タ ンパ クhngを 含

む 上清 と50%Gelatin-Sepharose4B(GEHealthc躍e)100F1を 混 合

し、4℃ で24時 間 イ ンキ ュベ0ト した 。500×g、4℃ で2分 間 遠 心 分 離
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し、不 要 な 上 澄 み を除去 した 。MMP-9お よ びMMP2と 結 合 した セ フ ァ

ロー ス ビー ズ を含 む沈 殿 物 を'i・(50mMT野is・HC1(pH

7.6)、1δ0欝MNaC1、5狙MCaCl2、0.05%Brij35)で3回 洗 浄 した 後.

E1磁o薮Buf艶r(50狙MTris-HCI(pH7.6)、150rnMNaCl、5mMCaCl2、

o.05%Brij35、10%DMso)a/を 添 加 した 。4℃ で2時 間 静 か に

混 合 し 、MMP-9お よ びMMP2を 溶 出 した 。 この 溶 出 液20ulと

Lae艶 癒lioffer10p1を 混 合 し、 電 気 泳 動 用 の試 料 と した 。 な お 、

MMP-9の 酵 素 活 性 を失 活 させ な いた め に、LaemmihBuf艶rに は 還 元 剤

を 加 え ず 、 試料 の 煮沸 も行 わ な か った 。

こ の 調 整 し た30p1の 試 料 に 対 し てSDS-PAGE

(SDS・polyaclylaxnidegelelectropho聡sis、SDSポ リア ク リル ア ミ ドゲ

ル 電 気 泳 動)を 行 う こ とに よ っ て タ ンパ ク 質 を 分離 した 。SDS-PAGEに

は0.1%ゼ ラチ ン含 有 の10%SDS一 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル を使 用 し、

ミニ トラ ンス プ ロ ッ ト⑭ セ ル(BIO-RAD)を 用 いて125Vで2時 間 の電

気 泳 動 を 行 っ た 。 分 子 量 マ ー カ ー に はPrecisio簸Plug敷ote沁TM

St鋤dard(BIO-RAD)を 使 用 した 。電 気 泳 動後 の ゲル を2.5%丁 蹴on

x-100で30分 間 の洗 浄 を2回 行 う こ とでSDSを 除 去 し、MMP-9の 立

体 構 造 を復 元 した。ゲ ル をNovexDevelopi簸gBu伽r(lnvi緬geゆ に浸

し、37℃ で48時 間 イ ンキ ュベ ー トす る こ と によ り、MMP-9に よ る ゼ ラ

チ ン分 解(酵 素 消化)を 行 わせ た。 ゲル を 蒸 留水 で3回 洗 浄 し、 染 色 液

(翫illianもBlue、Sig瓢a-Aldrich)に よ りゲ ル に含 まれ る タ ンパ ク 質(ゼ

ラチ ン)を 染色 した 。脱 色 液(10%メ タ ノー ル 、7%酢 酸)で3回 洗

浄 した 。 ゲ ル をス キ ャナ0(Ca丑oSc蹴LiDE600E、Ca強on)を 用 いて
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ス キ ャ ン し、1澱ageJ(NIH)を 用 いてMMP-9、MMP-2の 酵 素 消化 に

よ って 現 れ るバ ン ドの光 学 的 密 度 を求 めた 。

(6)GelZy憩og餓phyの 妥 当性 の確 認

本 実 験 が 、 当研 究 室 にお いてGelZy鵬ogyaphyを 用 い る初 めて の機 会

で あ った た め 、本 実 験 のサ ン プル 解 析 を行 うに先 立 ち、GelZy搬o鍵a油y

によ りMMP-9酵 素 活 性 が 検 出で き るか 否 か を検 討 した 。 カ イ ニ ン酸 の

腹 腔 内投 与 か ら24時 間後 に海 馬MMP-9の 酵 素 活 性 が 上 昇 す る ことが 報

告 され て い る た め(Szklarczyketa1.,2002)、 生 理 食 塩 水 も し くは カ イ

ニ ン酸(10難g/kg・BW)を ラ ッ トの腹 腔 内 に投 与 し、投 与24時 間後 に

海 馬 を採 取 した(n=2)。 上 述 の方 法 を用 いて 海 馬MMP・9、MMP-2の 酵

素 活 性 を検 出す る こ とに加 え 、ゲル を プ ロテ ア ー ゼ 阻 害剤(0.05MEDTA)

を含 むNovexDevelopingBuf蝕(lnvi伽ge麺)に 浸 す こ とで酵 素消 化 を

阻 害 し、Gehym◎g膿phyで 検 出 され た バ ン ドがMMP-9、MMP・2の 作

用 に よ る もの か 否 か も確 認 した 。

(7)TIMP-1タ ンパ ク発 現 の 定 量(Westemblot)

MMP-9の 内 因性 阻 害 物 質 で あ るTIMP-1の タ ンパ ク発 現 はWestem

blotに よ り検 出 ・定 量 し た 。 タ ンパ ク 上 清 と蒸 留 水 な らび に0ユ%

2-Merc即toethaぬolを 含 むLaemmlisa艶plebuf£ 鍵(BIO-RAD)を 混 合

し、 溶 液 中 の最 終 タ ンパ ク質 量 が20碁gと な るよ う にサ ンプ ル を調 整 し

た 。サ ン プル を ヒー トブ ロ ッ ク(TOHO)を 用 い て100℃ で10分 間 加 熱

し、SDS-PAGEに よ りタ ンパ ク質 を分 離 した 。SDS-PAGEに は16%ポ
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リア ク リル ア ミ ドゲ ル を使 用 し、0。06Aで1時 間 、 続 いて0.1Aで2時

間 の 電 気 泳 動 を行 った 。 分 子 量 マ ー カ ー にはhecisio簸Plus晒oteinTM

Stand躍d(BIO-RAD)を 用 い た 。続 い て 、100ZT、so分 通 電 し、ポ リ

ア ク リル ア ミ ドゲ ル か らタ ンパ ク質 をPVNF膜(孔 径0.2ｵ、BIO-RAD)

上 に転 写 した 。PVNF膜 は 直 ち に ブ ロ ッキ ング溶 液(5%BSA、0.05%

Twee雛 一20i簸TBS)に1時 間浸 した 後 、5%BSAを 含 むTBS-T(0.05%

Twee汀20i鷺TBS)に1次 抗 体(抗TIMP-1抗 体 、1:500、Sig璽na-Ald繋ich;

抗GAPDH抗 体 、1:1000、 丁犯vigen)を 加 え 、4℃ で一 晩 反応 させ た。

GAPDHは 内部 標 準 と して 検 出 した。 反 応 終 了後 、TBS・Tで20分 間洗

浄 した 。 続 いて 、5%ス キ ム ミル ク を含 むTBS-Tに2次 抗 体(HRP結

合 抗 ウサ ギIgG抗 体 、1:1000、GEHealthcare)を 加 え 、 室 温 で1時 間

反 応 させ た 。 反 応 終 了後 、isで20分 間 洗 浄 した 。 洗 浄 終 了後 、

WestemLightHiBg⑧PLUS-ECL(Pe面HEhner)に2分 間 反応 させ 、

h澱geQuantLAS4000憩ini(GEhealthc躍e)を 用 い て ゲ ル を撮像 した 。

4で 検 出 され たバ ン ドの光 学 的 密度 は 、ImageJ(NIH)を

用 いて 定 量 した。TIMP-1タ ンパ ク発 現 を検 出後 、Re一騨obingを 行 い 、

GAPDHタ ンパ ク発 現 を検 出 した 。バ ン ド検 出後 のPvNF膜 をstripping

bu董勉(1.5MTris-Hcl,10%SDS、100瓢M2-Me翌captoethanol、pH6.8)

に60℃ で1時 間 浸す こ とで 、PVNF膜 か ら抗 体 を剥 が した 。そ の 後 は ブ

ロ ッキ ング溶 液 に 反応 させ る作 業 か ら上記 と同様 の 工程 を行 っ た 。

(8)統 計解析

MMP9お よびMMP-2の 酵素活性、お よびTIMP1発 現量 は、 コン
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トロール群(Om/mi豊)に 対す る増加率(%)で 示 し、結果 は全て平均士

標準誤差 で示 した。サ ンプ リングポイ ン トごとに運動強度 を独立変数 と

す る一要 因分散分析 を行 い、有意性 が認め られた場合 は多重比較(丁磁ey)

を行 った。統計的有意水準は全て5%以 下 と した。
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表1:走 行 トレー ニ ング の ス ケ ジ ュ ー ル

スケジュー ル

1日 目

2日 目

3日 目

4日 目

5日 目

6日 目

7日 目

8日 目

9日 目

10日 目

!1日 目

12日 目

Trainin

o蓋撫～賞塗量n 醸痴 騒鑓1穏鱒幽泌1・

一1Q 0 10 zo
γ融3韓 灘誉ン

◎m/搬i難 漁擁◎磁轟鍵 1細 麟 、

一10 0 10 25
Time(rnin;

◎副 麟 益 累婆1勲溝鍵 濱卵 幽}1

一10 0 15 25
Timemin}

◎m/癒 雛 窯瞬黛聯溝 励1園タ幽寿1ガ

護◎ a 15 3Q
Time(min>

Rest

◎拠A徽i11 ゾ漁碗繭1

一10 0 15 30
TimeEmin}

◎蓋副ml簸 ;磯蘇曝篶
:海吻 海療

・

一10 0 10 30
Time(勝 爵〉

一10

譲麟痴穿
γ繍 曾(鵜恥)

Rest

Rest

Rest

本実験
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図1:研 究課題1の デザイ ン

ラッ トを トレッ ドミル 上に移 動 させ てか ら10分 間の安 静後(慣 らし)、

各運 動強度 で30分 間の一過性 トレッ ドミル走運動 を課 した。そ の トレッ

ドミル走運動 の直後 、お よび6、12、24時 間後 に海馬 を摘 出 した。カ ッコ

内の数字 は、各ポイ ン トにおけるラ ッ トの個体数 を示す。
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3.結 果

i'の 妥 当性 の確 認

図2に 、生理食塩水、 また はカイニ ン酸 を投与 した ラ ッ トの海馬 を用 い

てGdZy搬 ◎群aphyを 行 った結果(典 型例〉を示 した。安静時(生 理食塩

水投与後)の ラ ッ ト海馬 を試料 として用 いて もMMP-9お よびMMP-2の

酵素消化 によって生 じるバ ン ドが検 出で きる こと、 さ らにカイニ ン酸投与

によるMMP-9酵 素活性 の増加 を再現で きる ことが確 認 された(図2-A)。

イ ンキ ュベー ション時 にプ ロテアーゼ阻害剤 を入 れ、酵素消化 を阻害す る

と、海馬MMP-9、MMP-2の 酵素活性は全 く検 出 されなか った(図2-B)。

{静 時P -9●MMP-2酵 素 活 性 、TIMP-1タ ンパ ク発 現 の 経 時 白・変 ヒ

図3に 、 各 サ ン プ リン グ時 刻 にお け る安 静 時 ラ ッ ト海 馬 のP-9、

MMP・2酵 素活 性 、お よ びTIMP-1タ ンパ ク発 現 の変 化 を示 した 。 安 静 時

ラ ッ トにお いて 、 海 馬 を摘 出 した 各 タ イ ム ポ イ ン ト(9時 、15時 、21時)

の 間 には 海 馬 のMMP-9(図3・B)、MMP-2酵 素活 性(図3℃)、 丁互MP-1

タ ンパ ク発 現 量(図3-)に 統 計 的 有 意 差 は 認 め られ な か った 。

一過性 トレッ ドミル運 動後 のMMP9酵 素活 性の変化

図4に 、 一 過 性 トレ ッ ドミル 運 動 が 海 馬MMP-9酵 素活 性 に及 ぼす 影 響i

を示 した 。一 過性 トレ ッ ドミル 走運 動 の 直後(図4-A)お よ び6時 間後(図

4-B)に お いて は.MMP・9酵 素活 性 に運 動 条 件 によ る差 異 は認 め られ な か

った 。 一 方 、12時 間後 にお い て 、低 強 度 群(10鵬/鵬in)の1酵 素

活 性 は コ ン トロー ル 群(Om/322111)に 比 べ て 有意 に高 い値 を示 し(p<0.05、
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図4℃)、 高 強度 群(25璽 〕α/mi】〔1)で は コ ン トロ0ル 群 に比 べ て 高 い値 を示

す 傾 向 に あ った(p<0.1)。24時 問 後 で は1海 馬MMP-9の 酵 素 活 性 に運

動 条 件 によ る差 異 は 認 め られ な か った(図4-D)。

一過性 トレッ ドミル運動後 のMMP-2酵 素活性 の変化

図5に0一 過性 トレッ ドミル運動がMMP-2酵 素活性 に及ぼす影 響を示

した。全てのタイムポイ ン トで、コ ン トロール群 と低 強度群 、高強度群 の

間には海馬P-2の 酵素活性 に統 計的有意差 は認め られ なか った。

一過i生トレッ ドミル運動後 のTIMP・1タ ンパ ク発現量 の変化

図6に.一 過性 トレッ ドミル運動がTIMP・1タ ンパ ク発現 に及 ぼす影響

を示 した。全て のタイムポイ ン トで、 コン トロール群 と低強度群、高強度

群の間 には海馬TIMP-1の タ ンパ ク発現 量 に統 計的有意差 は認め られなか

った。
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4.考 察

本研究 が当研究室 においてGelZy鵬09聡phyを 用 いる初 めて の機会で あ

ったた め、本実験 のサ ンプル解析 を行 うに先立 ち、i#に よ

りMMP-9酵 素活性が検 出できるか否か 、そ の妥 当性 を検討 した。実験 開

始 当初、海 馬抽 出液 をその ままGelZy搬og聡phyに 供 して いたが、その場

合は安静時のMMP-9酵 素活性 を検 出す る ことがで きなか った。 しか し、

ゼ ラチ ンセ ファロース を用 いて海馬抽出液 を精 製 ・濃縮す ることによ り、

安 静 ラッ トの海 馬MMP-9お よびMMP-2の 酵素活性 を検 出す る ことに成

功 した。 さらに、カイニ ン酸投与 が海馬MMP-9の 酵素活性 を増加 させ る

こと(S諾k1&灘c霊yketal.,2002)、 そ の活性増加がMMPsの 非特異 的阻害剤

であるEDTAを 反応液 に加 え る ことで完全 に阻害 され る ことを確 認 した。

これ らの結果か ら、本実験で用 いたi・:はMMP-9、MMP-2

酵素活性 を解析す るため に妥 当な方法で ある ことが示 された。

本実験では、4つ のサ ンプ リングポイ ン トで運動強度 を要 因と した3群

を設定 した。 さ らに各群で8-9匹 の ラッ トを用 いたため、ラ ッ トの総数

はloo匹 とな る。このloo匹 か ら得 られた全ての測定 結果 を直接 比較す る

ことが理想で あるが、ウェスタ ン ・プ ロッテ ィング法 と同様 に、Gel

i・ も、「同一ゲル 上に泳動 したサ ンプル でのみ、サ ンプル 間の測

定 値を直接 比較 する ことができる」 とい う原則 がある。本実験 でGel

Zy艶og膿phyを 行 うた めに用 いた装置で は、 同一ゲル に10サ ンプル しか

泳 動す る ことが できないため、複数枚 のゲル を使 って解析す る ことを避 け

る ことはできない。 これ は多 くの生化学実験 で生 じるジ レンマであるが、
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どうして も複数枚のゲルが必要 とな る場合は、「一解 析 に用 い るゲル数 を最

小限 にする」 とい う注意 が必要 となる。そ こで本実験 では、運動が海馬

MMP-9酵 素活性 に及ぼす影 響は、各タイムポイ ン トで運 動強度 を独立 変

数 とす る一要 因分散分析 によ り解析 ・検討す る ことで 、一解析 に使用す る

ゲル枚数 を最小化 した。 しか しなが ら、 この解析 ・検討 を行 うた めにはe

C安静時のMMP-9酵 素活性が 、サ ンプ リング時刻が異 なって も一定で あ

る」 ことが前提 とな る。

そ こで、海 馬をサ ンプ リングする時刻の違 いによ り安 静時のMMP-9、

MMP-2酵 素活 性、およびTIMP一 玉タンパ ク発現が変化す るか否か検 討 し

た 。実験 では09時 、15時 、および21時 に、安静条件下で ラッ ト海馬 を

採取 した。 この時刻 はそれぞ れ、本実験 の運 動直後(お よび24時 間後)、

6時 間後 、そ して12時 間後 に一致す る。実験 の結果、安静 ラ ッ トの海馬

_9お よびMMP-2酵 素活 性、そ してTIMP-1タ ンパ ク発現量 は、サ

ンプリング時刻が異な って も一定 で あることが確認 された。従 って、一過

性運 動実験 の結果 にお いて も、 コン トロール群 のMMP-9お よびMMP-2

酵素活性 、TIMP-1タ ンパ ク発現 はサ ンプ リングポイン トが異 なって も変

化 してお らず 、各サ ンプ リングポイ ン トにお ける統計解析 によ り明 らか に

なった結果 は、運動強度 の要 因によ り生 じた と解釈す る ことがで きる。

本研 究 によ り初めて、低強度の一過性運動 を行 った12時 間後 に海馬

MMP-9酵 素活性が増加 し、24時 間後 には安 静 レベル に戻る ことが明 らか

にな った。 この結果は、低強度運 動が一過性のMMP-9酵 素活性 の増加 を

引き起 こし、そ れによって海 馬の神 経機能 になん らかの影 響 を及ぼ して い

る ことを示唆 している。P-9が 海馬の細胞 外環境の調節 に果たす生理
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的機能 としては大 きく、細胞外環境の リモデ リングとシグナル伝 達の惹起

の2つ に分 け られ る。後者 に関 しては、MMP-9は 不活性型 のpro-BDNF

か ら活 性型BDNFへ の成熟 を促 し、BDNFの 作用発現 に寄与 して いる こ

とが明 らか にされて いる(Hwangeta1.,XOO5)。 で は、一過性運動後の

海馬MMP-9の 活性増加 は、BDNFの 産生 に関与 しているのであろ うか?

Soyae捻1.(2007)は 、30分 間の低強度(15m/面 ゆ 一過性 トレッ ドミ

ル走運動の6時 間後 でBDNFタ ンパ ク発現が増加す ることを報告 して いる。

本研 究では、一過}生運動の6時 間後 においてはMMP-9酵 素活性の増加は

確認 されなか った。そ のため、 この一過性運 動後 のBDNF増 加 にMMP9

の活性化は関与 して いな い可能性が考え られ る。一方、一過性運動 によ り

活性化 したMMP-9が 海馬細胞外環境の リモデ リングに関与す るか否かは、

現時点で十分な知見が報告 されて いるわ けではな いが、その可能性は高 く、

今後 の新たな検討課題 として取 り組む価値 は高 い と考 え られ る。

一過性運動が運動強度依存的 に海馬 の神経活動が高め る ことか ら、低強

度 よ りも高強度 の一過 性運動 の方が海馬MMP-9の 酵素活性 が上昇す る と

いう仮説 のも と実験 を行 った。 しか しなが ら、本実験で は、運動強度依存

的な海馬MMP-9活 性 の上昇はみ られ なかった。 これは高強度運 動によ り

MMP-9の 内因性抑 制因子 であるTIMP1が 増加 した ことによ りMMP-9

活性 増加が抑制 され た と考 え、そ のTIMP-1タ ンパ ク発現 を解 析 したが、

一過性運動後 の各サ ンプ リングポイ ン トで、海馬TIMP暖 のタ ンパ ク発現

量 に変化 は認 め られ なか った。 この結果 は、運動強度がMMP-9酵 素活 性

に与 える影響 にTIMP-1が 関与 していない可能性 を示唆す る。 高強度 の一
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過性運動 によ りMMP-9活 性が上昇 しなか ったそ の分子機構の解 明は今後

の課題 である。

またO本 研究 ではMMP-9と 同様 にゼ ラチ ン分解 酵素で あるMMP-2の

酵 素活性 を測定 したが、一過性運動終 了後 の各サ ンプ リングポ イ ン トで、

海 馬MMP-2の 酵素活 性 に変化 は認め られなか った。Mi霊og疑chieta1.

(Salo)はMMP-2KOマ ウス とMMP-9KOマ ウス を用 いてeMMP-2で

はな く、MMP-9が 海馬依 存性の記憶s学 習 に関与す ることを明 らか にし

ている。 これ らの ことか ら、海馬 のMMP-2酵 素活 性は一過性運 動によ っ

て変 動せず 、運 動による海馬機能 向上には作用 していない可能性が示 唆さ

れ る。

以上よ り、低強度 の一過性運 動が海馬TIMP-1タ ンパク発 現やMMP-2

酵 素活性 ではな く、海馬MMP-9活 性 を上昇 させ る ことが 明 らか となった。

この結果 か ら、 「低強度運動 がMMP-9を 介 して細胞外環境 の構造 的変化

を引き起 こし、海 馬神 経機i能に影 響 を与え る」 という新たな仮説 を導 くこ

とができた。今後 は、 この仮説 を検 証す る ことが求 め られる。
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図21GelZy憩ographyの 妥 当性の検 討

(A)生 理食塩水 もしくはカイ ニ ン酸(10搬g/kg・BW)を ラッ トの腹

腔 内 に投 与 し、投与24時 間後 に採取 した海馬 のMMP-9酵 素活性 をGe1

/*に よ り測定 した。安 静時(生 理 食塩水投 与後)に おいて も

MMP-9酵 素活性が検 出で きる こと、カイニ ン酸投与 によ りMMP-9酵 素

活 性が増加す ることが確認 された。(B)GelZy搬og鍛phyの イ ンキュベ

ー シ ョン時 にプロテ アーゼ阻害剤 を入れ酵素消化 を阻害す る ことによ りO

MMP-9お よびF'-2の バ ン ドは消失 した。
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`1`IP 一 タ ンパ ク発 現 量 は
、コ ン トロ0ル 群(o塒 旗i爵 の値 をgoo%と

した 相 対 値 で 示 した 。(A)運 動 終 了直後 、(B)運 動 終 了か ら6時 間後e

(C)運 動終 了 か ら12時 間後 、(D)運 動 終 了か ら24時 間後 、Me&批S.E
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研究課題2一 過性運動 に対す る海馬IGF-1シ グ ナル伝達の活性応答

!.目 的

神 経 活 動 の活 性 化 に よ って 血 液 中 夏GF-1が 脳 内 に移 行 して 作 用 す る こと

(Nishili艶aetaL,2010)や 、海 馬 でIGF-1の 下 流 に存 在 す るAktリ ン酸

化 とE汰1/2リ ン酸 化 が 増 加す る こ とが 報告 され て い る(Sh説kaeta豆

2007;C罫e8p◎-BieletaL,2007)。 そ こで 研 究 課 題2で は 、 一 過性 運 動 が

海 馬 のAktリ ン酸化 、E盛1/2リ ン酸 化 を増 加 させ る と仮説 を立 て 、検 証

す る。

2.方 法

(1)試 料

研 究 課 題1と 同様 の タ ンパ ク上 清 を用 いた 。

(2)Akt.リ ン酸 化Akt、E虚 、 リン酸 化 翫k発 現 の定 量(Weste膿blo£)

Akt、 リ ン酸 化Akも 、Erk、 リン酸化 臨kの 発 現 量 はWeste膿blotに よ

り検 出 ・定 量 した 。 タ ンパ ク 上 清 とLysisb"f鋤 な らび にSa搬pleb"艶r

(2.5難MT暫is、16%k、10%SDS、0.8mMB罫 ◎憩ophe簸01blue)

を混 合 して 溶 液 中 の タ ンパ ク質 量 が 約22pgと な る よ うに調 整 した も の を

沸 騰 した お 湯 に浸 して5分 間 加 熱 した 。SDS-PAGEに は8%ポ リア ク リル

ア ミ ドゲ ル を使 用 し、 ナイ ア ガ ラ電 気 泳 動 装 置(日 本 エ イ ドー)を 用 いて

ゲ ル1枚 に対 して40狐Aで2時 間 の電 気 泳 動 を行 った 。 分子 量 マ ー カ ー

に は プ レス テ イ ン ドタ ンパ ク質 マ ー カ ー(ナ カ ライ テ ス ク)を 使 用 した 。
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トラ ンス プ ロ ッ ト⑧セ ル(BIO-RAD)を 用 いて220mAで6時 間(ま た は

440憩Aで3時 間)通 電 し、 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル か らタ ンパ ク 質 を

PVDF膜(孔 径0.45鱒 、fillip●re)上 に転 写 した 。転 写 終 了後 のPVDF

膜 をTBSに1分 間 振盤 した 。ブ ロ ッキ ング溶 液(3%BSA、0.1%Twee簸 一20

i鷺TBS)にPDVF膜 を30～60分 間 反応 させ た 。っ つ いて 、3%BSAを 含

むTBS-T(0.1%Tween-20i聡TBS)に 一 次 抗 体(抗Akも 抗 体.1:000、

Cellsig鰍li簸g;抗 リン酸 化AktSe雌73抗 体 、1:1000、Cellsigmli鷺g;

抗 醗M/2抗 体 、1:1000、(ts;抗 リ ン酸 化E痙1/2抗 体 、1:1000、

Cell.,;抗6・actin抗 体 、1:20000、Sigma-Aldrich)を 加 え 、4℃

で一 晩反 応 させ た 。6-acti強は 内 部 標 準 と して検 出 した 。反応 終 了後 、TBS-T

で1時 間洗 浄 した 。 つ づ いて 、0.2%ス キ ム ミル ク を含 むTBS-Tに2次 抗

体(HRP結 合 抗 ウサ ギlgG抗 体 、1:12500,GEHealthcare;HRP結 合

抗 マ ウ スIgG抗 体 、1:,i、GEHealthcare)を 加 え 、 室温 で!時 間 反

応 させ た 。反応 終 了後 、TBS-Tで1時 間 洗浄 した 。洗 浄 終 了後 、PVDF膜

を検 出 試 薬 で あ るWestemLigh加i丑g⑪PLUSECL(P鯉kinEhneの に 玉

分 間 浸 した 。余 分 な検 出試 薬 を取 り除 き、PVDF膜 をX線 フ ィル ム(富 士

フ イル ム)に1秒 か ら1時 間 感 光 させ た 。感 光 後 にX線 フ ィル ム を現 像 液

と定 着 液 に各 々1分 間ず つ 浸す こ とで 現 像 した 。Westemblotで 検 出 され

た バ ン ドの光 学 的 密 度 は、r・ を用 いて検 出 した 。 各 々 の タ ンパ ク発

現 を示 した バ ン ドの光 学 的 密 度 を求 めた 。 また 必 要 に応 じて 、{

を行 った 。 バ ン ド検 出後 のPVNF膜 をS循ppi貧gb駕 夏f鞭(lMGlyciぬe、

2.5MNac1、pH2.8)に10分 間 振 撮 す る こ とで 、PVNF膜 か ら抗 体 を剥

が した。 そ の後 は ブ ロ ッキ ング溶 液 に反応 させ る作 業 か ら上 記 と同様 の工
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程 を行 った 。

(3)統 計解 析

E意1/2とAktの リン酸化 は総Erbl/2(Akt)発 現 量に対 する リン酸化

E癒1/2(Akt>発 現量 を求 めた後、一過性 トレッ ドミル走運動終 了直後 に

お けるコン トロール群(0拠/憩 加.)の 値 をgoo%と した相対値で示 し、結果

は全て平均± 標準 誤差 で示 した。運動強度 と時間 を独立変数 とす る二要 因

分散分析 を行 い、有意性 が認め られた場合 は、多重比較(Tukey)を 行 っ

た。統 計的有 意水準 は全て5%以 下 とした。

3。 結 果

一過 性 トレッ ドミル運動後 のAktリ ン酸化 の変化

図7に.一 過 性 トレ ッ ドミル 運 動がAktリ ン酸化 に及 ぼ す影 響 を 示 した 。

海 馬AktSe盤73部 位 の リ ン酸 化 に運 動 強 度 要 因[F(2,88)篇0.1748,

P⇒8399}と タイ ム ポ イ ン ト要 因[F(3,88b1.262,PO.29231の 主 効 果 は

認 め られ ず0交 互 作 用 も認 め られ な か った[F(6,88)=0.03413,P瓢0.99981。

一過性 トレッ ドミル運動後 のrk .1リ ン酸化 の変化

図8に 、 一過 性 トレ ッ ドミル運 動 が 翫k1リ ン酸 化 に及 ぼす 影 響 を示 し

た 。 二 要 因 の 分 散 分 析 を行 った結 果 、 タ イ ム ポ イ ン ト要 因 にの み 主効 果 が

認 め られ た[F(3,87)=1.76,P<o.0001。 多 重 比 較検 定 を行 った 結 果 、

運 動 終 了 直後 に 比べ 、6時 間後 で は コ ン トロー ル 群(p<0.05)、 低 強度 群
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(p<oz)、 高 強度 群(p<0.05)で 有 意 に低 い値 を示 した 。12時 間 後 にお

いて は 、低 強度 群(p<0.01)で 運 動 終 了直 後 と比 べ 有 意 に低 い値 を示 した 。

24時 間後 にお いて は、 コ ン トロー ル 群(pく0.05)、 低 強度 群(pく0.001)

で運 動 終 了 直 後 と比 べ有 意 に低 い 値 を示 した 。

一過性 トレッ ドミル運動後 のErk2リ ン酸化 の変化

図9にb一 過 性 トレッ ドミル 運 動 がE痩2リ ン酸化 に及 ぼ す影 響 を示 し

た 。 二 要 因 の分 散 分 析 を行 った 結 果 、 タイ ム ポ イ ン ト要 因 に のみ 主 効 果 が

認 め られ た[F(3,88)=`.G.71,P<!iii。 多 重 比較 検 定 を行 った 結 果 、

運 動 終 了直 後 に比 べ 、6時 間後 で は コ ン トロー ル 群(pく0.0001)、 低 強度 群

(p<0.Ol)、 高強 度 群(p<0.05>で 有 意 に低 い値 を 示 した 。12時 間 後 にお

いて は 、 コ ン トロー ル 群(p<0.001)、 低 強 度 群(p<0.Ol)で 運 動終 了 直後

と比 べ有 意 に低 い値 を 示 した 。24時 間 後 にお いて は 、 コ ン トロー ル 群

(p<0.0001>、 低 強度 群(p<0.01)で 運 動 終 了直 後 と比 べ 有 意 に低 い値 を

示 した。

4.考 察

研究acで は各タイムポイ ン トで運動強度 を独立変数 とす る一要因分

散分析 によ り解 析 を行 ったため、時問の要 因をあわせて検 討す ることがで

きなか った。 これは、研 究課題1で は、同一ゲル に10サ ンプル しか泳動

す ることができなか ったためである。そ こで研 究課 題2で は、運 動強度 と

時間の二要因を合 わせ て検 討す るため に、多量 のサ ンプル(30サ ンプル)

を同一ゲル で解析 できるナイ アガ ラ電気泳動 装置 を用 いてウェスタ ン ・ブ
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ロッテ ィングを行 った。 これ によ り、一解 析 に用 いるゲル数 を軽減で きた

ため、研 究課題2で は二要因分散分析(運 動強度 ×時間)に よ り統計解 析

を行 った。

E旗1/2で は低強度 、高強度 の一過性運 動直後 にErtl/2の リン酸化が増

加 し、その増加量 は低強度 群でわずか に大 きい傾向がみ られた。 しか し、

同サ ンプ リングポイ ン トで トレッ ドミル に乗せただ けの コン トロール群で

もE慮1/2の リン酸化 が増加 した。 この結果は、 ラッ トを トレッ ドミル に

乗せ るという実験操作 自体がE丞 の リン酸化 を引 き起 こす刺激 にな って し

まった可能性 を示唆 してお り、それ によって運動の影響が覆 い隠 されて し

まったか も しれな い。 これ らの結果か ら、運動 の有無 によるErk1/2リ ン

酸化 に差異がみ られなか ったが、実験デザイ ンを工夫す る ことで一過性運

動がrl/2の リン酸化 に及ぼす影響 を検 討で きる可能性が考え られ る。

運動直後で コン トロール群 のErk1/2リ ン酸化 を増加 させた原因 には、本

実験 の運動 トレーニ ングが恐怖条件付 け刺激 に似て いた ことで生 じた可能

性が考 え られ る。S躍a痴enesieta1.(2002)は 、海馬の神経活動 を高め

る ことが 明 らか になって いる恐怖条件付 け刺激 によ り海馬 のErk1/2リ ン

酸化が増加す る ことを報告 して いる。そ の恐怖条件付 け とは、一度、刺激

呈示箱 の中に入れ られ足 に電気 シ ョックを受 けた動物 はそ の箱が危険で あ

る ことを覚 えるた め、その後 に同 じ箱 に入 れ られ る恐怖 反応(す くみな ど)

を引き起 こす とい う特性 を利用 した、海馬 の学習 ・記憶能 を評価す る行動

実験で ある。本実験で は、全て のラ ッ トに本実験前 に トレッ ドミル走運動

トレーニ ングを行わせてお り、 トレーニ ング期 間中は電気 シ ョックを与 え

る こともある。 もしか した ら、コン トロール群 の ラッ トにお いて も、運動
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トレーニ ングによ り トレッ ドミル装置が危険で ある ことを覚 え、本実験 に

お いて トレッ ドミル装置 に置かれた ことで トレーニ ング時 の電気 シ ョック

の記憶 を想起 し、そ の記憶想起 の結果 としてrk1/2リ ン酸化の増加が 引

き起 こされた可能性が考 え られ る。 さ らに.S殿a鋤e璽esietal.(2002)

は、そ の恐怖条件付 け刺激 による海馬E虚 玉/2の リン酸化応答 を検 討 し、

恐怖 条件付 け刺激終 了か ら30分 ～1時 間後 で海 馬Erk1/2リ ン酸化が増加

し.3時 間後 には安静時 レベル に戻る ことも報告 して いる。 これ らの こと

か ら、運動終 了直後か ら6時 間後の間 にE汰1/2リ ン酸化 が増加 し、6時 間

後 には安静時 レベル まで戻 って いた可能性が高 い。

一方、一過性運動 によるAktリ ン酸化 はみ られなかった。この原 因には

サ ンプ リングポイ ン トと、解 析 したAktの リン酸化部位が適切でなか った

可能性が考 え られ る。Iiietal.(2003)は 、恐怖条件付 け刺激終 了か ら

1～2時 間後で扁桃体基底外側核 のAktリ ン酸化が 上昇 し、2時 間半後 には

安 静時 レベル に戻る ことを明 らか にして いる。 これ らの ことか ら、E癒1/2

と同様 に運動終了直後 か ら6時 間後 の間にAktリ ン酸化 が増加 し、そ して

安静時 レベル まで戻 った可能性が高 い。 また。AktはSe雌73とTh娼08

の2つ の リン酸化 部位が存在 してお り、AktはTh608の リン酸化 によ り

活性化 され.Se盤73の リン酸化 によ り活性 を高め る ことや特異性 を決め る

ことが示唆 されてお り、Th608とSer473は 各 々独立 の調節機構 を有 して

いる ことが明 らかになっている(Hersetal.,2011)。 したがってOAkt活

性応答 を検 討するため にはAktTh608とSe雌73の リン酸化 を検討す る

ことが必要で ある。本実験では、AktSe雌73の リン酸化 を解析 したが、2

週間 の自発運動が海馬AktThr308の リン酸化 を増加 させ るが、Akt

44



Se越73の リン酸化 に差異がみ られな い こと(CheぬandR囎so-Neustadt,

200δ)や.6時 間の 自発運動終了直後ではAktTh露08リ ン酸化が増加す

る ことが報告 されて いる ことか ら(Che強aぬdRusso-Neustadt,2009)、 一

過性運動終 了後 ではAktSer473で はな く、AktTh娼08リ ン酸化が増加す

る可能性が高 い。 これ らの ことか ら、Akt活 性 を検 討するため には本研 究

の解析対 象 としたAktSer473だ けでな く、Th娼08の リン酸化 も検討す る

必要が ある。

本研究で検討 したirk/2とAktはIGF-1シ グナル伝達経路だ けで制御

されて いるので はな く、イ ンス リンやBDNF、 カル シウムな ど他の 因子 に

も調節 されて いる。 この ことか ら、IGF-LIGF-1受 容体 のシグナル伝達経

路が リン酸化AktとErk1/2発 現 を増 加 させ た ことを確認す るためには

IGF-1受 容体 のチ ロシ ンリン酸化 を検討す る必要が ある。そ のた め、海馬

培養細 胞でチ ロシン リン酸化IGF{受 容体発現 を検 出で きる ことが確認 さ

れて いる抗体 を使用 し、 ウェス タンeプ ロッテ ィング法 によ り一過性運動

後 のIGF-1受 容体チ ロシン リン酸化 の測定 を試みた。 しか し残念 なが ら、

チ ロシン リン酸化IGF-1受 容体発現 を検 出で きなか った。そ の原 因には、

海馬 をホモ ジナイズす る時 に用 いるLysisbuflbrの 組成が影響 して いる こ

とが考え られた。今後IGF-1受 容体 のチ ロシン リン酸化 を解析す るため に

は、新 た にラッ ト海 馬をサ ンプ リングし、適切なLysisわuf蝕 を用 いてホモ

ジナイズす る必要が ある。

以上の ことか ら、一過性運動後のrk1/2とAktの 検 討 には、運動 トレ

ーニ ングとサ ンプ リングポイ ン トの改善、AktTh608に よるAktリ ン酸

化 の測定、IGF-1受 容体チ ロシン リン酸化 の測 定が必要で あると考え られ
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る。運動 トレ0ニ ングの改善 では、本実験 を行 う前の数 日間、 ラッ トを ト

レッ ドミル装置 に移動 させ、危険な場所ではな い ことを覚 えさせ る ことで、

トレッ ドミル装置 に対す る恐怖刺激 を出来 る限 り取 り除 くことがで きるだ

ろう。 タイムポイ ン トの改善で は、翫k1/2リ ン酸化 とAktリ ン酸化が増

加 して いる ことが推測 され る運動終 了後か ら30分 後 、1時 間後、2時 間後

のサ ンプ リングポイ ン トを設定す る。さ らに、 トレッ ドミル装置 に乗せ る

前 のラ ッ トか ら海馬 をサ ンプ リングす る ことによ り、運動 開始前(P罫e)の

E磁1/2お よびAktリ ン酸化 レベル を確認す る ことも、上述 の2つ の問題

を解決す るため に有効で ある と考 え られ る。AktThお08に よるAktリ ン

酸化 の測定で は、AktSe雌73だ けでな く、Th爵08の リン酸化 も測定 し、

4リ ン酸化 を検討す る。IGF-1受 容体チ ロシン リン酸化 の測 定では、Lysis

b鷺飾鍵 を変更す る ことによ り、チ ロシン リン酸化IF`-1受 容体発現 の検

出 ・定量 を試 みる。 これ らのよ うに実験デザ イ ンを改善 し、必要な測 定項

目を追加す る ことで、本研究で は検討で きなか った一過性運動がF-1シ

グナル伝達 に及 ぼす影響 を検討 できる と考 え られ る。
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第4章 総合討論

長期間運動が海馬神経機能 を高める ことが明 らか にされて いる もののb

そ の分子機構 の全容 は未 だ解 明され ていない。そ の一 因 として、一過性運

動が海馬 の生理 的応答 に及 ぼす影響 を検討 した研究が数少 ない ことが挙 げ

られ る。そ こで本研究で は、運動が海馬神経機能 を高め る分子機構 を新た

な視点か ら検 討す る ことを 目指 し、一過性運動が海馬の神経活動 を高め る

こと(Leeeta1.,2003;Nishiji狙aeta1.20!2)に 着 目 した。神経活動の活

性化 は.MMP-9酵 素活性 を上昇 させ る こと(Szklarc野ket謡.,2002)や 、

IGFIの 作用を引き起 こす トリガー になる(賢ejoetaL,2001;Di鍛getaL,

2006;Nishiji搬aeta1.2010)。 しか しなが ら、一過性運動後 にMMP-9や

IGF・1シ グナル伝達 が どのよ うな活性応答 を示すか は明 らか に され ていな

い。そ こで本研 究で は、一過性運動が海馬MMP-9やIGFIシ グナル伝達

に及 ぼす影響 を明 らか にす る ことを 目的 と した。

研 究oe°gで は、海馬MMP9の 酵素活性が一過性の低強度 運動終 了か

ら12時 問後 に有意 に上昇す る ことが明 らか にな った。そ のMMP-9酵 素活

性 の増加 は細胞外環境 の リモデ リングの機 能を果 た している可能性 が考 え

られ る。 これ まで多 くの先行研究が 、運動 が海馬 における神経細胞 の新 生

を促進す る ことを明 らか に して いる。神経新 生 とはa細 胞増殖 に加 え、新

生細胞 の分化 ・遊走 ・成熟 という複数 の過程か らなる生理現象で ある。 こ

こで注 目すべ きは、新たな細胞 を増や し、新生 した神経細胞 を既存の神経

ネ ッ トワ0ク に動員す るため には、そのための空間的スペース を確保す る

必要 があ ることである。そ して実lri7MMP-9が この神経新生 という特徴
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的な細胞外環境 の リモデ リングに関わる ことも明 らかにされつ つある。 も

しか した ら、長期的 な運動が海馬神経新 生を促進す る分子基盤 のひ とつ に、

一過性運動 によるMMP-9酵 素活性 の増加が 関与 して いるのか もしれ ない。

この仮説 は今後 、MMP-9阻 害薬 を投与 しなが らラッ トに長期間の運動 を

行わせ 、神経新生 を評価 ・解析す る ことで検証す る ことができるであろ う。

このよ うに、一過性運動がMMP-9の 酵素活 性 を高める ことが明 らか にな

る ことは、長期 間運動 が海馬 の神経新 生を促進す る分子基盤 の解 明につな

が る新 たな視点 を与 える ことにつながる。 これ はま さに、一過 性運動 が海

馬 の生理応答 に及ぼす影響 を検討す る ことの意義 を示 している と言 える。

さらに.こ れ まで運 動が海 馬機能 を向上 させ る分子機構 として、神経新

生(va豊P膿 段geもa1.,1999)と いった細胞 の変化のみ が着 目されてお り、

運 動による海 馬神経機 能の向上に関わる分子機構 として細胞外環境 の調 節

に着 目した研究 は非常 に少ない。 これ に対 し本研 究の結果 は、一過性 運動

が海 馬MMP-9活 性 を増加 させた ことで、運動が海馬機能 を向上 させ る分

子 機構の解 明 に、細胞 だけでな くよ り細胞 外環境 に着 目する ことも重要で

ある ことを示唆 して いる。特 に、長期間運 動 によ って活 性が増加す ること

が報告 されている細胞 外プ ロテアーゼtiss"e・typeplas鋤noge簸activat◎ 翠

(tPA)(Di灘getal.2011)な ど他 の細胞外 タンパ ク質や分子が運動 によ

る海馬機能向上 に関与 して いる可能性 も考 え られ、新たな研 究の展開 につ

なが ることが期待 され る。

研 究課題2で は、研 究課題1と 同様 のサ ンプル を用 いて 、IG-F-1シ グナル

伝達 の主要 な リン酸化酵素で あるAktとErb1/2の 活 性応答 を検 討 した。

x°1/2で は.一 過 陸運動直後のサ ンプ リングポイ ン トで、低強度群 と高強
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度群 だけでな く、運 動 を行 っていない コン トロール群 で もrl/2リ ン酸

化 が増加 した 。 この結果 は、 ラッ トを トレッ ドミル に乗せ る とい う実験操

作 自体が 翫 雄/2の リン酸化 を引き起 こす刺激 とな って しまった可能性 を

示唆す る。また 、一過性運 動 によるAktリ ン酸化 の変動は認め られなか っ

た。 しか し、 この結果は本実験で設定 したサ ンプ リングポイ ン トではAkt

リン酸化 の変動 を捉 え ることができなか った とも考 え られる。 これ らの結

果 か ら、一過性運動がErk1/2やAktの リン酸化 を変 動 させ るか否か は明

らかにな らなか った。そ の主原 因にはサ ンプ リングポイ ン トが適切 ではな

か った ことが挙 げ られ るた め、サ ンプ リングポイ ン トを変更す る ことで

IGF・1シ グナル伝達 の活性応答 を検討で きる可能性が高 い。 さ らに.一 過

性運動がIGF-1を 介 してErk1/2とAktリ ン酸化 を増加 させ る ことを明 ら

か にするため には、IGF-1受 容体 が活性化 している ことを示す 必要 もある。

これ らの ことか ら、一過 性運 動 によ るErk1/2とAktの 活 性応 答 を検 討す

るためには実験デザイ ンを改善 し、さ らに検 討す る必要 がある と考 え られ

る。
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