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ABSTRACT

　Regular exercise is effective treatment for the improvement of mental illness. 
However, the duration of exercise effects and the impact on future mood-related 
behaviors, such as anxiety and depression, remain unclear. Therefore, we determined 
the long-term impacts of regular exercise on mood behaviors after cessation of 
exercise. Moreover, we focused on epigenetics, which is one of the mechanisms for the 
regulation of gene expression independent of DNA sequences, in hippocampal BDNF 
as its underlying mechanisms. Anxiety-like behaviors as a mood-related behaviors were 
measured by Elevated Plus Maze test. After 4 weeks of exercise training, the anxiolytic 
effects were lasting after 2 weeks of exercise cessation. Meanwhile, after 4 weeks of 
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果は短期的には維持される一方で，離脱期間が長

期にわたるとむしろ不安が増加することが明らか

となった．またその分子背景には，今回解析した

領域における海馬Bdnfのエピジェネティックな

制御機構は関与していない可能性が示唆された．

　
　緒　言

　うつや不安は世界的な健康問題の一つであり，

その予防・治療策の構築は重要な課題である．疫

学調査からは，定期的な運動は，将来のうつ予防

に効果的であることが示されている．逆に運動

習慣がない場合，将来的なうつ発症リスクが44%

増加する1）．興味深いことに，薬物療法に比べ，

同期間の運動介入を受けたうつ病患者は，介入終

了6か月後の時点で，うつ病の再発率が低いこと

が報告されている2）．すなわち運動療法には，薬

物治療とは異なるうつ・不安の持続的な抑制効果

が存在する可能性が示唆されている．

　古くから「昔とった杵柄」という言葉があるよ

うに，過去に獲得した技能や特徴が年月を経ても

衰えないことは，経験的にもよく知られている．

近年のスポーツ科学分野においても “マッスルメ

モリー” という用語に代表されるように，運動の

記憶が骨格筋に刻み込まれている可能性が明らか

にされつつある3）．実際にトレーニング後に得ら

　要　旨

　定期的な運動がうつ・不安の改善に効果的であ

ることはよく知られている．しかしながら，その

効果の持続期間や，将来のうつ・不安を予防する

のかについては不明な点が多い．本研究では，動

物を対象に4週間の運動トレーニングを実施させ，

運動停止期間後の気分行動を定量した．さらに，

その海馬内分子メカニズムとして脳由来神経栄養

因子 （Brain-derived neurotrophic factor: BDNF） の

エピジェネティックな変化に着目した検討を行っ

た．気分行動の評価は，不安様行動の計測によく

用いられる高架式十字迷路試験およびオープン

フィールド試験を用いた．高架式十字迷路試験の

結果，抗不安様行動の指標の一つであるオープン

アームでの移動距離は，運動トレーニング停止2

週間後においても高値を示していた．一方で，運

動トレーニング停止4週間後ではオープンアーム

での移動距離が，コントロール群に比べ有意に減

少していた．オープンフィールド試験における中

心エリアへの侵入回数は，運動トレーニング停止

2および4週間後において群間差は認められなかっ

た．BdnfのmRNAレベル，エピジェネティクス

の一つであるDNAメチル化レベルは変化してい

なかった．本研究結果から，運動による抗不安効

exercise cessation, anxiety-like behaviors were increased on the contrary. In contrast to 
our hypothesis, hippocampal Bdnf mRNA and DNA methylation levels were unchanged 
after 2 and 4 weeks of exercise cessation. These results suggest that the beneficial 
effects on mood-related behaviors after cessation of exercise are maintained in the short 
term. However, over a more extended withdrawal period, they can lead to an increase in 
anxiety.
　キーワード
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れる筋力向上・筋肥大効果は，事前トレーニング

を行っていない者に比べ，行っていた者の方が高

い4）．このメカニズムとして，エピジェネティク

スという遺伝子発現調節機構が関与している可

能性が示唆されている．エピジェネティクスは

「DNA塩基配列によらない遺伝子発現調節機構」

と定義される．代表的なエピジェネティクスであ

るDNAメチル化は，遺伝子発現を抑制する制御

機構であり，逆にメチル化が取り除かれると遺伝

子発現が促進される．一卵性双生児を対象とした

研究から，一度刻まれたこのDNAメチル化パター

ンは，容易には変化しないことが知られている5）．

　脳由来神経栄養因子 （Brain-derived neurotrophic 

factor: BDNF） は，運動により海馬で誘導され

る重要な栄養因子の一つである．ヒトでは，血

中BDNF DNAメチル化レベルが精神疾患のバイ

オマーカーとなり得ることが示唆されている6）．

本研究は，運動により脳に刻まれた海馬BDNF 

DNAメチル化レベルの変化が，運動中断後にも

継続的に維持されることで，うつ・不安発症の予

防に寄与しているという仮説を立てた．本研究の

目的は，過去の運動経験によるうつ・不安予防効

果がどの程度の期間維持されるのか，またその背

景にある海馬でのエピジェネティックな分子基盤

を明らかにすることを目的とした．

　
　1．研究方法

　1．1　実験動物及び運動トレーニング

　実験動物には7週齢のC57BL/6J雄性マウスを

用いた．マウスは，室温 （23.8±0.2 ℃），および

湿度 （50.4±1.9 %） が維持されている12時間の

明暗サイクルに設定された佐賀大学総合分析実験

センター飼育室で飼育した．標準固形資料と水は

自由に摂取させた．すべての実験は，佐賀大学動

物実験委員会の承認を得て実施した．

　運動 （EX） 群は回転ホイールが設置されたケー

ジ内で飼育し，4週間の自発走行運動を実施させ

た．安静 （SED） 群は，回転ホイールの設置して

いない同サイズのケージ内で飼育した．運動ト

レーニングから4週間後に安静群と同様のケージ

に戻し，運動停止後2 （SED:n=7, Ex:n=8），また

は4週間 （SED:n=7, Ex:n=7），CON群と同様に通

常通り飼育した （図1）．最終的に，体重は，飼育

開始前および屠殺前に測定された．

　

　1．2　行動テスト

　気分行動はオープンフィールド試験 （Open field 

test: OFT） および，高架式十字迷路試験 （Elevated 

plus maze: EPM） により評価した．マウスをオー

プンフィールド （40×40×15cm） の中心エリア

に投入した後，マウスを5分間自由に行動させ

た．EPM装置はオープンなアーム （30×5cm） と

図1　実験の概要
OFT: Open filed test, EPM: Elevated plus maze.
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クローズドなアーム （30×5×15cm） から構成さ

れており，地上から40cmの位置に設置された．

マウスをオープンアーム方向に向け，センターエ

リアに投入した後，5分間自由に行動させた．全

ての行動テストは，ビデオカメラと動物行動ト

ラッキングシステムSmart 3.0 software （Panlab, 

Barcelona, Spain） により記録した．OFTにおけ

る中心エリアへの侵入回数 （center entries）， EPM

におけるオープンアーム上での移動距離割合 

（percentage of open/total arm distance） ならびにマ

ウスが静止している時間 （resting time） を定量化

した．試験はOFT，EPMの順で，屠殺2日前に

実施された．行動テストに対する馴化の影響を避

けるため，OFT，EPMは，介入後のみ実施した．

　

　1．3　検体採取

　行動テストの翌日，イソフルラン麻酔下にお

いてマウスを安楽死させた後，海馬組織を採取

し，RNA安定化剤に4℃で24時間浸漬させた．

RNA安定化剤を除去した後，実験に使用するま

で -80℃で保存した．

　

　1．4　リアルタイムRT-PCR法

　Total RNA 溶 液 は，FastGene RNA basic 

Kit （Nipopn Gene, Tokyo, Japan） を 用 い て

抽出し，濃度および純度は NanoDrop 2000 

（ThermoFisher Scientific） により評価した．Total 

RNA は，PrimerScript RT Master Mix （Takara 

Bio, Otsu, Japan） を用いて逆転写し，SYBR 

Green Master Mix （Applied Biosystems, Foster 

City, CA, United States） を使用し，QuantStudio 

3 real-time PCR system に よ り Bdnf （Forward: 

TGGCCCTGCGGAGGCTAAGT,  Reverse : 

AGGGTGCTTCCGAGCCTTCCT） およびGapdh 

（Forward: AACGACCCCTTCATTGAC, Reverse: 

TCCACGACATACTCAGCAC） のmRNA発現量

を評価した．

　1．5　パイロシークエンス法

　 ゲ ノ ム DNA は，QIAamp DNA Mini Kit 

（Qiagen, Germantown, MD, USA） を 用 い て 抽

出した．その後DNAは，EpiTect Bisulphite Kit 

48 （Qiagen） によりバイサルファイト処理され

た．バイサルファイトDNAの増幅には，TaKaRa 

EpiTaq HS for bisulphite-treated DNA （Takara 

Bio） およびBdnf プライマーを使用した （Forward: 

TAGGATTGGAAGTGAAAATATTTATAAAGT; 

reverse: CCTTCAACCAAAAACTCCATTTAATCT）．

DNAメ チ ル 化 レ ベ ル は，PyroMark Q96 ID 

pyrosequencerを用いて定量化した （sequencing 

primer: AGAGGAGGTATTATATGATAG）．

　

　1．6　統　計

　データは平均値±標準誤差で示した．統計解

析には，GraphPad Prism 7を使用した．SED群と

EX群の比較には対応のない t検定を使用し，有意

水準は5%とした．

　
　2．結　果

　4週間の運動トレーニングを実施した後，運動

停止から2，または4週間の体重を評価した．運

動停止2，または4週間後の体重は，安静群と比

較して，違いは認められなかった （ 図2A and B）．

　運動停止2週間後において，OFTにより評価し

た中心エリアへの侵入回数は安静群と運動群の

間に差は認められなかった （図3A）．EPMにより

評価したオープンアームでの移動距離割合は，安

静群と比較し，運動群で有意に増加していた （図

3B）．EPM試験中の安静時間は，2群間で差は認

められなかった （図3C）．一方運動停止4週間後

群では，OFTにおける中心エリア侵入回数は2群

間で差がなかったものの （図4A），EPMにより評

価したオープンアームでの移動距離割合は，運動

群において減少していた （図4B）．運動停止2週

間後と同様，EPM試験中の安静時間には，群間
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図2　運動停止 2週間後（A）および4週間後（B）の体重．平均±標準誤差．
SED: sedentary, EX: exercise．

図3　2週間の運動停止が行動テストに及ぼす影響． （A） OFTによる中心エリアへの侵入回数，
 （B） EPMによるオープンアーム移動距離割合および （C） 安静時間．*：P < 0.05．平均±標準誤差

SED: sedentary, EX: exercise．OFT: Open filed test, EPM: Elevated plus maze.

図4　4週間の運動停止が行動テストに及ぼす影響． （A） OFTによる中心エリアへの侵入回数，
 （B） EPMによるオープンアーム移動距離割合および （C） 安静時間．平均±標準誤差

SED: sedentary, EX: exercise．*：P < 0.05．OFT: Open filed test, EPM: Elevated plus maze.
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差はなかった （図4C）．以上の行動テストの結果

から，運動停止後2週間までは運動による抗不安

効果が残存しているが，運動停止4週間後には逆

に負のリバウンド効果をもたらすことが示唆され

た．

　次に，海馬におけるBdnf mRNA発現量を評価

した．その結果，運動停止2，または4週間後の

どちらにおいても，運動による影響は観察されな

かった （図5A and B）．神経活動依存的に活性化

することが既に報告されているBdnf promotor IV

領域のDNAメチル化レベルをパイロシークエン

ス法で評価した．遺伝子発現量の結果と同様に，

Bdnf promotor IV DNAメチル化レベルは，運動停

止2，または4週間後のどちらにおいても，運動

による影響は観察されなかった （図6A and B）．

　
　3．考　察

　本研究の結果，運動停止後，短期的には運動の

抗不安効果が維持され，一定期間が経過すると逆

に負のリバウンド効果をもたらすことが明らかに

なった．このような現象の背景において，海馬内

Bdnf 遺伝子発現制御機構は，関与していない可

能性が示唆された．

　我々の先行研究も含め，動物を用いた回転ホ

図5　運動停止2週間後 （A） および4週間後 （B） の海馬Bdnf mRNA発現量．平均±標準誤差
SED: sedentary, EX: exercise．

図6　運動停止2週間後 （A） および4週間後 （B） の海馬Bdnf DNAメチル化レベル．平均±標準誤差
SED: sedentary, EX: exercise．
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イール運動では，体重減少効果が得られることが

既に示されている7）．本研究の結果，運動停止2

週間後の段階で，このような体重減少効果は認め

られなかった．そのため，本研究で明らかとなっ

た，不安様行動に対する運動停止2週間後のポジ

ティブな，運動停止4週間後のネガティブな効果

は，少なくとも運動による体重の変動に依存して

いない可能性が示唆された．

　本研究から，運動停止2週間後では抗不安効果

が認められた一方で，運動停止4週間後では，逆

に不安様行動が惹起されている可能性が示唆され

た．先行研究では，マウスにおいて8週間の運動

トレーニング後，8週間の運動停止期間を設けた

場合，EPMにより評価した不安様行動が増加す

ること，さらに海馬神経新生が部分的に障害され

ることを示している8, 9）．本研究では，4週間の

運動に対し，2および4週間の停止期間を設けた．

したがって，運動及び停止期間の比は，2.0およ

び1.0となる．本研究の結果より運動及び停止期

間の比が2.0である場合は，運動による抗不安効

果が維持されていた （図2B）．一方で本研究ある

いは先行研究の結果から，運動及び停止期間の比

が1.0である場合には，不安様行動の増加や，神

経新生の低下が示されている8, 9）．以上の結果か

ら，少なくとも事前の運動トレーニング期間と同

程度，あるいはそれを超える非運動期間が経過し

た場合，運動による気分行動への効果は負の方向

に制御される可能性が示された．しかしながらヒ

トにおいては，運動療法によるうつ病の再発率は，

薬物療法や薬物と運動の複合療法に比べて低いこ

とが報告されている2）．また，過去の運動経験は，

骨格筋においてはエピジェネティックに記憶され

ていることが知られており3），筋力向上や筋肥大

といった効果は，事前トレーニングを行っていな

い者に比べ，行っていた者の方が高い4）．そのた

め，再トレーニング後にはより短期間の運動で抗

うつ・不安効果が得られる可能性があるが，この

点についてはさらなる研究が必要である．

　運動停止2週間後の抗不安効果の維持において，

海馬Bdnf遺伝子とその発現制御の関与を検討し

た．その結果，Bdnf mRNAレベルは，運動停止

2および4週間後のどちらにおいても群間での差

は認められなかった．海馬でのBdnf遺伝子発現

の増加は，運動による脳機能の維持・増進に重要

であることは既によく知られている10）．Bdnfは

いくつかのスプライシングバリアントがあり，神

経活動依存的にはpromotor Iおよび IVから転写

されるバリアントが報告されている．運動による

海馬でのBdnfスプライシングバリアント発現に

は違いがあり，4週間の運動ではBdnf promotor I

のみ 10，11日間の比較的短期間の運動ではBdnf 

promotor Iおよび IVの両方が誘導されることが報

告されている7）．本研究では，共通のcoding領域

のBdnf 遺伝子発現レベルを定量していることか

ら，運動停止後の海馬Bdnf 発現は，スプライシ

ングバリアントごとに異なる可能性がある．

　Bdnf遺伝子発現の結果と一致して，運動停止

後のBdnf DNAメチル化レベルは非運動群と同等

であった．本研究で解析したBdnf promotor IVの

CpG領域は，ヒトとマウスでの相同性が96%で

あることに加え，その血中BDNF DNAメチル化

レベルが精神疾患のバイオマーカーとなり得るこ

とが示唆されている6）．また我々は以前，本解析

領域のBdnf DNAメチル化レベルは，11日間の運

動により海馬で低下することを報告した7）．その

ため，少なくとも4週間の運動を実施した後，2

週間の運動停止期間をおいた時点で，運動11日

後に観察される海馬Bdnf低メチル化パターンは

消去されていると考えられる．したがって，運

動停止2週間後に維持されていた抗不安効果は，

Bdnf coding領域の遺伝子発現，およびpromotor 

IV領域のDNAメチル化は関与していない可能性

が示唆された．Bdnfにはいくつかのスプライシン

グバリアントや，promotor上には複数のCpG領
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域が存在することから，異なるスプライシングバ

リアントおよびCpG領域が関与しているかどう

かはさらなる研究が必要である．また，DNA修

飾だけでなく，アセチル化をはじめとするヒスト

ン修飾も，重要なエピジェネティック修飾の一つ

である．最近の先行研究では，Bdnf promotor Iや

IVの誘導の一部に，ヒストンH3のアセチル化や，

H3K4メチル化が関与していることが明らかにさ

れた11）．そのため，運動および運動停止後に海

馬に刻まれる運動効果の背景には，DNA修飾で

はなくヒストン修飾が関与している可能性があ

る．

　
　4．結　論

　本研究の結果，4週間の定期的な運動による抗

不安効果は，運動停止2週間後まで維持され，運

動停止4週間後には逆に不安様行動を誘発するこ

とが明らかとなった．その海馬内での分子的な背

景には，Bdnfとそのエピジェネティックな制御機

構は関与していない可能性が示唆された．
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