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ABSTRACT

　Regular physical activity in early life is linked to lifelong cognitive health, whereas 
the effects of early-life physical inactivity on future cognitive function remain 
unknown. In this study, we examined the hypothesis that physical inactivity during 
childhood affects DNA methylation in the hippocampus, which is retained over time 
and leads to cognitive decline in adulthood. Four-week-old male Wistar rats were 
divided into two groups: a control group （CON） and a physical inactivity group 
（IN）． Rats in the IN group were housed in narrow cages with approximately half 
of the usual floor space to restrict their movement for 8 weeks until 12 weeks of age. 
After this period, all the rats were housed in standard-sized cages until 20 weeks of 
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　要　旨 

　本研究の目的は，若年期の運動不足が海馬にお

けるDNAメチル化状態に変化を及ぼし，成年期

の認知機能低下を招くかどうかを検証することで

あった．ラットを4週齢時に，通常飼育 （CON） 

群と床面積が通常の半分程度の狭いケージで飼育

することで活動制限を行う （IN） 群に分け，12週

齢まで飼育した．12週齢以降は活動制限を解除し，

20週齢に至るまで両群通常サイズのケージで飼

育を行い，物体位置認識試験を実施した．IN群

での物体位置認識試験の成績不良とともに，海馬

においてミエリン化に関わる遺伝子とタンパク質

の発現が増大した．一方，これらの遺伝子発現は，

若年期の運動不足によって誘発されたDNAメチ

ル化が成年期まで保持されたものではなく，成年

期にのみ観察されるDNA低メチル化と関連して

いた．若年期の運動不足は遅発的なDNAの低メ

チル化とそれに連動したミエリン化関連遺伝子の

発現調節障害とともに将来の認知機能低下を招く

可能性が示唆された．

　緒　言

　認知症の患者数は世界中で増加の一途を辿って

おり，早急に解決すべき健康課題の一つである．

認知症の発症メカニズムは未だ十分に解明されて

いないものの，運動不足がその大きな危険因子と

して指摘されている1）．マウスを対象に，活動可

能範囲を制限した狭小ケージ内で長期間飼育する

と，海馬において神経新生に関わる脳由来神経栄

age. The object location task （OLT） was used to assess cognitive function at 19 weeks 
old. The dorsal hippocampus was collected immediately after the activity restriction 
intervention （12 weeks old） and 8 weeks after the intervention ended （20 weeks old） 
for analysis of genome-wide DNA methylation levels （RRBS）， RNA-seq, and protein 
expression levels. The IN group's physical activity decreased to about one-quarter that 
of the CON group between 4-12 weeks of age. In contrast, there were no significant 
differences in body weight or food intake throughout the experimental period. The IN 
group showed poor OLT performance and an increased expression of myelination-
related genes and proteins in the hippocampus. However, the expression of these 
genes was not associated with the changes in DNA methylation induced by early-life 
physical inactivity. Instead, they are linked to DNA hypomethylation observed only 
in adulthood. These findings demonstrate that physical inactivity during the young 
period leads to cognitive decline in adulthood. This may be due to the dysregulation of 
myelination-related gene expression associated with DNA hypomethylation, a delayed 
consequence of physical inactivity in childhood.
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養因子 （brain-derived neurotrophic factor: BDNF） 

のmRNA発現の減少とともに認知機能課題成績

が低下することが観察されている2）．

　一方，最近では若年期の環境要因が，後天的な

ゲノム修飾 （エピジェネティクス） に変化をもた

らし，その後の生活習慣病発症リスクに影響を及

ぼすことを示唆する報告が増えてきている．代表

的なエピジェネティクス修飾の一つであるDNA

メチル化は，遺伝子発現の抑制に関与し，逆にメ

チル化が取り除かれることで遺伝子発現が促進す

ることが知られている．先行研究では，習慣的な

運動が海馬Bdnf promotor IV におけるDNAメチ

ル化レベルに減少を及ぼすことが確認されてお

り，運動による長期的な認知機能向上メカニズム

の一つとして示唆している3）．このことから，若

年期の運動不足もDNAメチル化レベルに影響を

及ぼすことで将来の認知機能に対しても悪影響を

及ぼす可能性が想定されるが詳細は不明である．

　本研究では，若年期の活動制限に伴う運動不足

が認知機能を司る海馬のDNAメチル化状態に変

化を及ぼし，それが長期間保持されることで，成

年期において認知機能に関連する遺伝子発現の変

化とともに認知機能低下を誘引すると仮説を立

て，これを検証することを目的とした．

　1．研究方法

　1．1　実験動物及び運動不足介入

　実験動物には3週齢Wistar系雄性ラットを用い，

室温23±1℃，湿度55±5%，12時間の明暗サイ

クルを維持した環境下で，ラットの社会性を考慮

して 2 匹ずつ飼育を行った．1週間の予備飼育を

行った後，4週齢時に通常飼育 （control: CON） 群

および活動制限 （cage restriction-induced physical 

inactivity: IN） 群にグループ分けした．実験期間

中は両群ともに小動物用標準固形飼料および水を

自由に摂取できるようにした．若年期における活

動制限介入は，先行研究の方法に従い4），4週齢

から12週齢までの8 週間，ラットを床面積の半

分程度の狭いケージで飼育することで行った．12

週齢以降は活動制限を解除し，両群のラットを

20週齢までの8週間，通常サイズのケージで飼育

した （図1）．活動制限による身体活動量への影響

を評価するため，受動的赤外線センサー検出シス

テムを用いてケージ全体の自発的な活動量を記録

した．

　なお，本研究は順天堂大学さくらキャンパス動

物実験等部門委員会に承認を得た上で，実験動

物使用に関する規則に従い実施された （登録番号

S29, 承認番号2021-29, 2022-23および2023-23）．

図1　実験の概要
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　1．2　認知機能評価

　空間記憶機能を司る行動試験として，物体位

置認識試験 （object location task: OLT） を用いた．

（図2） 5）本研究では，黒色のプラスチック段ボー

ルでオープンフィールド （長さ90 cm × 幅 90 cm 

×高さ 45 cm） を自作した （図2A）．試験に先駆

け，オブジェクト （長さ12.8cm×幅1.6cm×高さ

2.2cmの白いレゴ®ブロック） をフィールド中央

に固定し，照明を1ルクス未満にした環境下でラッ

トを1日当たり5分間，5日間連続で行い試験環

境への環境馴化を図った （図2B）．その後，環境

馴化の際に用いたオブジェクトと同様の白いレゴ
®ブロックで構成された十字型の立体オブジェク

ト （長さ6.5 cm × 幅6.5 cm ×高さ16 cm） を2個

作成し，フィールド上の対角上にそれぞれ設置

した上で，ラットをフィールド内で5分間自由に

行動させた （トレーニング試行）．その24時間後

に，片方のオブジェクトの位置を移動させ，同様

にラットをフィールド内に5分間自由に行動させ

た （テスト試行）．OLTは18週齢後半から環境馴

化を開始し，19週齢時後半にテスト試行を実施

した．

　探索行動中の様子はビデオカメラにより記録し

た．先行研究の方法に則り，動画をコンピューター

上で視認し，各オブジェクトの末端から 2 cm 以

内に侵入した時間 （探索時間） をコンピューター

上のストップウォッチで記録した6）．位置を変更

したオブジェクトの探索時間を2 種類のオブジェ

クト両方の探索時間の和で除したものを物体の識

別率 （Discrimination index: DI） として算出した
5）．また，先行研究の基準7） に従い，トレーニン

グ試行時点でDIが30%未満または70%以上のラッ

ト，あるいはトレーニング試行，テスト試行のい

ずれかで総探索時間が3秒間を下回っていたラッ

トは解析対象から除外した．

　1．3　検体採取

　8週間の活動制限介入直後 （12週齢） および活

動制限解除8週間後 （20週齢） に，ラットを12時

間の食餌制限下で5%イソフルランにより麻酔を

かけて安楽死させ，海馬組織と血液を採取した．

海馬は背側部と腹側部に分類し，液体窒素で急速

凍結した．血液はヘパリンの入った真空採血管に

採取し，冷却下で遠心分離 （3,000 rpm，10分間） 

図2　物体位置認識試験の概要．試験環境(A) および試験スケジュール(B)
ZT: zeitgeber time
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を行い，血漿を回収した．いずれの検体もその後

の分析まで -80℃で保存した．なお，海馬は背側

部が主に空間記憶を司り，腹側部が主に情動を司

ることが指摘されていることから，本研究の生化

学分析は海馬背側部を中心に実施した．

　1．4　血漿コルチコステロン濃度

　 血 漿 中 の コ ル チ コ ス テ ロ ン 濃 度 は，

Corticosterone EIA Kit （YK240，矢内原研究所，

静岡，日本） を用いて定量した．

　1．5　RNA-seq

　成年期 （20 週齢） のラットから回収した海馬

背側部中の Total RNA をRNeasy Plus Mini Kit 

（QIAGEN） により抽出した．その後，Bioanalyzer 

（Agilent Technologies） を用いてRNAの品質を確

認し，ライブラリー作成および濃度調製を行っ

た上で，NextSeq500/550 High Output Kit v2.5 （75 

Cycles） （Illumina） を用いて，NextSeq500システ

ム （Illumina） での次世代シーケンス解析を行っ

た．シーケシングは36基ずつのペアエンドリー

ドで行った．シーケンス後，FASTQファイル

をエクスポートし，CLC Genomics Workbench 

21.0.3ソフトウェア （QIAGEN） で品質確認を行っ

た上でTranscripts per million （TPM） を取得し群

間比較に用いた．各遺伝子のTPMについて，対

応のない t検定を用いて群間比較し，偽発見率を

調整した上でp < 0.01の遺伝子を発現変動遺伝子 

（DEGs） として抽出した．さらにMetascapeを用

いてDEGsの機能的エンリッチメント解析を行っ

た8）．

　1．6　タンパク質発現解析

　凍結された海馬サンプルに，プロテアーゼ阻

害剤を含んだRIPAバッファー （ナカライテスク，

京都，日本） 下でホモジナイズしタンパクを抽出

した．得られたタンパク質濃度は2.0µg/µLにな

るよう，4X BoltTM LDS Sample Buffer （Thermo 

Fisher Scientific） と10X Sampling Reducing Agent 

（Thermo Fisher Scientific） を用いて調整した．そ

の後，全てのサンプルを70℃で10分間加熱し，

分析まで -80℃で保管した．調製したサンプルを

アクリルアミドゲルに各レーンあたり等量のサン

プル （10-15µg） を投入した上で電気泳動を行い，

セミドライ法を用いてPVDFメンブレンに転写し

た．転写後は，EveryBlot ブロッキングバッファー 

（Bio-Rad） で20分間室温ブロッキングを行った

後，Tris-Buffered Saline with TweenⓇ20 （TBS-T） 

で希釈した1次抗体を添加し，4℃で一晩反応さ

せた．用いた抗体は，MBP （1:1000, Medical & 

Biological Laboratories,PD004），MAG （1:2000, 

Proteintech, 14386-1-AP）， Amyloid β （1:1000, 

Proteintech, 25524-1-AP）， BDNF （1:1000, Abcam, 

ab108319）， NeuN （1:1000, Proteintech, 26975-1-

AP）， GFAP （1:1000, Proteintech, 16825-1-AP）， 

Synaptophysin （1:1000, Proteintech, 17785-1-AP），

GAPDH （1:1000, Cell Signaling Technorlogies, 

97166） であった．反応後，2次抗体を添加して1

時間室温で反応させ化学発光試薬を用いて発光

させ，標的タンパク質を検出した．各タンパク質

発現レベルはローディングコントロールとして検

出したGAPDHの発現レベルの相対量として算出

し，CON群の平均値で正規化した．

　1．7　DNAメチル化解析

　若年期 （12週齢） と成年期 （20週齢） のラッ

トから両方から採取した海馬背側部を対象

に，Reduced representation bisulfite sequencing 

（RRBS） を用いてゲノムワイドなDNAメチル

化状態の評価を行った．海馬背側部のゲノム

DNAをQIAmp DNA Mini Kit （Qiagen） を用い

て抽出した．Zymo-Seq RRBS Library Kit （Zymo 

Research） を用いて，CpGリッチな領域を濃縮し，

ライブラリーを調整した．その後，NovaSeq6000
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システムでのシーケンスを行った．シーケシ

ングで得られたデータからRパッケージである

methylKit を用いてリードカウントを正規化し，

ロジスティック回帰分析で群間比較を行った．そ

の結果，群間のメチル化率の差が25 %以上かつ

調整後p値が0.01未満の領域を変動メチル化領域

として抽出した . 

　1．8　統計分析

　RNA-seqとRRBS以外のデータは平均値±標準

偏差で示した．体重と摂餌量の推移は，群と時間

経過を要因とした二元配置分散分析で解析した．

ケージ内活動量，血漿コルチコステロン濃度，な

らびに各タンパク質発現レベルの比較には，対応

のない t検定を行った．OLTの成績変化について

は，対応のある t検定を行った . 有意水準は危険

率5%未満とした．

　2．研究結果

　活動制限期間中の活動期の身体活動量はCON

群と比較して IN群は約4分の1程度まで減少した

が （図3A），活動制限解除後の身体活動量に群間

の差は認められなかった （図3B）．非活動期 （明

期） の身体活動量は研究期間を通して群間の違い

は認められなかった．また研究期間中は体重およ

び摂餌量のいずれも群間の有意差は検出されな

かった （図3C，D）．さらに活動制限介入直後 （12

週齢），および介入終了8週間後 （20週齢） 後のい

図3　活動制限中 （A） および活動制限解除後 （B） における活動期 （暗期） の身体活動量
および飼育期間中の体重 （C） と摂餌量 （D） の推移．平均値±標準偏差

*p < 0.05. n.s. not significant
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ずれも血漿コルチコステロン濃度について群間の

有意差は観察されなかった．

　活動制限介入終了7週間後の19週齢時後半に評

価したOLTの識別率については，CON群では，

トレーニング試行時と比較してテスト試行時にお

いて有意な増大が観察された一方で，IN群では

有意差は観察されなかった （図4）．

　次に，OLTを実施したラットから採取した海

馬背側部を対象にRNA-seqを行った．その結果，

CON群と比較して IN群で95種類の遺伝子発現が

有意に増大し，20種類の遺伝子発現が有意に減少

していることが示された．機能的エンリッチメン

ト解析を行った結果，「ミエリン化 （myelination） 

」に関わる遺伝子群が顕著に増大していることが

観察された．

　RNA-seqの結果をもとに海馬におけるミエリ

ン関連タンパク質 （MBP，MAG） の発現レベル

を評価したところ，どちらもCON群と比較し

て IN群で有意な高値を示した （図5）．またア

ルツハイマー型認知症の発症に関連することが

知られているアミロイドβのタンパク質発現レ

ベルも同様に IN群で有意に増大していた．一

方で，認知機能に関与することが知られている

BDNFや，成熟ニューロン （NeuN），グリア線維

性酸性蛋白 （GFAP），シナプス小胞膜タンパク質 

（Synaptophysin） のタンパク質発現レベルはいず

れも群間の有意差は認められなかった．

　本研究では，ミエリン化に関わる遺伝子発現が

増大し，タンパク質発現もそれに符合していたこ

とから，活動制限介入直後の若年期 （12週齢） と

介入終了8 週間後の成年初期 （20週齢） に共通し

て生じていたDNA低メチル化領域と成年期にお

図4　物体位置認識試験の識別率
平均値±標準偏差．*p < 0.05.

図5　20週齢の海馬サンプルにおけるタンパク質発現レベル
平均値±標準偏差．*p < 0.05
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いて増大した遺伝子発現の関連を検討する統合解

析を実施した．RRBSの結果，12週齢ではCON

群と比較して IN群で411の遺伝子領域のメチル

化が減少し，20週齢では393の遺伝子領域のメ

チル化の減少が観察された．また，12週齢と20

週齢で共通して低メチル化状態が観察された領

域数は40であった．しかし，RNA-seqで増大が

確認された遺伝子の中にこれら40の遺伝子領域

の低メチル化と連動したものは存在しなかった 

（図6）．一方で，成年期のみにおいて IN群によ

る低メチル化が観察された遺伝子領域に連動し

て発現が増大していた遺伝子が3種類抽出された 

（RGD1563888 , Chd7 , Fa2h）．これらの遺伝子はい

ずれもミエリン化やミエリンの機能に関わる遺伝

子であった .　

　3．考　察

　本研究の結果，活動制限介入を行った若年期に

のみ身体活動量が減少したが，活動制限解除の身

体活動量や体重，摂食量，ならびに生体に対する

ストレス応答のバイオマーカーとして知られる血

漿コルチコステロン濃度にも群間の違いは認めら

れなかった．これは狭小ケージによる飼育モデル

を活用した先行研究2, 4） と同様の結果を示してお

り，本研究で用いた活動制限が過度な生理的負担

を強いることなく，若年期にのみ運動不足である

状態を創出できたものと考えられる．

　本研究では活動制限を解除してから8週間後に

おいて，IN群でOLTの成績不良が観察された．

これは若年期の運動不足の影響が長期にわたり残

存し，将来の認知機能低下を招く可能性を示唆す

る結果であると考えられる．この分子機構に迫る

ため，RNA-seqを行った結果，IN群では「ミエ

リン化」に関わる遺伝子発現が増大し ,ミエリン

のタンパク質発現レベルも増大していた .一般的

にはミエリンは加齢などにより消失 （脱髄） する

ことで神経信号の伝達機能が低下し，これが認知

機能の悪化につながるものと考えられている．し

かし最近の研究では，ミエリンの脱髄が進行する

前段階でミエリンの肥大が生じ，その段階で認知

機能低下が生じていることが報告されている9）．

本研究では組織免疫染色などでミエリン径を直接

評価していないものの，ミエリンが過剰に肥大し

ていた可能性が考えられる．また，ミエリンの機

能不全がアミロイドβの沈着を増大させることも

確認されているが10），本研究でも同様に IN群で

アミロイドβが増大していた．しかし，先行研究2） 

で指摘されているようなBDNFの遺伝子・タンパ

ク質発現変化は本研究では認められなかった．以

上のことから，若年期の運動不足は成年期におけ

図6　若年期の活動制限によるDNAメチル化の低下に連動して増大する遺伝子の抽出
RRBS, reduced representation bisulfite sequencing. TPM, transcripts per million.
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るミエリンの制御不良に伴う肥大とアミロイドβ

の増大を介して認知機能低下を引き起こしている

可能性が示唆される．

　本研究ではさらにゲノムワイドなDNAメチル

化解析 （RRBS） を行い，RNA-seqで変化が認め

られた遺伝子と照合する統合解析を行った．本研

究では，若年期の活動制限によりDNAメチル化

状態に変化が生じ，それは成年期になるまで保持

されることで遺伝子発現の変化をもたらすものと

予想していたが，その予想に反して成年期まで保

持されたDNAメチル化領域と関連して変動して

いた遺伝子は認められなかった．しかしながら，

成年期においてのみ IN群で低メチル化状態が観

察された遺伝子領域と連動して発現が増大してい

た遺伝子はいずれもミエリン化やミエリンの機

能に関わる遺伝子であった （RGD1563888 , Chd7 , 

Fa2h）．特にRGD1563888 遺伝子を過剰発現させ
ると，軸索に関連しない箇所で集積するような，

いわゆる機能的ではないミエリンが増大すること

が報告されている11） ことから，IN群で増大して

いたミエリンは機能不良に陥っていた可能性があ

り，IN 群での認知機能の悪化と符合する．以上

のことから，IN群で観察された認知機能低下の

メカニズムに，DNA低メチル化を発端としたミ

エリン制御異常が関与している可能性が示唆され

た．

　興味深いことに，若年期の運動不足の影響が即

座にDNAメチル化に変動を及ぼしてそれが長期

間保持されることで成年期の遺伝子発現に影響を

及ぼすのではなく，加齢変化と相まって遅延して

生じる可能性が示唆された．しかしながら，こ

のような変化が生じた原因やその意義について

は現時点では不明である．エピジェネティクス

修飾にはDNAメチル化以外にもヒストン修飾や

microRNAによる発現調節機構も存在しており，

これらの変化が，成年期におけるDNAメチル化

や遺伝子発現に影響を及ぼした可能性は否定でき

ない．今後はこれらの分子機構にも着目しながら，

ライフステージに応じたエピジェネティクス機構

にも着目していく必要がある．一方で，活動制限

を解除し，身体活動量が回復してもなおこのよう

な変化が生じたことから，若年期の運動不足の負

の影響は少なくとも日常的な身体活動では相殺す

ることが出来ない可能性が示唆される．今後は，

若年期の活動制限介入後に積極的に運動介入を行

うなど，若年期の運動不足による認知機能低下へ

の対抗策を検討していく必要がある．

　4．結　論

　若年期の活動制限は成年期の認知機能低下を招

くことが明らかとなった．その背景となる分子機

構には，活動制限解除後に遅延して生じるミエリ

ン関連遺伝子のDNAメチル化レベルの低下と遺

伝子・タンパク質発現の増大が関与している可能

性が示唆された．
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