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運動トレーニングが自然免疫に及ぼす影響
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ABSTRACT

Toll －like　receptors　（TLRs ）　play　an　important　role　in　the　recognition　of　a　specific

pattern　of　microbial　components　and　lead　to　activation　of　innate　immunity．　The　purpose

of　this　study　was　to　examine　the　effect　of　exercise　training　on　mRNA　expression

of　TLR2　and　TLR4　1n　rat　tissues ．　Female　F344　rats　were　divided　into　a　sedentary

（S ）　group　and　a　training　（T ）　group・　At　the　first　week，　training　rats　ran　at　15－21　m／

min ，　15－30　min／day，　for　5　days／week ．　From　the　second　to　the　fourth　week，　training

rats　ran　at　21　m／min，　30　min／day，　for　5　days／week ．　We　assessed　TLR2　and　TLR4

㎡RNA　expression　in　the　lung ，　the　liver，　the　spleen　and　the　soleus　muscle　using　real－

time　RT －PCR ．　Although　thymic　atrophy　and　the　extension　of　exhaustion　time　were

detectable ，　the　basal　levels　of　stress　hormone　（catecholamine　and　corticosterone ）　were

unchanged　by　exercise　training．　TLR2　mRNA　expression　in　the　lung　tended　to　be　lower

in　the　T　group　than　in　the　S　group，　but　there　were　no　statistically　significant　differences・

Similarly ，　TLR4　mRNA　expression　was　not　significantly　different　between　the　S　and　T

groups ．　These　findings　suggest　that　mild　exercise　training　might　not　affect　TLR2　and

TLR4　mRNA　expression　in　the　lung ，　the　liver，　the　spleen　and　the　musle　tissue。
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要　旨

本研究では，運動トレーニングが組織中Toll－

like　receptor　（TLR ）　2およびTLR4 　mRNA 発現に

およぼす影響について検討した．7 週齢のF344

雌 ラット はSedentary群 とTraining群 に分け，

Training群には1 日30 分，週5 日，4週間のトレッ

ドミル走を負荷した　その後，組織中TLR2 お

よびTLR4　mRNA　 発現をreal－time　RT－PCR法に

て評価した．今回用いた運動トレーニングは胸

腺を萎縮させたが，ストレスホルモン濃度には

影響しなかった．　TLR2　mRNA　発現は，肺では

Training群がSedentary群よりも低値傾向を示し

たが（p＝0－057）．ほかの組織同様，＝有意な差はみ

られなかったTLR4 　mRNA 発現には運動トレー

ニングの影響はみられなかった．以上のことか

ら，マイルドな運動トレーニングはTLR2 およ

びTLR4　mRNA　 発現には影響しない可能性が示

唆された．

緒　言

免疫系 は，病原体が生体に侵入 するとそ れら

の病原体をすみや かに識別し排除するシステム

であり，哺乳類では大 きく自然免疫と獲得免疫

に分けるこ とができる．獲得免疫では，抗 原特

異性を持つ受容体がT 細胞やB 細胞表面に発現

し，ほとんどの未知の外来抗原に対処する．一方，

自然免疫は病原体を排除する非特 異的な免疫作

用として知 られて きたが，近年病原体 を特異的

に認識し，免疫系 を活性イ匕するこ とが明らかに

なってきた．すなわち，病 原体 に特 異的な共通

の構成成分を認識するToll－like　receptors　（TLRs ：

Toll様受容体）が感染防御に重要な役割を果たし

ているのである1・2・3）．

TLRs はヒトでは11 種類，マウスでは13 種類

存 在することが明 らかになってい る2・4）．例 え

ば，　TLR4 は グラム陰性 菌の細胞 壁成分であ る
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Lipopolysaccharide　（LPS ）を認識する受容体であ

る5・6）．　TLR4 やそのコレセプ ターで あるCD14

やMD －2にLPS が 結 合 す る と，　adaptor　protein

myeloid　differentiation　factor　88　（MyD88 ） は受容

体のToll／IL－　1　receptor　（TIR ）ドメイン にリクルー

ト され，下流 のシ グ ナルカスケ ード を誘導 し，

炎症性サイトカイン産生を誘導する7 ）．　TLR2 は

TLR1 やTLR6 とヘテロタイマーを形 成し，グラ

ム陽性菌 の細胞壁に存在するペプチ ド グリ カン

や様々な細胞 のリポタンパ ク質を認 識し，細胞

内サイトカイン応答を増大させる8・9）．

急性運動とTLRs の関係について，高強度運動

は単球上のTLR2 やTLR4 発現 を変 化 させ る と

報告されている10 ，11，12・13） また運動 トレーニ ン

グは自然免疫担当細胞である樹状細胞 やマクロ

ファージの機 能を調節するこ とが明 らかに され

た14 ，15） したがっ て，運動トレーニ ングが病原

体の初期認識を担うTLRs を調節することが予想

される．　　　　　　　　　　　　　　　 卜

近年，レジス タンストレ ーニ ング やレジス タ

ンス と持久 性トレ ーニ ングの組 み合 わせ におい

て，単球やCD14 陽性細胞上のTLRs 発現 は低下

することが示唆さ れている16・17）．しかしながら，

持久性トレーニングが血液以外の組織 でのTLRs

発現にお よぼす影響については明らかではない．

そこで本研究では，持久的な運動ト レーニング

が自然免疫 に影響するかどうかを明 らかにする

ことを目的として，ラットを対象 に組織中TLR2

およびTLR4 　mRNA 発現に注目して検討した．

1 ．方　法

1 ．1　実験動物　　　　　　　　　万

7 週齡のF344 雌ラット（n＝20，日本チャール

ズリバー）は個別ゲージにて飼育し，餌（NMF

固形飼料，オリエンタル酵母工業）や水は自由

摂取とした．ラットはSedentary群（S；　n＝10）と

Training群（T；n＝10）に分けた．
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本実験は，和洋女子大学動物実験規程および

動物実験施設利用に関する細則に従い，和洋女

子大学動物を対象とする研究に関する倫理委員

会の承認を得て実施した　　　　　　　　＝

1．2　運動トレーニング

T 群には持久性トレーニングとして，小動物用

トレッドミル（KN －73，夏目製作所）を用いた4

週間の走行トレーニングを負荷した．トレーニン

グ1 週目は15％傾斜，速度15－21m／min，　15－30分

として週5 日，2週目以降は15％傾斜／速度21m ／

min，　30分として週5 日実施した．その後，安静

状態にて麻酔下で血液および組織を摘出した．血

液は遠心分離後血漿を分注し，組織は液体窒素

で凍結しレそれぞれ測定まで－80°Cで保存した．

1 ．3　RNA 抽出

肝臓，肺，脾臓，お よびヒ ラメ筋中のtotal

RNA はISOGEN 　（ニッポンシーン）を用いて抽

出した．　1mlのISOGEN をサンプルに加えてホ

モジ ナイズし，　chloroformを添加後，　12，000×

g（4℃）で15 分間遠心分離した．その上清に

isopropanolを加 え， 再 び12 ，000xg（4 ℃） で

15 分間遠心分離した． 抽出したRNA は70 ％

ethanolで洗浄し，　7，500　xg　（4℃）で5 分間遠心

分離した後i　RNase一伽e 水で溶解した．　RNA 濃

度はQubit　Fluorometer　（Invitrogen）を用いて測

定した／　　　　　　　　　　　　　　　犬

1 ．・4　Real－time　RT－PCR

Total　RNA　はQuantiTect　Rev．　Transcription

Kit　（QIAGEN ） を用 い て逆 転 写し，　cDNA を

合 成 し たRea 卜time　PCR　はQuanti　Fast　SYBR

Green　PGR　kit　（QIAGEN ）の使用説明書に従っ

て，　MasterCycler　ep　realplex2　（Eppendorf） を用

いて行った．PCR プログラムは，　95t5 分の後，

95℃10 秒，　eot：　30秒，40 サイクルであっ た．・

特異的な塩基配列の増幅を確認するため，測定

ごとに融解曲線の解析を行った．遺伝子発現は，

ハウスギ ピング遺伝子であるGlyceraldehyde－

3－phosphate　dehydrogenase　（GAPDH ）　に　よ　っ

て 標 準 化 し た． 使 用 した特 異的PCR プ ラ

イマ ー は以 下 の どお り であ るL　GAPDH ，　5’－

GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG －3’，　5’－

ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA3 ’；　TLR2，

5’－AGCAGGATTCCTATTGGGTGGAG －3’，

5’　－　AT　G　AT　C　C　AT　TTGCCCGGAAC －3’；

TLR4 √5’－CCGCTCTGGCATC 　ATCTTC 　A－3’，

5
，
－CCCACTCGAGGTAGGTGTTTCTG －3l

1 ．5　HPLC

血漿アドレナリン，ノルアドレナリン，および

ド ーパミン濃度はエ スアールエル に受託し，　the

automated　Hi汕　Performance　Liquid　Chromatography

（HPLC ）法により測定した二

1 ．6　E 凵SA

血漿 コルチコステロン濃度は，　Corticosterone

ELISA　kit　（ASSAYPRO ）の使用説 明書の手順に

従って測定した．　　　　　　　　　　 卜

1 ，7　運動時間

運動トレーニング効果を評価するため，ラッ

トには，疲労困憊に達するまで速度漸増法にて

トレヅドミル走を負荷し，その時間を計測した．

1 ．8　統計処理ト

データは平均値 土標準誤差（SEM ）で示した

2 群間の差の検定は対応のない ，検定をSPSS

Statistics　19．0　（IBM ）を用いて行った．有意確率

は5％ 未満とした．

2 ．結　果

運 動 トレ ーニ ン グ 後の 体 重 は，T 群 とS 群
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と の 間 に有 意 な 違 い は な かっ た （162 ±2g ，　T　vs

166 ＝！^ g ，　s）． 体 重1g あ た り の 組 織 重 量 に つ い

て ，胸 腺 はS 群 より もT 群 の 方 が有 意 に低 値 を

示 し た（1 ．10±0．03mg／g，　T　vs　1．24±0 ．04mg／g，　S；

P＜0105）． し かし，心臓 （3 ．0±O．Omg／g，　T　vs　2．8±

O ．lmg／g，　S） や 副腎 （0 ．16±0 ．02mg／g，　T　vs　0．10±

O ．OOmg／g，　S）， ヒ ラ メ 筋 ぐ0．40±O ．OOmg／g，　T　vs

0 ．38±0 ．02mg／g，　S） はT 群 が高値 を示す もの の両

群 間に有意 な差 はみ られな かっ た．

疲 労 困 憊 に 達 す る まで の 運 動 時 間 に は，T 群

がS 群 よ り も有 意 に長 かっ た（178 ±llmin ，　T　vs

119 ±7min ，　S；　pcO．Ol）．

ス トレ ス ホ ルモ ンであ る カ テ コー ル ア ミ ンに

つ い て，血 漿 ア ドレ ナリ ン， ノ ル アドレ ナリ ン，

お よび ド ー パ ミ ン濃 度 は， い ず れ も両 群 間 に有

意 な差 はな か っ た （表1 ）． また， 血漿 コ ルチ コ

ステ ロ ン濃 度 も， 両 群 問 に有 意 な差 は み ら れ な

か っ た（表1 ）．

表I　Effect　of　exercise　training　on

plasma　stress　hormone　concentration

Sedentary　　　Training

Adrenaline，　pg／ml　　　　　2，397±328　　2 ，648±582

Noradrenaline，　pg／ml　　　　513±128　　　349 ±46

Dopamine ，　pg／ml　　　　　　　46±12　　　　　35±2

Corticosterone，　ng／ml　　　　925±177　　　696 ±128
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図I　Effect　of　exercise　training　on　TLR2　mRNA　e χpression

in　the　liver，　the　lung，　the　spleen　and　the　soleus　muscle
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図2　Effect　of　e χercise　training　on　TLR4　mRNA　expression

in　the　liver，the】ung，　the　spleen　and　the　soleus　musc】e

Values　are　means　士SEM ．

フ ァ ー ジ や 樹 状 細 胞 な ど の 自 然 免 疫 担 当 細 胞 だ

け で な く ， 骨 格 筋 な ど に も 発 現 し て い る18 ）
． そ

こ で ， 組 織 マ ク ロ フ ァ ー ジ が 常 在 す る 肝 臓 ， 肺 ，

脾 臓 に 加 え て ， ヒ ラ メ 筋 を 対 象 組 織 と し た ．

本 研 究 に お い て ， 肺 のTLR2　mRNA　 発 現 は 運

動 ト レ ー ニ ン グ に よ り 低 下 傾 向 を 示 す も の の ， 有

意 な 変 化 で は な か っ た （ 図1 ）．TLR2 は ， 急 性 運

動 後 に そ の 発 現 が 低 下 す る こ と や 好 中 球 貪 食 能

に 部 分 的 に 関 与 し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ て い

る10 ’　19
）
． し か

しPannacci ら が
， マ ク ロ フ ァ ー ジ

TLR2 発 現 は4 週 間 の 遊 泳 運 動 で は 変 化 し な か っ

た と 報 告 しStewart ら も12 週 間 の レ ジ ス タ

ン ス ト レ ー ニ ン グ はCD14 陽 性 細 胞 のTLR2 発 現

に 影 響 し な い と 報 告 し て お り1 气 今 回 の 結 果 は

こ れ ら の 先 行 研 究 と 一 致 し て い た ．

TLR4 に つ い て は ， 急 性 運 動 に よ り 単 球 上 の

発 現 は 低 下 す る と の 報 告 が 多 く な さ れ て い るI （λ

11 ，13） 運 動 ト レ ー ニ ン グ に お い て も
， 高
齢 女 性

の 単 球TLR4　mRNA　 発 現 は 対 照 群 に 比 べ て ， レ

T 群のTLR2　mRNA　 発現は，肺では低値傾向

を示したが（P＝O。057），有意な差はみられなかっ

た（図1 ）．また肝臓や脾臓，ヒラメ筋において釟

S 群とT 群との間に有意な差はみられなかった

（図1 ）．　TLR4mRNA 発現では，肺や肝臓，脾臓，

ヒラメ筋のいずれの組織においても，運動トレー

ニングによる影響はみられなかった（図2 ）．

3 ．考　察

本研究では，運動トレーニングが自然免疫に

影響するかどうかについて明らかにするため，4

週間の走行トレーニング後の組織中TLR2 および

TLR4　mRNA　発現を検討した。TLRs は，マクロ

デサントスポーツ科学Vol．　33
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ジス タンストレ ーニ ング群で低下することやレ

ジスタンス と持久性トレ ーニ ングの組み合 わせ

は，身体活動量の低 かっ た若年者，高齢者 とも

にCD14 陽性細胞のTLR4 発現を低下させること

が報告
：
されてい る16，17） しかしなが（ 本研究

ではTLR4　mRNA　 発現 はい ずれの組織において

も変化し なかっ た． この結果は運動様式の違い

が影響してい る可能性が考え られる．先行研究

で は，トレーニ ング後 に筋力が増加しているが，

本研 究におけ る持久性トレ ーニ ングでは，疲労

困憊に達するまでの運動時間は延伸したものの，

ヒ ラメ筋 の湿重量は変化しなかった．すなわち，

筋量への影響がないマイ ルドなトレブ ニングで

あったものと思われる．マウス腹腔マクロファー

ジのTLR4　mRNA　 発現 は，安静群と比較 して遊

泳運動群ではトーニング1 週目が最も高く，3 週

目まで有意 な高値を示すが，4 週 目で は差がみ

られない という興味深い報告がある20） すなわ

ち，4週間の遊泳運動で は，本研究結果と同じく，

TLR4 発現は変化していない．これらのことから，

TLR4 発現は運動様式や運動期 間により，その応

答が異なると考えられる／　　　　　　　　 ・．

カテ コールアミンやコルチコステロ ンの よう

なストレス ホルモ ンは，炎 症性 サイトカイン産

生を抑 制す る免疫調節作用 を持つ21） アドレナ

リ ンはTLR4　mRNA　 発現 を変化させ ないとの報

告があるが22） グルココルチ コイドはTLR2 や

TLR4 発現を抑制するとの報告がなされている23・

24） 本研 究では，血漿 コルチ コステロン濃度の

有意な変化はみられておらず，それゆえにTLR2

やTLR4 発現が変化しなかったのかもしれない．

TLR2 やTLR4 は，肥満によるインスリ ン抵抗

性の調節に重要な役割 を果たしていると考え ら

れている25・26・27）．肥満者に対する減量を目的 と

した12 週間の運動療法は，骨格筋中TLR4 発現

を低 下させ，炎症性 サイトカイン発現 を抑制す

ること（12 週間の食事療法ではこ れらの有意な

変化は確認されていない）が報告されており28）

運動によるTLRs の発現調節機構の解明がさらに

進展することが期待される．　　卜

4 週間のマイルドな運動トレーニングは，組織

中のTLR2 およびTLR4 発現に影響しない可能性

が示唆された．しかしながら，他のTLRs が運動

トレーニングにより変化するかどうかは不明で

ある．また，　TLRs 発現がどのような分子機序に

より調節されているかも解明されておらず，今回

とは異なる運動様式や運動期間において，　TLRs

発現が変化する可能性も否定できない．ぞれゆ

えに，今後はその分子機序解明のための検討が

必要である．　　　 づ

4 ．結　論

マイルドな運動トレーニングは，肺，肝臓，

脾臓，およびヒラメ筋中のTLR2 およびTLR4

mRNA 発現に影響しない可能性が示唆されたよ
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