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ABSTRACT

The　aim　of　the　preseりt　study　was　to　demonstrate　the　effect　of　prolonged　strenuous

exercise　against　oral　antimicrobial　peptide　and　to　examine　relations　between　oral

mucosal　immunization　and　cavity　bacterium　at　the　same　time ．　Ten　young　male

volunteers　either　exercised　on　ergometer　at　75　％　vo2　ma χ　for　60　min　（exercise

session ）　or　sat　quietly　（resting　session ）．　Saliva　samples　were　obtained　at　60　min

intervals　during　sessions　for　measurements　of　saliva　antimicrobial　peptides　（HBD －

2）　and　osmolality．　Saliva　flow　rate　was　decreased　and　saliva　osmolality　was　increased

during　the　60min　e χercise ．　Saliva　HBD －2　concentration　was　decreased　after　the

exercise　hours　and　24　hours　after　exercise ）．　Saliva　antimicrobial　levels　was

decreased　after　the　exercise．　It　is　possible　that　while　strenuous　exercise　in　elite　athletes

could　partly　enhance　oral　innate　immunity ，　the　physical　stress　could　simultaneously

restrict　the　immunological　enhancement　due　to　HPA　axis　activity．
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要　旨

本研究では，抗菌性ペプチド群に対する長時間

高強度運動の影響を明らかにするとともに，口腔

内粘膜免疫と虫歯菌との関連を検討することを目

的とした．

一般健常男性10 名に対し，長時間高強度運動

（75％ や02max　60min）を実施させ，運動胤 運

動終了直後，運動終71 時間後，2 時間後，4 時

間後，6 時間後，24 時間後 に唾液採取 を行い，

HBD －2濃度をELISA 法により測定した．次に，

採取した唾液を用いて，虫歯菌および大腸菌に対

する唾液抗菌レベルを測定した．唾液HBD －2濃

度は，運動終了直後および1 時間後，2 時間後で

は有意に増加したが，6 時間後および24 時間後

では安静時と比較して有意に低下した．唾液抗菌

レベルにおいては，運動終76 時間後および24

時間後の唾液では，虫歯菌および大腸菌に対する

唾液抗菌能力が低下することが示唆された．

緒　言

口腔内は外気にたえず曝露されていることか

ら，細菌やウイルスなどの病原微生物が侵入しや

すく，第一線の防御機構として機能する唾液免疫

成分の働きが重要となる1・2）．一般的に，高強度

や長時間運動などの運動ストレスに伴い，口腔内

の免疫機能が低下し，上気道感染症への罹患率が

高まることが報告されている3・4）．口腔内免疫機

能の代表としては，唾液免疫グロブリンA 　（igA）

が報告されており，一過性の運動および繰り返し

運動や長期間運動により，その分泌が変化するこ

とが報告されている气

さらに近年，生体防御システムとして，抗菌性

ペプチド群の存在が注目され，それらは自然免疫

に属し，感染に対する第一線の防御機構として機

能するだけでなく，自然免疫に続く獲得免疫系

を活性化させる働きを有していることが報告さ

れている6）．特に，上気道感染や口腔内免疫機能

において重要な役割を担っている のがHuman －β

－defensin－2？であり，気道上皮細胞や 唾液腺から分

泌され厂ウイルスや細菌などに対す る抗菌活動に

貢献していることが報告されている6・7）．

Defensinは，粘膜表層 の生体防御機構におい て

重要な役割を担い，低分子塩基性抗菌ペプチドの

1 グループとし て分類 さ れ， β－sheet構 造と2 －3

個の分子内ジスルフィドを持つカチ オン性のペプ

チドとして特徴づけられている8・Defensin は，

抗菌性ペプチドの多型遺伝子族を形成してお り，

1980 年に最初 に発見されてからヒ トを含む様々

な哺乳動物の気管，唾液，腸，舌，血液，皮膚

などからその分泌が発見されてい る8・9）．さらに

Z）φ 夕2垢 は，存在する6 つのシステイン残基の形

成する3 つのジスルフィド結合の組 み合わせの違

いから，　a　－dφ7・鈿 と β－Jφx7鈿 とに大別される8・

9）

Human －β－defensin－2　（HBD －2）は， グラム陰性

菌，陽性菌お よび真菌に対して抗 菌活性をもち，

皮膚や 唾液，肺 などで多 く発現し てい る10・　11｝

HBD －2は，生体が細菌や炎症性のサイトカイン

に暴露された際に著しく誘導的に発現されること

が報告されている10・u・12・13） また，精神的，身

体的ストレスに伴う内因性グルココルチコイの分

泌増加 に伴い，　HBD －2の発現が抑 制されるグル

ココルチコイド依存メカニズムが報告されている

14）

jtZ∃ljl：）認 は，他の抗菌性ペプチド群よりも約10

倍の抗菌活性を有しており，さらには，直接的な

抗菌活性に加えて，自然免疫と獲得免疫反応との

間の伝達においても重要な作用を持つことが認識

されてきており，これらの分泌が，口腔内免疫機

能にとって非常に重要であるとされている12・13）

特に，口腔内のように細菌が豊富 な環境下では，

HBD －2のような抗菌 性ペプチドが生体防御に大

きく寄与する． 抗菌性ペプチド群 は，歯科学や
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口腔衛生学などで特 に重要とされており，虫歯菌

（Streptoc・c・ ，・ぬ・ ）の増 減や虫歯 の発生リス

クと抗菌性ペプチド群の分泌濃度とは関連がある

こ とが報告されている15，16） しかしながら，運

動による抗菌性ペプチド群の変化と虫歯菌への影

響 に関して検討した研究はない．抗菌性ペプチド

群と運動 に関するこれまでの報告では，Z）・js・

らが 一過性 の中等度長時間運動に伴い，唾液中

の抗菌性ペプチド群CLL －37，　a－jφ 心加）が有意

に増加したこと17） また我 々は，一過性の長時

間高強度運動 に伴い唾液HBD －2の発現度合いが

抑制さ れることを報告してい る18）．さらにEda

らは，ヨガストレッチなどのリラクゼーション運

動 が，　HBD －2の発現 を高めるこ とを報告 してい

る 縲．このことから，運動刺激 において，抗菌

性ペプチド群の発現は影響し，口腔内免疫機能が

変化する．これまでの運動と免疫に関する多 くの

研究1・20・21）では，運動刺激に伴い変化した唾液

免疫成分の濃度や分泌量などの動態や変化しか検

討されておらず，さらに運動により，変化した抗

菌性ペプチド群や唾液免疫成分が，実際にどのぐ

らいの抗菌活動に貢献しているかは明らかにされ

ていない．

そこで，今回は，運動ストレスに伴う口腔内免

疫機能の変化と虫歯菌活性との関連について検討

した　　　　　　　　　　　　　　　　I’

Exereise （75 ％VO2max ）

Qr 爬蓐t

鰄和吻，面ved

Rest （m01t　ths　60min ）
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1．方 法

1 ．1　対　象

対象者は，一般健常男性10 名（年齢21 ±3 歳

；身長174 ．4±2．4cm；体重65 ．8±5．8kg；や02maχ

43．7±4 ．8ml／kg／min）である．対象には，実験日

の1 ヶ月前の期間，上気道感染症の罹患が無いこ

と，虫歯が無いこと，治療中でないこ とを事前に

確認し，高血圧，心疾患などの循環器疾患，消化

器疾患，炎症性疾患，内分泌疾患を有する者は含

まれておらず，喫煙習慣を有する者がいないこと

を予め確認した．また，運動介入に伴う影響を検

討するため，対象者は，運動を定期的に実施して

いない者，さらに精神的ストレスが，抗菌性ペプ

チド群の発現に影響することから実験日から6 ヵ

月間の間に身内などに不幸がなかった者を対象と

した．本研究のプロトコールは，大阪成蹊短期大

学倫理規程研究審査会による審査・承諾を得て，

各対象者には事前に本研究の主旨を説明し，全員

から研究参加への同意を得た

i ．2　実験プロトコール

図1 に実験プロトコールを示す． 本研究の運

動では，自転車エルゴメーター（AEROBIKE75XL

珥：SAKAImed 社製）を用いた定常負荷運動を

採用し，負荷強度は事前に測定した最大酸素摂取

（運動後2時間）
（ 運 動 後1 時 間 ）

S
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図1　実験プロトコール
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量の75 ％に設定した　 十

測定当日は，　AM11：00に実験室に入室させ，

口腔内のうがいと歯磨きを実施する，その後，60

分間安静状態を保ち，　PM12：00より唾液採取を実

施した卜　　　　　　　　　づ

唾液採取に関しては，自然誘発法とコットン法

が多く用いられており／今回の長時間高強度運動

など激しい運動の場合は，自然誘発法では，一定

の唾液量の確保が困難なためト コットン法を用い

て行い18・22）厂脱脂綿を1 回 ／秒のペースで1 分

間咀嚼した後に唾液を採取した．　　　　　 卜

1 ．3　 唾液分析　　　　　　　　　　 ・．

採取した唾液は，滅菌ろ過および遠心分離した

後，上清成 分を採取し，直ち にマ イナス80 ℃凍

結保存した．その後 援 瓦）認 はELISA 法（Human

β－Defensin　2　ELISA　Kit，　Phoenix　Pharmaceuticals

Inc ，　Burlingame，　CA）にて測定し濃度を算出した

1 ．4　 虫歯菌および大腸菌に対 する唾液抗菌

活性

採取した唾液を用いて虫歯菌お よび大腸菌に対

す る抗菌活 性レベ ルを測定 した．被験株菌 の培

養には，　Difco　（Michigan ，　USA）製を用い，その

他 の試薬は，シグマ製 を用い た．実験に用い た

被験株菌は，　Institute　for　Fermentation　Osaka　の微

生物バンクより入手し，虫歯菌はストレプトコッ

カ ス・ ミ ュ ー タ ン ス 菌 （Streptococcus　mutans

ATCC35911 ）を使用し，さらに，菌培養 が容易

な大腸菌 （Escherichia　coli　IF015044） も用い て，

唾液抗菌活性を測定した／　　　　 ▽

抗菌活性レベルの測定は，そ れぞ れの菌を採

取した唾液と24 時間培養（37℃）させ，その後，

菌の細胞数をカウントした

1 。5　統計処理

全てのデータは正規分布を示していたため，平

均値 ±標準偏差で示した．運動試行と安静試行

の2 試行間の差は，反復測定の一元配置分散分

析を用い，有意差が認められた場合には，　Tukey－

Kramer 検定を用いて比較した．なお，有意水準

の判定はいずれもP ＜0 ．05としたレ

2 ．結　果

2 詞　 唾液抗菌性ペプチドCHBD －2）の変化

唾 液HBD －2濃 度 は， 安 静 時86 ．6±ll－4pgt

ml，運動終了直後208 ．0土106．7，運動終71 時

間後257 ．6土68．6，　2時 間後250 ．8±76．6，　4時 間

後150 ．5士46．6，　6時 間後66 ．5±26．6，　24時 間後

65－5±16．3を示した（図2 ）．

安静時と比較して，運動直後および運動終了1

時間後，2時間後では有意（p　＜　0．01）に増加した．

また，運動終76 時間後，24時間後では，有意

（p ＜0 ．01）に減少した．唾液量お よび浸透圧に

おいては，運動終了直後のみ，安静時と比較しで

有意（pく0 ．01）に変化した．
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図2　 唾 液 仞 辺 －2の 変 化

＊P＜0．01　：resting　versus　exercise　session　十P＜0．01：versus　time　O　（t＝0）

2 ．2　 虫歯菌に対 する唾液抗菌活性の変化

虫歯菌に対する唾液抗菌活性の変化では，安静

時と比較して，運動終76 時間後お よび24 時 間

後では，有意（p ＜0 ．01）な増加がみられた（図3 ）．

しかし，運動直後および運動終了1 時間後，2 時

間後では有意な差はみられなかった．
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2 ，3　大腸菌に対する唾液抗菌活性の変化

大腸菌に対する唾液抗菌活性の変化では，安静

時と比較して，運動終了直後，運動終了1 時間後，

2 時間後の唾液において，大腸菌細胞カウント数

の有意（P ＜0 ．01）な減少がみられた．また，運

動終76 時間後および24 時間後では，有意（pく

0．01）な増加がみられた（図4 ）．
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図3　 唾液培養中におけるストレプトコッカス・ミユー

ダンス菌の菌数の変化
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図4　 唾液培養中における大腸菌の菌数の変化

＊P≪0．01　：　versus　time　O　（t＝O）

3 －考　察

運動ストレスに伴う唾液HBD －2の変動と唾液

抗菌活性レベルを検討した結果，長時間高強度運

動に伴い，運動終了直後および1 時間後，2 時間

後において唾液HBD －2濃度が有意に増加するこ

と，また運動終了6 時間後および24 時間後にお

いては，安静時と比較して有意に発現が低下する

ことを示した．さらに，虫歯菌および大腸菌に対

デサントスポーツ科学Vol．　35
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する唾液の抗菌活性では，運動終76 時間後，24

時間後の唾液において，菌の阻止能力 が有意に低

下することが示された．

近年，抗菌性ペプチド群に関する報告が多くな

されており，なかでもHBD －2は，唾液腺や気道

上皮細胞から分泌され，口腔内の自然免疫として

重要な役割を担っていることが明らかにされてい

る2・23）．しかしながら，抗菌性ペプ チド群と運

動やスポーツに関する報告は少なく，7）・ison ら

が一過性の中等度運動により，抗菌性ペプチド群

（LL－37，　a　－defensin）が増加したことを報告してい

る17） また，我々も，運動ストレスに伴い，唾

液中の抗菌性ペプチド群 りVBD－2，　L£・jZ）が運動

直後および1 時間後，2 時間後に有意に増加する

ことを，これまでに報告し，高強度運動（身体的

ストレス）に伴う炎症性サイトカインの増加が，

抗菌性ペプチド群の産生に貢献しているのではな

いかと考察している17・18）．

また，劭滋 らは，唾液中の招M：）－2は，口腔

内の防御機構として第一線に働き，その分泌量や

濃度が高いほど，より強い抗菌活性を示すことを

報告している24） 今回，一過性の長時間高強度

運動に伴い，運動終了直後から運動終了後2 時間

において，唾液召Ⅲ：）Jが有意に増加し，唾液抗

菌活性レベルは，　HBD －2の有意な増加がみられ

た運動後の唾液（運動終了直後・運動終了後1 時

間・2時間）において，安静時と比較して，大腸

菌の発育阻止に働くことが示されたが，虫歯菌に

対しては，その影響は見られなかった．D 。泌，1

らは，気道や口腔の流体である唾液免疫成分は，

運動刺激に伴い，相乗的に分泌されることで，運

動直後および数時間にわたり，その殺菌性や抗菌

性が高くなることを報告17）しており，今回の運

動終了直後の唾液抗菌活性レベルが高かった本研

究と結果が一致している．また，これまでの運動

と口腔内免疫に関する研究において，一過性の運

動により，リゾチームやラクトフェリンなどの抗
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菌性 タンパクが増加することや，口腔粘膜免疫の

代表とされる免疫 グロブリンA 　（IgA ）の低下を，

リゾチームやヒスタチンなどの抗菌性タンパ クが

カバーするために増加することが報告されてい る

21，25）

一般的に，高強度や長時間の運動に伴い，リン

パ球などの全身性免疫機能が低下することは知ら

れており，その低下は，運動後から24 時間は続

くと言われている．そうした全身性の免疫機能を

カバーするために，一時的 に局所免疫（口腔内）

の働きが高まり，抗菌性ペプチド群や抗菌性タン

パ クの産生増加 がみら れたと考えられる． しか

し厂運動終76 時間後お よび24 時間後では，唾

液HBl ：）Jの発現が有意に低下し，虫歯菌お よび

大腸菌に対する唾液抗菌能の低下が見られ，菌の

発育阻止能力が低下した．このことから，長時間

や高強度の運動を行った場合，口腔内局所免疫機

能が低下し，虫歯菌の活性に伴い口腔内の健康が

阻害 されることが危惧 される．今回は，唾液と

種々の菌との培養による菌の発育度合いを検討し

たが，今後は，採取七だ唾液中の虫歯菌の菌数や，

歯茎の炎症度合いなども検討していくことが出来

れば，運動ストレスに伴う口腔内の健康への影響

を明らかにしてい くことがで きる，さらに，今回

は，運動ストレスに伴う影響 を検討したが，唾液

HBD －2の分泌を高める運動を検討してい くこと

で，虫歯菌の抑制や口腔の健康を高めるための運

動処方につなげていくことができる（口腔ヶアに

対する運動処方）．

4 ．まとめ

運動ストレスに伴う口腔内免疫機能の変化と虫

歯菌活性との関連について検討した．その結果，

唾液抗菌性ペプチド群であるHBD －2濃度は，運

動終76 時間後，24時間後に減少し，虫歯菌お

よび大腸菌に対する唾液抗菌能力が低下すること

が示唆された．
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