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研究成果の概要： 

回転車を用いた長期間自発運動を行えるマウス実験システムを確立し、マウスを 24週間飼育し、

以下の結果を得た。 

(1) マウスは 1日平均 5.6km 走行した。 

(2) 運動群は非運動群より摂食量は多かったが、内臓脂肪量は少なかった。 

(3) 肺の遺伝子発現解析で、運動群は非運動群より構造タンパク並びに細胞外抗酸化酵素遺伝

子の発現が高く、サーファクタント関連タンパク・細胞内抗酸化酵素・殺菌関連タンパク

の遺伝子発現が低かった。 

習慣的な自発運動は肺の遺伝子発現を変容させることが明らかになり、宿主の肺炎感受性や肺

機能を修飾する可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

習慣的な運動は健康保持増進に必須であ
る。運動により確実に負荷のかかる臓器に肺
があるが、習慣的な運動が肺の分子にどのよ
うな影響を及ぼすかを検討した研究は全く
ない。一方高齢化の進展に伴い、肺炎を含む
呼吸器疾患の増加が予想される。 

習慣的な運動が肺にどのような変化を引
き起こすのか、肺炎予防や肺機能の維持に有

効かを分子レベルで解析する必要があると
考え、本研究を企画した。 

 

２．研究の目的 

マウスに強制運動ではなく、精神的・身体
的負担の少ない自発運動を行わせ、肺炎予防
に関与すると考えられる遺伝子群の発現に
どのような変化が生じるかを検討する。解析
遺伝子は、病原体認識に関わる遺伝子群、殺
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菌に関わる遺伝子群、酸化ストレスの防御修
復に関わる遺伝子群並びに肺機能に関与す
る遺伝子群とした。 

高齢者の肺炎予防の観点から、高齢者肺炎
の起炎菌で難治性の肺炎を引き起こす薬剤
耐性緑膿菌の発生機構についても検討した。 

 

３．研究の方法 

既に得ていた 10 週間の水泳運動を負荷し
たラットの肺（液体窒素凍結後-80ºC で保存
したもの）を用い、Trizol で mRNA を抽出し
oligo-dTを用いcDNAを合成後、Real Time PCR
で Toll Like Receptors（TLR）並びに抗酸化
酵素群の遺伝子発現を解析できるか検討し
た。mRNA を用い、DNA アレイ解析も行った。 

販売され入手できる回転車付きケージ（6
面金属製で床が金属網状､図 1 右）でマウス
を飼育し、体重、摂食量、運動量を測定した。
20週間の飼育後肺を採取し、液体窒素で凍結
後-80ºC で保存した。同時に内臓脂肪、筋肉、
心臓等を採取し、凍結保存した。回転車の付
いていないケージ（6 面金属製で床が金属網
状､図 1 左）で飼育したマウスを非運動群と
した。 

金属製の網床ケージで飼育したマウスは、
通常のプラスチックの床に木屑を敷き詰め
たケージで飼育したマウスに比べ体重が軽
かったため、通常のプラスチックケージに回
転車を設置できるように改良した（図 2）。改
良ケージを用いマウス（A/Jマウス、6週齢、
雌）を飼育し、体重、摂食量、運動量を測定
した。非運動群マウスは、運動群と居住容積
が同じになるよう金属製の隔壁を挿入した
プラスチックケージで飼育した。24週間の飼
育後、臓器を採取し前述の方法で凍結保存し
た。採取した肺から Trizol を用い mRNA を抽
出し oligo-dT を用い cDNA を合成後、Real 
Time PCR で、TLR 群（Tlr1,2,3,4,9）、抗酸
化酵素群（Sod1,2,3、Cat、Gpx1）、活性酸素
産生酵素群{Cyba(p22phox)、Ncf1(p47phox)、
Nos1,2,3}、surfactant タンパク関連遺伝子
群（Sftpa1、Sftpb,c,d、Abca3、Cebpa）、が
ん抑制遺伝子群（Cdkn1a,2a、Rb1、Trp53）、
DNA 修 復 酵 素 （ Ogg1 ） 、 Hmox1
（hemeoxygenase-1）、構造タンパク｛Actb(β
-actin)、Eln(elastin)｝の遺伝子発現を定
量的に解析した。mRNA を用い DNA アレイ解析
も行った。マウスは運動群、非運動群 8匹ず
つで実験を開始したが、給餌トラブルにより
遺伝子発現解析を行ったのは運動群 8匹、非
運動群 6匹である。 
 遺伝子発現については、Gapdh の発現量で
解析遺伝子の発現量を補正し、非運動群の発
現を 1とした場合、運動群では発現が何倍増
加したかを示した。なお Gapdh 並びに群間比
較を行った遺伝子については、Real Time PCR
終了後電気泳動を行い、PCR 産物が単一であ

ることを確認した。 
飼育週齢に伴う摂食量並びに体重の群間

比較は二元配置の分散分析で、卵巣周囲脂肪
量並びに遺伝子発現の群間比較はt検定で解
析した。p<0.05は*、p<0.01は**で表示した。 
 薬剤耐性菌研究については、緑膿菌
(ATCC27853)を ethylmethanesulfonate(EMS), 
N-methyl-N-nitrosourea(MNU), 1,3-bis 
(2-chloroethyl)-1-nitrosourea(BCNU), 
1,6-dinitropyrene(DNP) に 暴 露 し 、
rifampicin（ Rif）並びに ciplofloxacin
（CPFX）耐性緑膿菌が発生するか否かを検討
した。耐性菌並びに親株から DNA を抽出し、
Rif 耐性菌については rpoB 遺伝子、CPFX 耐
性菌については gyrA 遺伝子の塩基配列を解
析し、遺伝子変異が発生しているか検討した。 
 
４．研究成果 
 液体窒素凍結後-80ºC で保存したラット肺
から DNA アレイ解析が可能な mRNA を抽出で
きること、その mRNA を用い Real Time PCR
で解析可能な cDNA を合成できることを確認
した。 

 金属製の網床ケージ（図 1）で飼育したマ
ウスは、通常のプラスチック製の床に木屑を
敷き詰めたケージで飼育したマウスに比べ、
低体重の傾向があったため、回転車をプラス
チックケージに装着できるよう改良した（図
2）。プラスチックケージで運動したマウスは
金属網床ケージで運動したマウスよりも有
意に体重が重く、プラスチックケージの方が
負担が少ないと考えられたため、以後プラス
チックケージでマウスを飼育した。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1. 金属製網床ケージ.左：非運動群用ケー
ジ.右：運動群用回転車付きケージ. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2. プラスチック製回転車付きケージ. 



 

 

 運動群マウスは専ら夜間に走行し、実験期
間中１日平均 5.6km 走行した（図 3）。運動群
マウスは非運動群マウスよりも摂食量は有
意に多かった（図 4）。体重は運動群マウスが
非運動群マウスより低値であったが、有意差
は認めなかった（図 5）。卵巣周囲の内臓脂肪
量は運動群が有意に少なかった(図 6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. 運動群の走行距離と飼育週の関係. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4. 摂食量と飼育週の関係. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5. 体重と飼育週の関係.0は運動開始前の
各群マウスの体重. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6. 運動群と非運動群の内臓脂肪量. 
 

習慣的な自発運動が病原体認識能に影響
を与えるか否かを検討するため、運動群と非

運動群の TLR 遺伝子群の発現を検討した。塩
基配列情報が得られたマウス Tlr1,2,3,4,9
の発現を検討した結果、いずれの分子におい
ても両群間に有意な差を認めなかった（図7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図7. 運動によるTLR関連遺伝子の発現変化. 
 
 殺菌に関与する活性酸素/窒素種（O2･-、
NO･）を産生するタンパクの遺伝子発現を解
析した。いずれの分子も運動群で発現が低下
していた（図 8）。なお iNOS（Nos2）並びに
nNOS（Nos1）については肺での発現が低く、
解析出来なかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 8. 運動による殺菌関連遺伝子の発現変
化. 
 
活性酸素種消去系酵素の発現を検討した

ところ、細胞内の活性酸素種消去系酵素であ
る Sod1(CuZn-SOD),Sod2(Mn-SOD),Gpx1 の発
現は運動群で低下し、細胞外酵素である
Sod3(EC-SOD)の発現は運動群で増加してい
た。Cat については運動による影響を認めな
かった（図 9）。Hmox1 や Ogg1 の発現には運
動の影響を認めなかった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 9. 運動による活性酸素消去系遺伝子の発
現変動.  



 

 

 細胞内の構造タンパクであるActb(β
-actin)並びに細胞外の構造タンパクである
Eln(elastin)は運動で有意に発現が増加し
た（図 10）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 10. 運動による構造タンパク遺伝子の発
現変動. 
  
 Surfactant タンパク関連遺伝子の発現は
Cebpa を除いて運動群で有意に低下していた
（図 11）。Cebpa の発現についても、運動群
は非運動群の 0.78（p=0.14）であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 11. 運動による surfactantタンパク関連
遺伝子の発現変動.  
 
 がん抑制遺伝子の発現については、運動群
でCdkn1a(p21)並び Trp53(p53)の発現が低下
していたが、Cdkn2a(p16)並びに Rb1(Rb)の発
現には差を認めなかった（図 12）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 12. 運動によるがん抑制遺伝子の発現変
動.  
 
 緑膿菌を EMS,MNU に暴露することにより、
Rif並びにCPFX耐性菌の出現頻度が有意に増
加した。Rif 耐性緑膿菌にはRif 耐性結核菌
で検出されるアミノ酸置換が発生していた。
CPFX 耐性菌では、患者から分離される CPFX

耐性緑膿菌と同じ変異が gyrA 遺伝子に発生
していた。BCNUに暴露した緑膿菌では Rif 耐
性菌の発生頻度が有意に増加した。CPFX 耐性
菌の頻度も増加したが、実験回数が少なく有
意な増加とは結論できていない。DNPに暴露
した緑膿菌でも Rif 並びに CPFX 耐性菌の出
現頻度は増加したが、有意性については BCNU
同様結論を下せていない。 
 
本研究により、マウスに負担をかけず長期

間自発運動を負荷する実験システムを確立
することができた。マウスが専ら夜間運動す
ること、１日の走行距離が 5.6km に達するこ
と、運動により摂食量は増えるが体重は低下
傾向を示し、内臓脂肪量が減少することが明
らかになった。これらの結果は、本実験シス
テムにより負荷される運動が、マウスの健康
に影響を与えるに十分な負荷になっている
ことを示すと考えられる。 
習慣的な自発運動を行うことで肺の遺伝

子発現に変化が生じることが明らかになっ
た。運動が、肺機能に関与するsurfactant
タンパク関連遺伝子や構造タンパク遺伝子
の発現を修飾することから、習慣的な自発運
動が肺機能や肺炎感受性に対し影響を与え
ることが予測された。これらの遺伝子発現変
容の原因として、運動に伴う呼吸数や換気量
の増加による機械的負荷の増加を推察して
いる。 
 高齢者の肺炎並びに尿路感染症の重要な
起炎菌である薬剤耐性緑膿菌の発生に環境
変異原や抗がん剤が関与することが明らか
になり、新たな耐性菌発生制御対策が必要で
あることが示唆された。 
 
 本研究を行うことで数々の新しい知見を
得ることができた。本課題を採択して頂いた
ことを心から感謝申し上げる。今回の運動実
験結果の再現性の検討、解析遺伝子の追加、
遺伝子発現変動が何を意味するか並びに肺
の健康度や肺炎感受性との関連性について
の考察、変異原物質による薬剤耐性菌発生に
対する定量的解析等、現在さらに研究を進め
ている。 
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