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研究成果の概要（和文）：骨格筋組織内における筋活動と免疫系との連携の詳細は不明な点が多い。本研究で
は、運動時の筋組織内微小血管系のライブイメージング解析系を新たに構築した。そして、運動筋組織内におけ
る好中球、内皮細胞、そして筋線維からなる異種細胞間の機能連携性について調べ、CX3CL1/Fractalkineの生理
的重要性を見出した。具体的にはGLUT4-EGFP-tgマウスにてナノ蛍光粒子により好中球を生体内で染色する手法
により生体イメージング実験などを行い、fractalkineは運動中骨格筋内における動員好中球とGLUT4膜移行の亢
進に不可欠の役割を果たすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：By establishing a novel intravital imaging system, we successfully revealed 
the importance of intramuscular paracrine/autocrine systems involving contracting myofibers, 
adjacent vascular endothelial cells and recruited neutrophils, which are triggered by muscle 
contractile activity and reliant upon CX3CL1/fractalkine-mediated signals. Specifically, the 
intravital imaging using transgenic mouse harboring skeletal muscle-specific GLUT4-EGFP expression 
and Quantum-dot-labelled neutrophils demonstrated that the fractalkine-mediated signals are required
 for both neutrophil accumulation and enhanced GLUT4 translocation in the working skeletal muscles. 
It is thus concluded that fractalkine is a key factor for organizing a neutrophil‐mediated 
favorable immunometabolic niche by orchestrating intramuscular vascular and immune responses in 
working skeletal muscles.

研究分野： 運動生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって新たに開発した「運動筋ニッチにおける免疫代謝微小環境の生体イメージング解析システム」
は、活動中の骨格筋内局所において惹起される異種細胞間の機能連携とその生理的重要性を理解する上で極めて
有用な優れた解析系である。広範な骨格筋研究へと応用が可能であり、筋研究領域に多大な貢献をもたらすと期
待される。また、本研究により運動筋ニッチがつかさどる運動免疫ネットワーク制御機構の一端を明らかにでき
た。今後、2型糖尿病などの生活習慣病、ロコモ、加齢時における「運動筋ニッチ」の状態を精査していくこと
で、病態生理的観点からも「運動筋ニッチ」の重要性を明らかになれば、新規の治療標的となる可能性が高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
日常的な身体活動（適度な運動）は免疫力を高め、全身性にもさまざまな良い効果をも

たらすが、激しいトレーニングは逆に一過性に免疫力を弱めることはよく知られている。

また、骨格筋が運動依存性に分泌する液性因子（マイオカイン）としてインターロイキン

6 (IL-6)を含めた多数のサイトカイン/ケモカイン類が続々と同定され[1]、運動と免疫の関

係性がますます注目されているが、その詳細は不明な点が多い。また、活発な伸縮活動を

行う骨格筋組織の特性から、これまでの多くの既報では、収縮運動後の骨格筋組織におけ

る総和的な解析手法（遺伝子/マイオカイン発現の総変動量や固定標本）で得られたものが

大半であり，収縮筋組織のライブイメージングの困難さもあり，運動骨格筋組織内におけ

る生命応答が実際にどのようになっているのかについては全く未踏の研究対象であった。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、我々が最近に見出した運動筋ニッチ（exercise-governed favorable immune-

metabolic niche）[2] 、すなわち骨格筋組織内にて免疫細胞と活動骨格筋の接点となる毛細血

管が筋線維に寄り添う微小領域領域に焦点を絞り、骨格筋の収縮活動により、この微小領域

が賦活化され、時々刻々と変化する血流量と動員好中球の滞在状態、さらにはごく近傍の筋

線維の糖代謝亢進（GLUT4 膜移行亢進）へと連動する動的な生命応答を多光子共焦点レー

ザー顕微鏡によりライブイメージング解析する。さらに、その現場における動員好中球など

の免疫系細胞種、血管内皮細胞、そして運動筋線維からなる異種細胞間の機能連携に着目す

ることにより、「運動筋ニッチがつかさどる運動免疫ネットワーク制御」の重要性、すなわ

ち免疫代謝調節系と運動効果の新規の連携メカニズムを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
顕微鏡下で筋収縮運動を任意に負荷できる実験系を構築し、多光子共焦点レーザー顕微

鏡を用いた in vivo ライブイメージング観察により、予め量子ドット（Qdot）で染色した好

中球が「筋運動ニッチ」領域へと動員される様子（特に動員頻度と滞在時間/ローリング動

態）を詳細に可視化解析した。筋収縮運動は大腿四頭筋への電気パルス刺激(EPS)により付

与した[2]。この際、骨格筋特異的 GLUT4-EGFP発現トランスジェニックマウス(GLUT4-
EGFP-Tgマウス)[3]を用いることにより、この好中球動員部位（賦活化された筋運動ニ
ッチ領域）局所における筋線維（筋膜および T-tubuleへ）の GLUT4膜移行量（すなわ
ち糖代謝亢進能への良性作用）を毛細血管（および動員好中球）との位置関係を把握し

た上で定量解析し、それ以外の領域（毛細血管が接着していない部位や血管から離れた

筋線維）との機能的差異を解析した。 
EPS 実験系に加えて、マウス咬筋咀嚼運動（Gnawing）モデル[4]を用いたマウス実験を行

うことで、実際の筋運動によって整備される「運動筋ニッチ」の生理的重要性についても検

討した。この動物実験では、運動負荷後に咬筋を採取して各種生化学的・分子生物学的解析

および 2 光子顕微鏡解析へと供した。 
 

４．研究成果 

「運動筋ニッチ」のイメージング解析システムの構築 

運動中の骨格筋組織内をライブイメージング観察するために、マウス大腿四頭筋に対し

て直接電極を刺し電気パルス刺激（EPS）誘発性の筋収縮を負荷する実験系を構築した。本

手法では、麻酔下にあるマウス大腿四頭筋を多光子共焦点レーザー顕微鏡上でライブイメ

ージングするため、まさに運動中の骨格筋組織内部を観察することが可能となった。観察に

先立ち、抗 Gr-1 抗体で標識した Qdot を尾静脈注射することにより好中球を赤色蛍光標識

し、収縮運動の負荷によって好中球が凝集する様子を確認した。さらに、骨格筋特異的

GLUT4-EGFP 発現トランスジェニックマウス(GLUT4-EGFP-Tg マウス)を観察対象として用

いることにより、収縮運動に対する生理応用性（運動依存性の GLUT4-EGFP の膜移行状態）

と好中球の動員動態を同時にモニターすることを実現した。運動依存性の GLUT4 膜移行量

については、2 次元フーリエ変換法により各々微小領域でのＴ管およびサルコレンマ膜の



GLUT4 量を定量解析する手法を開発した。さらに、これらのライブイメージング系を基盤

として改変することにより、実際のマウス運動負荷後に全身環流固定を行い、生体レベルで

の実際の運動後の骨格筋内における動員好中球とGLUT4膜移行状態を定量的にイメージン

グ解析することも可能にした。 
 
「運動筋ニッチ」がつかさどる運動免疫ネットワーク制御メカニズムの解析 
上記の生体イメージング解析系を利用することにより、活動筋組織中への好中球動員メ

カニズムと、その生理的重要性、特に運動依存性糖代謝亢進（GLUT4 膜移行亢進）のメカ

ニズムについて調べた。以下に詳しく示すように、筋運動依存性の好中球動員には少なくと

も 2 種類のマイオカイン（CXCL1 と CX3CL1:fractalkine）が関与することを見出し、特に

CX3CL1 受容体（CX3CR1）のアンタゴニスト投与は、運動依存性に惹起される好中球動員、

マイオカイン発現上昇、筋糖取込と GLUT4 膜移行を抑制することを明らかにした。 
 

筋運動依存性の好中球動員と GLUT4 膜移行には CX3CL1/Fractalkine シグナルが不可欠 
運動筋内における CX3CL1 の筋糖代謝調節への関与を明らかにするために、CX3CL1 受容

体のアンタゴニストである AZD8797 投与による影響（運動筋 GLUT4 膜移行量と糖取込亢

進量）をマウス Gnawing モデルにより調べた。その結果、AZD8797 投与は、運動依存性の

骨格筋内への糖取込亢進を阻害した。さらに、GLUT4 膜移行をサルコレンマ膜および T 管

ともに阻害することを 2 光子顕微鏡観察により確認した（図１）。 

 

図１．CX3CR1 アンタゴニスト（AZD）は運動依存性の GLUT4 膜移行と糖取込を
抑制した。 

AZD投与は（A）咬筋活動は内在性GLUT4膜移行と（B）筋内への糖取
込増大を誘導するが、AZDはこれらを抑制した。（C）GLUT4-EGFP-tg
マウスを用いた GLUT4-EGFP膜移行量（緑）と QD655-標識好中球（赤）
の 2光子顕微鏡画像。AZDにより好中球動員（矢印）が抑制されている。
下の図は白枠部分を拡大したもの。 (D)左図のサルコレンマ膜およびT管
に移行した GLUT4-EGFP 量を定量化したグラフ(###; p < 0.01,  *, #; 
p<0.05)（文献[5]より改変）。 

 

 

 



CX3CR1（CX3CL1 受容体）アンタゴニストは筋運動依存性の好中球動員、マイオカイン発現およ

び運動量を減弱させた。 

運動筋内における CX3CL1 の生理的役割を明らかにするために、CX3CL1 受容体（CX3CR1）
のアンタゴニストである AZD8797 投与による影響（咬筋活動量と好中球動員量）をマウス

Gnawing モデルにより調べた。その結果、AZD8797 投与は、運動依存性の好中球動員を阻

害し、咬筋活動量も減弱することを見出した（ 図 2AB）。運動筋内における CX3CL1 のマ

イオカイン発現調節への関与を明らかにするために、AZD8797 投与による影響（運動筋組

織内 IL-6, CXCL1, CX3CL1 および ICAM-1 の mRNA 発現）をマウス Gnawing モデルに

より調べた。その結果、咬筋運動により、既知の IL-6 や CXCL1 発現亢進に加えて[6, 7]、
CX3CL1 および ICAM-1 の mRNA 発現亢進が誘導されることを見出した。さらに、

AZD8797 投与は、運動依存性の IL-6, CXCL1,および ICAM-1 の mRNA 発現亢進を有意に

抑制することを見出した（図 2C）。一方、CX3CL1 mRNA 発現亢進は AZD により抑制さ

れず、他のマイオカイン類とは異なる調節機構が関与することが考えられた。 

 
図 2．CX3CR1 アンタゴニスト（AZD）は好中球動員と運動筋機能を抑制した。 

AZD投与は（A）咬筋活動量、（B）運動依存性の好中球動員（Ly6G）量、
および（C）運動依存性のマイオカイン類（CXCL1, IL-6）の発現を抑制
した。（C）咬筋活動は（Gnawing）は、咬筋組織内の CXCL1, IL-6, CX3CL1
および ICAM1 の mRNA 発現亢進を誘導するが、AZD により CX3CL1
以外の発現亢進は抑制した。(###, ***; p < 0.01,  *; p<0.05)（文献 5よ
り改変） 

 

このように「運動筋ニッチの生体イメージング解析システム」にて発見した事象は、マウ

ス個体レベルでの運動実験も出るにおいても同様に認められることを確認することができ

た。従って、本研究によって新たに開発した「運動筋ニッチにおける免疫代謝微小環境の生

体イメージング解析システム」は、活動中の骨格筋内局所において惹起される異種細胞間の

機能連携とその生理的重要性を理解する上で極めて有用な優れた解析系であるといえる。 
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図 ３ 本研究課題で明らかにされた「運動筋ニッチ」と異種細胞間連携の重要性 

 

また、運動骨格筋内における運動筋線維、隣接する血管内皮細胞、そして動員される好中

球を含む異種細胞種間の機能連携の重要性、特に CX3CL1 を介した機能連携メカニズムを

明らかにした。この運動筋組織内における CX3CL1 を介した相互作用は、運動依存性の（１）

好中球動員、（２）筋 GLUT4 膜移行と等の取込亢進、（３）マイオカイン類（IL-6 や CXCL1）
の発現亢進に不可欠であること、そしてこの運動筋ニッチ内における機能連携の不全は、結

果的に（４）上述した各種筋運動応答性の減弱により筋運動自体の低下を惹起することを明

らかにした 。 
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