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研究成果の概要：運動トレーニングは、内臓脂肪の酸化ストレスと、マクロファージ関連の炎

症性アディポカインの発現を減少させた。酸化ストレスの低下は、抗酸化酵素の上昇によって

いた。さらに、運動トレーニングはマクロファージによる細胞性免疫反応を増強し、一酸化窒

素産生能を亢進して、感染防御能を高めることが示唆された。脂肪組織に対する効果は、皮下

脂肪よりも内臓脂肪に強く現れる事実は、運動トレーニングが生活習慣病の予防•治療に有用で

あることを示唆する。 
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１．研究開始当初の背景 
（1）非ステロイド系抗炎症薬であるアスピ
リンを大量投与すると血糖降下作用を示す
ことが 19 世紀後半から知られていた。しか
し、その作用機序は長らく不明のままであっ
た。最近、生活習慣病が大きな社会問題にな
るにつれて、改めてアスピリンの有するこの
ユニークな性質にスポットライトが当たっ
た。すなわち、慢性炎症が 2型糖尿病や、そ
の最大の誘因の 1つと考えられている肥満の
病因なのではないか、と。その後、国内外で

精力的に研究が行われ、白色脂肪組織とマク
ロファージを中心に慢性炎症とそれに起因
するインスリン抵抗性の分子機構が徐々に
明らかになってきた。ライフスタイルの欧米
化に伴って肥満、糖尿病、高血圧、動脈硬化
疾患などの生活習慣病の罹患率が増加して
おり、これらの克服は国民医療の観点から極
めて重要な課題である。 
（2）生活習慣病に対して、運動が有力な予
防•治療効果を有することが広く認められ、
盛んに実施されている。そこで、肥満による
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慢性炎症に対する運動効果に非常に興味が
もたれる。しかしながら、この観点から実施
された研究は、これまでにほとんどみられて
いない。 
 
２．研究の目的 
まだほとんど未開拓な肥満による白色脂

肪組織の慢性炎症に対する運動効果を、白色
脂肪組織とマクロファージのクロストーク
を絡めて分子レベルで追求することを目的
とする。肥満による白色脂肪組織の慢性炎症
は 2型糖尿病をはじめとするさまざまな生活
習慣病の誘因と考えられ、生活習慣病の予防
•治療の重要なツールである運動はこの慢性
炎症にも有効であることが予想され、そのメ
カニズムを分子レベルで知ることは、肥満に
伴う生活習慣病の新しい安全な運動療法の
開発に寄与することが期待される。 
 
３．研究の方法 
（1）脂肪組織の酸化ストレスと炎症性アデ
ィポカイン発現に対する運動トレーニング
の影響の検討 
①運動トレーニングラットの作成 
Wistar 系雄性ラットを用い、コントロー

ル（C）群とトレーニング（TR）群に分けた。
運動トレーニングは 5 週齢のラットに、週 5
日間、9週間のトレッドミル走行を実施した。
運動強度は、15 m/分、15 分間から始め、最
後の 2週間は 30 m/分、90 分間の運動を実施
した。 
②脂肪組織内の活性酸素量の検討 

C 群と TR 群の副睾丸周囲、後腹膜周囲およ
び皮下から脂肪組織を採取した。採取した各
脂肪組織中の活性酸素量をチオバルビツー
ル酸反応物質 （TBARS）で測定した。 
③脂肪細胞における遺伝子発現の検討 

C 群と TR 群の副睾丸周囲から、Rodbell の
方法によって脂肪細胞を単離した。単離した
脂肪細胞から total RNA を抽出した後、
RT-PCR 法で遺伝子発現を検討した。各遺伝子
の発現量はβ-actin 遺伝子の発現量で補正
を行い、グラフを作成した。 
④脂肪組織におけるタンパク量発現の検討  
各脂肪組織からタンパク抽出液を調整し、 

SOD アイソザイム、TNF-α ならびに MCP-1 
の脂肪組織含有量を ELISA 法で、活性酸素産 
生酵素である NADPH oxidase 複合体の触媒サ 
ブユニットである NOX2 のタンパク量発現を 
Western 法で検討した。Western 法で検出さ 
れたバンドは GAPDH の発現量で補正を行い、 
グラフを作成した。さらに、活性酸素によっ 
て活性化され、MCP-1 の発現に重要であると 
報告されているERK1/2のリン酸化をWestern 
法で検討した。ERK1/2 のリン酸化（p-ERK1 
もしくは p-ERK2）は ERK1/2 の発現量で補正 
を行い、グラフを作成した。 

（2）運動トレーニングがマクロファージ機
能に与える影響の検討 
①運動トレーニング 
10 週齢の BALB/c マウスをコントロール群

５匹とトレーニング群５匹に分け、トレーニ
ング群には、18 m／分、30 分間／日、5日間
／週、計 3週間のトレッドミルトレーニング
を行った。急性運動の影響を除くため、最後
のトレーニング運動から 24 時間以上経って
から、腹腔マクロファージを採取した。 
②リステリア感染防御能の解析 
 Brain Heart Infusion Broth（BHI broth）
に 懸 濁 し た リ ス テ リ ア 生 菌 （ L. 
monocytogenes）をマクロファージに貪食さ
せ、洗浄後、ゲンタマイシンによりマクロフ
ァージ細胞外のリステリア生菌を殺菌した。
0および１時間後に細胞を溶解し、BHI broth
寒天培地で培養した。翌日、寒天培地のコロ
ニー数から細胞内のリステリア生菌数を算
出し、感染防御能を解析した。 
③β2 アドレナリン受容体（β2AR）強発現マ
クロファージ細胞株の樹立とβ2AR 過剰発現
制御 
テトラサイクリンオペレーター配列をも

つ発現ベクターにβ2AR cDNA を組み込み、マ
クロファージ細胞株（RAW264）にトランスフ
ェクトしてβ2AR強発現株を樹立した。次に、
テトラサイクリンリプレッサー発現ベクタ
ーをコ・トランスフェクトし、β2AR の発現
量を低下させた。 
④サイトカインの測定 
マクロファージをLPS刺激し、上清中のIFN

γ、TNFα、IL-10 濃度を ELISA 法で、一酸化
窒素（NO）濃度は Griess 法で測定した。 
⑤RT-PCR：マクロファージから TRIzol 試薬
を用いて全 RNA を抽出した。さらに、逆転写
酵素によりcDNAを調整し、PCR反応に用いた。 
⑥Western blotting 
細胞から細胞質タンパク質と膜タンパク

質を抽出し、10％SDS ポリアクリルアミド電
気泳動法により分離した。PVDF 膜にブロッテ
ィングしたのち、一次抗体を反応させた。次
に、HRP 標識二次抗体を反応させ、ECL 法に
よりターゲット分子を検出した。 
 
４．研究成果 
（1）脂肪組織の酸化ストレスと炎症性アデ
ィポカイン発現に対する運動トレーニング
の影響の検討 
①脂肪組織の酸化ストレスに対する運動ト
レーニングの影響 
C 群において、副睾丸と後腹膜周囲脂肪組

織の TBARS は、皮下脂肪に比べて有意な高値
を示した（図 1）。運動トレーニングは、皮下
脂肪組織の TBARS を変化させなかったが、副
睾丸と後腹膜周囲脂肪組織の TBARSを有意に
減少させた（図 1）。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②脂肪組織における SODアイソザイム発現に
対する運動トレーニングの影響 

TR 群の副睾丸周囲脂肪組織の Mn-SOD タン
パク量は、C 群に比べて有意に増加した（図
2A）。この運動トレーニングによる Mn-SOD の
増加は後腹膜周囲と皮下脂肪組織では観察
されなかった。また、TR 群の副睾丸周囲脂肪
組織の EC-SOD タンパク量は、C群に比べて増
加傾向が観察されたが、皮下脂肪組織では逆
に有意に減少した（図 2A）。Cu,Zn-SOD に関
しては、運動トレーニングによる変化は観察
されなかった（図 2A）。一方、副睾丸周囲脂
肪細胞における SODアイソザイム遺伝子の発
現は C 群と TR 群の間に差は認められなかっ
た（図 2B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③脂肪組織における NAPDH oxidase 発現に対
する運動トレーニングの影響 

次に、活性酸素産生酵素である NAPDH 
oxidase の各サブユニットの発現を検討した。

TR群の副睾丸周脂肪細胞の NOX2 遺伝子の発
現は C群に比べ有意に低下した（図 3A）。他
のサブユニット（p22phox, p40phox, p47phox 
および p67phox）の遺伝子発現は両群に差は
みられなかった（図 3A）。加えて、NOX2 のタ
ンパク量発現は副睾丸と後腹膜周囲脂肪組
織で有意に低下し、皮下脂肪組織でも減少傾
向がみられた（図 3B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
④脂肪組織における炎症性アディポカイン
発現に対する運動トレーニングの影響 
脂肪細胞で酸化ストレスによって制御さ

れると報告されている炎症性アディポカイ
ン TNF-α と MCP-1 の発現変化について検討
を行った。副睾丸周囲脂肪細胞における
TNF-αとMCP-1の遺伝子発現は運動トレーニ
ングによって有意に低下した（図 4A）。C 群
において、副睾丸と後腹膜周囲脂肪組織の
TNF-α タンパク量は、皮下脂肪に比べて有意
な高値を示した（図 4B）。運動トレーニング
は、皮下脂肪組織での TNF-α タンパク量を
変化させなかったが、副睾丸と後腹膜周囲脂
肪組織の TNF-α タンパク量を有意に減少さ
せた（図 4B）。また、C 群において、副睾丸

図1   脂肪組織のTBARS に対する運動の影響
Values are the mean ± SE (n = 5 for each group).
ap < 0.05 vs. 副睾丸周囲脂肪組織, bp < 0.05 vs. 
後腹膜周囲脂肪組織, *p < 0.05 vs. C 群. 
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図 2 脂肪組織におけるSOD アイソザイム発現
に対する運動トレーニングの影響

A.  各脂肪組織におけるSOD アイソザイムタンパク
量の変化

B.  副睾丸周囲脂肪細胞におけるSOD アイソザイム
遺伝子発現の変化

Values are the mean ± SE (A: n = 5 for each group, 
B: n = 4 for each group). *p < 0.05 vs. C 群. 
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図 3 脂肪組織におけるNADPH oxidase 発現
に対する運動トレーニングの影響

A. 副睾丸周囲脂肪細胞におけるNADPH oxidase
の各サブユニットの遺伝子発現の変化

B.  各脂肪組織におけるNOX2 タンパク量の変化
Values are the mean ± SE (A: n = 4 for each group, 
B: n = 5 for each group). *p < 0.05 vs. C 群. 



 

 

周囲脂肪組織の MCP-1タンパク量は皮下脂肪
組織に比べて有意に高く、TR 群の 3部位すべ
ての脂肪組織の MCP-1 タンパク量は、それぞ
れ C群に比べて有意な低値を示した。加えて、
血漿中の MCP-1 タンパク量も TR 群で有意に
低下した（図 4C, D）。 
⑤ERK のリン酸化に対する運動トレーニング
の影響 

シグナル伝達分子である ERK は、活性酸素
によって活性化され、脂肪細胞において
MCP-1 の発現を制御している。したがって、
運動トレーニングによる脂肪組織の酸化ス
トレス減少と MCP-1の発現低下のメディエー
ターとなることが予想された。そこで、ERK
のリン酸化に対する運動トレーニングの影
響を検討した。TR 群の副睾丸と後腹膜周囲脂
肪組織の ERK1 のリン酸化は C 群に比べて有
意に低下し、ERK2 のリン酸化は低下傾向が観
察された（図 5）。逆に、皮下脂肪では運動ト
レーニングによって ERK2 のリン酸化が有意
に増加し、ERK1 のリン酸化も増加傾向にあっ
た（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）運動トレーニングがマクロファージ機
能に与える影響の検討 
①運動トレーニングの感染防御能への影響 
細胞内リステリア増殖の抑性能は、運動ト

レーニング群で増強された（図 1）。さらに、
運動トレーニング群では、Th1 タイプのサイ
トカイン、IFN
γ、TNFαと NO
の産生能が亢
進し、Th2 タイ
プのサイトカ
イン IL-10 の
産生能が低下
した（図 2）。 
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図 4 脂肪組織における炎症性アディポカイン発現
に対する運動トレーニングの影響

A. 副睾丸周囲脂肪細胞における炎症性アディポカ
インの遺伝子発現の変化

B. 各脂肪組織におけるTNF-α タンパク量の変化
C. 各脂肪組織におけるMCP-1 タンパク量の変化
D. 血漿中のMCP-1 タンパク量の変化
Values are the mean ± SE (A: n = 4 for each group, 
B-D: n = 5 for each group). ap < 0.05 vs. 副睾丸周囲
脂肪組織, bp < 0.05 vs. 後腹膜周囲脂肪組織,
*p < 0.05 vs. C 群. 
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図 5 ERK のリン酸化に対する運動トレーニング
の影響

Values are the mean ± SE (n = 5 for each group). 
*p < 0.05 vs. C群.

図 1 運動トレーニングのリステリア感染 
防御能への影響 



 

 

②β2ARの発現量の変化がNO産生能へ与える
影響 

トレーニング群のマウスの腹腔マクロフ
ァージには、対照群と比べてβ2AR の発現量
の低下が見られ（図 3）。そこで 
β2AR 過剰発現マクロファージ細胞株におけ
る NO合成酵素（NOS2）
の mRNA とタンパク
質発現量を検討した
結果、ベクターのみ
をトランスフェクト
したコントロール細
胞株と比べて有意に
低下した（図 4）。さ
らに、トランスフェ
クトしたβ2ARの発現
を低下させると（図
5）、LPS 刺激による
NOS2の発現とNO産生
量に有意な回復が見
られた（図 6）。 
 以上の結果から，
運動トレーニングは
Th1 細胞が制御する
細胞性免疫反応を増
強するとともに、β

2ARの発現量を低下し， 
NO 産生能の亢進することにより感染防御能
を高めることが示唆された。 
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