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研究成果の概要（和文）：運動やストレスに伴う腸管防御的 HSP70 の発現増強は副腎皮質ホル

モンと TLR による腸内細菌認識の双方に依存していることを明らかにした。逆に腸管 TLR に

よる腸内細菌認識は免疫担当細胞非依存的に腸管運動を抑制するとともに損傷骨格筋の回復過

程に強く影響し、筋力トレーニングの効果が腸内環境に依存する可能性が示唆された。一方、

骨格筋線維は収縮時に免疫系非依存的にサイトカイン IL-6 およびケモカイン CXCL1,5 を分泌

すること、IL-6 分泌はグリコーゲン減少条件においてカルシニューリン、NFATc1 を介して促

進的調節が行われていることを in vitro で明らかにした。また in vivo でも骨格筋収縮にともな

いケモカイン CXCL5 の転写レベルが増加するものの、蛋白レベルでの増加は筋損傷時だけで

あり、epigenetic な調節の関与が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：Stress enhanced gut protective HSP70 expression at colon 
epithelia was found to be mediated both by TLR recognition of commensal bacteria and 
stress-induced glucocorticoid.  Alternatively, stimulation of intestinal smooth muscle 
TLR reduces intestinal motility, and the absence of TLR stimulation by commensal 
bacteria greatly affects repair process of damaged skeletal muscle. Secondly, skeletal 
muscle cells per se were found to secrete cytokine IL-6 and chemokines CXCL1,5 upon 
electrically stimulated contraction. Under reduced intracellular glycogen level, 
contracting myotubes effectively produces IL-6 depending on calcineurin activated 
NFATc1 translocation into nucleus. Muscle contraction induces production of CXCL5 
mRNA in vivo, but CXCL5 protein was only detected when muscle damage was 
induced. 
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１．研究開始当初の背景 

スポーツにともない上気道炎リスクの変化

や腸管刺激症状などが起こる。一方スポーツ

などにより身体活動を増加させると炎症指

標である血中 CRP は低下する。このように

運動やスポーツは免疫系や炎症に少なから

ず影響を与えている。しかしなぜ変化が起こ

るのかはほとんど明らかになっていない。運

動の前後では血中の免疫担当細胞である白

血球およびその分画、サイトカインや炎症性

蛋白なども条件によって大きく変動する。し

かし好中球数など大きく臨床的標準値から

逸脱する一部の指標を除き、サイトカインや

炎症性蛋白の変動は統計的に有意であって

も臨床的には正常範囲内である。このような

変化にどのような意義があるのか、また変化

のメカニズムについてもまだ不明な点が多

い。 
 われわれはこれまで主に免疫系の運動や

ストレスに伴う変化のメカニズムを追求し

てきた。運動やストレス下では自律神経内分

泌系の変化が免疫担当細胞の体内分布に影

響することを示してきた。特に免疫系の最前

線にある腸管免疫に注目し運動・ストレス時

に起こる変化のメカニズムを追求してきた。

腸管粘膜上皮内のリンパ球は糖質コルチコ

イド依存的に胸腺依存性サブセットの減少

が起こり、分布が変化しない胸腺非依存性サ

ブセットも機能的には抑制がみられること

を明らかにしてきた。また運動にともない産

生される糖質コルチコイドにより CD4 リン

パ球上のケモカイン受容体 CXCR4 が増加す

ること、受容体の増加は血流中の循環リンパ

球の減少につながることをつきとめている。

すなわち運動やストレス時の免疫担当細胞

の変化は自律神経系や内分泌系に依存し、分

布の変化と機能的な変化が起こることを明

らかにしてきた。しかしその意義は不明であ

る。 
 一方、骨格筋で IL-6 が産生されることは

よく知られている。動静脈較差の実験結果か

ら、産生された IL-6 が肝臓に働き糖新生を

促している可能性が指摘されている。しかし

その後、免疫系外の組織では骨格筋のみなら

ず骨芽細胞なども IL-6 を分泌することがあ

り、なぜ分泌されるかは未だに明らかになっ

ていない。 
２．研究の目的 

(1) 免疫系の最前線である腸管の防御機能

が運動やストレス時にどのような影響を受

けるか明らかにすること。逆に腸管免疫系

の変化が運動機能の主役である骨格筋にど

のような影響を及ぼすかを明らかにするこ

とを第一の目的とした。 
①小腸・大腸において食物に接する上皮は

物理化学的なストレッサーに常に暴露され

ながら消化吸収を行っている。上皮細胞は

このような環境にあって機能を維持するた

めに、常に増殖・分化成熟・脱落のプロセ

スを繰り返し更新されている。さらに大腸

上皮は過酷な環境においての機能を維持す

るために常時熱ショック蛋白を発現して上

皮機能を維持している。熱ショック蛋白の

発現には自然免疫系のパターン認識分子の

一つである Toll-like-receptor (TLR) 4 によ

る腸内細菌の LPS の認識が必要である。運

動やストレス下では HSP70 系の発現が増

強する。運動やストレスにおる HSP70 系発

現のメカニズムを明らかにする。 
②腸内細菌の自然免疫系による認識が腸管

上皮の防御および機能の維持に必要であれ

ば、それが損なわれたときに腸管機能がど

のような影響を受けるかを明らかにする。 
③腸内細菌の自然免疫系による認識が腸管

上皮の防御および機能の維持に必要であれ

ば、それが損なわれたときに腸内細菌の食

物からの栄養素供給を必要とする運動機能

の中核である骨格筋組織の適応能力に変化

を来すか否かを明らかにする。粘膜免疫が

トレーニング効果の一つでもある骨格筋の

損傷からの回復過程に影響を及ぼすか否か

を検討する。 
 
(2) 骨格筋収縮に伴い分泌される免疫調節

因子サイトカインやケモカインを網羅的遺

伝子解析で明らかにし、それらがどのよう

なメカニズムで産生されるかを明らかにす

ること。 
①サイトカイン産生に対する骨格筋収縮の

役割を明確にするために電気刺激に応答し

て収縮する培養筋細胞を用いて、どのよう

なサイトカインが産生されるのか、また収

縮の条件と環境がサイトカイン産生に影響

する要因を明らかにする。 
②電気刺激により強縮させた腓腹筋におけ

るサイトカインの発現パターンを明らかに

する。 
 

３．研究の方法 

(1) 腸管上皮に対する運動・ストレスの影響 
① ストレッサーとして副腎皮質ホルモ

ンCorticosteroneの血中濃度が 5倍以

上増加する２時間の拘束ストレスを

用いた。腸内細菌の除去は抗生物質カ

クテルを毎日１週間ゾンデにより経

口投与を行うことに加えて、1 週間飲

水ボトルの水を抗生物質カクテル溶

液に置換した。腸内細菌除去マウスに

は腸内細菌構成成分であるリポポリ

サッカライド（LPS）をゾンデを使用

し１週間経口投与も行った。腸内細菌

は新鮮な糞便を採取し好気性菌・嫌気



性菌をそれぞれ同定、定量した。大腸

上皮の HSP70 の発現を免疫組織染色

および Western Blotting で局在評価

および半定量を行うことにより腸管

防御能の指標とした。副腎皮質ホルモ

ン遮断薬として RU486 を投与し、下

垂体・副腎皮質系ストレス応答の効果

を確認した。腸内細菌の認識に関わる

受容体として TLR2,4、腸管上皮間の

tight junctionの構成蛋白ZO-1の局在

を免疫組織染色・発現レベルを

Western Blotting にて評価した。また

LPSが対応する受容体TLR4に到達し

ているか否かを確認するために、蛍光

ラベルした LPS を結紮した腸管内に

注射針で投与し、拘束ストレスの効果

を確認した。 
② 自然免疫系の応答の第一歩となる

LPS を認識する TLR4 が小腸・大腸い

ずれも腸管固有筋層での豊富な発現

がみられたことから、腸管の運動機能

に対する LPS の影響を検討した。摘

出小腸をマグヌス管に設置、寒流益虫

で両端をストレインゲージに連結し、

ムスカリン受容体刺激在ベタネコー

ルで律動的収縮を誘導したときの

LPS 投与の効果を検討した。TLR4 ノ

ックアウトマウスから摘出した小腸

でも同様の実験を行った。また腸管平

滑筋のTLR4を介した反応であること

を確認するために腸管内において平

滑筋以外にTLR4を発現するマクロフ

ァージをクロドロネートを用いて除

去し、LPS の腸管収縮応答に対する影

響を検討した。 
③ 粘膜免疫の腸内細菌の認識がトレー

ニング効果に及ぼす影響を腸内細菌

除去による損傷骨格筋の回復過程の

観察により検討した。腸内細菌除去は

１）a)と同様のプロトコールで実施し

た。骨格筋損傷はマウスの片側の腓腹

筋に蛇毒 cardiotoxin を投与し、損傷

前、損傷後１、３，５，７，１０，１

４，２１日目の体重、健側および損傷

側の腓腹筋重量、腓腹筋の組織標本を

作製し、腸内細菌除去の効果を確認し

た。同様の検討を腸内細菌除去マウス

に LPS を投与した場合および TLR4
ノックアウトマウスにおいて行った。 

(2) 骨格筋収縮にともなうサイトカインの産

生とそのメカニズムの検討 
① 培養筋芽細胞 C2C12 をコンフルエン

トになるまで増殖させ血清除去によ

り分化誘導を行ったのちに持続的パ

ルス電気刺激を開始することにより

電気刺激に応じて収縮する高度分化

型培養筋細胞を作成する。高度分化誘

導後に電気刺激を行わない状態の筋

細胞と、電気刺激開始後 2 時間以上経

過した細胞から蛋白・mRNA を抽出し、

mRNA の網羅的解析を行った結果、炎

症性サイトカイン IL-6 とケモカイン

CXCL1 および CXCL5 の収縮に伴う発現

増強が認められたことから、これらの

発現に関わる細胞条件および細胞内

シグナル伝達分子の解析を行った。 

② マウス後肢運動計を用い麻酔下のマ

ウスの腓腹筋を電気刺激により強縮

させ、強縮と同時に電動モーターによ

り固定した足趾を強制的に背屈させ

伸長性収縮を行わせた場合と、単に短

縮性収縮を行わせた場合の腓腹筋に

おける IL-6 および CXCL1 あるいは

CXCL5 の発現を RT-PCR, 免疫組織

染色で評価するとともに、組織学的に

CXCL1,5 がケモカインとして浸潤細

胞の動員に関与しているか否かを検

討した。 
４．研究成果 

(1) 腸管上皮に対する運動・ストレスの影響 
① 拘 束 ス ト レ ス 後 の 大 腸 上 皮 の

HSP70 の増加がみられた。RU486
の投与は HSP70 の発現を減弱させ

た こ と か ら 副 腎 皮 質 ホ ル モ ン

Corticosterone がストレス下におけ

る HSP70 の発現に関与しているこ

とが明らかになった。一方、腸内細

菌の除去は同様に HSP70 の発現を

減弱させ、LPS 投与により回復する

ことから、HSP70 の発現には TLR4
による腸内細菌の認識も必要である

ことがわかった。Corticosterone は

上皮細胞間のタイトジャンクション

蛋白の発現を減弱させ、上皮間の物

質輸送が促進させる結果、腸内細菌

の LPSなどが粘膜固有層に侵入しや

すくなり、同部にある TLR4 を刺激

する結果 HSP70 の発現が増強され

る可能性が示唆された。 
② 自然免疫系の応答の第一歩となる

LPS を認識する TLR4 が小腸・大腸

いずれも腸管固有筋層での豊富な発

現がみられたことから、腸管の運動

機能に対する LPSの影響を検討した。

LPS 投与は TLR4 を発現するマクロ

ファージを除去してもなお腸管の収

縮運動を減弱させた。TLR4 ノック

アウトマウスでは減弱効果はみられ

ず、TLR4 を介して減弱が起きたこ

とが明らかになった。 
③ 腸内細菌を除去した状態で筋損傷が

起こると、その再生修復が著しく遅

延すること、特に成熟過程が遅延し、

筋線維径が回復しなくなることが明



らかになった。この効果は LPS 投与

により解消されることも明らかにな

った。 
(2) 骨格筋収縮にともなうサイトカインの産

生とそのメカニズムの検討 
① 電気刺激に応じて収縮する高度分化

型培養筋細胞 C2C12 を電気刺激し、

収縮を行わせると未刺激の細胞と比

較して mRNA レベルが高くなるサ

イトカインは IL-6、またケモカイン

は CXCL1,5 であった。IL-6 は電気

刺激時の培養液中のブドウ糖濃度を

高くすると mRNA、蛋白いずれも減

少した。またグリコーゲン分解を促

進するピルビン酸濃度を高くすると

著しく増加した。またサイクロスポ

リンによりカルシニューリンを阻害

すると IL-6 産生は抑制されカルシ

ニューリンによる NFATc1 の核内移

行が必要であることが明らかになっ

た。 

② 電気刺激による６０回の反復筋収縮

後 24 時間までのマウス腓腹筋の解

析を行ったところ短縮性収縮では組

織学的に筋組織の損傷は認められな

かったが、伸長性収縮では筋組織の

広 範 な 損 傷 が 認 め ら れ た 。

CXCL5mRNA は損傷の有無に関わ

らず検出され、伸長性、短縮性収縮

においていずれの時間でも明らかな

差異は認められなかった。しかし免

疫組織学的に CXCL5 の評価を行っ

たところ、伸長性収縮では骨格筋間

質に３〜６時間をピークに CXCL5
が検出された。好中球浸潤はこの時

点では顕著ではなかった。以上の結

果は骨格筋はケモカイン産生を行う

が、機能的なケモカイン産生には

epigenetic な制御が関与している可

能性が強く示唆された。 
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