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研究成果の概要（和文）：運動ストレスに応答するバイオマーカーを検索するため、激運動前後の血液・尿サンプルで
プロテオーム解析を行い、運動前後で変動したスポットに関して質量分析装置で同定した。そのうち、尿で顕著な上昇
を示した分子についてELISAを構築した。また、血中に存在するマイクロRNAに着目し、マイクロアレイを用いた網羅的
解析により一過性レジスタンス運動に応答する複数の血中マイクロRNAを同定し、リアルタイムPCRを用いて発現を定量
した。さらに、遺伝子発現の網羅的解析に関しては、特に翻訳動態変化の解析に特化したリボソームプロファイリング
の立ち上げに国内で初めて成功し、バイオマーカー開発への応用を開始した。

研究成果の概要（英文）：In order to explore new biomarkers which respond to exercise and stress, we 
performed proteomics using blood and urine samples before and after exhaustive exercise and identified 
the molecules using mass spectrometric analyses. Among the molecules which exhibited remarkable 
increases, we developed measurement system using ELISA. Also, we identified several microRNAs in the 
blood circulation in response to acute resistant exercise using microarray, and quantified expression 
levels using real-time PCR. Furthermore, we set up global analyses of translation dynamics using ribosome 
profiling for biomarker discovery.

研究分野：予防医学

キーワード： バイオマーカー　プロテオミクス　マイクロアレイ　リボソームプロファイリング
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者は、マラソンやトライアスロ
ンのような激運動ではインターロイキン
６（IL-6）の血中濃度が 100倍も上昇する
ほか多くのサイトカインの血中・尿中濃度
が増加し、これらが生体負担・ストレスの
指標となり、持久性運動時のエネルギー供
給にも関与することを報告してきた 
(Suzuki K, et al. Eur. J. Appl. Physiol. 81, 
281, 2000; Exerc. Immunol. Rev. 8, 6-48, 
2002; Exerc. Immunol. Rev. 9, 48-57, 
2003)。また、激運動時には血中白血球の
数や機能発現分子、活性酸素産生能が上昇
し、骨格筋や全身性の炎症反応にも関与す
る可能性を報告してきた(Suzuki K, et al. 
J. Appl. Physiol. 81, 1213-1222, 1996; J. 
Appl. Physiol. 87, 1360-1367, 1999; Med. 
Sci. Sports Exerc. 35, 348-355, 2003; 
Akimoto T, et al. Eur. J. Appl. Physiol. 86, 
185-190, 2002）。一方、非侵襲的な生化学
的バイオマーカーとして、唾液中の免疫グ
ロブリン A（SIgA）やコルチゾール等を指
標として運動やストレスの生体反応を評
価し、ストレス、疲労、免疫能の把握にお
ける有用性を示してきた（秋本崇之ら．体
力科学 46, 523-528, 1997）。このように、
研究代表者らは運動によるストレス反応
の解析に取り組んできたが、ストレスの生
体反応には個人差があり、個々のバイオマ
ーカーを用いてもストレス時の神経系－
内分泌系－免疫系の複雑な相互関連性に
よる生理的適応や病態反応を捉えるには
限界があるため、機序究明まで含めた統合
的なストレス評価システムの開発が必要
と考えられる。 
研究代表者は免疫能や酸化ストレスの
指標である白血球の活性酸素産生能を測
定する技術として化学発光法による多検
体・多条件同時測定系の開発に携わり、活
性酸素分子種の分別測定や種々の細胞内
情報伝達経路の刺激を組み合わせた細胞
機能解析法を検討してきた（Hasegawa H, 
Suzuki K, et al. J. Immunol. Methods 
210, 1-10, 1997）。しかし化学発光法は感
度と定量性に優れているものの、発光量と
いう単一信号のみで活性酸素を測定する
ため、それ以外の白血球の機能や生体機能
分子がどのように関連しているのかを同
時に解析するには限界があった。好中球に
関しては、細胞が元来有する移動能力（遊
走能）を活用して全血から特殊なハイドロ
ゲルに回収し、その活性酸素産生能をリア
ルタイムに評価できる測定系を確立し、採
血直後の微量全血で活性化好中球の分離
と機能解析を行えるように技術開発を行
い（鈴木克彦ら．特開 2008-107210）、臨
床検査への応用も進めつつある。しかし、
全血中の数が少ない単球（マクロファージ
の前駆細胞）についてはハイドロゲル素材
の最適化が難しく、現状でも単球の機能解

析を行うには分離サンプルを得るのに 50 
ml に及ぶ大量の採血が必要である。この
ように既存の生化学的測定法では、採血量
のみならず詳細な活性酸素分子種の産
生・代謝の機序究明について多面的な検討
に限界があり、この問題解決には新たな解
析技術の導入が必要となった。そこで研究
代表者らは、従来の生化学的測定法の利点
を生かしながら、新たに多面的細胞機能解
析技術や遺伝子発現の網羅的解析技術を
開発・改良することによって、運動・スト
レスに対する生体応答をより鋭敏に検出
し、その機序まで含め統合的に解析・評価
できるように研究開発を進め、問題解決を
はかろうとしている。 
 
２．研究の目的 
現代はストレス社会である。個人レベル
でも過重労働や人間関係などの身体的・精
神的ストレスは、様々な疾患や免疫能の低
下などの健康障害を引き起こす。その対策
として有用なストレス評価システムを開
発し、ストレスの自己管理や健康診断（早
期発見・早期治療）、さらにより積極的な
健康増進や生活の質の向上、疾患の予防・
治療に役立てることは重要な検討課題と
言える。特にストレスの病態は未解明な点
が多く、生体のストレス応答や適応の程度
を的確に解析・評価できるバイオマーカー
を確立することが求められている。そこで
本研究では、先端的な分析技術をストレス
研究に応用して問題解決型の研究開発に
取り組む。 
 
３．研究の方法 
従来の研究から得られた知見をふまえ、
運動・ストレスによって血中白血球関連を
中心として変動する生体指標を可能な限
り組み合わせ、複合的な細胞機能解析法
（セロミクス）の条件設定を行う。次に、
網羅的な遺伝子発現・タンパク解析（ジェ
ノミクス、プロテオミクス）と組み合わせ
ることによって生体反応の包括的解析を
実現し、さらに非侵襲的検査法へ応用する
ために血液以外の唾液、尿などの生体試料
にも測定系を移行し、それらの検討を通じ
て新規バイオマーカーの候補、特性、適用
等を明らかにする。研究用途のみならず個
人差に着目したオーダーメイド医療、分子
予防医学へと応用展開するために、生化学
的反応や遺伝子増幅装置（PCR）、酵素免疫
測定法（ELISA）等の既に普及している測
定系で検討できるように条件設定を行い、
あわせて生体影響評価を行い、科学的根拠
に関するデータの蓄積を進め、新規バイオ
マーカーの有用性、妥当性の検証を行う。 
 
４．研究成果 
 白血球機能解析法については、ハイドロ
ゲルを用いた新規好中球機能測定法は各   



種運動負荷や慢性炎症の状態にあるがん
患者で高値となり、抗酸化物質で抑制でき
ることを認め、酸化ストレスの状態をよく
反映するバイオマーカーとなりうること
を示すことができた。 
運動ストレスに応答する新規バイオマ
ーカーを検索するため、初年度に収集した
激運動前後の血液・尿サンプルについてプ
ロテオーム解析を行い、二次元電気泳動
（2D-DIGE）を実施した後、運動前後で変
動したスポットに関して質量分析装置で
同定を行った。そのうち、尿で顕著な上昇
を示したタンパク分子について、異なるメ
ーカーが市販していた酵素免疫測定法
（ELISA）キットを用いて定量し、統計的
検定を行ったがいずれも有意差が認めら
れなかった。これは同定されたフラグメン
トにELISAキットの抗体のエピトープが存
在していなかったものと考えられたため、
ウェスタンブロット法により当該フラグ
メントと反応する抗体を選定し、新規の
ELISA を構築した。 
また、血中に存在するマイクロ RNA に着
目し、マイクロアレイを用いた網羅的解析
により一過性レジスタンス運動に応答す
る複数の血中マイクロ RNA を同定した。そ
れらのマイクロ RNA について、リアルタイ
ム PCR を用いて発現を定量した。このうち
いくつかのマイクロ RNA は、一過性運動に
よって変動を示した。また、いくつかのマ
イクロRNAについては血中カテコールアミ
ン、ミオグロビン等と相関関係が認められ
た。これらのことから、血中マイクロ RNA
の変動は一過性運動によって変動する血
中指標と関連している可能性が示唆され
た。さらに、加齢や性差が血中マイクロ RNA
レベルの交絡因子かどうかについての基
礎検討を論文としてまとめた。 
一方、運動による血中マイクロ RNA の変
動メカニズムを検討するため、先行研究に
おいて運動による骨格筋中での変動が報
告されているマイクロRNAに着目した動物
実験も行った。運動プロトコールは、先行
研究と同一とした。骨格筋サンプルは、 遅
筋線維から構成されるヒラメ筋と、速筋線
維から構成される足底筋を採取した。血液
は心臓採血によって採取した。運動を負荷
しないマウスをコントロール群とし、運動
直後および3時間後の骨格筋と血中のマイ
クロ RNA の変動をリアルタイム RT-PCR で
評価した。その結果、すべてのサンプ ル
でマイクロRNAの有意な変動が認められず、
骨格筋中のマイクロRNAの変動を前提とし
た血中マイクロ RNA の変動は、実証できな
かった。先行研究との結果の不一致に関し
ては、先行研究における運動負荷時の電気
刺激の影響や、採取した骨格筋サンプルの
違いによる影響などが考えられた。 
 遺伝子発現の網羅的解析に関しては、特
に翻訳動態変化の解析に特化したリボソ

ームプロファイリングの立ち上げに国内
で初めて成功した。さらに、同技術で得ら
れたデータを解析する手法としてバイナ
リーカウント法を独自に新規開発し、リボ
ソームの動態をこれまでにない高精度で
解析可能にした。バイナリーカウント法に
よりマクロファージ様細胞の翻訳動態を
解析した結果、リポ多糖による急性炎症刺
激が翻訳中のリボソームの速度を劇的に
変化させているという世界で初めての知
見を得た。これは、従来の知見であるタン
パク質の「量」が変化することで生理的変
化に応答するということに加え、翻訳速度
の変化を介してタンパク質の「形」そして
機能が変化しているという生物学の作用
機序における新機軸を示唆している。 
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