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．4bstract

Effects　of　Training　on　NK　cell　activating　receptors．

SUZUI　Masatoshi

PURPOSE：Natural　killer（NK）cells　are　large　cytotoxic　lymphocytes　and　play　important　roles

in　the　innate　immune　system．　NK　cell　cytotoxic　activity　is　controlled　by　both　activating　and

inhibitory　receptors．　There　are　many　activating　receptors　on　NK　cell　surface，　and　are

responsible　fbr　eliminating　tumor　cells　and　infected　cells．　We　have　previously　reported　that

chronic　exercise　induces　changes　in　cytolytic　activity　per　NK　cell．　These　receptors　might　be

in且uenced　by　the　repeated　exercise．　In　the　present　study，　we　examined　the　impact　of　training

on　the　activating　receptors，　and　the　relationships　between　cytotoxicity　and　expression　of　these

receptors　during　training．

METHODS：Eight　college－level　male　wrestlers　underwent　1－month　of　pre－season　training．　Drills

were　perfbrmed　4　hours／day，6days／week．3morning　resting　blood　samples　were　taken　pre－

training（PRE），1day　after　the　end　of　training（END），　and　5　days　after　trainirlg（POST）．

Phenotype　and　receptor　density　of　NK　cells　were　analyzed　by　flow　cytometry．　NKG2D（CD314），

DNAX　accessory　molecule－1（DNAM－1，　CD226），　NKp46（CD335），　FcγRIII（CD16）and　IL－12

receptor（IL－12R，　CD212）are　measured　as　activating　receptors．　Cytotoxic　activlty　was

determined　using　a　standard　51Cr　release　assay，　with　effector　to　target　cell　ratios　of　20：1，10：1，5：1

and　2．5：1．　The　lytic　unit　was　calculated　as　an　index　of　per　cell　cytotoxicity．　Plasma　adrenaline，

noradrenaline，　serum　C－reactive　protein（CRP）and　creatine　phosphokinase（CPK）were　also

measured。　One－factor　ANOVA　was　applied　to　compare　the　responses　from　PRE　exercise

values　with　statistical　signi丘cance　set　at　p〈0。05。　Linear　regression　analyses　were　perfbrmed　to

determine　the　relationship　between　cytotoxicity　and　the　expression　of　activating　receptors．

RESULTS：The　expression　of　DNAM－1　decreased（p＝0．0340）at　END（p＝0．0103）．　Expressions　of

other　activating　receptors　did　not　change，　nor　were　there　changes　in　circulating　CD56dim　and

CD56b「ight　NK　cell　ratios，　or　in　total　cytolytic　activity（20：1）throughout　the　experiment．　Per－cell

cytotoxicity　showed　large　inter－individual　variation　but　did　not　change　significantly．　It　correlated

positively　with　the　expression　of　NKG2D（r＝0．518，　p＝0．010），　but　no　signi且cant　relationship　was

established　with　DNAM－1　expression．

DISCUSSION：The　impact　of　training　in　this　study　seemed　less　than　that　observed　in　our

previous　study，　because　70f　the　8　subjects　showed　no　decrease　in　cytotoxic　activity　per　NK　cell

at　END，　Nevertheless，　analysis　of　the　relationship　with　activating　receptors　indicated　that
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NKG2D　expression，　and　not　DNAM－1　expression，　affects　the　cytotoxicity　per　NK　celL

CONCLUSION：The　results　suggest　that　chronic　exercise　affects　DNAM－1　expression．

Moreover，　under　resting　conditions，　cytotoxic　activity　per　NK　cell　relates　to　the　expression　of

NKG2D　activatlng　receptors，　and　not　to　that　of　the　DNAM－1　receptors．
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《個人研究第1種》

トレーニングがNK細胞の活性化1／セプターに

およぼす影響

鈴井正敏

1．はじめに

　ナチュラルキラー（NK）細胞はリンパ球の一種で，生体内ではがん化やウイルス感染により変性

した細胞を傷害するため，生体防御の最前線の役割を果たしていると考えられている（ss’85＞。　Imai　et

al．の報告によるとNK細胞の傷害活性が低い人はがんになりやすいことを11年間の縦断的な研究に

より明らかにしている（so）。　NK細胞はまた，身体的・精神的なストレスに最も反応しやすいリンパ

球であり（5’7’8’9’31’32’39’　44’　45’46’47’49・52’53’　61’　65’7a総89・82’86’　89’99’100’101），ストレスが加わった場

合には血中に急速に動員される。運動の影響としてはオーバートレーニングや一過性の強い運動の後

に傷害活性が低下することにより，上気道感染などの感染率が増加する疑いがもたれている（35’　67’

77’80’81『M’　89”　102『103’鵬132＞。一方，比較的軽度な強度によるトレーニングではNK細胞傷害活性が増

加し（33脚83’胸，上気道感染の感染率が低くなる可能性がある（ll9）。

　筆者らの研究グループ（自然科学系の業績は基本的にチームによる研究成果であり，このような表

現をするが，本研究は当該研究チームの協力の下，個人で行っている研究である）では，これまで強

いトレーニングを1ヶ月間行った場合のNK細胞機能を検討している。その結果強いトレーニング

の終了時にはNK細胞濃度に変化は見られないものの，傷害活性は低下することを報告している。

このとき，細胞当たりの傷害活性の指標である，lytic　unitsは低下しており，個々の細胞の活性が低

下することが明らかとなった（117）。通常，一過性の運動でみられるNK細胞の変化は細胞の濃度の増

減が傷害活性に影響するもので，個々の細胞の活性は変化しない。ここで得られた結果は，その意味

で特殊な変化をとらえたことになった。競技スポーッでは夏休みなど長期休暇を利用した強化合宿ト

レーニングは頻繁に行われている。ただし，そのようなハードな環境の練習では逆にオーバートレー

ニングといわれるディコンディショニングが生じることもある。これはトレーニングによってパ

フォーマンスを上げたい競技者やコーチにおけるジレンマでもある。前述のNK細胞個々の傷害活

性の低下はこのディコンディショニングに関連した現象とも考えられる。一方，そのメカニズムにつ
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いては不明であり，これまでの研究報告にも関連した内容は見られない。

　NK細胞の活性は通常，活性化レセプターと抑制性レセプターによって調節されている（Figure　l）

〔L2・3a・10・11・15・19・2L・23・24・　2854・5f，，　tt｝・57・59・fX⊥63・α｝・71・75・96・97・110113・・116・121126・128・1”・134・五35）

B活性
化レセプターは細胞内にimmunoreceptor　tyrosine－based　activating　motif（ITAM）と呼ばれる活

性化モチーフを持ち，がん抗原やウイルスタンパクなどを認識する。抑制性レセプターは細胞内に

immunoreceptor　tyrosine－based　inhibitory　motif（ITIM）と呼ばれる抑制性モチーフを持ち，　major

histocompatibility　complex（MHC）クラス1の発現を認識する。　NK細胞の主な機能であるがん細

胞やウイルス感染細胞の除去にはこれらが関与している。MHCクラス1はヒトでは白血球の血液型

といわれるhuman　leukocyte　antigen（HLA）であり，赤血球の血液型であるABO型の4型に比べ

て，10万型と圧倒的に多い型が存在する。これらは自分の標識（または表札や名札）と考えてよく，

それを細胞膜上に表出して自分自身の正常な細胞であること（self）を表していることになる。がん

やウイルス感染によりこのMHCクラス1の発現が低下することがある。するとNK細胞の抑制性レ

セプターがこれを認識できなくなり，細胞内に傷害抑制の命令を出せなくなる。これがmissing－self

という状態で，傷害が発揮されることにつ

ながる。実際に生体では活性化シグナルと

抑制シグナルのバランスに基づいて傷害活

性の発揮がコントロールされている。

　トレーニングによって個々の細胞の活性

が変化するのであれば，このようなレセプ

ターにも変化が生じている可能性がある。

そこで，本研究ではNK細胞上の活性化レ

セプターに着目して，その発現がトレーニ

ングによって影響を受けるのかを検討した。

Ta　rget　Cel1

　　　　　　㊥

Activating　Receptor

　　　　　　o

MHC　l

：o NK　Cell

　　　　　　　　lnhibitory　Receptor

　　　　　　　　　　　　　　o

Figure　1．NK細胞の傷害活性のコントロール

皿．方法

1．被験者

　被験者は健康な男子大学生8名（明治大学体育会レスリング部所属，非喫煙者）とした。被験者の

身体的特性をTable1に示した。被験者にはあらかじめ実験内容とそれにともなう危険性を説明し，

研究参加同意書に署名を得た。なお，本研究はThe　American　College　of　Sports　and　Medicine

“Policy　Statement　Regarding　the　Use　of　Human　Subjects　and　lnformed　Consent（124）”のおよび

“The　Declaration　of　Helsinki”に従って計画を立てた。

2．トレーニング

　夏休みの1ヶ月間の強化合宿を対象のトレーニングとした（Figure　2）。トレーニング中の練習時
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問は通常の練習時間よりも1時間長い4時間で，練習は週6日行った。

丁able　1．被験者の身体的特性

Sub’ect Ae Hei　ht（cm） Wei　ht（k）

A 21 180 91

B 20 175 63

C 20 172 68．2

D 19 178 110

E 18 174 68．4

F 19 167 60

G 18 167 61

H 19 173 99

Average 19．3 173．3 77．6

SD 1．0 4．7 19．5

　3Hours1Day　　　　　　　　4Hours1Day　　　3Hours1Day

　6Days／week　　　　　　6Days1Week　　6Dayslweek

　　　　　　　Jog　　　　　　　St鷹h　　　　　　　　　　Tep●「ing

　　　　　　　　　　↑

Blood　Sampling　PRE

　　　　　　　　　7／15

Figure　2．実験プロトコル

　↑↑

END　POST
8／319／4

3．採血

　採血のタイムポイントはトレーニング前（7月15日，PRE），トレーニング後（8月31日，　END），

回復期（9月4日，POST）の3回とした。採血は医師により，早朝7時に前日21時からの絶食状態で前

腕静脈より行った（MN－SVS21BH，テルモ，東京）。真空採血管は血清用プレーン7ml（VP－PO70K，

テルモ，東京）t血漿用はethylenediaminetetraacetic　acid（EDTA）－2Na　5ml（VP－NAO50KN，テル

モ，東京）とEDTA－2K　2ml（VP－DKO52K，テルモ，東京），末梢血単核球（peripheral　blood

mononuclear　cell，　PBMC）分離用にヘパリン10ml（VP－HIOOK，テルモ，東京）を使用し，一回の

採血総量は24mlとした。採血場所は生田レスリング部合宿所とした。検体は速やかに氷冷保存し，

当日中に全て順天堂大学医学部免疫学教室で分析した。

4．測定項目

　（1）血球算定と血液内物質

　血球算定（自動分析，xT2000i，シスメックス，神戸），血液像（顕微鏡法）はEDTA－2K添加血

を用いて測定した。白血球分画（好中球　リンパ球単球，好酸球好塩基球）の濃度は血液像で得
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られた比率を白血球数に乗じることで算出した。カテコールアミン（high　performance　liquid

chromatography（HPLC）法）とコルチゾール（radioimmunoassay（RIA）固相法）はEDTA－2Na

添加血漿を，C－reactive　protein（CRP，ラテックス免疫比濁法）とcreatine　phosphokinase（CPK，

日本臨床化学会（JSCC）標準化対応法）は血清を用いて測定した。

　（2）フローサイトメトリー

　リンパ球分画とNK細胞上の活性化レセプターの発現はフローサイトメーター（FACSCalibur，

BD　Japan，東京）により，分析した。まず，　PBMCをヘパリン添加した血液をリン酸緩衝液

（phosphate　buffered　solution，　PBS，除Ca2＋，　Mg2〒，1419（）－250，　GIBCO，ライフテクノロジーズ

ジャパン，東京）で1：1に希釈し，リンパ球分離液（セパレートL，武藤化学，東京）上に重層し，

密度勾配を利用した遠心分離（400G，30分間，　Low　Brake，室温）により採取した。　PBMCは10％

ウシ胎児血清（fatal　calf　serum，　FCS，　F942，シグマアルドリッチジャパン，東京），ペニシリン

（1001U／mL）及びストレプトマイシン（IOO　mg／mL）（15140－148，　GIBCO，ライフテクノロジー

ズジャパン，東京）添加のRPMI－1640（22400－097，　GIBCO，ライフテクノロジーズジャパン，東京）

中に4℃で測定まで保存した。

　リンパ球分画およびNK細胞膜上の活性化レセプターの発現はfluorescein　isothiocyanate（FITC）

－FL1，　phycoerythrin（PE）－FL2，　peridinin－chlorophyll（PerCP）－FL3，　allophycocyanin（APC）－FL4

の4カラーのモノクロール抗体染色法により測定した。PBMC　1×106個に充分量の抗体カクテルを加

え，20分間，4℃冷暗所にて恒温保存した。その後，PBSで2回洗浄し，測定まで4℃冷暗所に保存し

た。染色した細胞はフローサイトメーター（FACSCalibur，　BDジャパン，東京）を通して，解析用

ソフトウエアCellQuest　Pro　6．0（BDジャパン，東京）を利用して蛍光度を解析した。リンパ球分

NKG2D　　KIR2DL

KIR2

NKp44

3DL

CD56

CD94／NKG2C　　　　　　　　　　　　　　　　　　CD94／NKG2AIB

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　KLRG－1
　　　　　NKp46

　　　　　　　　C
　　　　　　　　　　　　2B4
　　　　　　　　　　　　　　　DNAM－1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Black：Activating　Receptor

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Gray　Inhibitory　Receptor

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Lanier，　J．　lmmunol．，2007）

Figure　3．　NKレセプター

NK細胞には膜上に多くの活性化レセプターと抑制性レセプターが表出している。
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画はリンパ球ゲート内の蛍光度から決定した。ヘルパーT細胞（CD4　T細胞）はCD3＋CD4÷細胞，

キラーT細胞（CD8　T細胞）はCD3＋CD8＋細胞，　NK細胞はCD3－CD16＋CD56＋細胞，　B細胞は

CD3”　CD19＋細胞とした。　NK細胞はさらにCD56の発現の強さでCD56dlm　NK細胞とCD56b「igh［NK

細胞に分類した。これらの細胞はすべてリンパ球ゲート内の比率を求め，濃度はここで得られた比率

と総リンパ球濃度を乗じた値としだ。

　また，今回のNK細胞活性化レセプターとしては細胞膜上に発現しているimmunoglobulin

gamma　Fc　region　receptor　III（Fc7R皿，　CD16），　homing　cell　adhesion　molecule，（HCAM，

CD44），　interleukine－12　receptor（IL－12R，　CD212），　DNAX　accessory　molecule　l（DNAM－1，

CD226），　NK　cell　receptor　D（NKG2D，　CD314），　NK　cell　p46－related　protein（NKp46，　CD335）

とし（Figure　3），その蛍光度をCD3”CD56diM細胞上で測定した。使用した抗体（クローン）は

PerCP結合CD3（SK7），　FITC結合CD44（G44－26），　PE結合CD212（24E6），　CD314（1D11）は

BDジャパン（東京）より，　FITC結合CD4（OKT4），　PE結合CD8（B9．11），　CD335（BAB281）

はベックマン・コールタージャパン（東京），FITC結合CD16（CB16），　CD226（11A8），　APC結

合CD19（SJ25C1），　CD56（MEM188）はベイバイオサイエンス（神戸，兵庫）より購入した。

　（3）NK細胞傷害活性

　NK細胞傷害活性は標準的な51Crリリース法で測定した（123＞。標的細胞としてヒト赤芽球様白血病

細胞株K562細胞を使用した。　K562細胞を100μCiのNa251CrO4を含む10％FCS添加RPMI－1640で

37℃，60分間恒温保存してラベリングを行った。その後，3回洗浄し，1×105／mlに調整した。96ウェ

ルラウンドボトムプレートを用い，この標的細胞100μ1（1×IO4個）に2×106／mlに調整したPBMC

をエフェクター：ターゲット比が20：1，10：1，5：1，2．5：1になるように希釈分注した。一回遠心

した後，37℃，5％CO2で4時間恒温保存し，その後，上清液を採取し，ガンマカウンターで測定した。

なお，maximum　release用にはエフェクターの代わりに10％Triton　X－100（シグマアルドリッチ

ジャパン，東京）を用いた。傷害活性は以下の式で算出した。

％1ysis＝（experimental　release－spontaneous　release）／（maximum　release－spontaneous　release）X

100

　細胞当たりの活性を推定するためにlytic　units（LU）を回帰分析により算出した。　LUはまず1×

104個の標的細胞の20％を傷害するエフェクター細胞の数を散布図から推定し，それをPBMC　1×106

個に換算した。その値をさらに以下の式によってNK細胞当たりに調整した。

Lytic　Units（20％）・NK，1・10－5＝Lytic　Units・［％NK　cells・（1・106　PBMC－Monocytes）】－1

5．統計処理

結果は平均±標準偏差で表した。結果は統計処理ソフトStatView－J　5．0（ヒューリンクス，東京）
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を用い，有意差はp＜0．05とした。PREからの変化はone－factor　ANOVAを利用し，有意なF値が

検出された場合にはタイムポイント間をBonferroni’s　post　hocテストで検討した。傷害活性と活性

化レセプターの関係について回帰分析を行った。

皿．結果

1．白血球分画とリンパ球分画の変化

　総白血球数好中球数　リンパ球数および単球数に有意な変化はみられなかった（Figure　4）。好

酸球数はENDで増加（p＝O．0249）を，好塩基球数はPOSTで増加（p・・O．Ol29）を示した。リンパ

球分画ではB細胞がPOST（p＜0．0001）で有意な増加を示したものの，　NK細胞（CD56dim　NK細胞

およびCDS6b「ight　NK細胞）はじめ，　CD4　T細胞，　CD8　T細胞には有意な変化はみられなかった

（Figure　5）。

2．カテコールアミン，コルチゾール，CRP，　CPK濃度の変化

　血漿アドレナリン濃度はENDで低下し（p；O．OOO3），　POSTでもPRE値よりも低いままだった

（Figure　6，　p＝0．0035）。ノルアドレナリン濃度は逆にENDで増加し（p＝0．0028），　POSTでも高値

を保った（p＝0．0001）。しかし，その変動範囲はいずれも安静基準値以内（アドレナリン；100pg／

ml以下，ノルアドレナリン；100－450　pg／ml）の変化だった。血漿コルチゾール濃度（Figure　7），

血清CRP濃度（Figure　8），血清CPK濃度（Figure　9）は有意な変化を示さなかった。　CPK濃度

はPREの平均で297．4　U／1あり，これは安静基準値（62－287　U／1）を上回る値だった。

（cells／μL）

1　O，OOO

　8，000

　6，000

　4，000
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Figure　4．白血球分画の変化

データは平均±標準偏差。有意な変化はみられなかった。
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Figure　5．リンパ球分画の変化

データは平均±標準偏差。B細胞がPOSTに増加した。＊はPRE値よりも有意な変化を，
ANOVAにおいて有意な変化があったことを示している。有意差はpく0．05とした。
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Figure　6．血漿カテコールアミン濃度の変化

データは平均±標準偏差。AdrenalineがENDとPOSTに低下し，逆にNoradrenalineはEND
とPOSTに増加した。＊はPRE値よりも有意な変化を，†はone・factor　ANOVAにおいて有意
な変化があったことを示している。有意差はpく0．05とした。
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Figure　7．血漿コルチゾール濃度の

　　　　　変化

データは平均±標準偏差。

有意な変化はみられなかった。

Figure　8．血清CRP濃度の変化　　Figure　9．血清CRP濃度の変化

データは平均±標準偏差。

有意な変化はみられなかった。

データは平均±標準偏差。

有意な変化はみられなかった。
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3．NK細胞傷害活性の変化

　Figure　10にNK細胞傷害活性と細胞当たりの傷害活性の指標であるLUを示した。傷害活性は総

活性および細胞当たりの活性とも変化はなかった。
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一口・END
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Figure　10．　NK細胞傷害活性の変化

データは平均±標準偏差。有意な変化はみられなかった。

4．NK細胞上の活性化レセプターの発現

　CD3－CD56dlm細胞上のレセプターの発現をFigure　11～15に示した。　CD16（Figure　11），　CD212

（Figure　12＞，には有意な変化はみられなかった。　CD226（Figure　13）は有意に変化し（p＝O．0340），

ENDに低下（p＝O．OIO3）を示した。　POSTも被験者によっては低下を示したが，有意ではなかった

（p＝0．1283）。CD314は絶対値では有意な変化ではなかったが，　PRE値からの変化量（△値）では有

意（p－0．0006）となった（△値の結果eよ示していない）。その場合にはEND（p－0．㎜2），　POST

（p＝0．0042）で増加が示された。ただし，ヒストグラム上ではクリアな差ではなかった。CD335も絶

対値では差が見られず，△値ではANOVAで変化していることが示された（p＝O．0497）が，タイム

ポイント問のpost　hoc　testでは有意差は示されなかった。

5。傷害活性と活性化レセプターの関係

　細胞当たりの活性の指標であるLUと活性化レセプターの発現について，回帰分析を行い

Figure16～20に結果を示した。ここではCD314との発現に有意（p＝0．0095）な正の相関（r＝0．5173）

が示された。CD16，　CD212，　CD226およびCD335とは関係がみられなかった。
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Rgure　11．CD16の発現の変化

CD37CDS6d’m　NK細胞上における発現。折れ線グラフの

データは平均±標準偏差。

有意な変化はみられなかった。典型例をヒストグラムに示

したが，変化はみられなかった。

比較のためにヒストグラムにPREの最大値に合わせた縦
線を示した。

Figure　12．　CD212の発現の変化

CD3－CD56dlm　NK細胞上における発現。折れ線グラフの

データは平均±標準傭差。

有意な変化はみられなかった。典型例をヒストグラムに示

したが，変化はみられなかった。

比較のためにヒストグラムにPREの最大値に合わせた縦
線を示した。
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Figure　13．　CD226の発現の変化

CD3－CD56d’m　NK細胞上における発現。折れ線グラフの

データは平均±標準偏差。

ENDにおいて有意な低下（p呂0．0103）がみられた。典
型例をヒストグラムに示したが，ENDにおける。低下が
示されている。比較のためにヒストグラムにPREの最大

値に合わせた縦線を示した。＊はPRE値よりも有意な変
化を，†はone－factor　ANOVAにおいて有意な変化があっ

たことを示している。有意差はp＜0．05とした。

Figure　1　4．　CD314の発現の変化

CD3－CD56dm　NK細胞上における発現。折れ線グラフの
データは平均±標準偏差。

有意な変化はみられなかった。典型例をヒストグラムに示

したが，変化はみられなかった。

比較のためにヒストグラムにPREの最大値に合わせた縦
線を示した。
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Figure　15．　CD335の発現の変化

CD3℃D56伽NK細胞上における発現。折れ線グラフの
データは平均±標準偏差。

有意な変化はみられなかった。典型例をヒストグラムに示

したが，変化はみられなかった。

比較のためにヒストグラムにPREの最大値に合わせた縦
線を示した。
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Figure　16．　CDI6の発現とLUの関係

有意な関係はみられなかった。
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Figure　20．　CD335の発現とLUの関係

有意な関係はみられなかった。
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Figure　17．　CD212の発現とLUの関係

有意な関係はみられなかった。
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Figure　18．　CD226の発現とLUの関係

有意な関係はみられなかった。
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Figure　19．　CD314の発現とLUの関係

有意な正の相関が見られた。§は回帰分析で

有意な関係であることを示す。有意な関係は
pく0．05とした。

】〉．考察

1．トレーニングの強度

　今回の1ヶ月にわたるトレーニングは通常トレーニング（3時間／日）にくらべ一日1時間長い練習

時間（4時間／日）であった。これは以前に報告したトレーニング実験（117）（練習時間：5時間／日）

に比べて運動量としては少なくなる。そのため，筋への負担度の指標であるCK（Figure　8）をみる

と経時的な変化はなく，インパクトとしては大きく増加したものではなかったと推測される。ただし，
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CKの値は安静基準値の62－287　U／1を上回るか上限に近いPRE；297．4　U／1，　END；258．O　U／1，

POST；389．1　U／1で推移している。つまり，トレーニング期における筋負担は大きな変化はないが，

筋負担自体のインパクトはPREから継続的にあった可能性もある。これはテスト期間中のトレーニ

ングが個人に任されているため，ウエイトトレーニングなど，筋に負荷のかかる練習をしていた可能

性がある。

2．白血球分画およびリンパ球分画の変化

　唯一の変化がB細胞のPOSTの増加として示された（Figure　5）。他の白血球分画，リンパ球分

画には変化はみられなかった。B細胞はヘルパーT細胞からの抗体提示を受け抗体産生を担う獲得

免疫において重要な働きをしている細胞である。運動に関しての動態は報告が少なくが，一過性の運

動ではほとんど変化しないとされている（78’　109）。通常リンパ球はβ一アドレナリンレセプターを有し

ており，運動時はカテコールァミンの増加の刺激を受けて末梢血への動員が起こる。とくにこれは

NK細胞で顕著にみられる。　NK細胞はリンパ球分画のなかで最もβ一アドレナリンレセプターの発

現が高く，それが影響していると考えられている。β一アドレナリンレセプターの発現は次にキラー

T細胞が高く，ヘルパーT細胞が最も低い。B細胞もβ一アドレナリンレセプターの発現はキラー

T細胞と同様にみられるが，セカンドメッセンジャー以降の働きが他のリンパ球と異なっており，動

態には影響しないと考えられている（68）。しかし，Malmら（69）によると，サッカーを2試合行った後

（48時間後および72時間後）に成熟B細胞（CD20＋CD5＋細胞）が増加するという。今回の研究はト

レーニングを対象としているので一過性の運動とは異なるが，身体活動後，少し時間が経ってから増

加する可能性がある。ここでは前日の運動が増加させる刺激になっていた可能性を示している。ま

た，今回の実験ではカテコールァミンが安静基準値内ではあるが有意な変動を示している。前述のよ

うにリンパ球の変動に影響するのであれば他の分画に変化があっても良さそうである。ただし，運

動時のような大きな変化ではないためか，アドレナリンが増加，ノルアドレナリンが低下という相反

する変化（Figure　6）のためか，影響は出ていない。これについてのメカニズムは不明である。

3。NK細胞の動態と傷害活性の変化

　NK細胞は一過性の運動では運動中は増加，運動後は低下するという大きな増減を示すことが知ら

れている。しかし，トレーニングのような慢性運動ではコンセンサスを得られるような動きはない。

前述の先行研究ではトレーニング終了時にCD56dim　NK細胞は変化しなかったがCD56b「ight　NK細胞

が増加し，傷害活性は総活性，細胞当たりの活性とも低下した（II7）。　CD56dlm　NK細胞はNK細胞の

約90％を占める主要分画で，傷害活性が強い。これに対して，CD56b「ight　NK細胞は10％ほどの小さ

な分画でサイトカイン分泌能や増殖能が高い（17’18・お26’29’36’39’　40『62’6tl’8Z　93’95’98’　105）。基本的に両

細胞とも成熟細胞と考えられているが，特定の環境下ではCD56bnght　NK細胞からCD56dim　NK細胞

に分化することが報告されており（20），CD56d1m　NK細胞が最終的な成熟細胞である可能性もある。

先行実験でCD56b「ight　NK細胞が増加したのは，強いトレーニングの継続では．運動の刺激でアポ
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トーシスした分の細胞の補充が充分に間に合わず（48・73），より強い増殖の必要性がおこった可能性が

ある。そのため，増殖能が強く，活性酸素曝露にも強いCD56b「ight　NK細胞の増加が顕著になったと

推定している（125）。ただし，このとき増殖はCD56dim　NK細胞でも起こっていて，未成熟な細胞が動

員されていた可能性がある。したがって，未成熟なCD56dim　NK細胞増加ともともと傷害活性の弱い

CD56b「ight　NK細胞の増加によって，傷害活性の低下が起こったと推察している。強度の高いトレー

ニングの継続ではそのような免疫機能の脆弱化を引き起こすことがあるが，今回はCD56b「ight　NK細

胞に変化はみられず（FigUre　5）t　LUも低下したのは8人中ひとりだけであった（Figure　10）。ここ

からも今回のトレーニングのインパクトが変化をおよぼすほどは大きくはなかったことが伺える。

4．NK細胞活性化レセプターの発現の変化

　（1）CD16　（Figure　11）

　CD16はFcγRIIIとして免疫グロブリン（lgG）のFc部分と結合する分子であり，　CD56とともに

NK細胞を同定する糖タンパクである。標的細胞に結合したIgGを介した傷害活性を抗体依存性細胞

傷害（antibodydependent　cell－mediated　cytotoxicity：ADCC）といい，直接結合による傷害活性と

ともにNK細胞の特徴ある活性形態である（14’25’115＞。このような細胞傷害は他にも単球・マクロ

ファージで行われている（13）。

　今回の実験ではNK細胞上のCD16の発現はトレーニングによって変化しなかった。　CD16は〒過

性の激しい運動で低下する可能性がある（118）。また，ノルアドレナリンによっても低下する㈲。た

だし，このような低下は一時的であり，すぐに回復するものである。そのため，トレーニングの運動

中には変化している可能性はあるが，次の日までそれが継続することはないと考えていいだろう。

　（2）CD212（Figure　12）

　CD212はIL－12のレセプター（IL－12　receptorβ1）であり，主にNK細胞とT細胞に発現してい

る（21’pa’133）。単球系細胞（樹状細胞・マクロファージ）やB細胞から産生されたIL－12がレセプター

に結合することにより，NK細胞は活性化し，細胞増殖，細胞傷害活性の誘導，インターフェロン

（interferon：INF）一γ産生の誘導ラック（lymphokine　activated　killer：LAK）細胞の誘導が生じる。

　CD212の発現も実験期間中には変化はなかった。このレセプターも一過性の運動では動くことが

報告されており（118），短時間で元に戻るため，変化が捉えられていない。

　（3）CD226（Figure　13）

　CD226はDNAM－1と呼ばれる白血球接着分子であり（lo7），リガンドはポリオウイルスレセプター

（poliovirus　receptor：PVR，　CD155）とヘルペスウイルスレセプターのネクチン（nectin）－2（CD112）

といったウイルスレセプターである（12・　90・　91・121・122）。これらは上皮細胞内皮細胞，神経細胞に広く

発現しており，細胞のがん化にともなって発現が増加する（9D。　DNAM－1はleukocyte　function

antigen（LFA）－1との会合により，　NK細胞とCD8　T細胞による細胞傷害活性を増加させるように働

く（43・106・108）。

　CD226の発現はENDで低下（p＝O．OIO3）した。　CD226は一過性の運動でも遅延．して低下する可能
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性が示されている（118＞。トレーニングのようにくり返される刺激ではその低下が延長される可能性が

示された。この反応がNK細胞活性の低下に先駆けて起こるようであればCD226の発現を監視す

ることでコンディショニング悪化を予測できる可能性がある。

　（4）CD314（Figure　14）

　CD314はNKG2Dとも称されるC型レクチンファミリーに属する膜貫通タンパクである。他の

NKG2ファミリーがCD94とヘテロダイマーを形成するのに対して，ホモダイマーを形成するという

特徴がある。リガンドは上皮由来腫瘍細胞に発現するストレス誘導タンパクのMHC　class　I－related

chain（MIC）AとMICB（6’16’27’51’114），さらにヒトサイトメガロウイルスの標的であるUL16－binding

protein（ULBP）が同定されている（6’16’3α112）。　NKG2Dから生じる活性化シグナルはMHCクラス

1の認識により抑制性レセプターから出されるシグナルより上位に位置し，両方のレセプターから刺

激が入っている場合であれば細胞傷害活性を発揮することがある（1so’131）。　NK細胞ではIL－12，

IL－15，　INF一γなどの作用で発現が強くなる（56’　127）。

　トレーニングにおいては絶対値では変化が認められず，PREからの△値でENDとPOSTで増加

することが示された。ただし，ヒストグラムではクリアには差が確認できない程度の変化であり，生

体への影響は不明である。一過性の運動においてについても変化は認められていない（118）。一方，細

胞当たりの傷害活性と有意な正の相関（r＝O．6173，p＝O．OO95）を示し，安静値の傷害活性のコントロー

ルに何らかの作用があることを示している。

　（5）CD335（Figure　15）

　CD335はNKp46と呼ばれる膜貫通型糖タンパクで，　NK細胞特異的な活性化レセプターである（37’

74’92『110）。MHCクラス1陽性細胞の溶解と除去に中心的な役割を果たす主要なレセプターで，リガ

ンドはインフルエンザウイルスのヘマグルチニンなどである（4’en’sa’70’71）。

　CD335の発現はトレーニングでは変化はみられなかった。このレセプターの発現強度と細胞障害

の強さと関係があるといわれているが（42，111），　LUとの関係では有意な関係は示されなかった。また，

一過性の運動で多少変動する可能性が示されているが（118），トレーニングの影響は強くないようであ

る。

V．まとめ

　1ヶ月のトレーニングがNK細胞の活性化レセプターにおよぼす影響を検討した。被験者は明治大

学レスリング部に所属する健康な男子大学生8名とし，夏休みの強化合宿を対象のトレーニングとし

た。結果はNK細胞活性やCD56b「ight　NK細胞には変化はみられず，インパクトとしては先行研究よ

りも小さなものとなった。ただし，NK細胞上の活性化レセプターではCD226（DNAM－1）の発現

強度がトレーニング終了時（END）で減少することが確認された（p＝0．0103）。この変化が生体にお

よぼす影響は不明であるが，NK細胞活性の変化に先立って起こる可能性はないか，興味深い。

CD16（FcγRIII），　CD212（IL－12R），　CD314（NKG2D），　CD335（NKp46）の発現には変化がみら



57

トレーニングがNK細胞の活性化レセプターにおよぼす影響

れなかった。また，CD314の発現と細胞当たりの活性には有意な正の関係が見られた。これらの結

果は一過性の運動で見られる反応とは異なったものであり，NK細胞活性が変化するような場合には

どのような動態を示すのか，さらなる研究が必要とされる。
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