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ABSTRACT

一

It　is　thought　that　chronic　exercise　increases　the　antioxidative　capacity　in　body，　and　raises

oxidative　stress　tolerance．　The　purpose　of　this　study　was　to　investigate　the　effect　of　eχercise

training　on　the　oxidative　stress　tolerance　in　liver　using　ischemia－reperfusion 　（I／R）　model ．

Sprague　Dawley　rats　of　10　wk　01d　were　divided　into　groups：　rested－sham ，　exercised－sham

rested －I／R，　and　exercised－I／R．　Running　exercise　was　carried　out　5　day／wk　in　the　exercise

groups ．　After　4　wk，　I／R　consisting　from　30　min 　of　ischemia　and　3　hr　of　reperfusion　was

performed　by　regulated　blood　flow　in　hepatic　artery　and　portal　vein　in　the　I／R　groups・

Glutamic －oxaloacetic　transaminase ，　glutamic－pyruvic　transaminase　and　lipid　peroxide

concentration　in　serum　increased　by　ischemia －reperfusion　while　the　significant　change　by

exercise　training　was　not　seen．　Although　4－hydroxy －2－nonenaI　modified　protein　in　liver　was

increased　by　I／R，　it　was　blunted　by　training．　In　the　exercise　group，　the　level　of　glutathion

peroxidase　in　liver　was　significantly　increased　after　ischemia－reperfusion ．　These　results

show　that　the　oχidative　injury　in　liver　induced　by　I／R　is　attenuated　by　training，　resulting

from　exercise　training　increases　the　induction　of　antioχidant　enzymes　on　oxidative　stress ．
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The　present　study　suggests　that　chronic　exercise　has　beneficial　effect　as　preconditioning

against　oxidative　stress．

要　 旨

慢性 運動 は生体 内 の抗酸化 能力 を増大 させ ，酸

化 スト レ ス耐性 を向上 させ る と考 えら れてい る ．

本研究 で は，肝臓 虚血 再 濯流モ デルを用 い て運動

トレ ーニ ン グが肝 臓 の酸化 スト レス耐性 に及ぼす

影響 につ い て検討 した．10 週齢 のSprague　Dawley

系 ラッ ト を4 群 （安 静 ・擬 手術 群， 運動 ・擬 手術

群 ，安 静 ・虚血 再直流 負荷群 お よび運動 ・虚血再

瀛流負 荷群 ） に分 け た． 運動群 に は週5 回 ラ ンニ

ング運動 を負 荷 し て飼 育 し，4 週 間後 に 虚血再 濯

流実 験 を行 った ．虚 血再 直流は肝動 脈お よび門脈

左 枝 を30 分虚 血し た後，3 時 間再 漂流す る こと に

より行った．血清glutamic －oxaloacetic　transaminase，

glutamic －pyruvic　transaminaseお よび過酸 化脂 質濃

度 は虚血 再濯流負 荷 に より増大 したが ，運動 ト レ

ーニ ン グに よる有 意 な変動 は見 られ なかっ た．肝

臓 にお け る4 －hydroxy－2－nonenal修 飾蛋 白生成量 は

虚血 再濯流 に よ り増大 し たが， 運動群 で は有 意 に

抑 制 さ れた ．肝 臓glutathion　peroxidase　 濃度 は虚

血再 濯流後 ，運動 群 におい て有 意な増大 が みら れ

た 以 上 のこ とから， 肝臓 虚血 再潅流 に よる肝 臓

過酸化 脂質 生成 は運動 ト レーニ ングに よ り抑 制 さ

れ るこ とが 示 された． こ れは酸化 ス トレス に対 す

る抗酸 化酵 素の 誘導感受 性 がト レーニ ン グによ り

亢進したことに起 因す る可 能性がある．本結果は運

動 の日常化 が酸化ス トレスに対 するpreconditioning

としての有用 性 を示 唆す る もの であ る．

緒　言

日常的運動習慣は抗酸化能を増大させ，体内で

生じた活性酸素種を消去する能力が高まることが

知られている4・8・n）．運動トレーニングによる抗

酸化能の向上はsuperoxide　dismutase　（SOD ）や

glutathion　peroxidase　（GPx ），　catalaseなどの抗酸

化酵素の量や活性が増大することに起因すると考

えられている4，8，11）　＿これら抗酸化酵素の誘導 は

骨格筋だけでなく心筋や肝臓などにもおよぶこと

が報告されており7，13），トレーニングは内臓組織

においても抗酸化能を増大させる可 能性がある．

本研究では，運動トレーニングが肝臓の抗酸化

能に及ぼす影響について人工的虚血再灌漑による

酸化ストレス負荷モデル3・6廁 を用いて検討した．

組織が虚血状態に陥るとキサンチンデヒドロゲナ

ーゼがキサンチンオキシダーゼに変換され，さら

にプリン代謝によりヒポキサンチンが高濃度に蓄

積する．ここに再漣漑が起こり酸素が供給される

と大量の02‘ふが発生する6・14）．さらに，サイトカ

インや接着分子などの炎症メディエ ータの生傷害

成によって食細胞の凝集，浸潤が起こり組織障害

を遷延させる14） 本研究では虚血 再潅流により

生じた活性酸素種あるいは活性窒素種による肝臓

酸化障害を，不飽和脂肪酸の酸化生成物およびチ

ロ シンニトロ化を定量することにより評価した．

また，一般に抗酸化能は栄養状態 が一定の場合，

組織中の抗酸化酵素の働 きによっ て規定される．

したがって，代表的な抗酸化酵素であるMn －SOD

およびGPx の濃度がトレーニングや虚血再濯流ス

トレスにより肝臓において誘導されるか否かにつ

いても同時に検討した

1 ．研究方法

1 ．1　 飼育条件および虚血再潅 流実験

環境に順応させた10 週齢のSprague －Dawley 系

雄性ラ ット（清水 実験材料） を安静 ・擬手術群

（S－C），運動・擬手術群（E－C），安静・虚血再灌

デサントスポーツ科学Vol ．　24



表I　Parameters　of　liver　damage　in　blood
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GOT
GPT

LPO

（UyL ）

（nmol／ml）

s ～c
－
88 ±7 ．5

61 士10 ．4

0．43±0 ．n

EC

96 ±18 ．5

65 士8 ．5

0．41土O亅3

S －I／R

4430 ±685 ＊

4130 ±795 ＊

1．83±0 ．41＊

E －I／R

4823 ±968 ＊＊

4038 ±910 ＊＊

1．61±0 ．28＊＊

流負荷群（S－I／R）および運動・虚血再直流負荷

群（E－I／R）の4 群（n＝7）に分けて4 週間飼育し

た．運動群にはトレッドミルランニング運動を

25m ／分，登り傾斜5 度，60分の強度まで4 週間か

けて漸増させる方法で負荷した．最終運動48 時

間後，虚血冉濯流実験を行った．虚血再濯流負荷

は麻酔下に腹部切開後，門脈左枝をクリップで30

分止めて虚血を行い，その後クリップをはずして

再流流を行った．麻酔下に安眠させた状態で3 時

間再濯流を行った後，血液および肝臓左葉を摘出

した．一方，コントロール群には擬手術として門

脈虚血再濯流以外の同作業を同時に行った．

1 ．2　 肝 臓障害 の評価

血 清glutamic －oxaloacetic　transaminase　（GOT ）

お よ びglutamic －pyravic　transaminase　（GPT ）濃 度

をReinmen －FranMe 法12 ）に より測 定 した．血 清過

酸化 脂 質濃度 （lipid　peroxidase　：　LPO） をTBA 法

2）によ り測定 し た． また肝臓 から蛋 白を抽 出 し，

4－hydroxy －2－nonenal 　（4－HNE ） 修飾 蛋 白 （抗 体 ；

老化 制御 研 究所 ）お よ び3 －nitro－L－tyrosine　（抗

体 ； シ グマ 社 ） に対 す る 抗 体 を用 い てwestern －

blottingを行っ た．　NIH　image　を用 いて各 泳動 レ ー

ンご とに検出 されたバ ンド を累計す るこ とに より

酸化 生成物 を定量化 した．

1 ．3　 抗酸化酵素濃度の測定

肝臓におけるMn －SOD 　（抗体；　Upstate社）お

よびGPx （抗体；　Biogenesis社）濃度をwestern －

blottingおよびenzyme －linked　immunosorbent　assay

（ELISA ）によりそれぞれ測定した．
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1 ．4　 統計処理

結果は平均値上標凖誤差で表示した。データの

統計処理は，　ANOVA とTukey ’s　HSD　を用い，有

意差水準は5％以下とした。

2 ．実験結果

2 ．1　 肝臓障害

血清GPT ，　GOT および過酸化脂質濃度 は虚血

再濯流負荷により有意に増大したが， 運動トレー

ニ ングによる影響は見られなかった （表1 ）．肝

臓4 －HNE 修飾蛋白生成量は虚血再瀧 流により有

意に増大したが，E－IyR群はS －I／R群に比べて有意

な減少がみられた（図1 ）．　3－nitro－L－tyrosineの生

成は4 群ともに検出されなかった．

2．2　 抗酸化酵素蛋白含量

肝臓におけるMn －SOD濃度は4 群間で有意な変

動はみられないものの，運動群において安静群と
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図1　4 －HNE　modified　protein　concentration　in　liver
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比べて増大傾向がみられた（図2 ．A）．　GPx濃度は

E－I／R群においてS－IyR群と比較して有意な増量が

見られた．また，　E－C群においてS－C群と比べて

増大傾向がみられた（図2 ．B）．
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3 ．考　察

本研究では，虚血再濯流モデルを用いて肝臓に

人工的酸化ストレスを負荷することにより，酸化

ストレス耐性におよぼす運動トレーニングの影響

を検討した．虚血再濯流障害は時間経過とともに

早期障害と遅発性障害の2 相に大きく分けられる

14）．前者は主にキサンチンオキシダーゼを触媒と

して血管内皮 などから産生される02 ・－による酸

化障害で再濯流3 ～6 時間後起こる．後者は酸化

ストレスシグナルなどを受けて発現したサ イトカ

イン，ケモカインお よび接着分子 によって凝集す

る食細胞の浸潤を伴 う炎症反応で再亜流12 ～24

時間後にみられる．本研究では組織障害のなかで

も特に酸化ストレスによる傷害が多 くを占めるで

あろう早期障害について検討するために再濯流3

時間後において評価した．

本研究では構成成分の酸化生成物である4－HNE

修飾蛋白質および3 －nitro－L－tyrosineを測定するこ

とにより酸化障害を評価した．　n－6系不 飽和脂肪

酸の酸化障害マーカーである4－HNE 修飾蛋白質

の生成は虚血再 濯流負荷により顕 著にみられた．

一方，　ONOO －に代表される活性窒素種 による酸

化障害指標である3－nitro－L－tyrosineの生成は虚血

再濯流負荷により検出されなかっ た．血管内皮か

ら産生されているNO は虚血再漂流により生じた

02‘ ‾と反応して攻撃性の高いONOO －を生成す

ると予想さ れた． ところが，近 年iNOS お よび

eNOS 欠損マウスを用いた実験では肝臓虚血再潅

流後の・障害 は増大す ることが示 さ れてお り3），

NO はむしろ肝臓保護に役立っていることが示唆

されている．本実験では過酸化脂質の蓄積は見ら

れたもののニトロ化障害は見られなかったことか

ら，生じた02‘‾はNO と反応していないのでは

ない かと推察される．

4－HNE 修飾蛋白の生成はE －I／R群 においてS －I／R

群と比較して有意な減少をみた．一方，肝臓中の

酵 素であ るGOT およびGPT の逸脱はS －I／RとE －

I／Rの間で差がなかった．これら より，運動トレ

ーニングは特に酸化ストレスから肝臓を保護する

作用があることが考えられる．本研究では抗酸化

酵素であるMn －SOD およびGPx の濃度はS－C群と

比較してE －C群 において増大傾向が見られたもの

の有意な変動はみられなかった．ところが，興味

深いことにE－IyR群においてS－I／Rと比較してGPx

デサントスポーツ科学Vol ．　24



の有意な増大がみられた．　GPx は還元型のグルタ

チオンの酸化 に共役し，過酸化水素やその他過酸

化物を還元し水酸化物を生ずる反応を触媒する酵

素である．肝臓虚血再直流に誘発される4－HNE

修飾蛋 白生成のト レーニ ングによる抑制効果は

GPx の誘導が一因となる可能性がある．このこと

に関連して，　Peraltaらはpreconditioningとして肝

臓にあらかじめ軽度の虚血を行うことにより虚血

再直流障害を軽減できることを報告している10）．

この時，本来虚血再渡流により低下する肝臓内の

グルタチオンレベルがpreconditioningを施行した

ラットにおいて維持された．運動時には活動筋に

血流が動員され，内臓組織は軽度の虚血状態にな

ることが確認 されてお り1），虚血preconditioning

に類似した現象が起きている可能性がある．活性

酸素種は過剰 に生じると酸化障害を引 き起こすが，

一方でセカンドメッセンジャーとして様々な生理

的なシグナル伝達に関与してお り生体恒常性維持

のために不可欠なものでもある5）．定常状態では

抗酸化酵素状態に変動ないものが酸化ストレスを

与えたときに誘導されるという現象のメカニズム

は不明であるが，日々のトレーニングにより内臓

組織に軽度の酸化ストレスが加わることが深く関

与しているかもしれない．また，ヒトにおい ても

トレーニングを行った群では一過性運動負荷後の

血中SOD レベルが増大することが報告されてお

り9）本研究の結果を支持している‥ 以上，本研

究により運動の日常化 は肝臓 における酸化ストレ

ス耐性を向上させることが示され，このことは運

動の日常化か酸化ストレスに対するpreconditioning

として有用であることを示唆するものである．

総　括

運動トレーニングが肝臓の酸化ストレス耐性に

およぼす影響について虚血再灌漑酸化ストレス負

荷モデルを用いて検討した．その結果，トレーニ

ングさせたラットでは虚血再潅流後の肝臓酸化障

デサントスポーツ科学Vol．　24
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害が抑制された．このことに抗酸化酵素GPx が虚

血再漣流後に誘導されたことが関与し ていると推

察された．本結果は，運動の日常化か酸化ストレ

スに対するpreconditioningとしての有用性 を示唆

するものである．
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