
北海道体育学研究 44: 1ー7，2010 

原著論文

高強度間欠的運動が血清総抗酸化能に与える影響
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Abstract 

To investigate the effect of high-intensity intermittent sprint cyc1e exercise on serum total 
antioxidant capacity. Eightteen male students belonging to the physical education course in the 
university (age; 19.9 ::1:: 0.6 yr， height; 175.3土1.1cm， weight; 67.9 ::1:: 1.1 kg) performed intermittent 
spring cycle exercise for 20-sets. Each set consisted of 7-sec maximal pedaling (resistance was set at 8 % 
of body weight) and 53-sec recovery (unloaded pedaling by 60 rpm). Oxygen uptake and heart rate 
were measured continuously during exercise. Blood samples were col1ected before exercise (Baseline)， 
just after exercise (0 h) and l-hour after exercise (l h). Serum total antioxidant capacity (superoxide 
and alkyl-oxy radical scavenging activity) was measured by electron spin resonance (ESR) with spin-
trapping method. Serum alky刊l-oxyradical scavenging activity (mmo叫lν/1Torolx equivalent) significant1y 
increased (p < 0.0∞01) at 0 h (α1.86土 0.2の)and 1 h(ω2.01土 0.2幻)compared to Baseline (α1.18土 0.1)， however， 
no difference was serum superoxide scavenging activity. Also， alkyl-oxy radical scavenging activity 
was significant1y (p < 0.05) higher than superoxide scavenging activity at Baseline. It is c1ear that 
high-intensity intermittent sprint cyc1e exercise induces transient change of serum total antioxidant 
capacity. Results also suggest that change in serum total antioxidant capacity after high-intensity 
exercise might be affected positive or negative effect. 

(JIokkaidoよPhys.Educ. Hlth. stort Sci. 44 : 1ー7，2010) 
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緒言

ヒトは，生命活動を営む上で酸素を消費しており，そ

のため生体内では絶えず活性酸素種 (Reactive
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oxygen species， ROS)が生成される.ROSには，スー

パーオキシド (superoxide，O~-) ，過酸化水素

(hydrogen peroxide， H202)，一重項酸素，ヒドロキ

シラジカル (hydroxylradical， .OH)等がある(大野

ら， 2000). 乙れらの ROSは生理活性物質の調節や異
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物の殺菌といった生理的に重要な代謝に寄与し，生体に

とって不可欠なものである.一方， ROSは反応性に富

んだ酸素種のため，脂質，タンパク質およびDNA等の

生体組織に酸化損傷を与え(酸化ストレス)，酸化スト

レスの蓄積が炎症や癌，動脈硬化などの疾病の誘発ある

いは促進に関与することが指摘されている.生体には生

成された ROSを消去する抗酸化システムが備わってお

り，スーパーオキシドジスムターゼ (superoxide

dismutase， SOD) ，カタラーゼCcatalase，CAT) ，グル

タチオンペルオキシダーゼ (glutathioneperoxidase， 

GPx)等の抗酸化酵素や，ビタミン C，ビタミン Eお

よび尿酸等の非酵素的な抗酸化物質が存在する.これら

のことより，生体内の恒常性は， ROS生成と抗酸化シ

ステムとのバランスを保つことが重要であり，健康の維

持・増進にとって有益となる.

ROSの生成は酸素摂取量に比例するため(野口，

2003)，運動等の身体活動は酸化ストレスを増大させ

る.酸化ストレスの程度は負荷する運動の種類，強

度，継続時間等によって異なるが，高強度運動により増

大する報告は多く (Finaudet al.， 2006; Leewenburgh 

et al.， 2001; Ogonovszky et al.， 2005; Pizza et al.， 

2005; Poulsen et al.， 1996)，筋痛の誘発や組織障害，

脂質過酸化の招来を示している.高強度運動時におけ

る抗酸化システムの報告も多くあるが，評価に用いる手

法がそれぞれ異なることから他の研究結果との比較が

困難な状態である.例えば， 75 % V02maxのダウン

ヒル走 Oeniferet al.， 2003)を行った報告では ORAC

(Oxygen Radical Absorbance Capacity)法を用い，

また， 30秒間の全力ペダリング運動からなる Wingate

test (Groussard et al.， 2003) を実施した報告では，

Randox test法や GPx専用の測定キットを用いた抗酸

化能が評価されている. このほかにも， SOD様活性，

TRAP (Total radical trapping antioxidant parameter) 

法， DPPH (1，I-diphenyl-2-picrylhydrazyl)法が用

いられているが，これらの手法は間接的な測定方法や限

定された ROSが測定対象であるなど課題が残されてい

るため，抗酸化システムの評価には正確性・簡易性およ

び統一基準の確立が必要とされた.

電子スピン共鳴 (electronspin resonance， ESR) 

装置は，測定試料の形状(液体，気体，固体)に影響す

ることなく，非破壊的に，選択的に ROSを測定できる

唯一の手段であり，著者らの研究グループでは ESRを

応用した新たな抗酸化能の測定法を開発した (Kohriet 

al.， 2009).個々の抗酸化酵素や抗酸化物質は，ネット

ワークを形成して酸化ストレスの軽減に作用しているた

め，個別に抗酸化酵素・抗酸化物質の濃度や活性を評価

するのではなく，血中の総合的な抗酸化能 (ROS消去

能)を評価しなければならない.先行研究においても，

特定の抗酸化酵素の評価では，生体における抗酸化能力

の全てを評価しているとは言えないと報告している(田

辺ら， 2003). 
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そこで，本研究では ESRを用いた測定法により，高

強度間欠的運動が血清総抗酸化能 (0; およびアルコ

キシルラジカル CRO)消去能〕に与える影響につい

て検討することを目的とした.

方法

1.被検者

被検者は大学運動部(種目は陸上部，野球部，バレー

ボール部)に所属し，日常定期的に運動を行っている健

常な男性18名(19.9土 0.6歳， 175.3 :t l.lcm， 67.9土

1.lkg) とした.実験に先立ち，全員に本研究の趣旨お

よび安全性についての十分な説明を行い，自主的な参加

の同意を書面により得た.なお 本研究は札幌医科大学

の倫理委員会の承認を得て実施された.

2.実験の概要

本研究では，事前に漸増負荷運動により各被検者の最

大酸素摂取量 (Maximum-oxygenuptake， V02max) 

を測定した後，高強度間欠的運動を実施した.採血は，

運動開始2時間前 (Baseline)運動終了直後 (0h)， 

運動終了 1時間後(1h)に行い，その後血清を抽出し，

血清総抗酸化能の分析に用いた.また，運動よる水分の

損失を補うため，市販のミネラルウォーターを運動によ

る体重の減少分を摂らせた.なお，被検者には，運動実

験前日は激しい運動を行わないよう指示し，高強度間欠

的運動の前日の夕食，当日の朝食は同じものを摂取させ

た.

3.運動プロトコール

1)漸増負荷運動

運動は，自転車エルゴメーター (COMBI社製，エア

ロバイク 75XL11)を用いて，室温25.8:t 1.2 .C，湿

度48.5土 3.4%の実験室において行われた.被検者は，

体重，身長および体脂肪率の測定後，ストレッチ運動な

どのウォーミングアップを約20分間行った.自転車エル

ゴメーターの椅子の高さとハンドルの位置を調節した後，

靴とペダルを粘着性のテープにより固定し，呼気ガス分

析用のガスマスクを装着した.自転車エルゴメーター上

で4分間の安静状態を保持した後， 3分間， 30 watts 

の負荷でメトロノームのリズムにあわせた毎分60回転

(60 rpm)のペダリング運動を行わせた.その後， 60 

rpmで毎分30watts増加するランプ負荷法により疲労

図鑑に至るまでの漸増負荷運動を実施した.疲労図鑑の

判断は， 50 rpm以上でペダリングできなくなった時点

とした.

2)高強度間欠的運動

運動は， 13:00"'18:00の聞に，室温27.2土 0.2.C，湿

度59.6土1.3%の実験室において行われ，自転車エル

ゴメーター (COMBI社製，パワーマックス VII)を用
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いた.被検者は，体重，身長，体脂肪を測定し，ウォー

ムアップとしてストレッチ，自転車エルゴメーターを用

いた 100wattの負荷での10分間のペダリング運動を行っ

た.自転車エルゴメーターの椅子の高さとハンドルの位

置を調節した後，靴とペダルを粘着性のテープにより固

定し，呼気ガス分析用のガスマスクを装着した.自転車

エルゴメーター上で3分間安静状態を保持した.その後，

高強度間欠的運動として，体重XO.08kpの負荷(坂井

ら， 1999)で7秒間の全力ペダリングと53秒間の無負荷

でのペダリングを 1セットとして，連続的に20セット実

施させた.各セットにおいて全力ペダリング時の 7秒間

の平均パワーを記録し，体重あたりの相対値を分析に用

いた運動終了後，体重を測定し，体重の減少量と同量

の水分を運動後30分のうちに摂取させた.

4. 呼吸循環器系指標の分析

漸増負荷運動，高強度間欠的運動中の酸素摂取

量 (Oxygenuptake， VOz)の測定は， 自動呼気ガ

ス分析装置(ミナト医科学社製， AE-300S)を用いて，

breath-by-breath法によって行った.測定されたデー

タを8呼吸ごとに移動平均し，さらに漸増負荷運動では，

30秒毎，高強度間欠的運動では， 15秒毎に単純平均した

ものを分析に用いた.漸増負荷運動において，得られた

VOzのうち，最高値を VOzmaxとした.呼気ガス分析

と同時に，スポーツ心拍数計 (POLAR社製， RS400™) 

により心拍数 (HeartRate， HR)を測定し，連続的に

15秒毎に記録したものを分析に用いた.

5.採血および血清の抽出

採血は， Baseline， 0 hおよび1hの3度，翼付静注

針(テルモ社製)およびへパリンコーティングしないシ

リンジを用いて，肘静脈より行った.採取した血液は，

30分間， 37 "cで温浴の後， 3500 rpm， 0 "cで10分間遠

心分離を実施し，血清を抽出した.分注した血清サンプ

ルは分析時までー80"cで凍結保存した.

6.血清総抗酸化能の測定

0;-消去能および 'RO消去能の分析は，既報

(Kohri et al.， 2009) に若干の修正を加えて， ESR 

QES-RE1X，日本電子株式会社製)を用いたスピント

ラップ法にて実施した.前処理した混合液に光ファイバ一

式可視光照射装置 (RUVF-203SR，ラジカルリサーチ

社製)にて可視光を照射することにより 0;-および

'ROを発生させ信号を検出し (Controlsignal)，一方

では同じ系に血清を添加した際の 0;-および 'ROの

信号を検出した (Serumsignal).なお， トラップ剤

には， CYPMPO (2-(5，5-Dimethyl-2-oxo-2 A 5-

[1，3，2] dioxaphosphinan-2-yl)ー2-methyl-3，4-dihydro

-2H-pyrrole1-oxide)を用いた.

血清 0;-消去能の測定は， Control signalとして

リボフラピン (20μM)を5μ1，EDT A (50 mM)を
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10μ1， CYPMPO (100 mM) を10μ1，リン酸緩衝液

(Phosphate buffered ; PB) (100 mM)を75μl加え，

Serum signalとしてリボフラピン (20μM)を5μ1，

EDTA (50 mM)を10μ1，CYPMPO (100 mM)を10

μ1， PB (100 mM) を45μ1，リン酸緩衝生理食塩水

(Phosphate buffered saline; PBS (一))にて10倍

希釈した血清試料30μlを加え，それぞれをよく混和

した後，シリンジ付きディスポ偏平セルで100μlの混

合液を吸い上げ，それを ESRにセットし，信号を検

出した.血清 'RO消去能の測定には， Control 

signalとして AAPH(2，2'-azobis (amidinopropane) 

dihydrochloride) (10 mM)を10μ1，CYPMPO (100 

mM) を10μ1，PB (100 mM) を80μl加え， Serum 

signalとして AAPH (10 mM) を10μ1，CYPMPO 

(100 mM)を10μ1，PB (100 mM)を50μ1，PBS (一)

にて10倍希釈した血清サンプル30μlを加え，それぞれ

をよく混和した後，シリンジ付きディスポ偏平セルで

100μlの混合液を吸い上げ，それを ESRにセットした.

なお， ESRの測定条件は，いずれも Sweepwidth=土

7.5 mT， Sweep Time=2 min， Gain=2.5 X 100， 

Modulation Width = 1.0 X 0.1 mT， Time constant 

=0.3 sec， Center Field=336.2 mT， Power=6 mW， 

Frequency=9.43 GHzで行った.また，血清 0;-お

よび 'RO消去能には，前述したぞれぞれの Control

signalの系に標準物質である Trolox (6-hydroxy-

2，5，7，8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) (50 

μM) を添加した 0;-および 'RO信号 (Trolox

signal)を評価基準として用いた. Fig.lは， OJおよ

Fig. 1 ESR spectrum of superoxide (A) and 
alkyl-oxy (B) signal. Aqueous solution was 
illuminated with week Visble light arc and 
ESR spectrum was recorded. 
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ぴ .ROのESRシグナルの典型例を示している.

血清 O~- および .RO 消去能の評価には，スピン

トラップ剤 CYPMPO(CYP) と抗酸化物質 (AOx)

が，単位濃度あたりで反応した O~- および .RO 濃度

の比率を以下の式(1)で算出し(式参照; (ん:Contr 

01 signal で.全ての O~ーまたは .RO 発生量に対応，

1 :抗酸化物質存在下での ESR信号， 10 -1 :抗酸化

物質が消去した O~ーまたは .RO 量))， [mmoI!1 

Torolx equivalent]に換算して求めた.

[(10ー1)/1 ] / [ (AOx) / (CYP)]…(1) 

7.統計処理

測定した値は全て平均値土標準誤差 (Mean土 SE)

で表した. Stat Viewを用いた反復測定分散分析を行

い，有意差が認められた場合は適宜Bonferroni法にて

Post-hoc多重比較を行った.危険率は，全て 5%未

満で有意とした.

結果

1.漸増負荷運動

漸増負荷運動の継続時間，最大運動負荷および

V02maxは，それぞれ， lQ.42 :t O.Olmin，お9.3土

7.7 watts， 53.3土 2.3mI!kg/minであった.最大心

拍数と RERが，それぞれ192.8土 2.4bpm， 1.27 :t 

0.02であることから，各被検者は疲労図鑑に遣したと考

えられる.

2.高強度間欠的運動

高強度間欠的運動における体重あたりの平均パワーの

変化を Fig.2に示した.平均パワーはセット数が増える

につれて低下した.被検者18名のうち 1名については14

セット目終了時点で，これ以上の継続が困難であると判

断し，運動を中止させたさらに2名において，運動中，

自動呼気ガス分析装置の不具合により呼気ガスデータを

とることができなかった.運動中の V02の被検者全員

の平均値は，40.5 :t 2.8 ml/kg/minであり.運動強度

は79.1 % V02maxであった.また， HRは160.3土

2.6 bpmであった.

3.高強度間欠的運動前後の血清総抗酸化能の変化

血清総抗酸化能の変化を Fig.3 に示した.血清 O~

消去能 (mmoI!1Torolx equivalent) の平均値は，

Baselineでは1.9土 0.3，Ohでは2.1:t 0.2， 1 hでは

2.0土 0.2であり，運動前後における経時的な変化は認

められなかった.血清 .RO消去能 (mmoI!1Torolx 

equivalent)の平均値は， Baselineでは1.2土 0.1， 0 h 

では1.9土 0.2，1 hでは2.0土 0.2であり， Baselineと

比較して， Oh， 1 hにおいて有意な堵加を示した (p<

0.001) .個人差の影響を配慮し，各被検者の Baseline

の値を 1としたときの相対値の経時的変化を検討したと
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ころ，絶対値における経時的変化と同様の結果が得られ

た.また， Baselineにおいて，血清 .RO消去能は血

清 O~- 消去能と比較して有意な低値を示し (p<0.05) ， 

その他の測定ポイントに有意差は認められなかった.

考察

本研究は，大学で運動部に所属している男子大学生18

名を対象に高強度間欠的運動を20分間行わせ，血清総抗

酸化能に与える影響を ESRを用いた新しい測定法によ

り検討した最初の研究である.

本研究で用いた高強度間欠的運動は，体重の8%に設

定された負荷での7秒間の全力ペダリング運動と無負荷

での53秒間のペダリング運動を 1セットとし，それを20

セット行わせた.この運動は，有酸素系エネルギー代謝

の依存度も高く，筋肉でも虚血一再潜流と同様の脱酸素

化および再酸素化を生じるとされている運動であり， 20 

分間という短時間の運動ではあるが，ロードサイクリン

グ (Almaret al.， 2002)やスーパーマラソン (Radak

et al.， 2000)といった長時間にわたる有酸素運動後の

酸化ストレス状態と同様の結果を示すことを明らかにし
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ている(神林ら， 2004). これまでに，高強度間欠的運

動を実施した際，運動後に尿中の DNA酸化ストレス指

標である尿中 8ーヒドロキシーデオキシグアノシン (8-

hydroxy-deoxyguanosine， 8-0HdG)レベルの有意な

増加を明らかにしているが(神林ら， 2004， 2005a， 20 

05b) ，抗酸化指標においては，光照射を利用した新し

い測定方法での結果を示すのは初めてである.これまで，

測定キットを用いた方法や間接的に ROSを生成させる

手法では，化学反応で用いる酵素の劣化や試薬の調合・

混合液の反応に時間を要するため，簡易性には欠けてい

た.しかしながら，本研究では，光照射によって ROS

を発生させ，血清の総合的な ROS消去能を ESRによっ

てリアルタイムに測定するため，より正確に，より簡易

に評価することが可能になった.

本研究の結果より，血清 O~ 消去能では高強度間欠

的運動による影響が示されなかったものの，血清・RO

消去能においては， Baselineと比較して， 0 h， 1 hに

おいて有意な増加を O~- 示した.また， Baselineにお

いて，血清 'RO消去能は消去能と比較し有意な低値を

示し，その他の測定ポイントにおいては差がみられなかっ

た.これらのことから，高強度間欠的運動前後における

血清総抗酸化能は，測定対象となる ROSによって異な

る消去能を示すことが明らかとなった.

O~ーは酸素から生成された最初の還元体であり，そ

の後生体内の状態に応じてより障害性の強い ROSへと

変化していく. O~- の消去は特異的に反応する SOD に

よって H202に不均化され，生成された H202はCAT

や GPxによって消去される.oiーは他の ROSの前駆

体となっており，一般に O~ーによる障害性はそれほど

強くはない(吉川， 1998).一方， 'ROは脂質代謝の過

程で生成され， 'ROの消去には主に低分子抗酸化物質

が携わっている 'ROと反応して生成される脂質ペル

オキシドラジカル CROO)は脂質過酸化の連鎖反応を

引き起こす強力な ROSの1つであり，細胞膜や血蝶リ

ボタンパク内に存在する脂溶性のビタミン Eが 'RO

を捕捉することによって連鎖反応を停止させる(大野ら，

2001) .このようにして 生体内の抗酸化システムは細

胞障害の原因となる ROS生成や連鎖反応を血止してい

る.運動時には増大した ROSに対抗するため，血清総

抗酸化能は各々の抗酸化酵素や物質の減少および増加を

相Eに補い，抗酸化ネットワーク環境を調整している.

Nikolaidis et al (2008)は，一般に「最良』の抗酸化

物質はなく.異なる抗酸化物質がそれぞれの抗酸化物質

を保護する必要なときに ROSによる攻撃からの大き

な防御を備えていると報告している.これらのことを踏

まえると，高強度間欠的運動前後の血清総抗酸化能は，

抗酸化システムの第 1線で働く SOD様の抗酸化物質は

十分に満たされているため，血清 O~- 消去能では変化

がなく，運動後にみられた 'RO消去能の変動は， SOD 

様のものではない抗酸化物質が血中へ動員されたことが

示唆される.

この要因としては，高強度間欠的運動によって損傷し

た筋や細胞組織中の抗酸化物質が血中へと漏出した結果，

運動後の 'RO消去能が高値を示したことが考えられる.

筋損傷のマーカーであるクレアチンキナーゼ (Creatine

Kinase， CK)は，骨格筋や心筋が障害を受けた際に血

液中へ流出する逸脱酵素であり，激運動時において筋線

維が損傷し増加する. Ruizら (2005)は，自転車エル

ゴメーターを用いた70% V02maxの強度での90分間

のペダリング運動において，血中の CK濃度を運動前と

比較し，運動後で有意に増加したと報告している.本研

究では運動後の CKレベルの測定を実施していなく，ま

た先行研究と比較すると運動継続時間が4倍近く異なる

が，本研究で実施した高強度間欠的運動は，ハイパワー

と不完全回復状態で間欠的に反復する激運動であること，

運動強度が79.1% V02maxであることから，筋損傷

が引き起こされたことを推察する.このようなことから，

酸化ストレスに対抗するために血清中の抗酸化能が充進

した可能性が考えられる.しかしながら，筋組織による

抗酸化物質の漏出が生体の酸化還元(レドックス)バラ

ンスにとって有益であるかどうかは検討の余地がある.

先行研究においては， ROSの著しい増加は筋力低下

や疲労につながる一方で，低レベルの ROSは恒常性環

境に重要であり，通常の生成過程に必要である (Reid

et al.， 1993; BeUers et al.， 2004) と示している.

Radakら (2005)は，適度な酸化ストレスによって骨

格筋を前処理すると，酸化ストレスに対抗する生理学的

機能にとって有効な効果があることを示しており，

ROSの効果はホルメティック(低濃度では有効であり，

高濃度では毒となる)であると報告している.また，最

近では，酸化ストレスが引き起こす筋疲労や生体組織へ

の酸化損傷を防ぐためにビタミン Cや Eなどの抗酸化

サプリメントを摂取し，生体の抗酸化能を高めることは

有益であると考えられている (Mastaloudiset al.， 

2004)が， ビタミン C摂取がミトコンドリア生成に必

要な酵素の表出を妨町トレーニングによる持久的パフォー

マンスの上昇を抑制したことを報告している (Gomez

et al.， 2005). 著者らの研究室においても， Fig.2に示

した平均パワーの低下の程度(1セットから20セットに

かけての低下率)と血清総抗酸化能との相関関係を検討

したところ，各セットにおける平均パワーの低下が著し

いものほど，血清総抗酸化能が高いことを確認している

(未発表データ).このような背景から，抗酸化システム

の充進は，生体内の酸化還元バランスを破綻させ，代謝

機能や筋に悪影響を及ぼす可能性が推察される.さらに

は，病的状態である場合において，腎不全患者の 0;-
消去活性は健常者と比較して有意に高く(原， 1995)， 

また，血液透析患者の SOD，CAT活性は健常人よりも

高値を示し，透析によりその活性が低値を示すと報告し

ているにhauhanet al.， 1982;大和田ら， 1991).よっ

て，本研究における ohおよび 1hでの 'RO消去能

の増加も，生体機能のエラーを通知するものであり，病
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的状態に近い程度の酸化ストレスに曝されていたことを

推察する.これらのことから， ROS生成と抗酸化シス

テムは，どちらも低濃度を維持することが生体機能に負

担をかけることなく「最良」の体内環境を保つのかもし

れない.しかしながら，酸化還元に関与するメカニズム

は明らかにされていないことが多く，今後詳細な検討が

必要である.

最後に， ESRを用いた血清総抗酸化能の測定法は，

対象となる ROSを限定することなく，正確に，簡易に

評価できる非常に優れた方法である.また，高強度運動

時の影響を明らかにできた乙とから，今後，測定対象と

なる ROSの種類を増やし 健康の維持・摺進を基礎と

して，運動や食生活に関わる幅広い分野への応用が期待

できる.

まとめ

本研究は，大学で運動部に所属している男子大学生を

対象に高強度間欠的運動を実施し，血清総抗酸化能に与

える影響を ESRを用いた新しい測定方法により検討を

試みた.その結果，血清 O~- 消去能では高強度間欠的

運動による経時的変化は見られなかったが，血清 'RO

消去能は運動後に有意な高値を示し，また， Baseline 

においては， 'RO 消去能は O~- 消去能と比較して有

意に低値を示した.以上のことから，高強度間欠的運動

時における血清総抗酸化能は，対象となる ROSによっ

て異なる消去能を示すことが明らかとなった.本研究の

結果より，筋損傷による血中への抗酸化物質漏出が血清

総抗酸化能の克進に関与していると考えられるが，その

克進が酸化還元バランスにとって好ましいかどうかは今

後検討が必要である.
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