
 

早稲田大学審査学位論文 

博士（スポーツ科学） 

 

酸化ストレスに及ぼす疲労困憊運動と 

水素摂取の影響 

Effects of exhaustive exercise and 

molecular hydrogen intake on oxidative stress 

 

 

 

 

２０１８年１月 

早稲田大学大学院 スポーツ科学研究科 

河村 拓史 

KAWAMURA, Takuji 

研究指導教員： 村岡 功 教授 



目次 

 

第1章 研究の背景と目的 --------------------------------------------------------------------------------- 1 

 

第2章 文献考証  

1. 安静時における酸化ストレス ----------------------------------------------------------------------- 6 

1) 活性酸素種およびフリーラジカルの産生 ----------------------------------------------------- 6 

2) 抗酸化防御システム -------------------------------------------------------------------------------- 7 

3) 酸化ストレスの定義と疾患 ----------------------------------------------------------------------- 8 

4) 酸化ストレスの測定法 ----------------------------------------------------------------------------- 9 

 2. 運動誘発性酸化ストレス ----------------------------------------------------------------------------11 

  1) 一過性の運動と酸化ストレス～ヒト試験～ -------------------------------------------------11 

  2) 一過性の運動と酸化ストレス～動物実験～ -------------------------------------------------12 

  3) ヒト試験および動物実験の長所と短所 -------------------------------------------------------14 

 3. 運動誘発性酸化ストレスに対する抗酸化物質摂取の効果 ----------------------------------14 

  1) 運動誘発性酸化ストレスに対する抗酸化物質摂取の効果～ヒト試験～ -------------14 

  2) 運動誘発性酸化ストレスに対する抗酸化物質摂取の効果～動物実験～ -------------16 

  3) 運動トレーニングによる生理的適応に及ぼす抗酸化物質摂取の影響 ----------------17 

 4. 新たな抗酸化物質としての水素 -------------------------------------------------------------------17 

  1) 疾患に対する水素摂取の効果 -------------------------------------------------------------------17 

  2) 運動に対する水素摂取の効果 -------------------------------------------------------------------18 

  3) 水素の利点およびその摂取方法 ----------------------------------------------------------------18 

 

第3章 研究課題の設定と詳細  

 1. 研究課題の設定 ----------------------------------------------------------------------------------------19 

 2. 研究課題の詳細 ----------------------------------------------------------------------------------------20 

  1) 研究課題 1 強度の異なる疲労困憊運動がラット血漿および骨格筋の酸化ストレ 

    スに及ぼす影響--------------------------------------------------------------------------------------20 

   a) 緒言 -------------------------------------------------------------------------------------------------20 

   b) 方法 -------------------------------------------------------------------------------------------------21 

    b-1) 実験動物 -------------------------------------------------------------------------------------22 

b-2) 実験プロトコル ----------------------------------------------------------------------------22 

b-3) 血液および組織のサンプリング -------------------------------------------------------23 

b-4) 乳酸濃度および酸化ストレス指標の測定 -------------------------------------------23 

b-5) 組織グリコーゲン含量の測定 ----------------------------------------------------------24 

b-6) 統計処理 -------------------------------------------------------------------------------------24 



   c) 結果 -------------------------------------------------------------------------------------------------24 

    c-1) ラットの体重および運動パフォーマンス --------------------------------------------24 

c-2) ラット血漿における乳酸濃度および酸化ストレス指標 --------------------------25 

c-3) ラット骨格筋における酸化ストレス指標 --------------------------------------------26 

c-4) ラット骨格筋および肝臓におけるグリコーゲン含量 -----------------------------27 

   d) 考察 -------------------------------------------------------------------------------------------------28 

   e) 結論 -------------------------------------------------------------------------------------------------32 

  2) 研究課題 2 2 週間の水素水摂取がラットの運動誘発性酸化ストレスおよび組織 

グリコーゲン含量ならびに持久的パフォーマンスに及ぼす影響 ----------------------34 

a) 緒言 -------------------------------------------------------------------------------------------------34 

   b) 方法 -------------------------------------------------------------------------------------------------35 

    b-1) 実験動物 -------------------------------------------------------------------------------------35 

b-2) 水素水の調製と投与方法 ----------------------------------------------------------------36 

b-3) 実験プロトコル ----------------------------------------------------------------------------36 

b-4) 血液および組織サンプリング ----------------------------------------------------------37 

b-5) 酸化ストレス指標の測定 ----------------------------------------------------------------37 

b-6) 組織グリコーゲン含量および血中エネルギー基質の測定 ----------------------38 

b-7) 統計処理 -------------------------------------------------------------------------------------38 

   c) 結果 -------------------------------------------------------------------------------------------------38 

c-1) ラットの体重, 給水量, 給餌量および運動パフォーマンス ---------------------39 

c-2) ラット血漿および骨格筋における酸化ストレス指標 -----------------------------39 

c-3) ラットの組織グリコーゲン含量および血中エネルギー基質 --------------------41 

c-4) 各測定項目の変化量 -----------------------------------------------------------------------41 

   d) 考察 -------------------------------------------------------------------------------------------------43 

   e) 結論 -------------------------------------------------------------------------------------------------46 

  3) 研究課題 3 ダウンヒル運動後の酸化ストレスおよび遅発性筋痛に及ぼす水素入浴  

の効果 -------------------------------------------------------------------------------------------------47 

   a) 緒言 -------------------------------------------------------------------------------------------------47 

   b) 方法 -------------------------------------------------------------------------------------------------49 

b-1) 被験者 ----------------------------------------------------------------------------------------49 

b-2) 最大酸素摂取量の測定 -------------------------------------------------------------------49 

b-3) 実験プロトコル ----------------------------------------------------------------------------50 

b-4) 入浴の方法 ----------------------------------------------------------------------------------52 

b-5) 血液生化学的分析 -------------------------------------------------------------------------53 

b-6) 統計処理 -------------------------------------------------------------------------------------53 

   c) 結果 -------------------------------------------------------------------------------------------------54 



c-1) ダウンヒル運動時の運動強度および入浴温度 --------------------------------------54 

c-2) 遅発性筋痛および筋損傷ならびに血中乳酸濃度 -----------------------------------54 

c-3) 酸化ストレスおよび炎症指標 -----------------------------------------------------------55 

   d) 考察 -------------------------------------------------------------------------------------------------58 

   e) 結論 -------------------------------------------------------------------------------------------------62 

 

第4章 総合討論および今後の課題 -------------------------------------------------------------------- 63 

 1. 各研究課題の総括 -------------------------------------------------------------------------------------63 

 2. 総合討論および今後の課題 -------------------------------------------------------------------------64 

1) 疲労困憊運動の強度の違いが生体の酸化ストレスに及ぼす影響 ----------------------64 

2) 運動誘発性酸化ストレスおよびその関連指標に及ぼす水素摂取の影響 -------------65 

 3. 結語 -------------------------------------------------------------------------------------------------------69 

 

参考文献 --------------------------------------------------------------------------------------------------------70 

謝辞 --------------------------------------------------------------------------------------------------------------85



略語・略号一覧 
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第 1 章 研究の背景と目的 

 

 ヒトをはじめとする好気性生物は, 大気中に存在する酸素（O2）を体内に取り込み, こ

れを利用することでエネルギーを生み出し, 日々の生命活動を営んでいる. このように, 酸

素は多くの生物にとって必要不可欠な物質であるが, 体内に取り込まれた酸素の一部は, 

スーパーオキシド（O2
−･）, 過酸化水素（H2O2）およびヒドロキシラジカル（･OH）など

の活性酸素種（以下 ROS）および不対電子を有するフリーラジカルに変換されることが知

られている（Finaud & Filaire, 2006, Halliwell & Gutteridge, 2007）. これらの ROS お

よびフリーラジカルは, 免疫反応や細胞内のシグナル伝達など, 生体の恒常性維持（ホメ

オスタシス）において重要な役割を果たす一方で, 脂質, タンパク質および核酸などの生

体分子を酸化傷害するという負の作用も同時に持ち合わせている（Valko et al., 2007）.    

対照的に, 生体には, スーパーオキシドディスムターゼ（以下 SOD）, カタラーゼ（以

下 CAT）およびグルタチオンペルオキシダーゼ（以下 GPX）などの酵素的抗酸化物質

（Enzymatic antioxidants）と, ビタミン C, ビタミン E および還元型グルタチオン（以

下 GSH）などの非酵素的抗酸化物質（Non-enzymatic antioxidants）から構成される抗

酸化防御機構が備わっており, ROSおよびフリーラジカルによる負の作用を抑止するため

の仕組みを自らが保有している（Finaud & Filaire, 2006; Powers & Jackson, 2008）. し

かしながら, これら生体の保有する抗酸化防御能を上回る量の ROS およびフリーラジカル

が産生された場合には, 細胞内の酸化‐抗酸化平衡の不均衡が生じ, その結果として酸化

ストレスが誘導されることとなる（Sies & Jones, 2007）. 酸化ストレスの慢性化は, 糖尿

病, がん, 循環器疾患, 神経障害などの疾患の発症, およびその進行に深く関わっており, 

老化過程への関与も示唆されている（Harman, 2006; Valko et al., 2007）.  

 健康・スポーツ科学の分野では, 一過性の持久的運動により生体内の ROS およびフリー

ラジカルの産生が増加し, 酸化ストレスが誘導されることが 30 年以上も前から報告されて
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いる（Dillard et al., 1978; Brady et al., 1979; Davies et al., 1982）. 一般的に, 運動誘発

性酸化ストレスは, 運動強度や時間といった運動負荷の影響を強く受けることが報告され

ており（Alessio et al., 1988; Koz et al., 1992; Bloomer et al., 2007a; Lamprecht et al., 

2008）, 酸素を大量に消費する有酸素性運動だけでなく, 短時間の無酸素性運動（e.g. ス

プリント運動およびレジスタンス運動など）によっても引き起こされることが明らかにさ

れている（Alessio et al., 1988; Marzatico et al., 1997; McBride et al., 1998）. このよう

に, 運動強度または運動時間の違いが生体の酸化ストレスに及ぼす影響を検討した論文は

いくつか存在するものの, 疲労困憊運動の強度の違いが生体の酸化ストレスに及ぼす影響

は未だ明らかにされていない.   

 ところで, 運動による過剰な ROSおよびフリーラジカルの産生は, 生体分子の酸化傷害

だけではなく, 生体に様々な負の作用をもたらすことが報告されている. Reid et al. (1994) 

は, 非酵素的抗酸化物質である GSH を増加させるはたらきを持つ N-アセチルシステイン

（以下 NAC）を静脈投与することで, 低周波電気刺激による前脛骨筋の疲労が抑制される

ことを明らかにした. また, Medved et al. (2004) は, NAC の静脈投与により最大下自転車

運動における持久的パフォーマンスが改善されることを報告しており, 運動により産生さ

れる過剰な ROSおよびフリーラジカルは, 局所的な筋疲労に加えて, 全身性の持久的パフ

ォーマンスの低下にも関与しているものと考えられる. 実際に, ROS およびフリーラジカ

ルが筋疲労あるいは持久的パフォーマンスの低下に関与していることを示すエビデンスは, 

ヒトおよび動物実験を問わず多数存在している（Novelli et al., 1990, 1991; Shindoh et 

al., 1990; McKenna et al., 2006）.  

 ROSおよびフリーラジカルが筋疲労ならびに持久的パフォーマンスの低下を引き起こす

メカニズムについては未だ不明な点が多いが, 筋のカルシウム感受性の低下や（Andrade 

et al., 2001）, 筋内のカリウム平衡の攪乱（McKenna et al., 2006）に ROS およびフリー

ラジカルが関与している可能性がこれまでに示されている. さらに, Aoi et al. (2008) は, 
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ROS およびフリーラジカルが骨格筋における脂質代謝を抑制し, 結果として筋グリコーゲ

ンの利用率を高める可能性を示している. 骨格筋におけるグリコーゲン含量は, 持久的パ

フォーマンスを規定する重要な因子であることから（Bergström et al., 1967; Bergström 

& Hultman, 1967）, 過剰な ROS およびフリーラジカルの産生は, 筋内におけるエネルギ

ー基質の利用動態を変化させることで, 間接的に持久的パフォーマンスを低下させる可能

性があるといえる. 実際に, Aoi et al. (2008) は, 抗酸化物質であるアスタキサンチンの摂

取によりマウスの持久的パフォーマンスが向上することを報告している. これらのことか

ら, 運動による過剰な ROS およびフリーラジカルの産生は, 筋グリコーゲンの利用率増加

やその他の要因により筋疲労および持久的パフォーマンスの低下を引き起こすものと考え

られる.  

 筋疲労や持久的パフォーマンスの低下に加え, ROS およびフリーラジカルは筋損傷にも

関与することが示唆されている. 伸張性筋収縮を伴う筋損傷性運動（Muscle-damaging 

exercise）では, その回復過程において食細胞（e.g. 好中球およびマクロファージ）の組

織への浸潤が促進され, 貪食時の呼吸バースト（Respiratory burst）により相当量の ROS

およびフリーラジカルが放出されると考えられている（Brickson et al., 2003; Tidball, 

2005）. これら一連の生理的現象は, 筋の修復や再生において必要不可欠である一方で, 

二次的な筋損傷を引き起こす要因となりうることが示されている（Brickson et al., 2003; 

Tidball, 2005）. 筋損傷は, 遅発性筋痛, 筋力および関節可動域の低下, ならびに筋膨張な

どの症状を介して運動パフォーマンスを一時的に低下させることから（McGinley et al., 

2009; Nikolaidis et al., 2008）, ROS およびフリーラジカルは筋損傷性運動後に生じる一

時的な運動パフォーマンスの低下にも部分的に関与しているものと思われる.  

以上のように, 運動時あるいは運動後に生じる過剰な ROS およびフリーラジカルの産生

は, 筋疲労, 持久的パフォーマンスの低下および筋損傷など, 生体に様々な負の作用をもた

らすといえる. そのため, これらの負の作用を抑制するための補助的な抗酸化物質摂取の
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効果について, これまでに膨大な数の研究が行われている. 実際に, ビタミン C, ビタミン

E をはじめとする抗酸化物質の摂取が, 筋疲労（Shindoh et al., 1990; Barclay & Hansel, 

1991; Reid et al., 1992, 1994; Travaline et al., 1997）, 持久的パフォーマンスの低下

（Novelli et al., 1990, 1991; Medved et al., 2004; McKenna et al., 2006; Aoi et al., 

2008）および筋損傷（Van Der Meulen et al., 1997; McBride et al., 1998; Sacheck et al., 

2003）に対し有効であることがヒトおよび動物実験において報告されている. 

近年, 新たな抗酸化物質として水素分子（以下水素）に注目が集まっている. 水素は, 最

小かつ高い可燃性を有する無色, 無味, 無臭のガス状分子である（Huang et al., 2010）. 

水素は, 生体内において不活性ガスとして挙動するものと長年考えられてきたが, 2007 年, 

Ohsawa et al. は, 水素がヒドロキシラジカルおよびペルオキシナイトライト（ONOO−）

を選択的に還元し, 細胞を効率的に保護することを報告した. また, この先行研究では, 水

素ガスを吸入することで, 虚血‐再灌流後のラットの脳損傷が著しく抑制されることも明

らかにしている. 以来, 水素の抗酸化作用に大きな関心が寄せられることとなり, 現在まで

に, がん, 糖尿病, 心血管疾患および神経変性疾患などの様々な疾患に対して水素が有効で

あることが報告されている（Huang et al., 2010; Ohta, 2011）. さらに, これらの疾患の

予防・改善効果は, 抗酸化作用のみで説明できるものではなく, 抗炎症作用, 神経保護作

用, 抗代謝異常作用など, 水素が様々な生理作用を併せ持つことがこれまでに明らかにさ

れている（Huang et al., 2010; Ohta, 2011）.  

このように, 疾患に対する水素の有効性は数多く報告されている一方で, 運動誘発性酸

化ストレスおよびその関連指標に対する水素摂取の効果についてはほとんど明らかにされ

ていない. 水素は, ガス状分子であることから摂取方法が多彩であり（e.g. 水素ガスの吸

入, 水素水の飲用および水素入浴など）, また, その化学的特性から, 細胞膜を容易に通過

し, ミトコンドリアなどの細胞小器官に急速に拡散することができるという利点を有して

いる（Huang et al., 2010; Ohta, 2011）. そのため, このような利点を有する水素が, 運動
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誘発性酸化ストレスおよびその関連指標に及ぼす影響を明らかにすることは極めて重要で

あると考えられる.  

以上のことから, 本研究では, 疲労困憊運動の強度の違いが生体の酸化ストレスに及ぼ

す影響を明らかにすることを第 1 の目的とした（研究課題 1）. また, 水素水の飲用あるい

は水素入浴という 2 つの摂取方法を用いて, 運動誘発性酸化ストレスおよびその関連指標

に及ぼす水素摂取の影響についても併せて検討することとした（研究課題 2 および 3）. 

本研究の課題は以下の 3 つである.  

 

【研究課題 1・動物実験】 

強度の異なる疲労困憊運動がラット血漿および骨格筋の酸化ストレスに及ぼす影響 

【研究課題 2・動物実験】 

2 週間の水素水摂取がラットの運動誘発性酸化ストレスおよび組織グリコーゲン含量なら 

びに持久的パフォーマンスに及ぼす影響 

【研究課題 3・ヒト実験】 

ダウンヒル運動後の酸化ストレスおよび遅発性筋痛に及ぼす水素入浴の効果
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第 2 章 文献考証 

 

1. 安静時における酸化ストレス 

1) 活性酸素種およびフリーラジカルの産生 

 ヒトをはじめとする好気性生物では, 通常の代謝プロセスの一部として恒常的に ROS お

よびフリーラジカルが産生されている（Finaud & Filaire, 2006; Halliwell & Gutteridge, 

2007）. フリーラジカルは, 原子または分子軌道に 1 つないし複数の不対電子を有する分

子または分子断片として定義されており, その中で酸素から派生するものを ROSと呼称し

ている（Finaud & Filaire, 2006; Halliwell & Gutteridge, 2007）. しかし, ROS には, フ

リーラジカルだけでなくノンラジカルも含まれており, また, ROSは他のフリーラジカル

ファミリーである活性窒素種（RNS）などとも密接に関わり合っている（Finaud & 

Filaire, 2006, Halliwell & Gutteridge, 2007, Table 2-1）.  

生体内で最初に生成される ROSおよびフリーラジカルは, スーパーオキシドおよび一酸

化窒素（NO・）であり, 次いで過酸化水素, ヒドロキシラジカル, ペルオキシナイトライト

および次亜塩素酸（HOCl）などに続く連鎖反応が開始される（Finaud & Filaire, 2006, 

Halliwell & Gutteridge, 2007）. これらの ROS およびフリーラジカルは, 免疫反応や細

胞内のシグナル伝達などにおいて好ましい効果（Positive effect）を発揮するものの, 脂

質, タンパク質および核酸などを酸化傷害するという負の効果（Negative effect）も発揮

することが知られている（Finaud & Filaire, 2006; Halliwell & Gutteridge, 2007）. 実際

に, 先行研究では, 安静時における ROS およびフリーラジカルの産生が生体内のあらゆる

組織（e.g. 肝臓, 腎臓, 心臓, 骨格筋など）で行われていることや, これらの組織において

常に一定レベルの酸化傷害が引き起こされていることなどが報告されている（Nikolaidis 

et al., 2012）.  
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Table 2-1. Classification of free radicals (Finaud & Filaire, 2006) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2) 抗酸化防御システム 

 生体には, ROS およびフリーラジカルによる有害な影響から細胞を保護するための抗酸

化防御システムが備わっている. 抗酸化防御システムは, SOD, CAT および GPX を含む酵

素的抗酸化物質と, ビタミン C, ビタミン E および GSH 含む非酵素的抗酸化物質から構成

されており, 細胞内外において基質の酸化を遅らせたり, またはそれを防止する役割を担

っている（Finaud & Filaire, 2006; Halliwell & Gutteridge, 2007, Table 2-2）. 一般的に, 

抗酸化システムの能力は栄養摂取量（e.g. ビタミンおよびミネラルなど）の影響を受ける

ものの, ヒトを除く多くの哺乳類では生体内で自らビタミン C を合成することができる点

に注意が必要である（Chatterjee et al., 1973）.  

 

Free radical Contraction Half-life 

Reactive oxygen species ROS  

Superoxide anion O2
−･ 10-5 sec 

Ozone O3 Stable 

Singlet oxygen 1O2 1 μsec 

Hydroxyl radical ･OH 10-9 sec 

Hydrogen peroxide H2O2 Stable 

Hypochlorous acid HOCl Stable 

Alkoxyl radical RO･ 10-6 sec 

Peroxyl radical ROO・ 7 sec 

Hydroperoxyl radical ROOH・  

Reactive nitrogen species RNS  

Nitric oxide NO･  

Nitric dioxide NO2・ 1-10 sec 

Peroxynitrite ONOO－ 0.05-1 sec 
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Table 2-2. The major antioxidants in biological systems (Finaud & Filaire, 2006) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3) 酸化ストレスの定義と疾患 

 上述したように, 生体内では, 複雑な調節メカニズムのもとで常に酸化‐抗酸化平衡が

一定に保たれているものの, 何らかの生理的刺激（e.g. 放射線, アルコールおよび運動）

が加わることでこれが酸化方向に傾き, 酸化ストレスが誘発される（Fig. 2-1）. 酸化スト

レスは, 当初「酸化‐抗酸化平衡が攪乱され酸化方向に傾くこと」と定義されていたが

（Sies & Cadenas, 1985）, その後の研究の発展により,「酸化‐抗酸化の不均衡により酸

化に傾き, レドックスシグナル伝達およびその制御の混乱およびあるいは分子傷害が引き

起こされること」と再定義されている（Sies & Jones, 2007）. 酸化ストレスの慢性化は, 

糖尿病, がん, 循環器疾患および神経障害などの疾患の発症やその進行に深く関わってお

り, 老化への関与も懸念されている（Harman, 2006; Valko et al., 2007）. そのため, 酸

化‐抗酸化平衡を維持することは, 生物の生存と健康において極めて重要であると考えら

れる.  

 

Enzymatic antioxidant Non-enzymatic antioxidant 

Mn-SOD Vitamin E (tocopherol) 

Cu-Zn-SOD Vitamin A (retinol) 

CAT Vitamin C (ascorbic acid) 

GPX GSH 

 Uric acid  

 Flavonoids 

 
Other antioxidants (e.g. bilirubin, coenzyme Q10, 

thioredoxin, glutaredoxin) 
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Fig. 2-1. Cellular redox balance between oxidants and antioxidants, 

and concept of oxidative stress (Powers et al. 2004) 

 

 

4) 酸化ストレスの測定法 

 Powers & Jackson (2008) は, 自身の総説の中で, 生体内の酸化ストレスを反映する生

体指標（酸化ストレス指標）を大きく 4 つに分類している（Fig. 2-2）. 1 つ目は, ROS お

よびフリーラジカルなどの酸化体（Oxidants）を検出する方法である. ROS およびフリー

ラジカルの多くは反応性が高く, 半減期が極めて短いことから直接測定することが困難で

あるものの, 蛍光プローブやスピントラップ剤といった外因性分子を用いて発光または安

定化させた後に測定することが可能である. しかし, 上述したように, 生体の酸化ストレス

は酸化‐抗酸化平衡によって決定されるため, 酸化体の測定だけでは酸化ストレスを厳密

に評価することはできないといわれている（Powers & Jackson, 2008）. 

2 つ目は, 組織における抗酸化レベルを測定する方法である. 抗酸化レベル（濃度または

活性）は, それぞれの組織によって異なるものの, 酸化ストレスに曝露されることで上昇

あるいは減少する. 抗酸化レベルの測定は, 酸化ストレスを反映する有用な指標であるが, 

栄養状態が測定結果に影響を及ぼす危険性を孕んでいる. 

3 つ目は, 酸化生成物（Oxidation products）を測定する方法である. この酸化生成物に

は, タンパク質酸化の指標であるカルボニル化タンパク質（以下 PC）, 脂質酸化の指標で

Redox 
Balance

Redox Balance and 
Oxidative Stress

Oxidants Antioxidants

Oxidative 
Stress

Reductive 
Stress
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ある F2-イソプロスタン, マロンジアルデヒド（以下 MDA）, DNA 酸化の指標である 8-ヒ

ドロキシグアノシン（以下 8-OHdG）などが含まれている. これら酸化生成物の測定は, 

酸化ストレスを評価するうえで最も重要であると考えられているが（Powers & Jackson, 

2008）, 酸化ストレス期においても微量にしか存在しないため, しばしば測定が困難とな

る.     

4 つ目は, 酸化還元（レドックス）平衡を測定する方法である. 最も頻繁に用いられてい

るレドックス指標は, 還元型グルタチオン・酸化型グルタチオン比（以下 GSH/GSSG

比）である. レドックス指標は, 生体内の酸化‐抗酸化平衡を両面から評価できるため, 非

常に有用な酸化ストレス指標であるが, その反面, 他の方法と同様に, 組織の摘出やサンプ

ル処理を行う際の手技が結果に影響する可能性が指摘されている（Powers & Jackson, 

2008）.  

以上のように, それぞれの酸化ストレス指標には長所と短所が共存していることから, 

生体内の酸化ストレスを評価する最良の指標は今のところ存在しないといえる. そのため, 

単一の酸化ストレス指標を測定するのではなく, 複数の酸化ストレス指標を測定すること

により生体の酸化ストレス状態を評価する方法が広く推奨されている（Halliwell & 

Gutteridge, 2007; Powers et al., 2010）.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-2. Markers of oxidative stress (Powers & Jackson, 2008) 

Oxidants
Superoxide anions
Hydroxyl radical
Hydrogen peroxide
Other radicals

Antioxidants
Glutathione
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Total antioxidant capacity

Oxidation products
Protein carbonyls
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8-OH-dG
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Other?
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2. 運動誘発性酸化ストレス 

1) 一過性の運動と酸化ストレス～ヒト試験～ 

Dillard et al. (1978) は, 最大酸素摂取量（以下V
・

O2max）の 50%強度での自転車エルゴ

メーター運動を 60 分間行うことにより, 脂質過酸化の指標である呼気ペンタン濃度が増加

することを報告した. この先行研究は, ヒト実験, 動物実験を問わず, 運動が生体内の酸化

ストレスを高めることを示唆した最初の研究であった. その後, 一過性の有酸素性運動に

よる酸化ストレスレベルの増加は, 血液においても同様に観察されている（Lovlin et al., 

1987; Gohil et al., 1988）.  

これら 1970 年代後半から 1980 年代までに行われたいくつかの先行研究を契機として, 

運動誘発性酸化ストレスに関する研究が盛んに行われるようになり, 現在までに, 生体の

酸化ストレス指標に及ぼす一過性の有酸素性運動の影響について膨大な数の報告がなされ

ている. これらの先行研究を整理すると, 対象者は健常な若年男性が最も多く, 研究毎に異

なるトレーニング状況（Training status）を有する被験者が選定されているようである. 

運動様式としては, 自転車エルゴメーター運動またはトレッドミル運動が最も多く, 実験

室（人工気象室）内において最大あるいは最大下運動を 10～90 分間行わせている事例が

多く見受けられる. また, 一部の研究では, ダウンヒル運動など, 伸張性筋収縮を伴う運動

様式が採用されている. 分析対象となる生体試料（サンプル）には, 血液が用いられるこ

とが圧倒的に多く, それ以外の生体サンプル（e.g. 呼気, 骨格筋および尿）を対象とした

研究はかなり限られる. これらの生体サンプルを用いた酸化ストレスの評価には, 脂質, タ

ンパク質, DNA などの酸化生成物（e.g. MDA, PC および 8-OHdG）の測定が広く用いら

れており, 組織中の抗酸化レベルやレドックス平衡の測定なども頻繁に用いられている. 

1990 年代以降に行われた先行研究では, 一過性の有酸素性運動が生体内における脂質

（Kanter et al., 1993; Sen et al., 1994b; Alessio et al., 1997; Leaf et al., 1997; Ashton et 

al., 1998; Michailidis et al., 2007）, タンパク質（Alessio et al., 2000; Goldfarb et al., 
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2005b; Bloomer et al., 2006, 2007a; Michailidis et al., 2007）および DNA（Hartman et 

al., 1994; Niess et al., 1996; Morillas-Ruiz et al., 2005）の酸化傷害指標を増加させるこ

とが報告されている. 同様に, 一過性の有酸素性運動が生体内の抗酸化レベルやレドック

ス平衡に影響を及ぼすことも数多く報告されている（Sastre et al., 1992; Viguie et al., 

1993; Sen et al., 1994b; Laaksonen et al., 1996; 1999; Alessio et al., 2000; Quindry et 

al., 2003; Medved et al., 2004; Goldfarb et al., 2005b; Michailidis et al., 2007）. その一

方で, 一過性の有酸素性運動が ROSおよびフリーラジカルなどの酸化体を増加させること

を直接的に示したエビデンスは極めて限定的である（Ashton et al., 1998, 1999）. このよ

うに, 一過性の有酸素性運動は生体の酸化ストレスを誘発する生理的刺激の一つであると

考えられているが, その一方で, 一部の酸化ストレス指標または全ての酸化ストレス指標

において, 運動による影響が認められていない先行研究も一定数存在している（Alessio et 

al., 2000; Quindry et al., 2003; Bloomer et al., 2005, 2006）.  

ところで, 運動誘発性酸化ストレスは, 有酸素性運動だけではなく, 無酸素性運動によっ

ても惹起されることが先行研究において示唆されている. 具体的には, スプリント走の繰

り返し（Marzatico et al., 1997）, ウィンゲートテスト（Groussard et al., 2003a, 

2003b）, 全身性（McBride et al., 1998; McAnulty et al., 2005）および局所性（Lee et 

al., 2002; Bloomer et al., 2005, 2007b; Hudson et al., 2008）のレジスタンス運動が血中

の酸化ストレスを高めることが報告されている. また, いくつかの先行研究では, 筋バイオ

プシー法を用いて, 局所性のレジスタンス運動が骨格筋の酸化ストレスを高めることを報

告している（Child et al., 1999; Radak et al., 1999; Bailey et al., 2007）.   

 

2) 一過性の運動と酸化ストレス～動物実験～ 

 Brady et al. (1979) は, ラットに対し, 体重の 2%重量の重りを負荷した水泳運動を疲労

困憊に至るまで行わせた結果, 後肢骨格筋および肝臓における TBARS レベルが増加する
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ことを明らかにした. 同様に, Davies et al. (1982) は, 動物用トレッドミルを用いて, ラッ

トに漸増負荷による疲労困憊運動を行わせた結果, 後肢骨格筋および肝臓における TBARS

レベルが増加することを明らかにしている. 重要なことに, この先行研究では, 後肢骨格筋

および肝臓におけるフリーラジカルレベルが疲労困憊運動により増加することを ESR 法

により明らかにしている. この研究は, 一過性の持久的運動が組織内におけるフリーラジ

カル産生を高めることを直接的に証明した最初のエビデンスであり, 運動誘発性酸化スト

レスの研究における大きな転換点となった.  

 これまでの先行研究を概観すると, 実験動物を対象とした研究の多くは, 有酸素性運動

のプロトコルとして水泳運動またはトレッドミル運動を行わせている. 被験動物には, 運

動不足（Sedentary）の個体を用いることが多く, 事前に数日間の予備運動を行わせた後

に本運動を行なわせる方法が広く用いられている. 分析対象となる生体サンプルは, 血液

を主な対象とするヒト研究とは異なり, 骨格筋をはじめとする生体組織が頻繁に用いられ

ている. また, 酸化ストレスの評価には, ヒト研究と同様に, 酸化生成物, 抗酸化レベルお

よびレドックス平衡などの測定が用いられる事例が多く見受けられる. 加えて, 一部の研

究では, 組織学的な方法を用いた酸化ストレスの評価も実施されている.  

 実験動物を対象とした研究では, 一過性の有酸素性運動が血中の酸化ストレスだけでな

く, 骨格筋, 脳, 心臓, 肺, 肝臓, 腎臓, 脾臓などの各組織における酸化ストレスを高めるこ

とが示唆されている（Kumar et al., 1992; Leeuwenburgh & Ji, 1995; Radak et al., 1996: 

Bejma et al., 1999; Liu et al., 2000; Kruger et al., 2009; Dalla Corte et al., 2013）. また, 

注目すべきことに, Liu et al. (2000) は, 一過性の有酸素性運動に対する酸化ストレス応答

は, 組織特異的であることを明らかにしている. この先行研究では, 運動後の抗酸化レベル

（e.g. ビタミン C, ビタミン E およびグルタチオンなど）が各組織によって異なる応答を

示していたことから, 一過性の有酸素性運動に対する酸化ストレス応答は, 各組織および

その抗酸化レベルに応じて異なるものと考えられる.  
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ヒトを対象とした研究と同様に, 実験動物を対象とした研究においても無酸素性運動に

よる酸化ストレスの増加が観察されている. 動物モデルでは, トレッドミルを用いた高強

度運動（Alessio et al., 1988; Kayatekin et al., 2002）や, 電気刺激による筋収縮の繰り返

し（Jackson et al., 1985）によって活動筋の酸化ストレスが高まることが報告されている. 

また, このような無酸素性運動による酸化ストレスの増加は, 骨格筋以外の組織（i.e. 肺）

においても同様に観察されていることから（Radak et al., 1998）, 無酸素性運動による酸

化ストレスは, 有酸素性運動と同様に様々な組織において生じているものと推測される.  

 

3) ヒト試験および動物実験の長所と短所 

ヒト試験および動物実験の長所ならびに短所をまとめると, ヒトを対象とした研究では, 

酸素摂取量（以下V
・

O2）や心拍数などの生理的指標を用いて運動強度を厳密に設定できる

という利点を有しているものの, 骨格筋やその他の組織における酸化ストレスを評価する

ことは, 高い侵襲性を伴うことから困難である. 一方, 実験動物を対象とした研究では, 運

動様式が極めて限定され, また, 方法論的に不可能ではないものの, 運動の強度設定を個別

に行うことは非常に困難である. しかし, 動物実験ではあらゆる生体組織を分析対象とす

ることができ, さらには, 遺伝的要因や環境的要因による影響をある程度排除できる点な

どを利点として挙げることができる. 

 

3. 運動誘発性酸化ストレスに対する抗酸化物質摂取の効果 

1) 運動誘発性酸化ストレスに対する抗酸化物質摂取の効果～ヒト試験~ 

 運動誘発性酸化ストレスに対する抗酸化物質摂取の効果については, 1970 年代後半から

現在に至るまで膨大な数の研究が行われてきた. これらの先行研究を概観すると, 抗酸化

物質にはビタミン C, ビタミン E を筆頭に, β-カロテン, コエンザイム Q10, α-リポ酸, NAC, 

ケルセチン, レスベラトロール, ポリフェノール類など, 多種多様なサプリメントが用いら
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れており, これらの複合摂取による効果も検討されている. また, その摂取期間は短期

（i.e. 単回～数日間）から長期（i.e. 1 週間～数ヶ月）に至るまで実に様々であり, 投与の

タイミング（運動前, 運動時および運動後）やその摂取量も研究毎に異なっている. その

他, 対象者, 運動プロトコル（i.e. 運動様式, 強度および時間）, 分析対象となる生体サン

プルおよび酸化ストレスの評価方法については, 一般的な運動誘発性酸化ストレスの研究

とほぼ同様である（p.11 参照）.  

 先行研究では, ビタミン C（Alessio et al., 1997; Ashton et al., 1999; Goldfarb et al., 

2005b）, ビタミン E（Dillard et al., 1978; Sumida et al., 1989; Itoh et al., 2000）, およ

びその複合摂取（Kanter et al., 1993; Mastaloudis et al., 2004a, 2004b; Bloomer et al., 

2006; Davison et al., 2007; Goldfarb et al., 2005a, 2007）が運動誘発性酸化ストレスの抑

制に効果的であることが報告されている. また, その他の抗酸化物質においても, 運動誘発

性酸化ストレスに対する有効性が数多く報告されている（Sen et al., 1994a, 1994b; 

Sumida et al., 1997; Morillas-Ruiz et al., 2005）.  

加えて, 運動誘発性酸化ストレスの抑制によってもたらされる生理的影響についても同

様に検討が行われている. これまでに, ビタミン C やビタミン E をはじめとする抗酸化物

質の補助的な摂取が, 筋疲労（Reid et al., 1994; Travaline et al., 1997）, 持久的パフォー

マンスの低下（Medved et al., 2004; McKenna et al., 2006）および筋損傷（McBride et 

al., 1998; Sacheck et al., 2003; Bloomer et al., 2004; Bryer & Goldfarb, 2006）の抑制に

有効であることが報告されている. さらに, 筋損傷に付随して起こる二次的な酸化ストレ

ス（Thompson et al., 2001b; Bryer & Goldfarb, 2006; Close et al., 2006）, 炎症反応

（Cannon et al., 1990, 1991; Thompson et al., 2001b; Phillips et al., 2003; Fischer et al., 

2004）および遅発性筋痛（Kaminski & Boal, 1992; Thompson et al., 2001b; Bryer & 

Goldfarb, 2006）に対する抗酸化物質摂取の有効性についても報告がなされている.   
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2) 運動誘発性酸化ストレスに対する抗酸化物質摂取の効果～動物実験～ 

ヒトを対象とした研究とは異なり, 実験動物を対象とした研究では, 骨格筋に代表され

る生体の各組織における運動誘発性酸化ストレスに対する抗酸化物質摂取の効果が検討さ

れている. 事実, 抗酸化物質摂取による運動誘発性酸化ストレスの抑制効果は, 骨格筋をは

じめ, 心臓, 肝臓および腎臓などの生体各組織において観察されている（Brady et al., 

1979; Kumar et al., 1992; Reznick et al., 1992; Sastre et al., 1992; Radak et al., 1996; 

Khanna et al., 1999; Lee et al., 2009）. 

また, 他方では, ヒト研究と同様に筋疲労（Shindoh et al., 1990; Barclay & Hansel, 

1991; Reid et al., 1992; Diaz et al., 1994; Khawli & Reid, 1994; Supinski et al., 1997）, 

持久的パフォーマンスの低下（Novelli et al., 1990, 1991; Asha Devi et al., 2003; Aoi et 

al., 2008; Davis et al., 2009; Lee et al., 2009; Nogueira et al., 2011; Wu et al., 2013）お

よび筋損傷（Van Der Meulen et al., 1997; Kyparos et al., 2011; Pinheiro et al., 2012）

に対する抗酸化物質摂取の有効性を示すエビデンスは数多く存在している.  

 ヒト試験および動物実験の結果をまとめると, 補助的な抗酸化物質の摂取は, 運動誘発

性酸化ストレスおよびその負の作用に対して一定の効果を発揮するものと考えられる. し

かし, その一方で, 運動誘発性酸化ストレスおよびその負の作用に対する抗酸化物質摂取

の有効性について否定的な見解を示した先行研究（Warren et al., 1992; Thompson et al., 

2001a; Beaton et al., 2002; Nieman et al., 2002; Thompson et al., 2003, 2004; Connolly 

et al., 2006; Teixeira et al., 2009）や, 反対に, 酸化ストレスを助長する危険性を指摘した

先行研究（Childs et al., 2001; Nieman et al., 2004）も散見される. これら結果の不一致

を生む要因として, 運動プロトコル（e.g. 運動様式, 強度および時間）, 実験対象（e.g. 

年齢, 栄養摂取量およびトレーニング状況）および抗酸化物質の摂取プロトコル（e.g. 種

類, 用量, 期間, タイミング）の違いなどが影響している可能性が考えられる.   
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3) 運動トレーニングによる生理的適応に及ぼす抗酸化物質摂取の影響 

Gomez-Cabrera et al. (2008) は, ビタミン C の長期的かつ過剰な投与が持久的トレー

ニングによる骨格筋の適応を阻害し, トレーニング効果を減弱させる可能性を報告してい

る. この先行研究を契機として, 抗酸化サプリメントの摂取が運動トレーニングによる骨

格筋の生理的適応に負の影響を及ぼすのか否かについて多くの関心が寄せられることとな

った. いくつかの反証論文が存在するものの（Wadly et al., 2010; Yfanti et al., 2010; 

Higashida et al., 2011）, 抗酸化サプリメントの摂取はトレーニングによる骨格筋の生理

的適応を阻害する危険性があることから（Ristow et al., 2009; Strobel et al., 2011; 

Paulsen et al., 2014）, 長期的かつ過剰な抗酸化物質の摂取には注意を要する. 

 

4. 新たな抗酸化物質としての水素 

1) 疾患に対する水素摂取の効果 

水素は, 最小かつ高い可燃性を有する無色, 無味, 無臭のガス状分子である（Huang et 

al., 2010）. ヒトを含む哺乳類動物は, 水素の触媒（i.e. ヒドロゲナーゼ）を持たないた

め, 哺乳類動物の細胞内において水素は不活性ガスとして挙動するものと長年考えられて

きた. しかし, 2007 年になって, Ohsawa et al. (2007) は, 水素がヒドロキシラジカルおよ

びペルオキシナイトライトを選択的に還元し, 細胞を効率的に保護することを報告した. 

また, この先行研究では, 水素ガスの吸入により, 虚血‐再灌流後のラットの脳損傷が著し

く抑制されることも示されている. 以来, 水素の医療応用に向けた研究が盛んに行われる

ようになり, これまでに, がん, 糖尿病, 心血管疾患および神経変性疾患などの様々な疾患

に対する水素の有効性が示されている（Huang et al., 2010; Ohta, 2011）. 水素によるこ

れらの有益な効果は, 直接的な抗酸化作用だけではなく, 遺伝子発現調節による間接的な

抗酸化作用も影響していることが報告されている（Huang et al., 2010; Ohta, 2011）. ま

た, 水素は, 抗酸化作用だけでなく, 抗炎症作用, 神経保護作用および抗代謝異常作用など, 
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様々な生理作用を介して疾患の改善に寄与することも明らかにされている（Huang et al., 

2010; Ohta, 2011）.  

 

2) 運動に対する水素摂取の効果 

 Aoki et al. (2012) は, 男子大学サッカー選手 10 名を対象として, 75%V
・

O2max 強度での

自転車エルゴメーター運動を 30 分間, および 100 回の等速性膝伸展運動を行わせ, 水素水

摂取の影響を検討した. その結果, 水素水を摂取させた群では, 血中乳酸濃度の抑制やピー

クトルクの改善が認められたものの, 血中の酸化ストレス指標（i.e. 活性酸素代謝産物濃

度 以下 d-ROMs; 生物学的抗酸化能 以下 BAP）に対する効果は観察されなかった. また, 

その他の研究では, 水素が運動による血液 pH の低下を抑制する可能性が示されている

（Ostojic, 2012）. しかし, 疾患に対する水素摂取の効果については数多くの報告がなさ

れているものの,  運動に対する水素摂取の効果についてはほとんど報告がなされていな

い. 

 

3) 水素の利点およびその摂取方法 

水素は, 他の抗酸化物質とは異なるいくつかの長所を有する. まず, 水素はその化学的特

性から, 細胞膜を容易に通過しミトコンドリアなどの細胞小器官に急速に拡散することが

できる点を挙げることができる. また, 水素はガス状分子であることから, 水素ガスの吸

入, 水素水の経口摂取, 水素生理食塩水の静脈投与, 水素の直接的な吸収（e.g. 水素入浴）

および腸内水素を増加させるサプリメントの摂取など, 摂取方法が多彩である点も利点の

一つといえる（Ohta, 2011）. 先行研究では, 余剰分の水素は呼気中から排出されるため

に高濃度の摂取であっても副作用はないことが報告されており（Ohta, 2011）, 摂取方法

の違いが生体内の水素濃度変化に及ぼす影響についても徐々に明らかにされつつある

（Liu et al., 2014）. 
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第 3 章 研究課題の設定と詳細 

 

1. 研究課題の設定 

文献考証に記述した通り, 運動誘発性酸化ストレスは運動の強度と時間の影響を受ける. 

しかし, これらの先行研究では, 強度の異なる運動を一定の時間行わせるか, あるいは同一

強度での運動を異なる時間行わせており, 疲労困憊に至るまで運動を継続させていない. 

そこで, 研究課題 1 では, 疲労困憊運動の強度の違いが生体の酸化ストレスに及ぼす影響

を明らかにするために, ラットに対して低強度運動, 高強度インターバル運動, 漸増負荷運

動の 3 つの異なる疲労困憊運動を負荷し, 血漿および骨格筋における酸化生成物ならびに

抗酸化レベルを変化させるのか否かを観察することとした. なお, ここでの研究課題設定

は, 研究課題 2 での運動様式を選択することと深く関わっている. 

研究課題 2 では研究課題 1 で決定した運動様式を用いて, 運動誘発性酸化ストレスおよ

びその関連指標に及ぼす水素摂取の影響を検討した. 近年では, 新たな抗酸化物質として

の水素に注目が集まっているものの, 運動誘発性酸化ストレスに対するその影響は未だ明

らかにされていない. そこで, ここでは, ラットに対して水素水またはミネラルウォーター

のいずれかを 2 週間に亘り摂取させ, 疲労困憊運動を行った際の酸化ストレスおよび組織

グリコーゲン含量ならびに持久的パフォーマンスに及ぼす影響を検討した.  

研究課題 3 では, 一般的な持久的運動（非筋損傷性運動）とは異なる酸化ストレス応答

を示す筋損傷性運動を用いて, 水素摂取による影響を検討した. 実験動物を対象とした研

究と同様に, 運動誘発性酸化ストレスに対する水素摂取の影響は, ヒトにおいてもほとん

ど明らかにされていない. そこで, ここでは, ヒトを対象として, 平地走行時の 75～85%V
・

O2peak に相当する速度での 30 分間のダウンヒル運動（傾斜－8%）を行わせ, 運動後の酸

化ストレスおよび遅発性筋痛に及ぼすマグ水素を用いた 1 週間の水素入浴の影響を検討し

た.   
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2. 研究課題の詳細 

1) 研究課題 1「強度の異なる疲労困憊運動がラット血漿および骨格筋の酸化ストレスに及 

ぼす影響」 

a) 緒言 

 一過性の持久的運動がスーパーオキシド, 過酸化水素およびヒドロキシラジカルなどの

ROS およびフリーラジカルを増加させることは広く知られている（Powers & Jackson, 

2008）. ROS およびフリーラジカルは, 免疫反応や細胞内シグナル伝達経路の調節, およ

び遺伝子発現の制御など, 生体の恒常性維持において必要不可欠な役割を果たす一方で, 

脂質, タンパク質および核酸などの生体分子に傷害を与えることが知られている（Valko 

et al., 2007）. そのため, 生体内での過剰な ROS およびフリーラジカルの産生は, 糖尿病, 

がん, 循環器疾患, 神経障害などの疾患の進行だけでなく, 老化過程にも関与することが示

唆されている（Harman, 2006; Valko et al., 2007）. また, スポーツ科学の分野では, 筋

収縮に伴う過剰な ROS 産生が筋力の低下や筋疲労に関与する可能性が示されている

（Shindoh et al., 1990; Reid et al., 1994; Andrade et al., 1998）.  

 対照的に, 生体には酵素的（e.g. SOD, CAT および GPX など）および非酵素的な抗酸化

物質（e.g. GSH, 尿酸およびビリルビンなど）から構成される抗酸化防御機構が備わって

おり, ROSおよびフリーラジカルによる悪影響を抑制するはたらきを担っている（Powers 

& Jackson, 2008）. しかしながら, 高強度あるいは長時間の運動では, 抗酸化防御能を上

回る量の ROS およびフリーラジカルが体内で産生され, その結果, 細胞内の酸化‐抗酸化

平衡の不均衡が生じ, 酸化ストレスが誘導されることとなる（Sies & Jones, 2007）. 実際

に, 一過性の持久的運動は, 血中および骨格筋において, TBARS, PC, 8-OHdG などの酸化

ストレス指標を増加させることが多くの先行研究で明らかにされている（Alessio et al., 
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1988; Alessio, 1993; Kanter et al., 1993; Michailidis et al., 2007; Malaguti et al., 

2009）.  

 一般的に, 酸化ストレスの程度は運動の強度および継続時間に依存すると考えられてい

る（Alessio et al., 1988; Koz et al., 1992; Bloomer et al., 2007a; Lamprecht et al., 

2008）. Alessio et al. (1988) は, 高強度運動によるラット骨格筋の TBARS レベルの増加

は, 中強度運動と比べてより大きくなることを報告した. また, Koz et al. (1992) は, 水泳

運動の継続時間の違いがラット骨格筋の TBARS レベルに及ぼす影響を検討し, その結果, 

骨格筋の TBARS レベルは運動時間の延伸に伴い増加していくことを報告している. 同様

に, ヒトを対象とした, Lamprecht et al. (2008) の研究では, 若年の男性鍛錬者を対象とし

て, 70, 75 および 80%V
・

O2max の自転車エルゴメーター運動をそれぞれ 30 分間ずつ行わせ

たところ, 80%V
・

O2max 強度でのみ血漿 PC レベルが増加することを報告している. また, 

Bloomer et al. (2007a) は, トレーニング習慣を有する若年男女を対象に, 70%V
・

O2peak の

自転車エルゴメーター運動を 30, 60 および 120 分間ずつ行わせた結果, 運動時間に依存し

て血漿の PC レベルが上昇することを報告している.  

 以上のように, 運動の強度または継続時間が生体の酸化ストレス指標に及ぼす影響を検

討した論文はいくつか存在するものの, われわれの知る限りでは, 強度の異なる疲労困憊

運動が酸化ストレス指標に及ぼす影響を検討した論文は未だ存在しない. 健康増進を目的

とした運動とは異なり, アスリートは競技パフォーマンスを向上させるために日々過酷な

トレーニングを行わなければならないため, 疲労困憊運動の強度の違いが生体の酸化スト

レス指標に及ぼす影響について基礎的なエビデンスを得ることは極めて重要であると思わ

れる. そこで, 本研究では, 強度の異なる疲労困憊運動がラット血漿および骨格筋の酸化ス

トレスに及ぼす影響を明らかにすることを目的とした.  

 

b) 方法 
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b-1) 実験動物 

 本実験では, 体重が 280～320 g の雄性 Sprague-Dawley 系ラット（日本クレア）24 匹

を用いた. ラットは, 12 時間‐12 時間の明暗サイクル（暗期 21:00～9:00）で, かつ温度

制御された室内（温度 22～23°C, 湿度 60 ± 5%）にて飼育し, 標準的な固形飼料（CE-2, 

日本クレア）および水道水を自由摂取させた. ラットは, 3 日間の予備飼育終了後に, 対照

群（CON 群, n = 6）, 低強度運動群（LE 群, n=6）, 高強度インターバル運動群（HE 群, 

n = 6）, 漸増負荷運動群（IE 群, n = 6）の 4 群にランダムに振り分けた. なお, 本実験は, 

早稲田大学動物実験倫理委員会の承認を得た上で実施された（承認番号 2015A-096）. 

 

b-2) 実験プロトコル 

 ラットは, 3 日間の予備飼育終了後, 動物用トレッドミル（夏目製作所）に慣れさせる目

的で 10～30 m/min, 傾斜 0°での予備走行運動を 1 日 10 分間, 3 日間連続して行わせた. 

予備運動最終日の翌日, LE, HE, IE 群のラットには, 運動前の計量を行った後にそれぞれ

異なる運動プロトコルにて疲労困憊運動を行わせた. 疲労困憊の基準は, ①電気刺激を与

えたにも関わらず, 走行スピードを維持することができなくなった時, ②ラットを仰向け

にした時に即座に立ち直り反射を行えなくなった時, の 2 点とした（Copp et al., 2009）. 

LE 群のラットには, 傾斜 6°, 速度 20 m/min での運動を維持させた. HE 群のラットに

は, 傾斜 0°, 40 m/min の運動を 30 秒間, 間に 60 秒間の休息を挟んで繰り返させた. IE 群

のラットには, 傾斜 6°, 速度 15 m/min から走行を開始させ, その後 5 分毎に 5 m/min ず

つ速度を上昇させた. 本実験で使用した運動プロトコルは, それぞれが先行研究に基づく

ものであった（Brooks & White, 1978; Liu et al., 2005; Malaguti et al., 2009）. また, 

CON 群を含む全てのラットは疲労困憊運動の前日から一晩（12 時間）絶食させた. 疲労

困憊運動により得られたデータから, 以下の数式を用いて総仕事量を算出し, 運動パフォ

ーマンスの指標とした.  
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総仕事量（J）= [ (体重(kg)・9.80665(g)・sinθ）＋ (体重(kg)・9.80665(g))・走行距離(m) ] 

 

b-3) 血液および組織のサンプリング 

 疲労困憊運動の直後, ペントバルビタールナトリウムの腹腔内投与（50～100 mg/kg 体

重）による完全麻酔下にて下大静脈から採血を行った. 血液採取後, 右後肢の腓腹筋およ

び肝臓を迅速に摘出した. CON 群のラットは, 疲労困憊運動を行わせた他の 3 群と同じ時

間帯に同様の手順で解剖した. 血液サンプルは, 抗凝固剤（ヘパリン）入りの真空採血管

（Terumo）に採取し, 4°C, 1,000 gで 10 分間遠心分離をして血漿を得た. 骨格筋および肝

臓サンプルは, リン酸緩衝生理食塩水（以下 PBS）により血餅を除去した後に, 液体窒素

中に浸漬したトングを用いて瞬間凍結した. 血漿, 骨格筋および肝臓サンプルは, 更なる分

析まで－80°C のフリーザー内に保管した.  

 

b-4) 乳酸濃度および酸化ストレス指標の測定 

 血漿サンプルでは, L-lactate assay kit, TBARS assay kit, Protein carbonyl 

colorimetric assay kit, Antioxidant assay kit (全て Cayman chemical) を用いて, 乳酸, 

TBARS, PC および総抗酸化能（以下 TAC）を測定した. 骨格筋サンプルは, 液体窒素に

て冷却した乳鉢内で乳棒を用いて粉砕した. その後, 粉状になった筋サンプルは, プロテア

ーゼ阻害剤（Sigma Aldrich）を添加した氷冷ホモジナイズバッファー（50 mM Tris HCl 

(pH 7.4), 150 mM sodium chloride, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl 

sulphate および 1.0% NP-40 を含有）にて電動ホモジナイザーを用いてホモジナイズした. 

また, SOD 分析用の骨格筋ホモジネートの作製は, プロテアーゼ阻害剤を加えずに同様の

ホモジナイズバッファーを用いて行った. 以上の手順で得られた筋ホモジネートは, 4°C, 

10,000 gで 10 分間遠心分離をした後に上清を回収した. 筋ホモジネートの上清は, クマシ
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ーブリリアントブルー（以下 CBB）溶液（ナカライテスク）を用いてタンパク質濃度を調

整した後に, 血漿と同様の方法にて TBARS, PC, TAC の測定を行った. また, 筋ホモジネ

ートの上清では, Superoxide dismutase assay kit, Catalase assay kit, Glutathione 

peroxidase assay kit (全て Cayman Chemical) により, SOD, CAT および GPX 活性を測

定した.  

 

b-5) 組織グリコーゲン含量の測定 

 骨格筋および肝臓サンプルは Murat & Serfaty (1974) の方法に従って調製した. 簡潔に

述べると, 粉末状にした組織サンプルを氷冷したクエン酸バッファー（25 mM citrate (pH 

4.2), 2.5 g/L sodium fluoride）にてホモジナイズした後に, 4°C, 14,000 g で 5 分間遠心分

離をしてから上清を回収した. 得られた上清は, Glycogen assay kit (BioAssay Systems) 

を用いてグリコーゲン含量の測定を行った.  

 

b-6) 統計処理 

 解析結果は全て平均値 ± 標準誤差で示した. 群間の比較には, 一元配置の分散分析を用

い, 多重比較検定には Tukey 法を用いた. 統計処理は, SPSS（SPSS ver.22 for windows）

を用いて行い, 統計学的有意水準は危険率 5 %未満とした.  

 

c) 結果 

c-1) ラットの体重および運動パフォーマンス 

 体重および運動パフォーマンスの結果を Table 3-1-1 に示した. 飼育終了時, すなわち疲

労困憊運動開始時の体重は, 4 群間で有意差は認められなかった. 走行時間は, HE および

IE 群と比べて LE 群において有意に長く（P < 0.05）, また, 走行距離および総仕事量は, 
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IE 群と比較して LE 群で有意に高い値を示した（走行距離：P < 0.05, 総仕事量：P < 

0.01）.  

 

Table 3-1-1. Body weight and exercise performance parameters in rats 

Data are presented as the mean ± standard error of mean values (SEM) of six animals per group. * 

indicate a significant difference from HE group at a level of P < 0.05. † and †† indicate a significant 

difference from IE group at a level of P < 0.05 and P < 0.01, respectively. CON, control; LE, low-

intensity exercise; HE, high-intensity interval exercise; IE, incremental exercise. 

 

 

c-2) ラット血漿における乳酸濃度および酸化ストレス指標 

 血漿乳酸濃度および酸化ストレスの結果を Table 3-1-2 に示した. LE, HE および IE 群

の血漿乳酸濃度は CON 群と比べて有意に上昇したものの（それぞれ P < 0.05）, 運動を

実施した 3 群の間に有意な差は認められなかった. 血漿 TBARS レベルでは, LE, HE およ

び IE の各群と CON 群との間に有意差は認められなかったものの, LE 群のそれは HE 群

と比較して有意に高い値を示した（P < 0.05）. 血漿 TBARS レベルがいずれの運動によ

っても増加しなかった一方で, IE 群の血漿 PC レベルは CON 群と比べて有意に高い値を

示した（P < 0.05）. また, 血漿 TAC レベルにおいても, IE 群では CON 群と比べて有意

  CON LE HE IE 

Body weight (g) 355 ± 3 a352 ± 1 341 ± 4 351 ± 4 

Running time (min)  a91.2 ± 2.9 *† a39.8 ± 4.1 a44.9 ± 1.4 

Running distance (m)  1824 ± 58 † 1590 ± 164 1086 ± 49 

Total work (J)  6939 ± 207 †† 5195 ± 510 4073 ± 153 
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に高い値が示された（P < 0.05）. しかしながら, 各運動群の血漿の PC レベルおよび

TAC には, 有意差は認められなかった.  

 

 

Table 3-1-2. Lactate concentration and oxidative stress markers in rat plasma 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Data are presented as the mean ± standard error of mean values (SEM) of six animals per group. * 

indicates a significant difference from the CON group at a level of P < 0.05. $ indicates a significant 

difference from HE group at a level of P < 0.05. CON, control; LE, low-intensity exercise; HE, high-

intensity interval exercise; IE, incremental exercise; TBARS, thiobarbituric acid reactive substances; 

PC, protein carbonyl; TAC, total antioxidant capacity. 

 

 

c-3) ラット骨格筋における酸化ストレス指標 

 ラット骨格筋における酸化ストレス指標の結果を Table 3-1-3 に示した. ラット血漿にお

ける酸化ストレス指標の結果とは異なり, 骨格筋の TBARS, PC レベルおよび TAC では, 

各運動群と CON 群との間にいずれも有意差は認められなかった. 同様に, 骨格筋における

SOD, CAT および GPX 活性には, 各運動群と CON 群との間に有意差は認められなかっ

た. 一方で, HE 群の骨格筋における SOD 活性は, IE 群と比較して有意に高い値を示した

（P < 0.05）.  

 

 

 CON LE HE IE 

Lactate (mM) 0.6 ± 0.03 11.8 ± 0.81* 5.9 ± 0.42 * 13.9 ± 1.08 * 

TBARS (μM) 2.7 ± 0.07   3.2 ± 0.10 $ 2.4 ± 0.05 2.7 ± 0.08 

PC (nmol/mg protein) 1.4 ± 0.10   2.1 ± 0.07 2.5 ± 0.18 3.7 ± 0.31 * 

TAC (mM Trolox) 1.9 ± 0.04   2.6 ± 0.08 2.7 ± 0.10 3.1 ± 0.16 * 
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Table 3-1-3. Oxidative stress markers in rat skeletal muscle 

Data are presented as the mean ± standard error of mean values (SEM) of six animals per group. 

presented as means ± SEM. * indicates a significant difference from the IE group at a level of P < 

0.05. CON, control; LE, low-intensity exercise; HE, high-intensity interval exercise; IE, incremental 

exercise; TBARS, thiobarbituric acid reactive substances; PC, protein carbonyl; TAC, total antioxidant 

capacity; SOD, superoxide dismutase; CAT, catalase; GPX, glutathione peroxidase. 

 

 

c-4) ラット骨格筋および肝臓におけるグリコーゲン含量 

ラット骨格筋および肝臓におけるグリコーゲン含量の結果を Table 3-1-4 に示した. 骨格

筋および肝臓のグリコーゲン含量は, LE, HE および IE 群において CON 群と比べて有意

に低い値を示した（骨格筋：それぞれ P < 0.001, 肝臓：それぞれ P < 0.05）. また, 各運

動群の比較では, IE 群の筋グリコーゲン含量は LE 群と比較して有意に高い値を示したも

のの（P < 0.05）, 肝グリコーゲン含量では各運動群の間に有意差は認められなかった.  

 

 

 

 

 

 

 

 CON LE HE IE 

TBARS (nM/mg protein) 210.6 ± 6.9 218.9 ± 13.2 230.0 ± 13.0 221.5 ± 15.8 

PC (nmol/mg protein) 0.6 ± 0.03 0.6 ± 0.01 0.7 ± 0.03 0.6 ± 0.01 

TAC (μM Trolox/mg protein) 30.0 ± 1.4 29.3 ± 0.9 34.3 ± 0.5 32.0 ± 0.6 

SOD activity (U/mg protein) 5.7 ± 0.19 5.5 ± 0.11 7.1 ± 0.29 * 5.3 ± 0.08 

CAT activity (nmol/min/mg protein) 8.6 ± 0.31 9.0 ± 0.36 9.4 ± 0.36 8.2 ± 0.17 

GPX activity (nmol/min/mg protein) 22.2 ± 1.11 20.5 ± 0.56 20.4 ± 0.57 20.5 ± 0.85 
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Table 3-1-4. Glycogen contents in rat skeletal muscle and liver 

Data are presented as the mean ± standard error of mean values (SEM) of six animals per group. * 

and *** indicate a significant difference from the CON group at a level of P < 0.05 and P < 0.001, 

respectively. # indicates a significant difference from the LE group at a level of P < 0.05. CON, control; 

LE, low-intensity exercise; HE, high-intensity interval exercise; IE; incremental exercise. 

 

 

d) 考察 

本研究では, 強度の異なる疲労困憊運動がラットの血漿および骨格筋における酸化スト

レスに及ぼす影響を検討した. 本研究の結果から, 漸増負荷による疲労困憊運動はラット

の血漿 PC レベルおよび TAC を増加させることが明らかとなった. 一方で, ラット骨格筋

の酸化ストレス指標は, いずれの疲労困憊運動によっても変化しなかった.  

 一過性の持久的運動が血中および骨格筋の酸化ストレス指標を増加させることは広く知

られている（Alessio et al., 1988; Alessio, 1993; Kanter et al., 1993; Michailidis et al., 

2007; Malaguti et al., 2009）. 運動誘発性酸化ストレスの程度は, 運動の強度および継続

時間に依存することがこれまでに報告されているものの（Alessio et al., 1988; Koz et al., 

1992; Bloomer et al., 2007a; Lamprecht et al., 2008）, 疲労困憊運動の強度の違いが生体

の酸化ストレス指標に及ぼす影響は明らかにされていない. アスリートは, 競技パフォー

マンスの向上のために日々過酷なトレーニングを行う必要があるため, 疲労困憊運動が生

体の酸化ストレス指標に及ぼす影響を明らかにすることは極めて重要である. さらに, 長

期的な視点に立つと, 中等度強度の運動によって産生された適度な ROS およびフリーラジ

カルは骨格筋をはじめとする各組織の生理的適応過程において重要な役割を果たすものの, 

 CON LE HE IE 

Muscle glycogen 

(μg/mg protein) 
33.4 ± 0.37 5.8 ± 0.97 *** A 10.8 ± 0.96 *** 16.5 ± 0.91 *** # 

Liver glycogen 

(μg/mg protein) 
8.4 ± 0.62 1.6 ± 0.04 * a2.1 ± 0.05 * a1.6 ± 0.07 * 
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疲労困憊運動などの強い生理的刺激によって産生された過剰な ROS およびフリーラジカ

ルは, 反対に生理機能を低下させ, オーバートレーニングを引き起こす可能性が指摘され

ている（Radak et al., 2008）. それゆえ, 疲労困憊運動の強度の違いが生体の酸化ストレ

ス指標に及ぼす影響を明らかにすることは, 短期的なトレーニングだけでなく, 長期的な

トレーニング計画を考えるうえでも極めて重要であると考えられる.  

 本研究において, 各疲労困憊運動直後の骨格筋の酸化ストレス指標には, いずれも CON

群と比較して有意な変化が認められなかった（Table 3-1-3）. 一般的に, 持久的運動時に

おける ROSおよびフリーラジカルの主要産生源は骨格筋であるとみなされているが, 骨格

筋内における ROS およびフリーラジカルの産生部位については現在も議論が続いている

（Powers & Jackson, 2008）. これまでに, 酸素摂取の急激な増加に伴うミトコンドリア

からの電子漏出, 血流配分の変化に起因する XO系の活性化, および筋損傷後に生じる免

疫細胞（i.e. 好中球およびマクロファージ）の浸潤などが, 骨格筋内における ROS および

フリーラジカル産生に寄与しているものと考えられている（Powers & Jackson, 2008）. 

このように, 骨格筋内における ROSおよびフリーラジカルの主要産生源は未だ特定されて

いないものの, ESR 法を用いた先行研究では, 一過性の持久的運動が骨格筋の ROS および

フリーラジカルレベルを増加させることが直接的に明らかにされている（Davies et al., 

1982; Bailey et al., 2007）. また, 上述したように, 一過性の持久的運動が骨格筋の酸化ス

トレス指標を増加させることもこれまでに数多く報告されている（Alessio et al., 1988; 

Alessio, 1993; Kanter et al., 1993; Michailidis et al., 2007; Malaguti et al., 2009）.  

 現時点では, 全ての実験状況に適用できる最良の酸化ストレス指標が存在しないことか

ら, われわれは先行研究のガイドラインに基づき複数の酸化ストレス指標を測定した

（Powers et al., 2010）. しかしながら, 先行研究の結果とは対照的に, 本研究における骨

格筋の酸化ストレス指標はいずれも有意な変化を示さなかった（Table 3-1-3）. その理由

の一つとして, 本研究で用いた疲労困憊運動のプロトコルは, 抗酸化防御システムによる
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作用のため, 健常な若齢ラットの骨格筋に対して酸化ストレスを引き起こすには不十分で

あった可能性が考えられる. 

本研究では, 骨格筋の総抗酸化能といくつかの抗酸化酵素活性を測定したものの, GSH, 

尿酸, ビリルビンなどの非酵素的抗酸化物質を個々に測定していない. これらの非酵素的

抗酸化物質は, 骨格筋における ROSおよびフリーラジカルを即座に還元することにより酸

化ストレス指標の増加を抑制した可能性がある. 考えられる他の要因としては, 先行研究

において持久的運動に対する酸化ストレス応答およびそのピークポイントは各活動筋で異

なることが示唆されていることから（Deminice et al. 2012）, 生体試料のサンプリング時

間や被験筋の選択が研究結果に影響を及ぼした可能性も排除できない. しかしながら, 本

研究において, 骨格筋の酸化ストレス指標が全ての運動群で変化しなかった理由は依然と

して不明である.     

 興味深いことに, 本研究では, LE および HE 群の血漿酸化ストレス指標にはいずれも有

意な変化は認められなかったものの, IE 群の血漿 PC レベルおよび TAC は CON 群と比べ

て有意に増加することが示された（Table 3-1-2）. 本研究で用いた疲労困憊運動のプロト

コルは, 先行研究を基に設定しており（Brooks & White, 1978; Liu et al., 2005; Malaguti 

et al., 2009）, 結果として, 各運動群の筋および肝グリコーゲン含量を著しく減少させる

ものであった（Table 3-1-4）. 一方で, 各群の運動パフォーマンス関連指標を比較すると, 

走行時間, 走行距離および総仕事量においては, LE 群が最も高い値を示した（Table 3-1-

1）. IE 群は, 低速度（15 m/min）から走行を開始したため, 運動開始時の運動強度は HE

群よりも低かったといえる. しかしながら, IE 群の最終的な平均走行速度は 35 m/min（傾

斜 6°）であったことから, 傾斜 0°で実施された HE 群よりも運動終了時の運動強度が高か

ったものと予想される. 実際に, 統計学的な有意差は認められなかったものの, 疲労困憊運

動直後の平均血中乳酸濃度は IE 群で最も高かった. それゆえ, 疲労困憊運動終了時点での

運動強度もまた IE 群で最も高かったと考えることができ, このことが IE 群の血漿 PC レ
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ベルおよび TAC の増加に関与したものと思われる. 事実, 先行研究において, 乳酸がフェ

ントン反応を介してヒドロキシラジカル産生を増加させることが示唆されている（Ali et 

al. 2000）. 

骨格筋の酸化ストレス指標が増加しなかったことを考慮すると, IE 群における血漿 PC

および TAC の増加は, 骨格筋以外の臓器に由来していた可能性が考えられる. Liu et al. 

(2000) は, 持久的運動に対する酸化ストレス指標の応答は, 組織特異的であることを報告

している. また, 持久的運動は, 骨格筋に加えて, 脳, 心臓, 肝臓, 腎臓, 脾臓および肺な

ど, 様々な臓器における酸化ストレス指標を増加させることが報告されている（Davies et 

al., 1982; Kumar et al., 1992; Radak et al., 1996; Kruger et al., 2009; Dalla Corte et al., 

2013）. さらに, 各組織と循環血流との間に位置する血管内皮細胞および血管平滑筋細胞

もまた運動時の ROS およびフリーラジカル産生の増加に関与することが示唆されている

（Nikolaidis & Jamurtas, 2009）. 従って, これら骨格筋以外の部位から産生された ROS

およびフリーラジカルが, 結果として IE 群における酸化ストレス指標を変化させたものと

考えられる.   

 IE 群の酸化ストレス指標を変化させた要因として, 他に, 赤血球および白血球における

ROS およびフリーラジカル産生が影響した可能性も考えられる（Nikolaidis & Jamurtas, 

2009）. 赤血球における ROS およびフリーラジカルの主要産生源は, 酸素運搬タンパク質

として知られるヘモグロビンであり, これが自動酸化を受けることでスーパーオキシドを

産生するものと考えられている（Cimen, 2008）. ヘモグロビンは赤血球中に豊富に含ま

れていることから, 少量の自動酸化であっても結果として多量の ROSおよびフリーラジカ

ルを放出する可能性がある. 一方, 白血球では, 主に好中球の膜上に局在する NADPH オ

キシダーゼの活性化によってスーパーオキシドが産生されると考えられている

（Halliwell, 2006）. 先行研究では, 筋損傷性運動だけではなく非筋損傷性運動において

も運動直後から数時間後に好中球からのスーパーオキシド産生が増加することが明らかに
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されている（Ookawara et al. 2003）. また, 白血球は, アスコルビン酸や α-トコフェロー

ルなどの抗酸化物質を豊富に含んでおり, その濃度は血漿よりも高いことが報告されてい

る（Tauler et al. 2008）. さらに, 白血球に含まれるアスコルビン酸は血漿中に放出され

ることも報告されている（Cannon & Blumberg, 2000）. これらの知見から, 赤血球およ

び白血球は, IE 群における血漿の酸化ストレス指標の変化に関与していた可能性があると

いえよう.  

 しかしながら, 本研究では, ラット血漿および骨格筋以外の部位における酸化ストレス

の指標を測定しなかった. そのため, 今後は, 他の組織（e.g. 肝臓, 心臓および血管平滑

筋）およびまたは血液細胞（i.e. 赤血球および白血球）の酸化ストレス指標を測定するこ

とにより, 漸増負荷による疲労困憊運動後のラット血漿 PC レベルおよび TAC の増加にど

のようなメカニズムが関与したのかを明らかにする必要がある. また, 骨格筋以外の部位

（e.g. 肝臓, 心臓, 血管平滑筋および血液細胞）における ROSおよびフリーラジカルの産

生が運動強度に依存するのか否かは明らかでないため, この点についても更なる検討が必

要であろう. さらに, 本研究では, 動物実験により基礎的なエビデンスを得ることができた

ものの, 強度の異なる疲労困憊運動がヒトにも適用可能かどうか不明であり, 今後, ヒトの

血液および骨格筋における酸化ストレス指標に及ぼす影響について明らかにしていく必要

があろう.  

 

e) 結論 

 本研究では, 強度の異なる疲労困憊運動がラット血漿および骨格筋の酸化ストレスに及

ぼす影響を検討した. その結果, ラット骨格筋の酸化ストレス指標はいずれの疲労困憊運

動においても変化しなかったものの, 漸増負荷による疲労困憊運動はラット血漿の PC レ

ベルおよび TAC を増加させることが明らかとなった. これらの知見から, 漸増負荷による
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疲労困憊運動は, 骨格筋の酸化ストレス指標の変化を伴わずに血中の酸化ストレス指標を

変化させることが示唆された. 
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2) 研究課題 2「2 週間の水素水摂取がラットの運動誘発性酸化ストレスおよび組織グリコ

ーゲン含量ならびに持久的パフォーマンスに及ぼす影響」 

a) 緒言 

ヒトを含む多くの生物は, 大気中の酸素を体内に取り込み, ミトコンドリア内で利用す

ることでエネルギーを生成し, 日々の生命活動を営んでいる. しかしながら, 体内に取り込

まれた酸素の一部は, 通常の代謝過程においてスーパーオキシド, 過酸化水素およびヒド

ロキシラジカルなどの ROS およびフリーラジカルを形成することが知られている

（Finaud & Filaire, 2006, Halliwell & Gutteridge, 2007）. スーパーオキシドおよび過酸

化水素は, 低～中程度の濃度では重要な生理的役割を果たすものの, 高濃度の過酸化水素

は, より高い反応性および細胞傷害性を有するヒドロキシラジカルへと変換されることに

より, 脂質, タンパク質および核酸に酸化的傷害を引き起こすと考えられている（Valko 

et al., 2007）. 生体には, 酵素的および非酵素的抗酸化物質から成る抗酸化防御機構が備

わっているにも関わらず, ROS およびフリーラジカルの過剰産生は, 結果として酸化スト

レスを誘発することとなる（Sies & Jones, 2007）.  

 これまでの先行研究により, 持久的運動が酸化ストレスを誘発する生理的刺激の一つで

あることは広く知られている（Powers & Jackson, 2008; Fisher-Wellman & Bloomer 

2009）. 実際に, 持久的運動は様々な臓器における酸化ストレス指標を増加させることが

報告されている（Nikolaidis et al., 2012）. このように, 運動誘発性酸化ストレスは, 持久

的運動の結果として生じる生化学的応答であるが, それと同時に, 持久的パフォーマンス

を低下させる因子となりうることも示唆されている（Novelli et al., 1990; Medved et al., 

2004; Aoi et al., 2008）. そのメカニズムは未だ解明されていないものの, 骨格筋における

ROS およびフリーラジカルの過剰産生が筋グリコーゲンの消耗速度を早め, 結果として持

久的パフォーマンスに悪影響を及ぼす可能性が指摘されている（Aoi et al., 2008）. 組織

グリコーゲン含量, とりわけ筋グリコーゲン含量は持久的パフォーマンスと密接に関わっ
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ているため（Bergström et al., 1967; Bergström & Hultman, 1967）, 運動時における組

織グリコーゲン利用の抑制は, 持久的パフォーマンスを改善するためには極めて重要であ

ると考えられる.  

 近年, 新たな抗酸化物質として水素が大きな注目を集めている. Ohsawa et al. (2007) 

は, 水素がヒドロキシラジカルとペルオキシナイトライトの選択的還元により酸化的傷害

を抑制することを報告した. それ以来, 水素が, がん, 糖尿病, 心血管疾患, 神経変性疾患

など, 様々な疾患の改善に有効であることが基礎研究および臨床研究において明らかにさ

れている（Ohta, 2014; Ichihara et al., 2015）. 水素によるこれらの有益な効果は, 直接

的な抗酸化作用だけではなく, 遺伝子発現調節による間接的な抗酸化作用によってももた

らされる（Ohta, 2014; Ichihara et al., 2015）. さらに, 水素は抗酸化作用だけでなく, 抗

炎症作用, 神経保護作用および抗代謝異常作用を有することも報告されている（Ohta, 

2014; Ichihara et al., 2015）. これらのことから, 水素は抗酸化を含む様々な生理作用を

介して疾患の改善に寄与するものと考えられる.  

 このように, 疾患に対する水素の有効性はこれまでに数多く報告されているものの, 運

動誘発性酸化ストレスおよびその関連指標に対する水素摂取の影響についてはほとんど明

らかにされていない. 上述したように, ROSおよびフリーラジカルは筋グリコーゲン利用

を促進する可能性があることから, 運動時における組織グリコーゲン利用および持久的パ

フォーマンスに対する水素摂取の影響を明らかにすることは重要であると考えられる. そ

こで, 本研究では, 2 週間の水素水摂取がラットの運動誘発性酸化ストレスおよび組織グリ

コーゲン含量ならびに持久的パフォーマンスに影響を及ぼすのか否かを検討することとし

た.  

 

b) 方法 

b-1) 実験動物 
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本実験では, 体重 270～300 g の雄性 Sprague-Dawley 系ラット（日本クレア）32 匹を

用いた. ラットは, 温度 22～23°C, 湿度 60 ± 5%, 12 時間‐12 時間の明暗サイクル（暗期

21:00～9:00）に設定された温度制御室にて飼育し, 固形飼料（CE-2, 日本クレア）および

水道水を自由摂取させた. なお, 本実験は, 早稲田大学動物実験倫理委員会（承認番号 

2016A-100）の承認を得た後に, 日本学術会議の「動物実験の適切な実施のためのガイド

ライン」を遵守したうえで実施された.  

 

b-2) 水素水の調製と投与方法 

水素水は, 水素水 7.0（エコモインターナショナル）を用いて先行研究に従って調製した

（Liu et al. 2014）. 調製された水素水は, 給水管内に 2 つのベアリングボールを備えた密

閉ガラス容器に移すことで脱気を防いだ（Nagata et al., 2009）. しかしながら, 水素濃度

はラットへの給水に伴い徐々に減少していくことから, 水素水は 24 時間毎に新しいものを

補充し直した. また, 先行研究の方法に基づき, 補充から 24 時間後の水素濃度が 0.1～0.2 

mM の範囲内に維持されることを事前に確認した.  

 

b-3) 実験プロトコル 

 ラットは, 対照水摂取群（CON 群, n = 8）, 対照水摂取＋運動群（CON + Ex 群, n = 

8）, 水素水摂取群（H2, n = 8）, および水素水摂取＋運動群（H2 + Ex 群, n = 8）の 4 群

に無作為に振り分けた. ラットには, ミネラルウォーターまたはミネラルウォーターに水

素を加えた水素水のいずれかを 2 週間自由摂取させ, 1 日当たりの給水量を給餌量とともに

記録した. CON および H2群を含む全てのラットには, 動物用トレッドミル（夏目製作

所）を用いて, 速度 15～30 m/min（傾斜 0°）での予備走行運動を 1 日 10 分間行わせた. 

3 日間の予備走行運動を終えた翌日には, CON + Ex および H2 + Ex 群のラットに対し運動

パフォーマンステストを実施した. 運動テストは, 研究課題 1 の漸増負荷運動（IE）と同
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様のプロトコルを用いて, 傾斜 6°に設定した動物用トレッドミルにて, 速度 15 m/min か

ら走行を開始させ, その後 5 分毎に 5 m/min ずつ速度を上昇させることでラットを疲労困

憊に至らしめるものであった. 疲労困憊の判定は, 電気刺激を与えても走行を再開できな

くなった時, および即座に立ち直り反射を行えなくなった時, の 2 点から行った（Copp et 

al., 2009）. なお, 全ての群のラットは, 運動パフォーマンステスト前日に一晩（12 時

間）絶食させた.  

 

b-4) 血液および組織サンプリング 

 ラットは, 運動パフォーマンステストの直後にペントバルビタールナトリウム（50 mg

～100 mg/kg 体重）を腹腔内に投与し, 完全麻酔下にて解剖を行った. まず, 下大静脈か

ら採血を行い, 抗凝固剤（ヘパリン）入りあるいは抗凝固剤なしの採血管（Terumo）へと

血液を移した. 次に, 血液サンプルは, 4°C, 1,000 gで 10 分間遠心分離をして血清および

血漿を回収した. 得られた血清および血漿は分析まで－80°C のフリーザーで保管した. 採

血後, 右後肢の腓腹筋ならびに肝臓を迅速に摘出した. 摘出した腓腹筋および肝臓は, PBS

内で血餅を洗い流し, 液体窒素中に浸漬したトングを用いて速やかに凍結させた. 得られ

た組織サンプルは, 血清および血漿と同様に, 次の分析まで－80°C で保管した. なお, 

CON および H2群のラットは, 運動パフォーマンステストを行わせた両群（CON + Ex お

よび H2 + Ex 群）と同じ時間帯に同様の手順で解剖した.  

 

b-5) 酸化ストレス指標の測定 

 骨格筋サンプルは, 液体窒素にて冷却した乳鉢内で乳棒を用いて粉砕した. 粉状になっ

た筋サンプルは, プロテアーゼ阻害剤（Sigma Aldrich）を加えた氷冷ホモジナイズバッフ

ァー（50 mM Tris HCl (pH 7.4), 150 mM sodium chloride, 0.5% sodium deoxycholate, 

0.1% sodium dodecyl sulphate および 1.0% NP-40 を含有）にて電動ホモジナーザーを用
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いてホモジナイズした. 筋ホモジネートは, 4°C, 10,000 g で 10 分間遠心分離し, 上清を回

収した後に CBB 溶液（ナカライテスク）を用いてタンパク質濃度を調整した. タンパク質

濃度を調整した筋ホモジネートの上清および血漿については, TBARS assay kit, Protein 

carbonyl colorimetric assay kit, Antioxidant assay kit（Cayman Chemical）を用いて

TBARS, PC および TAC の測定を行った.  

 

b-6) 組織グリコーゲン含量および血中エネルギー基質の測定 

 グリコーゲン含量を測定するために, Murat & Serfaty (1974) の方法に従って骨格筋お

よび肝臓サンプルを調製した. 簡潔に記述すると, 粉末状にした組織サンプルを氷冷した

クエン酸バッファー（25 mM citrate (pH 4.2), 2.5 g/L sodium fluoride）にてホモジナイ

ズした. 続いて, 組織ホモジネートを 4°C, 14,000 gで 5 分間遠心分離し, 得られた上清を

各測定に使用した. グリコーゲン含量は, Glycogen assay kit (BioAssay Systems) を用い

て測定した. 

 血中エネルギー基質, すなわち血漿グルコース, 血清遊離脂肪酸および血清トリグリセ

リドは, 外部機関（SRL）に測定を依頼した. また, 血漿乳酸濃度は, 市販のアッセイキッ

ト（Cayman Chemical）を用いて測定を行った.  

 

b-7) 統計処理 

 データは, 全て平均値 ± 標準誤差で示した. 群間の比較には, 対応のない t 検定（各測

定項目の変化量の比較）, 一元配置（対応なし, 給水量および給餌量の比較）あるいは二

元配置（対応なし, 運動×水素水）の分散分析をそれぞれ用いた. 統計処理は, SPSS

（SPSS ver.22 for windows）を用いて行い, 統計学的有意水準は危険率 5 %未満とした.  

  

c) 結果 
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c-1) ラットの体重, 給水量, 給餌量および運動パフォーマンス 

 全てのラットの飼育開始時における平均体重は 290 ± 0.3 g であり, 運動パフォーマンス

実施前における平均体重は 388 ± 0.5 g へと有意に増加した（P < 0.001）. しかしながら, 

飼育開始時および運動パフォーマンス実施前の体重には 4 群の間に有意差は認められなか

った. 給餌量および給水量は, 対照水を摂取させた両群（CON および CON + Ex 群）と水

素水を摂取させた両群（H2および H2 + Ex 群）との間に有意な差は認められなかった. 各

群の走行時間は, CON + Ex 群が 39.0 ± 1.4 分, H2 + Ex 群が 41.1 ± 0.7 分であり, 両群の

間に有意差は認められなかった（Fig. 3-2-1）.  

 

 

 

 

 

Fig. 3-2-1. Effect of 2 weeks of H2 water intake on endurance 

performance measured after incremental exhaustive 

exercise in rats. Data are presented as the mean ± standard 

error of mean values (SEM) of eight animals per group. 

 

 

 

c-2) ラット血漿および骨格筋における酸化ストレス指標 

 ラット血漿および骨格筋における酸化ストレス指標の結果を Fig. 3-2-2 に示した. 二元

配置の分散分析の結果, 血漿 TAC において運動による主効果が観察され（P < 0.001, Fig. 

3-2-2, C）, 血漿 TBARS レベルでは運動による主効果に有意な傾向が認められた（P = 

0.070, Fig. 3-2-2, A）. しかしながら, 血漿 PC レベルには運動による主効果は認められな

かった（Fig. 3-2-2, B）. また, いずれの血漿酸化ストレス指標（i.e. TBARS, PC および

TAC）においても, 水素水摂取による主効果および交互作用（運動×水素）は観察されな

かった.  
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 骨格筋の酸化ストレス指標では, TBARS および PC レベルにおいて運動による主効果は

観察されなかったものの（Fig. 3-2-2, D, E）, 骨格筋 TAC においては運動による主効果が

認められた（P < 0.001, Fig. 3-2-2, F）. しかしながら, 血漿の酸化ストレス指標と同様に, 

骨格筋の酸化ストレス指標においても水素水摂取による主効果および交互作用（運動×水

素）は認められなかった.  

 

 

 

 

 

Fig. 3-2-2. Effect of 2 weeks of H2 water intake on oxidative stress markers in rat plasma and skeletal 

muscle immediately after exhaustive exercise in rats. (A) Plasma thiobarbituric acid reactive 

substance (TBARS) levels, (B) plasma protein carbonyl levels, (C) plasma total antioxidant capacity 

(TAC), (D) Muscle TBARS levels, (E) Muscle protein carbonyl levels, (F) muscle TAC. Data are 

presented as the mean ± standard error of mean values (SEM) of eight animals per group. *** 

indicate a main effect of exercise on each biomarker at a level of P < 0.001. □: animals that were 

provided with mineral water; ■: animals that were provided with H2 water.  
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c-3) ラットの組織グリコーゲン含量および血中エネルギー基質 

 ラットの組織グリコーゲン含量および血中エネルギー基質の結果を Fig. 3-2-3 に示す. 

グリコーゲン含量に関しては, 骨格筋および肝臓のいずれにおいても運動による主効果が

認められた（それぞれ P < 0.001, Fig. 3-2-3, A, B）. しかしながら, 両組織のグリコーゲ

ン含量において水素水摂取による主効果および交互作用（運動×水素）は観察されなかっ

た. 

 血中エネルギー基質では, 血漿乳酸（P < 0.001, Fig. 3-2-3, C）, 血漿グルコース（P < 

0.001, Fig. 3-2-3, D）, 血清遊離脂肪酸（P < 0.05, Fig. 3-2-3, E）および血清トリグリセ

リド（P < 0.001, Fig. 3-2-3, F）の全ての測定項目において運動による主効果が認められ

た. しかしながら, いずれの血中エネルギー基質においても水素水摂取による主効果およ

び交互作用（運動×水素）は観察されなかった. 

 

c-4) 各測定項目の変化量 

 CON および H2群の安静値の違いによる影響を排除するため, 安静群の値をベースライ

ン値として, 各測定項目における運動テスト前後での変化量を求めた. 骨格筋の酸化スト

レス指標では, デルタ（以下 Δ）TAC は C + Ex 群で 17.4 ± 1.7 μM Trolox/mg protein, H2 

+ Ex 群で 26.3 ± 2.0 μM Trolox/mg protein であり, H2 + Ex 群において上昇傾向を示した

（P = 0.056）. 一方で, ΔTBARS および ΔPC においては群間に有意差は認められなかっ

た. また, 血漿酸化ストレス指標の変化量（i.e. ΔTBARS, ΔPC および ΔTAC）においても

群間に有意な差は認められなかった.  

 筋グリコーゲン含量においては, Δ 筋グリコーゲン含量が C + Ex 群で－28.6 ± 0.8 

nmol/mg protein, H2 + Ex 群で－22.1 ± 0.4nmol/mg protein であり, H2 + Ex 群において

筋グリコーゲンの減少が有意に抑制された（P < 0.05, Fig. 3-2-4, A）. 同様に, Δ 肝グリコ

ーゲン含量は, C + Ex 群で－7.0 ± 0.1 nmol/mg, H2 + Ex 群で－3.0 ± 0.1 nmol/mg であり, 
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H2 + Ex 群において肝グリコーゲンの減少が有意に抑制された（P < 0.001, Fig. 3-2-4, 

B）. しかしながら, 血中エネルギー基質では, Δ 血漿乳酸, Δ 血漿グルコース, Δ 血清遊離

脂肪酸, Δ 血清トリグリセリドのいずれの測定項目においても水素水摂取の影響は観察され

なかった.  

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-2-3. Effect of 2 weeks of H2 water intake on tissue glycogen contents and blood energy 

substrates immediately after exhaustive exercise in rats. (A) Muscle glycogen contents, (B) liver 

glycogen contents, (C) plasma lactate level, (D) plasma glucose level, (E) serum free fatty acid (FFA) 

level, (F) serum triglyceride (TG) level. Data are presented as the mean ± standard error of mean 

values (SEM) of eight animals per group. * and *** indicate a main effect of exercise on each 

biomarker at a level of P < 0.05 and P < 0.001, respectively. □: animals that were provided with 

mineral water; ■: animals that were provided with H2 water. 

A B C

D E F

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

10.0

H EH

P
la

sm
a 

la
ct

at
e

(m
M

)

***

0

30

60

90

120

150

180

H EH

P
la

sm
a 

gl
u

co
se

(m
g

/m
L)

***

0

20

40

60

H EH

Se
ru

m
 T

G
(m

g
/d

L)

***

0

200

400

600

800

H EH

Se
ru

m
 F

FA
(μ

EQ
/L

)

*

0.0

5.0

10.0

15.0

H EH

Li
ve

r 
gl

yc
o

ge
n

 c
o

n
te

n
t

(μ
g

/m
g 

p
ro

te
in

)

***

0.0

20.0

40.0

60.0

H EH

M
u

sc
le

 g
ly

co
ge

n
 c

o
n

te
n

t
(μ

g
/m

g 
p

ro
te

in
)

***

C H2 C-Ex  H2-Ex C H2 C-Ex  H2-Ex C H2 C-Ex  H2-Ex

C H2 C-Ex  H2-Ex C H2 C-Ex  H2-Ex C H2 C-Ex  H2-Ex



43 

 

Fig. 3-2-4. Effect of 2 weeks of H2 water intake on Δtissue glycogen contents immediately after 

exhaustive exercise in rats. (A) Δmuscle glycogen content, (B) Δliver glycogen content. Data are 

presented as the mean ± standard error of mean values (SEM). * and *** indicate a significant 

difference between the groups at a level of P < 0.05 and P < 0.001, respectively.   

 

 

d) 考察 

 本研究の結果から, 2 週間の水素水摂取は運動時におけるラットの筋および肝グリコーゲ

ンの利用を抑制することが示唆された. 一方で, ラットの血漿および骨格筋における酸化

傷害指標, ならびに持久的パフォーマンスに対する水素摂取の影響は観察されなかった. 

水素は, 可燃性が高く, 大気中にはほとんど存在しない無色, 無味, 無臭の気体である

（Huang et al., 2010）. 水素は, 抗酸化およびまたは他の生理作用を介して様々な疾患の

改善に寄与することが多くの先行研究において報告されている. しかし, 運動誘発性酸化

ストレスおよびその関連指標に対する水素摂取の効果はこれまでほとんど明らかにされて

いない. そこで, 本研究では, いくつかの水素摂取法の中で最も簡便かつ安全な方法の一つ

である水素水の飲用が, 運動誘発性酸化ストレスおよび組織グリコーゲン含量ならびに持

久的パフォーマンスにいかなる影響を及ぼすかを検討した. これらを明らかにすることで, 

スポーツ科学分野におけるエルゴジェニックエイドとしての水素の利用可能性を示すこと

ができることから, 本研究の意義は極めて高いように思われる.  
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 本研究の結果から, 2 週間の水素水摂取はラットの骨格筋および肝臓における Δ グリコー

ゲン含量を有意に抑制することが示された（Fig. 3-2-4）. 本研究は, 水素が運動時の筋お

よび肝グリコーゲン利用を抑制することを明らかにした初めての研究である. Aoi et al. 

(2008) は, 脂肪酸のミトコンドリア内への取り込みにおいて重要な役割を果たす骨格筋カ

ルニチンパルミトイルトランスフェラーゼ I（以下 CPT I）の機能を ROS およびフリーラ

ジカルが部分的に制限することにより, 結果として筋グリコーゲン利用を促進することを

報告した. 実際に, いくつかの先行研究では, 抗酸化剤（e.g. アスタキサンチンおよびポリ

フェノール）を用いて ROS およびフリーラジカルの過剰形成を抑制した結果, 運動時にお

ける筋グリコーゲンの利用が抑制され, 持久的パフォーマンスが向上することを明らかに

している（Murase et al., 2006; Aoi et al., 2008）. これらの先行研究に基づき, われわれ

は抗酸化剤としての水素摂取が運動誘発性酸化ストレスを軽減し, 組織グリコーゲン利用

を抑制することで持久的パフォーマンスが向上するとの仮説を立てた.  

 しかしながら, 本研究では, 血中および骨格筋の全ての酸化傷害指標（i.e. TBARS およ

び PC）において水素摂取の影響は観察されなかった（Fig. 3-2-2, A, B, D, E）. これらの

研究結果は, 水素が抗酸化以外の生理作用を介して運動時の組織グリコーゲン利用を抑制

することを示唆している. これまでに報告された水素による疾患の改善効果は, 抗酸化作

用だけでは説明ができないため, 水素の他の生理作用について数多くの研究が行われてい

る. 実際に, 水素は抗酸化作用だけではなく, 抗炎症作用, 神経保護作用および抗代謝異常

作用を有することが先行研究により明らかにされている（Ohta, 2014; Ichihara et al., 

2015）. 

エビデンスは限られるものの, スポーツ科学分野においては, 水素が運動時の血中代謝

指標（i.e. pHおよび乳酸濃度）に影響を及ぼす可能性も示されている（Aoki et al., 2012; 

Ostojic, 2012）. しかし, 本研究では, 遊離脂肪酸やトリグリセリドなどの血中エネルギー

基質において水素摂取の影響がみられなかった（Fig. 3-2-3, C, D, E, F）. このことから, 
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血中脂質の優先的利用は運動時における筋グリコーゲン利用の抑制には関与していないも

のと思われる. 従って, 本研究で観察された運動時の筋グリコーゲン利用の抑制効果は, 骨

格筋内のトリグリセリド利用が水素摂取によって増加したために引き起こされたと考える

のが妥当であろう. 今後は, 水素が運動時の組織グリコーゲン利用を抑制するメカニズム

について更なる研究が必要である.  

 本研究では, 組織グリコーゲン利用が抑制されたにも関わらず, ラットの持久的パフォ

ーマンスに対する水素摂取の影響はみられなかった（Fig. 3-2-1）. その理由の一つとして, 

運動パフォーマンステスト前に実施した一晩（12 時間）の絶食が影響していた可能性が考

えられる. 本研究では, 摂食状態におけるラットの筋および肝グリコーゲン含量の測定を

行っていないものの, これら両組織のグリコーゲン含量, とりわけ肝グリコーゲン含量は, 

一晩絶食により著しく減少することが報告されている（Brooks et al., 1973）. そのため, 

運動パフォーマンステスト開始時における両組織のグリコーゲン含量は極めて低かったと

推測でき, 本研究で観察された水素による組織グリコーゲン利用の抑制は, 絶食ラットの

持久的パフォーマンスを改善するには不十分であったと考えられる. 

その他の理由として, 運動パフォーマンステストの強度設定が研究結果に影響を及ぼし

た可能性も考えられる. 本研究で使用した運動プロトコルは, 先行研究に基づくものであ

り, V
・

O2max付近での有酸素性能力を高い再現性のもとで評価できるものの（Copp et al., 

2009）, 低～中強度で有酸素性運動を継続するための能力を評価することはできない可能

性がある. それゆえ, 今後は, 摂食ラットを対象として, 水素が低～中強度運動時の持久的

パフォーマンスに及ぼす影響について検討する必要があろう.  

 上述したように, 水素水の飲用は, 最も簡便かつ安全な水素摂取法であり, 摂取後数分以

内に各組織（e.g. 血液, 骨格筋および肝臓など）の水素濃度を上昇させることが報告され

ている（Liu et al., 2014）. また, 水素は最小の分子であることから, 細胞膜を容易に通過

し, ミトコンドリアなどの細胞小器官に急速に拡散すると考えられている（Ohsawa et al., 
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2007）. 各組織の水素濃度は, 水素水摂取後およそ 30 分間でベースライン値に戻ってしま

うものの（Liu et al., 2014）, 水素は遺伝子発現を調節することにより間接的に様々な生

理作用を発揮することが明らかにされている（Ohta, 2014; Ichihara et al., 2015）. さら

に, 水素水は低濃度であっても有効であることや, 水素水の自由摂取は水素ガスの連続的

または間欠的投与よりも有効であることなどが先行研究において示唆されている

（Kamimura et al., 2011; Ito et al., 2012）. これらの知見に基づき, 本研究では運動パフ

ォーマンステスト前の 2 週間, 水素水をラットに自由摂取させることとした. しかしなが

ら, 水素摂取の最適なプロトコルは未だ確立されていないことから, 水素の摂取プロトコ

ルの違い（e.g. 摂取方法, タイミング, 用量, 期間, 頻度および濃度など）が運動誘発性酸

化ストレスおよびその関連指標に及ぼす影響を明らかにするために更なる研究が求められ

る.   

 

e) 結論 

 本研究では, 2 週間の水素水摂取がラットの運動誘発性酸化ストレスおよび組織グリコー

ゲン含量ならびに持久的パフォーマンスに及ぼす影響を検討した. その結果, 2 週間の水素

水摂取は運動時におけるラットの筋および肝グリコーゲンの利用を抑制することが示唆さ

れた. 一方で, 2 週間の水素水摂取は, 運動時のラットの血漿および骨格筋の酸化傷害指標, 

ならびに持久的パフォーマンスには影響しないことが示された. これらのことから, 水素

は抗酸化以外の生理作用を介して運動時における筋および肝グリコーゲンの利用を抑制す

ることが示唆された.   
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3) 研究課題 3「ダウンヒル運動後の酸化ストレスおよび遅発性筋痛に及ぼす水素入浴の 

効果」 

a) 緒言 

 定期的な運動は, 生活習慣病の予防や改善効果だけでなく, 生活の質（QOL）向上にも

貢献することは広く知られている. しかしながら, 運動時には ROSおよびフリーラジカル

の産生量が増加することがヒト（Ashton et al., 1998; Bailey et al., 2004）および動物実

験（Davies et al., 1982; Bejma & Ji, 1999）により明らかにされている. ROS およびフリ

ーラジカルは, 免疫細胞による異物除去反応や細胞内の情報伝達分子としての働きを有す

る一方で, 脂質, タンパク質および核酸などの生体分子に傷害を与えることで, 糖尿病やが

ん, 神経疾患などの疾病および老化を引き起こすと考えられている（Harman, 2006; 

Valko et al., 2007）. また, 伸張性筋収縮を伴う運動や, 不慣れな運動を行うと遅発性筋痛

が生じることは広く知られているが（Clarkson et al., 1992）, その要因として, 筋および

結合組織の損傷, 乳酸や炎症の関与だけでなく, ROS およびフリーラジカルが関与してい

る可能性も示されている（Close et al., 2005）. 

 このように, 一過性運動に対する生理応答として, ROS およびフリーラジカルの産生量

が増加するものの, 生体には, 酸化傷害によるリスクを減らすための抗酸化防御機構が備

わっている. 抗酸化防御機構は, GSH, 尿酸およびビリルビンなどの非酵素的な抗酸化物質

と, SOD, CAT, GPX などの酵素的な抗酸化物質とに分類することができる（Powers & 

Jackson, 2008）. 通常時には, これらの非酵素的および酵素的な抗酸化物質のはたらきに

より, 生体内の酸化‐抗酸化平衡が維持されるものの, 激運動時には, 抗酸化防御能を上回

る量の ROSおよびフリーラジカルが発生し, 酸化ストレスが誘導される. そのため, ビタ

ミン C（Ashton et al., 1999）やビタミン E （Meydani et al., 1993）, ポリフェノール類

（Chang et al., 2010; Takahashi et al., 2014）などの抗酸化サプリメントを用いた酸化ス

トレスの軽減策が数多く検討されている.  
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 近年, 新たな抗酸化物質として水素に注目が集まっている. 水素は, 無味・無臭・無色の

高い可燃性を有するガス状分子であり, 地球の大気中にはほとんど含まれていない

（Huang et al., 2010）. Ohsawa et al. (2007) は, 水素が ROS およびフリーラジカルの中

で最も細胞毒性の強いヒドロキシラジカルを選択的に還元し, 効果的に細胞を保護するこ

とを明らかにした. また, この先行研究では, 水素ガスの摂取により虚血-再灌流による酸

化ストレス傷害および脳傷害を抑制できることも明らかにしている（Ohsawa et al., 

2007）. さらに, 現在までに, 心血管疾患, 脳血管障害, アルツハイマー病, 糖尿病やがん

などの疾患に対する水素の有効性が示されており（Ohta, 2011; Dixon et al., 2013; Ohta, 

2014）, 既に臨床研究も行われ始めている（Kajiyama et al., 2008）. しかしながら, 水素

が運動時における酸化ストレスに及ぼす影響についてはほとんど研究が行われていない. 

Aoki et al. (2012) の行った研究では, 水素水の摂取により血中乳酸レベルの抑制およびピ

ークトルクの改善が認められたものの, 酸化ストレス指標への影響は観察されなかった. 

そのため, 著者らは, 水素の効果を最大限に引き出すための摂取プロトコルの検討が必要

であると考察している.  

 水素はガス状の分子であり, 摂取方法が多彩であるというメリットを有する. これまで

に, 水素ガスや水素水, 水素点眼薬や水素飽和生理食塩水などを用いた研究が行われてお

り（Ohta, 2011; Dixon et al., 2013; Ohta, 2014）, さらには, 水素発生剤（二水素化マグ

ネシウム, 以下マグ水素）を用いた水素入浴の効果が検討されている. 水素入浴剤を用い

る利点として, 水素を安定的に長期保存できること, 安全で手軽に利用できること, 計算通

りに水素を生成することができる点が挙げられる. それゆえ, このような特徴を持つ入浴

による水素摂取は, 飲用量に限界がある経口摂取と比べて, より多くの水素を生体内に供

給することが可能であり, その効果を検討することは重要であると思われる. 水素は分子

量が最も小さく, 水溶性かつ脂溶性であるという特徴を有することから, 容易に皮膚から

吸収され, その後血液を介して速やかに全身に配分される（Ohta, 2011）. 実際に, 呼気中
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の水素濃度の測定結果から, 水素入浴のわずか 10 分後には水素が全身に行き渡るものと考

えられている（Ohta, 2011）.  

 そこで, 本研究では, ダウンヒル運動後の酸化ストレスおよび遅発性筋痛に及ぼすマグ

水素を用いた 1 週間の水素入浴の影響を明らかにすることを目的とした.  

 

b) 方法 

b-1) 被験者 

 被験者は, 年齢 20 歳から 30 歳の健常かつ活動的な男性 9 名であり, 自宅に家庭用風呂

を持ち, 毎日入浴する習慣のある者であった. 被験者は, 実験の前に実験の目的, 内容およ

び予想される危険について十分な説明を受けた後に, 同意書に署名したうえで実験に参加

した. 本実験の実施の前には, スクリーニングテスト（i.e. 身長, 体重, 体脂肪率, 安静時

12 誘導心電図, 血圧および質問票による既往歴と症状の調査）を行い, 健康面に問題がな

いことを確認したうえで, 本実験における運動強度を決定するためのV
・

O2max の測定を行

った. なお, 本研究は, 早稲田大学の「人を対象とする研究に関する倫理委員会」の承認を

得て行われた（承認番号 2013-016）.  

 

b-2) 最大酸素摂取量の測定 

 本実験での運動負荷強度を決定するために, 室温 20°C, 湿度 50%に設定された実験室に

おいて, トレッドミルを用いた漸増負荷運動を疲労困憊まで行わせた. 運動負荷は, 傾斜＋

1%に設定した状態で, 140 m/min のスピードから開始し, 2 分毎に 20 m/min ずつ速度を増

加させた. 疲労困憊の判定は, 検者の叱咤激励にもかかわらずランニングスピードを維持

できなくなった時点とした. また, 運動時には, Borg スケールによる主観的運動強度およ

び心拍数の記録を 2 分毎に行うとともに, 被験者の安全確保のために運動開始時から運動

終了時まで心電図のモニタリングを行った. 心拍数および心電図の測定は, 双極誘導法に
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よりモニター心電計（BSM-2401, 日本光電）を用いて行い, V
・

O2は, エネルギー代謝分析

器（エアロモニタ AE-310S, ミナト医科学社）により測定し, V
・

O2max であるかどうかの

判断は行わず, 得られたV
・

O2の最高値をV
・

O2peak とした. 被験者の身体的特徴を Table 3-3-

1 に示す.  

 

Table 3-3-1. Characteristics of subjects 

 

 

 

 

 

Data are presented as the mean ± standard deviation (SD). 

BMI, body mass index; SBP, systolic blood pressure; DBP, 

diastolic blood pressure; V
・

O2, oxygen uptake. 

 

 

b-3) 実験プロトコル 

 本研究の実験プロトコルを Fig. 3-3-1 に示す. 本研究では, 水素入浴試行（以下実験試

行）およびプラセボ入浴試行（以下コントロール試行）の 2 試行を単盲検法によるクロス

オーバー比較試験にて行った. 

 実験 1 日目は, 来室 2 時間前にバランス栄養食品（400 kcal）を水（330 mL）とともに

摂取させた. 来室後, 1 時間の安静状態を保ち, その後主観的な筋肉痛の指標（Visual 

Age (yrs) 25 ± 3 

Height (cm) 174.0 ± 3.3 

Body weight (kg) 66.0 ± 6.7 

Body fat (%) 15.3 ± 4.2 

BMI (kg/m2) 21.7 ± 2.0 

Seated SBP (mmHg) 110 ± 8 

Seated DBP (mmHg) 80 ± 6 

V
・

O2peak (mL/min) 3566 ± 437 

V
・

O2peak (mL/kg/min) 54.4 ± 7.3 



51 

 

analogue scale; 以下 VAS）を測定した後に, 医師あるいは看護師により肘前静脈から採

血を行った. VASの測定は, 脚（i.e. 大腿部, 下腿部）の痛みを, 全く痛みがない状態を左

端, 耐えられない痛みを右端として, 現在の痛みが 100 mm の直線上のどの位置にあるか

を記入させた（Kanda et al., 2013）. また, 筋を圧迫しない状態を VAS 1, 被験者本人が

大腿前部および下腿部を手で強く圧迫した状態を VAS 2 とした. VAS の測定および採血の

終了後, 事前に測定した傾斜＋1%走行時のV
・

O2peak の 75～85%に相当する速度での 30 分

間のダウンヒル運動（傾斜－8%）を行わせた.  

 運動終了後, 15 分間の休憩を挟み, 水素入浴あるいはプラセボ入浴を行わせ, 出浴 5 分

後および出浴 60 分後の時点で再度 VASの測定および採血を実施した. なお, 被験者の安

全性を確保するために, 運動開始 30 分前, 運動終了直後および出浴直後に飲料水をそれぞ

れ 200 mL ずつ摂取させた（Fig. 3-3-1, A）.  

 実験 2 日目は, 実験 1 日目と同様に, 来室 2 時間前にバランス栄養食品（400 kcal）を

水（330 mL）とともに摂取させ, 来室後 30 分間の安静を挟んで VASの測定および採血を

行った. 実験 3 日目, 4 日目, 8 日目には, 実験 2 日目と同様のプロトコルにて VAS の測定

および採血を行った. なお, 各被験者には, 実験 2～7 日目（最終採血前日）まで入浴を継

続させた（Fig. 3-3-1, B）. 全ての被験者は, 8 日目の最終測定終了後, 少なくとも 1 週間

以上の間隔（日数間隔の平均 22 ± 14 日（mean ± SD））を空けたうえで, もう一方の試行

を行った.   
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Fig. 3-3-1. Experimental protocol of exercise day (A) and whole 7 days (B). The measurements are as 

follows; VAS 1, VAS 2, and blood sample analyses.  

 

 

b-4) 入浴の方法 

 入浴は, 2.5 g の MgH2剤（実験試行）あるいは Mg を等量とした 5.5 g の Mg(OH)2剤

（コントロール試行）を全身浴が可能な湯量（約 200 L）に溶解した家庭用風呂にて, 合

計 20 分間（10 分間の入浴を, 間に 3 分間の休息を挟んで 2 回）行わせた. 入浴は, 実験初

日のみ実験室にて行い, 実験 2 日目から 7 日目は各被験者の自宅にて行わせた. 自宅での

入浴に際し, 被験者には事前に MgH2剤あるいは Mg(OH)2剤を手渡し, 入浴剤を入浴開始

10 分前に投入すること, 全身浴を行うこと, 入浴温度は被験者の任意とするが入浴時の湯

温を測定することを口頭にて指示した. なお, 実験 1 日目の入浴は, 体温上昇や皮膚血管拡

張に伴うトラブルに配慮し, 運動終了後 15 分間の休息を挟んでから行った.  
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b-5) 血液生化学的分析 

 採血により得られた血液は, 血中乳酸測定器（ラクテートプロ LT-1730, アークレイ）

を用いて乳酸濃度の測定を行った後に, 速やかに 4°C, 3000 回転で 10 分間遠心分離をして

血漿および血清を得た. 得られた血漿および血清は分析まで－80°C 以下にて冷凍保存し

た. 分析項目は, 酸化ストレス指標として血漿 TBARS および MPO 濃度と血清 d-ROMs

および BAP の測定を行った. また, 炎症の指標として血漿インターロイキン（以下 IL）-

6, IL-17a の測定を行い, 筋損傷の指標として血清 CK 活性およびミオグロビン濃度の測定

を行った. 酸化ストレスおよび炎症指標の分析は, TBARS assay kit（Cayman 

Chemical）, MPO ELISA kit（Hycult）, d-ROMs・BAP test kit（Diacron）, IL-6 

ELISA kit（R&D）, IL-17A ELISA kit（Diaclone）を用いて原則一回としたが, 異常と思

える値が出た場合には再測定を行い値の正しさを確認した. また, 血清の CK 活性および

ミオグロビン濃度の分析は, 外部機関（BML, INC.）に依頼し, Creatine kinase kit

（Nittobo Medical）および Myoglobin kit（Siemens Healthcare Diagnostics）を用いて

行った. なお, 外注した 2 項目の同時再現性係数（Intra-assay CV）および日差再現性係

数（Inter-assay CV）は, CK で 1.1%および 1.6%, ミオグロビンで 2.4%および 4.7%であ

った. また, 酸化ストレス指標として用いた d-ROMs と BAP の Intra-assay CV（d-

ROMs；1.9%, BAP；3.9%）および Inter-assay CV（d-ROMs；14.8%, BAP；5.9%）は

先行研究とほぼ同程度であった（Fatouros et al., 2004）. 

 

b-6) 統計処理 

 解析結果は全て平均値 ± 標準偏差で示した. 両試行間における 30 分間運動中の運動強

度および入浴温度の比較には, 対応のある t 検定を用いた. また, 各試行間における測定値

の比較には, 繰り返しのある二元配置の分散分析（試行×時間）を行った. 統計処理は, 
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SPSS（SPSS ver.20 for windows）を用いて行い, 統計学的有意水準は危険率 5%未満とし

た.  

 

c) 結果 

c-1) ダウンヒル運動時の運動強度および入浴温度 

 ダウンヒル運動中の運動強度を Table 3-3-2 に示した. 運動中の%V
・

O2peak は, コントロ

ール試行および実験試行ともにおよそ 56%であり, 試行間に有意差は認められなかった. 

同様に, ランニングスピード, V
・

O2, 心拍数においてもコントロール試行と実験試行との間

に有意差は認められなかった. また, 1 週間の平均入浴温度は, 実験試行で 39.1 ± 1.2°C, 

コントロール試行で 38.9 ± 1.0°C であり, 両試行間に有意な差は認められなかった.  

 

Table 3-3-2. Exercise intensity during downhill running 

 

 

 

 

 

Data are presented as the mean ± standard deviation (SD). V
・

O2, oxygen uptake;  

HR, heart rate. 

 

 

c-2) 遅発性筋痛および筋損傷ならびに血中乳酸濃度  

 ダウンヒル運動に対する 1 週間の水素入浴が, 遅発性筋痛, 筋損傷および血中乳酸濃度

に及ぼす影響に関する測定結果を Table 3-3-3 に示した. 遅発性筋痛の指標においては, 

VAS 1, VAS 2 ともに時間による主効果が認められた（VAS 1：P = 0.003, VAS 2：P = 

 Control  Trial 

Running speed (m/min) 206 ± 34  205 ± 34 

V
・

O2 (mL/min) 2003 ± 320  2028 ± 316 

%V
・

O2peak (%) 56.0 ± 3.2  56.7 ± 3.4 

HR (bpm) 154 ± 10  154 ± 11 
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0.001). また, VAS 1 では試行による主効果および交互作用は認められなかったが, VAS 2

では試行による主効果は認められなかったものの交互作用が確認され（P = 0.033）, 実験

2 日目および実験 3 日目の値が実験試行では有意に抑制された（Fig. 3-3-2）. 筋損傷指標

である血清 CK活性およびミオグロビン濃度では, 血清 CK活性において時間による主効

果が観察され（P = 0.003）, 血清ミオグロビン濃度においては時間による主効果に有意傾

向が認められた（P = 0.058）. 一方, 血清 CK 活性およびミオグロビン濃度ともに試行に

よる主効果および交互作用は認められなかった. 血中乳酸濃度では, 時間・試行による主

効果および交互作用は認められなかった.  

 

 

Fig. 3-3-2. Effect of weekly molecular 

hydrogen bathing on delayed-onset 

muscle soreness following downhill 

running. Data are presented as the 

mean ± standard deviation (SD). * 

indicate a significant difference 

between the groups at the same point 

(P < 0.05). 

 

 

 

c-3) 酸化ストレスおよび炎症指標 

 ダウンヒル運動に対する 1 週間の水素入浴が, 酸化ストレスおよび炎症指標に及ぼす影

響に関する測定結果を Table 3-3-4 に示した. 酸化ストレス指標では, 血漿 MPOにおいて

時間による主効果が観察され（P = 0.041）, 血清 BAP においては試行による主効果が認

められた（P = 0.039）. 一方, 血漿 TBARS および血清 d-ROMs においては, 有意な差は

認められなかった. 炎症指標では, 血漿 IL-6 において時間による主効果が観察されたもの

の（P = 0.028）, 血漿 IL-17a に有意差は認められなかった.
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Table 3-3-3. Effect of weekly molecular hydrogen bathing on delayed-onset muscle soreness, muscle damage markers and lactate  

Data are presented as the mean ± standard deviation (SD). Day 1-1, before exercise (baseline); Day 1-2, 5 minutes after the end of bathing; Day1-3, 60 

minutes after the end of bathing; VAS, visual analogue scale; CK, creatine kinase; Mb, myoglobin.

  Time-course Main effect 
Interaction   

Day 1-1 Day 1-2 Day 1-3 Day 2 Day 3 Day 4 Day 8 Time Trial     

VAS 1 Control  0.4 ± 0.7 19.0 ± 26.2 22.6 ± 23.5 50.9 ± 16.7 37.0 ± 19.5 22.1 ± 17.3 1.1 ± 1.1 
0.003 NS NS 

(mm) Trial 0.7 ± 1.7 19.1 ± 18.0 18.6 ± 14.3 37.4 ± 11.4 31.3 ± 12.7 14.7 ± 13.8 1.0 ± 1.1 

            

VAS 2 Control  1.1 ± 2.3 19.1 ± 23.3 21.6 ± 23.6 57.9 ± 12.7 42.7 ± 19.4 23.8 ± 17.2 1.9 ± 2.3 
0.001 0.140  0.033 

(mm) Trial 2.1 ± 4.9 21.0 ± 19.3 22.0 ± 15.3 43.7 ± 9.1 28.6 ± 14.8 16.1 ± 13.0 1.0 ± 1.3 

            

CK Control  a132 ± 32 aa164 ± 39 a171 ± 47 327 ± 249 208 ± 130 a145 ± 60 a147 ± 89 
0.003 NS NS 

(U/L) Trial a156 ± 96 aa189 ± 110 a197 ± 115 320 ± 321 215 ± 156 168 ± 108 a198 ± 157 

            

Mb Control  a33.4 ± 4.1 a148.0 ± 105.9 133.0 ± 92.4 37.4 ± 17.8 a30.3 ± 7.2 a32.2 ± 7.6 a33.6 ± 9.4 
0.058 NS NS 

(ng/mL) Trial a32.4 ± 8.7 a129.2 ± 59.8 112.3 ± 52.0 38.1 ± 12.0 a32.5 ± 10.9 a32.9 ± 10.7 a34.7 ± 10.1 

            

Lactate Control  1.0 ± 0.5 1.1 ± 0.2 a0.9 ± 0.2 1.0 ± 0.4 1.0 ± 0.2 0.9 ± 0.2 1.0 ± 0.3 
NS NS NS 

(mmol/L) Trial 0.9 ± 0.2 1.3 ± 0.7 a0.9 ± 0.2 0.9 ± 0.3 1.0 ± 0.2 0.9 ± 0.1 0.9 ± 0.2 
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Table 3-3-4. Effects of weekly molecular hydrogen bathing on oxidative stress and inflammatory markers 

  Time course Main effect 
Interaction 

    Day 1-1 Day 1-2 Day 1-3 Day 2 Day 3 Day 4 Day 8 Time Trial 

TBARS Control 0.42 ± 0.21 0.32 ± 0.08 0.31 ± 0.08 0.33 ± 0.07 0.30 ± 0.05 0.33 ± 0.07 0.33 ± 0.08 
NS NS NS 

(μM) Trial 0.35 ± 0.08 0.32 ± 0.06 0.32 ± 0.05 0.31 ± 0.07 0.33 ± 0.07 0.29 ± 0.04 0.31 ± 0.09 
            

d-ROMs Control a425 ± 51 a419 ± 60 a424 ± 76 a401 ± 41 a399 ± 44 a419 ± 45 403 ± 56 
NS NS NS 

(U.CARR.) Trial a421 ± 64 a425 ± 61 a426 ± 53 a389 ± 52 a406 ± 53 a398 ± 54 380 ± 39 
            

BAP Control a2631 ± 145 a2665 ± 231 a2685 ± 174 a2691 ± 274 a3063 ± 518 a2813 ± 228 3164 ± 524 
NS 0.039 NS 

(μM) Trial a2747 ± 156 a2600 ± 226 a2804 ± 372 a2769 ± 353 a2832 ± 447 a2691 ± 262 3052 ± 483 
            

MPO Control 116.8 ± 98.9 103.9 ± 28.8 116.9 ± 21.6 107.4 ± 36.1 105.8 ± 33.7 100.4 ± 25.1 a78.5 ± 14.9 
0.041 NS NS 

(ng/mL) Trial 115.7 ± 61.6 107.8 ± 30.1 112.9 ± 28.5 107.3 ± 27.0 122.4 ± 39.5 a97.0 ± 23.1 a91.9 ± 25.7 
            

IL-6 Control 0.40 ± 0.15 0.91 ± 0.34 0.86 ± 0.37 0.34 ± 0.13 0.36 ± 0.17 0.39 ± 0.18 a0.48 ± 0.48 
0.028 NS NS 

(pg/mL) Trial 0.35 ± 0.12 0.78 ± 0.20 0.83 ± 0.47 0.36 ± 0.15 0.29 ± 0.09 0.33 ± 0.16 a0.38 ± 0.23 
            

IL-17a Control 17.4 ± 44.8 17.0 ± 44.0 19.5 ± 51.5 16.2 ± 42.6 19.1 ± 51.7 19.2 ± 51.7 a19.2 ± 51.7 
NS NS NS 

(pg/mL) Trial 14.9 ± 37.2 16.9 ± 42.8 19.6 ± 51.5 16.1 ± 42.6 19.0 ± 51.2 19.1 ± 51.7 a19.2 ± 51.7 
            

Data are presented as the mean ± standard deviation (SD). Day 1-1, before exercise (baseline); Day 1-2, 5 minutes after the end of bathing; Day1-3, 60 

minutes after the end of bathing; MDA, malondialdehyde; d-ROMs, derivatives of reactive oxygen metabolites; BAP, biological antioxidant potential; MPO, 

myeloperoxidase; IL-6, interleukin-6; IL-17a, interleukin-17a. 
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d) 考察 

 本研究では, 健常かつ活動的な若年男性 9 名を対象とし, ダウンヒル運動後の酸化スト

レスおよび遅発性筋痛に及ぼすマグ水素を用いた 1 週間の水素入浴の影響を検討した. 本

研究で得られた主な知見は, マグ水素を入浴剤として用いた運動後一週間の入浴は, 運動

による酸化ストレスに対する有効性は認められなかったものの, 遅発性筋痛を軽減する可

能性が示されたことである.  

 伸張性収縮を伴う運動や, 不慣れな運動を行う際には, 運動後 24 時間から 72 時間をピ

ークとして遅発性筋痛が引き起こされることは広く知られている（Clarkson et al., 

1992）. 遅発性筋痛のメカニズムは未だ解明されていないものの, その要因の一つとして

ROS およびフリーラジカルが関与している可能性が指摘されていることから（Close et 

al., 2005）, 抗酸化サプリメントを用いた遅発性筋痛の抑制策がこれまでに検討されてい

る（Kaminski & Boal, 1992; Bryer & Goldfarb, 2006; McGinley et al., 2009）. 近年, 新

たな抗酸化物質として水素が注目されているものの, その多くが疾病に対する効果を検討

したものであり, 運動による酸化ストレスおよび遅発性筋痛に及ぼす影響は明らかにされ

ていない.  

 本研究では, マグ水素を用いた一週間の入浴により遅発性筋痛のピークとされる運動後

24 および 48 時間の VAS 2 の値が有意に抑制され, 水素入浴が遅発性筋痛の軽減に有効で

あることが示唆された（Table 3-3-3, Fig. 3-3-2）. しかしながら, 本研究では, 遅発性筋痛

を引き起こす主要因とされる筋損傷指標をはじめ, 酸化ストレス指標, 炎症指標および血

中乳酸濃度において試行による主効果は認められなかった（Table 3-3-3, Table 3-3-4）. 

先行研究によると, 遅発性筋痛の程度と血中の筋損傷指標の変化は必ずしも一致しないこ

とが明らかにされており（Nosaka et al., 2002）, 筋および結合組織の損傷だけで遅発性

筋痛を説明することはできない. また, 筋損傷に付随して起こる炎症や酸化ストレスとい

った二次的な生理変化や, 血中乳酸の蓄積が遅発性筋痛に及ぼす影響についても未だ明白
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な根拠は示されていないのが現状である. このように, 遅発性筋痛のメカニズムは未だ不

明瞭な点が多く, 本研究における遅発性筋痛の軽減効果は, 他の理由によりもたらされた

可能性も考えられる. 遅発性筋痛を生じさせる他の要因として, 筋温上昇や筋痙攣（Close 

et al., 2005）などが挙げられているものの, 本研究ではこれらの測定は行っておらず, 水

素入浴がどのようなメカニズムにより遅発性筋痛を抑制したのかを明らかにすることは困

難であり, 今後更なる研究が必要である.  

 本研究では, BAP を除く他の酸化ストレス指標において試行による主効果は認められな

かった（Table 3-3-4）. これまでに, 水素が運動による酸化ストレスに及ぼす影響につい

てはほとんど研究が行われていない. Aoki et al. (2012) は, 男子大学サッカー選手を対象

として, 水素水またはプラセボ水を摂取させ, 75%V
・

O2max 強度の自転車エルゴメーター運

動および 100 回の等速性膝伸展運動を行わせ, 運動による酸化ストレスに及ぼす影響につ

いて検討を行っている. その結果, 水素水を摂取させた群では, 血中乳酸濃度の抑制やピー

クトルクの改善が認められたものの, 酸化ストレス指標に対する効果は観察されなかった. 

これらのことから, 著者らは, 水素水のより適切な摂取方法を確立する必要があると述べ

ている.  

 この先行研究の結果を受け, 本研究ではより多くの水素を生体に供与するためにマグ水

素を用いた水素入浴の効果を検討した. これまでに, 水素入浴が運動による酸化ストレス

に及ぼす影響について検討した論文は存在せず, 本研究は初めての試みであった. また, 

この方法は, 日常的に入浴を行う日本人に適合する方法であると考えられた. しかしなが

ら, 本研究では, Aoki et al. (2012) の先行研究と同様に, 血漿 TBARS, 血清 d-ROMs, 血

漿 MPO などの酸化ストレス指標に対する水素入浴の影響は観察されなかった. 一方で, 血

液中の抗酸化能力を示す血清 BAP では, 試行による主効果が観察され, 水素入浴試行で有

意に低い値を示した（Table 3-3-4）. この理由は明らかではないが, 血清 BAP は, 血液中

に存在する抗酸化物質の総合的な能力を反映する指標であり, GSH, 尿酸およびビタミン
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C などの影響を受ける. そのため, 今後, 各抗酸化物質の測定を行うことで, 水素入浴が血

中のどの因子に影響を及ぼしたのかを明らかにしていく必要があろう.  

 本研究において, 血清 BAP を除く酸化ストレス指標に対し水素入浴の効果が認められな

かった理由としては, まず, 入浴のタイミングが適切でなかった可能性を挙げることがで

きる. 一般的に, 運動直後の入浴は, 体温上昇や皮膚血流量の増大など, 安全面および骨

格筋における血流量確保の観点から, 運動終了後一定の時間を置くことが必要であるとい

われている. 従って, 本研究では, 運動後 15 分のタイミングで入浴を行わせた. しかしな

がら, 生体内で最初に産生されるスーパーオキシドは, 体内の抗酸化防御システムの働き

により, 過酸化水素, ヒドロキシラジカルを経て, 素早く水へと変換される. このことから, 

ミトコンドリアおよびその他の経路から ROS およびフリーラジカルが生じるタイミング

で水素を供与する必要性があると考えられるが, 本研究では 15 分のタイムラグが生じてい

た. そのため, 運動時の酸素消費量の増大や, 血流量の急激な変化によってもたらされる一

次的な酸化ストレスに対し, 水素が十分に作用しなかった可能性がある.  

 近年の Cai et al. (2013) の研究では, 水素が抗酸化酵素活性を改善し, 間接的に酸化ス

トレスを抑制する可能性が示唆されている. この研究は, 培養細胞を用いたものであるこ

とから単純に比較はできないものの, 運動前に水素を供与することが酸化ストレスの抑制

においてより重要である可能性は否定できない. しかし, 水素の生体内動態や作用メカニ

ズムについては未だ十分なエビデンスが得られているとは言い難く, 今後の更なる研究が

待たれる. なお, 本研究における 30 分間のダウンヒルランニングでは十分な酸化ストレス

を誘導することができなかったものの, 本研究の結果だけで, 水素入浴が運動後の酸化ス

トレスに効果がないと結論を下すことはできないようにも思われる.  

 運動後に顕著な酸化ストレスが生じなかった要因として, 運動負荷が不十分であった可

能性が挙げられる. 本研究では, 事前に測定したV
・

O2peak のデータを基に運動強度の設定

を行った. 当初, ダウンヒル運動では, 平地走行時よりも運動強度が低くなることは想定し
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ていたものの, 実際の運動強度はV
・

O2peak の 56%程度であった（Table 3-3-2）. この運動

強度は, 我々が運動条件を設定する際に参考にした Peake et al. (2005) の用いた強度

（60%V
・

O2max）よりもやや低いものであった. また, この先行研究では, 長距離ランナー

およびトライアスロン選手といった持久系アスリートを対象としているものの, ダウンヒ

ル運動を 45 分間実施しており, 本研究よりも運動時間が長かった. さらに, この研究では, 

筋損傷指標である血清 CK 活性およびミオグロビン濃度の上昇率が本研究のコントロール

試行よりも著しく高かった（CK 235% vs 420%, Mb 426% vs 1800%）. これらのことか

ら, 本研究で用いた運動負荷（強度・時間）では, 筋損傷の程度が低く, 結果として二次的

な酸化ストレスを十分に誘導できなかったものと考えられる. 今後は, 運動の強度設定を

より厳密に行うとともに, 運動時間の延長を検討する必要がある.  

 本研究では, 水素入浴の影響を調査するための副次的な評価項目として, 炎症マーカー

（血漿 IL-6, IL-17a）の測定を行った. しかしながら, これらの項目において, 試行による

主効果は観察されなかった（Table 3-3-4）. 先行研究によると, 水素は抗酸化作用だけで

なく抗炎症作用を有することが明らかにされている（Gharib et al., 2001; Zheng et al., 

2009）. しかし, これらの先行研究では, 炎症反応の誘導機序が本研究とは異なっており, 

水素の摂取方法も異なる. そのため, 酸化ストレスと同様に, 炎症反応を抑制するための効

果的な水素入浴条件や水素摂取方法について, 今後, 更なる検討が必要であると言える.  

 本研究で用いた, 水素入浴時間は 20 分間, 入浴温度の平均は約 39°C であった. これら

の入浴条件は, 一般によく用いられるなどの実用性を考慮し, 誰でも容易に実践できるも

のとした. また, 入浴日数は, 本研究で用いた各測定項目の値がベースラインに戻るであろ

う 1 週間後までとした. 水素は, 大気条件下（室温）において 0.8 mM まで水に溶けるこ

とができる（Ohta, 2011）. 本研究における入浴温度では, 水素濃度が 0.7 mM 前後であっ

たと考えられ, 継続的に生体内に供給されることを考えると十分な水素濃度であったと思

われる. しかしながら, 本研究では生体内の水素濃度の変化を測定しておらず, どの程度の
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水素が体内に取り込まれたのかは不明である. また, 影響は小さいと考えられるものの, 入

浴温度の違いが遅発性筋痛, 酸化ストレスおよび炎症指標に及ぼす影響についても今後検

討が必要であろう.  

 本研究の限界として, ダウンヒル運動の繰り返しによる筋損傷の軽減効果, すなわち繰

り返し効果（McHugh et al., 1999）が生じていたことが挙げられる. 本研究では, 筋損傷

指標として血清 CK 活性およびミオグロビン濃度の測定を行ったが, 試行間に有意差は認

められなかったものの, これらの指標の最大値は 2 回目の運動時に有意に抑制されていた

（CK 442 U/L vs 205 U/L, 実験 2 日目（P < 0.05）; Mb 179.9 ng/mL vs 97.2 ng/mL, 出

浴直後（P < 0.05））. 一方で, 遅発性筋痛, 酸化ストレスおよび炎症指標においては運動 1

回目と 2 回目の間に有意な差は認められなかった. 本研究では, 途中で被験者 1 名が脱落

したために被験者数が 9 名と奇数となった. 筋損傷指標の結果にはこのことが一部関わっ

ていた可能性も考えられる. 今後は, 繰り返し効果の影響を極力排除できるような実験デ

ザインを用いて研究を行う必要があろう. また, 酸化ストレスおよび抗酸化能は, 加齢やト

レーニング状況, ならびに栄養状態の影響を強く受けることから, 不活動者や高齢者を対

象にした実験や, 実験動物を用いた基礎的な研究を行っていくことも検討しなければなら

ない.  

 

e) 結論 

 本研究では, ダウンヒル運動後の酸化ストレスおよび遅発性筋痛に及ぼすマグ水素を用

いた一週間の水素入浴の影響を検討した. その結果, マグ水素を入浴剤として用いた一週

間の入浴は, 運動後の酸化ストレスに対する効果は認められなかったものの, 遅発性筋痛

の軽減に有効であることが示唆された. 
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第 4 章 総合討論および今後の課題 

 

1. 各研究課題の総括 

【研究課題 1・動物実験】 

 研究課題 1 では, 若齢ラットを対象とし, 強度の異なる疲労困憊運動がラット血漿およ

び骨格筋の酸化ストレスに及ぼす影響を検討した. その結果, ラットの骨格筋における酸

化ストレス指標はいずれの疲労困憊運動においても変化しなかったものの, 漸増負荷によ

る疲労困憊運動はラットの血漿 PC レベルおよび TAC を増加させることが明らかとなっ

た. これらの知見から, 漸増負荷による疲労困憊運動は, 骨格筋の酸化ストレス指標の変化

を伴わずに血中の酸化ストレス指標を変化させることが示唆された. 

 

【研究課題 2・動物実験】 

 研究課題 2 では, 若齢ラットを対象として, 2 週間の水素水摂取がラットの運動誘発性酸

化ストレスおよび組織グリコーゲン含量ならびに持久的パフォーマンスに及ぼす影響を検

討した. その結果, 2 週間の水素水摂取は運動時におけるラットの筋および肝グリコーゲン

の利用を抑制することが示唆された. 一方で, 2 週間の水素水摂取は, 運動時のラットの血

漿および骨格筋における酸化傷害指標, ならびに持久的パフォーマンスには影響しないこ

とが示された. これらの知見から, 水素は抗酸化以外の生理作用を介して運動時における

筋および肝グリコーゲンの利用を抑制することが示唆された. 

 

【研究課題 3・ヒト実験】 

研究課題 3 では, 健常かつ活動的な若年男性 9 名を対象とし, ダウンヒル運動後の酸化

ストレスおよび遅発性筋痛に及ぼすマグ水素を用いた 1 週間の水素入浴の影響を検討した. 
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その結果, マグ水素を用いた 1 週間の入浴は, 運動後の酸化ストレスに対する効果は認め

られなかったものの, 遅発性筋痛の軽減に有効であることが示唆された.  

 

2. 総合討論および今後の課題 

1) 疲労困憊運動の強度の違いが生体の酸化ストレスに及ぼす影響（目的 1） 

 運動誘発性酸化ストレスは, 運動強度やその継続時間の影響を受けるといわれており, 

事実, 運動強度の増加や運動時間の延伸によって血中あるいは骨格筋の酸化ストレス指標

が増加することが報告されている（Alessio et al., 1988; Koz et al., 1992; Bloomer et al., 

2007a; Lamprecht et al., 2008）. しかしながら, 疲労困憊運動の強度の違いが生体の酸化

ストレスに及ぼす影響についてはこれまでに報告がなされていない. そこで, 本研究では, 

強度の異なる疲労困憊運動がラットの血漿および骨格筋の酸化ストレスに及ぼす影響を検

討した（研究課題 1）. アスリートは, 競技力向上のために日々過酷なトレーニングを行う

必要があるため, 短期的あるいは長期的な視点において, 疲労困憊運動の強度の違いが生

体の酸化ストレスに及ぼす影響を把握することは極めて重要であると思われた. 

本研究で得られた主な知見は, 漸増負荷による疲労困憊運動は, 骨格筋の酸化ストレス

指標の変化を伴わずに血中の酸化ストレス指標を変化させることを示した点である

（Table 3-1-2, Table 3-1-3）. 運動時の ROS およびフリーラジカル産生は主に骨格筋で行

われるという考え方のもと, 運動誘発性酸化ストレスは長年, 骨格筋を中心とした視点で

解釈されてきた. しかし, 近年では, 血液自体も ROS およびフリーラジカルの産生源であ

るとの考え方が整理されつつあり, 血漿, 赤血球および白血球において ROSおよびフリー

ラジカルが産生される可能性が報告されている（Nikolaidis & Jamurtas, 2009）. また, 

運動後における血中の酸化ストレス指標の変化は, 必ずしも骨格筋の酸化ストレス指標の

変化とは一致しないことや, 肝臓あるいは心臓といった他の組織の酸化ストレス指標の変

化と一致する事例もあることなどが報告されている（Veskoukis et al., 2009）. 



 

65 

 

これらのことから, 本研究の漸増負荷運動群で観察された酸化ストレス指標（i.e. PC お

よび TAC）の増加は, 骨格筋以外の組織（e.g. 血液, 肝臓および心臓など）に由来したと

考えるのが妥当である. しかしながら, 今後は, 漸増負荷による疲労困憊運動が骨格筋以外

の組織における酸化ストレス応答に及ぼす影響だけではなく, それらの組織における酸化

ストレス応答が運動強度に依存するのか否かを明らかにしていく必要があると考えられる. 

さらに, 近年では, 一過性の持久的運動に対する血中の酸化ストレス応答は, ラットとヒト

でほぼ同様の傾向を示すことが報告されているものの（Veskoukis et al., 2016）, 本研究

の結果がヒトでも同様に再現されるのか否かを明らかにする必要がある.  

 

2) 運動誘発性酸化ストレスおよびその関連指標に及ぼす水素摂取の影響（目的 2） 

 上述したように, 一過性の持久的運動は生体内の酸化‐抗酸化平衡の不均衡を生じさせ, 

結果として酸化ストレスを誘発することは広く知られている（Powers & Jackson, 2008; 

Fisher-Wellman & Bloomer 2009）. このような, 運動によって引き起こされる一時的な

酸化ストレス, すなわち運動誘発性酸化ストレスは, 運動の結果として生じる生化学的応

答であるが, それと同時に生理機能を低下させる誘因となることも示唆されている. 具体

的には, 非筋損傷性運動時における筋疲労や持久的パフォーマンスの低下, ならびに筋損

傷性運動時における二次的な筋損傷や遅発性筋痛への関与がこれまでに報告されている

（Reid et al., 1994; Close et al., 2004; Medved et al., 2004; Tidball, 2005）. それゆえ, 

これら運動誘発性酸化ストレスによってもたらされる負の作用を抑制するための抗酸化サ

プリメント摂取の効果について, これまでに数多くの研究が行われてきた（Powers et al., 

2004; McGinley et al., 2009）. そこで, 本研究では, 新たな抗酸化物質として近年注目さ

れている水素を用いて, 運動誘発性酸化ストレスおよびその関連指標に及ぼす影響を検討

した（研究課題 2 および 3）.  
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 本研究で得られた主な知見は,（1）2 週間の水素水摂取により運動時の筋および肝グリ

コーゲン利用が抑制される可能性が示されたこと（Fig. 3-2-4）, （2）ダウンヒル運動後

に行う 1 週間の水素入浴により遅発性筋痛が軽減される可能性が示されたこと（Fig. 3-3-

2）, の 2 点である. しかしながら, いずれの研究課題においても酸化傷害指標に対する水

素摂取の影響は認められなかったことから（Fig. 3-2-2, Table 3-3-4）, これら水素摂取に

よる有益な効果は, 抗酸化以外の生理作用によってもたらされたことが示唆される.  

そこで, 以下に, 本研究で得られた結果の重要性と今後の課題について最新の知見も交

えながら考察することとする.  

 研究課題 2 では, 2 週間の水素水摂取が運動時におけるラットの Δ 筋グリコーゲン含量

および Δ 肝グリコーゲン含量を有意に抑制することが示された（Fig. 3-2-4）. 前述したよ

うに, 本研究は水素摂取が運動時の筋および肝グリコーゲン利用を抑制することを示した

初めての研究である. しかしながら, われわれの仮説に反して, 血中および骨格筋の酸化傷

害指標には水素摂取の影響は観察されず, また, 血中エネルギー基質においても同様の結

果が示された（Fig. 3-2-2, Fig. 3-2-3, C, D, E, F）. これらのことから, 本研究で観察され

た運動時の組織グリコーゲン利用の抑制効果は, 水素が抗酸化以外の作用メカニズムを介

して筋内の TG利用を増加させた結果生じたものであると考えられた. 

これまでに, 水素が肝臓における脂質代謝関連遺伝子（e.g. CPT I および線維芽細胞増

殖因子 21（FGF21）など）の発現を増加させ, 肝臓ならびに全身の脂質代謝を改善するこ

とが糖尿病モデルマウス（db/db マウス）において報告されている（Kamimura et al., 

2011, 2016）. しかし, 運動時の筋脂質代謝に及ぼす水素摂取の影響については報告がな

されていない. 水素水の摂取後, 骨格筋の水素濃度が上昇することは既に確認されている

ものの（Liu et al., 2014）, 水素が運動時の筋脂質代謝に及ぼす影響については, 今後, 基

礎的なエビデンスをさらに蓄積していく必要がある. 加えて, 水素による組織グリコーゲ



 

67 

 

ンの抑制が持久的パフォーマンスに及ぼす影響についても, 異なる研究デザインを用いて

再検討する余地があるように思われる.  

研究課題 3 では, マグ水素を入浴剤として用いた 1 週間の水素入浴が, ダウンヒル運動

後 24 時間および 48 時間の遅発性筋痛（i.e. VAS 2）を有意に抑制することが示された

（Fig. 3-3-2）. 遅発性筋痛は, 運動習慣を有していない一般人から高い身体能力を有する

競技アスリートまで, 誰もが一度は経験したことのある生理現象であり, スポーツ科学の

分野において長年に亘って研究対象とされてきた（Cheung et al., 2003; Close et al., 

2005）. しかしながら, 遅発性筋痛を引き起こすメカニズムについては未だ不明な点が多

く残されており, 明確な結論を得るには至っていない. 本研究課題では, 遅発性筋痛の主要

因とされる筋損傷指標をはじめ, 酸化ストレス指標, 炎症指標および血中乳酸濃度の測定

を行ったものの, 水素摂取による影響は認められなかった（Table 3-3-3, Table 3-3-4）. 

そのため, 本研究で観察された遅発性筋痛の軽減効果は, 筋温上昇や不随意的な筋痙攣

などの他の誘導メカニズム（Close et al., 2005）に対して, 水素が作用したことによって

もたらされた可能性があると考えられた. また, 近年では, 動物モデルにおいて遅発性筋痛

を評価する方法が確立されつつあり, 伸張性筋収縮時に骨格筋から分泌される神経成長因

子（NGF）が遅発性筋痛に関与している可能性も示されている（Mizumura & Taguchi, 

2016）. これらのことから, 今後は, 水素がどのような生理メカニズムを介して遅発性筋

痛を抑制したのかを明らかにしてゆく必要があるものの, 水素入浴という汎用性の高い方

法を用いて遅発性筋痛の軽減効果を明らかにしたという点において本研究の意義は極めて

高いように思われる. 

 ところで, 研究課題 2 および 3 では, 生体内に水素を供給する方法として, 水素水の経口

摂取あるいは水素入浴という 2 つの方法を用いた. これらの方法は, 水素ガスの吸入およ

び水素生理食塩水の静脈投与といった他の水素摂取方法と比べて, 実用性あるいは安全性

に優れた方法であると考えられる. 水素水の経口摂取は, 最も一般的かつ簡便な水素摂取
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方法であり, 場所やタイミングを問わずに短時間のうちに水素を摂取できる点が最大の利

点である. 一方で, 本研究における水素入浴は, マグ水素を入浴剤として用いることにより

水素を発生させたが, 水素入浴剤を用いる利点として, 水素を安定的に長期保存できるこ

と, 安全で手軽に利用できること, 計算通りに水素を生成することができる点などを挙げ

ることができる.  

先行研究では, いずれの方法においても生体内の水素濃度が上昇することが報告されて

いるが（Ohta, 2011; Liu et al., 2014）, 水素水の飲用では経口的に水素が取り込まれるの

に対し, 水素入浴では主として経皮的に水素が取り込まれるという違いが存在する. また, 

水素入浴では, 水素水の飲用と比べて体内における水素濃度の上昇時間がより長くなると

推測される. このように, 2 つの方法では水素の摂取経路や曝露時間が異なるために, その

作用メカニズムにも違いが生じるとも考えられる. そのため, これらの摂取方法の違いが

生体に及ぼす影響については更なる研究が求められるとともに, 水素の効果を最適化する

ための摂取プロトコルについての検討も必要である. 

最後に, 研究課題 2 および 3 では, 水素が血中あるいは骨格筋の抗酸化能力に影響を及

ぼす可能性は示されたものの, 酸化傷害指標に対する影響は認められなかった（Fig. 3-2-2; 

Table 3-3-4）. それゆえ, 本研究で観察された水素による遅発性筋痛の軽減, および運動時

の組織グリコーゲンの抑制効果は, 抗酸化以外の生理作用によってもたらされたものと考

えられた. しかしながら, 研究課題 2 および 3 で用いた運動プロトコルにおいて十分な酸

化ストレスを誘導できなかったことを考慮すると, 水素が運動誘発性酸化ストレスに対し

効果がないと断言することはできないようにも思われる. 従って, 運動誘発性酸化ストレ

スに対する水素摂取の効果については, より負荷の高い運動プロトコルを用いて検討を行

うべきである. さらに, 水素が生体組織における抗酸化能力に及ぼす影響を明らかにする

ためにも, GSH およびビタミン C などの抗酸化物質を個別に測定する必要があるといえよ

う. 
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3. 結語 

本研究の目的は, 疲労困憊運動の強度の違いが生体の酸化ストレスに及ぼす影響を明らか

にすること（目的 1）, ならびに運動誘発性酸化ストレスおよびその関連指標に及ぼす水

素摂取の影響を明らかにすること（目的 2）, の 2 点であった. その結果, 漸増負荷による

疲労困憊運動は, 骨格筋の酸化ストレス指標の変化を伴わずに血中の酸化ストレス指標を

変化させることが示唆された. また, 実験対象（ラットまたはヒト）, 摂取方法（水素水の

飲用または水素入浴）, 摂取期間（7 日間あるいは 14 日間）および摂取タイミング（運動

前あるいは運動後）などが異なるものの, 水素が運動時の筋および肝グリコーゲン利用の

抑制や, ダウンヒル運動後の遅発性筋痛の軽減に有効であることが示唆された.  
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