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　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨

　1936年に、Selye，　H．によって提唱されたストレスの概念は、その後に修正が加えられて、現在では、

「ストレスを招来する外的刺激（ストレッサー）が加わった場合に生じる体内の歪みの状態を指してい

る」とされている。生体にストレッサーが作用すると、種々の内分泌ホルモンや脳内物質の分泌が充

進ずることは周知の事実である。他方、ビリルビンは、生体内で発生した過剰な活性酸素を消去し

（Stocker，　R．，2’α1．：Science，235，1043，1987）、酸化分解されてバイオピリンとなり、尿中へ排泄される

（Yamaguchi，　T．，θ’α」．：J．　Biochem．，116，298，1994）。このバイオピリンは、外科手術をはじめとした

種々の要因による酸化ストレス下で、その強さに応じて尿中への排泄量が変化することが報告されて

いる（Shimoharada，　K，θ’α1．：Clin．　Chem．，44，2554，1998）。しかしながら、バイオピリンの前駆物質で

あるビリルビンの由来については報告されておらず、24時間ウルトラマラソンランニングのような生

理学的限界に近い有酸素運動下での酸化ストレスに関する医学的知見も少ない。

　そこで本研究では、24時間ウルトラマラソンランニング選手を対象として、酸化ストレスマーカー

である尿中バイオピリンの動態と各種の臨床検査値との関係について検討し、バイオピリンの前駆物

質が、赤血球の生理的な破壊の結果生じた血中ビリルビンであることを示唆する結果を得た。また、

尿中バイオピリンの測定意義についても言及した。

　その研究成果の概要は以下の通りである。

1．材料及び方法

　2003年11月8日から9日に亘って催された第19回東京学芸大学実験ランニング（24時間ウルトラマ
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ラソンランニング）の参加者の内で、本研究への協力に文書による同意が得られた15名（男性12名、

女性3名）のボランティア（31－64歳；平均44±9歳）を被験者とした。なお、倫理面でこれら被験

者のプライバシーには十分配慮した。被験者は、24時間不眠不休で630．92mの大学構i内を周回したが、

その間、給水、給食、休息は随時可能とした。

　尿及び血液は、競技スタート前（午前9時迄）、スタート16時間後、ならびに競技終了直後（スター

ト24時間後）に採取した。血液学的検査は採血当日に実施し、生化学的検査は一20℃に保存した血清

を用いて採取の翌日に実施した。尿は遮光ポリチューブに分注し、測定時まで一30℃で凍結保存した。

尿中のバイオピリンの測定は、バイオピリン測定用ELISAキット（シノテスト）を用いて実施した。

尿中バイオピリン値はビリルビンの1μmol／1に相当する濃度を1単位とし、クレアチニン値で尿量誤

差補正した値を用いた。その他の臨床検査項目については、各項日ごとに汎用されている一般的な方

法に従って測定した。得られた検査値の表示は平均値±標準誤差とし、運動量に伴う各成分間の比較

には対応のあるt検定を用い、有意水準は5％とした。

2．結果及び考察

1）24時間ウルトラマラソンランニング選手の各種臨床検査値

　白血球数（×103μ1）は、競技前に平均5．7±1．26であったが、競技終了後には2倍を超す12。2±

1．43に増加した。しかし、競技前及び競技終了後における赤血球数（×106μ1）はそれぞれ4．52±0。42、

4，58±0．37、ヘモグロビン濃度（g／dl）はそれぞれ14．09±0．74、14．01±0．84であり、これらには競技

の前後で有意差を認めなかった。他方、総ビリルビン値（mg／dl）は、競技前に0．61±0．25、競技終了

後に1．45±0．68であり、走行距離（運動量）に伴って増加することが確認された。これらの結果から、

後述するように、過激な運動によって尿中への排泄が増加したバイオピリンの前駆物質であるビリル

ビンは、24時間ウルトラマラソンランニングによる赤血球の機械的な破壊で生じたヘモグロビンに由

来するものではなく、寿命を終えた赤血球の生理的な破壊で生じたヘモグロビンに由来すると考えら

れた。すなわち、運動によって活性が充下したヘムオキシゲナーゼがこのヘモグロビン由来のヘムに

作用した結果、ビリベルジンの生成が増加し、これが還元されてビリルビンの増加に至ったものと解

釈した。生化学的検査の結果、競技前に比較して走行距離（運動量）が増すにしたがって、骨格筋逸

脱酵素であるCK、　CKMB、ミオグロビン、　AST、　ALr、　LDH及び炎症性蛋白であるCRPなどが増加

する成績が得られた。これらの成分量の増加は、運動による筋肉細胞の破壊に起因するものと推察さ

れた。他方、TGは通常の運動時と同様に、運動量の増加に伴って低下することが確認された。

2）24時間ウルトラマラソンランニング選手の尿中バイオピリンの動態

　尿中のバイオピリンの平均値（U／g・Cre）は、競技前に1．23±0．73であったが、競技開始16時間

後に2．55±0。95、競技終了後（24時間後）に4．00±1．50と増加を示し、走行距離の増加に伴って有意

に上昇することが明らかとなった。生体内でのバイオピリンの動態を明らかにするために、血中ビリ

ルビン値と尿中バイオピリン値、及び尿中バイオピリン値と走行距離の相関についてそれぞれ検討し
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た。その結果、相関係数は、血中ビリルビン値と尿中バイオピリン値との問ではr＝0．537、尿中バイ

オピリン値と走行距離との間ではr＝0．618であり、それぞれに正の相関が認められることが明らかに

なった。これらの結呆は、増加したビリルビンが運動によって過剰に生じた活性酸素と反応し、酸化

分解されて、多くのバイオピリンの生成に至ったことを示唆するものである。

　以上の結果から、尿中バイオピリンの前駆物質は、生理的に破壊された赤血球由来のビリルビンで

あると考えられた。一方、尿中のバイオピリンは、ビリルビンが持続的運動による酸化ストレスで増

加した活性酸素を消去した結果、生じたものであると考えられた。

　尿中のバイオピリンは、採取の負担がない随時尿を用いてELISAでの簡便な測定が可能である。こ

のため、尿中バイオピリンは、酸化ストレスを評価する上で有用な生化学的バイオマーカーの一つと

して、今後の活用が期待される。
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　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨
　1936年に、Selye，　H．によって提唱されたストレスの概念は、その後に修正が加えられて、現在では、

「ストレスを招来する外的刺激（ストレッサー）が加わった場合に生じる体内の歪みの状態を指してい

る」とされている。生体にストレッサーが作用すると、種々の内分泌ホルモンや脳内物質の分泌が尤

進ずることは周知の事実である。他方、ビリルビンは、生体内で発生した過剰な活性酸素を消去し

（Stocker，　R．，θ’α1．：Science，235，1043，1987）、酸化分解されてバイオピリンとなり、尿中へ排泄される

（Yamaguchi，　T，θ’σ1．：J。　Biochem．，116，298，1994）。このバイオピリンは、外科手術をはじめとした

種々の要因による酸化ストレス下で、その強さに応じて尿中への排泄量が変化することが報告されて

いる（Sh㎞oharada，　K，θ’α1．：Chn．　Chem．，44，2554，1998）。しかしながら、バイオピリンの前駆物質で

あるビリルビンの由来については報告されておらず、24時間ウルトラマラソンランニングのような生

理学的限界に近い有酸素運動下での酸化ストレスに関する医学的知見も少ない。

　著者は、24時間ウルトラマラソンランニング選手を被験者として、酸化ストレスマーカーである尿

中バイオピリンの動態と各種の臨床検査値との関係について検討し、バイオピリンの前駆物質が、赤

血球の生理的な破壊によって生じた血中ビリルビンであることを示唆する結果を得た。さらに、尿中

バイオピリンの測定意義についても言及した。
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本研究の概要は次の通りである。

1．材料及び方法

　2003年11月8日から9日に亘って催された第19回東京学芸大学実験ランニング（24時間ウルトラマ

ラソンランニング）の参加者の内で、本研究への協力に文書による同意が得られた15名（男性12名、

女性3名）のボランティア（31－64歳；平均44±9歳）を被験者とした。なお、倫理面でこれら被験

者のプライバシーには十分配慮した。被験者は、24時間不眠不休で630，92mの大学構内を周回したが、

その間、給水、給食、休息は随時可能とした。

　尿及び血液は、競技スタート前（午前9時迄）、スタート16時直後、ならびに競技終了直後（スター

ト24時間後）に採取した。血液学的検査は採血当日に実施し、生化学的検査は一20℃に保存した血清

を用いて採取の翌日に実施した。尿は遮光ポリチューブに分注し、測定時まで一30℃で凍結保存した。

尿中のバイオピリンの測定は、バイオピリン測定用ELISAキット（シノテスト）を用いて実施した。

尿中バイオピリン値はビリルビンの1μmol／1に相当する濃度を1単位とし、クレアチニン値で尿量誤

差補正した値を用いた。その他の臨床検査項目の検査は、各項目ごとに汎用されている一般的な方法

によって実施した。得られた検査値の表示は平均値±標準誤差とし、運動量に伴う各成分間の比較に

は対応のあるt検：定を用い、有意水準は5％とした。

2．結果及び考察

1）24時間ウルトラマラソンランニング選手の各種臨床検査値

　白血球数（×103μ1）は、競技前に平均5．7±1．26であったが、競技終了後には競技前値の2倍を超

す12，2±1．43に増加した。しかし、競技前及び競技終了後における赤血球数（×106μ1）はそれぞれ

4．52±0．42、4．58±0．37、ヘモグロビン濃度（g／dl）はそれぞれ14．09±0．74、14，01±0．84であり、こ

れらには競技の前後で有意差を認めないことを明らかにした。他方、総ビリルビン値（mg／dl）は、

競技前に0．61±0．25、競技終了後にL45±0．68であり、走行距離（運動量：）に伴って増加することも

確認した。これらの結果から著者は、後述するように、過激な運動によって尿中への排泄が増加した

バイオピリンの前駆物質であるビリルビンは、24時間ウルトラマラソンランニングによる赤血球の機

械的な破壊で生じたヘモグロビンに由来するものではなく、寿命を終えた赤血球の生理的な破壊で生

じたヘモグロビンに由来すると推察した。すなわち、運動によって活性が：充進したヘムオキシゲナー

ゼがこのヘモグロビン由来のヘムに作用した結果、ビリベルジンの生成が増加し、これが還元されて

ビリルビンの増加に至ったものと解釈した。また、生化学的検査の結果、競技前に比較して走行距離

（運動量）が増すにしたがって、骨格筋逸脱酵素であるCK、　CK－MB、ミオグロビン、　AST、　ALT、

LDH及び炎症性蛋白であるCRPなどが増加することを明らかにした。これらの成分量の増加は、運動

による筋肉細胞の破壊に起因するものと考えられた。他方、TGは通常の運動時と同様に、運動量の増

加に伴って低下することを確認した。
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2）24時間ウルトラマラソンランニング選手の尿中バイオピリンの動態

　著者は、尿中のバイオピリン値（U／g・Cre）を測定し、競技前値が1．23±0．73であったのに対し

て、競技開始16時間後に2。55±0．95、競技終了後（24時間後）に4．00±1．50と走行距離の増加に伴っ

て有意に上昇することを明らかにした。さらに、生体内でのバイオピリンの動態を明らかにするため

に、血中ビリルビン値と尿中バイオピリン値、及び尿中バイオピリン値と走行距離の相関についてそ

れぞれ検討した。その結果、相関係数は、血中ビリルビン値と尿中バイオピリン値との問ではr＝

0．537、尿中バイオピリン値と走行距離との間ではr＝0．618であり、それぞれに正の相関が認められる

ことを確認した。著者は、これらの結果から、運動で活性が充進したヘムオキシゲナーゼの作用によ

って増加したビリルビンが、運動によって過剰に生じた活性酸素と反応し、酸化分解されてバイオピ

リンの生成増加に至ったものと推察した。

　以上、著者は、尿中バイオピリンの前駆物質が、寿命を終えて生理的に破壊された赤血球由来のビ

リルビンであることを示唆する成績を初めて得た。さらに、運動によって尿中のバイオピリンが増加

する機i序として、持続的運動による酸化ストレス下で増加した活性酸素をビリルビンが消去した結果、

ビリルビンが酸化分解されて多くのバイオピリンが生成され、それが尿中へ排泄されたことを推察で

きる知見を得た。

　本研究は、尿中バイオピリンを指標とした酸化ストレスの評価に関する研究の進展に寄与するとこ

ろが大きく、博士（学術）の学位授与に値するものと審査員全員が認めた。
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