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The urinary excretion of the DNA repair product;8-hydroxy-deoxyguanosine(8-OHdG)
has been proposed as a non-invasive biomarker of oxidative DNA damage in humans.It is

 
suggested that physical activity could enhance oxidative DNA damage,if it leads to an excess

 
of oxygen radicals,which might overcome the antioxidant defense systems.The purpose of

 
this study was to investigate the time course of urinary 8-OHdG and after a single bout of

 
exercise in healthy male subjects(n＝11;mean age 24.0±0.9 years-old).The urinary conce-
ntration of 8-OHdG was measured by the two-column-switching high-performance liquid

 
chromatography(HPLC)method.The level of urinary 8-OHdG started increasing 1 hour

 
after exercise at 72.0±8.6%V

・
Omax.

The significant increases of the urinary 8-OHdG excretions were detected at 1,2,4 and 6
 

hrs after exercise(p＜0.05).The increased levels of 8-OHdG returned to the baseline within
 

12 hrs.The significant increases of the urinary 8-OHdG excretion were detected at 1 hr after
 

exercise(p＜0.05),compared to the baseline and returned to the initial level at 2 hrs after
 

exercise at 44.9±8.5%V
・
Omax.Our in vivo findings indicate that acute effect of exercise

 
induces the transient increase of oxidative stress.

(Tokyo Jikeikai Medical Journal 2005;120:153-9)

Key words:8-hydroxy-deoxyguanosine(8-OHdG),oxidative stress,oxidative DNA damage,
exercise,urine

 

I. 緒 言

健康志向が強まった現代において，健康増進や

体力向上，リハビリテーションなどの目的で積極

的に運動療法がとり入れられている．また，競技

力向上を目的とした運動を日常的に行なう人も増

えている．しかし，運動中に酸素摂取量は安静時

の10倍以上も増大し，活性酸素の生成を促し，

DNAの酸化的損傷を引き起こすことが報告され

ている ．

活性酸素は寿命が短く，生体内で直接測定する

のは困難であるため，生体内の酸化ストレスを反

慈恵医大誌 2005;120:153-9.



映するいくつかのマーカーを測定して評価する．

なかでも，不飽和脂肪酸の酸化物である過酸化脂

質を指標とした研究が多数報告されている ．

血中の過酸化脂質は運動継続時間や運動強度に比

例して増加することが知られている が，脂質の

過酸化物は自動酸化により，酸化ストレスに直接

的に応答しないことが多い．このため，組織の損

傷の程度を把握することはできるが，生体内の酸

化ストレスの大きさを評価するには向いていな

い．

近年，High performance liquid chromatogra-

phy(HPLC)法 により，随時尿を試料として，

DNAの酸化的損傷ストレスマーカーである尿中

8-hydroxy-deoxyguanosine(8-OHdG)を測定

する方法が確立された ．8-OHdGは，定常的に

修復酵素系で異物として切り出され，代謝されず

に血液を経て尿中に排泄される．これにより酸化

ストレスの程度を非侵襲的に鋭敏かつ経時的に測

定することが可能になった．

Inoueら は，運動部に所属する水泳選手と長

距離ランナーを対象として，それぞれの競技の最

大運動後，白血球の核内DNAの8-OHdG量は減

少したが，尿中8-OHdG排泄量は増加したことを

報告した．Tsaiら によると，健康な成人男性を

対象として，42 kmのマラソンレース直後より，

尿中8-OHdG排泄量はレース前の約2倍に増加

し，その増加は1週間継続したことを報告した．

先行研究では，スポーツ合宿のような数日間に

わたる慢性的な運動負荷やマラソンなどの長時間

の運動による酸化ストレスの影響に関する研究は

多数 あるが，一過性の運動負荷による酸化ス

トレスを尿中8-OHdG排泄量で検討したものは

少なく，運動直後からの経時的変動を測定した報

告はない．さらに，今までの報告から尿中8-

OHdG排泄量は運動強度に関係する可能性が推

察される．

そこで，本研究では，一過性の運動負荷を日を

変えて異なる強度で行い，運動前後の尿中8-

OHdG排泄量の経時的変動について検討するこ

とを目的とした．

II. 方 法

1. 被験者

被験者は，定期的な運動習慣のない健康な成人

男性11名である．被験者の身体的特徴をTable 1

に示した．すべての被験者にはヘルシンキ条約に

基づき研究の目的，方法を十分説明し，研究に参

加することの同意を得た．また，本研究は日本体

育大学の「人間を対象とした研究に関する倫理委

員会規程」に基づいて行われた．

2. 最大酸素摂取量

運動負荷は，トレッドミル (2000 TREAD
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Table 1.Physical characteristics of subjects
 

n＝11
 

age(year) 24.0±0.9
 

height(cm) 175.7±7.2
 

weight(kg) 72.3±11.4
 

BMI(kg/m) 22.5±3.3
 

V
・
Omax(ml/min/kg) 48.6±9.7

 
values are mean±S.D.
BMI:body mass index

 
V
・
Omax:maximum oxygen consumption

 

Fig.1.Experimental protocol
 

Seven days after the maximum oxygen con-
sumption measurement,the treadmill running

 
at 70%V

・
Omax was performed.Further-

more,7 days after the treadmill running at 70%
V
・
Omax,the subjects performed the treadmill

 
running at 45%V

・
Omax.Urine samples were

 
collected before exercise,immediately,1,2,4,6

 
and 12 hours after exercise to measure urinary

 
excretion of 8-OHdG and creatinine.Blood

 
samples to measure plasma anti-oxidation

 
vitamins and lipid peroxide were collected

 
before exercise,immediately,2 and 6 hours

 
after exercise.



MILL,MARQUETTE社製)を用いて行った．

まず，最大酸素摂取量 (以下，V
・
Omax)を漸増

負荷法により測定した．被験者は勾配3.0度，第1

負荷は120 m/分・2分，第2負荷は140 m/分・3

分，それ以降は3分ごとに走速度のみ20 m/分ず

つ上昇させ，疲労困憊するまで走行した．

酸素摂取量の測定には，呼吸代謝測定装置

(SENSORMEDICS 2900,日本光電）を用いた．

心拍数は，ハートレイトモニター (VANTAGE
 

NV:POLAR社製)を用い，5秒間隔で測定し

た．得られたデータをもとに，各被験対象別に，酸

素摂取量と心拍数の回帰式を算出し，70%

V
・
Omaxおよび45%V

・
Omaxに相当する心拍

数を設定し，これを目安にトレッドミル走を60分

間ずつ実施した．

3. 70%V
・
Omaxおよび45%V

・
Omaxの運動負荷

テスト

本実験のプロトコルをFig.1に示した．

V
・
Omax測定後，7日間以上経過してから，70%

V
・
Omaxに相当する運動負荷テスト (午前9

～10時，運動負荷開始）を60分間実施した．さら

に，7日間以上経過してから45%V
・
Omaxに相

当する運動強度で60分間の運動負荷テストを

行った．

実験当日は，朝食は通常通りに摂取させ，運動

負荷テスト終了後6時間まで絶食とし，抗酸化作

用のある飲料は摂取しないよう指示した．また，実

験前日からすべての測定が終了するまで，日常の

生活活動を上回る特別な運動は禁止した．

4. 尿中8-OHdGおよびクレアチニンの測定

尿中8-OHdG(HPLC法)およびクレアチニン

(酵素法)のための採尿は，60分間の運動前，直

後，1時間後，2時間後，4時間後，6時間後，お

よび12時間後に，各被験者が中間尿を遮光ポリ

チューブに採取した．得られたサンプルは，－80℃

で保存し，HPLC法 により8-OHdG濃度を測定

した．

5. 血漿過酸化脂質およびビタミン (C,E)の測定

血漿過酸化脂質およびビタミン (C,E)は，

70%V
・
Omax運動負荷テストの際に，運動開始

前，終了直後，2時間後，および6時間後に肘静脈

から採血して測定した．過酸化脂質は，ヘパリン

入りの専用容器に血液 (4.0 ml)を採取し，遠心

分離後，血漿 (0.5 ml)をポリチューブにて保存

した後，TBA法により検出した．ビタミンCは

シュウ酸入り容器に血液 (3.0 ml)を採取し，遠

心分離後，血漿 (1.0 ml)を遮光ポリチューブに

て保存した後，HPLC法 により検出した．ビタ

ミンEは真空採血管 (VENOJECT II 5 ml)に

血液を採取し，遠心分離後，血漿 (0.5 ml)を遮光

ポリチューブにて保存した後，蛍光法により検出

した．
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Fig.2.Exercise-induced urinary 8-OHdG excre-
tion after the treadmill running at 70%V

・
O

max
 
The levels of urinary 8-OHdG started to

 
increase at 1 hour after the treadmill running

 
of 60 min.The significant increases of the

 
urinary 8-OHdG excretions were detected at 1,
2,4 and 6 hrs after exercise,compared with the

 
pre-exercise level(p＜0.05).

Fig.3.Exercise-induced urinary 8-OHdG excre-
tion after the treadmill running at 45%V

・
O

max
 
The levels of urinary 8-OHdG started to

 
increase at 1 hour after the treadmill running

 
of 60 min.The significant increases of the

 
urinary 8-OHdG excretions were detected at 1

 
hr after exercise,compared with the pre-exer-
cise level(p＜0.05).



6. 統計処理

すべての測定値は，平均値と標準偏差

(Mean±SD)で示した．運動前後の測定値の差の

検定には，Wilcoxon Signed Rank Testを用い

た．統計処理における有意水準はすべて5%未満

(p＜0.05)とした．

III. 結 果

1. 酸素摂取量と心拍数

V
・
Omax測定時の酸素摂取量と心拍数から求

めた回帰式に従い，各被験者別に70%V
・
Omax

および45%V
・
Omaxに相当する心拍数を設定

し，トレッドミル走による運動負荷テストを60分

間行ったところ，運動負荷時の酸素摂取量（実測

値）はそれぞれ72.0±8.6%V
・
Omax,44.9±8.5%

V
・
Omaxであった．走行中の平均心拍数はそれぞ

れ177.0±20.2 beats/min,123.4±13.7 beats/min

であった．

2. 尿中8-OHdG排泄量

72%V
・
Omaxに相当する運動負荷における尿

中8-OHdG排泄量の変動をFig.2に示した．尿中

8-OHdG排泄量は，運動前4.4±1.4 ng/mg Crと

比較して，運動直後4.6±1.5 ng/mg Cr,1時間後

5.5±2.2 ng/mg Cr,2時間後5.2±1.5 ng/mg Cr,4

時間後5.5±1.8 ng/mg Cr,6時間後5.2±1.5 ng/

mg Cr,12時間後4.2±0.8 ng/mg Crであり，前

値と比較して運動負荷1時間後から有意に増加

(p＜0.01)し，この増加は，6時間後まで持続

(p＜0.05)し，12時間後に前値へ回復した．尿中

8-OHdG排泄量の増加率は，運動直後3.2±

13.5%，1時間後23.8±23.2%，2時間後17.4±12.7

%，4時間後20.9±24.1%，6時間後16.9±25.4%

であった．

45%V
・
Omaxに相当する運動負荷における尿

中8-OHdG排泄量の変動をFig.3に示した．尿中

8-OHdG排泄量は，運動前 3.8±1.1 ng/mg Cr,運

動直後3.8±1.2 ng/mg Cr,1時間後4.1±1.5 ng/

mg Cr,2時間後4.0±1.5 ng/mg Cr,4時間後

4.0±1.5 ng/mg Cr,6時間後4.1±1.3 ng/mg Cr,

12時間後4.0±1.3 ng/mg Crであった．運動前と

比較して1時間後では有意に増加 (7.8±8.6%,

p＜0.05)し，その後は有意な変化はみられなかっ

た．

3. 血漿過酸化脂質とビタミン (C,E）

72%V
・
Omaxに相当する運動負荷を実施した

際の血漿過酸化脂質濃度の変化をFig.4に示し

た．血漿過酸化脂質は，運動前2.47±0.22 nmol/ml

と比較して，どの時点においても有意な変化はみ

られなかった．

また，血漿抗酸化ビタミン濃度の変化をFig.5

に示した．血漿ビタミンCは，運動前10.8±4.2

μg/mlと比較して，6時間後11.8±3.9μg/mlに

有意に増加 (p＜0.05)した．血漿ビタミンEは，

運動前0.9±0.2 mg/dlと比較して2時間後1.0±

0.2 mg/dlに有意に増加した (p＜0.05)．

IV. 考 察

激しい運動を連日繰り返すスポーツ合宿やマラ

ソンなどの高強度な持久的運動を長時間持続する
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Fig.4.Exercise-induced plasma peroxide lipid
 

There observed no significant change in the
 

level of plasma peroxide lipid during 6 hrs
 

follow-up after exercise.

Fig.5.Exercise-induced antioxidant vitamins
 

The level of vitamin C significantly increased
 

at 6 hrs after exercise compared with the pre-
exercise level(p＜0.05).The level of vitamin

 
E significantly increased at 2 hrs after exercise

 
compared with the pre-exercise level(p＜
0.05).



と，尿中8-OHdG排泄量は増加することが知られ

ている ．これは，酸素消費量の増加に伴い，活

性酸素の生成が促進され，DNAの酸化的損傷が

促進されるためと考えられる ．

Sumida らは，長距離ランナーと非鍛錬者を対

象として，サイクリングとランニングにおける疲

労困憊までの運動を行った結果，尿中8-OHdG排

泄量に有意な増加はみられず，一過性の疲労困憊

運動では運動負荷後の尿中8-OHdG排泄量は変

化しないことを報告した．

また，Hartmannら によると，非鍛錬者を対

象として，疲労困憊までの運動を行った結果，白

血球のDNA損傷は運動終了15分後には変化し

なかったが，12時間後には有意に増加したことを

報告している．すなわち，一過性の運動がDNA損

傷を惹起し，さらにDNA損傷がピークに達する

には，一過性の運動後かなりの時間が必要である

と考えられる．Asamiら は，ラットを対象にし

た強制的運動では血中8-OHdGは運動をしない

場合よりも増加し，自発的運動では低値であった

ことを報告した．したがって，DNAの酸化的損傷

には，運動強度が重要な決定要素として関係して

いることが示唆される．

このような視点から，本研究では，72%V
・
O

maxと45%V
・
Omaxの2つの異なった強度の

運動負荷を60分間実施し，尿中8-OHdG排泄量

の経時的な変動から，生体における酸化ストレス

の変化を検討した．その結果，72%V
・
Omaxの運

動負荷では，運動負荷1時間後の時点で，尿中8-

OHdG排泄量の有意な増加 (p＜0.01)が確認さ

れた．しかも，この増加は6時間後 (p＜0.05)ま

で持続し，12時間後に前値へ回復した．

一方，45%V
・
Omaxの運動負荷では，尿中8-

OHdG排泄量は，1時間後に有意に増加したが，そ

の後直ちに前値へ回復した．この増加率は72%

V
・
Omaxの運動負荷後の尿中8-OHdG排泄量増

加率と比較すると，きわめてわずかなものであっ

た．

本研究により，一過性の運動負荷でも負荷後の

早い時期から尿中8-OHdG排泄量が顕著に増加

し，酸化ストレスが引き起こされていることが確

認された．最近，神林ら は，運動習慣のある男

子学生を対象に自転車エルゴメーターを用いて，

70%V
・
Omaxに相当する間欠的運動負荷を20

分間行い，運動終了1時間後に尿中8-OHdG排泄

量が有意に増加することを報告した．神林ら の

研究ではELISA法により尿中8-OHdGを測定

しているが，本研究で用いたHPLC法においても

同様の結果が確認された．さらに，この増加は運

動終了6時間後まで継続し，12時間後に前値へ回

復した．すなわち，一過性の運動負荷によっても，

体内でDNAの酸化的損傷が促進され，運動終了

1時間後でピークに達し，回復には6時間以上を

要することが本研究により初めて明らかになっ

た．しかも，尿中8-OHdG排泄量の増加率からみ

ると，一過性の運動負荷後にみられる酸化ストレ

スの程度とその回復に要する時間は，運動負荷の

強度と深くかかわっていることが示唆された．

さて，習慣的に長距離ランニングを行っている

者と運動習慣のない者では，尿中8-OHdG排泄量

に差がない という報告や，逆に差がみられたと

いう報告もある ．非鍛錬者と比較して，定期的に

トレーニングをしている運動選手や日常的な運動

習慣のある者は，活性酸素が生成されても抗酸化

機構が高く，酸化ストレスに対する防御能や修復

能が強いことが知られている ．本研究におい

ては，被験者が非鍛錬者であったことから，72%

V
・
Omaxの60分間のトレッドミル走は，たとえ

一過性の運動負荷とはいえ，被験者にとって過度

な負荷であったと考えられる．それゆえに，活性

酸素が過剰に産生され，抗酸化機構の限界が早く

現れた可能性は否定できない．45%V
・
Omaxで

は尿中8-OHdG排泄量の増加率はわずかであり，

この程度の一過性の運動負荷では，一時的に酸化

ストレスが引き起こされても，変動が少なく回復

も早いため生体への影響は少ないものと考えられ

た．これらのことから，尿中8-OHdG排泄量は運

動強度に左右されることが明らかであり，45%

V
・
Omax程度の運動負荷であれば，非鍛錬者にお

いても，健康を害する程の酸化ストレスは惹起さ

れにくいことが考えられる．

72%V
・
Omaxの運動負荷の際に，血漿過酸化

脂質濃度を測定したが，運動負荷前後に有意な変

化はみられなかった．Sumidaら は，ATに相当

する強度であっても血漿過酸化脂質の有意な変動

が認められなかったと報告している．荒尾ら に
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よると，運動習慣のない成人男性を対象として

V
・
Omaxの40,60,80,100%の各負荷強度で25

分間のトレッドミル走を行った場合，過酸化脂質

の濃度は80%V
・
Omaxを超える負荷強度から増

加したことを報告している．本研究での運動負荷

は，72%V
・
Omaxであったため脂質の過酸化が

著しく亢進することはなかったものと考えられ

る．

また，抗酸化機構の動態を検討するために，血

漿ビタミンCおよびビタミンEの濃度を測定し

た．その結果，ビタミンC濃度は，運動負荷前と

比較して，6時間後に有意に増加した．先行研究で

は，運動負荷後のビタミンC濃度は減少したとい

う報告が多く，これは，生体で発生した活性酸素

を消去した結果であると考えられている．梅垣

ら によると，ラットに，90分間のdownhillラン

ニングを行わせた前後では，血漿ビタミンC濃度

は，運動直後に一過性に上昇し，その後低下した

ことを報告している．運動負荷後のビタミンC濃

度の増加は，激しい運動により副腎からストレス

ホルモンとともにビタミンCが遊離したためと

考えられる．また，ヒトにおいても同様に，運動

に伴いビタミンC濃度が増加したことが報告

されている．本研究では，ストレスホルモンの測

定を行っていないため詳細については言及できな

いが，このような機序により血漿ビタミンCが上

昇した可能性も否定できない．

血漿ビタミンE濃度は，一過性の運動において

も持久的な運動においても，活性酸素を消去する

際に利用されるため減少することが報告 され

ている．しかし，本研究においては，尿中8-OHdG

排泄量が著明に増加した運動終了2時間後に，血

漿ビタミンE濃度は有意に増加しており，先行研

究とは異なる結果を示した．本研究では，前日の

運動やサプリメント摂取，実験中の食事の制限な

どの面へは配慮したものの運動前の食事のコント

ロールはしていない．そのため，食事の影響も含

めて検討する必要があろう．

Nakanoら は，尿中8-OHdG排泄量は，男性

では年齢間では差がなく，女性では高齢になるに

つれて8-OHdG排泄量が増加すること，またすべ

ての年代で女性は男性よりも平均排泄量が高値を

示したことを報告しており，年齢や性別によって

も排泄量が異なることも知られている．

運動によって個人の活性酸素の増加がどのくら

いの閾値から始まり，どの程度の運動負荷であれ

ば，生体への酸化ストレスの影響を低減しうるか

という閾値を把握できれば，健康の維持・増進を

目指した運動をより安全に実施することが可能に

なる．これらの課題を解明するためには，性別や

年齢に加え，抗酸化機構を含めた詳細な検討がさ

らに必要である．

V. 結 語

本研究の目的は，一過性の運動負荷を異なる運

動強度で行い，運動負荷前後の尿中8-OHdG排泄

量の経時的変動から生体内における酸化ストレス

の変化を検討することであった．

1.72%V
・
Omaxのトレッドミル走を60分間

実施したところ，尿中8-OHdG排泄量は，運動前

と比較して1時間後から増加し (p＜0.01)，この

増加は6時間後まで持続し (p＜0.05)，12時間後

に前値へ回復した．

2.45%V
・
Omaxのトレッドミル走を60分間

実施したところ，尿中8-OHdG排泄量は，運動前

と比較して，1時間後に軽微ながら有意に増加し

た (p＜0.05)が，2時間後には前値へ回復した．

3.72%V
・
Omaxの運動負荷終了6時間後ま

で，血漿過酸化脂質濃度に有意な変化はみられな

かった．

4.72%V
・
Omaxの運動負荷において，血漿ビ

タミンC濃度は，運動終了6時間後に有意に増加

した(p＜0.05)．また，血漿ビタミンE濃度は，運

動終了2時間後に有意に増加 (p＜0.05)した．

以上より，日常的に運動習慣のない者では，72%

V
・
Omaxに相当する一過性の運動負荷によって，

一時的に酸化ストレスが引き起こされることが確

認された．一方，45%V
・
Omax程度の一過性の運

動負荷であれば，非鍛錬者においても健康を害す

る程の酸化ストレスは惹起されにくいことが確認

された．
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