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研究成果の概要（和文）：髙血圧症は脳卒中や心筋梗塞などの循環器系疾患を引き起こす要

因として重要視されている。高血圧発症の機構には酸化傷害が関わっている事が知られて

いる。我々は、高血圧への運動量療法の基盤を明らかにすることを目的とし、高血圧モデ

ルラットを用いて、運動トレーニングがラットの組織の髙血圧による酸化傷害へ及ぼす効

果を明らかにした。また、新たな酸化傷害のマーカーとして６—ニトロトリプトファンを開

発し、高血圧モデルラットでの運動効果解析への応用に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：Hypertension is recognized as an important factor to cause 
cardiovascular diseases, such as myocardial infraction and stroke. Oxidative stress is 
known to participate for development of the hypertension. We revealed the effect of 
exercise training for the oxidative damage on the tissues of hypertensive model rat 
caused by hypertension, in order to clarify the bases of exercise therapy for 
hypertension. We have developed a new marker for oxidative stress, which is 
6-nitrotryptophan, and established the method to apply this marker for the analysis of 
exercise effect on the hypertensive model rats. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)高血圧と酸化ストレス：種々のヒトおよび

高血圧モデルラットの実験で、活性酸素種

(ROS)の増加が高血圧の発症進展に関与して

いる事が判明している。そのメカニズムに関
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系によるスーパーオキシド(O2-)産生促進、一

酸化窒素の減少が提案されている。また、酸

化傷害のマーカーとしての、タンパク質、脂

質、核酸の活性酸素種による酸化生成物が、

高血圧モデルラットで上昇している事が知ら

れている。近年、もう一つの主要な酸化修飾

物質として活性窒素種が注目されてきた。そ

れに由来する修飾産物である3-ニトロチロシ

ン(3-NT)含有タンパク質が多くの疾患部位で

見いだされているが、高血圧との関連の報告

は無い。 

(2)運動と酸化ストレス：一過性の高強度の運

動時は酸化傷害を発生するが、適度な運動を

継続する運動トレーニングでは酸化ストレス

耐性が増大することを多くの研究が支持して

いるが、その詳しい機構は明らかにされてい

ない。 

(3)高血圧と運動トレーニング ：軽症高血圧

患者に於いて習慣的な有酸素運動が血圧の

降下および高血圧に伴う心血管系疾患の危

険因子の減少に効果が有ることが種々の疫

学調査や研究で明らかとなっているが、その

仕組みに関してはまだ良く解明されていな

い。一方、高血圧モデル動物を用いた運動ト

レーニング効果に関しては、SHR で高血圧発

症前の長期自発運動が血圧上昇を抑制する

事が知られている。その機序として、運動に

伴い血管系での一酸化窒素の供給量の増加

などが報告されている。 

 我々は、SHR の高血圧発症前の長期自発運

動で、大動脈および心臓において O2-分解酵

素であるスーパーオキシドジスムターゼ

(SOD)活性が上昇する事を報告した[1]。この

事は、高血圧抑制の仕組みとしての、O2-の定

常濃度の低下、一酸化窒素の O2-による消去

の抑制、一酸化窒素の有効濃度の増加という

機構を支持していた。これらの成果を高血圧

の運動療法のモデルに適用すべく、SHR を用

い高血圧発症後の長期運動の効果を調べた。

現在までの結果として、高血圧の持続で SHR

心臓のミトコンドリアに 3-NT が増大するが、

同じ期間の自発運動により同部位の

Mn-SOD が上昇し、代償的に 3-NT が減少す

る事を見いだしている[2]]。（[1] Kohno H. et 

al. Jpn Heart J, 2002;43:25-34.[2]古川等、

順天堂医学,2008, 54; 308-317. ）本研究は、

それらの結果を踏まえて計画された。 

 

２．研究の目的 

本研究では、総合的に高血圧に伴う酸化・ニ

トロ化ストレスとその運動による抑制の機

構を解明するために、以前の研究では取り上

げなかった酸化傷害関連酵素類の変動に測

定項目を広げる。また対象としては、血漿や

大動脈血管のみならず、大脳や運動により神

経細胞の増殖が認められている海馬や運動

との関わりが深い小脳、また、運動の影響を

直接受ける筋肉を用い解析する。さらに、

我々が独自に見いだした新しいニトロ化傷

害マーカーである、６−ニトロトリプトファ

ン(6-NO2Trp)に対する抗体も用い[3][4]、新た

なニトロ化傷害部位の検討も同時に行う。こ

れは、既存のニトロチロシンのみでは、タン

パク質の酸化傷害部位の全体を明にするに

は不足なためである。さらに酸化傷害の変動

が顕著に見いだされたマーカーについて、

我々に実績のある[4]プロテオミクス解析に

より、標的タンパク質を明らかにする。これ

らの結果を通し、高血圧に伴う障害に及ぼす

自発運動トレーニングの効果の全体像を酸

化・ニトロ化ストレスの次元で明らかにする

事が目的である。[1] Kohno H. et al. Jpn 

Heart J, 2002; 43: 25-34. [2]古川等、順

天堂医学,2008, 54; 308-317. [3] Yamakura 

F et al. J Biochem 2005; 38;57-69. [4] 

Ikeda K, et al. Nitric Oxide 2007;16,18-28 

 

３．研究の方法 

（１）15週齢のオスSHRを非運動群、および

10週間の自発走トレーニング群に分けた。5



 

 

および15週齢SHRを髙血圧発症前,直後のコ

ントロールとした。非トレーニングコント

ロールは、トッレッドミル上に放置した。

各SHR群から速やかに大動脈血管と脳を摘

出し、細胞を分画後、酸化傷害マーカーと

して、脂質については４−ヒドロキシノネナ

ール(HNE)、そしてタンパク質については３

−ニトロチロシンを時間分解蛍光イムノア

ッセイ法で定量し、抗酸化酵素類はウエス

タンブロット法で定量した。 

(２) 我々が見いだした新規酸化傷害マーカ

ーである、6-NO2Trp含有タンパク質の測定

をラットの運動に応用する手法を確立する

ために以下の実験を行う。12ヶ月齢F344ラ

ットを用い(a)急性運動：15m/minの速度で

１時間のトレッドミル走（b）運動トレーニ

ング：同運動を４週間行う、の二通りの負

荷を与え、その後海馬,  小脳、足底筋、ヒ

ラメ筋を採取してタンパク質を抽出する。

対照群はトレッドミル上に放置する。

6-NO2Trp含有タンパク質は2次元電気泳動

及び抗6-NO2Trp抗体を用いたウェスタンブ

ロッティング（WB）を行い、抗体に陽性の

スポットをトリプシン消化後LC-ESI-MS/MS

解析を行って、タンパク質の同定とニトロ

化部位の決定を試みる。 

 

４．研究成果 

(1)平成２１年度 

ＳＨＲ大脳の高血圧発症時(15 週齢）とそ

れから 10 週の運動トレーニングの効果を

見た。（１）大脳の可溶性(S)画分での HNE

量は運動群で減少した。ミトコンドリア

(Mit)画分では 25週齢非運動群の HNEが上

昇したが、運動はその上昇を抑制する傾向

を示した。（２）25 週齢においては、活性

酸素発生系酵素の NADPH oxidaseやキサン

チンオキシダーゼ量が増加したが、運動に

よる変化はなかった。抗酸化酵素では、S

画分と Mit画分のグルタチオンペルオキシ

ダーゼ(GPx)が 25週齢で有意に増加し、Mit

では運動トレーニング群での更なる増加が

見られた。以上の結果から、SHRの 10週間

の高血圧持続は大脳での活性酸素発生を増

加させる。しかし、同時に抗酸化酵素一種

(GPx)の量も増加する。運動はその抗酸化酵

素の更なる増加を生じさせ、その結果酸化

生成物である HNEの生成が軽減したと考え

られる。 

 

 

 

 

 

 

(2)平成２２年 

平成２１年度と同様な系で、大動脈について

解析した。HNE量と３−ニトロチロシンは運動

群で有意に下がっていた。Mn-SODのタンパク

質量は、運動群のミトコンドリアで有意に高

かった。従って、大動脈においては、活性酸

素の発生源であるミトコンドリアでその分

解酵素量を運動で増加させて活性酸素をよ

り多く消去するので、酸化傷害が軽減されて

いるとの結果であった（発表論文６）。更に、

我々が見いだした新規酸化傷害マーカー、

6-NO2Trpの検出法を、培養細胞およびラット

の組織抽出物へ適用し、始めて生体試料から

の検出に成功した（発表論文２，３）。 

 

(3)平成２３年度 

対照群ラットの海馬から多くの抗 6-NO2Trp

抗体陽性スポットが検出された。これらのス

ポットの中から解糖系の酵素などを含む 12

個のタンパク質を 6-NO2Trp 含有タンパク質

として確認し、生体内の生理的過程において

も既に 6-NO2Trp 含有タンパク質が存在する

ことを初めて明らかにした（表１）。次に急

性運動の影響を見たところ、海馬の 6-NO2Trp

含有タンパク質を増加させる傾向を示した



 

 

 

が、その種類には大きな変化は無かった。運

動トレーニングによっても 6-NO2Trp 含有タ

ンパク質は量的には増加する傾向があった。

この結果は、我々の見出したタンパク質中の

トリプトファン残基のニトロ化修飾は傷害

マーカーではなく、生理的に意義がある修飾

である可能性が高い事を示している（発表論

文１） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4)平成２４年度 

平成２３年度の結果で、タンパク質のニトロ

化修飾が生理的条件である身体運動中ある

いは運動後の細胞機能の制御に関与してい

る可能性が考えられた。中強度持久性走運

動及び高強度間欠性走運動によりラットの

骨格筋におけるチロシン残基とトリプトフ

ァン残基のニトロ化修飾の程度に変化が生

じるのか否か、またニトロ化修飾が変化し

たタンパク質を同定して、そのニトロ化部

位を決定し、タンパク質の機能への影響を

解明することを目的として実験を行った。 

実験の結果、中強度持久性走運動と高強度

間欠性走運動により約 60kDa 付近に見ら

れるスポットのタンパク質がトリプトファ

ン残基のニトロ化に変化が生じることを見

出した。このスポットのタンパク質を質量

分析装置で分析した結果、-skeletal 

muscle actin であった。本研究では-actin

以外にも身体運動によりニトロ化が変化す

る可能性のあるタンパク質を見出しており、

現在詳細な検討を行っている。 

 

(5)今後の課題 

①平成 25 年度は細胞内シグナル伝達タン

パク質のニトロ化に着目して研究を進める

予定である。 

②さらに、SHR の血清中に髙血圧の発症と

密接に関連して 6-NO2Trp が生じるタンパ

ク質を見出しているので、高血圧の病態と

の関連を明らかにした後、ヒトの血清に応

用し高血圧関連病態のバイオマーカーとし

ての臨床への応用を目指す。 
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