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研究成果の概要（和文）：持久性運動時の糖，脂質，アミノ酸によるエネルギー源依存度の把握は，競技者にとって有
用である。血液，尿，唾液等の生体サンプル内のエネルギー代謝物を，LC-MS/MS装置を用いて，持久性運動中，後の変
化を観察した。
フルマラソンや一過性の走運動を行った際，糖，骨格筋分岐鎖アミノ酸，骨格筋･肝の脂肪酸の代謝物について，血液
中や尿中の有意な変化を観察できた。また，唾液サンプルを用いた検討では，運動中，後のエネルギー代謝状態の変化
を経時的に観察できた。本成果により，高感度分析法が運動中や運動後の持久性運動によるエネルギー代謝状態をリア
ルタイムに，非侵襲的に観察できる有用な手段となる事が確認された。

研究成果の概要（英文）：This study examined noninvasive metabolic markers in serum, urine, and saliva by 
LC-MS/MS system to evaluate energy productive balance among nutrients during and after endurance exercise 
in human. Immediately after marathon race, high sensitive method could measure the elevations of lactate, 
acetyl-carnitine as end-production of fatty acid beta-oxidation, 3-hydroxybutyrate (3HB) as ketone body, 
3-hydoroxyisobutyrate (3HIB) and 3-hydroxy-3-methylbutyrate as intermediates of valine and leucine 
catabolism, and N-acetyltaurine (NAT) as a metabolite of acetate in serum. After a transient endurance 
running, urine NAT excretion was also observed over time. In addition, this method could observe the 
real-time energy metabolism of lipid and amino acid during and after the endurance exercise by measuring 
of 3HB and 3HIB in saliva. The results confirmed that the high-sensitive detective method was useful for 
noninvasive and real-time monitoring of tissue-specific energy metabolism in human.

研究分野：病態栄養学
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１．研究開始当初の背景 
持久性運動時には，糖の代謝に加え，脂質

やアミノ酸によるエネルギー産生が亢進する。特
に，骨格筋での糖・脂質･アミノ酸に対するエネ
ルギー源の依存度の変化は，筋蛋白分解や筋
量の減少，疲労の蓄積，故障や怪我の発生，コ
ンディショニングの失敗などをもたらすリスクが高
まる。そのため，筋エネルギー代謝状態を把握
する事は，競技者にとって大変，有益な情報と
なる。 
報告者らは，骨格筋のエネルギー供給源を

反映する分岐鎖アミノ酸異化の中間代謝物や骨
格筋脂肪酸β酸化反応産物，肝臓脂質代謝産
物などが，飢餓時や運動時のエネルギー代謝
が亢進する際に変化する事に着目し，これらを，
血液中，唾液中，尿中などの生体サンプルにて
測定できる高感度分析法を確立した。 
 
２．研究の目的 
脂質やアミノ酸の代謝産物や中間代謝物を

高感度に測定する手法を用いて，ヒト持久性運
動時や運動後におけるエネルギー代謝状態を
低･非侵襲的に評価する。 
 
３．研究の方法 
（１）フルマラソンによる血中マーカーの変動 
フルマラソン参加者28名に，BCAA製剤また

は偽薬を 1日 3回(3.2g/回)，競技前日から摂取
させた。運動前日，運動直後，運動 1 日後の血
清中のエネルギー代謝物を LC-MS/MS 装置に
て測定した。 
 
（２）持久性走運動後の尿中マーカーの変動 
健常男性に，運動前24時間の蓄尿を行った

後，採血を行った。その後，60 分間走（9km/h）
を行わせ，運動直後から 4 時間後まで 1 時間毎
と 24 時間後に，採血を行った。また，運動の１，
２，３，４，６.５，９.５，１９，２４時間後に採尿した。
採取した血清，尿のエネルギー代謝物を測定し
た。 
 
（３）持久性走運動中･後の唾液中マーカーの変
動 
健常男性に，６０分間（8km/h × 30分, 9km/h 

× 30 分）のトレッドミル走を行わせた。その際，運
動 30分前，または，運動直後に，BCAA(6.4g)を
摂取させた。運動中 5 分毎と運動 4 時間後まで
の 30 分毎と 24 時間後に，唾液を採取した。採
取した唾液中のエネルギー代謝物を測定した。 
 
（４）LC-MS/MS装置によるエネルギー代謝物の
高感度分析 
採取した血清，尿，唾液 5µL を用いて，内部

標準として安定同位体（13C4 3-hydroxyburytate, 
acetyl-L-[2H3]carnitine ， [

2H3]-lactate, acetyl- 
[2H4]taurine）を含有した100µLの９５％アセトニト
リル溶液に混和，遠心分離して，除蛋白を行っ
た。除蛋白したサンプルを，55ºC，窒素下にて
蒸発乾固した。蒸発乾固後，2-ピリジンメタノー
ルに混和して誘導体化反応を行い，ジエチルエ

ーテルにて抽出，再蒸発乾固した。蒸発乾固し
たサンプルは，1%ギ酸水にて再溶解した後，
LC-MS/MS 装置にインジェクションし，標準液に
て作成した検量線を用いて，定量した 。
LC-MS/MS 装置による分析条件は，参考文献
（業績投稿論文１,3）の方法に則り，行った。 
 
４．研究成果 
（１）フルマラソンによる血中マーカーの変動 
フルマラソン直後，骨格筋β酸化反応産物

であるアセチルカルニチン（AcCT），肝臓脂質
異化産物であるケトン体の３－ハイドロキシ酪酸
(3HB)，解糖系代謝物である乳酸，酢酸代謝物
である N-アセチルタウリン（NAT），骨格筋バリン
異化中間代謝物である３－ハイドロキシイソ酪酸
(3HIB)，骨格筋ロイシン異化中間代謝物である
３－ハイドロキシ-3-メチル酪酸(3HMB)の血清濃
度が，プラセボ摂取群，BCAA 摂取群の両群で，
いずれも有意に上昇した（図１）。それら代謝物
の血中濃度の上昇は，運動一日後には，運動
前の値にまで，回復した。 



 
また，BCAA の摂取によって，運動直後と 1

日後の血清 3HIB と 3HMB濃度が非摂取群と比
較して，有意に高値を示した。 
これらの結果より，高感度分析法を用いる事

で，フルマラソンによる持久性の長時間運動で
亢進する糖代謝，脂質代謝，アミノ酸代謝の代
謝物を高感度にモニターする事ができた。 
 
（２）持久性走運動後の尿中マーカーの変動 
一過性の持久性走運動後の尿中代謝産物

の推移について，酢酸のタウリン抱合体である
NAT の尿排泄量（時間当たりの排泄量）を経時
的に測定した（図２）。持久性運動後，NAT 尿排
泄量は，やや上昇傾向を示した後，約 10 時間
後より，顕著に上昇した。24 時間経過後は，運
動前の値まで減少した。 

NAT は，持久性運動中に肝臓にて脂質より
産生される酢酸を骨格筋内でタウリンが抱合す
る事で作られ，その後，尿へ排泄される。酢酸は，
運動中は骨格筋のエネルギー源に利用される
が，運動後は，骨格筋に取り込まれた酢酸は不
用となる。過剰なアセチル CoA の蓄積を防ぐた
め，タウリンが酢酸を抱合し，NAT として，骨格
筋外~尿排泄されると考えられている。運動後，
約 10時間に見られたNAT尿排泄の上昇は，酢
酸を介した骨格筋エネルギー源の緩衝ならびに，
細胞外排泄，尿排泄に係る時間を反映している
ものと推測された。 
 
（３）持久性走運動中･後の唾液中マーカーの変
動 
60分間のトレッドミル走運動中，ならびに，運

動後に採取した唾液から，肝脂質代謝産物であ
るケトン体(３HB)と骨格筋分岐アミノ酸異化産物
である 3HIB の濃度を測定した（図 3）。3HB は，
運動開始約 30 分から徐々に上昇し，運動を終
了した60分後まで継続して上昇した。さらに，運
動終了後も，上昇し続けた。運動終了後も，血
清３HIB 濃度は，食事を摂取した１．５時間後ま
で，上昇し続け，以後，減少した。BCAA を事前
摂取していても，運動中の3HB濃度の上昇は見
られたが，運動終了後には減少した。また，運動
直後にBCAAを摂取すると，運動後の3HBの濃
度上昇の抑制が，顕著であった。 
運動中の 3HIB濃度は，運動開始約 20分後

から軽度上昇し，運動終了後は減少した。
BCAA を事前摂取によって，運動開始から終了
まで，血中 3HIB 濃度が顕著に上昇し続け，運
動終了後は，減少した。また，運動直後の
BCAA 摂取によって，運動直後の血中 3HIB 濃
度の上昇が見られた。 

以上の結果から，唾液をサンプルに用いること
で，運動中ならびに運動後の脂質，アミノ酸の
代謝状態を非侵襲的に，且つ，リアルタイムに
評価する事が実現できた。 
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