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ラット骨格筋におけるプリン体のde　n0Y0合成に

及ぼす運動負荷の影響
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Effect　of　exercise　on　the　de　n0Y0purine　synthesis

　　　　　　　　in　mt　ske1eta1m㎜sc1e
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　班itsmo　MATSUDA

　　The　purpose　of　this　study　is　to　investigate　whether　or　not　the　de　novo　purine　synthesis　is

acce1erated　by　atrenous　exercise　in　rat　ske1eta1㌧血usc1e．Further，to　consider　the　re1ation　between　de

novo　purine　sythesis　and　musc1e　erxercise　induced　hyperuricemia．10weeks　aged　ma1e　rats　were

exercised　by　treadmi11ruming　in25m／min　for30mimtes．Then，the　extensor　digiti　IV　et　V　musc1e

was　iso1ated　intact　from　fore1imb　and　incubated　for　one　hour　in　the　medium　containing1」4C－formate

as　precursor　of　purine　body．After　incubation，musc1e　was　homogenated　and　extracted　acid－so1ub1e

purines　with　perch1oric　acid，Extracted　purines　were　separated　into　nine　nuc1eotides　by　PEI－ce11u1ose

thin1ayer　chromatography　by　a　discontimous　gradient　deve1opment．Radioactivity　in　each　nucleotide

fraction　was　measured　by1iquid　scintil1ation　counting．The　resu1ts　obtained－were　as　fo11ows：

　　1）De　novo　purine　synthesis　in　rat　ske1eta1musc1e　of　exercise　group　were　remarkably　acce1erat－

ed　by　approximate1y100％compared　to　contro1group．

　　2）Incorporations　of　radioactivity　after　exercise　increased　in　most　mc1eotide　fractions，and　its

re1ative　percent　distributions　were　not　changed　significant1y．

It　is　quite　possib1e　that　the　acce1eration　of　de　novo　purine　synthesis　in　ske1eta1musc1e　become　one　of

the　cause　of　hyperuricemia．
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　I　緒　　言
　筋運動負荷による一過性の血清尿酸値の上昇，

いわゆるmusc1e　exercise　induced　hyperur－

iCemiaについては数多くの報告がある13，17〕。古く

はQuickら（1935）12〕の高乳酸血症およびケトン

血症にその原因を求めた報告があるが，その後の

　＊（財）河野臨床医学研究所
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研究もほとんどが腎機能排泄障害によって説明し

たものであった2〕。しかし，Knoche1（1974）7）はそ

の発症機序を主としてヌクレオチドの異化尤進に

求めている。すなわち，筋収縮のためにはATPが

エネルギー源として使用され，ATPの利用は速

やかなATP減少を招きADP，AMPに代謝され
る。このATPdep1etionによるアデニンヌクレオ

チドの速やかな異化作用はIMP，イノシンを経て

尿酸生成に至る代謝系を活性化すると考えられて
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いる4〕。’

　一方，Murray（1971）10〕は哺乳動物の筋組織に

おいて減少したプリンヌクレオチドの補充はsa1－

vage経路のみで，denovo合成経路が存在すると

いう証拠はないと述べていた。よって筋中のプリ

ン体の由来は，de　novo合成の主要な臓器である

肝臓から輸送されたものであると考えられてい

た。しかしその後，Sheehanら（1977）15〕および

Tu11yら（ユ980）18）は，未成熟ラットの長指伸筋を

用いて筋肉が完全なプリン体のde　novo合成系

を持つことを確認した。これらの事実から筋運動

負荷によって，はたして筋中のプリン体のde
｛OVO合成が尤進するかどうかという疑問が生じ

る。しかし，この疑問に答えるべき研究は未だ報

告されていない。したがって本研究は成熟ラット

について，成熟後の骨格筋のプリン体のde　novo

合成を確認し，ついで強制運動負荷を与え，運動

により骨格筋のプリン体のde　novo合成を尤進

するかどうかを標識前駆体を投与し，そのプリン

ヌクレオチドヘの取り込みを持って調べることを

目的とした。これによりdenovo合成が尤進する

ことが証明されると，musc1e　exercise　induced

hyperuricemiaの発症機序の説明は，腎排泄障害

およびプリン体異化充進に加えて筋でのde　novo

合成が新たな原因となるかもしれない。
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　Fig．1　Protoco1of　experimental　study．
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Fig．2　　IIustratio　of　the　incubation　cuvette．

　II　方　　法

　1．実験動物および運動負荷法

　実験動物として飲水および市販固形飼料（日本

クレア，CE－2）を白由摂取させ，約1週問の観

察期問をおいた生後10週齢（体重325～380g）の

Sprague－Daw1ey（SD）系雄性ラットを用いた。

運動負荷は，小動物用トレッドミルを用いた強制

運動とした。実験前日，トレッドミル走行を学習

させた運動群ラット（6匹）は，ベルト回転速度

25m／min（傾斜角度0度）で10分間走行後，10分

間休息を入れ，これを3回繰り返すことを標準と

し，最終的には疲労困懲に導いた。そのプロトコー

ルを図一1に示した。対照群ラット（6匹）は同

じ条件で飼育したラットを用いて，強制運動負荷

以外は全く運動群と同じに扱った。

　2．骨格筋の分離およひせインキュベーション

　骨格筋組織は，ラット前肢第4，5指伸筋

（ExtensordigitiIVetVmusc1e）を用いた。運

動終了後，ラットはペントバルビタールナトリウ

ム50㎎／㎏腹腔内投与を行って麻酔し，右前肢より

25～45㎎の筋を腱と共にまるごと摘出した。この

大きさの筋を用いたのは，インキュベーション法

における酸素摂取の限界から選択した11〕。以下の

操作は，Sheehanら（1983）の方法に準じて行っ

た’6〕。摘出筋は冷生理食塩水（O．9％Nac1）に浸し

て洗浄し，すばやく秤量後，自製のガラス管製イ

ンキュベーションキュベット（内径22㎜）にセッ

トした（Fig2）。このとき，筋は白然長を保持さ

せるため2gの張力を与えた。インキュベーショ

ンメディウムは，グルコース，牛血清アルブミン

Vおよびシリコン系消泡乳濁液を含んだKrebs

＆Hense1eit，（1932）メディウムを用いた。その

組成は表一1に示した。摘出筋をセットしたイン

キュベーションキュベットに予備加温（37℃）し

たこのメディウム15m1を入れ，プリン体の標識

前駆体として1」4－C一ギ酸ナトリウム（57mCi／

Table　l　Composition　of　the　incubation　medium

NaCl

KC1

CaC1．

MgSO．

KH．PO．

NaHCOヨ

118．O　O

　　mM
2．55mM

1．18mM

1．！8mM

24．88mM

Glucose　　　　5mM

Bobine　serum
　　　　　　ユ．59／ユ
a1bumin

30％Silicone

antifoam　　　　50μ1

emu1SiOn
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mmo1e；NEN）をo．1mM（136，359cpm／10μ1）に

なるように添加した。インキュベーションは，メ

ディウム中にO。：CO。（19：1）混合ガスをガラ

ス管を通し（O。分圧452mmHg）bubb1ingしつっ，

37℃の恒温水槽内で1時問行った。

　3．プリン体の抽出

　インキュベーション終了後，筋は冷生理食塩水

にすばやく浸し軽く洗浄した後，液体窒素中で瞬

間凍結した。凍結筋はO．4m1の冷O．9N過塩素酸

を加え氷冷下，15秒問ホモジナイズした。3，000×

g，10分問，4℃で遠心分離し，その除タンパク上

清に65μ1のKC1飽和冷4．2NKOHを加え過塩素

酸を中和沈殿除去した。KC1飽和液はKC1O。の溶

解度を最小にするために加えた。中和抽出物は

KClO。を完全に沈殿させるため，O℃，20分問放置

した。その後，2，000×g，5分問，4℃で遠心分

離し，上清抽出物はただちに薄層クロマトグラ

フィーで分離，分析，あるいは一80℃で保存後分

離，分析した。

　4．プリンヌクレオチドの分離，検出および放

　　　射活性の測定

　プリンヌクレオチドは，ポリエチレンイミン

（PEI）一セノレロースプレート（20cm×20cm）を用

いた薄層クロマトグラフィーにより分離した8〕。

PEI薄層プレート（メルク）にプリンヌクレオチ

ド混合標準溶液（アデノシンー5L3リン酸：

ATP，アデノシンー5L2リン酸：ADP，アデノシ

ンー5L1リン酸：AMP，ニコチンアミドアデニ

ジヌクレオチド：NAD，グアノシンー51－3リン

酸：GTP，グアノシンー5L2リン酸：GDP，グア

ノシンー5L1リン酸：GMP，イノシンー5Lユリ

ン酸：IMP，キサントシンー5L1リン酸1
XMP；シグマ社，各10μmo1e／m1を含んだ水溶

液）の2μ1をキャリアーとしてマイクロシリンジ

でアプライした後，調整試料抽出液の8μ1を重ね

て風乾しながらアプライした。アプライは同一プ

レートに10か所行った。

　アプライ後，薄層プレートは前処理としてメタ

ノール：水（1：1）で最高端まで展開（室温，

4時問）し，未反応の1一ユ4C－formateをはじめと

して，プリン塩基，ヌクレオシド，無機塩類およ

びヌクレオチド以外の14C含有物を除去した。こ

のとき，ヌクレオチド類は移動しない。風乾後，

各ヌクレオチドを分離するための展開溶媒は，ギ

酸一ギ酸ナトリウム緩衡液pH3．4（以下，ギ酸バッ

ファーと略す）を用いた。展開は上昇法の段階展

開法（3濃度段階）で行った。すなわち，0．5M一ギ

酸バッファーで30分問飽和した薄層プレートは，

同溶媒で起点から2cmまで展開し，つぎに2．OM

一ギ酸バッファーで起点から6cmまで展開し，さ

らに4．0M一ギ酸バッファーで起点から15cmまで

展開した。総展開時間は，およそ2．5時間であった。

　展開した薄層プレートは風乾後，プリンヌクレ

オチドを検出するため暗視野内，紫外線ランプ

（254nm）で照射し，吸収部分はピンでマークし

た。分離した各ヌクレオチド　スポットの起点か

らの距離（cm）は，およそGTP（1．0），ATP（2．8），

GDP（3．6），ADP（7．2），GMP（8．0），XMP（8．8），

IMP（9．8），AMP（11．2）およびNAD（12．4）

であった。マークした紫外部吸収部分はスパーテ

ノレで削り取り，バイアル瓶中で20m1の液体シン

チレーションカクテル（シンチゾール500）と混合

し，ベックマンLS－7500液体シンチレーション

カウンターで放射活性を測定した。

　m　結　　果
　対照群と運動群の体重，摘出筋重量および運動

群の走行距離を表一2に示した。

　対照群と運動群の筋100mg湿重量当りの酸可溶

性標識ヌクレオチドの放射活性（cpm）を図一3に

示し，運動負荷による効果は両群の平均の差（△

cpm）と変化率（％）を求め，表一3に示した。運

動を負荷することにより，ATP（P＜0．05），ADP

（P＜0，005），AMP（P＜0．05），NAD（P＜O．01），

GTP（P＜O．01）およびIMP（P＜O．005）の6つ

のヌクレオチドで有意に1一’4C－formateの取り

込みが増加し，残るGDP，GMPおよびXMPも
増加傾向にあった。全ヌクレオチドの総計でも有

意（P＜0．O05）な増加が認められた（統計的有意

Tab1e2　Body　weight，weight　of　extensor

　　　　digiti　IV　et　V　musc1e　and　distance

　　　　of　treadmi11running　of　rats

Group（n＝6）　　　　Control　　Exercise

Body　weight（g）　　　　　386±13　　355±22

Musc1e　weight（mg）　　　38±4　　38±7

Running　distance（m）　　　　　　　506±130

Values　represent　the　“mean±standard
deviation”
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もって取り上げた。その結果，運動負荷を与える

ことによりプリン体のde　novo合成は，およそ

100％（2倍）に著明に尤進した。これは運動負荷

により失われたプリンヌクレオチドを補充するた

め，プリン体のdenovo合成が高まったものと考

えられる。また，今まで運動における細胞内のヌ

クレオチド動態は主にプリンヌクレオチドサイク

ルによって説明されてきた5〕8）。すなわち，運動に

よりATPはIMPまで代謝されるがIMPは筋細
胞内でアデニルコハク酸を経て再びAMPに転換

され，さらにATPに転換されるという反応であ

る。従って，今回の実験結果から細胞内アデニン

ヌクレオチドの変動は，プリン体のdenovo合成

系酵素群にフィードバック機構が働き，ヌクレオ

チド合成を促進させ，プリンヌクレオチドサイク

ルヘも複雑に影響するものと考えられる。しかし，

合成速度が2倍になったにもかかわらず，ヌクレ

オチドの相対分布に著名な変化が認められなかっ

たことは，合成されたヌクレオチドの転換反応が，

特定のヌクレオチドを蓄積することなく律速状態

にあるといえる。

　前述のように1977年頃まではプリン体のde

nOVO合成は肝臓で行われ，それが各組織に輸送さ

れると考えられてきた。しかし，筋肉においても

肝臓と同等のプリン体合成能があるとすると，肝

臓と筋肉の体組織に占める割合から，むしろ筋肉

におけるプリン体合成量が尿酸代謝全体に及ぼす

影響は大きいと考えられる。したがって，トレー

ニングにより増大した骨格筋を有するスポーツ選

手にとって，筋肉におけるプリン体のdenovo合

成量は正常人より常に大きくそれが原因で血清尿

酸値を高くしていることも考えられる。

　また，Murphyら9）はラット長肢伸筋を用いて，

尿酸生合成阻害剤であるa11opurino1を投与する

ことにより8－14C－hypoxanthineのヌクレオチ

ドヘの取り込みが有意に高まったことを報告して

いる。これは，筋組織がSa1Vage経路によっても

ヌクレオチド合成をコントロールしていることを

示し，骨格筋が尿酸代謝全体に関与していること

を示唆する。

　本研究においては，摘出筋の1時問のインキュ

ベーションにより対照群，運動群ともにATPに

およそ60％の放射活性が集中した。この合成され

たATPは生体内では，さらに核酸塩基に移行し，

やがては尿酸を含むあらゆるプリン体に分布する

ようになる。筋肉におけるプリン体のdenovo合

成が尿酸代謝に及ぼす影響は，合成からヌクレオ

チドの転換，さらに異化過程まで調べなければな

らないが，身体組成の40～50％を占める骨格筋が

尿酸前駆体を作る重要な臓器であることが示唆さ

れる。

　V　結　　語
　骨格筋におけるプリン体のde　novo合成が運

動負荷によって充進するかどうかを調べるため，

SD系10週齢雄性ラットの前肢第4，5指伸筋を

用いて以下のような結果を得た。

　トレッドミル走25m／min，30分問の負荷直後よ

り，1時問までのプリン体のde　novo合成は，

　（1）非運動時に比べ，運動群ぽおよそ100％の著

　　　明な合成尤進を認めた。

　（2）多くのプリンヌクレオチド画分が運動時有

　　　意に増加するが，その相対分布には非運動

　　　時に比べ著明な変化は認められなかった。

　この事実は，運動誘発性の高尿酸血症の一因が，

プリン体の骨格筋におけるde　noyo合成の尤進

にある可能性を示唆する。
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