
Ⅰ．序 文

ミトコンドリアは高等生物のエネルギー源である

ATPを解糖系よりも8.2倍効率良く産生する細胞

内小器官で，通常４電子がチトクローム系などの酸

化還元鎖を介して酸素に付加される。この際に中間

体としてスーパーオキサイドラジカル（O ）や過酸

化水素（H O）が産生される。これらの酸素中間体

は不安定で他の物質と反応して酸化反応を引き起こ

すため活性酸素と呼ばれている。狭義の活性酸素と

しては他にヒドロキシラジカル（OH・）や一重項酸

素，次亜塩素酸イオン（OCl ）が含まれる。広義の

活性酸素としてはこれらの活性酸素が脂肪酸と反応

してできるペルオキシドラジカル（LOO・）やアル

コキシラジカル（LO・），NOxなどが含まれる。活

性酸素はミトコンドリアにおける電子伝達系以外で

もキサンチンオキシターゼ（XOD）系，ニコチンア

ミドアデニン２リン酸（NAD(P)H）オキシターゼ

系，ミクロソームなどで生成される。さらに鉄など

遷移金属がある場合にはフェントン反応を介して生

成され，紫外線や放射線照射，種々の化学物質など

の外的要因によっても産生される。このようにして

産生された活性酸素は総称して活性酸素種

（reactive oxygen species，ROS）と呼ばれる。

顆粒球などにおける殺菌作用はその細胞膜に存在

しているNAD(P)Hオキシターゼによって産生さ

れるO に起因している。また，ROSはアポトーシ

スの誘発時などにおける細胞内のセカンドメッセン

ジャーとして作用するなど，細胞内情報伝達系にお

いても重要な役割を果たしている。一方，ROSは不

安定で種々の生体物質との反応性が高いことから核

酸や脂質，タンパク質と反応してその損傷原因と

なっている。このような生体物質の酸化は炎症や発

がん，動脈硬化，白内障など種々の疾病や老化の原

因であるとされている［7，8，21，23］。この様に ROS

は種々の疾病や老化と関連すると考えられているた

め，ROSによる影響は酸化ストレスとも呼ばれる。

生体内には酸化ストレスを防ぐために，ROSを消去

するための種々の物質や酵素が存在している。細胞

内のイオウを含む低分子であるグルタチオン

（GSH）は ROSと反応して，酸化され GSSGとな

り，ROSを消去する役割を果たしている。この

GSSGを元の還元型の GSHとするグルタチオン還

元酵素やO を消去するスーパーオキシドジスム

ターゼ（SOD），H O を消去するカタラーゼなどの

酵素が存在する。このように生体内には活性酸素を

産生する系とこれと拮抗する抗酸化系が存在し，通

常は両者のバランスがとれていると考えられてい

る。

Harmanら［9］は小さな動物は体重に比して体表

面積が大きく，体温維持のためには多くの食物と酸

素を必要とし，その結果 ROSの産生量が体の大き

い動物よりも多く，そのため生体内の種々の物質の

損傷が起こりやすく，寿命が短いことを提案してい

る。実際に，ラットやマウスの肝臓では加齢に伴っ

て酸化ストレスに対して感受性が高まることが示さ

れている［22］。また，運動時には酸素の消費量が増

加することから動物は高い酸化ストレスに曝される

ことになる。Steinhagen-Thiessenら［24］はマウス

に長期訓練を行うと心臓内 SOD活性が増加するこ

とを報告しており，運動は酸化ストレスとして作用

していることを示している。また，心臓への酸素供

給を不足させる過度の運動を繰り返すと虚血―再潅

流によって ROSが繰り返し産生され，心筋の壊死
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を引き起こすことが示唆され，人や動物での過度な

運動と酸素消費量，ROSによる組織障害の間に関連

があることが報告されている［25］。

競走馬ではトレーニングやレースにおいて過度の

運動が課せられていると考えられ，酸化／抗酸化系

の平衡状態について運動生理学的な多くの検討がな

され，最近10年間に100以上の報告がなされてい

る。運動はそれ自身が肺に酸化ストレスを発生する

ことが示されており，運動の型（競争や耐久運動，

トレッドミルでの運動など）によって程度は異なる

が，循環系において酸化／抗酸化系の平衡状態が有

意に変化することが示されている［15］。競走馬とし

て使用されるサラブレッドの仔馬，競走馬，繁殖馬

の間では酸化ストレスの程度に有意な差はないが，

重種馬と比較して高い値を示すことや血清中 SOD

活性は競走馬で仔馬や繁殖馬よりも高いことが報告

されている［16，17］。また，レース後２日までレー

ス前よりも酸化ストレス状態が高いことや輸送によ

り酸化ストレスが増加する傾向があることも報告さ

れている［13］。

サラブレッドは本来，競走馬として生産されるが，

競走馬としての役目を終えた後は乗馬として使用さ

れることが多い。また，サラブレッド以外にも半血

種，アングロアラブ，ポニーといった様々な品種が

乗馬として使役されている。乗馬は競走馬と比較し

て使役されている年齢層が広く，また，その年齢層

も高齢である場合が多い。そして，負荷されるスト

レスも競走馬とは異なると考えられる。しかしなが

ら，乗馬については年齢と酸化ストレス状態の関係

やサラブレッド以外の品種における酸化ストレス状

態についてほとんど報告がなされていない。本研究

では乗馬における健康管理における指標として酸化

ストレス状態を利用できないか否かを検討する目的

で，乗馬における年齢，品種，性別と酸化ストレス

状態との関連について解析を行った。

Ⅱ．材料および方法

１ 血 清

過酸化脂質測定のための血清は東京都と宮城県に

存在する２箇所の乗馬クラブにご協力を頂いて採取

した。血清の採取に使用した馬の品種，性別，頭数

を表１に示した。また，サラブレッドについての年

齢別頭数を図１に示した（平均年齢11歳）。サラブ

レッド以外の品種の年齢はアングロアラブ 11歳，

２頭，16歳，17歳，25歳，各１頭（平均年齢16歳），

日本乗軽種 ５歳，４頭，４歳，６歳，各１頭（平

均年齢５歳），半血種 ７歳，２頭，６歳，12歳，各

１頭（平均年齢８歳），ポニー ３歳，８歳，13歳，
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Table1 Equine breed and sex used
 

in the present study.

性 別
品 種 頭数

セン馬 牝 馬

サラブレッド 81 67 14

アングロアラブ 5 5 0

日本乗軽種 6 2 4

半血種 4 2 2

ポニー 3 2 1

Fig.1 Range of age and sex of Thoroughbred horses.



各１頭（平均年齢８歳）であった。なお，本研究で

解析に用いた試料では直前の運動負荷の影響を除く

ため，数日間激しい運動を課していない乗馬から試

料を採取した。

血液をヘパリン加チューブに採血し，10,000回転

３分間の遠心で血球成分を沈殿し，血清を採取した。

血清は分注し，測定まで－20℃で保存した。

２ 血清中のMDA量の測定

酸化ストレス状態の測定には種々の方法が用いら

れているが［14］，本研究では血清中の過酸化脂質の

主要なマーカーであるマロンジアルデヒド（malon-

dialdehyde，以下MDA）［16］について TBARS法

［23］を用いた測定を行った。

多価不飽和脂肪酸は活性酸素種／フリーラジカル

による酸化を受けやすい。例えば，ヒドロキシラジ

カル（OH・）と容易に反応して脂質ペルオキシラジ

カル（LOO・）を形成する。脂質ペルオキシラジカ

ル（LOO・）は，さらに 別の多価不飽和脂肪酸と

反応して脂質ヒドロペルオキシド（LOOH）と脂質

ペルオキシラジカル（LOO・）を形成する。また，

脂質ペルオキシラジカル（LOO・）は分子内２重結

合に反応して環状エンドペルオキシドを形成し，こ

れがさらに分解されてMDAが形成される［6］。サ

ンプル中のMDAをチオバルビツール酸（TBA）と

反応させることでMDA－TBA 付加体が形成され

（図２），この付加体は532nmの波長付近に強い吸

収を持つことから，分光学的にMDA量が定量でき

る。

MDAの定量はMDA測定キット（日本老化科学

制御研究所）を用い，具体的な操作はキットのマニュ

アルに従った。

TBARS法では，尿，血清，組織ホモジネートと

いったサンプルで，バックグラウンドの吸収が高く

なる場合がある。本研究においても血清サンプルで

バックグランドの補正が必要であった。バックグラ

ウンドの補正は各サンプルについて500～580nm

の吸光度を2nm間隔で測定し，近似曲線を算出し，

この近似曲線の532nmにおける数値とサンプルか

ら得られた吸光度の差からMDA濃度を算出した。

３ 統計処理

統計処理は Student’s t-testを用い，５％以下を有

意差とみなした。

Ⅲ．成 績

１ サラブレッドにおける各年齢群における血清

MDA値の比較

サラブレッドの年齢による過酸化脂質量の変化を

検討するために各年齢群における血清MDA量を

解析した。年齢群は4～6歳，7～9歳，10～12歳，

13～15歳，16歳以上に区分した。図３に各年齢群の

MDA量の平均値を示した。平均MDA値は4～6歳

群と比較して7～9歳群で高く，10～12歳群でいっ

たん減少し，その後年齢に伴って増加していく傾向

が示された。7～9歳群と10～12歳群の間には有意

差が認められた。サラブレッド以外の品種ではそれ

ぞれの年齢群における頭数が少ないため比較は行わ

なかった。

２ サラブレッドにおける性別での血清MDA値

の比較

図４にサラブレッドにおけるセン馬と牝馬のそれ

ぞれの平均MDA値を示した。セン馬群と牝馬群の

平均MDA値の間に有意差は認められなかった。

３ 各品種における血清MDA値の比較

図５に各品種の血清における平均MDA値を示

した。日本乗軽種，半血種，アングロアラブ，ポニー

ではサラブレッドと比較して平均MDA値が高い

傾向が見られた。ポニーのMDA値はサラブレッド

よりも有意に高い値が示された。

Ⅳ．考 察

酸化ストレスは生体における炎症や発ガンなど

種々の疾病や老化とかかわっていることが広く知ら

れている。本研究は乗馬における酸化ストレスを健

康状態の指標として利用できないか否かを検討する

ため，過度のトレーニング等を課していない通常の

条件で飼養されている乗馬について酸化ストレスが

年齢，種，性などによって差異があるかの解析を行っ

た。酸化ストレスの指標としては血清脂質過酸化量

をMDA値で解析した。

乗馬における酸化ストレスの指標としての血清過酸化脂質

Fig.2 TBA reaction with MDA
 

Malondialdehyde(MDA)-thioburbituric acid (TBA)adducts
 

are produced with reaction of MDA with 2 molecules of TBA.

The spectrum of absorbance in the adduct indicates peak at
 

532nm.
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今回の研究に用いた試料ではサラブレッド以外の

品種の乗馬では頭数が少ないため，年齢と性の影響

を検討する際にはサラブレッドの試料のみを用い

た。乗馬として使役されているサラブレッドの血清

MDA値は7～9歳までは高い数値を示し，その後，

10～12歳で一度減少した後再び年齢とともに増加

することが示された（図３）。ラット脳の組織ホモジ

ネートやヒトの血清では脂質過酸化量が加齢ととも

に上昇することが報告されている［12，19，31］。今

回の解析でもサラブレッドの血清MDA値は

10～12歳以降で年齢に伴って上昇する傾向を示し，

加齢に伴い脂質過酸化量が増加することが示唆され

た。一方，7～9歳齢では10～12歳齢でのMDA値よ

りも有意に高値を示した。この原因は不明であるが，

年齢以外の要因が関係していると考えられる。乗馬

として使役されているサラブレッドは，元来，競走

馬として使役され，故障や競走能力の減退などの理

由から引退し，乗馬として使役されることも多い。

競走馬から乗馬への使役の移行の時期は10歳未満

が一般的であるので，7～9歳までの年齢群において

高い数値を示す要因としては乗馬への使役変更前の

状態が影響している可能性が考えられた。脂質過酸

化量は運動負荷の強度と比例して上昇することが知

られている［5］。競走馬と乗馬の運動量の差異につ

Fig.3 Concentration of MDA in sera from each age groups of Thoroughbred horses.

Each bar represents the average of concentrations of MDA with standard deviations. ＊ represents significant differences at p＜0.05 in
 

the concentration of age groups between 7-9 and 10-12 years of age.

Fig.4 Concentration of MDA in sera from males and females of Thoroughbred horses.

Each bar represents the average of concentrations of MDA with standard deviations.
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いての具体的な報告はないが，一般的に競走馬のほ

うがトレーニングなど強い運動負荷がかかっている

ことが予想される。また，競走馬は運動量以外に競

走や輸送などが強いストレスとして働き［13］，この

ストレスがMDA値に影響する可能性も考えられ

た。これらの理由によって競走馬として使用されて

いた年齢に近い7～9歳群においてMDA値が高い

値を示したことが考えられる。しかしながら，本研

究で解析した試料では元競走馬とそうでない馬から

の試料が混在しており，またその移行の時期も様々

であった。また，競走馬と乗馬間でMDA値の直接

的な比較はしていないので，これらの点についての

検討が今後必要と考えられる。さらに，日常の運動

量の差異もMDA値に影響する要因であることが

考えられる。本研究で解析に用いた試料では直前の

運動負荷の影響を除くため，試料採取の前には激し

い運動を課していない。馬では10分程度の軽い運動

では１時間後には血清中の脂質過酸化量は運動前の

数値に戻ることが報告されているが［2，3，28］，レー

スのような激しい運動後には血清脂質過酸化量の増

加は４日後でも残ることが報告されている［13］。酸

化ストレス負荷は運動の強さ，運動の期間，環境条

件（温度や湿度）などによっても変化することが示

されている。乗馬において日常の運動負荷の程度は

不明であるが，若い年代の馬の方が一般的には高齢

馬と比較して運動量が多いことが予想され，通常の

運動量の差異がMDA値に影響することも考えら

れる。

サラブレッドのセン馬と牝馬間で平均MDA値

に違いは見られなかった（図４）。この結果はサラブ

レッドにおいて血清脂質過酸化量に性差は見られな

いという以前の報告と一致した［17］。しかし，ヒト

［1，19，32］では男性の方が女性よりも，ラット［16］

でも雄が雌よりも脂質過酸化量が高いことが報告さ

れている。また，抗酸化酵素であるグルタチオンペ

ルオキシターゼやグルタチオン-Ｓ-トランスフェ

ラーゼなどの活性についても性差が存在することが

報告されている［27］。今回の結果では牝馬群のほう

がセン馬群よりもMDA値がやや高い値を示した

が，有意差はなかった。セン馬群，牝馬群の平均年

齢はそれぞれ11.7歳と13.2歳であり，牝の年齢が

高いため，数値に多少は影響していることも考えら

れる。

品種間の血清MDA値の比較ではポニー，アング

ロアラブ，半血種，日本乗軽種はサラブレッドより

も高い平均値を示し，ポニーとサラブレッド間では

有意差が認められた（図５）。今回解析に用いた血清

試料ではサラブレッドと比較して他の品種では頭数

が少なく，年齢分布や平均年齢が相互に異なる（材

料の項に記載）。しかしながら，サラブレッドでは全

ての年齢群でMDA値の平均値が100nmol以下で

ある（図３）ことから，他の４品種に比べて低い数

値を有すると考えられる。重種馬と比較してサラブ

レッドの血清脂質過酸化量が有意に高いことが以前

に報告されている［16，17］。一般に体の小さい動物

の方が高い酸化ストレスに曝されていると考えられ

ているが，マウス，ラット，ハムスター，ウサギ，

ミニブタ，サルの６種の実験動物での比較ではミニ

Fig.5 Concentration of MDA in sera from different equine breed.

Each bar represents the average of concentrations of MDA with standard deviations. ＊ represents significant differences at p＜0.05 in
 

the concentration when compared with Thoroughbred horses and another breed horses.
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ブタ＜ウサギ＜＜ラット＜サル＜ハムスター＜＜マ

ウスの順で血清脂質過酸化量が高く，単純に体重と

脂質過酸化量は相関しないことが示されている

［26］。一方，肝臓と肺での脂質過酸化量を比較した

場合ではウサギ＜モルモット＜ラット＜ハムス

ター＜マウスの順に増加し，体の大きさと脂質過酸

化量は逆相関するという報告もなされている［27］。

アングロアラブ，日本乗軽種などはサラブレッドと

同じく軽種馬に分類され，体格もサラブレッドとほ

ぼ同じであるが，今回の結果からはサラブレッド以

外の品種ではサラブレッドよりも高い血清脂質過酸

化量を有する傾向のあることが示された。

Kuwabaraら［16］はサラブレッドの SOD活性は重

種馬よりも高いことを報告している。SODは抗酸化

酵素であり，一般的に抗酸化能が高いほど，脂質過

酸化量は低くなるといわれている。トレーニングは

動物の抗酸化能を増加すると考えられており，de
 

Moffartsら［4］はトレーニングによる酸素消費量の

増加に伴い，赤血球の SOD活性が増加することを

示している。サラブレッドはその使役の目的から激

しい運動負荷に耐えなければならず，サラブレッド

以外の品種よりも高い抗酸化能を有していることが

考えられ，結果的に脂質過酸化量が低値を示したの

かもしれない。しかしながら，今回の実験ではそれ

ぞれの品種の SOD活性を測定していないので，品

種によってその活性に差が有るか否かについては明

らかではない。生体内の酸化ストレスの程度は酸化

と抗酸化に係る要因の平衡が重要であると考えられ

ている。この平衡状態は運動，年齢，ストレス，種

差，性差，飼料，薬物，疾病など様々な因子の相互

作用によって変動する。本研究は今までほとんど検

討されていなかった乗馬における酸化ストレス状態

を血清過酸化脂質量を基に解析し，今後乗馬の健康

に対する酸化ストレスの影響を検討する上で，重要

な基礎的知見を提供したと考えられる。
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要 約

過度の運動や年齢，酸素消費量などは酸化ラジ

カルによる損傷の生成に影響することが示されてい

る。競走馬は常にトレーニングが負荷されているこ

とから乗馬よりも酸素消費量が多いと考えられてい

る。過度の酸化物質の生成や抗酸化物質の不足は酸

化ストレスを引き起こし，結果として組織障害を誘

発する。最近10年間に馬，特に競走馬における酸

化／抗酸化平衡について100以上の研究が公表され

ている。しかしながら，乗馬についてはほとんど報

告がない。また，サラブレッド以外の品種における

酸化ストレス状態についてもほとんど報告がみられ

ない。本研究は乗馬における酸化ストレスに対する

年齢，品種，性別の影響を解析し，乗馬の酸化スト

レスについて検討する目的で，血清中の過酸化脂質

量の解析を行った。

過酸化脂質の測定のための血清は東京都と宮城県

の２箇所の乗馬クラブにご協力を頂いて採取した。

解析に用いた乗馬の品種は日本乗軽種６頭，半血種
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４頭，アングロアラブ５頭，ポニー３頭及びサラブ

レッド81頭であった。サラブレッドは年齢で4～6，

7～9，10～12，13～15，16歳以上に分け，また，性

別はセン馬と牝馬に分けた。他の品種は頭数が少な

いので全ての年齢を一括して対象とし，血清過酸化

脂質量は TBARS法を用いてマロンジアルデハイ

ド量として測定した。サラブレッドの血清脂質過酸

化量は7～9歳まで高い値を示した後，10～12歳で

一旦有意に低値を示し，その後加齢に伴って上昇し

ていく傾向を示した。血清脂質過酸化量に性差は認

められなかった。ポニーはサラブレッドよりも有意

に高い血清脂質過酸化量を示し，半血種，日本乗軽

種，アングロアラブもサラブレッドよりも高い値を

示す傾向が見られた。

本研究は今までほとんど検討されていなかった乗

馬における酸化ストレスについて血清過酸化脂質量

を基に解析し，乗馬の健康に対する酸化ストレスの

影響を検討するために必要な年齢，性，品種と酸化

ストレスとの関係ついての基礎的データを提供し

た。

Abstract
 

Evidence indicating that age,severe physical exercise and oxygen consumption rate affect production of
 

damage due to oxygen radicals has been provided by observation of tissue damage and measurement of
 

products of lipid peroxidation in humans and animals. Racehorses are thought to consume much more
 

oxygen than riding horses because of their constant physical exercise. Excessive oxidant generation or
 

antioxidant insufficiency can lead to oxidative stress,resulting in tissue damage. During the past decade,

more than 100 studies on the oxidant/antioxidant equilibrium in equine species, especially in racehorses,

have been published. However,the status of oxidative stress in riding horses remains unknown. In the
 

present study,lipid peroxide levels in sera from riding horses were measured as a marker of oxidative stress.

Levels of lipid peroxide(malondialdehyde)in sera from riding horses (81 Thoroughbred,5 Anglo-Arabian,

6 Japanese lightbred, 4 Halfbred and 3 Pony)were measured as thioburbituric acid-reactive substances.

The serum samples were kindly provided by two horse riding clubs in Tokyo and Miyagi. Lipid peroxide
 

levels in sera from Thoroughbred horses were significantly higher at 7 to 9 years of age than those at 10 to
 

12 years of age. There were no significant differences in the levels of serum lipid peroxide between males
 

and females. The levels of lipid peroxide in sera from ponies were significantly higher than those from
 

Thoroughbred horses. The levels of lipid peroxide in sera from Anglo-Arabian, Japanese lightbred and
 

Halfbred horses were also higher than those in sera from Thoroughbred horses.
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