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企三才

日

渉

彦

人

朗

雄

充

文

健

隆

哲

平

井

谷

発

中

次

大

安

刈

開

田

末

鹿屋体育大学助教授

善田黒

鹿児島大学医学部第一内科

日本女子体育大学教授

鉄欠乏は、血中ヘモグロビン(Hb)量の低下を起こすだけでなく、組織における鉄

しかし、筋中の高エネルギーリン酸含有量が低下含有タンパク質の合成も抑制する。

するくらい鉄欠乏が強度に進行すると、非鉄含有酵素が活性化されると報告されてい

る(1)。又、鉄欠乏とは無関係に、寒冷暴露(21やクレアチンアナログである β guan 1 

dinopropionic acid(β GP A)の経口投与(3-6)などにより、高エネルギーリン酸

このよ

うな結果は、筋中の高エネルギーリン酸レベルが長期間低下すると、それを合成する

ためのエネルギー代謝が刺激され、代償的な変化が起こることを示唆するものである。

レベルが低下した筋でも、ミトコンドリア酵素活性の上昇が認められている。

骨格筋における β 受容体分布は、ミトコンドリア酵素活性の高い筋ほと、密であると

いう報告もあるが(7、8)、そのメカニズムは明らかでない。そこで、本研究では、骨格

筋βー受容体は鉄欠乏によりどう影響されるの治、検討した。又、高エネルギーリン酸

レベルが変わるように鉄欠乏の程度に差を生じさせ、ミトコンドリア酵素の比活性値

ミトコンドリアを種類によって変えた場合の β 受容体の反応を調べることにより、

機能の何と密に関係して変化するのか検討した。
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3週齢Wis tar系雄ラットを任意に次の 3群に分けた1) 2 ppm F巴群Cl70365，

Teklad， Madison， W 1， U 8 A)、 2) 6 ppm F e群 CT0 77346， Teklad， 3) 

100ppm Fe群 (2ppm F e食にferriccitrateとしての鉄を100ppm添加。 T0 92118， 

Teklad)。飼料は全群に同量ずつpairfeedingした。発育に応じ、餌の投与量は漸増

したが、飼育3週日から20g/匹/日の一定とした。水は脱イオン水を自由に摂取さ

せた。ラットは lケージに 2-3匹ず、つ飼育し、室温及び湿度は約23'C及び55%に保

ち、明暗は12時間おきに切り替えた。約14週日頃、 sodium-pentobarbitalの腹腔内注

入(5 mg/l00 g body we ight)により麻酔したラットの後肢(ふくらはぎ部〕におけ

る高エネルギーリン酸含有を31pー核磁気共鳴 (NMR)装置(大塚電子製、 BEM

170/200)を用いて測定した。詳細は平成4年度の報告書(9)で説明したので省略する。

その後、へパリンコーティングしたンリンジに頚静脈より採血し、血液自動分析装

置(日本テクニコン社製、 H-1 )を用い、Hb濃度及びへマトクリット値を分析した。

又、ヒラメ筋を採取し、湿重量測定後、片方は175mMKC 1パッファー中でホモジナ

イスした。その後、 succinatedehydrogenase (8DH， 10)、cytochromeoxidase 

(CO， 11)、lactatedehydrogenase (L DH， 12)、citrate synthase (C 8， 13)、

βhydroxyacyl CoA dehydrogenase (HAD， 14)、creatinekinase (C K， 15) 

それにタンパク質(J闘を測定した。又、他方のヒラメ筋は、コルク上にoC T compound 

を用い直立させ、液体窒素で冷やしたイソぺンタン中で瞬間凍結した。その後、クラ

イオスタット (-20'C)で20μm厚の横断切片を作成し、 β一受容体の最大総合能

(B max)及び親和性 (Kd)をautoradiographyを用いて分析した。分析法については

他に(J百述べたので省略する。各群聞の有意差検定にはANOVA及びStudentt-test 

を用い、 p<0， 05レベルで有意とした。

結果及び考察

Tab le 1に示されるように、コントロール群(lOOppmF e)の13，6士0.5g /100mf 

に比べて、 6ppm F eの鉄欠乏食投与で血中Hb濃度は5.0:1::0.2g /100mfと有意に減少

した(pくO.001 )， 2 ppm F日食では貧血が更に進行し、Hbレベルは3.4土0.1g /100mf 

と6ppm F e群よりも低値であった (pく0.00))。へマトクリット値にも似たような
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傾向が認められたが、 6及び 2ppm F e群聞の差は有意で巴はなかった。

NMRによる分析結果によると、貧血は進行しでも 6ppm F e食では高エネルギーリ

ン酸レベルは正常に維持された (Table2 )。しかしながら、 2ppm F e食では特にク

レアチンリン酸 (PC r)が顕著に減少した。相対的PCrレベルで示すPCr/(Pi+

P C r)比は10Q及び6ppm F e群よりも有意に低値であった(pく0.001)。安静時の高エ

ネルギーリン酸値は生化学的分析によっても 6ppm F e食でtは変化しない(18)。しかし、

2 ppm F e食による PCrレベルの減少は生化学的分析によっても確認されている(1)。

それに対し、無機 t)ン酸 (Pj)含有量は上昇するので(1)、本研究でも、 2ppm F e群の

Pi/PCr比は他の 2群の値よりも顕著に高値であった (p<0. 001)。アデノシン・

3・リン酸 (ATP)レベルは 2ppm F e食で変化しなt，(1)。しかし、 PCr!直の減少

により 2ppm F e群のPCr/Total A T P比は他の 2群より低い傾向にあり、特に

6 ppm F e群に比しては有意な低値が得られた(p<0.05)0 pHも2ppm F e食により

低下する傾向が認められたが、統計的な有意性を得るには至らなかった。

ヒラメ筋における酵素活性値はTable3に示しである。鉄含有酵素である SDHと

COは共に鉄欠之により低下した。 CO活性には 6及び2ppm F e群聞に差はなかった

が、湿重量当たりのSDH活性は 6ppmより 2ppm F e群が更に低かった(pく0.01)。

非鉄含有のミトコンドリア・マトリックス酵素である CS及びHADは、 6ppm F e食

では、変化しなかったが、 2ppm F e食によりコントロール債よりもむしろ上昇した。

筋中高エネルギーリン酸レベルと同様にこれらも、我々の以前の報告(1、18)と同じ傾

向を示す結果である。 LDHは6及び 2ppm F e食で、共にコントロールの約2倍に活

性化されたが(p<0.001)、両鉄欠之食群聞には差は認められなかった。 CK活性は、

2 ppm F e食が低い傾向にあり、タンパク質当たりの比活性は、 6ppm F e群より有意

に{!i;かった (pく0.01)。

A ut orad iography!こより得られたβー受容体の結合能を示すsaturationcurveには

顕著な鉄欠乏の影響が見られた CFig. 1) 0 100ppm Fe群に比べて、鉄欠乏の強度

に応じ結合量が低下していることがわかる。 β 受容体のBmaxは鉄欠乏で減少した

CTable 4. p <0.00))。ところが、 Kd!こは有意な変化は認められなかった。

従って、 Bmaxの減少は受容体の親和性の低下ではなく、数の減少に起因したものであ
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ることがわかる。尚、Bmaxtま6ppm F e群よりも 2ppm Fe群が更に低く (pく0.001)、

鉄欠乏の程度に応じて影響されることが示唆される。 βー受容体の分布は速筋より遅

筋が多く (7)、しかも同一筋においてtypeIIよりもtype1 1 iberのほうが3倍も高いこ

とが知られている(8)。従って、 β 受容体はミトコンドリア数またはその酵素活性な

どと正の相関を有しながら存在することが示唆されている。

しかし、木研究の結果によると、 β 受容体数の変化は、 LDH及びCKのみなら

ずミトコンドリア酵素でもCS及びHADの変化パターンとは全く異なるものであっ

た。 Martinら(8)によってもトレーニングによりヒ卜骨格筋のCS活性は上昇したが、

β 受容体数は変わらなかったという結果が得られている。しかし、 SDHやCOの

比活性とは似たようなノfターンで変化したが、中でも SDHと類似していた。骨格筋

における βー受容体の役割等はよく理解されていないが、 SDHとは何らかの関係が

あることが示唆されよう。

まとめ

ラットにおける鉄欠之が、ヒラメ筋のβ 受容体に及ぼす影響及びそのメカニズム

を検討した。血中Hb濃度が約 5g/100mOの貧血を起こす程度の鉄欠之に伴い、 Bmax

が低下した。平均Hb濃度が3.4g /100mO!こ低下すると、 Bmaxは更に減少した。しか

し、受容体の親和性は変わらなかったので、Bmaxの低下は受容体数の減少によって起

きたことが示唆された。又、 βー受容体の分布はミトコンドリア数又はその酵素活性

とは正の棺関があると言われているが、マトリックス酵素と全く関係がなく、鉄含有

の酵素活性(特にSDH)との相関が高いことがわかった。
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Table 1 

Hemoglobin and hematocrlt levels 

100 ppm Fe 6 ppm Fe 2 ppm Fe 

(n=8) (n=8) (n=8) 

Hemoglobln ••• “‘.ttt 
(g/lOOml) 13.6:!: 0.5 5.0 :!: 0.2 3.4士0.1

Hematocrit ••• ••• 
(%) 40.9土1.6 15.0土0.9 14.1土1.3

Mean土SEM. ...: p<O.OOI vs. 100 ppm Fe group.町 ldttt: 

p<0.001 vs. 6 ppm Fe group. 

PI/PCr 

PCr / (Pi+PCr) 

PCr /Total ATP 

pH 

Table 2 

Results of 3lp-NMR analyses 

100 ppm Fe 

(n=7) 

93土 13

916士 11

1.868土 176

7.11土0.10

6 ppm Fe 

(nロ7)

98士 15

912士12

1.840土 87

7.28士0.09

2 ppm Fe 

(n=5) 

噂$吻.ttt 

226土22

.場権.ttt 

817土 15

十

1540土 41

6.95士0.06

Mean士SEM. Pi: Inorganlc phosphate. PCr: phosphocreatlne. and 

ATP: adenosine trlphosphate. ...: p<O.OOI vs. 100 ppm Fe group. and t: 

p<0.05 and ttt: p<0.001 vs. 6 ppm Fe group 
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Table 3 

Enzyme activitles in soleus musc1e 

2 ppm Fe 
(n=9) 

-・・.tt 
2.9士0.3蜘..
21.0:!: 2.2 

6 ppm Fe 
(n=6) 

民
U

4
 

0
仏

5

--F-
・品ー-

噂
:
・

i

t且ム鼻

E

.

1

 

A-噌• 
3
 

100 ppm Fe 
(n=8) 

14.2土 3.1
SDH 
相.rnol/m1n/gwet wtl 

•• 14.5士1.4••• 103.1土 11.9

5

6

 

n

u

Q

G

 

川

±
e
土

砂

5
.
2

•• q
a

ヲ
'

1

9

 

90.7土 17.8

27.2士3.1

{junol/田恒/gprotein) 

co 
(μnlol/m1n/ g wet wt) 

185.3土 22.9(J，1mol/mtn/g proteinl 

6

2

 

4
1

、，の
4

什
M
E
土

am--.8 

e

-

b

 

・9
M

2

H

h

 

24.5:!: 0.3 23.9土 0.5
cs 
(l-lIIlol/田1n/gwet羽ぺ}

186.0:!: 14.0 169.0土 12.5{μnol/m1njg prote佃}

o
 

f
3
 

1
土

o
n
'
 

•• 
au 

q
u
 

26目3土2.127.7土1.4
HAD 
(凹nol/m1n/gwet wt) 

265.6土 21.7

*ホ'“

206.6:!: 17.4 
調..・ g刷

1451.8 :!: 131.2 

205.1土 13.2

. ，・.
216.1土 14.9• •• 1674.4土 185.5

201.5士 27.8

115.6土 11.7

{μ.Ino1/rn1n/ g proteln) 

LDH 
{山nol/m1n/gwet wt) 

810.6土 98.0{μmol/田 tn/gprote1n) 

126.1 :!: 8.3 
tt 

860.8土 52.0

145.6土 6.6137.9土 9.6
CK 
{μmo1!mtn/g wet wtl 

1076.8土 72.3

Mear止SEM. SDH: succlnate dehydrogenase. CO・削:ochromeoxtdase. 

CS: citrate syn白 ase.HAD:βhydroxyacyl CoA dehydrogenase. LDH: lactate 

dehydrogenase， and CK: creatlne klnase. *: p<O.05. '"・ p<O.Ol，and .* ... 
p<:O.OOI vs. 100 ppm Fe group. and tt: p<O.OI and ttt: p<O.OOI vs. 6 ppm 

Fe group 

995.1土 107.2(Ilmol!min/g prote1n) 

Table 4 

τbe maximum btndtng capacity and dissociat1on CQnstant 

of s-adrenoceptors 1n soleus 

2 ppm Fe 

(n=4) 

6 ppm Fe 

(n=4) 

100 ppm Fe 

(n=4) 

駒市市.ttt

52.9士3.6
••• Bmax 

(fmo1/mg prote血J 99.8土 4.4130.6土1.5

Kd 

(pM) 36.0士2.2

Mean土SEM. Bmax: maximum binding capacity and Kd: 

dissoclatlon CQnstant 帥・ p<O.OOlVS. 100 ppm Fe group， and 什十:

p<O.OOl VS. 6 ppm Fe group. 

32.8土1.531.4:!: 0.4 

留の説明

ラットヒラメ筋におけるか受容体の結合パターン。
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