
I．緒　言

カルシウム欠乏は，血清カルシウム濃度を低下

させるが，副甲状腺ホルモンの分泌を亢進し，骨

吸収を高める．その結果，血清カルシウム濃度は

一定に保たれ，骨カルシウム濃度および骨強度は

低下する．また，カルシウム，ビタミンD，タン

パク質，リン摂取量などが腸管のカルシウム吸収

率に大きく関与するが，その他，運動と加齢が大

きく作用すると考えられる．運動は腸管からのカ

ルシウム吸収率を高め［1］，加齢は吸収率を低下

させる［2］．さらに，Weltenら［3］は，カルシ

ウム摂取量だけでなく運動負荷も最大骨量獲得に

寄与することを明らかにしている．運動により骨

格筋ミトコンドリア内のカルシウム濃度が増加す

ること［4］から，カルシウムとミトコンドリア

の間に代謝的連関が存在することが推測される．

一方，カルシウム欠乏が血清カルシウム濃度の低

下を招いた場合，細胞外液のカルシウム濃度も一

時的に低下することになり，ミトコンドリアも一

時的に低カルシウム濃度にさらされることにな

る．また，ミトコンドリア容量は，細胞外液のカ

ルシウムイオン濃度に依存することが明らかにさ

れ［5］，ミトコンドリア容量と酸化能力の間には

有意な正の相関関係があることから［6］，カルシ

ウム濃度が酸化系酵素活性にも影響することが考

えられる．一方，Creedonら［7］は，カルシウ

ム補足量を増加させ，長期間カルシウムを多量に

摂取させた結果，大腿骨への影響はなかったと述

べ，さらには，過剰のカルシウム摂取は体内のカ

ルシウムバランスを崩すという報告があることか

ら［8］，カルシウム補足量増加による骨量獲得に

ついては，一致した見解が得られていない．

そこで，本研究は，カルシウム代謝動態が，骨
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要旨：本研究は，老齢期ラットを用いて，食餌中カルシウム（Ca）含量の違いと持久運

動の組み合わせが骨強度と骨格筋酸化能に及ぼす影響を検討することを目的とした．血清

Ca2+濃度は，持久運動及びCa含量の影響を受けなかった．大腿骨強度は，非運動群では

Caの影響を受けず，運動群のCa欠乏群だけが，Ca過剰群より低値を示した（p＜0.05）．

骨格筋ミトコンドリア容量密度は，運動群だけにおいてCa含量およびCa摂取量に比例す

る関係が得られ，Ca過剰群はCa欠乏群に比し高値を示した（p＜0.05）．コハク酸脱水素

酵素（SDH）活性は，運動群ではCa含量の影響を受けなかったが，非運動群では，Ca過

剰により低値を示した（p＜0.05）．Ca標準食群における骨強度とSDH活性（SO線維）

間で相関関係が得られた（r＝0.644，p＜0.05）．以上の結果から，食餌性カルシウムは骨

代謝だけでなく，骨格筋代謝にも影響することが示唆された．
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代謝だけでなく骨格筋酸化能力に関わるかどうか

を検証することを目的とした．さらに，カルシウ

ム補足量に加えて運動の骨格筋機能への影響を検

討するために骨強度，ミトコンドリア容量密度，

酸化系酵素活性を指標として分析した．

II．方　法

A．実験動物と実験群

本実験では，老齢期（69週齢）のWistar系雌

ラットを30匹用いた．飼育室の温度は22±1℃

に保ち，ケージで飼育した．室内照明は12時間

毎に点灯と消灯を交互に行った．食餌と水は自由

摂取とし，体重と摂食量を毎日計量した．なお，

実験動物の取り扱いは日本生理学会の定めた指針

（「生理学領域における動物実験に関する基本的指

針」昭和63年制定）を遵守した．

実験群は飼料中（船橋農場製）のカルシウム

（CaCO3）含有量の違いと運動・非運動群の観点

から以下の6群を設けた（表1）．6群に分けられ

たラットは，カルシウム含量の異なる3種類のい

ずれかを6週間にわたり摂取した．

B．運動負荷トレーニング

運動群には，回転運動器を用いて，速度10m/

分の走運動を6週間にわたり毎日行わせた．1日

の運動時間は，第1週目を90分/日，第2週目を

120分/日，3～4週目を150分/日，5～6週目を

180分/日とした．

C．試料採取と分析項目

6週間の実験期間終了の翌日，ペントバルビタ

ールナトリウム麻酔下で，右後肢より電子顕微鏡

観察用にヒラメ筋を摘出し，固定した．左後肢か

らは，組織化学的分析用にヒラメ筋を摘出し，液

体窒素で急速凍結し，－80℃下で分析まで保存

した．また，腹大動脈より採血後，心臓を摘出し，

湿重量を測定した後，大腿骨も摘出した．血清カ

ルシウム濃度は，カルシウムと0-クレゾールフタ

レインコンプレキソンの錯体形成を利用した

OCPC法を用い［9］，血清リン濃度は，モリブデ

ン酸直接法で行った［10］．また，大腿骨強度は，

小動物骨強度測定装置（マルトー社製MZ-500）

を用い，大腿骨を12mm間隔で支持し，その上

部より荷重をかける3点支持法により破断力を測

定した．左後肢のヒラメ筋からは，クリオスタッ

ト（Le i c a 社製 JUNGCM1800）を用いて，

－25℃下で厚さ10μmの連続横断切片を作成し，

myosin ATPase染色［11］とコハク酸脱水素酵

素（SDH）染色［12］を施した．筋線維タイプ

は，Peterら［13］の方法により，slow-twitch

oxidative（SO），fast-twitch oxidative glycolytic

（FOG）およびfast-twitch glycolytic（FG），さ

らにSO線維とFOG線維の中間タイプ（INT）の

4種類に分類した．1標本より無作為に3部位か

ら合計200～300本の筋線維を抽出し，筋線維タ

イプ別組成比を算出した．SDH活性は，一定の

光度下で顕微鏡（日本光学社製Y2F-21）から

SDH染色切片の観察画像を画像処理装置（PIAS

社製LA535FB）に入力し，その輝度を0～255

段階で示し，その平均値を単一筋線維のSDH活

性としてパーソナルコンピューター（日本電気社

製PC-9801RX）で算出した．なお，輝度は，光

がすべて透過する明るさを0レベル，全く透過し

ない明るさを255レベルと設定し，これを等分し
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表 1.　実験群とそのシンボル

カルシウム含量

低カルシウム食
（0.03%Ca）

中カルシウム食
（0.74%Ca）

高カルシウム食
（2.24%Ca）

LCa-T
（n=5）

MCa-T
（n=5）

HCa-T
（n=5）

運動群

LCa-U
（n=5）

MCa-U
（n=5）

HCa-U
（n=5）

非運動群



てO.D.（Optical Density）とした．

電子顕微鏡観察のための組織固定はEisenberg

ら［14］の変法を用いた．ペントバルビタールナ

トリウム麻酔下でヒラメ筋を露出させ，前固定液

（2％グルタールアルデヒド－2％パラフォルムア

ルデヒド－0.1Mカコジル酸ナトリウム緩衝液，

pH7.3，4℃）を用い滴下固定した後，切り出し，

さらに新しい前固定液に10分間浸けた．続いて，

ヒラメ筋の筋腹部を1×3mm程度の大きさのブ

ロックに細切し，前固定液にさらに3時間（4℃）

浸した．次に，カコジル酸ナトリウム緩衝液中で

ブロックを洗浄し，後固定液（1.5％オスミウム

酸－0.1Mカコジル酸ナトリウム緩衝液，pH7.3，

4℃）に12時間，さらに1％酢酸ウラニウム溶液

に12時間（4℃）浸けた．脱水は，エタノール

（70，80，90，95，100％）とアセトンを用いて，

その後，Spurr Resin樹脂に包埋した．超薄切片

は，ウルトラミクロトーム（Reichert-Nissei Ul-

tracut N）を用いて，シルバーゴールド切片を作

成した．切片には3％クエン酸鉛水溶液で電子染

色を10分間施した後，日立H-7000形電子顕微鏡

（75kV）で観察した．写真撮影は富士電子顕微鏡

フィルムFGを用いて行った．直接倍率5000倍で

撮影した電子顕微鏡写真を，3倍に引き伸ばし

（15,000 倍），ステレオロジー分析手法である

Point Counting法を用いて，ミトコンドリアの容

量密度（volume density（％））を求めた．

D．統計処理

データは，平均値±標準偏差で示した．統計処

理は二元配置分散分析法を用い，カルシウム含量

の違いおよび持久運動の影響を判定した．分散分

析によって有意な F 値が得られた場合には，

post-hoc test（Fisher’s PLSD）を用いて多重比

較検定を行い，各群間の平均値の差の検定を行っ

た．相関関係は，直線回帰により検定した．また，

危険率はすべて5％水準（p＜0.05）で有意と設

定した．

III．結　果

A．飼料摂取量，カルシウム摂取量，血清カルシ

ウム濃度及び血清リン濃度

表2に飼料摂取量，カルシウム摂取量，血清カ

ルシウム濃度及び血清リン濃度を示す．飼料摂取

量は，非運動群内の比較では，LCa-U 群は，

HCa-U群およびMCa-U群より高値を示したが

（それぞれ，p＜0.01，p＜0.05），運動群内の比

較では，カルシウム含量による差異は認められな

かった．

カルシウム摂取量は，運動群，非運動群ともに

3群間（HCa群，MCa群，LCa群）においてそれ

ぞれで有意な差を認めた（それぞれ，p＜0.01）．

また，カルシウム摂取量に対する持久運動の影響

を見ると，HCa -T 群が HCa -U 群に対して，

25.3％高値を示した（p＜0.01）．

血清カルシウム濃度および血清リン濃度は，カ

ルシウム含量の違いおよび持久運動の影響を受け
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表 2.　飼育摂取量，カルシウム摂取量，血清カルシウム濃度と血清リン濃度

運動群非運動群
variable

LCa-TMCa-THCa-TLCa-UMCa-UHCa-U

15.4 ± 1.914.6 ± 2.916.3 ± 2.217.9 ± 2014.0 ± 1.0b 13.0 ± 0.7a feed intake
（g/day）

 3 ± 1108 ± 22366 ± 49 4 ± 1 103 ± 8    292 ± 16c Ca intake
（mg/day）

10.5 ± 0.311.1 ± 1.111.0 ± 0.6 10.5 ± 0.311.2 ± 0.7   11.8 ± 0.7  serum Ca
（mg/dl）

 6.2 ± 0.5 6.8 ± 0.3 5.8 ± 0.5 6.3 ± 0.1 6.4 ± 0.5 6.6 ± 0.8serum phosphorus
（mg/dl）

データは，平均値± SDで示した．表中略号は，表 1に示した．有意差，ap ＜ 0.01；HCa-U vs. LCa-U，bp ＜

0.05；MCa-U vs. LCa-U，cp ＜ 0.01；HCa-U vs. HCa-T．



ウム吸収効率が低下することから［15］，若齢期

より老齢期でカルシウム摂取の重要性が増すと考

えられる．また，Kenneyら［16］は，カルシウ

ム欠乏負荷による骨密度の減少を報告しているこ

とから，老齢期は，カルシウム欠乏の影響を大き

く受けるものと予想された．しかし，本研究にお

いて，カルシウム欠乏群の大腿骨強度は，非運動

環境下において低下しなかった．この結果は，老

齢期では，カルシウム欠乏ストレスに対する骨感

受性が低下することを示唆するものと考えられ

る．事実，Turnerら［17］は，カルシウムとリ

ンを標準量の25％に制限した飼料を若齢ラット

に供試した結果，脊椎骨強度は低下するが，この

骨強度の低下は，加齢により抑制されることを明

らかにしている．

さらに，カルシウム欠乏が骨強度の低下を誘発

しなかった原因として，本研究では，Ca含有量

を変化させたが，リン含有量は，一定（0.65％）

であり，カルシウム欠乏食では，Caに対するP

の相対比率が高まったが，血清リン濃度に変化は

なかったこと，0.74％カルシウム食（MCa-U群）

と比較して，カルシウム欠乏群（LCa-U群）にお

ける血清カルシウム濃度の減少が小さかったこと

が考えられる．一般的にはカルシウム欠乏は，血

清カルシウム濃度の低下を招きやすく，Rita ら

［18］は，本研究と同水準であるカルシウム欠乏

食（0.02％Ca）をウサギに70日間与えた結果，

血清カルシウム濃度の低下を報告している．この

結果の差異は，本研究の実験期間が42日間と短

かったこと，供試した飼料のビタミンD含有量

（260IU/100mg）が十分量であったことに関係す

ると考えられる［19］．本研究では，非運動群で

はカルシウム欠乏により骨強度の低下が見られな

かったのに対し，運動群では，HCa-T群に比し，

LCa-T群が低値を示したことは興味深い．このこ

とは，持久運動によりカルシウム代謝が亢進して

いる時には，カルシウム欠乏刺激に対する閾値が

低下し，カルシウム欠乏に対する感受性が高まる

こと，逆に加齢などによりカルシウム代謝が低下

している場合には，カルシウム欠乏刺激に対する

閾値が上昇することを示唆するものと思われる．

すなわち，カルシウム欠乏負荷の骨強度に及ぼす

影響は，カルシウム代謝の水準に依存しているこ

とが示唆される．

運動による機械的刺激の骨に対する影響につい

て，Frost［20］は，運動による機械的刺激によ

り骨量が増加すると述べ，さらに，この骨量獲得

にはある閾値以上の機械的刺激（最小有効ストレ

イン）が必要であることを示している．本研究で

は，HCa群，MCa群，LCa群の3群すべてにお

いて，走運動を負荷し，骨に機械的刺激を与えた

が，骨強度の改善は認められなかった．この原因
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図5．大腿骨強度とSDH活性の関係
図（A）は，SO線維，図（B）は，FOG線維を示す．
図中の略号は，表1に示した．SO；slow-twitch oxidative，FOG； fast-twitch
oxidative glycolytic，O.D.；optical density.



比較したところ，HCa-T群はMCa-T群，LCa-T

群に比してそれぞれ27.0％，56.2％高く，MVD

とカルシウム摂取量との間に直線的関係が示され

た（図4）．カルシウム摂取量の増加は，PTH分

泌を減少させ［27，33］，カルシウム欠乏はPTH

分泌を亢進させることからも，本研究で見られた

カルシウム補足量によるMVD変化のメカニズム

としてPTH分泌の関与が示唆される．

骨格筋ミトコンドリア形態とCa2+濃度の関係

に関する研究は，我々の知る範囲ではないが，

Halestrapら［5］は，培養肝細胞のMVDがCa2+

濃度に依存し，Ca2+濃度が高いほどMVDも比例

して増大することを報告している．しかし，運動

と骨格筋Ca2+濃度の関係についてGisselら［4］

は，低頻度，長期間の電気刺激によりラット骨格

筋におけるCa2+ uptake とCa2+含有量の増大が起

こること，Duanら［34］は，運動による筋損傷

によりミトコンドリア内のカルシウム濃度が上昇

することを報告している．骨格筋内Ca2+濃度の

上昇は，タンパク質分解酵素の活性化を誘発し，

Z線構造の崩壊を招く［35］．しかし，本研究に

おける電子顕微鏡写真による観察では，Z線構造

の乱れは認められず，持久運動によりSDH活性

も上昇したことから，骨格筋内Ca2+濃度変化は

生理的範囲内であったものと推察される．

しかしながら，一方では，酵素活性とCa2+の

関係について，Hansfoldら［36］は，Ca2+がミト

コンドリア内に存在するglycerol 3-phosphate

dehydrogenase，pyruvate dehydrogenase mul-

tienzyme complex，NAD-linked isocitrate dehy-

drogenase，2-oxoglutarate dehydrogenaseを活

性化するシグナルであることを明らかにし，その

メカニズムとして筋収縮により細胞質Ca2+濃度

の増加が起こり，次いでミトコンドリア内Ca2+

濃度が上昇することによりこれら3つの脱水素酵

素活性を亢進させることを報告している．したが

って，本研究で得られたMVDの変化にCa2+濃度

の変化が関与していることが示唆されるが，本研

究での血清カルシウム濃度の変動はわずかであ

り，Ca2+の関与については，さらなる検討が必要

である．

非運動群では逆にカルシウムを補充したHCa-

C群がLCa-C群より有意に低いSDH活性を示し

たことは注目される．本研究では，カルシウム過

剰摂取による有意な血清Ca2+濃度の変化が観察

されなかったことから，過剰摂取カルシウムが，

生体にどのような機序により影響を与えるのかに

ついては不明であるが，慢性的なカルシウム過剰

摂取がカルシウムバランスを崩すことが指摘され

ている［8］．一方，速筋タイプであるFOG線維

のSDH活性は，非運動群間の比較では，SO線維

の結果とは異なりカルシウム摂取の影響は認めら

れなかった．したがって，張力発揮に対するCa2+

の作用には筋線維タイプにより異なるが，食餌性

カルシウムの影響にも，筋線維タイプによる特異

性があるのかもしれない．

3．骨強度と骨格筋ミトコンドリアの関係

Doyleら［37］と小河ら［38］は，筋量と骨量

に相関があること，また，Sinakiら［39］は，骨

密度と背筋力に相関があることを報告している．

このようにこれまでは，筋出力パワーのパラメー

ターと骨強度に関する研究は多く行われてきた

が，骨強度と骨格筋酸化能力との関係は，我々の

知る範囲では報告がなされていない．そこで本研

究では，大腿骨骨強度とヒラメ筋のSDH活性と

の関係を検討した結果，MCa群のみでSDH活性

（SO線維）との間に有意な相関を認め，HCa群

およびLCa群では，有意な相関は見られなかっ

た．先行研究において，骨の変化は間接的に筋の

変化を反映することが示唆されていることから

［38］，本実験の結果は，運動負荷条件のみの

MCa群では，骨代謝と骨格筋酸化能力に関連が

あることを示唆している．また，HCa群，LCa

群において相関が見られなかった理由としては，

カルシウム補足と持久運動の各要因によるそれぞ

れの作用が存在したためと推測される．つまり，

カルシウム欠乏により非運動ラット（LCa-U群）

のSDH活性はカルシウム補充群（HCa-U群）よ

り有意に高値を示し，逆に，骨強度は，カルシウ

ム欠乏，カルシウム補充により全く変化しなかっ

たことが原因と考えられる．したがって，骨組織
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と骨格筋でカルシウム負荷への応答に差が認めら

れたことは，カルシウム補足量に対する閾値が，

それぞれの組織において異なり，また，その作用

機序が違うことを示唆しているものと考えられ

る．

謝辞　稿を終えるに当たり，本研究遂行に多大の御

指導を賜りました京都大学名誉教授，丸山圭藏先生
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