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1.緒 言

我が国で｢カルシウムの不足｣が叫ばれるようになっ

て久しいが,依然として国民の平均カルシウム摂取量

は不十分であると言われている。発育期の身体にはさ

らに多くのカルシウムが必要であり,厚生省公衆衛生

局が示す数値では学童期のカルシウム所要量は成人の

1.2~1.5倍程度であるとされている。

カルシウム不足は骨の脆弱化を招く。特に発育期に

おいては,より早い時期からのカルシウム不足は骨に

対して大きく影響すると報告されている1･2)。

カルシウムは骨だけでなく,身体のあらゆる組織で

働き,細胞の分裂や増殖,機能維持などに重要な役割

を果たしている。特に骨格筋ではその収縮機能や蛋白

分解機能を果たすためにカルシウムは必要不可欠であ

る。

七かし,カルシウム不足が骨に及ぼす影響について

は様々な研究報告がなされている3･4･5･6)一方で,骨格筋

に及ぼす影響に関する報告は少ない。

本研究では,低カルシウム食が骨格筋の機能にどの

ような影響を及ぼすか,さらに,骨強度の増大や筋肥

大を引き起こす運動習慣と低カルシウム食とを組み合

わせた場合の効果について検討する。

2.方 法

実験には, Fischer系雄性ラット23匹を用いた｡実験

動物は,生後4週齢において体重の平均がほぼ等しく

なるように,通常食対照[NC]群(6匹),低カルシ

ウム食対照[LC]群(6匹),通常食トレーニング[NT]

群(6匹),低カルシウム食トレーニング[LT]群(5

匹)に分けた。

NC･NT群には,日本クレア社製のマウス・ラット

用固形飼料(CE-2)を,LC･LT群には低カルシウム

高糖食として,カルシウム量が通常飼料の1/2である粉

末飼料(オリエンタル酵母工業社製MF)に水を加え

てオーブンで焼成し固形化したものを与えた。餌,水

ともに自由摂取とした。

NT･LT群には,生後4週齢より13週齢まで持久的

走トレーニングを行わせた。傾斜角度O°の動物用ト

レッドミルを用い,走行速度・走行時間を段階的に漸

増し,生後5週齢以降は35m/分で90分間の走運動を1

日1回,週6日の頻度で負荷した。

生後13週齢において,麻酔下で屠殺した後,下腿筋

である足底筋・ヒラメ筋・長指伸筋・誹腹筋,及び大

腿骨･下腿骨を摘出し,骨長,骨重量,筋長,筋重量,

筋の酸化系酵素及び解糖系酵素活性,筋線維組成を測

定した。

酸化系酵素及び解糖系酵素活性の測定には各個体の

右脚の足底筋・ヒラメ筋・長指伸筋を用いた。これら

の筋をホモジすイズし,酸化系酵素であるコハク酸脱

水素酵素(SDH)活性及び解糖系酵素であるフォス

フォフルクトキナーゼ(PFK)活性を測定した。

左脚の足底筋は摘出後直ちに凍結し,-20℃のクリ

図1 各群の発育に伴う体重変化

(a ; LC群vs NC 群,b;NT群vs NC 群,c ;LT群vs

LC群,d;LT群vs NC 群,pく0.05)
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図2 各群の大腿骨長,下腿骨長

(平均値土標準偏差)

(*¨p<0.001 **p<0.01 *p<0.05)

オスタット内で凍結横断切片を作成した。これらの切

片に酸性プレインキュベーションによる myosin-

ATPase染色とSDH染色を施して各筋線維の組織化

学的タイプを同定し,筋線維構成比を算出した。

平均値の差の検定にはStudent's t-test を用い,有

意水準は危険率5%, 1%及び0.1%未満とした。

3.結 果

図1に各群の体重変化を示した。LC群の体重は,低

カルシウム食での飼育1週間後である生後5週齢より

NC群に比べて低値を示す傾向にあった。また, NT

群,LT群では,それぞれ5週齢,6週齢以降でNC群

に比べて有意に低い値を示した。

図2に各群の大腿骨長及び下腿骨長を示した。 LC

群・NT群・LT群ともにNC群に対して有意に低い

値であった。

大腿骨と下腿骨の湿重量及び乾燥重量,及びこれら

の体重に対する相対値を群間で比較した(表1)。湿重

表1

(a

量及び乾燥重量は,大腿骨･下腿骨ともにLC群がNC

群に比べて有意に低値を示した。また体重に対する相

対的骨重量では,NT群がNC群よりも高値を示し

た。また,低カルシウム食の影響を調べたLC群はNC

群よりも低い傾向にあったが,低カルシウム食に運動

を加えたLT群はLC群と比較すると有意に高く,NC

群と同程度であった。

心重量,及び足底筋・ヒラメ筋・誹腹筋・長指伸筋

の筋重量を体重に対する相対値で比較した(図3)｡LC

群の心重量,及び足底筋・勝腹筋・長指伸筋の筋重量

はNC群に比べ有意に低値を示した。同じくヒラメ筋

重量を除く4つの組織重量では,NT群がNC群に対

して高値であった。 LT群は,4つの組織重量ともに

LC群よりも高い値を示し,NC群と同程度であった。

ヒラメ筋は他の4つの組織とは全く異なる傾向を示

し,LC群・NT群がNC群に比べて高値であった。

図4に,各群の足底筋･ヒラメ筋･長指伸筋のSDH

活性を示した。両運動群が両非運動群よりも高値を示

す傾向にあった。

同じく足底筋・ヒラメ筋・長指伸筋でのPFK活性

を比較した(図5)。両低カルシウム食群が両通常食群

に比べて低い傾向であった。またヒラメ筋において,

NT群はNC群に比べ高値を示した。

各群の足底筋の筋線維組成を図6に示した｡LC群･

NT群・LT群ともにNC群に比べて, type II Bが少

なく, type IIAが多かった。 NC群とLC群とを比較

すると,低カルシウム食により type II Bが減少し,

typeIIXが増加したことがわかる。また,NC群とNT

群との比較から,運動によるtype II B の減少には,よ

り大きなtypeIIAの増加をともなっていた。LT群は

NT群とほぼ同様の筋線維組成を示した。

各群の骨湿重量,骨乾燥重量,及び体重に対する相対的骨重量(平均値士標準偏差)

LC群VSNC群, b ; NT群vsNC群, c ; LT群vs LC 群, d ; LT群VSNC群,p<0.05)
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図3 各群の心重量及び筋重量

(平均値土標準偏差)

(***p<0.001 **p<0.01 *p<0.05)

4.考 察

発育期の身体変化は,長軸方向の発育(長育)と横

軸方向の発育(幅育)との複合変化である。長育は,

発育期の急激な変化を経て,成熟後には停止する。一

方,幅育に対しては生活環境や生活状況の影響が非常

に大きく,栄養摂取状況や活動量などが骨格筋や骨と

いった運動器に生涯にわたって影響を及ぼすことが知

られている。

体重,筋重量,骨重量などの指標からは,長育と幅

育を総合的に判断することができる。 LC群にみられ

た体重抑制は,カルシウム摂取不足による血中カルシ

ウム濃度の変化が中枢神経系や代謝機能に影響した結

果であると考えられる。渡辺ら2)は,ラットに3・5・

7週齢から低カルシウム食を与えた場合,3週齢から

与えた群に顕著な摂餌量の低下が認められたことを報

告している。この場合,低カルシウム食による血圧の

上昇や交感神経の興奮が摂餌料の減少と消化・吸収能

の低下を引き起こした可能性があると考えられてい

る。

一方,運動習慣が体重増加を抑制するという報告は

多く,NT群では,運動による消費カロリーの増大に

加えて,強制運動のストレスが体重増加に大きく影響

したと考えられる。また,LT群については,低カル

シウム食と強制運動との両影響を相乗的に受けたと推

測されるが,NT群と同程度の体重変化を示した。運

動によって小腸でのカルシウムの吸収能が九進すると

いう報告もあり7),運動習慣が低カルシウム食に対す

る生体内カルシウムバランスの不均衡を緩和し,体重

増加抑制を軽減した可能性もある。また,運動にとも

なう自律機能の改善や代謝機能の発達が,骨などに含

まれるカルシウムの有効利用を促し,摂餌量の低下や

栄養素の消化吸収能を高めたことも考えられる。

骨の長軸方向への発育に対する運動の影響について

は,運動習慣が骨の長育を助長する8･9)という報告があ

るが,反対に抑制効果をもたらす1o･11)との報告もある。

勝田ら12)の研究結果では, Wistar系雄性ラットに対す
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図5 各群のPFK活性(平均値土標準偏差)

(***Pく0.001 **p<0.01 *p<0.05)

る12週間の走トレーニングにより,体重は対照群に比

べて有意に低値を示したが,骨長には差が認められて

いない。また,40m/min以下の強度でのトレーニング

は骨長軸成長率を高め,逆に50m/minでのトレーニン

グではこの成長促進効果が得られないと報告してい

る｡本研究の走速度は35m/minであったが, Wistar系

よりも小型のFischer系ラットを用いているため,走

速度についての直接的な比較はできない。しかし, Fis･

cher系ラットの成熟後の体長がWistar系の3分の2

程度であることを考えると, 35m/minという速度は高

強度であった可能性がある。

カルシウム摂取量と骨との関係については,骨塩量

や骨密度を調べた研究が多数みられ13･14)カルシウム

摂取量は骨塩量と正の相関を示すことが報告されてい

る。本研究では骨塩濃度に関する指標については測定

していないが,低カルシウム食によりLC群がNC群

に比べ有意に低い相対的骨乾燥重量を示した。このこ

とは,カルシウム摂取不足による骨塩量の減少が影響

していると推察される。

カルシウムは体内のホルモン調節に大きく関与して

いる。成長ホルモン分泌においても重要な役割を果た

していることから,カルシウムの摂取不足は成長ホル

モンの分泌を抑制し,軟骨の骨化が妨げられたと考え

られる。また成長ホルモンの分泌異常は筋の成長をも

阻害した可能性が高いと考えられる。

LC群は,相対的筋重量においても,NC群に比べて

有意に低いという結果が得られた｡ Fujita15)は,紀伊半

島の古座川流域の住民に見られるALS(Amyotropic

lateral sclerosis)の患者では,骨塩量が低く,脊椎の

圧迫骨折や,大動脈での石灰沈着の割合が高いことを

報告している。さらに,筋においても萎縮が認められ

ている。カルシウムの摂取不足は血中カルシウムの低

下を引き起こし,それを補うために副甲状腺ホルモン

が分泌され,骨から血中へのカルシウム吸収を促進す

る。この副甲状腺ホルモン分泌と血中カルシウムの増

加によって,脳や神経といった細胞内にはカルシウム

-

が増える。同様に筋細胞内でもカルシウムが過剰とな

る。筋での細胞内カルシウムイオン濃度の増大は,カ

ルパイン等のカルシウム依存性中性プロテアーゼを刺

激することが知られている16)。この結果,筋タンパクの

分解が起こり,筋重量の低下につながった可能性が高

Vゝ。

Hirotaら13)とMetzら14)は,青年女性において,カ

ルシウム摂取量だけでなく運動量も骨塩量と正の相関

を示すと報告している。本研究においても,体重に対

する相対的骨重量においてNT群がNC群よりも高

値を示していることから,本研究で用いた走トレーニ

ングは骨の長軸方向への発育に対しては抑制的に働い

たが,骨の全体的な発育,特に横軸方向への骨形成に

は有効的であったと考えられる。

運動による筋の肥大効果についてはよく知られてい

る。ヒラメ筋以外の筋重量及び心重量でNT群がNC

群に対して有意に高い値を示したことから,本研究で

用いた走トレーニング条件は,筋のタンパク同化作用

や呼吸循環機能を促進するのに十分な運動刺激であっ

たと思われる。 LT群ではこれらの重量がLC群に対

して増大しNC群と同程度であったことは,運動によ

る筋肥大効果,あるいは運動による代謝機能の発達が,

カルシウムの摂取不足による筋重量の損失に対して抑

制効果をもたらしたと考えられる。しかし,これは筋

の重量という形態面のみで観察された効果であり,機

能とどう結びついているかを今後明らかにすることが

重要である。

一方,筋重量と同様に骨重量の相対値においても,

LC群で観察された低カルシウム食による負の影響は

LT群では認められなかった。これらの結果から,運

動習慣は骨形成や筋タンパク同化を促進することによ

り,カルシウム摂取不足による骨や筋への発育抑制を

ある程度緩和すると考えられた。常に抗重力筋として

働くヒラメ筋には低カルシウム食による筋重量の低下

が認められないことからも,日常的な筋の使用量の増

大が発育抑制に対し有効的なはたらきをすることを示

図6 各群の足底筋の筋線維タイプ組成

(***p<0.001 **p<0.01 *p<0.05)
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唆する結果と思われた。

両運動群の筋中SDH活性が両非運動群に比べて高

値を示したことから,本研究で用いた走トレーニング

はミトコンドリア機能を亢進し,持久性の発達をもた

らす刺激として充分であったと考えられる。また,

PFK活性において両低カルシウム食群が両通常食群

に比べて低値を示した機序については不明であるが,

酵素の特異性や筋形質の無機物代謝が影響しているこ

とが考えられる。

NC群に対するNT群の筋線維タイプ組成の変化

は,持久的トレーニングによる多くの研究結果と一致

する。一方,LC群は,NC群に比べてtype II B が減少

し,typeIIXが増加していた｡低カルシウム食にトレー

ニングを加えた群では, type II B の割合は低カルシウ

ム食のみの場合と同程度であったが,より高いtypeⅡ

A線維占有率を示した。低カルシウムの状態にあって

も,持久的トレーニングの影響が,より酸化能の高い

タイプヘの移行を引き起こしたと考えられる。

Pattenら17)は,副甲状腺の機能九進によりtype l

線維とtype II線維に萎縮が見られたことを報告して

いる。また, type l 線維には異常は認められないが,

type II線維では膨潤した筋線維が存在したという報告

がある15)。 Sultanら18･19)は,骨格筋に対する低頻度で

の慢性電気刺激による筋線維タイプ移行の研究から,

筋線維タイプに特異的な蛋白分解機構が存在すること

を示しており,カルシウム摂取不足によって細胞内カ

ルシウムが過剰になった場合にも,筋タンパク分解能

に対して筋線維タイプによる違いが生じる可能性が考

えられる。

筋中におけるカルシウムイオンの取り込みを担う

SRに関連するタンパクの発現は遅筋線維と速筋線維

で異なることが知られている2o)。また,筋細胞内にカル

シウムイオンが過剰になった場合にはミトコンドリア

に取り込まれることが知られているが,ミトコンドリ

アのカルシウムイオン取り込み量についても筋線維タ

イプにより異なる可能性が示されている21)。また,ホル

モン性の影響として,甲状腺ホルモンは,筋収縮タン

パクの発現を変化させて収縮特性に変化を及ぼす

が22),SRにおけるカルシウム･ポンプのタンパク発現

にも関与することが知られている23)。このような筋線

維タイプによる種々の構造及び機能的な違いが,ホル

モンの影響を受けながらカルシウム摂取不足時の筋線

維組成に影響を及ぼした可能性は十分考えられる。

これらの結果から,発育期におけるカルシウム摂取

不足は,骨の構造に影響するだけでなく,筋に対して

も発育抑制に働き,筋線維タイプにも影響を及ぼすこ

とが示された。また,カルシウム摂取不足という条件

下での運動習慣は,低カルシウムが引き起こした筋重

量や骨重量に対する発育抑制を緩和することが示唆さ

れた。

5.要 約

本研究では,発育期における低カルシウム食と運動

習慣が骨格筋及び骨の発達に及ぼす影響を調べた。

生後4週齢より低カルシウム食を与えた場合,体重,

骨長,骨重量,筋重量に発育抑制が認められた。また,

筋線維タイプ組成では, typeII Bが減少し, type IIX

が増加した。一方,低カルシウム食での飼育に加えて

90分/日の持久的走トレーニングを週6日行わせた群

では,体重と骨長に抑制傾向を示したものの,骨重量,

筋重量の減少は認められず,低カルシウム食飼育群に

比べると,より酸化系能力の高いtype IIAの割合が高

かった。
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