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カルシウム欠乏卵巣摘出ラットを用いた永久硬水および�
一時硬水の骨形成効果に関する基礎研究
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要約
本研究では、卵巣摘出ラットを用いてミネラル水飲水量と骨粗鬆症との関連性について基礎的検討を実

施した。給餌方法は、低カルシウム食と精製水（PW 群）、低カルシウム食と永久硬水（PH 群）および低
カルシウム食と一時硬水（HT 群）の3種類とした。実験開始3ヶ月後、PH 群および TH 群の骨密度は、
PW 群のそれと比較し、高値を示した（p < 0.05）。これらのことから、永久硬水および一時硬水は、骨量
の維持に寄与していることが明らかとなった。さらに、実験開始3ヶ月後の PW 群においては、実験開始
直後と比較し、骨中および血中のカルシウムおよびマグネシウム濃度は減少傾向を示した。一方、PH 群
および HT 群では、骨中および血中のカルシウムおよびマグネシウム濃度を維持していた。PH 群および
TH 群では骨量の維持が可能であることが示唆された。また、PW 群、PH 群および TH 群間において血清
カルカリフォスファターゼに有意な差は認められなかった。	 （臨床環境 24：94－101，2015）
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緒　　　言

骨粗鬆症は、加齢とともに骨吸収と骨形成のバ
ランスが崩れ、骨折が起こりやすくなる疾患であ
り、相対的に骨吸収が優位になることに伴う骨量
減少や骨の微細構造の変化による骨強度の低下が
みられる。高齢化社会を迎えた現在、我が国の骨
粗鬆症患者は推定1,100万人といわれており、こ
れら骨粗鬆症は社会問題の1つになっている1）。骨
を構成し、骨が貯蔵庫となっている必須ミネラル
は「骨ミネラル」と定義されており、カルシウム
およびマグネシウムは、それぞれ細胞外ミネラル
および細胞内ミネラルと分類されている2）。カル
シウムは骨の主要な成分であり、閉経後の女性の
カルシウム摂取量と骨量の間には正の相関関係が
あることが広く知られている3）。また、閉経後骨粗
鬆症の患者では血中および骨中マグネシウム濃度
が低下しており、マグネシウム投与により骨密度
が改善することが報告されている4）。すなわち、閉
経後の女性や高齢者では、カルシウムやマグネシ
ウムの不足状態を生じていることが推察される5）。
これらのことより、カルシウムおよびマグネシウ
ム摂取が、骨粗鬆症防止に重要であることは明ら
かであり、効果的なカルシウム、マグネシウムの
摂取法を把握または確立することは今後の我が国

において非常に重要である。
一方、世界各地で水質調査が実施され、飲料水

の総硬度（カルシウム＋マグネシウム）と循環器
疾患の発生率は、逆相関することが報告されてお
り6）、カルシウムとマグネシウムの代謝的意義が
解明され始めている。我々はこれらミネラルを外
部から取り入れており、その摂取方法は食事と飲
料水からが主である。飲料水から摂取するカルシ
ウムやマグネシウムなどのミネラルは、食事から
の摂取量に比較して少なく、飲料水からの摂取を
重要視しないとの意見がある7）。しかし、マグネシ
ウムなどのミネラルは、種々の補酵素の役割を
担っているため、少量の上乗せであっても重要な
役割を演じると考えられ、飲料水からのミネラル
摂取の重要性が認識され始めている。これらのこ
とから、様々な状態下におけるカルシウム摂取と
骨粗鬆症進行の関係を知ることは超高齢化社会を
迎える我が国において重要と考えられる。また、
これまでに当研究グループでは、高ミネラル水摂
取がカルシウム欠乏卵巣摘出ラットの骨密度およ
び血中カルシウム濃度の維持に有用であることを
明らかとした8）。すなわち、飲料水から摂取するカ
ルシウムが骨粗鬆症防止に寄与できることを解明
した。しかし、骨粗鬆症防止のためのカルシウム
の摂取形態などに関しては明らかとなっていない
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のが現状である。飲料水中の硬度（カルシウム＋
マグネシウム）は、永久硬度（硫酸塩、硝酸塩、
塩化物などのように煮沸によって析出しないカル
シウム塩およびマグネシウム塩）および一時硬度

（炭酸水素塩のように煮沸により炭酸塩となり、
析出するカルシウム塩およびマグネシウム塩）に
分類されて、水道法による水質基準においては、
300mg/L 以下と規定されている。したがって、骨
粗鬆症防止に寄与できるカルシウム塩およびマグ
ネシウム塩を明らかにすることができれば、カル
シウムおよびマグネシウムをより効率的に摂取す
ることが可能であると考えられる。

本研究では、高齢女性かつ低カルシウム摂取条
件下における、飲料水からのミネラル摂取形態が
骨形成に及ぼす影響について明らかとすべく、カ
ルシウム欠乏状態の卵巣摘出ラットを用い、永久
硬水および一時硬水の飲水が血中および骨中カル
シウム濃度へ与える影響について検討した。

方　　　法

1. 使用動物および実験材料	
実験には卵巣摘出ラット（卵巣を摘出した5週

齢 Wister 雌性ラット）及び精製水、永久硬水、一
時硬水を用いた。卵巣摘出ラットは清水実験材料

（京都）から購入し、飼育繁殖固形飼料 CE-2（日
本クレア、大阪）及び水道水により1週間順化させ
た後、6週齢となったラットを実験に用いた。動
物は、順化後無作為に低カルシウム飼料および精
製水（PW 群）、低カルシウム飼料および永久硬水

（PH 群）、低カルシウム飼料および一時硬水（TH
群）の3群に分け、1-3ヵ月給餌した。低カルシウ
ム飼料は、AUN-93G 組成を基本として調製し、
その組成は51.9% コーンスターチ、20% ミルクカ
ゼイン、10% グラニュー糖、7% 精製大豆油、5%
結晶セルロース、3.5% ミネラル Mix、1% α コー
ンスターチ、1%ビタミンMix（AIN-93VX）、0.3% 
L- シ ス チ ン、0.25% 重 酒 石 酸 コ リ ン お よ び
0.0014% 第3ブチルヒドロキノン（最終 Ca 含有濃
度0.006%）であり、永久硬水および一時硬水は、
それぞれ硫酸カルシウム（和光純薬工業株式会

社、大阪）および炭酸カルシウム（和光純薬工業
株式会社、大阪）を用い、カルシウム濃度が
200mg/L に調製したものを用いた。また、これら
ラットは、25°C に保たれた環境下で飼育し、飼料
および水は自由に摂取させた。なお、動物実験は
近畿大学実験動物規定に従い行った。

2. 血中および骨中カルシウムとマグネシウム濃
度の測定

ペントバルビタールナトリウム（30 mg/kg、 
i.p.、 東京化成株式会社、東京）投与にて全身麻酔
後、ラット大静脈から採血し、その後、さらにペ
ントバルビタールナトリウムを過剰投与すること
で安楽死させ、大腿骨の採取を行った。血清は、
得られた血液をヘパリンと共に遠心分離（15,000 
rpm、 4°C、 15 min）することで得た。血清中カル
シウムおよびマグネシウム濃度は、得られた血清
を試料とし、1% 硝酸で適宜希釈後、誘導結合プ
ラズマ発光分光分析装置（ICP-AES、株式会社島
津製作所、京都）を用いて測定した。

ラット大腿骨は、2時間煮沸後、自然乾燥した。
その後、マッフル炉において2時間昇温、48時間
保持（550°C）、自然冷却することにより実験に供
した。収率（以下、骨密度とする）は、炭化前後
における重量差から算出した。灰化後の大腿骨
は、1% 硝酸50 mL に完全溶解し、適宜希釈し、
ICP-AES においてカルシウムおよびマグネシウ
ム濃度を測定した9,10）。なお、血中および骨中のカ
ルシウムとマグネシウム濃度は、実験開始時の初
濃度との比で表した。

3. 電子顕微鏡撮影および元素分析
ラットから採取した大腿骨の電子顕微鏡撮影お

よび元素分析は、それぞれ電子顕微鏡装置 JSM-
5500LV（日本電子株式会社、大阪）および電子マ
イクロアナライザ JXA-8530F（日本電子株式会
社、大阪）により行った。

4. アルカリフォスファターゼ活性（ALP）の測
定

血清中アルカリフォスファターゼ（ALP）は、
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グネシウムに関しても同様の傾向を示し、PW 群
と比較し、実験開始3ヶ月後に有意な差が認めら
れた（p<0.05）。さらに、PH 群および TH 群の両
郡においては差が認められず、ほぼ同程度であっ
た。Figure 5には、大腿骨の電子顕微鏡画像を示
す。その結果、永久硬水および一時硬水の飲水に
より、大腿骨表面での骨膜および皮質骨の破壊所
見がなく、顕著な劣化は認められなかった。また、
大腿骨表面の元素分析より（Fig. 6）、実験開始
3ヶ月後のカルシウムおよびマグネシウムは、実
験開始時とほぼ同程度以上の量を含有しているこ
とが明らかとなった。Figure 7には、血中 ALP 濃
度を示す。その結果、各群間で有意な差は認めら
れなかった。

p- ニトロフェニルリン酸基質法によるアルカリ
フォスファターゼ活性測定キット（和光純薬工業
株式会社）により測定した11）。

5. 統計解析
データは、平均 ± 標準偏差として表した。有意

差は、Student’s t-test にて解析し、0.05未満の p
値を有意な差として示した。

結　　　果

Figure 1には各群におけるラット体重（A）、飼
料摂取量（B）、飲水量（C）の経時的変化を示す。
すべての群において実験開始1ヶ月後までは、大
きな変化は認められなかった。しかし、実験開始
2~3ヶ月後には、PW 群と比較し PH 群および TH
群で体重および飲水量に有意な差が確認された

（p<0.05）。次に、大腿骨の骨密度を Fig. 2に示す。
その結果、PW 群では実験開始から骨密度の低下
が見られた。一方、永久硬水および一時硬水の飲
水により、骨密度の低下が抑制された。また、先
の体重および飲水量（Fig. 1）と同様に、実験開
始2~3ヶ 月 後 の PW 群 の 骨 量（47.5±2.4 ~ 
48.5±1.5%） と 比 較 し、PH 群（51.7±1.0 ~ 
54.6±2.0%）および TH 群（52.3±1.7 ~ 53.3±0.6%）
のそれでは有意に高値であった（2~3ヶ月、平均
値 ± 標準偏差、n=3）。これらのことより、永久硬
水および一時硬水の飲水により骨密度が高まるこ
とが示唆された。Figures 3および4には、血中お
よび骨中カルシウムとマグネシウム濃度比の経時
的変化を示す。PW 群の血中および骨中カルシウ
ムは、時間経過に伴い減少傾向を示した（実験開
始3ヶ月後の血中および骨中カルシウム量：
88.7±27.0mg/L および0.18±0.01g/g）。一方、PH
群および TH 群の血中および骨中カルシウム（実
験開始3ヶ月後の血中および骨中カルシウム量、
PH 群：106±4.6mg/L お よ び0.23±0.01g/g、TH
群：100.8±1.7mg/L および0.23±0.01g/g）は、減
少傾向を示さず、永久硬水および一時硬水の飲水
は、血中および骨中のカルシウム維持に寄与して
いることが示唆された。また、血中および骨中マ
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考　　　察

骨粗鬆症は、骨量の減少と骨内部の構造変化と
いう生理現象が過度に進行した疾患である。骨量
は加齢により減少するが、とくに女性は閉経を迎
える40~50歳代以降に急激な骨量減少が認められ
る。骨は、体の支持組織としての役割を担うだけ
でなく、カルシウム代謝や細胞の分化成熟を担う
組織でもある12）。近年、我が国では人口の高齢化
が進むにつれ寝たきりの高齢者や痴呆性高齢者の
数が増加している。この寝たきりの原因の第3位
が骨折であり、骨折による寝たきり予防の観点か
ら、骨粗鬆症に対する関心が高まっている13）。骨
密度の改善には、カルシウムやマグネシウムの摂
取が重要であるが、一つのミネラルは必ず他のミ
ネラルに影響を及ぼすことが知られている。この
ためミネラル摂取に関する研究ではミネラルの総
合的な把握が必要であり、単一のミネラルの動態
だけを論じるのではなく相互作用、相互関係が存
在する主たるミネラルもあわせて検討する必要が
あると考えられている。例えば、カルシウムが生
体内で有効利用されるためには、マグネシウムの
サポートが必要である7,14）。

一方、生活に密接に関連する飲料水の成分と骨
粗鬆症との関連性を検証した研究は少ない。飲料
水中の成分である硬度（カルシウムおよびマグネ
シウム）は永久硬度と一時硬度に分類されてお
り、飲料水からのミネラル摂取は、たとえ微量で
あっても毎日体内（骨）に蓄積される。したがっ
て、飲料水摂取によるミネラル蓄積と骨密度との
関連性が示唆されれば、骨粗鬆症予防に寄与でき
る貴重な研究報告になると考えられる13）。また、
骨粗鬆症防止に寄与できるカルシウム塩およびマ
グネシウム塩が明らかとなれば、より効率的にミ
ネラルを摂取することが可能である。

骨粗鬆症の研究を行う上で、そのモデル動物の
選択は非常に重要である。卵巣摘出ラットは、卵
巣摘出によるエストロゲンの分泌低下が主因で骨
減少が引き起こされることから、閉経後骨粗鬆症
に近い疾患モデルであり15,	16）、骨吸収促進および
骨形成抑制条件下における影響を評価することが

可能である。また、ラットのカルシウム欠乏によ
る骨強度の低下実験では、卵巣摘出ラットへ低カ
ルシウム飼料（0.01-0.3%）の給餌が報告されてい
る17,	18）。そこで本研究では、卵巣摘出ラットを用
い、カルシウム欠乏下による骨量低下と永久硬水
および一時硬水の飲水による骨形成機能改善効果
について基礎的検討を行った。

まず、カルシウム欠乏が十分に認められるモデ
ル（Control）として卵巣摘出ラットへ低カルシウ
ム飼料および精製水を投与した PW 群、そして低
カルシウム飼料と永久硬水または一時硬水を投与
した PH 群、TH 群［一定のカルシウム供給（カ
ルシウムとして200 mg/L）が行われる］について
比較検討を行った。

本条件下における体重、飼料給餌量及び飲料水
飲水量について検討したところ、実験開始1ヶ月
後までは、各群で有意な差は認められなかった。
しかし、実験開始2ヶ月後からは、体重および飲料
水飲水量において PW 群と PH 群または TH 群で
有意な差が認められた（p<0.05）。本実験系にお
けるカルシウム摂取は、基本的に永久硬水および
一時硬水による飲水に依存しており、卵巣摘出
ラットを用いた条件は、ヒトの閉経後骨粗鬆症及
びカルシウム欠乏状態に類似している。このため
飲料水からのミネラル摂取が骨形成及びカルシウ
ム欠乏機能障害へ与える影響を検討するのに適す
るものと考えられた。一方、実験期間において
PH 群と TH 群間で差は認められなかった。

次に、各群における骨密度の経時的変化につい
て検討を行ったところ、先の体重および飲料水飲
水量と同様に PW 群と比較し、PH 群または TH
群において実験開始2ヶ月後から有意な差が認め
られた。また、実験開始3ヶ月後における PH 群と
TH 群間では、差は認められなかった。これらの
結果は、本研究条件下において、永久硬水または
一時硬水が骨密度の維持に有効であることを示唆
している。また、PW 群の骨中および血中カルシ
ウム量は、実験期間を通して減少傾向を示した。
一方、PH 群および TH 群では骨中および血中カ
ルシウム量ともに有意な減少は認められず、実験
開始3ヶ月後では、PW 群と比較し有意に高値で
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あった（p<0.05）。したがって、閉経状態における
永久硬水および一時硬水の飲水は、骨密度のみな
らず、骨中および血中のカルシウムの維持にも寄
与できることが明らかとなった。また、PH 群と
TH 群間においては、差が認められなかったこと
から、永久硬度および一時硬度ともに骨粗鬆症防
止に有効であると考えられる。先行研究におい
て、カルシウムの腸吸収には、カルシウムイオン
含有濃度が重要であり、飼料からのカルシウム

（固形粒子状態）摂取よりも、飲料水中に含まれる
カルシウムイオンがより効率よく吸収されること
が報告されている19）。本研究結果より、少なくと
も硫酸塩（永久硬度）および炭酸塩（一時硬度）
由来のカルシウムイオンは、有意差なく骨粗鬆症
防止に寄与できるものと考えられる。

また、先行研究より、ナトリウム、カリウム、
マグネシウムなどのミネラルが骨粗鬆症の発症に
関与する可能性が報告されている13,20,21）。これらの
ミネラルは、種々の補酵素の役割を担っているの
ため、ごく少量であっても重要な役割を担うと考
えられており、その挙動の評価・検討は重要であ
る7）。特に、マグネシウムは骨強度、構造の保持、
リモデリングに強く関与するため、マグネシウム
の摂取は閉経後の女性、高齢者において骨量減少
を予防する可能性が指摘されている22,23）。本研究に
おいて、PW 群の骨中および血中マグネシウム
は、カルシウムの挙動と同様に実験期間を通して
減少傾向を示した。また、PH 群および TH 群に
おいては、実験開始3ヶ月後にPW群と比較し、有
意な差が認められ（p<0.05）、PH 群および TH 群
間では差は認められなかった。したがって、永久
硬水および一時硬水ともに骨中および血中マグネ
シウムの保持に寄与していることが明らかとなっ
た。栄養素としてのカルシウムやマグネシウム
は、イオンまたは可溶性の形態で吸収されるた
め、その吸収率はカルシウム塩およびマグネシウ
ム塩の溶解性が大きく関与すると考えられる2,24-

26）。しかし、その吸収率・利用率は溶解度のみでは
説明することが出来ず、共存物質や生理状態など
によって異なる27,28）。本研究結果より、少なくとも
硫酸塩（永久硬水）および炭酸塩（一時硬水）は、

骨中および血中カルシウムとマグネシウムの維持
に、同程度寄与していることが明らかとなった。

さらに、実験開始時（0ヶ月）および実験開始
3ヶ月後のラット大腿骨の電子顕微鏡画像および
元素分析を行ったところ、永久硬水および一時硬
水の摂取時には骨表面の顕著な劣化は観察でき
ず、大腿骨表面に存在しているカルシウムおよび
マグネシウムの減少も認められなかった。これら
は、先の骨中および血中カルシウムとマグネシウ
ムの挙動と類似している。また、骨芽細胞の活性
化に伴い上昇するマーカーであり、骨形成を反映
するパラメーターである血中 ALP は、各群間に
おいていずれも同程度であった。

以上、ヒトの骨粗鬆症発生抑制のためには、カ
ルシウム摂取が重要な役割を担い、その摂取形態
も重要な因子であると考えられる。本研究では永
久硬水（永久硬度）および一時硬水（一時硬度）
由来のカルシウム摂取が、骨密度、血中および骨
中カルシウムの維持に有用であることを明らかと
した。また、硫酸塩（永久硬水）および炭酸塩（一
時硬水）飲水による骨粗鬆症予防への寄与に差が
ないことを示した。今後、より効率的なカルシウ
ム摂取、また骨粗鬆症発生抑制のためのカルシウ
ム摂取形態について明らかにしていくことは非常
に重要な検討課題であると考えられる。また、マ
グネシウムをはじめとする各種ミネラルの挙動に
ついても総括的に評価する必要があると考えられ
る。
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