
低カルシウム食;主主主齢と運動に伴う欝化的ストレスを促進するか
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教授防衛医科大学校衛生学教議

研究図的

低カルシウム (Ca) を与えたラットにおける加総と遂動の溶性酸畿とその防御システムに主守する影

宅撃を検索することを悶喜きとした。本報告は、ヒラメmiを中心としたものであるが、他の綾織について

i立、現夜謹tiE中である。なお、大動脈の張JJへの影響、及び免疫への影響についてもあわそて検討し

た。

研究方法

1 )実験動物、餌孝幸及ぴi塞霊訪負荷:オスWistar系ラットを{氏Ca食(0.01%Ca)とコントロール食0.04

(Ca-3)投与群に分けた。いずれの%Ca)群に分けた。後Ca群;立、さらに 1カfl(Ca心と 3カ月

鮮とも半数のラットには、サンプリング直前に“exh掛説明"になるまで、 20鵬 Imin、事蓑斜0。の条件

で急性電動式トレッドミ jレ煮を実絡した。すべてのラットの年齢;土、サンプリング時にお適齢とな

るようにした。 Eド5審議に主撃を軽して、血液、とうメ主主、掲B.g設肪総選義 (BAT)、胸部γ行大数派など

を採取し、一部を除いて-80'Cで冷後保存した。

2) Jf江竣去警機質、電解J{と劉甲状線ホルモン(抑制の誤g定:版差費者韓機繁 (Ca、p)濃度はイオン緩

緩法、モリブデン護素直接、どまによって、震ま解室電 (Na， K， cI)濃度l立炎光光度全長、電量愛j商定主去によって、

PTH竣EまはRIAの2主主体法によってそれぞれ灘浴した。

3)酸化的ストレスの議鐙:1血液から好中球を分離し、 0;と'0，1こ比較的特異的に反応して発光する

ウミホタル、 Jレシフェリン誘導体(MCLA)を用いて、Luminesc出lce浪eaderBLR-301 (Alo主a)(Nak組 0，

M. et al. : Anal. 郎氏hem.，1ぬ:363..369， 1986) によって、妻子中球の活性微蒸発住吉告を測定した。

ヒラメ筋の主主酸化酵畿の言平総:グルタチオンベルオキシダーぞ活空会。は、トブチjレハイドロベルオ4) 

キシドをさま質として、震量化潟グルタチオン (GSSG)の生成速度を、グルタチオン (GSH)還元熊

美雪を共存させることでGSHサイクルと共存させて、還元裂ニコチンアミドアヂニンジヌクレオチド

リン重量 (NADPH)の滅少を災unm"('総定ナることによってき子鎖したQ カタラ--1:(CAT) 善後は、

手露外務吸収 (1切 zの吸ij文〉材Ijf話して想tJ定した。スーパーオキシドジスムターゼ (SOD) ，主、 Cu，

Zn-SOD， Mn-SODO?雨アイソザイムについて、 1苦渋とタンパク震の淘街から被討した。勝索活性iま、

シアン添加によって総活性安分離した後、チトクロ…ムC主去により泌:iEした。附酵繁タンパク量l立、
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$総務らのグルーヅが開発した義孝繁免疫定議;淡 (ELISA) (Ohno， H， el札:Exercise and Oxygen Toxi句

city， S聞きC.K et aL， eds.， Elsevier， Ams陪rdam，pp. 127-161，1号制によって妻子綴した。加えて、 Cu.Zrト

SOD.Mn-SODのm豆NAの発現をNorthemち101法 (Oh-ishi，S. et aJ. :滋館長.Ageing Dev.， 84 : 65-76， 19宮5)

によって検察した。なお、ミトコンドリア会議援を知るために、クエン商業合成酵素 (CS)活性をShゃ

pherdとGarl翻 dの方法 (Me!hodsEnzymol.， 13 : 11ω16 ， 1969) によって誤~更をした。タンパク紫濃度 lま

Lowry漆により決定した。

5)絢部大勢品授の絞線機構の篠宮語:橋出した総務下行大動脈のj奇童書の患者合総織を君主去した後に3総領

の阪管事告を作成した。一務のi阪管lま、金塁喜安?を用いて約E設を機械的に徐うをした。マグヌス管(1.5 

me，37'C)内にv事のフックを矧いでi忽管輸を吊して一方は間後し、他方は笈言十 (BT吾llT、昭和機

器)に接続した (Karasawa，F‘et al. : Clin. Exp. Pharmacol. Physiol.， 20 : 70~ト711， 1雪93)。収綴カの測

定i立、塩化カリウム (KCI)あるいは、 gグゴニストであるフェニルエフヲンを紫綬的;こ投与して

寺子った。

6)幹細胞、 E菱3空毒菌胞の免疫務本3高級は、安緩め対照群とCa-3淡のみについて行った。

i) s阜緩君主0)1島製とマイトジェン反応、:D専締結i土、勝臓をホモジナイズしナイロンメッシュ(アペ

終学)を過して溺裂した。赤血球i立、 0.16Mト1)スー主義化アンモニウム等張緩衝主主 (pH7.2)-r: 

霊長公した。言憲章遣した牌細胞を綾織培養液に護委員揺し、コンカナパリンA (Con A，2.5問 1m!)あるい

はリポ多綴 (LPS.2fi賂/泌)とともに、 37'Cで72時間培養した。培養終了8待問前に'M-徐ymidine

(Tdま， 0.5μCi/well) を加え、総滋内への取り込み金細胞増緩のま意義雲とした(Kizahi，T. et al.: Im-

munology， 86: 456-462.1995)。綴胞は、 LABOMASHセルハーベス (LABOScience)でガラスツ

イJレター上に回収し、放射活性を液体シンチレーションカウンター (Aloka)で測定した。

u) n室経車問胞の言語重量と重量食能:腹綾に20meの冷却リン重量緩衝液 (p語S，p廷7.2) を投入し、目提1宝級飽

を閲収して総選主主音養液にj怒さ毒した。全世光ラテァクスピ}ズ(Poly釦iences) IニラットIg函分を会話え、

37'Cで30分間オブソニンイヒした。オプソニン化したどーズと腹腔細胞をを後獲しながら37'Cで2時

間培養した。冷却PBSで3間決浴後、 2.5%ホルムアルデヒド/碍Sに懸t脅し、 20分際氷上で固定

し、貧食終をFACS回rPLUS(Becton Dickin碍 n)守分析した。

研究結果及ぴ考察

1)体重と己ラメ務、 BAT1童蒙:TabJe1に示すように、体重はcaふCa-3群ともに対照群よりも有意

に増加した。これは、 Ca:iド廷により一種の精神的ストレスが生じ、主題傘状態に陥ったためかもしれ

ない。すなわち、話AT重量のCa欠乏群でのf智大{際向i立、然食性熱盗塁三を重意味しているのかもしれな

い。一方、ヒラメ自主の体震当た号。〉議震にはまをがJe.られなかった。

2)持久走主主:Table2に~Tとおり、商Ca欠乏群ともに持久走銭カが殺意iこ低下した。このメカニズ

ムは泳予言に興味深いが、まだ鋭腕できるだけの材科がない。今後の言葉慾としたい。

3) 立ll~量無機索、君主然資及びお壬Iìi愛皮:意外なことに、血竣Ca、 PT沼濃度のどちらも Ca欠乏群で変動
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を示さなかった (Table3)。これは、{也の率最告(w.制g，K.M. et al. : Calcif盆 TissueInt.， 32 : 213-219，1980; 

Arm訟出ht，H. J. : Am. J. Physiol.， 246 : E266輸E270，1984) とほぼ一致した。本研究を会主うたいずれの

研究も十分に話完熟した3カfl鈴以降に低ca食投与を開始してお号、 Ca骨吸収によって不処分を代後

する露主力があったため、と考えられた。災際、サンプリング時にまさ脅をハサミで切るときに、対芝草

群と比較して低Ca群の方が紛らかに手浴えが小さかった。主義在、大腿骨のすきを普度を測定中である。

しかし、よとの説勝i立、 PTHii襲皮が上昇しなかったことに対しでは、 i袴i誌のいくものではない。 pi幾重主

は間Ca欠乏護学で有言誌に低下したが、いずれも{むの因子と異なち主主性運動後著名に増加したことは興

味が持たれるo盗塁量殺解質i農皮;立、Ca-3鮮が低K血症を糸した以外iま宥君主t.i:変動が緩められなかっ

た。

4)好中球の活性書受繁発生育担:Table4iこ示すとおり、交響争時には3務関iこ有意義がえられなかったお

一方、急性菜室効後、Ca-3若手には他群と爽なり著しい活俊後5告発生能の増大が認められた。二この事3起

は、霊長期間Ca欠乏状態が続くと、逮動降に活性警愛護号の発E主が高まり生体』こ多還の影警察を及ぼすこと

を示唆する。

5) ピラメ筋CS，GSIもPx及びCATj主役:Table5に示すように、 CS主主役iこはCa欠乏重訟の影響か認められ

ず、ミトコンドリア.TCAサイクルレベルには大きな変化はなかったことが推測されたo GSH-Px 

i毒性は、 Ca-l護学で有意の減少を支詳したものの、 Ca-3鮮では対立主若草との笈が級建言されなかった。しか

しながら、 Ca-3裁のみにそ主役運動後の有意な減少が5もられた。逆に、 CAT活性lまCA-l殺で有意にた

弄したが、ゑ?笠逐重方後l土湾Ca欠乏群ともに低下綴向がAられた。 Ca-l群のCATiぷ僚の上昇i土、 GS討

論 Pxi番号生の低下を代後しているのかもしれない。許容鯵素;tl!i伎の運動後の減少は、重量化釣ストレスの

影響をより強く受けることを示唆じている令

6) 1三ラメ筋SODアイソザイム:Cu， Zn-SODについては、安静時のCa-l鮮の酵素治'1吏のみが有意の上.

昇を示した (Table6)0 Mn-SODI土、安静持のCa-3群の酵潔活性会索機加餓肉を示し、タンパク霊iま切

らかにま雲加した。こQ)M和 SODの増加は、 Table4で受詳した滋勤時のt毒性重量潔発生後めま重大に対する

鍛えであるのかもしれない。しかし、驚いたことに、 Ca-l、Ca-3群ともにそ号、数遼動iII1&にMn-SOD

i苦伎は変化を示さなかったが、重孝君をタンパク笈は著書ました。これは、波動によるよ主活性(務素治除

/畿淡タンパク蚤)のゑ昇をさま旅する。この上とi活性のと塁手Q)メカニズムi立、今後の繰題としたい。

一方、問問Aの後主義i立、 I河アイソ今、イムともにCa欠乏群でお関大し、その傾向l土、とくにCa-l群で著

測であった (Table7)~ Ca-3護学では、 Cu，Zn-SOD， Mn-SODQ) f苦言方に，創設霊童重機のmRNA発茨Q);(ii滋

なま議泌が見られた。とこれらのm虫NA発現の増加は、 Ca欠乏状態における酸化的ストレスの機大を示

唆しているかもしれない。また、興味あることに隊素タンパク議とmR尚孝義務レベル問、ずしも-

殺しなかった。

7)胸部下行大動脈のij文綴;む

i) KClの彩撃事:JtI!.稿者i土、8OmMK+iこよる収績を遂準に分E容でき註わした。その悲喜多柱、測定したす

べての群の関Iこ血管内皮の存殺の有実まにかかわらず差がえられなか91-こ(Fig.1A，B)o KClによる
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血管収豪華泳、 K+による緩め税分権が電位依存性Caチャンネルを賦活し、事霊殿外から流入したCa2+

によって主主じると考えられている。告をつて、 Ca欠乏食や急性運動祭事号は、需主位依存後Caチャンネ

ルI!)機能、あるいは紛胞内Ca2+による収縮機構に影響を与えなかった、とま量定された。

ii) ブニLぷ Jしょにフリンの彩移:コントロール1訟の内皮温存若手{民事.2A)では、急役波動によちi議後

収総力iま手震に増大したが、 Ca欠乏食によ号収縮カは有意に低下し、支妻、性運動を負手守Tると一層

減少した。しかし、内皮除去群マはいずれの群の持遣にもi有意の差は認められなかった (Fig.2B)。

安定って、 C臼a欠乏j食主やC仇a欠乏食摂耳取文普待寺の完慾雪

下lは土内E皮主官飲E存詮と考えられ式たこ。ヰ本王研究でiはま、シクロオキシゲナ…ゼ阻害薬としてインドメタシン

(lO'M)を潟いたのでブロスタノイドの関与はなかったと思われ、内皮依存性血管数豪華国子も

しくはエンドセリンなどの関与がす監泌された。

8)号事総2話、腹腔級君主I!)免疫総

i)稗細ぬ:Ca-3若手のConAまたはLPSに対する反応‘伎に有意な変化は見られず、特異免疫を弓るT

細胞あるいはB細胞機能に対するCa欠乏食の影響は綴毒害されなかった (Fig.3)。

註)緩E空綴砲:Fi草Aに~すように、 E業綬繍胞の貧食事経滋委主には有意の減少がJ\l，られた。この減少

は、長建物やえま廃物などを処理する券特紫免そを脅撃の低下を示唆する。腹腔食1量級機の多くを占める

マクロファ…ジは、抗原告義季語ぬとして特異免疫反応の誘導iこ不可欠であることから、その菱交の

減少は侵入後主主物、感染泌総、目最語審議uきなどを排除サる免疫反応、の低下も示唆した。

まとめ

本紙究では、ほとんどCaを含まない飼料を最大3;毎月関与えたにもかかわらず、阪ま費CaとY玲E話量

浅からは、一見、ラットiまCa欠乏の影警撃を受けていないように見えた。しかし、体議、大重毒殺の収縮

力、 E重綬季語織の免疫吉君、持久ま佐官Eなどの変化から、生体はそ子支話以太に低Calこよる不安定な状態に陥づ

ていることが後測された。さらに、総務化酵素の選定数から、 Ca欠乏による緩化的ストレスの増大が'5JC

時愛された。とくに、 3カ月間ffl:Ca食を摂取したラットでは、急性運動f去に好中球の活性盟主幾多寄生後が

蕃壊し、ピラメ筋の河SODアイソザイム‘間部Aの発現も有1撃に機大したことから、 Ca欠乏状態での

激運動の夜祭!被(危険性〉がまき示された。
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Table 1 Em拙ば腕咽凶m伽.sOtl 00d}'， S(tf，叫悶悶cl~.ndbro曹綾城抑制加融制酔i間総

強弱 Body時被2 制欄m¥ISCI除 百1帥M.adipose踊鰐

主主 {澗'g) 争以ぬ嗣y制帥1) (.羽詰 (時品偽蜘dyweiglll)

ぬ朋a1-ca

主怠蜘d 311禽 3 115 ~ 4 31.1念1.3 337.18 101室長

A部.. 17間間協d 328怠6' 119会? 36.1禽 1.7 お喜愈25 労.6怠喜

1ρり，-ca

1010 位脱4 33喜念 5' 127念タ 38.6 = 12 382 >15 116含 5

A組制7時ercis叫 324 " 5 l22定s 37.4主主1 41毒念 14 129念5

3腕 R岬cd 340 • l' 臼3，， 4' 39.2 . 1.6 3B6 .25 1白 .6

A臨時開閉柑 334 • 12 126 " 10 31.8 " 2.9 434 .15 l3l詑 7

V剖 鱒 蹴 源 開..SEMoI漏出'p< 0.05 (.5. '"，ぽ噛瑚h 匂<O.05~明治盟話-Ca，側吋司 vslu鎚}守

漁協2Ef!配胎oflow唱 lciu回総除問Ihe坦.pacityfor endu問霊時exercisein四缶

Diet R.nn話事総{凶n)

Nonna!-Ca 106 ，.4 

b
I句

d

n

u

n

v

，u
、

m
m

M

1

3

 

81.1会主1"

74.0企6.4"

Val榔師間四"，SEMoh沼r.!s.ap< 0必 COr匂眠dwith関脇l-Ca阻詰‘
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T.bl.3 E!!'I拙 oflow.."lcl甑必出0延t品開廷間隔託母国 of諮問、ま1副知i戸時総量第蹴蹴摺<11'鴨署盆措t語'1和主i検出臨佼E号
j議君'1a5蹴.r毘Is

Diet o! F Na E 

(m!'/l∞ml) (時凡∞mり (泌ザ1) 何Eザ1)

Nomtal-C通

ま醐必、 主52必'.2事 5.12" 0.55 i特定事 5.11号念0.23

A閣記Iy拭蹴i対 望5事象脅3事 7，16之宮81 142袋詰 4.36 ，，031 

Low-C迫

1mo R時制 '9.42>0.ω 3.36会O.12b 143.1 5.12念0.21

A悶 telyexerclsed 10.2 ，，0.2' 6.38弐0.61' 142>0 5.30ま0.25

3鵬 R'時制 立86傘立，05 3.伝大立l1b 工39.0 4.38会0.10る

A関係y開会rclsed 1寺島家乱。事 5.16念立26" 140傘号 43番.0.11

Valu時鵬m制緩念総M.ffiver描.'P < 0.05 (vs，な品100' 浦知器~;bp<o，白書 (vs. 'no捌 1-Ca，1総led'v拙措)ー

Table 4 Effec語。f1ow-胡Iciumdiets岨 tightemis，ion (0'・1pl部 10zproducti叩)by
gra田 l配:ylesii:等融問詰

Diet M左足拙1!ig主tIllte.拙lIy

俳句m) (略)

No阻 .1，蜘仁注

Re耳ed(12) 126ま11 1容器d

Ac官toly試さ詑j駁 (13) 124ま15 守幸五"，11.語

Low.Ca 

lmo 眠時加d(8) 102:: 12 81.2念宮崎5

Acutely exercised (8) 1∞d3 79.9虫10.1

3mo Re訂ed(iめ 87土13 6空'.6::10.0 

A剖lelyex，副総{今 143念15盆 114:1: 14" 

干.1臨蹴関関路定S豆M.FigUI唱 inparent主蹴S錦悶由民lSof飯田aJS.ap < 0.05 
やS."rest必HvaIu時:).
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百 機 5E除噛oflow-悶 Icl四 die信組 theac制加。，fci往左tesyntha揖 (CS)，gIul:lthione peroxid概 (GS買・時
組 d拙1:11蹴{むAT)ln碕i棚田U詫leof脂肱

Diel P聞記in cs GS亦.Px CAT 

{田~gwetお闘の ()J/i田喜prote捻} (U/mgp皿tein) (mU/mgpr臨む1)

Nonnal♂〈亙

ぬsted 28.7 ，，1.6 0.331土0;号14 33_9ま0-1 00.4念5.4

Acutelyexercised 28.在念1.5 且286ま0.014 3ι6" 1.7 615 "，3.4 

Low..(瓦

1鵬ま回ted 31.0 ;:1，6 仕355会立010 30.7 "，1.1る 74.1土2.1語

Acutely回e必盟d 3O.0tl.2 0.358土0.014 32.2" 1.3 61.6念1.9"

3mo 車部ted 25.9 tl.0 立359企0.022 32.0土1.0 71.3企2.8

Acutely開 :rcI剣 29.6:1: 1.9 立356，，0町024 28.1念1.23 58.0念5.3

Val諸国間臨甜srS磁 ofSix臨 ap<o;おや8・細胞揖ed'valu田};恥脚(V5.'nonnaJ-Ca， r回ted'valu回)ー

Table 6 E町民臼of蜘-calcl四必縄開Ihe刊l脚 ohuperoxided畑山輯(80D)1輯租柳田i欄 le時腕曲。f路島

Di，t cnムトきOD 治-SOD

畑地(¥Jlmg持 tci時 伽出It(炉供軍側ein) Acti均(U/.吋抑tein) 伽削船抑E問1m)

Normal令

Res泌 21.7，，3.2 227 ，，0.35 6.82 ，，0.57 216.0.24 

Acutely詔ercised 23.3企2.2 L労念。m 5.81念0.27 1.6h0.19 

Low-Ca 

1mo 裏目ted 31.6ま1.6b 248ま0.56 6.71 :!: 0.17 274ま0.23

A開lely昭erぬed 34.6 .1.1 2.04土0.08 6.56土立24 1.45念0.09"

3mo ま出総d 28.2念3.2 3.81土立?ヲ 8.限定立29 3.88念日.36b

A出lelyexercised 33.2:t :1.5 2.72注0.10 世24土0.42 1.99企0.1事a

Val附眠鵬anuS部 ofsixra~弘容 <0;侭付加ぽvalu時，~匂 <0.回れ "no鵬I-Ca，悶ted'val叫
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Table 7 Elfecls of low-四lciumdlets on Ihe eIP悶sl岨 of掴RNAsfo判明間，xide
dIsmuta揖 iso回zy回国 (Cu，zn-SODand Mn-SOD) In甜，)eu叩 luscleof rats 

Diet Cu，Zn・50D(%) Mn.50D (骨)

Nonnal-Ca 

Rested 1~陪企 18 l00:!:!7 

A田telye臨 d泌 事3.5企11.9 114:1: 16 

l.ow-Ca 
1盟。 ま昌担4 355:1:48る 228"'14b 

』辺氏Iy母erci話基 3喜号"，46 212盆 16

3mo 主国ted 163念16る 151盆 15

Aculelyexerぬd 29事象42" 2M念12'
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Fig.' 1. Cumulative concentratton-relaxation relationships 
of rat aortic rin宮s(A) with and (s) without endothelium 
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