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我が国は，先進国の中では例を見ない早さで高齢化が進
んでいる。年齢 3区分別人口では，老年人口の構成割合が
23.1％（平成 21 年度）に達しており，今後 30 年間で 40%
近くまで増加することが見込まれている。こうした背景の
中で，健康増進法の施行やとくに生活習慣病に主眼を置い
た健康日本 21 の策定など積極的な健康増進対策が推進さ
れている。しかしながら，日本人の健康問題を考えるうえ
で，生活習慣病と並んで骨粗鬆症の増加も重要な課題であ
ることは以前から周知されており，その対策が急がれてい
る。骨粗鬆症は骨折の原因となり，とくに高齢者には長期
的なQOLの低下をもたらす。さらには骨折に伴う，いわ
ゆる寝たきり老人の増加などは，介護保険制度における要
支援および要介護対象者の増加に拍車をかける。このこと
は，福祉，保健および医療に関わる経済全般にも大きな影
響を及ぼすことは明白である。骨粗鬆症対策には医療およ
び福祉関連施設の充実のみならず，予防医学における一次

予防が重要である。とくに日々の食生活の見直しや改善な
ど栄養学的視点からの取り組みが重要であることは以前か
ら指摘されている。
骨はカルシウムとリンの結晶構造をとっている非常に強
固な臓器であるが，常に破骨細胞の活性と骨芽細胞の活性
が相互に関与して維持される臓器である1-3）。正常な骨構
造は，これらの細胞による破骨と骨新生のバランスが良好
に保たれている。何らかの原因によって，このバランスが
崩れた場合には骨粗鬆症などの疾病を誘引することになる。
骨は，基本的にカルシウムとリンが主要な構成元素であ
る。したがって，いくつかの骨関連病変ではカルシウムと
リンなどの吸収不全や排泄の亢進が関わっている。
また，骨にはカルシウムとリン以外にも元素も含まれる
が，中でも亜鉛（Zn）は比較的多く含まれている元素で
ある4, 5）。成長過程にあるラットに亜鉛欠乏食を与えると
すみやかに成長が阻害されることが知られている。本実験
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では，亜鉛欠乏ラットを作成し，骨形成に関わるいくつか
の因子を調べ，亜鉛欠乏が骨に及ぼす影響を調べた。今回
は，骨代謝全般の指標としてDual X-ray energy absorpti-
ometry（DXA）法による大腿骨の骨密度（Bone mineral 
density; BMD），骨芽細胞の動態に関わる指標として alka-
line phosphatase（ALP），破骨細胞の動態に関わる指標と
して tartrate-resistant acid phosphatase（TRAP）及び破
骨細胞の分化因子である receptor activator of nuclear 
factor kappa-B ligand（RANKL）を測定した。加えて，尿
中のカルシウムおよびリンの排泄との関連も検討した。

方　法

体重 150±10 g の SD系雄ラットを個別ゲージで 1週間
馴化した。馴化後，ラットを２群に分けて，一方は亜鉛欠
乏特殊食群（ZnD群，n＝15）で飼育した。他方は，亜鉛
欠乏特殊食 100g 当たり 10mg の硫酸亜鉛を添加した亜鉛
添加餌群（Pf 群，n＝15）で 4週間飼育した6）。実験前の
コントロールは，2群に分けた時点で，飼育開始前に大腿
骨試料を採取して後の分析に使用した。上記の特別食によ
る飼育開始から 4週間後，エーテル麻酔下で大腿骨を摘出
し，実験試料とした。摘出した試料は，同時に大腿骨
BMD，ALP 活性および TRAP 活性を測定するために
-80℃の冷凍庫に保存した。BMDの測定は，右大腿骨を
使用して，骨周囲の結合組織を剥離後，二重エネルギーX
線吸収装置（Lunar PIXImus; GE Healthcare, WI, USA）
で測定した。また，左大腿骨を用いて，ALPと TRAP活
性を測定した。これらの測定の前処置として，骨から結合
組織を剥離し，さらに両端の軟骨を除去して長骨部分を残
した。この長骨を縦に分割し，生理食塩水で洗浄して骨髄
を除去，残った部分を実験試料とした。この試料を 4℃の
生理食塩水で洗浄し，細かく破砕した後，タンパク抽出緩
衝液（50 ｍ M Tris-HCl 緩衝液 pH7.5，150 mM NaCl，
1％CHAPS，1.0 mM PMSF，Protease inhibitor cocktail）
に投入し，更にポリトロンで粉砕して骨抽出液を得た。骨
抽出液は，4℃で 12000 rpm 30 分遠心分離した。この上清
を用いてALP と TRAP 酵素活性を測定した。ALP 酵素
活性は 10 mMの disodium p-nitrophenyl phosphate hexa-
hydrate（PNPP）を基質とする PNPP 基質法（1.0 mM 
MgClを含む 100 mM 炭酸－重炭酸緩衝液pH 10，）で測定し
た。同様にして，TRAP酵素活性はPNPP基質法（50 mM 
sodium tartrate を含む 100 mM酢酸緩衝液 pH 5.0）で測
定した。ALP と TRAP 活性反応測定は 37℃で行い，
0.5 M NaOHで反応終了後，4.5 nmの吸光度を分光光度計
（Beckman Coulter; DU800, Ca, USA）で行った。また，
特別食による飼育 4週間後から 3日前に，尿中のカルシウ
ムと尿中のリンの測定を行った。採尿は，代謝ケージを用
いて午後 6時より翌日午前 9時までの 15 時間行った。尿
中カルシウムとリンの濃度の測定には，市販のキット（カ
ルシウムC-テストワコー，ホスファC-テストワコー，ク

レアチニン-テストワコー，和光純薬工業㈱ 大阪）を用い，
得られた値はクレアチニン値で補正した。

統計処理

統計処理はデータ解析ソフトウエアKaleidaGraph (ver-
sion4) を用いて，対応のない Student’s t test を行った。
解析の結果はｐ値が 0.05 以下を統計学的に有意差ありと
した。

結　果

特別食による飼育前の体重は，161±6.6 g であった。
特別食による飼育開始から 4週間後の ZnD群の体重は，
164.0±6.6 g，Pf 群は 185.1±7.6 g であった（Fig. 1）。
特別食による飼育前の大腿骨BMD値は0.10±0.005g/cm2

であった。特別食による飼育開始から 4週間後，ZnD 群
の大腿骨の骨密度は 0.1128±0.0032 g/cm2，Pf 群は 0.1317
±0.0027 g/cm2 であった（Fig. 2）。
特別食による実験開始前のALP活性は 0.65±0.03μmol 
PNPP/mg protein であった。特別食による飼育開始 4週
間後，ALP活性はZnD群で 0.331±0.01μmol PNPP/mg pro-
tein，Pf 群で 0.552±0.02μmol PNPP/mg protein であっ
た（Fig. 3）。
特別食による実験開始前のTRAP活性は0.07±0.0069μmol 
PNPP/mg protein であった。特別食による飼育開始 4週間
後，ZnD群のTRAP活性は 0.015±0.0016μmol PNPP/mg 
protein，Pf 群が 0.0165±0.002μmol PNPP/mg protein で
あった（Fig. 4）。
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Fig. 1
Body weight were shown at pre-experiment and 4 weeks af-
ter ingested special diet, Pf group (n=7 at each point) and ZnD 
group (n=7 at each point). The values reported as a mean±SE, 
coefficient values p<0.01 were considered statistically signifi-
cant, in comparing to Pf group, an indicated p value was less 
than 0.001 (**).
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特別食による実験開始 4週間後から 3日前の尿量は，
ZnD 群で 1.55±0.25ml/15h，Pf 群で 3.54±0.32ml/15h で
あった（Fig. 5）。
特別食による実験開始 4週間後から 3日前の尿中カルシ
ウム濃度は，ZnD群で 0.0698±0.011mg/dl/mg creatinine，
Pf 群で 0.0526±0.023mg/dl/mg creatinineであった（Fig. 6）。
特別食による実験開始 4週間後から 3日前の尿中リン濃

度は，ZnD 群で 1.535±0.38mg/dl/mg creatinine，Pf 群
で 0.025±0.009mg/dl/mg creatinine であった（Fig. 7）。

考　察

本実験結果から，亜鉛欠乏による骨密度の低下が骨芽細
胞活性の低下と尿中リン排泄の増加とに起因したものであ
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Fig. 2
BMD value estimated by dual-X-ray absorption method were 
shown at pre-experiment and 4 weeks after ingested special diet, 
Pf group (n=7 at each point) and ZnD group (n=7 at each point). 
The values shown as a mean±SE, coeffi  cient values p<0.05 were 
considered statistically signifi cant, in comparing to Pf group, an 
indicated p value was less than 0.001 (**).
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Fig. 3
ALP activity in extracted buff er solution from femur bone were 

shown at pre-experiment and 4 weeks after ingested special diet, Pf 
group (n=6) and ZnD group (n=6). The substrate of ALP assay 
was used by para-nitrophenyl phosphate (PNPP). The values re-
ported as a mean±SE, coeffi  cient values p<0.01 were considered 
statistically signifi cant, in comparing to Pf group, indicated p value 
was less than 0.001 (**).
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Fig. 4
TRAP activity in extracted buff er solution from femur bone 
were shown at pre-experiment and 4 weeks after ingested spe-
cial diet, Pf group (n=6) and ZnD group (n=6). The substrate of 
TRAP assay was used by para-nitrophenyl phosphate (PNPP) in 
50 mM acetic acid buff er pH5.0 and 50 mM sodium tartrate.
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Urine volume collected by metabolic cage for 15 h was shown 
at 3 days before from 4 weeks after special diet, The values re-
ported as a mean±SE, coeffi  cient values p<0.01 were considered 
statistically signifi cant, in comparing to Pf group, (**) is indicated 
as p value less than 0.001.
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ることが示唆された。
骨は骨新生と破骨が同時に行われる。本実験で確認され
たALP 活性の低下は，骨新生が低下したことを示してい
る。ALP は活性中心に亜鉛をもつ代表的亜鉛酵素の一つ
であることから，亜鉛摂取不足によりその活性が低下した
と考えられる3, 7）。一方，破骨の指標であるTRAPはその
活性中心が鉄である。そのため亜鉛摂取不足による影響は
少なく，ZnD群と Pf 群間に差を生じさせなかったと考え
る。以上の結果は，亜鉛欠乏による骨密度の低下が骨形成
の相対的低下を示すと考えられる。
また，今回は図示していないが，血清中 RANKL 濃度
の ZnD群と Pf 群に有意な差は認められなかった。この結
果は，亜鉛の欠乏が RANKL におよぼす影響も少ないこ
とを示唆している。
ZnD 群の尿量の低下は，従来報告されている腎血流量
の低下によるかもしれない8）。しかしながら，ZnD群にお
けるリン値の増加は，亜鉛の欠乏時におけるリンの尿中排
泄増加を示すものである。
リンは成人で 1日あたり約 1 g が摂取され，そのうち約
75％が腸管で吸収される。吸収されたリンは血液と骨との
間で平衡関係を保ち，85％が骨に存在する。また，腎臓
の糸球体で濾過されたリンは，その約 80％が近位尿細管
で再吸収される。近年明らかにされた Fibroblast growth 
factor23（FGF23）は，腎臓においてリンの再吸収を抑制
すると報告されている9）。この FGF23 は以前我々が報告
した Klotho と強く関連しており，亜鉛欠乏ラットでの
Klotho 遺伝子の発現低下は，FGF23 の発現を亢進させる
可能性がある。したがって，腎臓でのリンの再吸収に対し

FGF23 の発現亢進は尿細管でのリンの再吸収を抑制し尿
中リンの排泄亢進に繋がったと考えられる。近年，
FGF23 を過剰発現させると骨芽細胞の分化を抑制するだ
けでなく，骨芽細胞による骨化も抑制すると報告してい
る9）。本実験で明らかになった尿中リン値の増加には，骨
芽細胞活性の低下と，Klotho 遺伝子の発現低下10, 11）およ
び FGF23 発現亢進 12, 13）などの関与が伺われる。これらの
機序の詳細については今後検討の余地がある。
本研究で得られた知見は，骨粗鬆症の予防的観点からは，
亜鉛が重要な微量栄養素であることを示唆するものである。
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