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本研究の概要 

 

 ｢ヒトの消化酵素で消化されない食物中の難消化性成分の総体｣と定義される食物繊維は、

その特異な化学構造と保水性、ゲル化能、吸着能などの物性により、消化管腔内で栄養素

やその他の物質と相互作用を行い、結果的に生体内の生理、生化学的機能に影響を及ぼす

ことが知られている。現在、食物繊維は糖質・タンパク質・脂質・ミネラル・ビタミンに

つづく第 6 の栄養素として評価され、また特定保健用食品として広く利用されている。そ

の中で、不溶性食物繊維の一種でカニやエビの殻の主構成成分であるキチンから調製され

るキトサンは、アルカリでゲル化する性質を介して消化管からの食事脂肪の吸収を阻害す

る作用があり、コレステロール低下作用、体脂肪蓄積抑制作用を示すことが報告されてい

る。その一方で、キトサンのキレート作用や吸着作用などにより、カルシウムの腸管吸収

を阻害するとの報告もなされている。食事カルシウムの吸収阻害が長期間継続すると、カ

ルシウムの慢性的摂取不足や閉経による骨吸収の亢進時には骨量減少を引き起こす可能性

が推測されている。女性では閉経に伴いエストロゲンの分泌が低下する。エストロゲン不

足は骨吸収を高めるだけではなく、脂質代謝にも影響を及ぼし、高脂血症や肥満になるリ

スクも高まる。従って、閉経後女性において、閉経に伴う骨量減少を抑制し、血中コレス

テロールの上昇を抑え、更には体脂肪の増加を防いで体重を適正に維持することが健康の

維持・増進に関する重要な課題となる。 

 現在、キトサンはダイエット補助食品として広く用いられている。しかし、コレステロ

ール上昇抑制や肥満予防を目的としてキトサンを使用する閉経後女性の骨量にキトサンの

長期摂取がどのような影響を与えるかは未だ殆ど検討されていない。そこで、本研究では

1)長期的なキトサン摂取が卵巣摘出閉経後骨粗鬆症モデルラットの血中コレステロールな

らびに肥満抑制効果の有効性の確認、骨量に対する影響、2)キトサンの長期摂取が引き起こ

す骨量低下機構の解明、3) キトサンの長期摂取が引き起こす骨量低下に対するビタミン C



またはカルシウム添加時の予防効果などの検討をそれぞれ試みた。 

 その結果、キトサンの長期摂取は卵巣摘出ラットにおいて血清総コレステロール低下作

用及び腹腔内脂肪の蓄積を有意に抑制する一方、大腿骨骨密度、骨強度を減少させ、骨粗

鬆症の進行を助長する可能性を新たに見出した。また、本研究では、先行研究と違ってコ

レステロール無添加飼料を使用したことから、キトサン摂取群で観察された血清コレステ

ロール上昇抑制は内因性コレステロールの腸肝循環が一部阻害されることによる可能性が

大きいが、その作用機構の詳細についてはさらなる研究が必要である。 

 次に、キトサンの長期摂取が引き起こす骨量低下機構を骨代謝マーカー、カルシウム調

節ホルモン、カルシウムならびにリンの出納、十二指腸に存在するカルシウム吸収に関連

する vitamin D receptor (VDR), vitamin D dependent calcium binding protein (CaBP D9K) mRNA

の発現、カルシウムの腸内吸収に強く関与する盲腸内有機酸などの量的変動から検討した。

その結果、カルシウムの腸管吸収についてキトサン摂取群と対照群の差が見られなかった

のに対し、キトサン摂取はリンの腸管吸収を有意に減少させた。また、骨量が減少したキ

トサン摂取群では、尿中カルシウム排泄の増加と血中カルシウム値の低下が見られ、PTH

及び 1,25(OH)2D3 が有意に増加した。それに伴って、キトサン群の十二指腸 CaBP D9K と

VDR mRNA レベルも有意に増加した。そして、キトサン摂取群では骨吸収すなわち骨から

のカルシウム流出の度合を反映するデオキシピリジノリンの尿中排泄量が増加する傾向が

見られた。これらの結果から、キトサンの長期摂取による骨量減少はカルシウムの吸収が

阻害されるというより、尿中へのカルシウム排泄が促進され、低カルシウム血症を伴う骨

吸収の亢進に基づくことが示唆された。また、キトサンによるカルシウムの尿中排泄増加

はリンの吸収阻害作用を介して発現する可能性も示された。一方、キトサン摂取群の盲腸

内有機酸が増加したにもかかわらず、盲腸内 pH が低下しなかったことから、カルシウムの

盲腸からの吸収が促進される可能性は少ないことが示された。それに対して、血中

1,25(OH)2D3 の上昇を介して、カルシウムの能動輸送に関与する VDR 及び CaBP D9K mRNA



が増加した結果、キトサン摂取がビタミン D の吸収阻害ないしは腸管上皮組織の損傷を介

してカルシウムの腸管吸収に影響を及ぼす可能性のないことが示された。 

 最後に、キトサン摂取による骨量減少がビタミン C 及びカルシウムの添加により軽減で

きるか否かについて検討したところ、ビタミン C は尿中へのカルシウム排泄を抑制するこ

とによってキトサン摂取が引き起こす骨量減少を軽減し、カルシウム補充はカルシウムの

体内保留量を増やし、キトサン摂取による低カルシウム血症を改善することによって、骨

吸収を抑制し骨量を維持することが示された。 

 現在、キトサンは肥満、高脂血症などの生活習慣病に対する予防効果が期待される機能

性食品因子である。我々の結果から、閉経後女性や高齢者がキトサンを摂取する際には、

カルシウムやビタミン C の摂取を増加するなどして骨量減少を招かないように十分注意す

る必要があることが示された。 



 

 

 

 

 

第 1 章 本研究の背景と意義 
 



 食物繊維はヒトの消化酵素で消化されないので、かつては栄養的に役立たないものとし

て取り扱われてきた。しかし、現在、先進諸国に増加している肥満、糖尿病、動脈硬化、

大腸ガンなどがアフリカ原住民にほとんどみられないことから、彼らが先進国の人々より

多く摂取している食事中の未消化成分が注目されるようになった。近年、食物繊維は炭水

化物・タンパク質・脂質・ビタミン・ミネラルにつづく第 6 の栄養素として評価されるよ

うになった。食物繊維の定義については、国際的には意見の統一がまだ得られていないが、

日本では 1980 年桐山の提案で｢ヒトの消化酵素で消化されない食物中の難消化性成分の総

体｣として受け入れられている。 

 食物繊維は水に対する溶解性や生理作用の違いから、グアーガム、グルコマンナン、ペ

クチン、海藻多糖類などの水溶性食物繊維(water soluble dietary fiber, SDF)とセルロース、リ

グニン、キチン、キトサンなどの不溶性食物繊維(water insoluble dietary fiber, IDF)に大別さ

れる。これらの食物繊維は消化管内で種々の物理化学的性質を発揮すると考えられるが、

このうち栄養生理学的にみて重要な特性として、以下のようなものがあげられる。①水分

を吸って膨潤する。②消化管内で食物成分の拡散を阻害する。③ミネラル、胆汁酸、有害

物質などを吸着する。④大腸内の細菌によって分解され、酢酸、プロピオン酸、酪酸など

の短鎖脂肪酸を産生する。⑤消化管へ機械的刺激を与える。摂食された食物繊維はこれら

の作用より消化管腔内で栄養素やその他の物質と相互作用を行い、結果的に生体内の生理、

生化学的機能に好ましい影響を及ぼす。そして現在、食物繊維は後述の三次機能（生体調

節機能）を有することが明らかにされ、機能性食品としての役割を果たすことが期待され

ている。食品には生命を維持する栄養機能とおいしさなどを感じさせる感覚機能、すなわ

ち第 1 及び第 2 の機能と呼ばれる属性から専ら評価されてきた。しかし、最近はアレルギ

ー発症の低減化や免疫能力を高めるなどの生体防御作用、高血圧、糖尿病、腫瘍、先天的

代謝異常などを予防し回復する作用、神経活動や消化作用を調節する作用、過酸化脂質生

成を抑制して老化を防御する作用など、より高次の生体活動に対する調節機能が注目され



るようになった。この体調調節機能を有する成分を含む食品、つまり機能性食品は、日本

の厚生労働省から｢特定保健用食品｣と認定されると、体脂肪の増加を抑制する、あるいは

血清コレステロールや血糖値を正常に保つことを助けるなどの効果を表示することが公に

認められている。不溶性食物繊維の一種でカニやエビの殻の主構成分であるキチンから調

製されるキトサンは、アルカリでゲル化する性質を介して消化管からの食事脂肪の吸収を

阻害する作用があり、肥満防止や血清コレステロール上昇抑制に有効な食品素材として注

目を集め、特定保健用食品の素材として実際にビスケット、即席粥、即席麺などいろいろ

な食品に添加されて、広く利用されている。 

 キチンは、N－アセチル－D－グルコサミン残基が ß-1，4 結合した多糖類であり、カニ、

エビの甲殻中に 10～30％含まれて、生物体の骨格形成や外界からの生物固体を保護する役

割をしている。キチンは分子構造が非常に強固な結晶構造しているため、水、有機溶媒や

希酸、希アルカリ液に不溶で、そのままでは用途が少なくあまり利用されていない。しか

し、キチンを濃アルカリ溶液とともに加熱すると、N-脱アセチル化してキトサンが得られ

る。キトサンは高温、強アルカリにも安定な塩基性多糖類で、水には不溶であるが、塩基、

酢酸、クエン酸（硫酸、リン酸は不溶）などの酸が存在すると塩をつくって溶け、粘稠カ

チオン性コロイドとなる。天然物由来の唯一のカチオン性高分子であり（武田 1995）、摂

取されると胃の酸性下で溶け、そのあと消化管腔内を移動しながら他の食品成分と相互作

用を繰り返しながらイオン交換能、吸着能、ゲル化能を発揮して、それらの消化、吸収過

程を修飾し、更には生体の生理、生化学的状態や機能にも影響を与えると考えられる。キ

トサンは血清コレステロール低下作用(Sugano 1980, Jennings 1988, Maezaki 1993, LeHoux 

1993, Omori 1999)、脂質消化吸収抑制作用(Deuchi 1994)、血圧上昇抑制作用(Kato 1994, 吾郷

1996)と腸内代謝改善作用(Terada 1995)を示すことが報告されている。 

 その一方で、キトサンの食物繊維としての特性から、カルシウムの体内吸収を阻害する

との報告もなされている(Gordon 1983)。キトサン摂取による食事カルシウムの吸収阻害が長



期間継続すると、カルシウムの慢性的摂取不足や閉経による骨吸収の増加時には骨量減少

を引き起こす可能性が推測されている。特に、女性では閉経に伴い、エストロゲンの分泌

が低下して骨吸収の亢進が起こり、骨形成とのバランスが崩れて骨量減少を来し、骨粗鬆

症となる危険性が増す(Riggs 1991, Colin 1999)。エストロゲンは更に脂質代謝にも関与し、

閉経後女性では冠状心血管疾病、高脂血症や肥満になるリスクが高まる(Matthews 1989, 

Gordon 1978)。したがって、閉経後女性において、閉経に伴う骨量減少を抑制し、血清コレ

ステロールの上昇を抑え、更には体脂肪の増加を防いで体重を適正に維持することが健康

の維持・増進に関する重要な課題となる。 

 現在、キトサンはダイエット補助食品として広く宣伝されている。しかし、コレステロ

ール上昇抑制や肥満予防を目的としてキトサンを使用する閉経後女性の骨量にキトサンの

長期摂取がどのような影響を与えるかはまだ不明である。本論文は、閉経後状態において、

長期的なキトサン摂取が血清コレステロールならびに肥満抑制効果の有効性、骨に対する

影響の解明、またその機構解明及び予防法などを調べることを目的とした。なお、本研究

における動物実験は、動物実験委員会の承認を得て「早稲田大学人間科学部動物実験に関

する指針」に沿って行われた。 

 

 

 



 

 

 

 

 

第 2 章 卵巣摘出ラットの骨量と血清コレステ

ロールに対するキトサン長期摂取の影響 
 



緒言 

 

 キトサンは、カニ、エビ等の甲殻類の殻を原料とし、それらを脱タンパク質、脱アセチ

ル化処理して製造され、高温、強アルカリにも安定な塩基性多糖類であり、酸の存在下で

溶けて粘稠なコロイドとなるカチオン性高分子である。その特異的な物性から、キトサン

は胃内の酸性条件下では溶解して強い粘性を生じ、小腸管腔内では脂肪を吸着して、その

消化吸収を阻害し糞便中への排泄を増加させる(Deuchi 1994)。また、陰イオンを持つ胆汁酸

とのイオン結合を介して、胆汁酸ミセルの形成を抑え、コレステロールの腸管循環を妨げ

ることにより血清コレステロールを低下させる(Maezaki 1993)。キトサンは毒性が非常に低

いと報告され(Furda 1983)、血清コレステロールを低下させ、また体脂肪の増加を抑制する

健康補助食品として広く使用されている。しかしながら、これらの有益な効果と逆に、キ

レート作用や吸着作用などの特性から in vivo 及び in vitro においてキトサンはカルシウムの

腸管吸収を阻害するとの報告も出されている(Gordon 1983, 桑野 1987, Deuchi 1995)。カ

ルシウムは生体内のあらゆる組織、体液中に存在し、その 99％は骨に存在するという。骨

は、骨吸収と骨形成すなわち骨改造(リモデリング)が常に営まれている。骨の古くなった微

細構造部分は破骨細胞によって分解され(骨吸収)、その後骨芽細胞による修復(骨形成)が繰

り返されている。正常な骨ではこの骨吸収と骨形成が等しく保たれている（木村 1994）。

食事性カルシウムの腸管吸収がキトサンにより長期間継続して阻害されると、血清中のカ

ルシウムレベルが低下して副甲状腺機能が亢進し、副甲状腺ホルモン(PTH)の分泌が高まる。

この PTHは破骨細胞を増加させて骨吸収を促進し、血液中のカルシウムレベルを維持する

（木村 1994）。骨吸収が骨形成よりも促進されるアンカップリング状態が長く続くと、骨

量減少を起こす。一方、女性では閉経に伴って骨吸収を抑制する働きをもつ女性ホルモン

が著しく減少し、骨吸収が亢進して骨量の低下が必然的に起こる。その上、カルシウム吸

収が阻害される場合、骨減少が一層加速され骨粗鬆症を発症する危険が増大することが想



定される。一方、人の血清脂質も性ホルモンの影響を強く受けている。閉経後、エストロ

ゲン濃度の急激な低下によって血清総コレステロール濃度が上昇する(Walsh 1991)。血清総

コレステロールが高いと、アテローム性動脈硬化症や虚血性心疾患の発症率を高めること

が多くの疫学的研究の結果から明らかにされている（葛谷 1978）。 

 現在、キトサンは中高年女性の間で、肥満を予防するダイエット補助食品として広く用

いられているが、その安全性を追求するために、キトサンによるカルシウムの腸管吸収阻

害が骨量減少を引き起こすかどうかを調べる必要がある。しかし、キトサンを長期摂取し

た場合の骨量に対する影響について検討した報告は数少なく(桑野 1987, Deuchi 1995)、

骨量が急速に低下する閉経後に対するキトサン摂取の影響についての検討例はほとんどな

い。また、これまで食物繊維やキトサンの血清コレステロールに対する影響について検討

された多くの研究は、飼料に 0.5～1.0％程度のコレステロールと 0.25％の胆汁酸を添加し、

血清コレステロールを上昇しやすくした基本飼料に各種の食物繊維を加えて血清コレステ

ロール濃度の上昇抑制能を比較するものであった。このような条件下での食物繊維の効果

は、食物繊維のコレステロール代謝に与える影響の一面を見ているにすぎない。そこで、

本実験は物性が異なるキトサン、グルコマンナン、セルロースの３種の食物繊維を含むコ

レステロール無添加飼料を閉経後女性のモデルである卵巣摘出 SHRSP ラットに 45 日間投

与して、これらの食物繊維が血清コレステロール及び骨にどの様な影響を与えるかについ

て検討した。 

  



方法 

 

1. 実験動物及び飼育方法 

 実験動物として、6 週齢雌 SHRSP ラット(Stroke-prone Spontaneously Hypertensive Rat, 脳卒

中易発症性高血圧自然発症ラット)28 匹を、（株）日本生物材料センターから購入して使用

した。実験ラットは市販固形飼料（MF, オリエンタル酵母（株））で 13 週齢まで飼育後、

卵巣摘出手術（OVX）を施し、ステンレス製６連ケージにて飼育した。卵巣摘出手術は以

下の方法で行った。まずラットにジエチルエーテルを吸引させて麻酔し、後背部腰椎周辺

部を剃毛、70％エタノールで消毒した。皮膚を一カ所切開し、内部の両腎臓周辺の筋肉を

左右二ヵ所小さく切開し、それぞれ卵巣を脂肪ごと引き出した後、子宮との接合部で切断

して取り出し、子宮は内部に戻した。皮膚の切開部は手術用クリップで留め、70％のエタ

ノールで再度消毒した。動物は恒温恒湿（室温 24±2℃、湿度 50±5％）に保たれた飼育室に

て飼育し、照明条件は 7：00 点灯、21：00 消灯とした。各群の平均体重が等しくなるよう

食物繊維無添加群（FF）、セルロース投与群（CE）、キトサン投与群（CH）、グルコマンナ

ン投与群（GL）の 4 群に分け、飼料及び飲料水（蒸留水）を 45 日間自由摂取させた。各ラ

ットの体重は週 1 回測定し、飼料摂取量は 1 日おきに測定した。 

 

2. 飼料組成 

 実験飼料の組成を Table 1-1 に示す。食物繊維無添加飼料の基本組成はアメリカ栄養学会

の策定した成熟ラット用の AIN-93M に準拠したが(Reeves 1993)、カルシウムの配合比 0.5%

を 0.1%に下げ、低カルシウム飼料とした。食物繊維添加飼料は無添加飼料の生コーンスタ

ーチの一部をセルロース、キトサンまたはグルコマンナンで置換し、飼料中の含量がそれ

ぞれ 10％になるように調整した。キトサン(Katakura – Chikkarin Co.,製)は脱アセチル化度 75

～90%、粘度 300～800cps(平均分子量の指標でキトサン 0.5％、溶媒 0.5％酢酸溶液、20℃で



の回転粘度)、粒度は 16 メッシュ以下であった。カルシウム欠乏ミネラル混合 93MX とビタ

ミン混合およびセルロースは日本農産工業(株)製であった。生コーンスターチ、α－コーン

スターチ、大豆油はそれぞれサンエイ糖化(株)製、日本食品化工(株)製と味の素(株)製のも

のを用いた。炭酸カルシウム(CaCO3)は和光純薬(株)製のものを使用した。 

 

3. 試料採取と処理 

飼育終了後、一夜絶食させたラットにペントバルビタールナトリウムを体重 100ｇあたり

0.5mg の腹腔内注射により麻酔したあと心臓より採血した。血液は遠心分離(3000rpm、10

分、5℃)して血清を得、コレステロールとミネラル濃度の測定に当てた。その後直ちに肝臓、

子宮、脂肪組織(後腹壁ならびに腎周辺)を摘出して湿重量を測定した。屠体からは骨試料と

して左右両脚から大腿骨を摘出し、軟組織を除去後、長さ、重量を測定した。大腿骨試料

は骨密度及び骨強度測定まで生理食塩水に入れ－30℃で保存した。 

 

4. 分析方法 

血清中の総コレステロールは酵素法による市販の臨床用キット(コレステロール CⅡ－テ

ストワコー,和光純薬(株))を用いて測定した。血清 HDL－コレステロールの定量にはヘパリ

ン・マンガン結合沈殿法に基づく HDL-コレステロールテストワコー(和光純薬(株))を用いた。

血清無機リンは Taussky 法に基づき、硫酸第一鉄アンモニウムを還元剤を用いたピーテスト

ワコー(和光純薬(株))にて測定した。血清中のカルシウム、マグネシウム、鉄は原子吸光法

で定量した。 

骨密度は、２重エネルギーＸ線骨塩分析法(DPXL, Lunar, US)により測定した。骨強度

(stiffness)はオートグラフ AGS-100D（島津製作所）を使用してプランジャースピード分速

5mm、サンプルホルダー間隔 12mm 条件で３点曲げ試験法(three point-bending methods)によ

り計測した。大腿骨は部位によって骨強度が異なるため、常に同じ部位の強度を求める必



要がある。そこで、測定時に、まず大腿骨長をノギスを用いて計測後中央に印を付け、そ

の印が骨強度試験機のプランジャーのすぐ下に来るように試料を設置した(Fig. 1-1)。骨強度

はプランジャーが大腿骨に達してから破断するまでにかかった力であり、この値が大きい

ほど骨が硬いことを示す。骨強度を測定したのち、骨灰化を行った。まず、湿重量(fresh bone 

weight)を測定してからるつぼに入れて 100℃の乾燥器中で 24 時間乾燥させた。その後、乾

燥重量(dry bone weight)を測定し、各骨をそれぞれ同じるつぼに戻した。再びるつぼごと重

量を量り、電気炉(muffle, Yamato Scientific Co., LTD Japan)で、１時間 100℃の割合で徐々に

温度を上昇させながら 600℃で 24 時間灰化した。デシケーター中で室温にまで冷却したる

つぼは骨灰ごと重量を測定した。大腿骨水分量、有機成分量および灰分量を以下の式によ

り算出した。 

水分量(%) ={(湿重量－乾燥骨重量)÷湿重量}×100 

有機成分量(%) ={(乾燥骨入りるつぼ重量－灰化骨を含むるつぼ重量)÷湿重量}×100 

さらに、乾燥骨を入れたるつぼ重量と乾燥骨重量の差からるつぼ重量を求め、灰化骨を含

むるつぼ重量との差から灰化骨重量を求めた。 

灰分量(%) = 灰化骨重量÷湿重量×100 

 

5. 統計的処理 

測定値は、平均値±標準誤差で示した。全ての統計処理は、分散分析を行い、平均値の

差の検定は Tukey 型の多重比較法を用いて有意水準 5%未満(P<0.05)で検定した。 



結果 

 

1. 体重増加量、飼料摂取量 

 実験期間終了時までの増体重(body weight gain)は、FF 群に比べ食物繊維添加群である CE

群、CH 群と GL 群がそれぞれ約 22％、31％、48％有意に低下した(P<0.05, P<0.01, Table 1-2)。

GL 群の飼料摂取量はほかの３群に比し有意な低値を示した(P<0.01)。CH 群の飼料摂取量は

FF 群と CE 群に比べて増加する傾向は見られたが有意差は認められなかった。飼料摂取量

に対する体重増加の割合である飼料効率は CH 群と GL 群が FF 群に対して有意な低値を示

した（P<0.01）。 

 

2. 臓器重量 

 肝臓及び子宮の重量は各群間に差が認められなかった(Table 1-3)。水溶性食物繊維である

GL 群では盲腸組織及び内容物重量がほかの３群に比し有意な肥大が見られた(P<0.01)。そ

れに対して、不溶性食物繊維の CE 群と CH 群では、大腸の有意な増大が観察された(CE: 

P<0.01 vs FF, P<0.05 vs GL, CH: P<0.01 vs FF and GL)。体脂肪の指標である腹腔内脂肪重量で

は、CH 群の飼料摂取量が最も多かったにもかかわらず、FF 群に比べ 37％の有意な低値を

示し(P<0.01, Fig. 1-2)、CE 群に比べても 23％の減少が認められ(P<0.05, Fig 1-2)、キトサンの

体脂肪蓄積抑制作用が裏付けられた。飼料摂取量が有意に少なかった GL 群では、腹腔内脂

肪重量が FF 群と CE 群に比べて有意に減少した(P<0.01, Fig 1-2)。 

 

3. 血清総及び HDL－コレステロール濃度 

 血清総コレステロール濃度(ml/dL, Table 1-4)は CH 群(92.3±2.0)が FF 群(114.7±3.7)及び CE

群(107.7±3.7)に比べて有意に低値であった(P<0.01 vs FF, P<0.05 vs CE, Fig 1-3)。GL 群の血清

総コレステロール濃度も FF 群より有意に低かった(P<0.05, Fig. 1-3)。HDL-コレステロール



についても、CH 群も有意な低値を示した(P<0.01 vs FF, P<0.05 vs CE, Fig. 1-3)。すなわち、

コレステロール無添加飼料で飼育した卵巣摘出ラットにおいてもキトサンの血清コレステ

ロール上昇抑制効果が確認された。 

 

4. 血清ミネラル濃度 

 血清カルシウム及び無機リン、血清鉄濃度は各群間に有意差が認められなかった(Table 

1-5)。血清マグネシウムについて、CH 群が CE 群に比べ、有意な低値を示した(P<0.05)。 

 

5. 大腿骨分析値 

 大腿骨分析値を Table 1-6 に示す。大腿骨湿重量(fresh bone weight)は体重増加量と同様な

傾向が見られ、FF 群で最も大で、次いで CE 群であった。しかし、CH 群は体重増加量が

GL 群より多かったにもかかわらず骨湿重量が GL 群に比べて小さく、FF 群に対しては有意

に低い値を示した(P<0.05)。成長抑制が著しく見られた GL 群の骨長は FF 群に比し有意な低

値を示した(P<0.01)。CH 群(0.164±0.002)の骨密度(BMD, g/cm2)は FF 群(0.184±0.003)、CE 群

(0.183±0.002)と GL 群(0.176±0.003)に比べ、有意な低値を示した(P<0.01 vs FF and CE, P<0.05 

vs GL, Fig. 1-4)。大腿骨強度(kgf)もCH群(11.88±0.20)で、FF群(13.59±0.33)とCE群(13.36±0.26)

に比べ有意な低下が認められた(P<0.01, Fig. 1-4)。GL 群の骨強度も FF 群と CE 群に比べ有

意に低かった(P<0.01, Fig. 1-4)。CH 群の骨灰分量(bone ash (%), 33.2±1.0)は FF 群（36.7±0.3）、

CE 群(35.9±0.4)と GL 群(35.8±0.3)に比べ、有意に低値であり(P<0.01)、キトサンの投与によ

る骨量の低下が見られた。 



考察 

 

 本研究では、閉経後女性のモデルとして卵巣摘出(OVX)ラットを作成し、コレステロール

無添加飼料投与下でキトサン長期摂取による血中コレステロール低下作用及び骨量減少に

及ぼす影響について種々の食物繊維と比較検討した。 

 本研究では、13 週齢の卵巣摘出 SHRSP ラットを閉経後女性モデルとして使用した。通常

のラットでは生理的老化に伴う骨量の減少は僅かで、人間において見られるような明白な

老人性骨粗鬆症は自然には起きない。SHRSP ラットでは、2～3 か月齢まで骨の成長は通常

ラットと有意な差を示さないが、3 ヶ月齢以降から骨粗鬆症化は始まり、加齢に伴って症状

も進行することが示されている(Yamori 1991)。すなわち、SHRSP ラットは加齢とともに骨

粗鬆症を自然発症するので、卵巣摘出により作成される閉経後骨粗鬆症は、人の場合と同

様にその根底に老化があることから閉経後女性の生理特性に最も類似すると考え、本実験

では卵巣摘出を施した SHRSP ラットを閉経後骨粗鬆症のモデルとして使用した。 

 血清コレステロール量の変化は主として LDL-コレステロール量の変動を反映しており、

その LDL の濃度は主として肝臓から VLDL として分泌され LDL へ代謝される量と肝臓の

LDL 受容体により除去される量によって決まる(Ebihara 1994)。LDL 受容体活性の変動は血

清コレステロール濃度の調節に重要な役割を果たしていると考えられる。女性ホルモンの

エストロゲンは肝臓の LDL 受容体活性を増加させ、血清 LDL-コレステロールの肝臓内への

取り込みを増加させることにより血清コレステロール濃度を低下させるとされている

(Mabuchi 1985)。従って、閉経後、エストロゲン作用の低下に伴い女性の血清コレステロー

ル濃度は上昇する。海老原らは偽手術対照群に比べ卵巣摘出群のラットの血清コレステロ

ール濃度が上昇傾向を示したことを報告した(Ebihara 1994)。本実験で、不溶性食物繊維で

ある CH投与群及び水溶性食物繊維である GL 投与群で血清総コレステロール値が有意に低

下し、卵巣摘出ラットにおいてもキトサンとグルコマンナンの血清総コレステロール低下



作用が確認された。特に、キトサンの効果が顕著で、FF 群に比べて約 20％もの低下を引き

起こした。 

キトサンは高コレステロール負荷ラットに対して、強い血中コレステロール低下作用を

示すことがよく知られている(Sugano 1980, Jennings 1988, Maezaki 1993, LeHoux 1993, Omori 

1999)。キトサンは糖鎖中にアミノ基を有するため、酸性領域の胃内で溶解され膨潤して粘

性を生じ、周囲の食物成分を抱き込むとともに、穏やかなイオン交換を介して陰イオン物

質を糞便として体外に排出する。小腸上部ではキトサンは胆汁酸を吸着して糞便中への排

泄を増加させる。胆汁成分として小腸に分泌される胆汁酸はミセルとして脂溶性物質の腸

管吸収に係わったあと再吸収されて肝臓に運ばれ（腸肝循環）、再び胆汁成分として利用さ

れる。キトサンにより胆汁酸の再吸収が減少すると肝臓におけるコレステロールからの胆

汁酸合成を高めて胆汁の補充を行う。肝臓のコレステロール濃度が低下すると血清コレス

テロールを取り込んで肝臓のコレステロール量を維持するようになり、結果的に血清コレ

ステロール濃度が低下すると考えられている(Maezaki 1993)。本実験の飼料中にはコレステ

ロールも胆汁酸も添加していないので、キトサン群における血清総コレステロール濃度の

低下は内因性コレステロール代謝の変動を介して発現されたものと考えられる。その作用

機構としては胆汁酸の排泄増加や胆汁酸合成の促進(Sugano 1980)、短鎖脂肪酸(SCFA)の脂

質代謝への影響(早川 1999)などが考えられる。しかし、Fukada ら(1991)はキトサンを摂取

したラットの糞中胆汁酸排泄量が増加しなかったことを報告し、Ebihara ら(1993)はコレス

テロール無添加飼料を与えられたラットの盲腸内に食物繊維の腸内発酵産物で短鎖脂肪酸

(SCFA)の一種であるプロピオン酸を注入することにより血清コレステロール濃度が低下す

ることを報告した。また、Chen ら(1984)はプロピオン酸が肝臓でのコレステロール合成の

阻害を介して血清コレステロール濃度の低下をもたらす可能性を示唆している。食物繊維

であるキトサンも大腸で腸内細菌の作用を受け SCFA を生じる。しかし、SCFA が血清コレ

ステロール濃度に影響を与えないとの報告もある(Illman 1991)。本実験では、コレステロー



ル無添加飼料を用いているので、キトサン群では内因性コレステロールの生成が抑制され

た可能性が大きいが、その作用機構について、今後さらに検討する必要がある。 

本研究では、食物繊維添加群の CE 群、CH 群と GL 群には明らかな発育抑制が認められ

た。この体重の差異は、飼料中のデンプンが食物繊維であるキトサンやセルロースで置換

されているため、エネルギー摂取量が低下したことに起因するものと思われる。また、食

物繊維投与により腸管粘膜が機械的損傷を受け剥離脱落したため、そこに存在していた消

化酵素が減少し(Oku 1982)、栄養分の消化吸収能が低下した可能性も考えられる。水溶性食

物繊維の GL 群の飼料摂取量はほかの食物繊維添加群に比べ、有意に低かった(Table 1-2)。

これは水溶性のグルコマンナンが腸管内で水を吸収し大きく膨潤して容積を増やし満腹感

が生じやすいことによると推測される(武田 1995)。飼料摂取量が少ないと、体重増加量が

小さくなるのは当然のことであるが、CH 群の飼料摂取量は各群間において最も多かったに

も関わらず、体重増加量が FF 群と CE 群より少なくなった。さらに、CH 群の腹腔内脂肪

重量も FF 群と CE 群よりそれぞれ約 37％、23％の減少が認められた。この減少はキトサン

による脂質の消化吸収が抑制された結果と考えられる。キトサンは胃内で溶解し、食事中

脂肪と混じり合い脂肪を小さな油滴状にする。それが腸に移行して弱アルカリ条件になる

と、油滴を包み込みゲル化する。そうなると消化酵素は作用できず、そのまま排泄される

ことが示されており(Kanauchi 1995)、本研究でのキトサン群の体重と脂肪組織量の増加抑制

はキトサンの食事脂肪に対する吸着作用によって脂質の腸管吸収が一部阻害されたことに

よると推察される。 

ラットに食物繊維を大量摂取させると、盲腸や大腸が肥大することが知られている(武田 

1995)。本研究も GL 群の盲腸の肥大と CH 群、CE 群の大腸の肥大が観察された。これは小

腸を通過し盲腸や大腸に送り込まれる未消化物の量に左右されて適応的に変化したものと

考えられる。食物繊維あるいは未消化物の保水性やゲル形成能などの物理的化学的特性に

よって、消化管腔内に存在する外因物質のいわゆる‘カサ(bulk)’が異なり、従って、腸内



通過の様相が異なる。グルコマンナンのような水溶性食物繊維は盲腸に滞留し、盲腸の肥

大を促し、一方、キトサンやセルロースのような不溶性食物繊維は大腸に滞留するため大

腸の肥大が目立つものと考えられる。しかしながら、盲腸、大腸などの肥大がどのような

生理的意義をもつかは現在のところ明らかではない。 

食物繊維の摂取によるカルシウムの腸管吸収阻害及び負の出納を示す報告が幾つかなさ

れている(Cumming 1978, Slavin 1980, Bagheri 1985, Coudray 1997)。キトサンはアミノ基を有

するカチオン性の高分子多糖類であり、キレート作用(chelate)や吸着作用などによるミネラ

ル吸収を抑制すると考えられる。Gordon と Willford らの実験では、キトサンが in vivo と in 

vitro でミネラル吸収を抑制し(Gordon 1983)、Deuchi らはキトサン添加食をラットに 2 週間

与えたところ、キトサン群の糞中カルシウム排泄量の有意な増加が認められ、キトサン群

のカルシウム吸収量がセルロース群の 60～70%しかなかったことを報告した(Deuchi 1995)。

カルシウム吸収阻害が長期間続くと、骨量の減少を引き起こす可能性が想定されるが、食

物繊維を長期間摂取させるとカルシウムの尿中排泄量などが抑制されるなどして生体が適

応現象を示し、カルシウム出納はやがて平衡になるとの報告（Coudray 1997）もある。桑野

らは、5％のイセイエビキチンとオキアミキチンを用いて、正常のラットにおけるカルシウ

ムの利用性に対する影響を検討した結果、ラットの糞中カルシウム排泄量が増加したが、

尿中排泄量が逆に低減することを報告した(桑野 1987)。しかし、キトサン投与の骨量への

影響は調べられていない。それらの実験に対して、キトサンの長期摂取が卵巣摘出ラット

に対する骨密度、骨強度などについて検討した報告は我々が初めてである(楊 2001)。本研

究でキトサン摂取は骨密度、骨強度および骨塩量の急激な低下をもたらしたことが認めら

れた。これはキトサン投与によって食事性カルシウムの消化管内吸収阻害による結果と考

えられる。骨は、生体を支える支持組織および体内の重要器官を保護する硬組織として重

要な役割を果たしていると同時に、体内のカルシウムの貯蔵庫としても機能している。カ

ルシウムの吸収阻害によって、血中カルシウムレベルが低下すると、副甲状腺機能が亢進



し、分泌された甲状腺ホルモンが破骨細胞を増加させて骨吸収を促進し、血液中にカルシ

ウムを放出して血中カルシウム濃度を上昇させる(木村 1994)。本研究のキトサン群におけ

る骨量減少は骨吸収が骨形成よりも促進されるアンカプリング状態が長く続くことによっ

てもたらしたものと推察される。キトサンによるカルシウム吸収阻害作用の機構について

はいまだ明らかではないが、いくつかの原因が推測される。桑野ら(1987)は消化管内におけ

る食物塊の体積がキトサンにより大きくなり、カルシウムと消化管壁との接触機会を減少

させると報告しており、Cassidy ら(1981)の走査電子顕微鏡を用いた観察では、食物繊維を

大量に摂取されたラットは小腸粘膜吸収上皮細胞表面が損傷を受けることを示している。

また、十二指腸粘膜には腸管からのカルシウム吸収に重要な役割を果たしているカルシウ

ム結合タンパク質(CaBP)が存在している。小腸粘膜吸収上皮が損傷を受けると、この CaBP

も減少することが推測され、腸管でのカルシウム吸収が低下すると考えられる(Oku 1982)。

キトサンは上述の作用が単独もしくは複合してカルシウムの吸収に影響を与えるものと考

えられるが、今後詳細な検討が必要と考えられる。 

現在、キトサンは女性の間で、肥満を予防するダイエット補助食品として広く用いられ

ているが、長期摂取による体に対する影響についてほとんど研究されていない。我々はキ

トサンのコレステロール低下作用と体脂肪蓄積抑制作用を再確認したと同時に、キトサン

の長期摂取が骨密度の低下を引き起こすことを見出した。 

キトサンは卵巣摘出ラットにおいて血清総コレステロール低下作用と体脂肪の蓄積を抑

制する一方、骨密度と骨強度を減少させ、骨粗鬆症の進行を助長する可能性を新しく見出

した。これから、キトサンをダイエット補助食品として長期摂取する際には、骨量低下を

予防する方法の発現及び骨量低下機構の解明が今後の課題である。 

 

 

 



 

 

 

 

 

第 3 章 キトサンの長期摂取が引き起こす卵巣

摘出ラットの骨量減少機構 
 

 



緒言 

 

前章でキトサンの長期摂取が卵巣摘出(OVX)SHRSP ラットの血清総コレステロールを低

下させると同時に骨量の低下を引き起こすことを報告した。キトサンの長期摂取が卵巣摘

出ラットの骨量低下を引き起こすとの報告は我々が初めてである(楊 2001)。骨は、たんぱ

く質（コラーゲン）を主体とする有機基質とリン酸カルシウムを主体とする無機質を主成

分として形成されている。骨ミネラルの大部分はカルシウムとリンで占められている。従

って、これら栄養素の不足は骨量低下の大きな原因の 1 つといえる(塚原 2001)。また骨は、

その形態と強度を維持しつつ、血清カルシウム濃度を維持するために、常に骨吸収と骨形

成、すなわちリモデリングを繰り返している。骨リモデリングにおける骨吸収と骨形成と

の間の平衡（カップリング）が破綻すると、骨量や骨強度の低下がもたらされる。この骨

量変化の機構には様々な因子が複雑に関与する。一方、炭水化物系のポリマーが大部分を

占める食物繊維は保水性、ゲル化能、吸着作用、キレート作用などを発現させる物理化学

的特性を有し、消化管腔内でこれらの特性により食物成分や内因性物質の消化吸収速度遅

延、吸収阻害あるいは消化管上皮組織の損傷を引き起こし、結果的に生体の生理、生化学

的状態や組織の構造にも影響を与える(武田 1995)。キトサンはアミノ基を有するカチオン

性の高分子多糖類であり、キレート作用や吸着作用などによるカルシウムの吸収を抑制す

ると考えられる。実際、キトサン摂取によるカルシウムの腸管吸収阻害を示す報告が幾つ

かなされている(桑野 1987, Deuchi 1995)。また、キトサンのポリカチオンの性質を考えると、

リンの生体利用効率を低下させる可能性が大きいのではないかと推定される。 

現在、キトサンは肥満、高脂血症などの生活習慣病に対する予防効果が期待される機能

性食品因子である。キトサン摂取による骨量減少を予防するため、骨量減少の機構を解明

する必要がある。そこで、本研究はキトサン摂取による骨量低下の機構を解明する目的で、

前章での実験同様、卵巣摘出 SHRSP ラットを用いて投与実験を行い、キトサンの長期摂取



がカルシウムとリンの出納、骨吸収量を示す骨代謝マーカー、血清骨代謝関連ホルモンの

応答及び十二指腸ビタミン D レセプター(vitamin D receptor; VDR)、ビタミン D 依存性カル

シウム結合タンパク質(vitamin D dependent calcium binding protein 9K; CaBP D9K)mRNAs 発

現に及ぼす影響を検討した(実験 1)。またリンの腸管吸収量の減少が体内カルシウムの排泄

を高める可能性が認められたので、リン量を低下させた飼料を卵巣摘出ラットに投与した

場合のカルシウムとリンの出納を調べた(実験 2)。更に、近年では、食物繊維が腸内発酵産

物である短鎖脂肪酸などの有機酸を介して、カルシウムなどのミネラル腸管吸収に好影響

を与えるとの報告(Demigne 1989, Levrat 1991, Coudray 1997)を考慮に入れて、キトサン投与

が盲腸内有機酸の種類と量に及ぼす影響についても検討を行った(実験 3)。 

 



方法 

 

実験 1 

1. 実験動物及び飼育方法 

 4 週齢雌 SHRSP ラット(脳卒中易発症性高血圧自然発症ラット、船橋農場(株))13 匹を市販

固形飼料(MF、オリエンタル酵母(株))で 12 週齢まで飼育後、卵巣摘出手術(OVX)を施し、

体重が等しくなるようセルロース 10%投与群(CE)、キトサン 10%投与群(CH)の 2 群に分け

た。ラットは個別の金網ケージに入れて室温 24±2℃、湿度 50±5%、21 時消灯、7 時点灯の

恒温室で飼育し、飼料は AIN-93M の組成に基づき、カルシウムの含有量を 0.1%にした低カ

ルシウム飼料とし(Table 2-1-1)、飲料水（蒸留水）と共に 6 週間自由摂取した。各ラットの

体重は週 1 回測定し、飼料摂取量は1 日おきに測定した。 

 

2. 飼料採取と処理 

 飼育第 6 週目の 4 日間ラットを個別に代謝ケージに移し、糞尿を分離採取して、カルシ

ウム及びリンの出納を調べた。糞採取マーカーには、カルミンを用い、飼料中に 0.1%添加

した。尿は、5N 塩酸 10mL入のプラスチック製ポリビンに採取した。採取後、蒸留水で 250mL

とし、No.7(無灰分)濾紙にて濾過後、分析試料とした。また、実験終了 2 日前に飼料を通常

通りに与えながら 24 時間尿を採取し、尿中デオキシピリジノリン(DPD)の測定に供した。

飼育終了後、一夜絶食させたラットをペントバルビタールナトリウム麻酔下において開腹

し血液を採取した後、遠心分離により血清を得、ミネラル、骨代謝マーカー、カルシウム

調節ホルモンの測定に当てた。その後直ちに十二指腸を摘出し、VDR 及び CaBP D9K mRNA

の発現に供した。肝臓、子宮、脂肪組織(後腹壁ならびに腎周辺)を摘出し重量の測定を行っ

た。骨試料は左右大腿骨、第 4 腰椎(L4)を摘出し、軟組織を除去後、測定まで生理食塩水に

入れ-30℃で保存した。 



3. 血清生化学検査 

 血清中アルカリホスファターゼ(alkaline phosphatase, ALP)活性測定にはアルカリ性ホスフ

ァ B－テストワコー(和光純薬(株))を用いた。ALP は体内緒器官に広く分布し、その起源は

造骨組織に由来するものが多いとされている。骨由来の ALP は骨芽細胞が活発に分裂する

際に分泌されるため、骨形成を反映する指標として利用されているが、今回用いた方法は

骨由来 ALP だけを選択的に測定しているわけではないので、必ずしも骨形成動態を正しく

反映しているとは言えないが、その相対的尺度として十分に使用できると考えられる。 

 骨吸収マーカーの尿中デオキシピリジノリン (DPD) は EIA 法 (Osteolinks-DPD, 

MetraBiosystems Ltd., Whwatley, Oxon., U.K.)を用いて測定した。DPD は骨基質の有機成分の

約 90%を占める I 型コラーゲンの分子間において架橋を形成し、コラーゲン繊維の安定性に

寄与している架橋物質である。骨破壊時のコラーゲンの分解に伴い骨外へ放出されるが、

体内では代謝を受けず尿中に排泄されるため、尿中の DPD 量の測定は骨吸収の状態を評価

するための指標として広く用いられている。血清カルシウム、リン及びマグネシウム(Mg)

濃度はそれぞれ市販の臨床用キット、カルシウム C－テストワコー、ピ－テストワコーとマ

グネシウム B－テストワコー(和光純薬(株))にて測定した。血清 1α,25-dihydroxyvitamin 

D3(1α,25(OH)2D3)はradioimmunoassay法(TFB, 1,25(OH)2D RIA Kit, Immuno Diagnostic System 

Ltd., Boldon, U.K.)を用いて測定した。血清副甲状腺ホルモン(parathyroid hormone, PTH)は

EIA 法(Biotrak parathyroid hormone, rat, ELISE system, Amersham Pharmacia Biotech K.K., 

U.S.A.)にて測定した。 

 

4. 飼料及び糞中カルシウムとリンの測定 

 飼料及び糞については、凍結乾燥を行った後、硝酸及び過塩素酸を加え、湿式灰化を行

い、原子吸光法(原子吸光分光光度計、日立 7130 型)によりカルシウムを定量した。糞中リ

ン排泄量、尿中カルシウムとリン排泄量も血清と同様の方法で測定した。カルシウムとリ



ンの出納は次式より算出した。 

吸収量(mg/4d)：摂取量－糞中排泄量  

吸収率(%)：(摂取量－糞中排泄量)÷摂取量×100 

保留量(mg/4d)：摂取量－(糞中排泄量+尿中排泄量) 

保留率(%)：〔摂取量－(糞中排泄量+尿中排泄量)〕÷摂取量×100 

 

5. 骨試料測定法 

 大腿骨および第 4 腰椎の骨密度は第 2 章と同様に DEXA法にて測定した。大腿骨骨強度

は 3 点曲げ試験法により、小動物用骨強度試験機 TK-252C(室町機械)を使用してプランジャ

ースピード分速 5mm、サンプルホルダー間隔 12mm の条件で計測し、第 4 腰椎骨は同様に

プランジャースピード 5mm で圧縮試験を行った。骨強度(stiffness, N/mm)は破断時にかかっ

ていた最大荷重(Ultimate strength, N)を破断までにたわんだ距離(Distance, mm)で割ることに

より算出した。 

 骨中成分分析は第 2 章と同様に灰化した後に行った。灰化した大腿骨は試験管に移し、

4mL の濃塩酸で溶解した。さらに蒸留水で 100mL にメスアップし、その一部を血清チュー

ブに移し、カルシウム、リン量測定まで保存した。カルシウム、リン含有量を血清と同様

の方法で求めた。 

 

6. 十二指腸からの RNA 抽出および逆転写反応による Complementary DNA (cDNA)の合成 

十二指腸からの RNA 抽出は acid guanidium-phenol-chloroform (AGPC)法より行い、全て氷

上で操作した。摘出した十二指腸は PBS (phosphate-buffered saline)にて十分洗浄した後、ハ

サミで細かく切り、500μl の RNAzol(guadine thiocynante 4M, 2-metrcaptoethanol 0.1M and 

phenol, TEL-TEST, INC., U.S.A.)を加えさらにホモジェナイズした。ホモジェナイズ溶液をエ

ッペンドルフチューブ(1.5mL)に移し、50μl のクロロホルムを加え攪拌し、氷上にて 5 分処



理した後 4℃の 12000g×15 分間遠心した。上清(RNA 層)をエッペンドルフチューブに移し、

イソプロピルアルコール 250μl を加え攪拌し、氷上にて 15 分処理した後、さらに 4℃で

12000g×15 分間遠心し、RNA pellet を得た。その後 75%エタノールを 1mL 加え転倒混合洗

浄した後、cDNA 合成時まで冷凍保存(-80℃)した。 

RNA からの cDNA 合成には、First Strand cDNA Synthesis Kit(Pharmacia Biotech, U.S.A.)を

用いた。RNA pellet は室温にて 15 分間乾燥した後、10μl の DNase/Rnase を含まない純水で

溶解し、total RNA の量は分光光度計を用いて 260μm における吸光度を測定することによ

り求めた。逆転写反応は Moloney Murine Leukemia Virus (M-MuLV)の逆転写酵素を含む反応

液(45mM Tris(pH8.3), 68 mM KCI, 15mM DTT, 9mM MgCl2, 0.08mg/ml BSA, 1.8 mM dNTPS, 

0.2μg random hexamer)を用いて 37℃にて 1 時間行った。 

 

7. Semi-quantitative polymerase chain reaction (PCR) 

 PCR に用いた VDR, CaBP D9K, GAPDH(glyceraldehydephosphate dehydrogenase)のプライマ

ーの塩基配列および products サイズを Table 2-1-2 に示す。PCR には  rTag DNA 

Polymelase(Sigma chemical CO., U.S.A.)を用いた。最終濃度が Tris-HCL-10mM, KCI-50mM, 

MgCI2-10mM, dNTPmix-200μM, プライマー0.25μM, rTaq-0.25U となるよう調整し、この

mix19μl に 1μl の cDNAを加えて総 20μl の反応液で PCR を行った。Thermocycle の増幅

反応条件は 94℃30 秒間の denaturation, 53℃(VDR, GAPDH), 51℃(CaBP D9K)1 分間の

annealing, 72℃1 分間の extension であった。なお、VDR および CaBP D9K は 24 サイクル、

GAPDH は 26 サイクルであった。また、ハウスキーピング遺伝子 GAPDHに対する相対量

を遺伝子発現の指標とし定量した。 

 PCR 産物は、2.5%アガロースゲルで電気泳動した。泳動後、エチジウムブロマイド液で

染色し、紫外線下で発光させ発光強度を求めた。また、GAPDHとの比を取るため、同一ゲ

ル上で同一ローデング量を用いた。 



 解析には Biomax 1D image analyze software(Kodak, U.S.A.)を使用した。 

 

実験 2 

1. 実験動物および飼育方法 

実験動物は 12 週齢の SHRSP 雌ラット(船橋農場(株))12 匹を使用した。ラットは卵巣摘出

手術(OVX)を施し、体重が等しくなるよう食物繊維無添加 0.3%リン投与群(P 群)、0.1%リン

投与群(LP 群)の 2 群に分け、飼料は AIN-93M の組成に基づき、カルシウムの配合比 0.5%

を 0.1%に下げ、さらに飼料中のリン含量が 0.1%(P 群)または 0.3%(LP 群)になるように

KH2PO4 で調整した(Table 2-2-1)。各ラットの体重は週一回測定し、飼料摂取量は 1 日おきに

測定した。ラットの飼育条件は実験 1 と同様であった。 

 

2. 飼料採取と処理 

飼育期間終了直前の 4 日間代謝ケージにてラットごとに尿を採取した。尿は、5N 塩酸 10m

Ｌ入りのポリビンに採取した後、蒸留水で 250mＬとし、No.7(無灰分)濾紙にて濾過後、カ

ルシウムおよびリン含有量の測定に供した。飼育終了後、一夜絶食させたラットをペント

バルビタールナトリウム麻酔下で採血し、臓器を摘出し、重量測定を行った。血液は遠心

分離して血清を得、カルシウムとリン濃度の測定に当てた。 

 

3. 分析方法 

尿中カルシウム、リン含有量および血清中カルシウム、リン濃度の測定方法は実験 1 と

同様であった。 

 

実験 3 

1. 実験動物および飼育方法 



実験動物として、12 週齢雌 SHRSP ラット 18 匹に OVX を施し、体重が等しくなるよう食

物繊維無添加群(FF)、セルロース 10％投与群(CE)、キトサン 10％投与群(CH)の 3 群に分け、

飼料及び蒸留水を 6 週間自由摂取させた。実験試料は AIN-93M(Ca 0.5%)に準拠したが、Ca

の配合比は 0.1%に下げたものを使用した(Table 2-3-1)。ラットの飼育条件は実験 1 及び実験

2 と同様であった。 

 

2. 飼料採取と分析方法 

飼育期間終了後、ラットをペントバルビタールナトリウム麻酔下で採血屠殺した後、直

ちに回盲接合部および盲腸と結腸の接合部および腸間膜の血管を結紮し、盲腸を内容物を

含んだまま盲腸を摘出した。なお、実験の趣旨から絶食させることなしにラットの処置を

行った。摘出した盲腸をハサミで切開し、内容物の一部を直ちに pH の測定に当て、残りの

内容物をエッペンドルフチューブに入れ、水分量と有機酸含量の測定に供した。pH の測定

について、盲腸内容物約100mgをサンプリングし、コンパクトpHメーター(compact pH meter, 

twin pH, 堀場製作所 )の平板電極上に塗布し、pH の測定を行った。盲腸内水分含量の測定

は、凍結乾燥により行った。凍結乾燥後、重量の測定を行い、乾燥前の値と比較し、その

値を水分含量とした。盲腸内有機酸含量の測定は高速液体クロマトグラフィー(HPLC)法に

て行った。盲腸内容物約 200mg を 2.0ｍL エッペンドルフチューブにサンプリングし、5 倍

量の蒸留水を添加して、均質化した後、遠心分離(12000 rpm×15 min, 4℃)を行い、上清を採

取した。本上清 0.9mＬに 10%過塩素酸溶液 0.1mＬを添加し、4℃で一夜放置した。過塩素

酸処理後、遠心分離(12000 rpm×15 min, 4℃)に供した。上清をフィルター(0.45μm、GL ク

ロマトディスク、イオンクロマト系、ジーエルサイエンス(株))を用いて濾過し、HPLC に

よる測定に供した。HPLC の条件は以下の通りとした。 

カラム：Shodex KC-811(昭和電工(株)、東京)×2 

溶離液：3.75mM 過塩素酸溶液+1.75%アセトニトリル 



pH 調整剤：3.75mM 過塩素酸溶液+1.75%アセトニトリル+15mMTris 

流速：1.0mL/min. 

検出器：電導度検出器(waters 432 conductivity Detector) 

カラム温度：42℃ 

セル温度：45℃ 

波形解析ソフト：ミレニアムソフトウエア(Waters) 

 

 

統計的処理 

 測定値は、平均値±標準誤差で示した。全ての統計処理は市販ソフトウエア｢SPSS Version 

9.0｣を使用して分散分析を行い、平均値の差の検定は LSD 型の多重比較法を用いて有意水

準 5%未満(P<0.05)で検定した。 



結果 

 

実験 1 

1. 飼料摂取量、体重、臓器重量 

 飼料摂取量、体重増加量(body wight gain)及び各臓器重量について群間の差は見られなか

った(Table 2-1-3)。 

 

2. 骨性状 

大腿骨及び第 4 腰椎の BMD、骨強度、カルシウムとリンの含有量を Fig. 2-1-1 に示す。

CE 群に比べて CH 群の大腿骨 BMD で 8%(P<0.001)、骨強度で 14%(P<0.05)、 カルシウム含

有量で 8％(P<0.001)、リン含有量で 4%(P<0.01)、それぞれ有意な減少を示した。また、CE

群に対して CH 群では第 4 腰椎 BMD で 13%(P<0.01)、骨強度で 26%低下し、大腿骨の結果

と同じ傾向が認められた。 

 

3. カルシウム及びリン出納 

 飼育期間中、第 6 週目の 4 日間代謝ケージにてラットごとに糞尿を分離採取し、カルシ

ウム、リンの出納を調べた。Table 2-1-4 にカルシウム及びリンの出納を示した。カルシウ

ム摂取量とカルシウム糞中排泄量については CE群と CH 群の間で差は見られなかった。CH

群のカルシウム吸収率(%)は CE 群に比べてやや高くなる傾向が認められた(43.3±2.8 vs 

38.4±2.2, NS)。CH 群のカルシウム吸収率は CE 群より高い傾向にあったが、CH 群の尿中

カルシウム排泄量(mg/4d)が有意に増加したために(12.6±0.6 vs 5.2±0.3, P<0.001)、カルシウム

の体内保留率(%)では CE 群に比べて有意な低値を示した(19.0±3.1 vs 27.3±2.0, P<0.05)。 

 CE 群のリン摂取量は CH 群に比べて有意に多くなった。これは本実験に使用しているセ

ルロースにリンが含まれていたためと思われる。CH 群のリン摂取量は CE 群より有意に少



なかったものの、糞中リン排泄量(mg/4d)は CE 群に比べて有意に増加した(42.3±2.1 vs 

32.4±2.5, P<0.05)。尿中リン排泄量では、CE 群と CH 群の群間差は見られなかった。CH 群

のリン吸収率(78.5±1.1 vs 87.6±0.8%, P<0.001)およびリンの体内保留量(mg/4d)は CE 群に比

べ、有意な低下が見られた(71.8±4.8 vs 145.4±5.2, P<0.001)、リンの生体利用性がキトサン摂

取によって著しく低減することが明らかにされた。 

 

4. 血清生化学検査 

 尿中カルシウム排泄量が多かった CH群の血中カルシウム濃度は CE群より有意に低下し

た(P<0.05, Table 2-1-5)。それに対して、CH 群では、血中リン濃度(mg/dL)は CE 群に比べ生

体利用効率が顕著に低いにもかかわらず有意な高値を示した(6.7±1.1 vs 4.0±0.8, P<0.05)。血

中マグネシウム濃度について群間差は見られなかった。 

 

5. 骨代謝マーカー及びカルシウム調節ホルモン 

 骨代謝マーカー及びカルシウム調節ホルモンの測定値を Table 2-1-6 に示す。血清 ALP 活

性（IU/L）は CE 群に比べて CH 群で有意な低下が認められ、骨形成が CH 投与で減退する

ことを窺わせた(67.8±2.9 vs 142.7±20.1, P<0.001, Fig. 2-1-2)。24時間尿中DPD濃度について、

CH 群では CE 群に比べやや高い傾向を示したが有意差は認められなかった(Fig. 2-1-2)。 

血清 PTH濃度では、CH 群で CE 群に比べて 43%上昇したが、有意差が認められなかった

(Fig. 2-1-3)。腸管でのカルシウム吸収を促進する 1,25(OH)2D3 濃度(pg/mL)が CH 群では CE

群に比べ約 3.5 倍有意に高くなり、体液カルシウムの恒常的不足をきたしていることが示さ

れた(359.7±18.6 vs 102.4±12.7, P<0.001, Fig. 2-1-3)。 

 

6. 十二指腸の VDR 及び CaBP D9K mRNAs 発現 

十二指腸の VDR 及び CaBP D9K mRNAs 発現は PCR 法にて定量した。十二指腸での VDR



及び CaBP DPK mRNAs 発現はハウスキーピング遺伝子 GAPDHに対する相対量にて半定量

的に算出し、Fig. 2-1-4 に次章で検討するビタミン C 添加効果の結果と併せて示す。CH 群

では CE 群に比べ VDR 及び CaBP DPK mRNAs の有意な上昇が認められ、CH によるビタミ

ン D 栄養状態の低下ないしは小腸上皮組織の損傷に伴うカルシウム吸収能の減少は見られ

ないことが判明した(P<0.05, Fig. 2-1-4)。 

 

実験 2 

 

1. 飼料摂取量、体重、臓器重量 

飼育期間中の飼料摂取量について、LP 群は P 群よりやや高いが、有意差が見られなかっ

た。実験開始時体重と最終体重の差から体重増加量を求めると、飼料摂取量の結果と同傾

向が見られ、LP 群が P 群に比べ有意な増加が認められた(P<0.05, Table 2-2-2)。肝臓、腹腔

内脂肪および子宮重量は群間差が見られなかった。 

 

2. 血清カルシウム、リン濃度及び尿中カルシウム、リン排泄量 

血清カルシウム及びリン濃度は群間の差が見られなかった(Table 2-2-3)。P 群に比べて LP

群の尿中カルシウム排泄量が有意な高値を示し、リンの生体利用効率の低下は内因性カル

シウムの尿中排泄を増加させることが確認された(7.4±1.5 vs 13.6±1.4, P<0.05, Fig. 2-2-1)。尿

中リン排泄量では、尿中カルシウム排泄量と同じ傾向を示し、LP 群が P 群より有意に高く

なった(42.9±1.8 vs 60.6±2.7, P<0.001, Fig. 2-2-1) 

 

実験 3 

 

1. 飼料摂取量、体重、臓器重量 



体重、飼料摂取量および臓器重量の結果を Table 2-3-2 に示す。CE 群の飼料摂取量は最も

高く、FF 群に比べ有意に増加した(P<0.05)。体重増加量も同傾向が見られたが、群間の差は

認められなかった。また、肝臓、腹腔内脂肪および子宮重量も群間に差が認められなかっ

た。 

 

2. 盲腸内容物有機酸含量、水分量及び pH 

CH 群の酢酸、プロピオン酸は FF 群及び CE 群と比較して有意に増加し CH は腸内菌叢に

よる異化を CE より受けやすいことが示された(Table 2-3-3)。総有機酸濃度も CH 群が最も多

く、FF 群に比べると有意な高値を示した(P<0.01)。水分量では、CE 群が FF 群に比べ有意

に低値を示し(P<0.001)、CH群がCE群及びFF群より有意に高くなった(P<0.05 vs FF, P<0.001 

vs CE)。CH 群の総有機酸は CE 群及び FF 群に比べて有意な増加が見られたが、盲腸内容物

の pH は CH 群で CE 群及び FF 群に比べ有意に高値を示し、CH 投与が盲腸カルシウムの吸

収を促す可能性は少ないものと思われる(7.40±0.08 vs 6.98±0.18(FF), 6.86±0.12(CE), P<0.05 

vs FF, P<0.01 vs CE)。



考察 

 

 前章でキトサンの長期摂取は閉経後女性モデルである卵巣摘出 SHRSP ラットにおいて血

清総コレステロールの上昇を抑制する一方、骨密度と骨強度を減少させ、骨粗鬆症の進行

を助長する可能性があることを新たに見出した。本研究ではキトサン摂取による骨量低下

の病態生理と発現機構を解明するため、骨のリモデリング状態、カルシウムの生体利用性

と体内動態に与える影響を骨代謝マーカー、出納試験を用いて検討した。また、カルシウ

ム吸収に関連する十二指腸ビタミン D レセプター(VDR)、ビタミン D 依存性カルシウム結

合タンパク質(CaBP D9K)mRNAs の発現および盲腸有機酸に対するキトサン摂取の影響に

ついても検討した。 

 本研究でも前章での実験同様、キトサン摂取が OVX SHRSP ラットの大腿骨骨密度、骨強

度、カルシウムおよびリン含有量、第 4 腰椎骨密度、骨強度の有意な低下を引き起こした。

キトサンはアミン基を有するカチオン性高分子多糖類であり、キレート作用や吸着作用な

どによるカルシウムの吸収を抑制すると報告されている(Gordon 1983, Deuchi 1995)。我々は

当初キトサン投与による骨量の低下はキトサンが小腸からのカルシウムの吸収を抑制し、

結果的に体内カルシウムの不足を引き起こすことにより発現すると想定して、キトサンの

長期摂取がカルシウムの腸管吸収と体内保留に及ぼす影響を出納試験を用いて検討した。

本研究では、キトサン 10%を含む飼料をラットに 6 週間自由摂取させ、第 6 週目の 4 日間

代謝ケージにてラットごとに糞尿を分離採取し、カルシウムおよびリンの出納を調べた。

その結果、Table 2-1-4 に示したように、CH 群と CE 群の糞中カルシウム排泄量およびカル

シウム吸収率においては有意差が認められなかったが、CH 群の尿中カルシウム排泄量は

CE 群のそれに比べ、約 2.4 倍と大幅に増加し(P<0.001)、体内保留率においても有意に減少

した(P<0.05)。これらの成績から判断すると、キトサンによる骨量減少はカルシウムの吸収

が阻害されるのではなく、尿中へのカルシウムの排泄が促進されることに基づいて起こる



ことが示唆された。この結果は Wada ら(1997)の結果と一致している。Wada らは 47Ca を使

ったカルシウム代謝試験において、キトサン 5%投与では、カルシウムの腸管吸収阻害は起

こらなかったが、尿中カルシウム排泄量が増えた結果、体内の 47Ca 保留量が有意に低下し

たと述べている。尿中に排泄されるカルシウムは主として骨から血液中に動員されたカル

シウムに由来するので、骨吸収の間接的な指標になるといわれている(Nordin 1976)。本研究

が示されたキトサン摂取に伴う高カルシウム尿症は、骨吸収マーカーである尿中デオキシ

ピリジノリン(DPD)濃度が CE 群に比べて CH 群で高くなる傾向が見られたこと(Fig. 2-1-2)

から、骨吸収の著明な亢進、すなわち骨塩溶出増加によりもたらされたものと思われる。

また、CH 群の血中カルシウム濃度は CE 群に比べ有意に減少した(P<0.05)が、キトサン摂取

に伴う尿中カルシウム排泄が骨吸収による血液へのカルシウム補給を上回る速度で進むこ

とを示唆するものであり、後述するリンの相対的不足が腎尿細管からのカルシウムの再吸

収を低下させる可能性も考慮する必要があろう。さらに、CH 群では血中 PTH 及び活性型

ビタミン D(1,25(OH)2D3)濃度の顕著な上昇も見られた。PTH は血中カルシウム濃度の低下

時に分泌が高まり、腎臓において 25(OH)D から活性型ビタミン D1,25(OH)2D3 への合成反応

に係わり、生成した活性型ビタミン D が腸管からのカルシウムの能動的吸収に重要な働き

をする。PTH はまた、骨において骨芽細胞を刺激して破骨細胞の活性を高めることにより

骨吸収を亢進させる(千勝 1999)。本研究でキトサン摂取が PTHの分泌を促した直接的原因

は、キトサンが間接的に骨からの動員を上回る速度で尿中へのカルシウム排泄量を増加さ

せたことに起因して血中カルシウム濃度が低下したためであるが、PTH の分泌亢進はキト

サン摂取が恒常的な体内可溶性カルシウムプールを小さくしていることの反映でもあり、

事実活性型ビタミン D の血中濃度が 3.5 倍もの上昇を示している。従って、キトサン摂取に

よる骨量減少は PTHが骨吸収を促進し、恒常的に骨吸収が骨形成を上回る速度で進行した

結果として発現したものと推定される。 

 本研究では、キトサン摂取によるカルシウムの尿中排泄増加の原因を特定するには至ら



なかったが、リンの出納結果から次の様な原因による可能性が示唆された。すなわち、CH

群の糞中リン排泄量が CE 群より有意に高く(P<0.05, Table 2-1-4)、一方でリンの吸収率およ

び体内保留率は CE 群に比べて有意に低下した(P<0.001)ことから、リンの生体利用性がカチ

オン性高分子多糖類であるキトサン摂取によって減少し、カルシウムとリンの濃度バラン

スが崩れたことが関与すると考えられる。いずれにせよ、キトサンがリンの糞中排泄量を

増大させることは確かであり、Baxter ら(2000)もラットに 1%のキトサン添加飼料を 30 日間

与えたところ、キトサン投与群の糞中リン排泄量が対照群に比べ有意に増加したと報告し

ている。リンはカルシウムとともに骨の主構成成分であり、リン酸カルシウムという形で

骨に存在し、キトサン摂取によってリンの腸管吸収が阻害されると、体内に利用できるリ

ンが減少するため、骨から血中にリンとカルシウムを放出し、余分なカルシウムは尿中へ

排泄されると考えられる。この仮説を検証するために、実験 2 で、食物繊維の影響を排除

し、リンの摂取低下が尿中カルシウム排泄量を増加させるか否かを検討した。その結果、

低リン(0.1%)投与群(LP 群)の尿中カルシウム排泄量は 0.3%リン投与群(P 群)に比べ、有意な

増加が認められ、実験１と類似した結果が得られた(P<0.05, Fig. 2-2-1)。しかし、低リン食

の投与は尿中カルシウム排泄量だけではなく、尿中リン排泄量の有意な増加ももたらされ、

食事中のリン欠乏は体内のカルシウム及びリン代謝に影響を及ぼすことが示唆された。そ

の一方、本研究の結果と一致している Wada ら(1997)はキトサンが腸内細菌によって発酵さ

れて生じた発酵産物が体内に吸収され、これらの産物が骨からのカルシウム動員を刺激す

る可能性を示唆した。カルシウム代謝に及ぼすキトサン摂取の影響について、今後さらに

詳細な検討が必要と考えられる。 

 先行研究の多くはキトサンがカルシウムの腸内吸収を抑制し、カルシウムの糞中排泄量

を増加させることを報告した。我々もこのような現象を想定して出納試験を行ったが、CE

群と CH 群の糞中カルシウム排泄量とカルシウム吸収率について有意差が見られなかった

(Table 2-1-4)。今までの先行研究はいずれも通常ラットを使用した 2 週間以内の短期間にお



ける検討であったため、我々の結果との相違は、飼育期間、ラットの種類の違いによって

生じるものと思われる。本研究では、CH 群の血中カルシウム濃度が有意な低下を示し、カ

ルシウム調節ホルモンである PTH および 1,25(OH)2D3 が有意に上昇した。腸管からのカル

シウム吸収には異なった 2 つの機構が配備されている。一つは十二指腸から小腸上部

(duodenum and jejunum)において行われる能動輸送であり、もう一つは小腸下部(ileum)にか

けて行われる拡散輸送である。前者は活性型ビタミンDやカルシウム結合タンパク質(CaBP)

が関与する。本研究では、CH 群の血中 1,25(OH)2D3 濃度が CE 群に比べ有意に増加したこ

とから、VDR 及び CaBP に影響を及ぼす可能性が示唆された。 

 小腸上部での能動輸送はビタミン D 依存性カルシウム結合タンパク質(CaBP D9K)の存在

が必要とされている(Bronner 1986)。活性型ビタミン D はビタミン D レセプター(VDR)を介

して CaBP D9K の合成を促進し、カルシウムの腸内吸収に貢献する(Henry 1984, Pike 1991)。

本研究では、十二指腸 VDR 及び CaBP D9K mRNAは RT-PCR 法を用いて測定された。その

結果、CE 群の血中活性型ビタミン D 濃度が CE 群より約 3.5 倍も有意に高く、十二指腸の

VDR および CaBP D9K mRNAも有意に増加した(P<0.05)。これらの成績から、本研究でキ

トサン摂取がカルシウムの腸管吸収に影響を及ぼさなかった理由は、VDRおよび CaBP D9K 

mRNA の増加によってカルシウムの能動輸送が促進されることによると思われる。 

 一方、最近では大腸に達した食物繊維などの未消化物は大腸内の腸内細菌により発酵さ

れ、短鎖脂肪酸(SCFA)などの有機酸の生成によってカルシウムなどのミネラル吸収を促進

すると報告されている(Demigne 1989, Levrat 1991, Coudray 1997)。腸管から吸収できるカル

シウムはイオンの形で存在するカルシウムのみである。食事より摂取するカルシウムは必

ずしもイオンの形でなく、化合物(塩)の形である場合が多い。食物が胃で消化される際胃液

が強酸性であることからすべてのカルシウムは一次的にイオンの形になるが、十二指腸に

移動して吸収される時点では、膵液の分泌によって弱酸性から中性域になり、カルシウム

イオンは塩を形成するようになる。従って、消化管の中で、いかにカルシウムをイオンの



ままで保つかは非常に重要なことである。カルシウムのイオン化を高める方法については

腸管内の pH を下げて酸性側にすることである。小腸で消化されない食物繊維は大腸内の腸

内細菌により発酵され、有機酸が生成される。これらの有機酸は腸管内の pH を下げ、イオ

ン化カルシウムの濃度を上げ、カルシウムの吸収を促進すると言われている(Remesy 1992)。

したがって、食物繊維の一種であるキトサンは腸内細菌の作用により有機酸を生成し、カ

ルシウムの吸収に影響を与える可能性が考えられる。我々はキトサンまたはセルロースを 6

週間摂取したラットの盲腸内有機酸、pH を食物繊維無添加飼料を摂取したラットのそれと

比較した(実験 3)。キトサンを摂取したラットの盲腸内酢酸、プロピオン酸などの短鎖脂肪

酸濃度は FF 群と CE 群に比べ有意な増加が見られ(Table 2-3-3)、総有機酸濃度も CE 群より

高い傾向にあり、FF 群に比べ有意な高値を示した(P<0.01)。しかし、総有機酸が増加したに

もかかわらず、盲腸内容物 pHでは逆に CH群で有意に高かった。盲腸内で生産された酢酸、

プロピオン酸は速やかに吸収される(Engelhardt 1995)のに対し、乳酸やコハク酸は吸収され

にくい(Umesaki 1979)。乳酸やコハク酸は盲腸内で生成されると管腔内に蓄積しやすく、結

果として盲腸内の pH を低下させる(Hoshi 1994)。本研究では、CH 群の盲腸内酢酸とプロピ

オン酸濃度は有意に高かったが、乳酸やコハク酸は CE 群または FF 群に比べやや少なかっ

たため、盲腸内 pH が低下しなかったと考えられた。従って、実験１で CH 群でカルシウム

腸内吸収が低下しなかった原因は盲腸内有機酸の増加によるものではないことが示唆され

た。しかし、キトサン摂取は血中コレステロール低下作用に関与する盲腸内プロピオン酸

を有意に増加させることから、第 2 章で見られたキトサン摂取群の血清コレステロールの

低下の原因につながると考えられる。 

 以上の結果から、低カルシウム食投与時のキトサンによる骨量減少はカルシウムの吸収

が阻害されるというより、尿中へのカルシウム排泄が促進されることに基づいて起こるこ

とが示唆された。また、キトサンによるカルシウムの尿中排泄増加はリンの吸収阻害作用

を介して発現する可能性も示された。 



 

 

 

 

 

第 4 章 キトサンの長期摂取による卵巣摘出ラ

ットの骨量減少に対するビタミン C またはカル

シウム添加の効果 
 



緒言 

 

第 2 章で長期的なキトサン摂取が閉経後女性モデルである卵巣摘出(OVX)SHRSP ラット

の血清総コレステロールを低下させる一方、骨密度と骨強度を減少させ、骨粗鬆症の進行

を助長する可能性が示された。そして第 3 章に記したように、キトサン摂取に伴う骨量減

少は消化管腔内においてキトサンが飼料由来のカルシウムの吸収を阻害して体内カルシウ

ムの不足を招いたためではなく、内因性カルシウムの尿中排泄を増加させて血中カルシウ

ム濃度の低下をひき起こし、結果的に骨から血中へのカルシウムの動員を高めたことによ

ると考えられる。キトサンは肥満、高脂血症などの生活習慣病に対する予防効果が期待さ

れる機能性食品因子である。キトサンの効果を最大限に活用するためには、カルシウムの

体内保留を高めることにより骨量減少抑制効果を発揮する食物因子と組み合わせることが

重要であり、キトサンによる骨量低下の予防には十分な量のカルシウム摂取あるいはその

吸収を高める食物因子の同時投与が有効に働くと思われる。 

カルシウムの吸収を向上させる食物因子は、ビタミン D(Erben 1992)、乳糖(Miller 1989)、

カゼイン分解産物(Tsuchita 2001)、ミルク中のカルシウム結合タンパク質(Toba 2001)などが

挙げられる。一方、Morton ら(2001)による疫学調査の結果は、ビタミン C の補充が閉経後

女性の骨量を増加させることを示唆している。ビタミン C は骨芽細胞における I 型コラー

ゲン合成に必須因子だけではなく、カルシウムの腸内吸収を促進すると報告される(Bourne 

1972)。また、ビタミン C は抗酸化物質としてよく知られ、サプリメントやビタミン C 強化

食品として広く使われて、手軽に取り入れやすい食物因子である。そこで、本研究では、

キトサン摂取による骨量減少がビタミン C もしくはカルシウムの添加により軽減できるか

否かを検討した。 



方法 

 

1. 実験動物及び飼育方法 

 実験動物として、4 週齢雌 SHRSP ラット 14 匹を、船橋農場(株)から購入して使用した。

実験ラットは市販固形飼料(MF、オリエンタル酵母(株))で 12 週齢まで飼育後、卵巣摘出手

術(OVX)を施し、体重が等しくなるよう第 3 章の飼料組成に基づき、キトサン 10%+ビタミ

ン C1.5%投与群(CHVC)、キトサン 10%+Ca1%投与群(CHCa)の 2 群に分けた。本実験は第 3

章の実験 1 と同時進行で行い、飼育条件、飼育期間なども同じにした。 

 

2. 飼料採取と処理 

 第 3 章の実験 1 同様、飼育第 6 週目の 4 日間ラットを個別に代謝ケージに移し、糞尿を

分離採取して、カルシウム及びリンの出納を調べた。飼育終了後、一夜絶食させたラット

をネンブタール麻酔下において開腹し血液を採取した後、遠心分離により血清を得、血清

ミネラル及びアルカリホスファターゼ(ALP)濃度の測定に当てた。その後直ちに肝臓、子宮、

脂肪組織(後腹壁ならびに腎周辺)を摘出し重量を測定した。屠体からは骨試料として左右大

腿骨、第 4 腰椎(L4)を摘出し、軟組織を除去後、骨密度および骨強度測定に当てた。全ての

測定は第 3 章の実験 1 と同様に行った。 

 

3. 統計的処理 

 測定値は、平均値±標準誤差で示した。全ての統計処理は市販ソフトウエア｢SPSS Version 

9.0｣を使用して分散分析を行い、平均値の差の検定は LSD 型の多重比較法を用いて有意水

準 5%未満(P<0.05)で検定した。 



結果 

 

本実験では、キトサン飼料に対するビタミン C 及びカルシウムの添加効果は第 3 章実験 1

の CE 群及び CH 群の測定値と比較することにより判断した。 

 

1. 体重、飼料摂取量、臓器重量 

 飼育期間中の飼料摂取量について、低カルシウム(0.1%)食群である CE 群、CH 群、CHVC

群の間に差は見られなかったが、高カルシウム(1%)食の CHCa 群は他の 3 群に比し有意な

増加が認められた(P<0.001, Table 3-2)。実験開始時体重と最終体重の差から体重増加量(body 

wight gain)を求めると、飼料摂取量の結果と同傾向が見られ、低カルシウム食群では群間差

がなかったのに対し、高カルシウム食群(CHCa 群)では最も高く、CHVC 群に比べ有意な高

値を示し(P<0.05, Table 3-2)、飼料中カルシウム含有量はラットの飼料摂取量に影響を与える

ことが示唆された。なお、肝臓、腹腔内脂肪および子宮重量は各群間に差が見られなかっ

た(Table 3-3)。 

 

2. 骨性状 

 ビタミン C を添加した CHVC 群では CH 群に対して大腿骨カルシウム含有量(P<0.01)、リ

ン含有量(P<0.05, Fig. 3-2)と L4BMD(P<0.05, Fig. 3-3)が有意に増加した。一方、カルシウム

を添加した CHCa 群の大腿骨 BMD(P<0.01 vs CE, P<0.001 vs CH and CHVC, Fig. 3-1)、カルシ

ウム含有量(P<0.001, Fig. 3-2)、リン含有量(P<0.05 vs CE, P<0.01 vs CHVC, P<0.001 vs CH, Fig. 

3-2)および L4BMD(P<0.001, Fig. 3-3)は他の 3 群に比べ有意な高値を示した。また、カルシ

ウムの添加によって、大腿骨強度は CE 群レベルまで回復した(Fig. 3-1)。 

 

3. カルシウム及びリン出納 



 飼育期間中、第 6 週目の 4 日間代謝ケージにてラットごとに糞尿を分離採取し、カルシ

ウム及びリンの出納を調べた。Table 3-4 にカルシウム及びリンの出納を示した。低カルシ

ウム群である CE、CH および CHVC 群において、カルシウム摂取量とカルシウム糞中排泄

量については群間に差が見られなかった。CE 群(38.4±2.2)のカルシウム吸収率(%)比べて、

CHVC 群(46.2±2.8)は有意な高値を示した(P<0.05)。キトサン摂取による尿中カルシウム排

泄量の増加はビタミン C の添加によって 12.6±0.6 mg/4d から 8.8±0.7mg/4d(P<0.01)まで低減

し、カルシウムの体内保留量も CE 群のレベルまで回復した。 

 CE 群のリン摂取量は CH 群と CHVC 群に比べて有意に多かった。これは本実験に使用し

ているセルロースに多量のリンが含まれているためと思われる。CH と CHVC 群のリン摂取

量は CE 群より有意に少なかったものの、糞中リン排泄量は CE 群に比べて有意(P<0.05)に

増加した。尿中リン排泄量では、CE、CH、CHVC3 群の群間差が見られなかった。従って、

CH と CHVC 両群のリン吸収率および P の体内保留率は CE 群に比べ、有意な低下が見られ

た(P<0.001)。 

 一方、CHCa 群ではカルシウム１％が添加しているので、ほかの 3 群とカルシウムの出納

上では比較できないが、カルシウムの添加によってカルシウムの体内保留量が 5～8 倍と著

しく増加した。リンの出納について、CHCa 群では他の３群に対し、糞中リン排泄量が顕著

な増加が見られた(P<0.001)。尿中排泄量を比べると、糞中排泄量とは逆に CHCa 群の方が

ほかの 3 群に比べて有意に低く(P<0.001)、リン吸収量の悪さを尿中排泄量の低減によって

補う様子が窺がえた。結果的に、キトサン摂取群である CH、CHVC、CHCa 群のリンの体

内保有率は CE 群より有意に低くなったことから(P<0.001)、リンの生体利用性はキトサン摂

取によって明らかに低減することが示された。 

 

4. 血清生化学検査 

 尿中カルシウム排泄量が多かったCHとCHVC群の血中カルシウム濃度はCE群より有意



に低下し(P<0.05, Table 3-5, Fig. 3-4)、キトサン摂取に伴う低カルシウム血症はビタミン C の

摂取によっては回復されないことが示唆された。それに対して、CH と CHVC 群ではともに、

血中リン濃度が CE 群に比べ有意な高値を示した(P<0.05, P<0.01)。血中カルシウム濃度では

CHCa 群と CE 群の間に有意差が認められないことから、高カルシウム飼料の投与でキトサ

ン摂取による低カルシウム血症が改善されることが示された。血中マグネシウム濃度につ

いて各群で有意な差は見られなかった。 

 

5. 骨代謝マーカー 

 骨代謝関連マーカーを Table 3-6 に示す。血清中 ALP 活性は CE 群に比べて CH、CHVC

および CHCa 群で有意な低下が認められた(P<0.001, Fig. 3-5)。24 時間尿中 DPD 濃度につい

て、カルシウム添加群 CHCa 群の DPD は他の 3 群に比べ有意な低値を示し(P<0.01 vs CE, 

P<0.001 vs CH and CHVC)、高カルシウム食による骨吸収の抑制が示唆された。 



考察 

 

 骨粗鬆症の予防には、カルシウムの補充効果がよく知られている(Reid 1993, Chevally 

1994)。一方、2001 年 Morton らによる疫学調査の結果から、ビタミン C の補充が閉経後女

性の骨量を増加させることを報告した。本研究では、第 3 章実験 1 と同時期、同条件下で

行い、ビタミン C もしくはカルシウムの添加がキトサン摂取による骨量低下を軽減できる

か否かについて検討した。 

 キトサン 10%+ビタミン C1.5%(CHVC 群)を摂取したラットの大腿骨カルシウム(P<0.01)

およびリン含有量(P<0.05)がキトサン単独投与群(CH 群)に比べて、有意に増加した(Fig. 3-2)。

さらに、CHVC 群の第 4 腰椎骨密度、骨強度はコントロール群である CE 群のレベルまで回

復した(Fig. 3-3)。ビタミン C は胃でのカルシウム溶解を助け、カルシウムの腸内吸収を促

進すると報告されている(Hungerford 1983)。Deuchi らは 5%のキトサンとともに 1.5%のビタ

ミン C をラットに与えたところ、カルシウムの吸収が有意に増加したことを報告した。し

かし、本研究では、カルシウムの吸収について CH 群と CHVC 群の間に差が見られず、ビ

タミン C による骨量増加はカルシウムの吸収促進によるものではないことが示唆された。

Pointillart ら(1997)は豚に餌 1kg 当り 1000mg のビタミン C を与えたところ、カルシウムおよ

びリンの出納結果はコントロールと差がなかったことを見出し、本研究と同様の結果を報

告した。本研究では、キトサン摂取(CH 群)による尿中カルシウム排泄量の増加はビタミン

C の添加(CHVC 群)によって 12.6±0.6 から 8.8±0.7 mg/4d (P<0.01, Table 3-4)まで低減し、カ

ルシウム保留率も CE 群のレベルまで回復した。また、CH 群と CHVC 群では、リンの出納

及び骨代謝マーカーに差が認められなかったことから、ビタミン C は尿中へのカルシウム

排泄を抑制することによって骨量減少を軽減することが示唆された。ビタミン C はビタミ

ン C 欠乏動物で見られる骨異常を改善し(Tsuchiya 1994)、動物の骨量を高め(Weiser 1992, 

Tsunenari 1991)、まだ人間においてビタミン C 摂取量と骨量の間に正の相関が認められる



(Gunnes 1995)ことなどの調査結果が報告されてきた。しかし、その作用機構が現在のところ

まだ明らかではない。ビタミン C は I 型コラーゲンの合成、オステオカルシンの蓄積を促

進することが知られている(Franceshi 1992)。本研究では、オステオカルシンまたは I 型プロ

コラーゲン C 末端プロペプチド(PICP)を測定していなかったため、ビタミン C 添加群(CHVC

群)で見られる第 4 腰椎骨量の改善は骨基質形成の促進が関与するかどうかは確認できなか

った。このことに関してはさらなる研究が必要である。 

 骨の発育および骨密度を高めるためには、カルシウムは重要な役割を果たすことがよく

知られている。本研究では、カルシウム添加群(CHCa 群)の大腿骨骨密度、カルシウムおよ

びリン含有量(Fig. 3-1, 3-2)、第 4 腰椎骨密度(Fig 3-3)が有意な高値を示し、キトサン摂取が

引き起こす骨量減少は高カルシウム食投与により完全に防止できることが確認できた。ま

た、血中カルシウム濃度(Fig. 2-4)では CHCa 群と CE 群間に有意差を認めないことから、キ

トサン摂取に伴う低カルシウム血症もカルシウムの摂取を高めることで改善されることが

示された。また、高カルシウム食投与によって、体内に吸収されたカルシウム量および保

留量の顕著な増加が見られ、同時に骨吸収マーカーである尿中 DPD 濃度を有意(P<0.001)に

減少させることが明らかとなった。しかし、骨形成マーカーである ALP 活性値は CHCa 群

で CE 群に比べ有意に低く、高カルシウム食投与は骨形成および骨吸収の抑制、すなわち骨

のリモデリングは低代謝回転型に変わることが示された。カルシウムを補充すると、骨吸

収と骨形成両方とも抑制され、低代謝回転型になることは既に報告される。Mckane ら(1996)

はカルシウムをサプリメントとして与えた閉経後女性の尿中 DPD 濃度がカルシウムを投与

しなかった被験者のそれに比べて有意に低下したことを報告した。Slemenda ら(1997)の調査

では、骨形成マーカーの一種である血中オステオカルシン(OC)濃度はカルシウム補充群で

カルシウム非補充群に比べ有意に低下したことを報告した。このように、カルシウムの補

充は骨吸収と骨形成とも低下させるが、骨形成が相対的に骨吸収を上回るため、骨量が増

加すると推測されている(Heaney 1994, Lee 1996, Slemenda 1997)。本研究でも、キトサン飼料



にカルシウムを補充すると、骨形成が骨吸収を上回るようになり、結果的に骨量の増加が

もたらされたと考えられる。本研究における骨吸収抑制に対するカルシウム補充の効果は

増加したカルシウム吸収量が血中カルシウムレベルを上昇させ、PTH を抑制することによ

って、破骨細胞活性を抑え、骨吸収を抑制すると推察された(Rubinacci 1996)。 

 以上の結果は、ビタミン C が尿中へのカルシウム排泄を抑制することによってキトサン

摂取による骨量減少を軽減する効果を表すことが示唆された。一方、カルシウム補充はキ

トサンによる血中カルシウムレベルの低下を改善し、骨吸収の抑制により骨量を維持する

ことも示唆された。 

 現在、キトサンは肥満を予防するダイエット剤として宣伝されている。我々の結果は、

キトサンをダイエット補助食品として摂取する際には、カルシウムやビタミン C の摂取を

増加するなどして骨量低下を極力抑える対策をとる必要のあることが示唆された。 



 

 

 

 

 

第 5 章 総合的考察 
 



 キトサンは血中コレステロール低下作用や脂質吸収抑制作用を示すことが報告されてい

るが、一方ではカルシウムの腸管吸収を阻害するため骨量減少を招く危険性が指摘されて

いる。しかし、キトサンを長期摂取した場合の骨量に対する影響について検討した報告は

数少なく、骨量が急速に低下する閉経後に対するキトサン摂取の影響についての検討例は

ほとんどない。本論文では、閉経後女性のモデルとして加齢に伴い自然発生的に骨密度の

低下を引き起こす SHRSP ラットに卵巣摘出手術を施して、1)キトサンの長期摂取がコレス

テロール無添加飼料を摂取した卵巣摘出閉経後骨粗鬆症モデルラットの血中コレステロー

ル低下作用及び肥満抑制効果の確認、骨量に対する影響、2)キトサン摂取が引き起こす骨量

低下機構の解明、3)キトサン摂取による骨量低下に対するビタミン C 及びカルシウム添加

時の予防効果を検討した。その結果、キトサン摂取は卵巣摘出ラットにおいて血清総コレ

ステロール低下作用と体脂肪の蓄積を抑制する一方、骨密度と骨強度を減少させ、骨粗鬆

症の進行を助長する可能性を新しく見出した (楊 2001)。またキトサン摂取による骨量減少

はカルシウムの腸内吸収がキトサンにより阻害されるのではなく、尿中へのカルシウム排

泄を促進することにより血中カルシウムが低下して、PTH の分泌が高まり、その結果骨吸

収が促がされることが明らかにされた。そしてビタミン C またはカルシウムの添加はカル

シウムの体内保留量を増加させることによって骨量減少を予防することが示された (Yang 

2002)。 

 まず、はじめに卵巣摘出ラットにキトサンを投与することにより、血中コレステロール、

腹腔内脂肪重量、骨量への影響を検討した。キトサン摂取によって腹腔内脂肪重量が有意

に低下し、血清中総コレステロール濃度も有意に減少した。さらに、大腿骨骨密度及び骨

強度、骨灰分量も有意に低下させ、卵巣摘出による骨量減少を著しく悪化させた。本研究

の飼料中にはコレステロールも胆汁酸も添加していないので、キトサン摂取による血清総

コレステロールの低下は内因性コレステロール代謝の変動を介して発現されたものと推測

された。その作用機構としては、胆汁酸の排泄増加や胆汁酸合成の促進 (Sugano 1980)、短



鎖脂肪酸の脂質代謝への影響 (早川 1999)が考えられるが、現在のところその機序を特定す

ることはできなかった。次いで、キトサン摂取が引き起こす骨量低下機構を骨代謝マーカ

ー、カルシウム調節ホルモン、カルシウムとリンの出納、十二指腸の VDR 及び CaBP D9K 

mRNA の発現などから検討した。さらに、最近になって、大腸において食物繊維が腸内細

菌の発酵を受けて生成する有機酸がカルシウムの腸内吸収に強い関与を示す (Demigne 

1989, Levrat 1991, Coudray 1997)ことから、有機酸の質・量を考慮に入れた検討も加えた。そ

の結果、カルシウムの腸管吸収についてキトサン摂取群と対照群の差が見られなかったの

に対し、キトサン摂取はリンの腸管吸収を有意に減少させた。また、骨量が減少したキト

サン摂取群では、尿中カルシウム排泄の増加と血中カルシウム値の低下が見られ、PTH 及

び 1,25(OH)2D3 が有意に増加した。それに伴って、キトサン群の十二指腸 CaBP D9K と VDR 

mRNA レベルも有意に増加した。一方、キトサン摂取群の盲腸内酢酸、プロピオン酸など

の短鎖脂肪酸が増加したが、盲腸内 pH が低下しなかったことから、カルシウムの盲腸内吸

収が促進されないことが示された。これらの結果を総合して考えると、キトサン摂取によ

る骨量減少はカルシウムの腸管吸収が阻害されるより、尿中へのカルシウム排泄が促進さ

れたことに起因して、血中カルシウムレベルが低下し、PTH が高まって、骨吸収が亢進し

たことに基づいて起こることが推察された。また、リンの出納結果から、キトサン摂取に

よる尿中カルシウム排泄の増加はリンの腸内吸収が阻害されることを介して発現する可能

性も示唆された。また、カルシウムの能動輸送に不可欠の CaBP D9Kと VDR mRNA がキト

サン摂取によって増加した結果、カルシウムの腸内吸収に影響を及ぼさないようになった。

一方、キトサン摂取が盲腸内カルシウム吸収に効果を示さなかったが、短鎖脂肪酸の一種

であるプロピオン酸が増加したことから、キトサン摂取で認められた血中コレステロール

低下作用がプロピオン酸によるコレステロール生合成抑制への関与が考えられる。プロピ

オン酸が HMG-CoA synthase, HMG-CoA reductase (Chen 1984), acetyl-CoA synthetase (西村

1995) を阻害し、肝臓においてコレステロール生合成を抑制すると報告されており、コレス



テロール無添加飼料下でキトサン摂取による血中コレステロール低下作用についてのさら

なる研究が必要であると思われた。 

 キトサンの効果を最大限に活用するためには、他の骨量減少抑制効果を持つ食物因子と

組み合わせることが考えられる。骨量低下の予防にはカルシウムの補充効果がよく知られ

ている。一方、ビタミン C をサプリメントとして摂取する閉経後女性の骨量が摂取しない

女性より高いという疫学調査の結果(Morton 2001)から、ビタミン C 及びカルシウム添加が

キトサン摂取による骨量減少を軽減できるか否かを検討した。その結果、ビタミン C は尿

中へのカルシウム排泄を抑制することによってキトサン摂取による骨量減少を軽減し、カ

ルシウム補充はキトサンによる血中カルシウムレベルの低下を改善し、骨吸収の抑制によ

り骨量を維持することが示唆された。 

 現在、キトサンは肥満防止やコレステロール上昇抑制に有効な食品素材として注目を集

め、特定保健用食品の素材として実際にビスケット、即席粥、即席麺などいろいろな食品

に添加されて、広く利用されている。我々の結果から、キトサンの長期摂取は血清総コレ

ステロールの低下や体脂肪蓄積の抑制作用が認められたが、閉経後急激に引き起こる骨量

減少をさらに悪化させることが明らかになった。閉経後女性や高齢者がキトサンを摂取す

る際には、ビタミン C やカルシウムの量を増やすなど十分配慮しなければならないことが

示唆された。  
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