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　カルシウムは、1．4～2．2％とミネラルの中で最も生体に多く含まれており、その99％は

リン酸カルシウムの形で骨格中に存在し、骨の成熟とともに結晶型のヒドロキシアパタイ

ト（Ca，。（PO4）6（OH）、）として骨の強度に寄与している（1・3）。カルシウムが十分に存在す

ることにより骨は硬く、強くなり、体重を支えることが可能となる。逆にカルシウムが不

足することにより骨密度が低くなり、現在問題となっている骨粗霧症などの疾病が引き起

こされる。またカルシウムの残り1％は血液や組織に分布している。血液中のカルシウム

濃度は10mg／dl前後に保たれており、この濃度が変動することにより個々の生体機能に

異常をきたす。これを防ぐため骨形成と骨吸収が起こる。これには副甲状腺ホルモンと甲

状腺ホルモンのカルシトニンが拮抗的に働いている。さらに細胞内のカルシウム濃度は・

筋肉の収縮と弛緩、血液凝固、神経伝達、生体膜の物質輸送と分泌、細胞内情報伝達など

種々の機能発現に関与している。このように生体、生命維持にとってカルシウムは必要不

可欠な元素である。

　では、現状におけるカルシウムの摂取状況はどうであろうか。厚生省の発表する「国民

栄養調査結果」によると、平成10年度において、日本人1人あたりの所要量は男性で609

mg、女性で612　mgであるのに対し、平均充足率は男性で96％・女性で90％でしかない。

特に女性の15～19歳で73％、20～29歳で78％、30～39歳で80％と大きく不足してい

る。同様に男性でも15～39歳で85～89％である。この様に「飽食」と言われる現代に

おいてもカルシウムの摂取不足は深刻な問題である。このようなカルシウム不足は正常な

カルシウムの生体調節の元では「骨粗懸症」を引き起こす原因となるとともに・前段で述

べた生体ホルモンのアンバランスを誘発する。この問題の解決には・骨量を骨折閾以下に

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2
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　　；　減らさないために、摂取カルシウム量を増やすことが最も重要である。日本では穀類・野

　　　　　菜類、海草類、小魚などからカルシウムを摂取することが多いが、日本の土壌中にはカル

　　　　　シウム成分が少なく、またこの様な食物群ではカルシウムの利用率が低いため・これらか

　　　　　らのカルシウム摂取だけでは不十分である。すなわち、健康な生体を考える上では・カル

　　　1　シウムの摂取量を増やすだけではなく、生体がより利用しやすい形で摂取することが大切

　　li

　　　　　である。

　ここでカルシウムの吸収について簡単に触れておく。食品中のカルシウムは大半が不溶

性で、摂取されたカルシウムは胃で可溶化され、小腸で吸収される。通常の条件では・大

腸の寄与は低いと考えられている。小腸での吸収は、小腸上部（十二指腸）では主として

能動輸送が、下部（回腸）では受動輸送システムが働いている。この吸収に際しては回腸

が主要部位であるという報告も幾つかある（4，5）。腸管におけるカルシウムの吸収は・様々

な物質に影響を受けている。例えば、活性型ビタミンDは消化管における能動輸送・受動

輸送の両方に関与している（4－6）。それ以外にも糖アルコール（7）、オリゴ糖（8，9）・リ

ン酸化オリゴ糖（10）、カゼインボスホペプチド（CPP）（11－14）などがカルシウムの吸

収三二物質としてあげられる。逆に吸収を抑制する物質として、フィチン酸（15，16）、や

シュウ酸（17）、リン（18）などが報告されている。

’

　一方、食物繊維は人体において消化吸収されないために非栄養素としてのカテゴリーに

長い間分類されていた。しかし古代ギリシャ以来、欧米では小麦フスマが緩下剤効果を有

することは知られていた。またWalker（19）は南アフリカでの研究から原住民に心臓疾

3
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　　1患、動脈硬化症が少ない理由として、低脂肪槁雛の食餌にあるとしてし、る．さらに

　　p

　　　　　Cleave（20）は精製炭水化物食品が糖尿病や心臓病など多くの西洋型疾病の原因である

　　　　　と主張している。一方、日本でも戦後、食事の欧米化によって、食物繊維の摂取量が減少
　　；

　　　　　し、この傾向は現在でも続いている（21－25）。欧米型疾病の発症率の増加と食物繊維の摂

　　　　　取量が負の相関関係を示すことも報告されており、現在、多くの疾病の予防に食物繊維が

　　1　重要な役割を果たしているとの認識がなされている。

　　　1

　　1　　ミネラル、特にカルシウムの吸収に対する食物繊維摂取の影響に関しては、数多くの報

　　　　　告がなされているが、その結果は、カルシウム吸収を促進する（26，27）、影響を与えない

　　　1　　（28－31）、カルシウム吸収を抑制する（32－35）と様々である。これら結果の差異は・摂

　　　　　取させた食物繊維の性質の差異に起因すると考えられる。

　　　　　　当研究室でのこれまでの研究において、食物繊維摂取によるミネラルの利用性に関して

　　　1は肯定的な結果が多く（36．39）、特に水溶性食物繊維であるグアガムカロ水分解物（GGH）

　　　　　について多くの知見が蓄積されている。GGHは主として盲腸発酵の結果・大腸でのカル

　　　1　　シウム吸収を充進ずると考えられている。

　　　　　　またカルシウム吸収を促進する物質としては前述のCPPが知られているが（11－14，40）・

　　　　　CPPはその分子中に存在するボスホセリンが3～4分子集まって形作っているリン酸基ク

　　　　　ラスターが小腸下部でのカルシウムのリン酸塩形成を阻止し、吸収されやすい形に保つこ

　　　　　とによりカルシウムの吸収を充進ずると言われている（41－43）。

暫

以上より、カルシウム吸収を促進する新規食品素材として水溶性食物繊維の基本機能に

4
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着目し、この食物繊維にリン酸基を導入してリン酸基クラスターを形成することが出来れ

ば、CPPの様にカルシウムのリン酸塩形成を阻止し、小腸下部での吸収率を高めるとと

もに、食物繊維が元来持っていた発酵性により大腸での吸収の充進作用、さらに水溶性食

物繊維の持つ整腸作用などの機能性も期待できると考えた。

　これらを踏まえ、本研究ではGGHに化学的手法によりリン酸基を導入し、　in　vitroでの

リン酸カルシウム形成阻害能を調べるとともに、ラットによるin　viVOでのカルシウム吸

収充進能の有無、さらには骨粗霧症などのカルシウム不足が起因となる疾病の予防・改善

の可能性について研究することを目的とした。　　　　　　　　　　　　　　、

レ
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実験に関する一般事項
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2－1　実験動物

実験には日本エスエルシー株式会社より購入したSprague－Dawley（SD）系の雄ラット

または雌ラットを用いた。ラットは個別のステンレスゲージで飼育した。飼育室は、室温

23±1。C、湿度60、摂食量を測定した。飼料は毎日新しいものを与え、水は3日に1回取

り替えた。トレーの新聞紙は2日に1回取り替えた。

　この研究は、「北海道大学動物実験委員会」によって是認され、「北海道大学における動

物実験に関する指針」に従って実験動物を行った。

2－2　飼料

標準飼料（25％Casein　diet）の組成をTable　2－1に示した。また標準飼料を作成する

際に必要なミネラルマクロ、ミネラルミクロ、ビタミンの各混合物の組成をTable・2－2～2－4

に示した。試験飼料の組成については各実験により異なるのでそのつど記述する。なお・

試験飼料の作成に際しては脱ミネラル処理を行った器具を用いた。方法は4N硝酸で洗浄

した後、脱塩水で数回すすいだ。

2－3　出納試験期間中の予州

　ステンレスケージの下にカルシウムを含まない紙（らくがきちょう；コクヨ）を敷き・

連続する3日間の糞を採取した。採取した糞は袋（ユニパックB－4；生産日本社）に入れ・

一40。Cで凍結した後、24時間凍結乾燥（FREEZE　DRYER　VD－80；TAITEC）した。

2一一4　解剖

1）麻酔

7
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50mg／mlのベントバルビタールナトリウム溶液（ネンプタール注射液；大日本製薬）

の腹腔内投与（0．08　m111　OO　9　body　weight）で行った。

i

2）採血

　翼付静注針（21G×314；テルモ）を用いて腹部大動脈から採血した。氷冷下で放置し

た後、3，000rpm（05PR－22；日立工機）で10分間遠心分離した。血清をエッペンチュー

ブ（M・Cチューブ：マース）に移し、分析まで一40。Cで凍結保存した。

3）盲腸

　周囲に付着している脂肪を取り除いた後、全湿重量を測定。続いて盲腸内容物を生理食

塩水（0．9％塩化ナトリウム水溶液）で洗い出し、分析まで一40。Cで凍結保存した。その後・

壁についた余分な水分をキムタオルを用いてふき取り、壁重量を測定した。なお、摘出後、

アルミホイルで包み、液体窒素中で瞬間凍結させ、一40。Cのフリーザーで保存し、後日・

解凍して内容物を取り出しても差し支えばない。

4）回腸・結腸

　摘出後、全湿重量を測定。内容物は生理食塩水（使用量は10ml以下とした）を用いて

栄研チューブ（滅菌丸底スピッツ；栄研器材）に採取し、分析まで一40。Cで凍結保存した。

なお回腸は、第4章、第6章の実験においては回腸末端から約10cm、第5章の実験にお

いては回腸全体を摘出、分析に用いた。

5）大腿骨

8
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　左大腿骨は採取後、生理食塩水を含ませたキムワイプで骨を包み、袋（ユニパックB。4；

生産日本社）に入れ、4。Cで冷蔵保存し、後日骨強度測定用として分析に用いた。右大腿

骨は採取後、袋（ユニパックB－4）に入れ分析まで・40。Cで凍結保存し、後日乾重量とミ

ネラルの測定用として分析に用いた。

2－5　分析方法

1）ミネラル分析

　ミネラル分析に使用する器具のすべては付着しているミネラルを完全に除去するために、

使用に際して脱ミネラル処理を行った。方法は4N硝酸の入った水槽中で数回器具を洗浄

し、その後蒸留水で5回目脱塩水で3回すすいだ。ただし、4N硝酸によってそれ自体が

溶けるおそれのある金属製の器具等については、蒸留水と脱塩水での処理のみを行った。

①血漿中カルシウム濃度の測定

　凍結保存しておいた血清を氷冷下で解凍し、キレート発色法（o－cresolphthalein

complexone法）に8－hydroxyquinolineを添加する変法（44，45）に従ったカルシウム測定

キット（カルシウムC一テストワコー；和光純薬）を1／2スケールで使用して測定した。

②糞中カルシウム濃度の測定

　凍結乾燥後保存しておいたサンプルを小型の乳鉢と乳棒で細かく粉砕。約0．19を精秤

し、耐熱性の30mlリム付（目盛り付）試験管入れ、沸石と混酸（16　N硝酸：6N過塩

素酸＝3：1（volume））約5mlを一緒に入れてヒーティングブロックで湿式灰化した。

室温で放冷後、0．1N塩酸で15　mlにメスアップして撹拝。この希釈液0．5　mlと50，000　PPm

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9
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n），．．，，．．．．一“d．一

塩化ストロンチウム溶液0．5ml、0．1　N塩酸4mlを混合・撹拝して原子吸光分光光度計

（AA6400F　；島津製作所）でカルシウム濃度を測定した。

③消化管内容物中のカルシウム測定

　凍結保存しておいたサンプルを目盛り付き試験管を用いて15ml（回腸、結腸）または

20ml（盲腸）にメスアップし、これをホモジスターラー（EYELA，　MINI　D・C・STIRRER

MDC－S、東京理化器械）でホモジナイズした。

a）総カルシウム量

　ホモジナイズしたサンプル1mlを30　ml目盛り付き試験管に入れ、沸石と約5mlの混

酸を加えて湿式灰化した。放冷後、0．1N塩酸で15　mlにメスアップした。この溶液1ml

に0．1N塩酸3．5　mlと50，000　PPm塩化ストロンチウム溶液O．5　mlを加えて・原子吸光分

光光度計でカルシウム濃度を測定した。

b）可溶性カルシウム量

　ホモジナイズしたサンプル約5mlを遠心分離（15，000　rpm、10分目4。C）した。この

上清1．25　mlに0．1　N塩酸1．25　mlと1N過塩素酸（10，000　PPm塩化ストロンチウムを含

む）2．5mlを加えて一晩放置し、翌日、一拝後、遠心分離（3，000rpm、15分）した。こ

の上清1mlに0．1　N塩酸3．5　mlと50，000　PPm塩化ストロンチウム溶液0・5　mlを加えて・

原子吸光分光光度計でカルシウム濃度を測定した。

④右大腿骨中カルシウム濃度の測定

　凍結保存しておいたサンプルを凍結乾燥した。その後30ml目盛り付き試験管に右大腿

骨1本と沸石、混酸約5mlを加えて湿式灰化した。室温で放冷後、0・1　N塩酸で15　mlに

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10
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メスアップした。この希釈液50μ1と0．1N塩酸4．45　ml、50，000　PPm塩化ストロンチウ

ム溶液0．5mlを混合して原子吸光分光光度計でカルシウム濃度を測定した。

⑤試験飼料中のカルシウム分析

　試験飼料19を精秤し50mlのメスフラスコに入れ、0．1　N塩酸でメスアップした。5～

10分超音波処理した後、この溶液2．5mlに1N過塩素酸（10，000　PPm塩化ストロンチ

ウムを含む）2．5mlを加えて撹拝後、一晩放置した。翌日遠心分離（3，000　rpm、10分）

の後、上清0．5mlに50，000　PPm塩化ストロンチウム溶液0．45　mlとO．1　N塩酸4・05　ml

を加えて撹拝した。この溶液のカルシウム濃度を原子吸光分光光度計により測定した。

2）消化管内容物のpHの測定

　ホモジナイズした消化管内容物を遠心分離（3，000rpm、10分）した後、その上清を氷

冷下、pHメーター（HM－50V、電極：GST－5421　C；東亜電波工業）にて測定した。

3）骨強度測定

左大腿骨を万能引張試験器（AGS－500A；島津製作所、第4章に使用）またはレオメー

ター（RE－3305　；ヤマデン、第5、6章に使用）を用いて測定した。測定条件は次の通り

とした。

　AGS－500A：ロードセル　500　kgf（SBL－500K－350）

　　　　　　　ロードレンジ　20

　　　　　　　プランジャースピード　10　mm／min

　RE－3305：　ロードセル　20　kgf

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　11
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プランジャースピード　0．5mm／sec

4）消化管内容物中の短鎖脂肪酸量の測定

　ホモジナイズした消化管内容物1mlをエッペンチューブに入れ、直ちに内部標準物質

としてクロトン酸200μ1を加えて撹拝した。遠心分離（15，000rpm、10分、4。C）した

後、上清1mlを12　mlのリム付試験管に入れ、クロロホルムを約1ml加えた。ボルテッ

クスで激しく撹拝して話法の脂肪酸などをクロロホルム層に移行させた。その後さらに遠

心分離（3，000rpm、10分、4。C）した。

　上清約0．5mlをエッペンチューブに分取し、これを40。Cで凍結した（10分位でよい）。

その後解凍し、遠心分離（15，000rpm、10分、4。C）した後、上清約200μ1をバイアル

に入れて、高速液体クロマトグラフィー一（HPLC）で分析した。

5）データの算出法

①見かけのカルシウム吸収率の算出

　Apparent　Calcium　Absorption　（O／o）　＝

　　　　　　　100×　［（Ca　intake－Ca　excretion　in　feces）　／　（Ca　intake）］

　　　　　　　　　　　Ca・intake：出納試験期間中のCa摂取量（mg）

　　　　　　　　　　　Ca　excretien：出納試験期間中の糞中Ca量（mg）

②カルシウム可溶化率の算出

Solubility　of　calcium　in　the　ileal　（or　cecal　or　colonic）　contents　（O／o）　＝

　　　　　　　100×　［（soluble　calcium　in　the　ileal　（or　cecal　or　colonic）　contents）　／　（total

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　12



　　　

　　i

　　l

　　　　　　　　　　　　　calcium　in　the　ileal（or　cecal　or　colonic）contents）］
　　｝

　　l　　　s。luble．calcium：各内容物中の可離カルシウム量（mg）

　　F
　　l　　　t。tal．calcium：各内容物中の糸窓カルシウム量（mg）

　　ii

　　　　　6）データの統計処理法
　　！

1全ての測定項目について・分散分析（analysis・f　va「iance・　ANOVA）で検定後・群間

　　i　　の比較をDuncan，s　Multiple　Range　Test（46）を用いて有意水準5％（P＜0・05）で検定し

　　t

　　！　た。

　　l

　　i
　　！

　　l
　　l
　　｝

　　1

　　　　

　　i

　　i

　　l
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　　　　　　　　　　　Table　2－1　Composition　of　basal　diet　（250／o　Casein　diet）

　　Mineral　mixture，　Macro3’‘　3s　g

　　Minerai　mixture，　Micro3’5　2　g

　　Vitamin　E　granule7　l　g

1．　Lactic　Casein　（ALACID’M　；　New　Zealand　Dairy　Board，　Wellington，　Neyv　Zealand）

2．　Mixed　with　O．2’高戟@of　Chocola　A　（Eisai　Co．，　Tokyo）　which　contained　retinyl

　　palmitate　and　O．05　ml　of　Chocola　D　（Eisai　Co．，　Tokyo）　which　contained

　　ergocalciferol　to　provide　6，000　IU　and　800　IU，　respectively，　just　prior　to

　　preparing　the　diet．

3．　thd　mineTral　mixture　was　prepared　based　on　the　AIN－76　Workshop　held　in　1　989

　　（47）　．

4．　This　composition　showed　in　Table　2－2．

5．　This　composition　showed　in　Table　2－3．

6．　The　vitarhin　mixture　was　prepared　in　accordance　with　the　AI　N－76　mixture　（48）

　　except　that　menadione　（49）　and　L－ascorbic　acid　（50）　were　adjusted　to　1　and　50

　　mg／kg　diet，　respectively．　This　composition　showed　in　Table　24．

7．　Juvela　granule　（Eisai　Co．，　Tokyo）　which　contained　200　mg　of　DL一　a－tocopherol

　　acetate　per　gram．

14



　　　～

　　　き

　　　I

　　　l

　　　；　　　　　　Table　2－2　Composition　of　mineral　mixture（macro）1

　　　1i

　　　I

　　　「

　　　ド

　　　i
　　　「

　　　1・

　　　ゴ
　　　｝

KIO3

CuSO4・5H20

MnSO4・5H20

Zn（NO3）2・6H20

CaHPO4・2H20

Fe（C6HsO7）　・7H20

MgSO4・7H20
NaCl

caco3

o．014　g

　O．62　g

　IAsg
　4．169

　4．31　g

16．64　g

loo．os　g

237．28　g

292．63　g

一一一！KS！1ii±192－HPO　34312

Table　2－3　Composition　of　mineral　mixture　（micro）’

Na2SeO3

NH4VO3

Co（CH3COO）2・4H20

snso4

Na2MoO4・2H20

CrC13　・　6H20

NiC12・6H20

Na2HAsO4・7H20

N　a2B407・10H　20

NaF

Na2SiO3・9H20

　　21　．90　mg

　　28．70　mg

　　42．27　mg

　　95．02　mg

　　126．09　mg

　　128．11　mg

　　202．50　mg

　　208．22　mg

　　220．50　mg

　　300．55　mg

lO，119．10　mg
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　　　無

Table　2－4　Composition　of　vitamin　mixture‘

L－Ascorbic　acid　（V．C）

Nicotinic　acid　（Niacin）

Calcium　pantothenate

Pyridoxine　hydrochloride　（V．B6）

Thiamine　hydrochloride　（V．Bl）

Riboflabin　（V．B2）

Folic　acid

2－Methyl－1　，4－naphtoquinone　（V．K3）

D－Biotin　（V．H）

Cyanocobalamine　（V．B12）

s，ooo　mg

3，000　mg

1，600　mg

　700　mg

　600　mg

　600　mg

　200　mg

　lOO　mg

　　20　mg

　　　1　mg

1．Sucrose以外は全て和光純薬工業株式会社の試薬を用いた

2．日本甜菜製糖株式会社

16
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水溶性食物繊維のリン酸化および

　in　vitroにおける機能性の検討

，

17

．灘雛・1．纏　z、、　翻　灘＿．

　・　’　顯　　　　　　　　　，e圃



L一レー一一一一一一
　　ts

一
1

3－1　目的

　カルシウム吸収を促進する食品成分としてはCPPが知られている。　CPPは乳タンパク

質であるカゼインの消化過程で生成され、分子中のセリンがリン酸化されたボスホセリン

残基を含んでいる（43，51）このボスホセリンが数残基でクラスターを形成することによ

ってカルシウムが食品中のリン酸と結合して不溶性塩であるリン酸カルシウムになるのを

防ぎ、吸収されやすい状態に保つことが知られている。

　一方、近年注目を集めている食品成分として「食物繊維」がある。それまで栄養的価値

がほとんどなくカルシウムなどのミネラルの吸収を阻害するものという認識であった。し

力・し糖尿病や結腸ガンとの関連（50－55）やミネラル吸収阻害の要因（16，56－58）が解明

されてきた現在、「第六の栄養素」としての認識も広まり、多彩な食物繊維素材が市場に

出回っている。

　このようなことから、多くの機能性・生理作用を持つ食物繊維にリン酸基を導入し、さ

らにクラスターを形成させることが出来れば、食物繊維が持つ上記のような機能性にカル

シウムの吸収充進作用を付加した新規食品素材が開発できると考えた。

　この研究では、数ある食物繊維素材の中から多くの生理学的効果が報告され当研究室に

おいても多くの知見があるGGHに着目し、これに有機化学的手法を用いてリン酸基を導

入することを目的とした。さらにGGHがCPPのようにリン酸カルシウム沈殿の形成阻

害作用があるかどうかについて、in　vitroでその効果を試験した。

3　一一　2　方法

1）GGHのリン酸化

18

灘獄灘懸灘灘鑛灘懸難灘／／／／2・i＃．111i灘灘灘灘灘，　



bim一・．i，．一’

　使用した水溶性食物繊維はGGHである。これは西パキスタン、西インドのインダ

ス河流域の乾燥地帯に生育するマメ科グァー（Cyamoρsis　tetragono／obus）の種子胚

乳部から得られる多糖類（平均分子量20，000）を、β4，4一マンナーゼ（EC　3．3．1．78）

で酵素処理し、部分的に加水分解して低分子化・低粘度化したものである（59）。グ

ァーガムの構造式はFig．3－1に示す。

　リン酸化の方法はSungら（60）の大豆蛋白質のリン酸化を参考にした。

　GGH粉末109を蒸留水に溶解し、全量を100　mlとして10％（w／v）GGH水溶液

とした。この時冷水には溶解しづらいので、ホモジナイザー（EXCEL－AUTO

HOMOGENIZER、日本精機）を用いて温水に溶解した。これを5分間沸騰、または

そのまま次の行程に用いた。次に粉末メタリン酸ナトリウム（関東化学）をホモジナ

イザーを用いてGGH水溶液に溶解し、3．75、7．5、15、22．5、40％（w／v）溶液を作

成した。この溶液を45。Cまたは90。Cで0、1、2、4または8時間撹絆し反応させた。

この反応行程中、溶液のpHは16．7　M水酸化ナトリウムで12．5に合わせた。反応は

Fig．3－2の様に推測できる。反応終了後、反応溶液を透析分子量8，000の透析膜を用

いて24時間透析して未反応のメタリン酸ナトリウムを除去した。その後、凍結乾燥

機で粉末化してリン酸化GGH（P－GGH）を得た。なお、反応溶液をスケールアップ

した場合は、透析膜の代わりに循環型限外濾過装置（透析分子量10，000・ミリコン’

カセットシステム、ミリポア社）を用いた。合成したP・GGHの推定構造式をFig・3－

3に示す。

　P－GGHのりン酸化度（リン含有量）はP－GGHを湿式灰化した後、ρ一

methylaminophenol還元法（61，62）に従った無機リン測定用キット（ボスファC－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　19
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　テストワコー；和光純薬工業）を用いて測定した。

2）P－GGHによるリン酸カルシウム沈殿の形成阻害作用

P．GGH、　GGHおよびCPP（生化学用、和光純薬工業）をpH　7の20　mMリン酸パ

ツプアー一　50mlに0～100　mg溶解した。これに最終濃度5mMになるように塩化カル

シウムを添加し、37。Cで1時間静置した。この溶液を遠心分離（1，000×9、5分間）し

て上清を得、原子吸光分光光度計（Z－6100、日立製作所）で上清中のカルシウム濃度

を測定し、沈殿形成阻害率を求めた。

3）P－GGHとカルシウムイオンの会合状態について

　・電気伝導度の測定

　　P－GGH（5　mg）、およびカルシウムのキレート剤であるエチレングリコールービス

　（β一アミノエチルエーテル）一N，N，N’，N’一四酢酸（EGTA）（63）（20　mg）を蒸留水50　mI

　に溶解した。これに最終濃度0～5mMになるように塩化カルシウムを添加し・37。C

で1時間静置した。この溶液を電気伝導度計（Conductivity　meter、　DS－15、堀場製

作所）を用いて測定した。

　・イオン濃度の測定

　　P－GGH、　CPPおよびグルコース6リン酸（G－6－P）を蒸留水49　mlにそれぞれ0、

　10、20、50、100mg溶解した。これに最終濃度で5mMとなるように0．5　M塩化カ

　ルシウムを1ml添加し、37。Cで1時間静置した。この溶液をイオン濃度計（Expandable

　IonAnalyzer　EA940、　Orion　Research，　lnc．）を用いて溶液中のカルシウムイオン濃度

　を測定した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20



・P－GGHの31　P－NMRにおけるイオン濃度の効果

　P．GGHおよびCPPの2．5％溶液に塩化カルシウムを最終濃度で1、10または100

μMになるように添加し、37。Cで1時間静置した。ここから500μ1をNMRチュー

ブに入れ、NMR装置（JNM－270、日本電子）を用いて31P－NMRを測定した。測定条

件は、プロトンノイズデカップリング照射下、109．25　MHz、データポイントは4096・

繰り返し時間1，773sec．、温度23、5。Cであった。またケミカルシフト標準はH3PO4

溶液を0．00ppmとした。

3－3　結果及び考察

　リン酸化に対するメタリン酸量の影響

　　GGHのリン酸化に対するリン酸基ドナーとしてのメタリン酸量の影響と合成された

P－GGHのリン酸カルシウム沈殿形成阻害作用（カルシウムの可溶化作用）をFig・3－4

　に示した。

　　添加するメタリン酸の量を増やすことによって導入されるリン酸基の量も増加してい

　る。ただしFig．3－4ではわかりづらいがメタリン酸量をGGH　lo　gに対して22．5　g以

　上にした場合のリン酸基導入量の増加が鈍くなり、また合成したP－GGHのカルシウム

　可溶化率の上昇も同様に鈍くなっていた。

　　リン酸基は、Fig．3－2に示したように、おそらくGGHの6位にある水酸基と反応し

　ているものと思われるが、2位や3位の水酸基へのエステル化も考えられる。このため

　反応しうる水酸基が分子内に存在する限り、メタリン酸の量を増やすことによりリン酸

　基の導入量は上がる。しかし、GGHやメタリン酸の立体構造や分子サイズを考慮に入

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　21



れると、添加したメタリン酸量に比例して導入量が増えるわけではないと考えられる。

添加量が増えれば増えるほど、その立体障害やイオン反発により、添加したメタリン酸

量に占める導入量は減少していくと思われる。このため、メタリン酸添加量の対効果を

考えた場合、GGH　1に対してメタリン酸1．5が妥当であると考えられる。

リン酸化に対する反応温度の影響

　リン酸化に対する反応温度の影響をFig．3－5に示した。

　ここではメタリン酸添加前にGGH溶液を5分間沸騰させる処理の有無と、反応温度

について検討した。反応温度45。Cで5分間沸騰処理を行ったものと同温度で沸騰処理

を行わなかったものでは、沸騰処理を取り入れた方が明らかに導入されたリン酸基が多

くなっていた。これは沸騰処理によりGGHの立体構造が一部デンプンのα化に相当す

るような変化を受け、本来分子内部などに存在していた6位水酸基などが分子表面に現

れ、その結果、メタリン酸と反応する機会が増えたものと推測できる。また・反応温度

自体も45。Cより90。Cの方が立体構造をほぐす意味および反応速度の増大において・リ

ン酸基導入に対して有利であると考えられる。そのためリン酸基導入だけを考えるので

あれば、より高い温度で反応を行った方が導入量は増えると思われるが、今回はリン酸

基を導入しつつ、元来のGGHの性質を可能な限り残したいため・構造変化を最小限に

とどめる目的、5分間沸騰＋反応温度45。Cという条件を最適なものとした。

リン酸化に対する反応時間の影響

　リン酸基導入量に対しての反応時間の影響についてはFig・3－6に示した。
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　反応時間が4時間まではリン酸基の導入が進むが、それ以上は殆ど反応が進んでいな

かった。これは前項までで述べているように、メタリン酸の量や反応温度などの条件が

一定である限り導入されるリン酸基の量も限界があり、反応時間をいくら長くとっても

立体障害等で反応が進まないことを示していると考えられる。

P－GGHによるカルシウムの沈殿形成阻害

　P．GGH、　GGHおよびCPPによるリン酸カルシウムの沈殿形成阻害作用をFig．3－7

に示した。

　この実験に用いたP－GGHの反応条件はGGH　1に対してメタリン酸1．5、メタリン酸

添加前に5分間沸騰させ、反応温度を45。C、反応時間を4時間とした。これにより得

たP－GGHの分子内リン含有量は1．Ol　mol／kgであった。またCPPの分子内リン含有量

は1．11～1．30　mol／kgであった。　Fig．3－7を見ると、反応前のGGHは添加量を増やして

も可溶性カルシウム量に変化がないのに対して、リン酸基を導入したP－GGHはCPP

と変わらないカルシウム塩の沈殿形成阻害能を示していた。CPPに比べるとP－GGHは

分子内リン含有量がやや低いのにも関わらず同様の性質を示すことから・P・GGHでは

導入されたリン酸基がカルシウム塩の沈殿形成を防止し得るクラスターを形成している

ものと推測できる。これはまた、ピロリン酸やボスホセリン1分子ではカルシウム可溶

化能を持っていないことからも推測できる。P－GGHのリン酸基量と非不溶化カルシウ

ム量のモル比（Ca2・1Pi）は2．33～13．11であり、仮にクラスターとして3残基のリン酸

基で1原子のカルシウムをキレート化しているとするとモル比は6・99～39・33となり・

単純な化学結合等による沈殿形成の阻害とは考えにくい。
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P－GGHとカルシウムの相互作用

　P－GGHとカルシウムの相互作用について、電気伝導度をFig．3－8に、イオン濃度を

Fig．　3－9に、3i　P－NMRの結果をFig．3・・　1　oに示した。

　Fig．3－8を見ると、　CaCI2水溶液の電気伝導度がP－GGHやEGTAを添加することに

より0．5～1mM分程度値が下がっていることがわかる。電気伝導度は溶液中での遊離

のイオンによって左右されるため、カルシウムイオンのキレート剤であるEGTAを添加

することによりCaCl、一EGTA水溶液の電気伝導度が、キレートされたカルシウムイオ

ンの分だけ下がったのであろう。このことから考えると、同様の挙動を示したP－GGH

がカルシウムイオンのキレート剤として働いていることの可能性が示唆される。さらに・

Fig．3－9においてP－GGH濃度を上昇させるに従い、カルシウムイオン濃度はCPP同様

低下している。イオン濃度計は遊離のイオン濃度（この場合はCa2＋）を測定している

ので、P。GGHを添加することにより遊離のイオンが減少していることがわかる。また・

Fig．3－7のP－GGHによるカルシウムの沈殿形成阻害率と合わせて考えると、　P－GGHに

よって減少したイオン濃度の分だけカルシウムの非不溶化が起こっていることがわかる。

同様の挙動を示すCPPがカルシウムに対してキレート効果を持つことが報告されてい

る（41）。これらよりP－GGHのカルシウム沈殿形成阻害能もそのキレート効果による

可能性が推測できる。ただ20mgのEGTAがキレートするカルシウムと5mgのP－GGH

中のリン酸基が非不溶化するカルシウムのモル比（Ca2＋一EGTA！Ca2＋・P－GGH）は10・82

であり、上記同様リン酸基3分子でカルシウムを非不溶化していると仮定するとモル比

は32．45となり、やはり単純なキレート結合では説明できない。これらの点については

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　24



以下の結果から1つの可能性が推察できる。

　Fig．3－10において、　CPP、　P－GGHともに添加量を増やすとピーク幅がブロードにな

り、ついには消失している。内藤ら（14，42）やKittsとYuan（43）はCPPによるこ

の様な現象を、分子中のリン酸基と大量のCa2・がPO43一と無関係に非常な速さで結合と

解離を繰り返していることによるため、と述べている。これらのことからP－GGHがそ

の導入されたリン酸基によって多数のCa2・と弱いキレート錯体を形成・解離すること

によってカルシウムの見かけ上の可溶化を促進し、結果として多量のカルシウムイオン

を非不溶化の状態に保つ原因となっているのではないだろうか。

3一一4　まとめ

　本章では、リン酸基クラスターを分子内に持つCPPをモデルとして、水溶性食物繊

維にリン酸基を導入することにより、カルシウムのリン酸塩沈殿の形成阻害作用を持つ

新規物質の合成およびその効果についての検討を目的とした。

　　結果として、GGHを基本骨格として分子内に1．01　mol／kg（約6残基あたり1個）の

　リン酸基を含み、リン酸カルシウム沈殿の形成阻害作用持つ水溶性食物繊維を得ること

　に成功した。また、P・GGHの持つカルシウム塩の沈殿形成阻害作用は、導入されたり

　ン酸基がカルシウムイオンとキレート錯体を形成することによりリン酸カルシウムの沈

　殿となることを防いでいることが推測された。

　　一方、内藤らは、CPPとカルシウムイオンの結合定数を測定した結果104　M’1程度で

　あり、二価のキレート剤であるエチレンジアミン四酢酸（EDTA）の1　oiO～11　M’1・ある

　いはカルシウム結合タンパクであるカルモジュリンの1　06～8M’iにくらべてはるカ、に低

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25
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く、このような比較的弱いカルシウムイオンの結合性が、リガンドとしてのCPPから

遊離して輸送系に取り込まれるのに好都合であると述べている（43）。

　このため、同じ挙動を示すP．GGHにおいても今後結合定数を測定することにより・

同じようなことが明らかになるかもしれない。

　以上より、in　vitroにおけるカルシウム塩の沈殿形成阻害作用が確かめられた合成P－

GGHが、実際、ラットを用いたin　vivoでカルシウム吸収を充進ずる作用を有してい

るのかについて、次章より検討する。
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Fig．3－4　リン酸化に対するメタリン酸の影響

10％GGH溶液に対してメタリン酸を3．75、7．5、15、22．5、40％になるように添加し

たときの分子内導入リン丈量およびそれぞれの反応物のカルシウム可溶化率。メタリン

酸量以外の反応条件は、反応温度45。C、反応時間4時間。沈殿形成阻害率は50　mlの

リン酸緩衝液にP－GGHを10　mg溶解して、そこに5mM（最終濃度）のCaCI2を添加

し、上清中のカルシウム量を測定。
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Fig．3－5　リン酸化に対する反応温度の影響

温度を45。C（左）、90。C（左）、および反応液を5分間沸騰させた後45。Cで反応させた

ときの分子内導入リン酸量。温度以外の反応条件は、メタリン酸量はGGH　109に対し

て15g、反応時間は4時間。
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反応時間を0、1、2、4、8時間としたときの分子内導入リン酸量。時間以外の反応条

件はメタリン酸量はGGH　10　gに対して15　g、反応温度は5分間沸騰させた後45。Cで

反応させた。
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　　　　　Fig．3－7　GGH、　P－GGH、　CPPのカルシウム可溶化に対する影響

50mlの20　mMリン酸緩衝液に試料を0、10、20、50、100　mg溶解し、そこに最終濃

度で5mMとなるようにCaC12水溶液を添加。37。C、1時間静置したのち、遠心分離で

得た上清を原子吸光法で上清中のカルシウム量を測定。
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　　　　　　　　　　　　Fig．3－8　CaC12水溶液の電気伝導度

5mgのP－GGHおよび20　mgのEGTAを50　mlの蒸留水に溶解し、これに5mM（最

終濃度）のCaC12を添加。これを37。C、1時間で静置後、電気伝導度を測定。
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過週齢ラットにおけるカルシウム吸収に対する

　リン酸化グァーガム加水分解物摂取の影響

【
し
一
．

37

宛繍　　　　　　　　　：5’「

1
彗
、

＿恩．．
D＿．．灘．隠．

｣．i．難雛難



4－1　目的

　第3章で合成したP－GGHはin　vitroにおいてCPP同様の機能性を発現する事を確かめ

た。しかしin　vitroでカルシウムの吸収充進作用を示し、リン酸カルシウムの沈殿形成阻

害作用が認められてもin　viVOでは統計的有意差を示さなかったリン酸化糖についての報

告も幾つかある（10，64）。そこでin　vivoでの効果を検討するためP－GGHとその合成基質

となったGGHをそれぞれ食餌中に添加して、ラットにおけるカルシウム吸収への影響を

調べた。

4－2　方法

　1）実験動物：SD系雄ラット（9週齢、初期体重3009前後）を18匹用いた。

　2）試験飼料、およびスケジュール

　　7日間、標準飼料で予備飼育後、体重により6匹×3群に群分けし、以下の試験飼料

で14日間飼育後、屠殺した。

　　・コントロール食（無繊維食）　　　　　Control　Group

　　・グァーガム分解物5％添加食　　　　　GGH　Group

　　　リン酸化グァーガム分解物5％添加食　P－GGH　Group

　試験飼料の組成は、Table　4－1に記載した。

　試験飼料中のカルシウムレベルは0．45％（4，59／kg　diet）とした。食物繊維の添加は

5％（5091kg　diet）とし、またカルシウムの出納試験を行うにあたり、水溶性食物繊維

の摂取によるラットの下痢を防止するために結晶セルロースを試験飼料1　kgあたり509

　（5％）添加した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　38
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　実験スケジュールは、Fig．4－1に記載した。

　・試験飼育開始後、5－7および12－14日目を出納期間とし、採糞を行った。

　　14日目に屠殺し、腹部大動脈血、肝臓、腎臓、回腸・盲腸・結腸内容物、左右大

　腿骨を採取した。

3）分析項目

　血液はカルシウム濃度を、糞、右大腿骨はカルシウム量の測定に用いた。左大腿骨は

骨強度測定に用い、回腸、盲腸、結腸内容物は、総カルシウム量、可溶性カルシウム量、

短鎖脂肪酸量、pHの測定に用いた。腎臓と肝臓は重量を測定した。

4一一3　結果及び考察

ラットの体重、摂食量などについて

　　ラットの体重、摂食量、肝臓重量、腎臓重量をTable　4－2に示した。またラット体重

の経日変化をFig．4－2に示した。

　Fig．4－2に示すとおり、すべての群のラットは順調に成長した。三間の初期体重、最

終体重に統計的有意差はなく、試験期間の摂食量も二間に統計的有意差はなかった

　（Table　4－2）。さらに肝臓重量、腎臓重量においても群間での統計的有意差は認められ

なかった。以上の結果より、P・GGHはラットの成長に対して影響を与えないことが確

かめられた。

出納試験期間の糞重量

　出納試験期間採取した糞重量をTabie　4・3に示した。1st　period、2nd　period両方にお
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いてControl群と比較してGGH摂取群で糞重量が高値を示し、特に2nd　periodにおい

ては有意に高値を示していた。またP・GGH摂取群ではControl群と比較して有意差は

なかったが、飼育期間が進むに従って糞重量が増加していた。

　消化管（小腸）において酵素で分解されず、結果として吸収されない食物繊維を摂取

した場合、糞重量が増加するという事実は過去に報告されており（65）、また摂取した

食物繊維の大腸（盲腸）での発酵性によって糞排泄量は左右されると思われる。今回得

られたP－GGHにおいてGGHと比較して糞重量が虚弱を示したことは、　GGHにリン酸

基を導入したことによって構造が変化し、盲腸発酵の過程に時間がかかるようになり有

意差はないがわずかに低下した摂食量と相まって、今回のような結果になったのかもし

れない。

見かけのカルシウム吸収率

　出納試験における見力・けのカルシウム吸収率をFig．4－3に示した。

　1st　periodでは、　Control群とGGH群に対してP－GGH群において有意に高値を示し

た。GGHなどの発酵性の高い水溶性食物繊維を摂取することによってカルシウム吸収

が上昇することはすでに報告されている（66，67）が、今回の実験ではC◎ntrol群との

間に有意差は出なかった。これは実験に用いたラットの週齢と関係があるのかもしれな

い。今回P－GGHがGGHより高いカルシウム吸収方進作用を示したことは、　GGHの持

つ高発酵性に加え、第3章で確かめられたP－GGHのin　vitroにおけるリン酸カルシウ

ム沈殿形成阻害能がin　viVOでも効果を失わずに腸管内でカルシウムを吸収しやすい状

態で保っていたため、摂取したカルシウムを効率よく吸収できたのではないかと考えら
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れる。しかしながら、2nd　periodでの見かけのカルシウム吸収は3つの群間において有

意差は認められなかった。これはおそらくP－GGHの摂取により消化管内の可溶性カル

シウム量が増加し、1　st　periodにおいて生体必要量と比べて過剰のカルシウム吸収が起

こった結果、2nd　periodの吸収機構においてダウンレギュレーションが起こり・結果

としてカルシウムの吸収量が減少し、群間での差が消失したと考えられる。これは

Control群やGGH群と比較してP－GGHを摂取した群の消化管内（回腸内）でのカルシ

ウム非不溶化率が高いにも関わらず、2nd　periodでの見かけのカルシウム吸収が群間

において有意差がないことからも推測できる（Table　4－4）。

血漿中のカルシウム濃度

　血漿中のカルシウム濃度をFig．4－4に示した。

　血漿中のカルシウム濃度は様々なカルシウム調節ホルモンの働きによって非常に厳密

に恒常性が維持されており（約10mg／dl）（68）、多少のカルシウム吸収の増減では変

動はしない。つまりホルモンバランスの異常などが起こらない限り、例えば本実験のよ

うな条件下では変化は観察されないと思われる。実際、実験結果における三間の有意差

は認められなかった。

大腿骨中のカルシウム量および大腿骨強度

　右大腿骨中のカルシウム量をFig．4－5に、また左大腿骨強度をFig・4－6に示した。

　カルシウム量はControl群やGGH群に比べてP－GGH群において有意に高くなった。

これは骨中カルシウム量が体内のカルシウムの99％を占めることから・出納試験の1st
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periodにおいてカルシウム吸収が上昇した結果、　P－GGH群の骨中にカルシウムがより

多く蓄積されたためであると考えられる。

　骨強度については、GGH群とP－GGH群においてControl群と比較して高値な傾向を

示しているが、雨間に有意差は出なかった。

1

各消化管中のカルシウム動態

　回腸、盲腸、結腸内容物中の総カルシウム量、可溶性カルシウム量およびカルシウム

の非不溶化率をTable　44に示した。

　回腸内容物中の可溶性カルシウム量とカルシウムの非不溶化率を見ると、Control群

やGGH群と比較してP．GGH群において有意に高値を示した。カルシウムの吸収を充

進ずる物質として知られているCPPは、回腸での非不溶性カルシウム量を増加させる

結果、腸管でのカルシウム吸収を元進ずることが報告されている（69）。P・GGHを与え

たラットにおいてカルシウム吸収が元進されたこともCPPの場合と同じく、P－GGHの

分子中のリン酸基の影響によるものと考えられる。CPPは消化酵素による分解をほと

んど受けないため小腸内で生成したCPPは小腸下部に蓄積し、これがカルシウムを腸

内で吸収されやすい可溶性状態に保っていると考えられている。同じようにP－GGHも

小腸における消化酵素の影響を受けない食物繊維であるためにP－GGHは消化管内にお

いてもカルシウム塩の沈殿形成阻害能をより強く保持しているものと考えられる。

it｛121Yk！llSll－ueSiHtt｛1！SSi2：p9｛tzDSEks．kUH

　回腸、盲腸および結腸それぞれの壁重量、内容物重量および内容物のpHをTable　4一
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5と4－6に示した。

　壁重量は盲腸においてGGH群、　P・GGH群でControl群より有意に高値を示したが、

回腸、結腸においては有意差は無かった。内容物重量は回腸、盲腸および結腸の全てに

おいてP－GGH群でControl群と比べて有意に高値を示し、　GGH群においても盲腸で高

値を示した。

　GGHやP。GGHのような水溶性食物繊維を摂取した場合に消化管内容物の重量が増

加することは、糞重量の増加と同じように考えることができる。今回はP－GGH群と

Control群において糞重量では有意差が見られなかったが内容物重量では有意にP－GGH

群で高かった。これはおそらくP－GGHが高発酵性を有しながら、その発酵過程に時間

がかかるという性質であるため、消化管内での滞留時間が長くなり、結果として糞重量

が少ないのに内容物重量が多いという結果になったのではないだろうか。盲腸壁の重量

の増加は内容物の増加と、次項で述べる短鎖脂肪酸の作用であると考えられる。短鎖脂

肪酸は盲腸粘膜細胞の増殖を元進ずることが報告されており（70）、本実験においても

高発酵性のGGHとP－GGHの摂取により琴師脂肪酸の生成が大きく増加していたこと

がわかっている。また、酸の生成の結果、特に盲腸内容物のpHがControl群と比較し

てGGH群やP－GGH群において有意に低くなっていた。さらに導入したリン酸基の存

在自体によりP－GGHはGGHより酸性を示すことも確認された（pH7の20　mMリン

酸緩衝液50mlにGGHまたはP－GGHを100　mg溶解したときのpHはそれぞれ7．00

と6．61であった）。

　幾つかの報告（39，71）にも見られるように、このような盲腸の重量増加に伴う吸収

面積の増加が、P・GGHによるカルシウムの吸収を充進ずる一つの原因になっている可
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能性も考えられる。

盲腸および結腸内の有機酸濃度

　盲腸および結腸内の有機酸濃度をTable　4－7に示した。

　盲腸内容物中の有機酸濃度を見ると、GGH群はControl群と比べて測定したすべて

の物質で有意に高値を示した。P－GGH群ではControl群と比べてプロピオン酸とコハ

ク酸の生成量が高値を示し、GGH群ほどではないにしても短鎖脂肪酸を含めた有機酸

の生成は有意に高値を示した。これらの結果からP－GGHがGGHには劣るものの高い

発酵性を有していることがわかる。

　水溶性食物繊維の持つ作用（機能性）は、その発酵産物であるところの短鎖脂肪酸を

含む有機酸の作用に負うところがある。カルシウムの吸収促進効果に関しても盲腸重量

の増加による吸収面積の拡大（前述）のほか、短鎖脂肪酸を含む有機酸の生成による盲

腸内の酸性化とそれに伴うカルシウムの非不溶化があげられる。消化管内のカルシウム

はその大部分が不溶性の塩を形成しておりそのままでは吸収されることは難しいが、カ

ルシウムが非不溶化されることにより吸収が充進される。

　しかし今回の実験ではP－GGHより発酵性が高いGGHを摂取させた群においてカル

シウムの吸収元進は認められなかった。これはP・GGHによるカルシウムの非不溶化部

位が回腸であったのに対し、GGHの発酵によるカルシウムの非不溶化部位が盲腸であ

ったことが関係しているのかもしれない。またGGHと比較して発酵性で劣るP－GGH

の内容物のpHがGGHの値と殆ど変わらないのは、劣っている分P・GGH自体の酸性

多糖として性質が影響していると考えられる。
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4－4　まとめ

　本章では、成長期を過ぎて成体となった過週齢ラットを用いてP－GGHがカルシウム

の吸収を元進ずるかについて検討した。

　その結果、P－GGHを摂取させた群においてControl群やGGH群と比較してカルシウ

ムの吸収が方進した。しかし発酵性の高いGGH群においてControl群との間で有意差

が無かった。水溶性食物繊維の発酵産物である短鎖脂肪酸（を含む有機酸）がカルシウ

ム吸収に対して影響を与えないということは考えにくいので、成長期の若齢ラットと比

較して過週齢ラットでは消化管下部（盲腸）でのカルシウム吸収に影響が出にくいので

はないだろうか。

　それに対してP－GGHはGGHと同様な盲腸発酵も行われるが、それよりも導入され

たリン酸基クラスターによる小腸下部でのカルシウムの非不溶化が、CPP同様、カル

シウム吸収に大きな影響を与えているのではないだろうか。

　この点を明らかにするために、次の実験ではカルシウム要求性の高い若齢のラットを

用いることやP－GGHを与えることに対する盲腸発酵の影響を盲腸切除ラットを用いて

実験することによりP－GGHの機能をさらに検討した。
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Table・4－1．試験飼料の組成（／k　diet）

Control　diet GGH　diet P－GGH　diet

Casein

Sucrose

Corn　oil

Mineral　mixture，　Macro

Mineral　mixture，　Micro

Vitamin　mixture

Vitamin　E　granule

Choline　bitartrate

Cellulese’

GGH
P－GGH

237．5　g

612．7　g

47．5　g

36．1　g

　　1．99

　　9．5　g

　　O．99

　　3．8　g

50．1　g

225．0　g

580．5　g

45．0　g

34．2　g

　　1．89

　9．0　g

　　O．99

　3．6　g

so．o　g

so．o　g

225．0　g

580．5　g

45．0　g

34．2　g

　　1．89

　9．Og

　O．9　g

　3．6　g

so．o　g

50．0

1：結晶セルロース（アビセルPH1021旭化成工業株式会社）

特に注釈のないものは、第2章の記載を参照のこと。
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Table・4－2．飼育に伴う各種重量

No．　of　rats

　　n

lnitial　Body　Weight Final　Body　Weight Food　lntake

　　14　davs

Control

GGH
PGGH

ANOVA　P　value

337．0　±4．8

337．7　±　5．0

336．4　±7．6

NS

387．6

385．6

381．4

±　8．2

±　10．7

±　8．4

NS

293．3　±12．1

300．7　±15．8

281．0　±9．4

NS

No．　of　rats

　　n

Liver　Weight Kidney　Weight

Control

GGH

P－GGH

ANOVA　P　value

16．87　±　O．34

16．49　±　O．65

15．36　±O．55

NS

2．75

2．81

2．62

±　O．08

±　O．05

±　O．06

NS

Values　are　means±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are

significantly　different　at　P　〈O．05．

　NS：　no　significant　difference　between　any　values．
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Table　4－3。出納試験期間の摂食量および糞乾燥重量

No．　of　rats

　　　n

Control

GGH

P－GGH

（
0
6
（
0

　Food　lntake　for　Balance　Periods

lst　Period　2nd　Period

　　3davs　q／3davs
21．4

20．7

20．3

±　O．7

±07
±　O．6

19．40　±O．7b

21．80　±O．7a

18．90　±　O．5　b

ANOVA　P　value N．S． P　＝O．Oll

No．　of　rats

　　　n

　　　　　　Feces　Dry　Weight

lst　Period　2nd　Period

　　3davs　a　／3davs
Control

GGH
P－GGH

ハ
0
ハ
◎
ハ
0

4．47

4．75

3．84

±O．36　ab

±　O．26　a

±　O．19　b

4．02　±　O．26　b

5．20　±O．23　a

4．40　±O．21　b

ANOVAP　value P　＝O．094 P　＝O．009

　Values　are　means±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common　superscript

are　significantly　different　at　P　〈O．05．
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Table　4－4・消化管内容物中の可溶性、総カルシウム量およびカルシウム可溶化率

No．　of　rats　Soluble　Ca　Total　Ca
　　　N．，cL－mol　／g　of　contents）　（］“mol　／g　of　contents

Ca　solubility

　　　o／o

lleum

　Control

　GGH
　P－GGH

54．0

52．7

87．4

±　9．2　b

±5．Ob

±11．6a

262．2　±48．8

204．7　±20．8

231．7　±10．6

21．2

26．4

37．4

±1．8b

±　2．1　b

±　4．1　a

ANOVA　P　value P　＝O．025 NS P　＝O．003

Cecum

　Control

　GGH
　P－GGH

（
◎
ハ
◎
（
◎

24．6

44．6

7．0

±　3．1　ab

±　10．6　a

±　O．9　b

1　90．3

172．7

1　47．7

±9．1　a

±19．5　ab

±5．7　b

12．8

26．8

4．7

±1．2　b

±　7．4　a

±　O．7　b

ANOVA　P　value P　＝O．003 P　＝O．094 P　＝O，009

Colon

　Control

　GGH

　PGGH

ハ
◎
（
◎
A
◎

152．9

35．2

10．7

±　37．6　a

±　6．9　b

±1．6　b

555．3

193．6

1　37．0

±　125．7　a

±　39．8　b

±　25．0　b

29．0

19．7

8．8

±3．6　a

±4．1　a

±1．6　b

ANOVA　P　value P　〈O．OOI P　＝O．003 P　＝O．002

　Values　are　means±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are

significantly　different　at　P　〈O．05．

　NS：　no　significant　difference　between　any　values．
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Table・4－5．消化管内容物のH

No．　of　rats ileum cecum celon

Control

GGH

P－GGH

ハ
◎
ハ
◎
ハ
◎

6．49　±O．16　ab

6．61　±O．06　a

6．29　±O．09　b

6．36　±O．06　a

5．51　±O．08　b

5．46　±O．13　b

6．49　±O．07　a

6．09　±O．08　b

5．83　±O．06　c

ANOVA　P　value P　＝O．154 P　〈O．OOI P　〈O．OOI

Values　are　means±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are

significantly　different　at　P　〈O．05．

　NS：　no　significant　difference　between　any　values．
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Table　4－6．各消化管壁および消化管内容物重量

No．　of　rats

　　n

ileum

Wall　weight

　cecum
colon

Control

GGH

P－GGH

O．698　±O．049

0．693　±O．063

0．677　±O．069

1．306　±O．067　b

1．939　±　O．149　a

2．077　±O．138　a

O．836　±O．037

0．924　±O．027

0，897　±O．Ot8

ANOVA　P　value NS P　＝O．OOI NS

No．　of　rats

　　n

i量eum

Contents　weight

　　　cecum
colon

Control

GGH

P－GGH

O．16　±　O．　04　b

o．2s　±　o．　03　ab

o．32　±　o．os　a

2．29　±O．07　c

4．59　±　O．55　b

8．60　±　O．79　a

O．67　±　O．13　b

1．08　±O．14　ab

1．49　±　O．35　a

ANOVA　P　value P　＝O．038 P　〈O．OOI P　＝　O．068

Values　are　means±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are

significantly　different　at　P　〈O．05．

　NS：　no　significant　difference　between　any　values．

51



Table・4－7．盲腸および結腸内容物中の有機酸量

No．　of　rats

Control

n＝6

GGH

n＝6

P－GGH

n＝6

P

Cecum

Amount　（，“　mol　／　contents）

Acetate

Propionate

Butyrate

lsovalerate

Total　SCFA

Lactate

Succinate

72．9　±　9．6　b

21．8　±2．6　b

9．26　±1．45　b

O．84　±O．21　b

105　±13　b

o．oo　±　o．oo

1．23　±O．22　b

133　±17　a

99．6　±23．1　a

34．5　±7．5　a

1．96　±　O．50　a

269　±41　a

3．47　±　O．92

81　．9　±　21　．4　a

85．8　±10．3　b　O．012

99．9　±19．5　a　O．009

3．20　±1．55　b　〈O．OOI

O．39　±　O．26　b　O．017

189　±28　ab　O．005

7．97　±5．75　O．274

53．9　±　20．8　a　O．015

Colon

．　Amount　（，c，c　mol　／　contents）

Acetate

Propionate

Butyrate

Isovalerate

Total　SCFA

Lactate

Succinate

11．9

2．19

1．45

0．02

15．6

0．oo

O．70

±3A　ab

±　O．50　b

±O．41　a

±　O．02

±4．0　b

±　o．oo

±　O．34　b

16．6

14．1

3．14

0．26

34．1

0．48

11．1

±2．1　a

±2．8　a

±　O．64　a

±　O．18

±5．2　a

±　O．26

±　8．3　a

6．08

7．30

0．16

0．oo

13．5

0．86

4．32

±　1．70　b

±2．37　b

±　O．10　b

±　o．oo

±4．1　b

±　O．63

±　4．03　ab

O．023

0．005

〈　O．OOI

O．1　57

0．OlO

　O．332

0．399

Each　value　is　the　mean　±SE．　Values　in　the　same　row　not　sharing　a　common　superscript　are

significantly　different　at　P　〈O．05．

Total　SCFA　is　the　sum　of　acetate，　propionate，　butyrate，　and　isovalerate．
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　　予備飼育
（7日間、標準飼料）

　　試験飼育
（14日間、試験飼料）
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Fig．4－1　実験スケジュール
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Fig．4一・3　Apparent　Calcium　Absorption　in　Rats．　Each　value　is　the　mean　for　six　rats　with　SE

shown　as　a　vertical　bar．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are　significantly

different　at　P〈O．05．
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different　at　P〈O．05．
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different　at　P〈O．05．
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盲腸摘出ラットを用いたカルシウム吸収に対する

　　リン酸化グァーガム加水分解物摂取の影響
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5一一1　目的

　第4章ではP－GGHがin　vivoにおいてもlst　periodでカルシウム吸収を充進ずることを

示した。そしてP－GGHが小腸下部（回腸）においてカルシウムの非不溶化を促進してい

ること・また盲腸においてGGHほどの発酵性はないもののプロピオン酸、コハク酸を中

心に発酵性を持っていることが確かめられた。プロピオン酸は酢酸とともにカルシウム吸

収への関与が示唆される短鎖脂肪酸であり（72）、P－GGHによるカルシウム吸収の元進が

リン酸基クラスターによるカルシウムの非不溶化なのか盲腸発酵によるものなのか前章の

結果だけでは検討することは不可能である。

　このためこの章では盲腸切除（CCX）ラットを用いて、盲腸発酵の影響のない系での

P－GGHのカルシウム吸収元進能を調べるとともに、その機構について検討した。

5一一2　方法

　1）実験動物：SD割引ラット（5週齢、初期体重100　g前後）を42匹用いた。

2）試験飼料、およびスケジュール

　　7日間、標準飼料で予備飼育後、体重により24匹（盲腸切除用）と18匹（偽手術

用）に群分けして施術した。5日間を回復期間として標準飼料で飼育した（CCX、1匹

死亡）。盲腸切除群、偽手術群ともに下記の3群（CCX：n＝8（Controlはn＝7）、　Sham：

n＝6）に群分けし、試験期間を10日間とした。

　　・コントロール食（無繊維食）　　　　　Control　Group

　　グァーガム分解物5％添加食　　　　　GGH　Group

　　・リン酸化グァーガム分解物5％添加食　P－GGH　Group
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　試験飼料の組成は、Table　5。1に記載した。

　試験飼料中のカルシウムレベルは0．45％（4．59／kg　diet）とした。食物繊維の添加は

5％（509／k9　diet）とし・またカルシウムの出納試験を行うにあたり、水溶性食物繊維

の摂取によるラットの下痢を防止するため1こ結晶セル・一スを試験飼料1kgあたり5・9

　（5％）添加した。

　実験スケジュールは、Fig．5－1に記載した。

　’試験飼育開始後・3－5および8－10日目を出納期間とし、採糞を行った。

　’10日目に屠殺し・腹部大動脈血、回腸・盲腸・結腸内容物、左右大腿骨を採取し

た。

3）手術法

　・盲腸摘出手術

　ラットにネンブタール注射液（O．08　ml／100　g　body　weight）を腹腔内投与して麻酔を

する。麻酔が完全にかかったら、ラットの四股をガムテープでプラスチック板に固定し、

下腹部（開腹部位）の体毛を石鹸水で浸して剃刀で剃毛する。消毒目的で70％エタノ

ールを開腹部位に噴霧し、軽くふき取る。大ばさみで正中線に沿って皮膚を切り開く。

中ばさみを皮膚と腹筋の間に入れ、はさみを開くようにして皮膚を腹筋から剥離する。

中ばさみで、正中線に沿って腹筋を切り開く。綿棒で盲腸を腹腔内から引っ張り出す。

このとき金属器具で腹腔内に触れないこと。縫合糸で盲腸と他消化管の接続部（回腸か

ら結腸までが1本の管になるように）を緩く結紮し、閉塞していないかを確認後、きつ

く結紮する。小ばさみで結紮部位の盲腸側を切断し、盲腸を切除する。このとき結紮し

た縫合糸を切らないように気を付ける。綿棒で切断面をきれいにした後、マイシリン（マ
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イシリンゾル明治；明治製菓株式会社）を切断面および術部周辺に数滴滴下する。腸を

腹腔内に戻し・腹筋を縫合して縫合部1こシノミン（シノミン末；塩野義製薬株式会社）

をふりかける。皮膚をミュッヘル縫合針（ミヘル縫合針小；夏目製作所）で閉じ、手術

を終了。ラットを保温器に移し、麻酔覚醒後ケージに戻す。

　・偽手術

　手順は盲腸摘出手術とほぼ同じ。盲腸を引っ張り出したら切除せずに腹腔内に戻す。

あとは同じ手順。

　なお手術に際して・ピンセットやはさみなどはヒビテン液（5％ヒビテン液；ゼネカ

薬品株式会社）を薄めたもの（容器のふた2～3杯をパットに入れて脱塩水で薄める）

で消毒。綿棒や脱脂綿はオートクレーブで滅菌しておく。

4）分析項目

　糞、右大腿骨はカルシウム量の測定に、左大腿骨は骨強度測定に用い、回腸、盲腸、

結腸内容物は、総カルシウム量、可溶性カルシウム量、短鎖脂肪酸量、pHの測定に用

いた。

5一一3　結果及び考察

ラットの体重、摂食量、糞重量について

　ラットの体重、試験期間中の摂食量はTable　5－2に示した。また出納試験期間中の摂

食量、糞重量はTable　5－3に示した。

　初期体重、最終体重、体重増加量はすべて群間における統計的有意差は認められなか

った。また試験期間を通しての摂食量および出納試験期間中の摂食量にも群島での統計
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的有意差は見られなかった。これらの結果から、第4章の結果と同じくGGHやP－GGH

の摂取がラットの成長に対して影響を与えないことが確認された。

　しかし盲腸切除を施した場合、GGHおよびP－GGH摂取群では摂取したGGH、P－GGH

がほとんど資化されずに糞中に排泄されるために、出納試験期間の糞重量は1st　period

のGGH・P－GGH摂取群でCCXラットがShamラットと比較して有意に増加し、2nd

periodにおいてもGGH摂取群でCCXラットがShamラットと比較して有意に増加、

またP－GGH摂取群でもCCXラットが高い傾向が見られた。

見かけのカルシウム吸収率

　見かけのカルシウム吸収率はFig．5－2に示した。

　1st　periodでのカルシウム吸収率は、　GGH摂取一ShamラットとP－GGH摂取群（CCX

及びShamラット）においてControl食摂取群とGGH摂取一CCXラットと比較して有

意に高値を示した。しかし2nd　periodにおけるカルシウム吸収率は、全ての群におい

て統計的有意差は認められなかった。

　今回の実験において、GGH摂取一Shamラットのカルシウム吸収がControl食摂取．

Shamラットに対して有意に高値を示したことは第4章の実験結果と異なる点である。

第4章においてControl食群に対してGGH摂取群で差が出なかったのはラットの週齢

にあるのではないか、と仮定した。今回の実験は、この仮定を裏付ける結果であると考

えられるだろう。また、GGH摂取一CCXラットのカルシウム吸収がGGH－Shamラット

に対して有意に低値でControl摂取群と差がなかったことは、　GGH摂取によるカルシ

ウム吸収の充進に盲腸が寄与していることが磁力・められたと言って良いと思われる。こ
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れは当研究室のこれまでの研究（38）やYounesら（73）の報告の結果を支持するもの

である。また2nd　periodにおける統計的有意差の消失は第4章でも示唆したように、

カルシウム吸収機構のダウンレギュレーションの影響が考えられる。

各消化管内容物中のカルシウムの非不溶化率

　回腸・盲腸（CCXラットを除く）および結腸内容物中の総カルシウム量、可溶性カ

ルシウム量およびカルシウム非不溶化率をTable　5－4から5－6に示した。

　総カルシウム量は・回腸において全ての群で統計的有意差は示されなかったが、結腸

においてControl食摂取群がGGH摂取群やP・GGH摂取群と比較して有意に高値であ

った。可溶性カルシウム量は、回腸においてP－GGH摂取ShamラットでGGH摂取群

やControl食摂取群と比べて有意に高く、またP－GGH摂取CCXラットにおいても高い

傾向が見られた。盲腸においては全ての群で有意差はなく、結腸においてはP．GGH摂

取群で有意に低い、また低い傾向が見られ、またそれぞれの群でCCXラットと比較し

てShamラットで有意に高いカ・、高い傾向を示した。カルシウムの非不溶化率は、回腸

においてP－GGH摂取群で有意に高かった。また盲腸ではGGH摂取群で僅かではある

が有意に高値を示した。結腸では逆にP－GGH摂取群で低い傾向を示し、それぞれの群

でCCXラットと比較してShamラットで有意に高いか、高い傾向を示した。

　回腸におけるP・GGH摂取群でのカルシウム非不溶化の上昇は、第4章での実験結果

を支持するものと考えられる。P－GGHのように分子内にリン酸基クラスターを持った

CPPが回腸でのカルシウム非不溶化を元進ずることによりカルシウムの吸収を促進し

ていることを考えると、第4章で述べたようにP・GGHによるカルシウムの吸収充進作
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用もリン酸基クラスターによるカルシウムの非不溶化にあると考えることが出来る。ま

たCCXの結果・結腸が盲腸発酵の過程を補償するということをOhtaらは報告してお

り（66）・後述する結腸内容物重量の結果と合わせて考えると、今回の実験においても

結腸発酵が若干行われていたと思われるが、それは結腸においてのカルシウムの非不溶

化を促進するものでは無かったことがわかる。

iiEg211ifk1IEQilELSLalS．dsny111N21iHltA1S（Z）SE｝SckUCptg｛PZo（Z）H

　回腸・盲腸（CCXラットは除く）および結腸の壁重量をTable　5－8に、内容物の重量

をTable　5－9に、内容物のpHをTable　5－7に示した。

　内容物のpHは、回腸ではControl食摂取群やGGH摂取群と比較してP－GGH摂取群

で低い傾向を示した。盲腸ではGGH摂取群とP－GGH摂取群でControl食摂取群に比

べて有意に低回を示した。また結腸では盲腸と同様にGGH摂取群とP－GGH摂取群で

有意に低くなっていた。

　内容物重量は、回腸では統計的有意差は認められなかった。盲腸ではControl食摂取

群と比較してGGH摂取群およびP－GGH摂取群において有意に増加していた。また結

腸では、全ての群でCCXラットがShamラットと比較して有意に増加していたが、摂

取した食事による違いは認められなかった。

　壁重量は、回腸ではGGH摂取群でShamラットに比べてCCXラットで有意に高く、

またControl食摂取群とPGGH摂取群でもCCXラットの方が高い傾向を示した。盲腸

ではControl食摂取群と比較してGGH摂取群およびP－GGH摂取群において有意に増

加していた。結腸では全ての群にわたってCCXラットの壁がShamラットより有意に
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増加していた。

　盲腸切除によって結腸壁重量や結腸内容物重量が増加したのは、前項で触れたように

結腸発酵が起こったからではないだろうか。鈴木（74）は同様に盲腸切除ラットにおけ

る結腸重量（壁・消化管共）の増加を報告している。盲腸におけるGGHやP．GGHの

発酵がCCXでは欠如したために結腸での内容物の増加、それに伴う壁重量の増加があ

ったと考えられる。事実、Shamラットにおける盲腸の観察では、発酵性成分であるGGH

やP－GGHの発酵によると思われる内容物重量の増加や壁重量の増加が見られた。しか

しこれだけではControl食摂取CCXラットの壁と内容物重量の増加を説明できない。

これについて鈴木は無繊維食（Control食）に含まれる内因性の発酵基質の存在を示唆

している。このことからControl食内のなんらかの発酵基質がControl食摂取群での数

値増加の原因であると考えられる。

　回腸重量の増加については太田（75）が幼若ラットの大腸摘出により全摘出で対照と

比較して回腸重量の増加、半摘出で対照と全摘出の中間の成長を観察したこと、原因に

ついては粘膜内酵素活性の変動などの可能性を報告している。今回の結果を見ても内容

物重量に統計的有意差がないことから、回腸重量の増加は、おそらく消化管切除による

内因性物質の刺激の変化ではないかと思われる。

盲腸および結腸内容物中の有機酸量

　盲腸内容物中の有機感量をTable　5－10に、結腸内容物中の有機酸量をTable　5－11に

それぞれ示した。

　盲腸内容物中の有機酸量では、全ての測定項目でGGH摂取群がControl食摂取群や
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P－GGH摂取群と比べて有意に高値であった。また統計的有意差はないものの、酢酸と

イソ吉草酸を除いて・Control食摂取群と比較してP・GGH摂取群で高い傾向を示した。

プロピオン酸に関してはGGH摂取群同様、　Control食摂取群に対してP。GGH摂取群で

有意に高かった。

　結腸内容物中の有機酸量では・Control食摂取群とGGH摂取群の総二二脂肪酸量（酢

酸・プロピオン酸・酪酸・イソ吉草酸の和）がShamラットに比べてCCXラットで有

意に高値を示し、P－GGH摂取群も統計的有意差はないもののCCXラットで高い傾向を

示した。これは酢酸の発酵生産量に由来するものであった。

　盲腸でのGGHの発酵性、それに伴う内容物や壁の重量増加、　pHの低下などはすで

に前述しており、P－GGH群の結果と合わせていままでの実験内容を支持する結果とな

っている。結腸ではCCXラットにおいて若干の結腸発酵が起こっていることが観察さ

れた。しかし、結腸発酵に起因するカルシウム吸収の元進が見られないことから、少な

くとも今回の実験程度の期間（回復期＋実験飼育期で15日間）で起こる結腸発酵は、

結腸における生理作用の一部（壁重量の増大、内容物重量の増加など）に影響を及ぼす

が、カルシウム吸収に対して影響は与えないと思われる。また盲腸発酵がGGH＞P。GGH

＞Control食であるにもかかわらず、カルシウム吸収の充進作用がP－GGH＞GGH＞

Control食であったことを考えると、　GGHのカルシウム吸収元進作用には盲腸発酵が大

きく関与している（27，38）と思われるが、P－GGHによるカルシウム吸収元進作用での

盲腸発酵依存度は高くないと思われる。このことからもP－GGHが回腸でのカルシウム

の非不溶化を照射することでカルシウムの吸収を促進していることが推測される。
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大腿骨中のカルシウム濃度および大腿骨強度

　大腿骨強度をFig・5－3に・大腿骨中のカルシウム濃度をFig．5－4に示した。

　大腿骨中のカルシウム濃度はGGH摂取群のShamラットとP－GGH摂取群でControl

食摂取群とGGH摂取群のCCXラットと比較して有意に高かった。この結果は1st　period

の出納試験結果に似ており、吸収盲進されたカルシウムがリン酸カルシウムの形で骨中

に蓄積されたことを示唆しているのかもしれない。

　大腿骨強度も同様の傾向を示しているが、統計的有意差は認められなかった。これは

おそらく・カルシウム吸収による骨強度への影響は今回のような短期間（10日間）で

は現れにくいのではないだろうか。Kishimotoら（10）は14日間の飼育実験で、カル

シウム吸収で有意差は認められたが骨強度に差は認められなかったと報告している。こ

れより、骨強度に対して影響が表れるためには長期間にわたるカルシウム吸収の変化が

必要であることが示唆される。

5一一4　まとめ

　　この章では、第4章で確認されたP－GGHのラットにおけるカルシウム吸収元進作用

が、盲腸発酵での虚血脂肪酸生成の結果によるというGGHのもともと持っている機能

性由来なのか、またはP－GGH特有の作用なのかについて盲腸切除ラット用いて検討し

た。

　出納試験の1st　periodより、Control食と比較するとGGH、　P－GGHはカルシウムの

吸収を元進ずること、GGHではCCXによりその吸収元進作用が消失すること、しかし

P－GGHではCCXにおいてもカルシウムの吸収充進作用が認められたことから、P－GGH
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の基質となったGGHでは・そのカルシウム吸収元進作用が盲腸発酵によるものである

のに対して・P・GGHの吸収元進作用は盲腸発酵に影響を受けないことが確認された。

そしてこのことは・P－GGHがCPPのように、主に小腸下部におけるカルシウムの非不

溶化率を高めることにより、カルシウムの吸収を促進していることを示唆しているもの

と思われる。

　今後は・現在問題となっている骨粗霧症の予防・症状改善に対してP．GGHがどの程

度有効であるかについて、閉経後骨粗霧症のモデルと考えられる卵巣摘出ラットを用い

て・カルシウム吸収・骨強度などの面から検討していく必要があると思われる。
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Table　5－1　，試験飼料の組成（／k　diet）

Control　diet GGH　diet P－GGH　diet

Casein

Sucrose

Corn　oil

Mineral　mixture，　Macro

Mineral　mixture，　Micro

Vitamin　mixture

Vitamin　E　granule

Choline　bitartrate

Cellulosei

GGH
Pd－GGH

237．5　g

612．79

47．5　g

36．1　g

　1．99

　9．5g

　O．9　g

　3．8　g

50．1　g

225．0　g

580．5　g

45．0　g

34．2　g

　1．89

　9．Og

　O．99

　3．6g

so．o　g

so．o　g

225．0　g

580．5　g

45．0　g

34．2　g

　1．89

　9．0　g

　O．9　g

　3．6g

so．o　g

50．0

1：結晶セルローース（アビセルPH102；旭化成工業株式会社）

特に注釈のないものは、第2章の記載を参照のこと。
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Table　5・2．飼育に伴う各種重量

No．　of　rats　lnitial　Body　Weight

　　　n

Final　Body　Weight Body　Weight　Gain

　　　　lO　davs

Control　CCX

　　　　　　Sham

GGH　CCX
　　　　　　Sham

P－GGH　CCX

　　　　　　Sham

ANOVA　P　value

Diet　（A）

Operation　（　B　）

AXB

1　72．1　±　2．7

176．8　±5．6

168．5　±3．6

177．0　±5．7

168．7　±3．8

178．5　±6．8

　　　NS

　　　NS

　　　NS

256．3　±2．6

260．8　±7．2

250．0　±67

260．3　±11．7

247．9　±6．2

255．2　±8．1

　　　NS

　　　NS

　　　NS

84．2　±2．2

84．1　±3．1

81．5　±4．5

83．3　±　6．5

79．2　±3A

76．7　±3．8

　　NS

　　NS

　　NS

No．　of　rats Food　lntake

一一一一＿＿．」」＿＿＿．qム抽」＿＿　ノ
Control　CCX

　　　　　　Sham

GGH　CCX
　　　　　　Sham

P－GGH　CCX

　　　　　　Sham

ANOVA　P　value

Diet　（A）

Operation　（　B　）

AXB

19．7　±　O．4

19．1　±O．3

19．4　±O．9

19．9　±1．1

18．5　±O．8

18．8　±　O．6

　　NS

　　NS

　　NS

Ya！u“es　are　rpeans±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are

significantly　different　at　P　〈O．05．

NS：　no　significant　difference　between　any　values．
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Table　5－3．出納試験期間の摂食量及び糞乾燥重量

No．　of　rats 　Food　lntake　for　Baiance　Periods

lst　Period　2nd　Period

一一一一一一一一・一m
Control　CCX

　　　　　　　Sham

　　　　　　　Sham

P－GGH　CCX
　　　　　　　Sham

ANOVA　P　value

Diet　（A）

Operation　（　B）

56．4　±O．9

54．1　±1．4

55．1　±4．3

57．7　±4．0

50．6　±2．6

53．0　±1．9

　　　NS

　　　NS

　　　NS

62．8　±26

62．0　±1．4

61．0　±2．4

64．9　±3．9

59．2　±3．4

61．9　±2．6

　　NS

　　NS

　　NS

No．　of　rats 　　　　　　Feces　Dry　Weight

lst　Period　2nd　Period
一一一一一一一一一一一一：

Control　CCX

　　　　　　　Sham

　　　　　　　Sham

P－GGH　CCX
　　　　　　　Sham

ANOVA　P　value

Diet　（A）

Operation　（　B）

4．40　±O．12　bc

3．57　±　O．09　c

5．62　±　O．39　a

4．36　±O．48　bc

4．96　±O．25　ab

3．60　±　O．16　c

P　＝O．005

P　〈O．OOI

P　＝O．646

4．62　±　O．18　b

3．95　±　O．11　b

5．78　±　O．40　a

4．52　±O．27b

5．09　±O．45　ab

4．38　±O．50b

P　＝O．077

P　＝O．006

P　＝O．670

Values　are　means±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are

signifi　cantly　d耐erent　at　P＜0。05．

NS：　no　significant　difference　between　any　values．

72

1灘 ・雛



Table　5－4． 回腸内容物中の可溶性、総カルシウム量およびカルシウム可溶化率

No．　of　rats　Soluble　Ca

　　n　（，（，c　mol　／g　of　contents

　　　Total　Ca

，c，c　mol　／　g　of　contents

Control

GGH

P－GGH

ccx
Sham

ccx
Sham

ccx
Sham

ANOVA　P　value

Diet　（A）

Operation　（B）

238．1　±49．0　b

234．3　±34．9　b

258．5　±21．7　b

252．3　±46．8　b

327．0　±35．7　ab

395．1　±19．5　a

P　＝O．003

P　＝O．524

P　＝O．520

941．3　±79．3

933．6　±74．3

960．0　±78．1

984．9　±150．1

951．8　±123．7

1111．0　±57．3

P　＝　O．646

P　＝O．484

P　＝O．683

No．　of　rats Ca　solubility

一一一一一一一一一一一一一一・一一一一一一一一L一

Control

GGH

P－GGH

ccx
Sham

ccx
Sham

ccx
Sham

ANOVA　P　value

Diet　（A）

Operation　（　B）

25．7　±　4．7　b

24．5　±2．3　b

27．3　±O．8b

26．5　±3．5　b

35．4　±　2．6　a

35．9　±2．2　a

P　＝O．002

P　＝O．837

P　＝O．958

　Values　are　means±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are

significantly　different　at　P　〈O．05．
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Table　5－5．盲腸内容物中の可溶性、総カルシウム量およびカルシウム可溶化率

No．　of　rats

　　　n

　　，Soluble　Ca

」“　mol　／　g　of　contents

　　　Total　Ca

“mol　／　g　of　contents

Control　6

P－GGH　6

ANOVA　P　value

10．5　±　1．4

9．2　±1．5

10．4　±　O．7

P　＝O．739

131　．9　±　9．7　a

78．3　±6．8b

128．2　±10．2　a

P　＝O．OOI

No．　of　rats Ca　solubility

一m一．一一m！nlL．一．一一．m．，一．，一L2ii：．L一．

Control　6

P－GGH　6

ANOVA　P　value

8．1　±1．1　b

11．5　±1．0　a

8．3　±O．6b

P　＝O．036

Values　are　nieans±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common

superscript　are　significantly　different　at　P　〈O．05．
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Table　5－6． 結腸内容物中の可溶性、総カルシウム量およびカルシウム可溶化率

No．　of　rats　Soluble　Ca

　　　n　（／cL　mol　／g　of　contents

　　　Total　Ca

」a　moi　／　g　of　contents

Control

GGH

PGGH

ccx
Sham

ccx
Sham

ccx
Sham

ANOVA　P　value

Diet　（A）

Operation　（　B）

23．2　±3．5　b

35．9　±3．2　a

18．9　±6．6　bc

21．9　±2．3　b

　7．7　±O．4　c

　9．9　±O．3　c

P　〈　O．OOI

P　＝　O．034

P　＝O．303

1932　±9．5　a

229．2　±14．8　a

133．6　±15．0　b

143．1　±19．7　b

108．8　±9．4　b

114．8　±5．7　b

P　〈　O．OOI

P　＝　O．088

P　＝O．479

No．　of　rats Ca　solubility

一一一一一一N一一一m一一一一一一1一一一一一一一一一一一L2su一一一一i一一一n

Control

GGH

P－GGH

ccx
Sham

ccx
Sham

ccx
Sham

ANOVA　P　value

Diet　（A）

Operation　（　B）

12．2

15．6

12．6

16．7

7．5

8．8

±　1．8　ab

±　O．7　a

±2．3　abc

±2．5　a

±　O．7　c

±O．5　bc

P　〈　O．OOI

P　＝O．043

P　＝O．690

　Values　are　means±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common　superscript

are　significantly　different　at　P　〈O．05．
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Table　5・7．消化管内容物のH

No．　of　rats ileum cecum co’撃盾

Control　CCX

　　　　　　Sham

GGH　CCX
　　　　　　Sham

P－GGH　CCX

　　　　　　Sham

ANOVA　P　value

Diet　（A）

Operation　（　B　）

AXB

6．77　±O．07　a

6．79　±O．12　a

6．74　±O．08　ab

6．68　±O．09　ab

6．51　±O．03　bc

6．27　±O．10c

P　〈O．OOI

P　＝OA　88

P　＝O．310

7．21　±O．04　a

6．09　±O．06　b

6．03　±　O．06　b

P　〈O．OOI

6．69　±O．Ol　a

6．83　±　O．04　a

6．36　±　O．07　b

6．03　±　O．06　c

6．01　±　O．06　c

6．04　±O．02　c

P　〈O．OOI

P　＝O．188

P　〈O．OOI

si論鶴亀i四四all鷲．e「「。「s・　Values　not　sha「ingac。mm。n　super＄c巾tare
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Table・5・8．回腸、盲腸及び結腸壁重量

No．　of　rats

　　n

ileum cecum colon

Control　CCX

　　　　　Sham

GGH　CCX
　　　　　Sham

P－GGH　CCX

　　　　　Sham

ANOVA　P　value

Diet　（A）

Operation　（　B　）

AXB

O．946　±O．070　ab

O．835　±O．072　b

1．1　20　±　OA　06　a

O．820　±O．051　b

O．965　±O．043　ab

O．799　±　O．068　b

　P　＝O．432

　P　＝O．003

　P　＝O．436

O．668　±　O．028　b

1．086　±　O．035　a

1．oo7　±　o．07s　a

　P　〈O．OOI

1　．448　±　O．079　a

O．883　±　O．042　b

1　．482　±　O．“O　a

O．919　±O．068　b

1．710　±O．214a

O．911　±O．064　b

　P　＝O．471

　P　〈O．OOI

　P　＝O，536

Values　are　means±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are

significantly　different　at　P　〈O．05．
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Table・5・9．回腸、盲腸及び結腸内容物重量

No．　of　rats

　　n

ileum cecum colon

Control　CCX
　　　　　Sham

GGH　CCX
　　　　　Sham

P－GGH　CCX
　　　　　Sham

ANOVA　P　value
Diet　（A）

Operation　（　B　）

AXB

O．39

0．42

0．49

0．55

0．55

0．40

±　O．03

±　O．09

±　O．11

±　O．05

±　O．05

±　O．06

P　＝O．682

P　＝O．253

P　＝O．495

2．00　±　O．11　b

5．29　±　O．50　a

4．94　±　O．58　a

P　〈O．OOI

1．58

0．68

2．15

0．72

1．93

1．04

±　O．15　ab

±　O．08　c

±　O．39　a

±　O．18　c

±　O．18　a

±　O．14　bc

P　＝O．282

P　〈O．OOI

P　＝O．430

　Values　are　means±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are

significantly　different　at　P　〈O．05．
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Table　5－10．盲腸内容物中の有機酸量

Control

n＝6

GGH

n＝6

P－GGH

n＝6

P

Acetate

Propionate

Butyrate

lsovalerate

Total　SCFA

Lactate

Succinate

56．9

15．1

5．06

0．62

77．7

0．65

1．39

±8．1　b

±1．3　b

±　1．08　b

±　O．29　ab

±　10．2　c

±　O．15　b

±　O．56　b

149

36．5

39．0

1．24

225

5．03

130

±15　a

±8．5　a

±　8．3　a

±　O．22　a

±21　a

±　O．85　a

±36　a

15．1

36．4

1　2．1

0．37

118

1．69

12．7

±3．0　b

±　4．8　a

±2．7　b

±　OA　7　b

±6b
±　O．47　b

±3．2　b

〈　O．OOI

　O．Ol　6

〈　O．OOI

　O．059

〈　o．oot

〈　O．OOI

〈　O．OOI

Eag．h　value　is　the　mean±SE．　Values　in　the　same　row　not　sharing　a　common　superscript　are

significantly　different　at　P　〈O．05．

Total　SCFA　is　the　sum　of　acetate，　propionate，　butyrate，　and　isovalerate．
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Table・5－1・1・．結腸内容物中の有機酸量

Control

n＝7
G
＝

P－GGH

n＝8
Cecectomized
Acetate

　Propionate
Butyrate

　lsovalerate

Total　SCFA
Lactate

Succinate

34．6　±5．4　a

4．98　±1．55

2．84　±1．26

0．17　±O．17

42．5　±　6．9　a

5．79　±2．04　b

20．6　±3．3　ab

35．9　±　6．4　a

5．48　±3．36

2．21　±O．95

0．oo　±　o．oo

43．6　±　9．8　a

16．7　±2．5　a

20．6　±4．0　abc

16．0　±1．4　b

3．92　±1．01

0．44　±O．44

0．oo　±o．oo

20．4　±2．6b

3．19　±O．76　b

10．6　±3．0　abcd

Control

n＝6
G
＝

P－GGH

n＝6
Sham
Acetate

　Propionate
Butyrate

　lsovalerate

Total　SCFA
Lactate

Succinate

13．1　±2．8b

2．66　±O．68

0．oo　±　o．oo

O．05　±O．05

15．9　±3．5　b

O．OO　±O．OO　b

O．31　±O．11　d

20．1　±5．3b

9．76　±3．75

1．89　±1．25

0．06　±O．06

31．7　±8．7　ab

5．68　±2．53　b

25．4　±13．9　a

13．5　±3．5b

5．01　±1．14

0．23　±O．23

0．02　±O．02

18．8　±4．8b

O．65　±　O．32　b

1．94　±O．54　bd

P　value

Acetate

Propionate

Butyrate

lsovalerate

Total　SCFA
Lactate

Succinate

　O．020

　0．228

　0．147

　0．353

　0．039

〈　O．OOI

　O．O15

　O．OOI

　O．594

　0．123

　0．478

　0．022

〈　O．OOI

O．093

O．124

0．378

0．249

0．71　9

0．203

0．064

0．1　05

Each　value　is　the　mean±SE．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are

significantly　different　at　P　〈O．05．

Total　SCFA　is　the　sum　of　acetate，　propionate，　butyrate，　and　isovalerate．
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　　予備飼育　　　　　　回復期間

（7日間、標準飼料）　（5日間、標準飼料）
　　試験飼育
（10日間、試験飼料）

一一一一一一一一一一一一十一一一一一一十一一一一一一一一
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一手術
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　　　　　5

出納試験期間1

　（3日間）

　　　　　10

出納試験期間2

　（3日間）

　　　　　f

　　　　　屠殺

Fig．5－1　実験スケジュール
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A：　1st　period　（d3　一一　d5）
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Fig．5－3　Strength　of　the　Left　Femur　in　Rats，　Each　value　is　the　mean　for　seven　（Control－

CCX），　eight　（other　CCX）　or　six　（sham）　rats　with　SE　shown　as　a　vertical　bar，　Values　not

sharing　a　common　superscript　are　significantly　different　at　P〈O．05．
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　　　　卵巣摘出ラットにおける

リン酸化グァーガム加水分解物摂取による

カルシウム吸収・骨強度などに対する影響
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　6－1　目的

　第樟で述べたとおり・カルシウム量の低下に伴う疾病はいろいろ考えられる．そのよ

う嫉病の中で最も問題であり・また関心力く高いものに骨粗駈があげられる。

骨甲州とは・三四の生化学的組成は正常であるが単位体積当たりの骨量が減少する

代謝性骨疾患のことを指し・中年以降の女性に特に多く腰痛や骨折を伴う．骨頗は薄く

難拡大・骨質は多孔性でもろく骨折しやすい特徴がある．骨騰症は原発性である閉経

後骨副司または老人性骨粗髄と・原因の明らかな続発性骨櫨症に分けられる．一般

的に骨粗艦といえば前者をさす・この原因は解明されていないが、いずれにしても骨組

織の破骨細胞による骨吸収（Caの放出）が、骨芽細胞による骨生成を上回っていること

1こよって起こる・老年期では・腸管でのCa吸収の低下（76，77）、　Ca吸q又を増加させる

ビタミンDの低下（76－8・）・甲状腺から分泌されて骨吸収を抑制したり骨芽糸田胞fこ作用し

て骨形成を促進するカルシにンの分泌f氏下（8・一83）などが起こり、さらに閉経後の女

性では・骨形成作用のあるエスト・ゲンカ吹乏することにより（76，79，82，84，85）、一層

骨粗霧症が進行するものと考えられる。

　いずれにせよ、生体におけるカルシウム不足が骨粗霧症を引き起こすことには間違いは

ない・このため・骨雛症の予防・改善における最も有効な手だてはカルシウムの充分な

供給とカルシウムの利用率を高めることである。

　この章での目的は・前章まででカルシウムの吸収元進作用が確かめられたP．GGHによ

って骨粗霧症の症例の予防が可能であるかどうかについて、閉経後骨粗懸症のモデルであ

る卵巣摘出ラット（OVXラット）（86・89）を用いて、　P．GGHを与えることにより、その

カルシウム吸収、骨強度等の変化を観察した。
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6－2　方法

1）実験動物：SD系雌ラット（5週齢、初期体重1・・9前後）を54匹用いた。

　2）試験飼料、およびスケジュール

　　7日間・標準飼料で予備飼育後・体重1こより3・匹（卵巣摘出用）と24匹（偽手術

用）に群分けして施術した・5日間を回復鯛として標鞠料で飼育した（。Nl，f）（、1匹

死亡）・卵巣摘出群・偽手術群ともに下言己の3群（・Vr（：n＝1・（C。ntr。1はn＝9）、Sham：

n＝8）に群分けし、試験期間を6週間とした。

　　・コントロール食（無繊維食）　　　　　Control　Group

　　グァーガム分解物5％添加食　　GGH　Gr。up

　　リン酸化グァーガム分解物5％添加食　P－GGH　Group

　試験飼料の組成は、Table　6－1－1に記載した。

試験飼料中のカルシウムレベルは・．2％（29／kg　diet）とした。食物maffの添加は5％

（50　9／kg　diet）とし・またカルシウムの出納試験を行うにあたり、水溶性食物雛の

摂取によるラットの下痢を防止するため1こ結晶セル・一スを試験飼料1　kgあたり5。9

（5％）添加した。

　実験スケジュールは、Fig．6－1に記載した。

　’試験飼育開始後・5－7・12－14・26・28および40－42日目を出納期間とし、採糞を行

った。

　’42日目に屠殺し・腹部大動脈血、腎臓、卵巣、回腸・盲腸・結腸内容物、左右大

腿骨を採取した。
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　3）手術法

　　・卵巣摘出手術

　ラットにネンブタール注射液（0・08　ml／100　9　body　weight）を腹腔内投与して麻酔を

する・麻酔が完全にかかったら・ラットを側位でプラスチック板に置き、肋骨から大腿

部のほぼ中心（開腹部位）の体毛を石鹸水で浸して剃刀で剃毛する．，肖毒目的で7。％

エタノールを開腹部位に噴霧し・軽くふき取る。大ばさみで皮膚および皮下脂肪を切り

開く・中ばさみを皮膚と筋層の間に入れNlまさみを開くようにして皮膚を筋層からXi」離

する。中ばさみで、筋層約1cmを切り開く。これで腹腔内に白色の脂肪組織が認めら

れる。この脂肪組織をリングピンセットでそっと摘み、体外に引き出す。このときその

中に赤紅色の卵巣が確認できる（直径2～3mm、，5X“どうの房状）．縫合糸で卵巣上部の

血管（脂肪を魂にする）および下部の項旧管（子宮との接合部にある半透明の笥犬繊）

の部位で結紮する・小ばさみで＊吉紮部位2カ所を切断し、卵巣を摘出する．このとき結

紮した縫合糸を切らないように気を付ける。綿棒で切断面をきれいにした後、マイシリ

ン（マイシリンゾル明治；明治製菓株式会社）を切断面および術部周辺に数滴滴下する。

体外に引き出した脂肪組織を腹腔内に戻し、筋層を縫合して縫合部にシノミン（シノミ

ン末1塩野義製薬株式会社）をふりかける。皮膚をミュッヘル縫合針（ミヘル縫合針小；

夏目製作所）で閉じる。次いで、もう一方の卵巣を同様の手順で摘出する。これで手術

を終了。ラットを保温器に移し、麻酔覚醒後ケージに戻す。

　・偽手術

　手順は卵巣切除手術とほぼ同じ。卵巣を引っ張り出したら切除せずに腹腔内に戻す。

あとは同じ手順。
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　なお手術に際して・ピンセットやはさみなどはヒビテン液（5％ヒビテン液；ゼネカ

薬品株式会社）を薄めたもの（容器のふた2～3杯をバットに入れて脱塩水で薄める）

で消毒。綿棒や脱脂綿はオートクレーブで滅菌しておく。

4）分析項目

　血液はカルシウム濃度を・糞、右大腿骨はカルシウム量の測定に用いた。左大腿骨は

骨強度測定に用い・回腸・盲腸、結腸内容物は、総カルシウム量、可溶性カルシウム量、

短鎖脂肪酸量・pHの測定に用いた。子宮は重量の測定に用いた。なお、子宮重量はOVX

の成功度合いの尺度として測定し、その結果Control食群1匹、　GGH食群3匹、　P－GGH

食盛3匹をOVX失敗と見なして統計処理から外した。

6－3　結果及び考察

ラットの体重、摂食量、糞重量について

　体重、摂食量および子宮重量をTable　6－2に、また出納試験期間中の摂食量および糞

重量をTable　6－3－1、6－3－2に示した。

　子宮重量において食餌の種類に関係なくOVX群とSham群の間で明らかな統計的有

意差が認められた。この結果よりOVX群に対する卵巣摘出手術が成功しており、エス

トロゲンに代表される卵巣ホルモンが欠乏した疑似閉経後骨粗霧症モデルが形成できた

ことが示唆される。

　体重増加量はOVX群でSham群に比べて有意に高くなっており、また6週間通して

の摂食量はそれぞれの食餌でOVX群がSham群に比べて高い傾向が見られた。体重増

加量のP－GGH摂取Sham群で低くなっている他は、食餌の違いによる有意差は認めら
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れなかった・ラットは性別の違いによって摂食量や成長の度合いが異なり響く雌の倍近

くになることもあることから・ラット1こ・vxを施すことによって卵巣ホルモンが欠乏

し、雌ラットの雄化があったと考えられる。

摂食量の経時的な変化は出納試験期間1こおける摂食量（Table　6．3－1、6．3．2それぞれ

上段）を見るとわかる・1週目でGGH食、　P－GGH食においてSham群に比べてOW（

群で摂食量が有意に多くなっているのが観察されたが、4週目になるとP。GGH摂取

Sham群においてのみ観察され・6週目ではまったく差が無くなってしまってし、た．こ

れは加齢による摂食量の減少（9・一92）とOVX群の雄化による一時的なエネルギーの

過剰摂取が落ち着いたことに起因していると考えられる。

　出納試験期間中の糞重量は・それぞれの週においてControl食群と比較してP－GGH

摂取群やGGH摂取群が高し、傾向にあった．これは第4章でも述べたように食物wwff摂

取に起因する糞重量の増加であろう。またOVX群がSham群に比べて高い傾向にある

のは、食餌摂取量の違いに起因していると考えられる。

見かけのカルシウム吸収率

　見かけのカルシウム吸収率をFig．6－2－1（週（日）別）と6・2－2（経日変化）に示した。

　第1週と第2週の結果を見ると、明らかな違いは認められなかった。これは第4章

や第5章の出納試験とは反する結果であったが、おそらく食事中のカルシウムレベル（第

4・5章では0・45％、今回は02％）が影響したものと考えられる。すなわち、カルシ

ウム要求量の高い時期（成長期）に食餌性カルシウムレベルが低いために利用率（吸収

量）が高まり、その結果、高い吸収率で落ち着いたために群間の有意差が認められなか
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つたのではないだろうか・第4週や第6週で1ま、特にC。ntr・1食摂取ラットの吸9又率の

低下がOV「（群・Sham群に関係なく顕著に見られた．これは通常の加齢1こよる吸収率

の低下よるものと思われる・GGH摂取ラットでは、　C・ntr。喰摂取ラットほどではなし、

が・OV「（群で吸収率の低下が見られた．　P－GGH摂取ラットでは、近日的な吸収率の低

下は認められるが他の食餌群と比較して明らかに低下の度合いは緩やかであり、また

OVX群とSham群のあいだに有意差は認められないことから、　P－GGHの摂取よってエ

ストロゲン欠乏によるカルシウム吸収の低下と、加齢によるカルシウム吸収の低下を防

止することが可能であると考えられる。

血漿中カルシウム濃度

　血漿中カルシウム濃度をTable　6－2に示した。

全ての群において統計的有意差はなく、前章までの結果と同じであった。

各消化管内容物中のカルシウムの非不溶化率

　回腸、盲腸及び結腸の内容物中総カルシウム量、非不溶性カルシウム量及びカルシウ

ムの非不溶化率をTable　6－4から6－6に示した。

　回腸においては総カルシウム量に有意差はないものの可溶性カルシウム量でP－GGH

摂取群で高値を示した結果、P－GGH摂取群でのカルシウムの非不溶化率が他の食餌群

と比較して有意に高くなった。盲腸においてはControl食摂取群の総カルシウム量が高

値を示したが可溶性カルシウム量がControl食摂取、　GGH摂取で変わりないため、結

果としてGGH摂取群のカルシウムの可溶性が高くなった。結腸では、　Control食、　GGH
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食・P－GGH食の順に総カルシウム量、可溶性カルシウム量とも少なくなってし、つたた

め・結果としてカルシウムの非不溶化率はP－GGHでやや低い他は有意差が認められな

かった。

P－GGH摂取によって回腸での非不溶性カルシウム量が増加し、カルシウムの非不溶

化率が高値を示すことは前章の実験までで確認されていることであり、今回もそれらの

結果を支持する結果となった・またGGH摂取ラットの盲腸でのカルシウム非不溶化率

の高さも前章までの結果を支持するものであり、後述する内容物中のpHや有ueec量か

ら考えて盲腸発酵によるものと思われる。

　なおカルシウムの非不溶化率（利用率）や吸収率は食物繊維の種類に依存するという

報告（27，93－95）にもあるよう1こ・今回の実験において食餌1こよる違し、は認められたが、

OVX、　Sham間における非不溶化率には大きな違いは認められなかった。

iil＆1211dlk1HltptB（Z）＄Els．kuCFtg　tttoo）　H

　消化管内容物のpHをTable　6－7に、各消化管壁の重量をTable　6－8に、消化管内容

物の重量をTable　6－9にそれぞれ示した。

　pHに関しては、回腸内容物においては統計的有意差は認められなかった。盲腸にお

いてはGGH及びP－GGH摂取群でControl食摂取群と比較して有意に低くなっていた。

また結腸においてはGGH摂取群においてやや低い値を示した。　GGHやP．GGH摂取群

の盲腸においてpHが低下することは、前章までの実験結果や後述する有機酸量から考

z．て、GGHやP・GGH由来の有機酸によると考えられる。結腸におけるpHの傾向は、

盲腸発酵で作られた有機酸によって低pH化した内容物の流入の結果であると考えられ
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る。

消化管露量は・回腸と結腸におし、ては統計的有意差は認められなかったが、盲腸壁

においてC・ntr。喰摂取群と比較してGGHやP－GGHを摂取した群で有意1こ増加して

いた。また同様に消化管内容物も回腸と結腸においては統計的有意差は認められなかっ

たが・盲腸内容物でGGH及びP－GGHを摂取した群でControl食と比較して明らかに

増加していた・これらは前章でも述べているように発酵性の劇剤物繊維類を摂取した

ときに観察される現象であり・今回の実験においても前章までと同様にGGHやP。GGH

を摂取したラットにおいて盲腸発酵に起因した盲腸壁肥大および盲腸内容物の増加があ

ったと考えることが出来る。

盲腸および結腸内容物中の有機酸量

　盲腸内容物中の有機酸量をTable　6－10に、結腸内容物中の有機酸量をTable　6－11に

それぞれ示した。

　盲腸内容物では、GGH摂取群がControl食摂取群と比較して、イソ吉草酸を除き全

ての有機酸で有意に高く、またP－GGH摂取群もControl食摂取群と比べて殆どの有機

酸で高値を示していた。また結腸内容物では、Control食摂取群とP。GGH摂取群とで

は・その有機酸量に統計的有意差は確認できなかった。GGH摂取群はそれらと比較し

てやや高い有機酸量を示していた。

　GGHの盲腸部位での高い発酵性は前章までの結果からも明らかである。これにより

盲腸壁重量や内容物重量の増加、内容物pHの低下などが起こっていると考えられる。

生産された有機酸は酢酸が多めの傾向を示した。しかし第4章ではプロピオン酸発酵が
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主体の結果であり、また第5章では酢酸発酵が主体の結果であった。今回はどちらかと

言えば全体的に発酵量が多かったと言った結果であり、それぞれの章で統一した結果と

はならなかった。しかしGGH（グアガムを含む）はこれまでの報告でも酪産発酵が主

体（96）、プロピオン酸発酵が主体（97）、酪産の他酢酸発酵も進んでいる（98）とい

う様に統一した結果が得られていないのが現状である。原因の一つに腸内細菌叢がある

と思われるが・よく分からない点であるため今後の研究の検討課題の一つとしたい。P．

GGHは発酵性はあるがGGHより劣るという点で前章までの結果を踏襲している。ま

たプロピオン酸の発酵生産が比較的高いことも特徴である。このようにGGHとP－GGH

で発酵パターンが異なることについては、リン酸基の導入過程における反応において、

その立体構造等が変化していることを物語っているのかもしれない。しかしP。GGHに

おいても発酵性が失われなかったために、pHの低下や盲腸壁重量、盲腸内容物重量の

増加が引き起こされたと考えることが出来る。

　結腸においてはP－GGHはまったく発酵性は認められなかった。しかしGGHにおい

ては若干有機酸の上昇が観察されている。前章（第5章）のような盲腸を切除した条件

下では結腸における発酵現象は数多く報告されているが、normaiラットにおけるグア

ガム摂取による結腸発酵も幾つか報告はある（99）。今回は結腸発酵が起こったのか、

盲腸から有機酸が流入したのかの判断を付けることは難しい。また前章までの発酵パタ

噛ンとも異なっていることなどから有機酸発酵についてはまだ検討の余地が残っている

と考え、今後の検討課題としたい。

大腿骨中のカルシウム濃度および大腿骨強度
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　大腿骨中のカルシウム濃度をFig．　6－3に、大腿骨強度をFig．6。4に示した。

　カルシウム灘は・C。ntr・1食摂取ラットとGGH摂取ラットでOV×群の方力く有意に

低い値を示した。しかしP－GGH摂取ラットにおいては手術の有無はカルシウム濃度に

影響を与えなかった・また・Sham群のGGH摂取ラットとP．GGH摂取ラットの間に

は有意差は認められなカ・つたが、基本的傾向としてP・GGH＞GGH＞C。ntr。喰という

順でカルシウム濃度が高くなっていた。大腿骨強度は統計的に有意ではないが、カルシ

ウム濃度と同様の傾向を示していた。

　Control食摂取ラットにおいてSham群がOVX群よりカルシウム濃度も骨強度も高

い値を示したことは・この実験による閉経後の骨粗霧状態のモデリングというねらいの

一つが成功していることを示している。そしてGGHやP－GGHを摂取することによっ

てカルシウム濃度や骨強度が上昇するという結果、特にP．GGHを摂取することによっ

てカルシウム濃度がほぼ改善されたということは、P－GGHがエストロゲン欠乏による

カルシウム吸収や骨カルシウム量の低下に対して十分効果があると考えることが出来る。

　なお骨強度に対してはOVX、低カルシウム食の影響がSham群と比べて現れてくる

のには6～12週かかるという報告（100）もあり、今回は飼育期間がやや短かったため

に差が出にくかったのかもしれない。

6一一4　まとめ

　本章では・P－GGH摂取による骨粗霧症モデルへの病症改善効果について検討を行っ

た。

　結果より、P－GGHの摂取はカルシウムの吸収率を上昇させ、骨へのカルシウムの沈
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着を促進し、骨強度を増加させた。GGHを摂取することによっても同様の現象は認め

られるが、P－GGH摂取に起因するこれらの現象は、　OVX群内での改善・上昇に留まら

ず、Sham群の数値レベルまでの改善・回復が観察された。これはP－GGHの摂取が骨

粗霧症の症状改善に効果があることを意味していると考えられる。これらの現象・効果

についてはFig．6－2－1や6－2－2から推測できるように、　P－GGHの摂取は加齢やエストロ

ゲン欠乏によるカルシウム吸収率の低下を緩和することにより、骨強度等を改善してい

ると言える。第1章の序論で述べたようにカルシウム吸収は能動輸送と受動輸送からな

っており、P・GGHの摂取においては回腸でのカルシウムの非不溶化率を上げ、受動輸

送を充進ずるものと考えられる。このため加齢などによりカルシウムの吸収力や骨形成

と骨吸収のバランスが崩れても、カルシウムの体内への供給が十二分に行われるために、

通常より疾病の進行が緩和されるのではないだろうか。

　この様に、食物（P－GGH）の摂取によって疾病の進行を改善出来ることを証明でき

たことは大変意義があると思われる。
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Table　6－1－1．試験飼料の組成（／k　diet）

Control　diet GGH　diet P－GGH　diet

Casein

Sucrose

Corn　oil

Ca　free　mineral　mixture，　Macroi

Mineral　mixture，　Micro

Vitamin　mixture

Vitamin　E　granule

Choline　bitartrate

Cellulose2

GGH
P”GGH

237．5　g

612．7　g

47．5　g

36．1　g

　1．99

　9．5　g

　O．99

　3．8　g

50．1　g

225．0　g

580．5　g

45．0　g

34．2　g

　1．89

　9．0　g

　O．99

　3．6　g

so．o　g

so．o　g

225．0　g

580．5　g

45．0　g

34．2　g

　1．89

　9．0　g

　O．9　g

　3．6　g

so．o　g

50．0

1：Table　6－1－2を参照

2：結晶セルロース（アビセルPH102；旭化成工業株式会社）

特に注釈のないものは、第2章の記載を参照のこと。

Table　6－1－2．　Ca　free　mineral　mixture，　Macroの組成

　Zn（NO3）2・6H20　5．92　g
　Fe　（C6HsO7）　・7H　20　23　．67　g

．n！KS！2！：：9：L．H　一PO　48804
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Table　6。2．飼育に伴う各種重量

No．　of　rats

　　　n

lniti　al　Body　Weight　Final　Body　Weight Body　Weight　Gain

　　　　6　weeks

Control

GGH

PGGH

ANOVA　P

Diet　（A）

Operation　（　B　）

AXB

ovx
Sham

ovx
Sham

ovx
Sham
value

156．0　±3．4

153．9　±2．6

155　．9　±　3．2

155．3　±4．O

t56．1　±3．0

155　．3　±　3．0

276．3　±　2．2　a

262，5　±　6．3　b

274．5　±　4．5　a

260．8　±　6．1　b

279．0　±2．Oa

246．7　±　6．6　b

P　＝O．728

P　〈O．OOI

P　＝O．408

123．2　±　2．3　a

100．3　±　4．1　b

123．8　±　2．0　a

　97．8　±　3．3　b

121．0　±1．9a

　85．3　±　5．3　c

P　＝O．039

P　〈O．OOI

P　＝OA86

No．　of　rats

　　　n

Food　l　ntake

　　6　weeks

Uterine　Weight

　　tOO　a一　B．W．

Plasrna　Ca　Concentration

　　　　　ma／dl

Control

GGH

P－GGH

ANOVA　P
Diet　（A）

Operation　（　B　）

AXB

ovx
Sham

ovx
Sham

ovx
Sham
value

684．0

670．4

705．6

664．5

701．0

647．7

±　9．6　ab

±　16．9　bc

±2．5a

±　8．3　bc

±2．4a

±　13．8　c

P　＝O．585

P　〈O．OOI

P　＝O．178

O．027

0．1　70

0．025

0．1　85

0．027

0．204

±　O．OOt　b

±　o．olsa

±　O．002　b

±　o．olsa

±　O．OOI　b

±　o．027　a

P　＝O．550

P　〈O．OOI

P　＝O．569

1　O．4t

tO．27

10．61

10．46

1　O．41

1　O．05

±　O．50

±　O．50

±　O．72

±　O．48

±　O．88

±　O．36

Values　are　means±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are

significantly　different　at　P　〈O．05．

NS：　no　significant　difference　between　any　values．
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Table　6－3－1．出納試験期間の摂食量及び糞乾燥重量（第1週、第2週）

No．　of　rats Food　lntake　for　Balance　Periods

n

1　st　Week

　　3davs

2nd　Week

　　3davs

Control

GGH

P－GGH

ANOVA　P
Diet　（A）

Operation　（　B　）

ovx
Sham

ovx
Sham

ovx
Sham
value

46．4

49．3

53．0

46．2

51．3

45．8

±　1．9　bc

±　1．7　abc

±1．9a

±2．2c

±　O．8　ab

±1．4c

＝　O．602

＝　O．033

＝O．O17

52．4

49．6

54．0

50．6

54．1

44．0

±　1．0　ab

±　2．1　ac

±　O．1　ab

±　1．5　ab

±　O．1　a

±　2．Od

P　＝O．087

P　〈O．OOI

P　＝O．031

No．　of　rats　ptt　D　　W　　ht

n

1　st　Week

　　3davs

2nd　Week

　　3davs

Control

GGH

P－GGH

ANOVA　P
Diet　（A）

Operation　（B）

ovx
Sham

ovx
Sham

ovx
Sham
value

2．60

2．76

3．60

3．25

2．97

3．38

±　O．24　c

±　O．17　bc

±　O．32　a

±　O．24　abc

±　O．11　abc

±　o．30　ab

＝　O．O14

＝　0719

＝　O．301

2．80

2．64

3．71

3．33

3．20

2．63

±　O．20　cd

±　O．11　d

±o．20a

±　O．17　ab

±　O．12　bc

±　O．10d

P　〈　O．OOI

P　＝O．006

P　＝O．440

Values　are　means±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common

superscript　are　significantly　different　at　P　〈O．05．

NS：　no　significant　difference　between　any　values．
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Table　6－3－2． 出納試験期間の摂食量及び糞乾燥重量（第4週、第6週）

No．　of　rats Food　lntake　for　Balance　Periods

4th　Week 6th　Week

Control　OVX

　　　　　　Sham

GGH　OVX
　　　　　　Sham

P－GGH　OVX

　　　　　　Sham

ANOVA　P　value

Diet　（A）

Operation　（　B　）

45．5　±　O．1　a

43．7　±　1．1　a

45．4　±O．2a

44．3　±O．5a

45．2　±　O．1　a

40．5　±1．8b

　P　＝O．094

　P　＝O．003

　P　＝　O．153

43．5　±　1．0

38．3　±4．5

44．3　±O．6

43．8　±　O．8

45．3　±　O．2

41．4　±1．6

　　　　NS

　　　　NS

　　　　NS

No．　of　rats　scFeces　D　　W　　ht

　　　　　　　　　　　4th　Week　6th　Week

Control　OVX

　　　　　　Sham

GGH　OVX
　　　　　　Sham

P－GGH　OVX

　　　　　　Sham

ANOVA　P　value

Diet　（A）

Operation　（　B　）

2．85

2．88

3．12

2．78

2．98

2．89

±　O．07

±　O．19

±　O．18

±　O．12

±　O．05

±　O．24

NS

NS

NS

2．67　±O．12b

2．57　±O．16b

2．97　±　O．14　ab

3．19　±O．13a

3．25　±O．15a

2．go　±　o．20　ab

　P　＝　O．008

　P　＝O．543

　P　＝O．192

Values　are　means±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common

superscript　are　significantly　different　at　P　〈O．05．

NS：　no　significant　difference　between　any　values．
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Table　6－4．回腸内容物中の可溶性、総カルシウム量およびカルシウム可溶化率

No．　of　rats　Soluble　Ca　Total　Ca
　　　n　（，c“e　mol／g　of　contents）　（，u　mol／g　of　contents

Ca　solubility

　　　o／o

Control　OVX

　　　　　　Sham

GGH　OVX
　　　　　　Sham

P－GGH　OVX

　　　　　　Sham

ANOVA　P　value

Diet　（A）

Operation　（　B　）

AXB

8
R
》
7
・
8
7
R
》

14．4

16．2

15．0

16．9

23．9

22．8

±3．5b

±1．8b

±2．9b

±　2．1　ab

±2．2a

±1．4a

p　＝o．ool

P　＝O．650

P　＝O．754

1　34．1

136．0

129．1

1　39．1

146．0

134．0

±11．0

±8．4

±　13．5

±　12．1

±　14．8

±7．5

10．5

12．0

11．9

12．1

16．7

17．0

±1．9b

±1．1　b

±1．8b

±1．1　b

±1．2a

±　O．6　a

P　〈O．OOI

P　＝　O．501

P　＝　O．850

Values　are　means±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are

significantly　different　at　P　〈O．05．

　NS：　no　significant　difference　between　any　values．

，
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Table　6－5．盲腸内容物中の可溶性、総カルシウム量およびカルシウム可溶化率

No．　of　rats　Soluble　Ca　Total　Ca
　　　n　（，at　mol／g　of　contents）　（」ec　mol／g　of　cont．e－nts

Ca　solubility

　　　o／o

Control　　　O～1）く

　　　　　　Sham

GGH　OVX
　　　　　　Sham

P－GGH　OVX

　　　　　　Sham

ANOVA　P　value
Diet　（A）

　Operation　（　B　）

AXB

10．3

12．3

10．3

7．7

7．6

8．2

±17
±　1．9

±　1．8

±　2．1

±　1．5

±1．1

76．3

84．6

43．1

40．9

50．0

51．2

±　4．2　a

±　7．6a

±　8．5　b

±11．4b

±2．6b

±2．6b

P　〈O．OOI

P　＝O．582

P　＝O．796

11．0

11．5

21．8

16．4

18．9

13．0

±1．9b

±1．1　b

±4．1a

±　3．1　ab

±　2，7　ab

±　1．9　ab

P　＝O．019

P　＝O．108

P　＝O．427

Values　are　means±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are

significantly　different　at　P　〈O．05．

　NS：　no　significant　difference　between　any　values．
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Table　6－6．結腸内容物中の可溶性、総カルシウム量およびカルシウム可溶化率

No．　of　rats　Soluble　Ca　Total　Ca
　　　n．一一　（xL　mol／g　of　contents）　（pt　mol／g　of　contents

Ca　solubility

　　　o／o

Control　OVX

　　　　　　Sham

GGH　OVX
　　　　　　Sham

P－GGH　OVX

　　　　　　Sham

ANOVA　P　value

Diet　（A）

Operation　（　B　）

AXB

10．2　±　4．3　a

11．0　±　1．9　ab

6．7　±　1．5　ab

7．1　±1．8ab

47　±　O．6　ab

3．7　±O．9b

P　＝O．026

P　＝O．440

P　＝O．753

97．9　±　8．7　ab

109．1　±　17．6　a

77．1　±　25　．0　abc

53．2　・±　20．5　c

54．1　±9．Obc

48．1　±13．7c

P　＝O．013

P　＝O．546

P　＝O．559

10．0　±　3．8　ab

102　±　1．4　ab

11．3　±2．1　ab

15．8　±2Aab

9．4　±O．7b

8．5　±1．4b

　P　＝O．273

　P　＝O．878

　P　＝O．291

Values　are　means±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are

significantly　different　at　P　〈O．05．
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Table・6－7．消化管内容物のH

No．　of　rats ileum cecum colon

Corltrol　　　O＼！）く

　　　　　　Sham

GGH　OVX
　　　　　　Sham

P－GGH　OVX

　　　　　　Sham

ANOVA　P　value

Diet　（A）

Operation　（　B　）

AXB

6．75　±　O．19

6．73　±　O．13

6．55　±　O．20

6．76　±　O．11

6．38　±　O．12

6．52　±　O．08

6．72　±　O．04　a

6．45　±O．19a

5．72　±　O．18　b

5．74　±O．tgb

5．70　±O．10b

5．70　±　O．15　b

P　〈O．OOI

P　＝O．828

P　＝O．907

6．10　±O．21ab

6．34　±0．06　a

5．87　±O．14b

5．85　±0．13b
　　ロ
6．05　±0．02ab

6．05　±0．08ab

P　＝O．020

P　＝O．474

P　＝O．522

Values　are　means±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are

significantly　different　at　P　〈O．05．

　NS：　no　significant　difference　between　any　values．
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Table　6－8．回腸、盲腸及び結腸壁重量

No．　of　rats

　　　n

　ileum

lOO　q一　B．W．

cecum

tOO　a一　B．W．

　colon

lOO　a一　B．W．

Control

GGH

P－GGH

ANOVA　P
Diet　（A）

Operation　（　B　）

AXB

ovx
Sham

ovx
Sham

ovx
Sham
value

O．746

0．701

0．676

0．608

0．775

0．617

±　O．182

±　O．087

±　O．064

±　O．031

±　O．109

±　O．042

O．337

0．376

0．51　6

0．460

0．492

0．480

±　O．O13c

±　O．041　bc

±　o．046　a

±　o．020　ab

±　o．04s　a

±　o．03s　a

P　＝O．OOI

P　＝O．748

P　＝O．434

O，355

0．371

0．376

0．387

0．336

0．385

±　O．020

±　O．Ot4

±　O．026

±　O．014

±　O．014

±　O．Ol　1

Values　are　means±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are

significantly　different　at　P　〈O．05．

NS：　no　significant　difference　between　any　values．

105

，，婚．

　　　、．欝響鐡響騨
．亀

g一＿．
煤^，叢繊蕪蝋翼鱒



Table・6－9．回腸、盲腸及び結腸内容物重量

No．　of　rats

　　n

　ileum

lOO　q－B．W．

cecum
lOO　a一　B．W．

　colon

lOO　a一　B．W．

Control　OVX
　　　　　Sham

GGH　OVX
　　　　　Sham

P－GGH　OVX
　　　　　Sham

ANOVA　P　value
Diet　（A）

Operation　（　B　）

AXB

O．18

0．18

0．15

0．23

0．18

0．23

±　O．06

±　O．02

±　O．04

±　O．07

±　O．04

±　O．03

O．85

0．91

1．76

1e55

1．83

1．53

±　O．05　b

±　O．09　b

±　O．15a

±　O．14a

±　O．12a

±　o．10a

P　〈O．OOI

P　＝OA　2t

P　＝O．286

O．1　1

0．14

0．19

0．19

0．17

0．23

±　O．05

±　O．03

±　O．04

±　O．06

±　O．05

±　O．07

Values　are　means±standard　errors．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are

significantly　different　at　P　〈O．05．

NS：　no　significant　difference　between　any　values．
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Table・6－10．盲腸内容物中の有機酸量（μmol／content）

Control

n＝8
G
＝

P－GGH

n＝7
Ovariectomized

Acetate

Propionate

Butyrate

lsovalerate

Total　SCFA
Lactate

Succinate

58．8　±6．2c

21．4　±2．5c

5．88　±　1．33　b

2．19　±　O．32　ab

88．3　±9．2c

3．24　±O．22b
1．65　±　O．63　b

220　±66a
81．5　±16．9a

24．3　±8．5a

2．13　±　O．70　ab

338　±74a
20．5　±7．3a

4．57　±　O．83　ab

98．8　±　14．4　bc

57．9　±　10．4　ab

12．4　±2．5ab

2．79　±　O．65　a

172　±　25　bc

5．43　±　1．08　b

8．19　±　4．62　ab

Control

n＝8
G
＝

P－GGH

n＝8
Sham
Acetate

　Propionate
Butyrate

　lsovalerate

Total　SCFA
Lactate

　Succinate

65．1　±3．5c

2Z2　±5．8　c

5．19　±O，59b

1．54　±　O．33　ab

99．1　±8．8c

1．93　±　O．74　b

6．43　±　1．12　b

183　±　32　ab

67．5　±　9．5　ab

24．5　±7．1a

O．64　±　O．43　b

276　±40ab
16．2　±3．3a

20．2　±7．3a

70．3　±　8．3　c

41　．5　±　4．5　bc

14．4　±　1．8　ab

1．05　±　O．50　b

127　±14c
4．11　±O．38b

3．60　±　O．84　b

Diet　（　A

　　　P　value

Operation　（　B

Acetate

Propionate

Butyrate

lsovalerate

Total　SCFA
Lactate

Succinate

〈　O．OOI

〈　O．OOI

〈　O．OOI

　O．518

〈　O．OOI

〈　O．OOI

　O．027

O．360

0．31　O

O．985

0．004

0．315

0．427

0．241

O．677

0．473

0．938

0．551

0．618

0．885

0．1　42

Each　value　is　the　mean±SE．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are

significantly　different　at　P　〈O．05．

Total　SCFA　is　the　sum　of　acetate，　propionate，　butyrate，　and　isovalerate．
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Table　6－11．結腸内容物中の有機酸量（μmol／content）

Control

n＝8
G
＝

P－GGH

n＝7
Ovariectomized

Acetate

Propionate

Butyrate

lsovalerate

Total　SCFA
Lactate

Succinate

1．35

7．14

0．oo

O．03

8．52

0．30

0．66

±　1．09　b

±　2．93　b

±　O．OO　b

±　O．03

±　3．98　b

±O．30b
±　O．44

6．73

20．9

0．22

0．oo

29．0

1．34

0．50

±　3．14a

±　6．1　a

±　O．18b

±　o．oo

±　8．6a

±O．57a
±　O．25

1．68　±　O．82　b

5．46　±　1．41　b

O．OO　±　O．OO　b

o．oo　±o．oo

7．14　±2．14b

O．OO　±　O．OO　b

O．24　±O．16

Control

n＝8
G
＝

P－GGH

n＝8
Sham
Acetate

　Propionate
Butyrate

　lsovalerate

Total　SCFA
Lactate

　Succinate

2．52

11．4

0．36

0．oo

14．3

0．31

2．62

±　O．93　a

±4．7ab

±O．36b
±　o．oo

±5．9ab
±　O．31　b

±　1．93

7．48

19．2

2．49

0．oo

29．2

1．49

5．12

±　3．09　a

±5．6a
±　1．24　a

±　o．oo

±　9．6a

±O．59a
±　2．92

2．24　±　O．90　b

5．71　±1．17b

O．OO　±　O．OO　b

O．03　±　O．03

7．97　±　2．07　b

O．13　±O．13b

O．18　±O．13

Diet　（A

　　　P　value

Operation　（　B

Acetate

Propionate

Butyrate

Isovalerate

Total　SCFA
Lactate

Succinate

O．004

0．005

0．026

0．579

0．039

0．003

0．221

O．723

0．7905

0．098

0．911

0．022

0．767

0．1　OO

O．938

0．780

0．1　76

0．225

0．203

0．981

0．345

Each　value　is　the　mean±SE．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are

significantly　different　at　P　〈O．05．

Total　SCFA　is　the　sum　of　acetate，　propionate，　butyrate，　and　isovalerate．
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　　予備飼育　　　　　　回復期間

（7日間、標準飼料）　（5日間、標準飼料）
　　試験飼育
（42日間、試験飼料）
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　　　　　　14
〈ilb－M’N一”e’

出納試験期間2

　（3日間）

　　試験飼育
（42日間、試験飼料）
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　　　　　28

出納試験期間3

　（3日間）

35 　　　　　42
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▲
一
巖

Fig．6－1　実験スケジュール

109

羅灘
騨灘醐蝋



口OVX

口Sham

（
承
言
£
α
」
o
の
ρ
＜
∈
⊇
2
6
0

100

80

60

40

20

o

b
a a
甲

a

〒

aa
@舜 C C　C

abbca
：

a ab｝
a

a
晴 ● 幽 の

。 早 ■ T
丁
占 曾
●

T 〒
十

≡
≡ 占 bc ↑

：．

a a 丁亀
●

⊥

●

o

：
．

cd
T ●　■ ⊥ 竃貧 〒 T ＝

： ・，

3
■ dT ⊥

∵
■ b b ⊥…
■

● ： ■

●
o

．　　　． ●

＝
D ● T 遥 ：．。

T T
●

‘

3

⊥
曾

⊥ 。・ F ：
■ ．・● C

■

●
●

o
●

o

，
●

●

じ ■

● T o

■

●
●

●●
●

o
，

‘　　5

o
量

．●

⊥ ●

●

■
o

＝

o ・＝●

倉

●．

臨

●

，

●

o
魯

■ ■

●

● ■
●

亀
o ●

●　　　●

竃

●
● ■　●

亀

●
●

3

● ●

● ：
■

■

● ＝
■

ボ G ● ・．3 ● ●亀
・　　　．

●

●
●

●．
‘
曾

● ： ： ●
融 ●

●
の

3

● ＝
： o

・：
璽 ：

の

●

： ・　　o● ・
： 3

…
●

●

i
三≡

oo ●
： 3

；
●

●

●・

■

●
…

o
●

：
●

：’ ■ 島

3 ＝ o
： 3 ● ‘

：
o

o● ぎ●

．● F ，
■

■

●
：’ o

● ：

Control　GGH　P－GGH

　　　1　st　Week

Control　GGH　P－GGH

　　　2nd　Week

Centrol　GGH　P－GGH

　　4th　Week

Control　GGH　P－GGH
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Diets

Fig．6。2－1　見かけのカルシウム吸収（週別比較）

　　We　determined　the　difference　of　apparent　calcium　absorption　among　means　of　the　six

groups　of　sham　and　OVX　rats　within　the　same　day．　Plots　not　sharing　a　common

superscri　pt　letter　within　the　same　day　of　OVX　and　sham－rats　are　significantly　different　at

P〈O．05．
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Fig．6－2－2　見かけのカルシウム吸収（経日変化比較）

　　Graphs　show　the　results　of　time－based　changes　in　the　apparent　calcium　absorption　in

OVX　and　sham　operated　rats　for　the　first　week　（d4－d7），　second　week　（dll－d14），　fourth

week　（d25－d28），　and　sixth　week　（d39－d42）．　Each　value　is　the　mean　for　eight　（Control－

OVX，　and　all－Sham）　or　seven　（GGH　and　P－GGH－OVX）　rats　with　SE　shown　as　a　vertical

bar．　“＋”　shows　a　significant　difference　from　the　first　week　within　the　same　group　at

P〈O．05．
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Fig．　6－3　Concentration　of　Calcium　in　Femur　in　Rats．　Each　value　is　the　mean　for　eight

（Control－OVX，　and　all－Sham）　or　seven　（GGH　and　P－GGH－OVX）　rats　with　SE　shown　as　a

vertical　bar．　Values　not　sharing　a　common　superscript　are　significantly　different　at

P〈O．05．
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序論でも述べたように、この研究の目的は以下の点であった。

1　水溶性食物繊維を元にリン酸基を導入することにより、CPPを上回るカルシウム吸

収二進作用（カルシウム塩の沈殿形成阻害作用）を持たせる。

2　1n　vivoでのカルシウム吸収元進作用の確認。

3　リン酸化食物繊維の作用機能の解明、推察。

　これらについて以下のようなことがわかった。

1について

　本研究室で知見のあったGGHを元にメタリン酸を添加することによってP－GGHを得

ることが出来た。方法は合成条件を色々試した結果、10％（wlv）のGGH水溶液を5分

間沸騰させた後、GGHに対して1．5倍量のメタリン酸ナトリウムを添加し、45。Cで4時

間撹拝。この時pHを12，5とした。その後、透析もしくは限外濾過で分子量8，000～10，000

以下の低分子物質や未反応メタリン酸を除去して、溶液を凍結乾燥にかける。この方法に

よって得られたP－GGHはCPPと同程度のリン酸カルシウム沈殿の形成阻害作用を示し

た（Fig．3。7）。

　なお、この合成方法は「カルシウム吸収を促進する多糖類食品素材およびその製造方法

（特訓平10－353968）」として特許出願中である。

2について

　10週齢のラットにControl食、　GGH食、　P－GGH食を与えたところ、　P－GGH食におい

てカルシウム吸収が上昇し（Rg．4－3　A）、骨中カルシウム量が増加した（Fig．4－5）。これ

lt5



によりP－GGHがin　vivoにおいてもカルシウムの吸収を充進ずる作用があることがわかっ

た。これに伴い、回腸におけるカルシウムの非不溶化がP－GGHにおいて高く（Table　4－4）、

また盲腸内有機酸量もGGH程ではないが高い発酵を見せ（Table　4－7）、　pHも低かった

　（Table　4－5　）o

　これらの結果だけではP－GGHによって起こるカルシウムの吸収充進が小腸下部におい

て起こっているのか・GGHのように盲腸発酵が主原因なのかが判断できなか？た。そこ

で第5章で盲腸切除ラットを用いた実験を行った結果、Sham群ではGGH食うットもP・

GGH食うットも同様にControl食に対して有意にカルシウム吸収が元進したのに対して、

CCX群ではP－GGHラットで吸収充進に変化がなかったのに対してGGHラットでは吸収

元進が認められなかった（Fig．5－2　A）。これによりP－GGHによる吸収充進に盲腸発酵が

関与していないことが確認され、その結果、小腸下部におけるカルシウムの非不溶化が主

要因であることがわかった。

　これらの結果を受けて第6章ではP－GGHが閉経後骨粗霧症の病症改善に効果があるか

どうかについてOVXラットを用いて実験した。その結果、　P－GGHは経日的なカルシウム

吸収量の減少や骨カルシウム量などについてある程度の病症進行抑制効果を示すとともに、

エストロゲン欠乏によるカルシウムの吸収量の減少も改善傾向を示した（Fig．6－2－1，6－2－

2）o

　以上の結果より、P－GGHはin　vitroのみならずin　vivoにおいても十分なカルシウム吸

収元進作用を有すると考えられる。

3について
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　P・GGHが小腸下部においてカルシウムを非不溶化することによりカルシウムの吸収を

充進ずることは明らかである。このカルシウム非不溶化の機構のヒントになるのが、第3

章で述べたようにP－GGHと同様の挙動を示しP－GGHのモデルとしたCPPの働きである。

内藤（41）や内藤ら（42）、またKittsとYuan（43）はCPPがカルシウムをキレートす

ることによりリン酸カルシウムとして沈殿するのを防ぎ、また比較的弱い結合定数が吸収

元進に有利であることを報告している。P－GGHも電気伝導度（Fig．3－8）やイオン濃度（Fig．

3－9）の結果よりP－GGH一一Ca2“のキレート錯体の形成によってカルシウムを非不溶化状態

にしている可能性が考えられる。

　以上・一連の実験において明らかになったことであるが、また一方様々な問題が浮かび

上がってきている。第一にP－GGHの構造である。第3章においてCPP同様にカルシウ

ム非不溶化能があるので分子内でリン酸基クラスターを形成していると推察しているが、

実際に確認したわけではない。CPPがカルシウムを非不溶化するのは分子内のボスホセ

リンクラス右心の存在であり、P－GGHにおいてもGGHにはカルシウム非不溶化能はな

く・またリン酸基が1分半や2分子では非不溶化能がないことからリン酸基クラスタ＿の

存在を推察しているだけである。このため、P－GGHの分子構造を直接的に確認すること

が今後重要である。方法としてはX線回折や各種NMRなどの構造解析の手法を用いるこ

とが必要となるであろう。

　第二に非不溶化機構の更なる解析である。様々な状況からP－GGHとCa2・がキレート錯

体を形成していると推察したが、CanlerらはシクロスポリンAとCa2・やMg2・が錯体を形

成すること（1・Ol）を、またLukesらはエチレンジアミン四（メチレンーフェニルボスフ
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イン酸）とCa2←などが錯体を形成することやその安定度定数をNMRや電位差滴定法を用

いて明らかにしている（102）。このような手法を用いることによってP－GGHとCa2・の結

合状態をよりクリアに解明できるかもしれない。

　またこの他に・P－GGHおよびカルシウムの濃度と吸収の相互関係や、　P－GGHのリン酸

基導入量と吸収速度の関係、他のミネラル成分との相互作用（他のミネラルの影響）、他

の栄養素の影響など細かな条件の解析を進める必要がある。これらはCaco－2を用いた培

養細胞系での実験が望ましく、この系の確立も今後の課題である。

　本研究は、CPPのボスホセリンによるリン酸基クラスターに着目し、水溶性食物繊維

にリン酸基を導入することにより当初の計画通りリン酸カルシウム沈殿の形成阻害作用、

さらにin　viVOでのカルシウム吸収元進作用を付加する事に成功した。これはカルシウム

吸収を促進する新規食品素材の開発という一面のみならず、腸管におけるカルシウムの吸

収機構解明という分野においても非常に興味深いものであり、ここで得られた知見は今後

の研究において意義深いものであると考えられる。
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元総務係長、北大で実験することによってこなせなくなった分の業務をフォロ

ーしていただいた加工食品出前部長で現北海道大学大学院農学研究科応用菌学

講座助教授の浅野行蔵博士、本堂正明現加工食品部長、畜産食品科の井上貞仁

科長、川上誠現生物工学科研究員、阿部茂研究員をはじめ食加研の全ての職員

に感謝いたします。

　そして私に研究の面白さ、素晴らしさを教えて下さり、研究という世界へ進
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むきっかけを与えて下さった元東京理科大学理工学部応用生物科学科教授の故

廣瀬敬之博士、元同助手の故長谷川伸一博士に謹んで感謝の意を表します。

　一度は諦めていた学位取得でしたが、三十を前にして再び学校へ行くことに

対して精神的、金銭的に支え続けてくれた父宏、母洋子、姉佐藤千代子、そし

て私の横にいて挫けそうになる私を支え続けてくれて更にラットの飼育・餌作

りまで手伝ってくれた妻美紀に対して、語り尽くせないほどの感謝の気持ちで

いっぱいです。

　そして、本実験のために尊い命を捧げてくれた125＋α匹のラットたちに感

謝するとともに、心から御冥福をお祈りいたします。
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