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葉酸は水溶性B群ビタミンの一種であり，核酸合成やア
ミノ酸代謝に関与している必須の栄養素である。葉酸が欠
乏すると巨赤芽球性貧血や胎児においては神経管閉鎖障害
を発症する1, 2）。そのため妊娠前後においては摂取が勧奨さ
れているビタミンである。また，葉酸の摂取不足と，心血
管疾患や癌の発症と関連があることも報告されている 3, 4）。
ホモシステインはメチオニン代謝の中間代謝物の一つで
ある。このホモシステインの代謝には，水溶性ビタミンで
ある葉酸，ビタミン B12，ビタミン B6 が関与している。
メチオニンシンターゼはビタミンB12 を補酵素とする酵素
で，5-メチルテトラヒドロ葉酸のメチル基をホモシステイ
ンに転移しメチオニンを合成する。ビタミン B6 はホモシ
ステインからシステインへの代謝に補酵素として関与して
いる。これらの水溶性ビタミンが欠乏すると，血漿中ホモ
システインが増加する。これまでの研究で，血中ホモシス
テインの増加が脳心血管疾患，認知機能障害と関連がある
ことが報告されている5, 6）。
骨粗鬆症は栄養学的問題の一つであり，骨折を伴い個人
の生活の質に大きなダメージを与える。この原因には，加
齢，閉経，低運動量などが挙げられるが，近年，フラミン
ガム研究やアムステルダム研究といった大規模研究によっ
て，血中ホモシステイン濃度の上昇が，骨折リスクを高め
る独立した危険因子であることが報告されている7, 8）。本

研究では，マウスを用いて，葉酸欠乏が血中ホモシステイ
ン値，骨量，骨ミネラル含量に及ぼす影響について検討し
たので報告する。

実験方法

1.  実験動物
実験動物には 3週齢の ICR 系雄性マウス（日本クレア
㈱）を用いた。1週間の予備飼育後，対照群（n=7）と欠
乏群（n=7）の 2群に分け，実験に用いた。マウスの飼
育は室温 22±1℃，12 時間の明暗サイクルの環境下で
行った。葉酸欠乏飼料として葉酸を含まないAIN93G 粉
末（オリエンタル酵母工業㈱）を用いた。欠乏群には葉酸
欠乏飼料を，対照群には飼料 1 kg 当たり Folic acid（和光
純薬工業）を 2 mg 含む対照飼料を与えた。水は蒸留水を
自由に摂取させた。糞食を防ぐため，ステンレス網の中敷
のあるプラスチックケージで飼育した。
10 週間各飼料で飼育した後，エーテル麻酔下で開腹し
下大動脈より採血した。肝臓，腎臓，脾臓，精巣，心臓，
肺，大脳，小脳，右腓腹筋，右大腿骨を摘出し重量を測定
した。採血した血液は EDTA処理済みチューブに移し，
遠心分離を行い血漿を得た。また血液の一部はヘマトク
リット毛細管を用いてヘマトクリットを測定した。なお，
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血液と血漿の一部には 9倍量の 1 %アスコルビン酸を添加
し葉酸測定に供した。
なお，動物実験は「実験動物の飼育及び保管等に関する
基準」（昭和 55 年 3 月総理府告示第 6号，一部改正平成
14 年 5 月 28 日）に従って行った。

2.  分　析
葉酸は Lactobacillus rhamnosus（NBRC 3425）を用いた
微生物学定量法により測定した。血漿中のホモシステイン
濃度はHPLC法で測定した9）。
右大腿骨は周囲の軟部組織を除去した後，新鮮骨重量を
測定した。その後，100℃で 24 時間乾燥し，乾燥骨重量
を測定した。この乾燥骨を磁性のルツボに移し，電気炉
（550℃）で 48 時間灰化し，灰化骨重量を測定した。なお，
灰化骨重量を乾燥骨重量で除した値を骨密度とした。灰化
した大腿骨を 6N塩酸で溶解し，カルシウムはOCPC 法，
リンはモリブデンブルー法により測定した。

3.  統計処理
実験結果は，平均値±標準偏差により示した。対照群と
葉酸欠乏群との比較には，Student’s t-test を行い，p<0.05
のとき統計学的に有意な差があると判断した。

結果と考察

飼育期間中における体重の変化を測定したところ，各群
の体重の推移に違いは見られなかった（Fig. 1）。各群の
血中葉酸レベルを測定したところ，血漿中葉酸は対照群
（53.8±10.1 ng/mL）に比べ欠乏群（8.5±2.2 ng/mL）で
有意に低値を示した。また，赤血球中葉酸も欠乏群で約半
分であり有意に低かった（Fig. 2）。血漿中のホモシステ
インについては，欠乏群で高かったが有意な差はなかった
（Fig. 3）。したがって，本研究で作成した葉酸欠乏マウス
は比較的緩やかな欠乏状態にあると考えられた。

各群における臓器重量を測定したところ，肝臓，腎臓，脾
臓，精巣，心臓，肺，右腓腹筋，大脳，小脳の重量におい
て，各群間で違いは見られなかった。ところが，右大腿骨
の新鮮重量は欠乏群で有意に低値を示した（Fig. 4）。解剖
時における体重は，対照群41.6±4.3 g，欠乏群43.9±4.8 g
で有意差はなく，数値で言えば欠乏群の方が高値である。
それにも関らず，右大腿骨の重量が欠乏群の方が有意に低
値であったため，より詳細に骨量と骨組成について検討を
進めた。
葉酸欠乏マウスにおける骨量と骨組成を測定したところ，
新鮮骨重量と同様に，乾燥重量，灰化重量も欠乏群で有意
に低値であった（Table 1）。しかし，骨密度に違いは見ら
れなかった。骨中の Ca 含量について調べたところ欠乏群
で有意に低値を示したが，灰化重量当たりの Ca 含量につ
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Fig. 1　 Body weight change of folate defi cient mice. Results are 
presented as the means ±SD(n=7).
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Fig. 2　 Plasma and erythrocyte folate in the folate defi cient mice.
Results are presented as the means ±SD(n=7). *p <0.05 
-statistically significant differences in comparison with 
control.
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Fig. 3　 Plasma homocysteine concentration in the folate defi cient 
mice. Results are presented as the means ± SD(n=7).
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いては各群に違いは見られなかった。また，P含量につい
ても同様の結果であった。骨長は欠乏群の方が短く，有意
差が認められた。したがって，本実験では 4週齢のマウス
を 10 週間欠乏飼料で飼育したが，葉酸の欠乏によって，
骨形成に影響していると考えられた。葉酸は一炭素単位代
謝系を構成し，ヌクレオチドの合成に関与し，細胞の増殖
に重要である。したがって，骨芽細胞への分化・増殖に影
響するか，もしくは骨芽細胞と破骨細胞のバランスが崩れ
るため骨の低形成を引き起こしたと考えられる。
葉酸と骨折リスクとの関係について，メチレンテトラヒ
ドロ葉酸還元酵素（MTHFR）の C677T 遺伝子多型から
研究されている。MTHFRは 5, 10-メチレンテトラヒドロ
葉酸をメチル葉酸へ還元する酵素である。閉経後女性にお
いてTT型のヒトにおいては，葉酸代謝がうまく機能せ
ず，血中ホモシステインが上昇し，骨折リスクも高いこと

が報告されている10）。ホモシステインがコラーゲンの架橋
構造の形成に異常をもたらし，骨質の劣化を引き起こすと
報告されている11, 12）。今回の研究において骨の強度につい
ては測定していないが，検討する必要があると考えられる。
これまでの報告で，葉酸とビタミン B12 を 12 週間欠乏

させたラットにおいて，血漿中ホモシステインは増加して
いるが，骨代謝マーカーであるオステオカルシン，Ⅰ型コ
ラーゲン架橋 C-テロペプチドに影響はなかったという報
告がある13）。一方，メチオニン食によって高ホモシステイ
ン血症となったラットにおいて，ヒドロキシプロリン，Ⅰ
型コラーゲン架橋N - テロペプチドが増加し，オステオカ
ルシンが低下したという報告もある14）。今後これらの点に
ついても検討が必要であると考えられる。
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Table 1   Eff ect of folate defi ciency on bone mass, bone mineral and bone length

Control Folate defi cient
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Femur
Fresh
Dry
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Bone density

(g)
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(mg)
(mg)
(%)
(ash wt/dry wt) 
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