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1-1 研究の背景  

 わが国では、急速な高齢化が進み、介護が必要な高齢者が増加している。特に、要介護度

軽度である要支援 1、2 の高齢者が増加している 1）。平成 28 年の厚生労働省の調査 2)による

と、介護必要区分のうち「要支援」になる原因は、関節疾患が 17.2%と最も多く、次いで高

齢による衰弱 16.2%、骨折・転倒 15.2%、となっている。このように、加齢に伴う身体機能

や運動機能の低下が多くをしめており、関節疾患と骨折・転倒を合わせると、3 割を超える

人が運動器障害によって要支援状態になっている。これらの身体機能や運動機能の向上・低

下防止は、日常生活動作（以下 ADL; activities of daily living）や生活の質（以下 QOL; quality 

of Life）のレベルを維持するためにも重要である。特に高齢者における骨折（多くは大腿部

頸部骨折）は、寝たきりにつながりやすく、骨粗鬆症で骨が脆くなっていると軽い転倒や衝

撃などでも骨折の危険性が高まるため、骨折を予防することは超高齢社会において重要な

課題である。 

 骨粗鬆症による骨量減少とそれに伴って発症する骨折は、要支援・要介護の原因となり、

さらには寝たきりに至るため、社会的に大きな問題となっている。骨粗鬆症は、遺伝的要因、

加齢、性別と閉経、出産歴などの個体リスク要因や、食事要因、活動強度、嗜好品などのラ

イフスタイルにおけるリスク要因、医療・薬剤中のリスク要因などの多元的な要因によって

発症する疾患である 3)。国内の患者数は、1,280 万人(女性 980 万人、男性 300 万人)と推計

4)されている。 
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1-2 骨の構造・役割・機能 

 骨は、リン酸カルシウムの沈着した硬組織で構成されており、周囲の皮質骨と内部の海綿

骨、関節面にある関節軟骨に分けられる。骨は、運動や身体支持といった機能を担う運動器

の一部であるだけでなく、カルシウム代謝器官であり、造血幹細胞の維持・血液系細胞の分

化増殖の場となる血液系器官でもある。筋肉によって駆動された随意運動や呼吸を可能と

し、神経系・循環器系・内分泌系からの支配を受けると同時に、造血幹細胞を養う場を提供

し、免疫担当細胞の分化増殖を支える免疫組織でもある（図 1-1）5)。血中カルシウム濃度

は生命維持に直結し、内分泌系によって厳密に制御されている。ヒトを含む陸上生物は、骨

組織にリン酸カルシウム塩としてカルシウムを貯蔵しており、必要に応じて骨を分解して

カルシウム濃度をコントロールしている。副甲状腺ホルモン、活性化ビタミン D3、カルシ

トニンのようなホルモンが骨、腸管、腎臓でのカルシウムとリンの代謝を精妙にコントロー

ルして生体恒常性を維持しており 5)、骨は人体にとってとても重要な組織であるといえる。 

 

図 1-1 骨組織は外界からのさまざまな刺激入力に対して反応する複合臓器である（文献 5 よ

り引用） 
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1-2-1 骨リモデリング 

骨は、破骨と形成の絶妙なバランスによって動的な恒常性を保ちながら、常に生まれ変わ

っている 6)。これは、骨リモデリングと呼ばれており、骨表面の破骨細胞と骨芽細胞による

連関した制御システムである。骨芽細胞は間葉系幹細胞に由来し、Runx2(Runt-related 

transcription factor 2)をはじめとする転写因子や BMP2(Bone Morphogenetic Protein-2)、

Wnt などの液性因子により、巧妙にその分化が調節されている。また、破骨細胞は単球、マ

クロファージ系の細胞に由来する骨貪食能を有する多核の巨細胞であり、NfAT1c(Nuclear 

factor of activated T-cells, cytoplasmic 1)に代表される転写因子や、 RANKL(receptor 

activator of NF- kB ligand)などのサイトカインの作用により分化が調節されている 7)。 

骨リモデリング（図 1-2）は、破骨細胞が古い骨を吸収（破壊）することで開始され

る。成熟した破骨細胞は骨基質との吸着面に酸を分泌して無機質を溶解し、また破骨細胞

が特異的に産生するタンパク質分解酵素を分泌して骨基質タンパク質を消化し、吸収窩を

形成する。骨吸収が完了すると、骨芽細胞が骨表面に付着して逆転相を迎え、形成相が始

まる。形成相では骨芽細胞によりⅠ型コラーゲンやオステオカルシンなどを主成分とする

骨基質タンパク質が形成された後、カルシウムやリンなどのミネラル成分の沈着により石

灰化が生じ、吸収窩は新生骨で埋められる 8, 9)。骨リモデリングは生涯にわたって繰り返

されおり、骨組織は劣化を修復して強度を保ち、力学的な刺激下で生体を維持し、生体の

カルシウム恒常性を維持するための供給源としての機能を果たしている。 
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図 1-2  骨リモデリング（文献 6 より改変） 

 

1-3 骨粗鬆症 

骨粗鬆症は、骨強度の低下を特徴とし、骨折のリスクが増大しやすくなる疾患と定義され

ている 10）。骨強度は、主に骨密度と骨質の 2 つの要因からなり、骨密度は骨強度のほぼ 70%

を説明し、残りの 30％程度は骨質により説明できる 4)とされている。骨密度は、面積また

は体積あたりのミネラルのグラム数で表され、骨質は、微細構造、骨代謝回転、微小骨折、

石灰化のことを指す。骨粗鬆症の発症のメカニズムは、骨量を低下させるメカニズムと骨質

を低下させるメカニズムに分けられ、前者の例では、骨形成の低下、骨吸収の亢進、骨形成・

骨吸収のカップリングの破綻、後者の例としては、骨中のコラーゲンなどの非石灰化成分の

劣化および石灰化成分の微細構造以上にともなう脆弱化などが挙げられる 11)。骨強度は、

骨密度と骨質により規定されているため、そのどちらかが低下しても骨強度は低下し、骨折

のリスクは高くなる 10)。 

骨強度を維持するためには、骨リモデリングによる骨吸収と骨形成のバランスが保たれ

なくてはならないが、骨の石灰化に必要なカルシウム・ビタミン D の欠乏や閉経によるエ



第 1 章 緒言 

 

6 

ストロゲンの欠乏、生活習慣病による酸化ストレスの増大などによってこのバランスが崩

れて骨吸収過多により骨密度が低下する。骨強度は、骨密度と骨質により規定されるため、

そのどちらかが低下しても骨強度は低下する（図 1-3）。骨密度の減少や骨質の低下により

骨強度が低下し骨粗鬆症が発症すると骨折しやすくなり、骨折によって身体機能の低下や

運動機能障害をきたし、ADL や QOL の低下をもたらすことになる。 

女性は、閉経を迎えるとエストロゲンの消退により骨吸収抑制不全をきたし、骨吸収が亢

進して骨量が低下していく 12)。この結果、骨代謝回転が亢進し、骨量減少が急速に進行す

る 13)ため、閉経後女性における骨粗鬆症の頻度はきわめて高く、重篤な合併症である骨折

を引き起こしやすい。また、加齢による腸管からのカルシウム吸収の低下、さらにはビタミ

ン D 不足（摂取の低下、紫外線不足による体内での産生低下など）、腎臓でのビタミン D の

活性障害による吸収の低下により負のカルシウムバランスとなる。血中カルシウム濃度の

調節には、副甲状腺ホルモンが役割を担っており、骨と腎臓を主な標的臓器としている。骨

において副甲状腺ホルモンは、骨芽細胞系細胞を介して破骨細胞の形成、活性を促進し、骨

吸収を亢進させる 5）。閉経に伴って血中カルシウム濃度が低下して負のカルシウムバランス

となると、その代償として軽度の副甲状腺機能亢進状態となり、副甲状腺ホルモンが増加し、

副甲状腺ホルモンの破骨細胞機能亢進により骨よりカルシウムが供給され血中カルシウム

濃度が保たれることとなる 14)。以上のことから、血中カルシウム濃度を保つことによって

骨吸収が促進され、骨量の低下につながっていくことになるため、閉経後骨粗鬆症予防のた

めには、骨代謝回転の亢進を抑制することが重要である。 
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図 1-3 骨粗鬆症発症のメカニズム 
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1-4 骨代謝マーカー 

骨代謝を評価する方法の一つとして、骨代謝マーカーがある。骨代謝マーカーは、測定時

点での骨代謝を鋭敏に反映する 15)。本研究において測定する骨代謝マーカーについて表 1-

1 に示す。 

 

表 1-1  測定した骨代謝マーカー 

マーカー 略語 材料 

骨形成マーカー   

 骨型アルカリホスフォターゼ BAP 血清 

 オステオカルシン OC 血清 

骨吸収マーカー   

 Ⅰ型コラーゲン架橋 N-テロペプチド NTx 尿 

 酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ-5b TRACP-5b 血清 

骨マトリックス（基質）関連マーカー   

 低カルボキシル化オステオカルシン ucOC 血清 

 

骨形成マーカーは、骨芽細胞の分化の各段階において骨芽細胞から直接または間接的に

産生される物質である 15)。骨形成マーカーの骨型アルカリホスフォターゼ(以下 BAP)は、

骨形成に関与する骨芽細胞において合成・分泌される酵素で、骨芽細胞と骨芽細胞の前駆細

胞にも存在している。一方、オステオカルシン(以下 OC)は、成熟骨芽細胞を反映している

16)。 

骨吸収マーカーは、破骨細胞による骨組織の吸収・破壊の状態を反映するもので、酒石酸

抵抗酸ホスフォターゼ-5b(以下 TRACP-5b)は、破骨細胞に局在する酸性加水分解酵素であ

り、破骨細胞数やその骨吸収活性の直接の指標となる 17)。TRACP-5b は、骨吸収に直接関

係し、骨吸収によってできる骨の分解産物とともに血中に放出され、ヒトでは破骨細胞のみ

に由来する 18）。Ⅰ型コラーゲン架橋 N-テロペプチド(以下 NTx)は、Ⅰ型コラーゲンの分解

産物 18)で、破骨細胞による骨吸収が起こる際に産生される。NTx は、血液検体（以下血清
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NTx）および尿検体（以下 u-NTx）から測定可能である。 

骨マトリックス(基質)関連マーカーの低カルボキシル化オステオカルシン(以下 ucOC)は、

骨代謝に重要なはたらきをしているビタミン K の充足状態の指標であり、骨密度とは独立

した骨折予測因子である 19)。 

 

1-5 骨密度および骨代謝に影響する栄養素 

 カルシウムは 骨の重要な構成成分である。体内のカルシウムは、99%は骨と歯に、残

りの 1%が血液、筋肉、脳脊髄液などに含まれている。骨中のカルシウムは主としてハイ

ドロキシアパタイト[Ca5(OH)(PO4)3]2 の形で存在している 20)。血液中のカルシウム濃度

は一定に保たれており、濃度が低下すると、副甲状腺ホルモンの分泌が増加し、主に骨か

らカルシウムが溶け出し、元の濃度に戻している 21)。副甲状腺ホルモンが高い状態が続く

と、骨からのカルシウム溶出が大きくなり、骨吸収が骨形成を上回り骨量が減少し、骨の

空洞化が促進され、骨粗鬆症を引き起こすこととなる。 

経口摂取したカルシウムは主に小腸上部で吸収されるが、その吸収率は比較的低く、成

人では 25～30%程度である。吸収されたカルシウムは骨への蓄積、腎臓を通しての尿中排

泄の経路によって調節されている 21)。 

骨密度および骨代謝に影響する栄養素は、カルシウムだけでなく、ビタミン D やビタミ

ン K も骨の健康を維持するために重要な栄養素であると言われている。 

 ビタミン D は、しいたけやきのこ類に含まれるビタミン D2 と魚類や卵などに含まれる

ビタミン D3 があり、ビタミン D3 はカルシウム代謝に重要なビタミンであると言われてい

る 22）。そしてビタミン D は、食事からだけでなく、日光からの紫外線が皮膚に当たること

によって、内因的に合成されるという特性がある 23)。ビタミン D は体内で、肝臓や腎臓で

活性化されて、腸管からのカルシウムの吸収を促進し、血液中のカルシウム濃度を高め、破

骨細胞の働きを抑制するはたらきがある。 

 ビタミン K は、納豆やパセリ・シソ・ほうれん草などの野菜に多く含まれている。ビタ
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ミン K には、多種類あるが、天然のものはビタミン K1（フィノロイキン）とビタミン K2

（メナキノン類）の 2 種類がある 24)。数種類あるビタミン K のうち、栄養学的に重要なも

のが、ビタミン K2 のメナキノン類であり、代表的なものは、動物性食品に含まれるメナノ

キン-4 と納豆が産生するメナノキン-7 である。我が国において、健康な人で通常の食生活

を送っているうえでは、ビタミン K の栄養はほぼ充足していると考えられ、ビタミン K 欠

乏症は発症しない。 

 ビタミン K は、肝臓においてプロトロンビンやその他の血液凝固因子を活性化し、血液

の凝固を促進するビタミンであるが、肝臓以外にもビタミン K 依存性に骨に存在するタン

パク質オステオカルシンを活性化（活性型オステオカルシン）し、カルシウムを骨に沈着さ

せて骨形成を促進させる作用がある 24)。しかし、非活性型オステオカルシンである ucOC

は、カルシウムと結合できないため、血液中に放出される 19)。したがって、ビタミン K の

濃度変化によって ucOC が変動する。ucOC は骨マトリックス関連マーカーとして血液中

の濃度を知ることができる。つまり、カルシウムと結合できない ucOC の血中濃度が高く

なると、ビタミン K が作用してないということになる。このことから、ucOC 濃度は、ビタ

ミン K の充足状態の指標とされている。 

 

1-6 レモンのクエン酸による骨への効果 

 レモンといえばビタミン C が多く含まれていることでよく知られているが、ビタミン C

は骨の主要成分コラーゲンの生合成にとって必須の補助因子 25)であり、ビタミン C 摂取量

と骨密度との間に正の相関がある 26,27)ことが報告されている。さらに、レモン果汁にはビ

タミン C だけでなく、クエン酸が豊富に含まれている（1.44g/oz）28)こともよく知られて

いる。 

昨今、レモンの酸味の主成分であるクエン酸には、カルシウムや鉄等のミネラル成分の

吸収を促進する作用 (図 1-4)があることが明らかにされている 29-31)。クエン酸がカルシウ

ムなどのミネラルが酸化してしまう前に包み込んで吸収させることで、体内へのカルシウ
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ムの吸収を促進させる。この一連の働きを「キレート作用」と呼んでいる。「キレート」

とはギリシア語で、クエン酸があたかもカニのハサミのように、ミネラル分を包み込むこ

とがこの名前の由来と言われている。しかし、カルシウムは水に溶けにくく、人体に吸収

されにくいという特徴があり、経口摂取したカルシウムのうち、腸管内で吸収されるの

は、約 20～40％と言われている 32)。そのため、カルシウムの摂取量を増加させるだけで

なく、カルシウムの吸収率にも注目すべきである。したがって、クエン酸のキレート作用

の効果は、骨粗鬆症予防の観点から大きな意義を持っていると考えられる。 

 

 

図 1-4  クエン酸のキレート作用 

 

クエン酸のキレート作用を応用し、栄養素の機能を利用した骨密度や骨代謝に対する効

果の研究が行われている 33-36)。Barbara 33)の離乳後のラットにクエン酸カルシウムまたは

炭酸カルシウムを餌に加えて飼育した研究では、クエン酸カルシウム飼育では炭酸カルシ

ウム飼育よりも海綿骨の成長が大きく、その程度は 4 週間後で 23-25%、12 週間後で 44-

47%ほどであったことが報告されている。 Pengpeng ら 34)のラットの研究では、タンパク
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壁 
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壁 
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質加水分解物-カルシウムキレート（Protein Hydrolysate-Calcium Chelate）を用いて、骨

吸収の抑制と骨密度の増加を認めている。 そして、 新居ら 35)は、柑橘類のジュース（レ

モンジュースを含む）のクエン酸が in vitro でシラスボシ（沸騰および半乾燥しらす）に

存在するカルシムを可溶化できることを示唆している。 

このように、カリウムやカルシウムを吸収するクエン酸のキレート作用や、これらの骨

密度や骨代謝への影響は明らかになっているが、カルシウム吸収のクエン酸の効果として

健康な人を対象とした骨密度や骨代謝の研究はあまり行われていない。堂本ら 37)は、瀬戸

内島嶼部の柑橘栽培農家の中高年女性と地方都市居住の中高年女性における骨密度を比較

している。この研究では、島嶼部柑橘栽培農家の中高年女性の大腿骨骨密度が有意に高

く、居住する生活環境（柑橘類を豊富に食することが可能であることや労働形態）が影響

している可能性を強く示唆している。しかし、柑橘類の豊富な摂取が日常の食事で摂取す

るカルシウムの吸収を促進させている可能性を示唆しているものの、実際のカルシウムや

柑橘類の摂取量は不明であり、健康な人におけるカルシウム吸収のクエン酸の骨への効果

については明らかにされていない。Jehle ら 36)は、65 歳以上の健康な男女 201 名に対し、

カルシウムとビタミン D を一定量与え、クエン酸カリウムの負荷有無の比較を行った結

果、負荷ありの群で腰椎骨密度の増加を認めているが、骨代謝マーカーの評価に I 型プロ

コラーゲン―N―プロペプチド（P1NP）用いている。P1NP は、骨基質たんぱく質の主成

分であるⅠ型コラーゲンが前駆体のⅠ型プロコラーゲンから生成される際に N 端末から切

断されるポリペプチドであるが、I 型コラーゲンは骨以外の軟部組織の線維芽細胞などに

おいても合成される 38)ため、評価においては注意が必要となる。本研究では、近年骨吸収

に鋭敏に反応する TRACP-5b や未熟な骨芽細胞の前駆細胞に存在し、骨芽細胞系の全細

胞数を反映する 39)と言われている BAP を評価項目として用いることにより、データの信

頼性を高めることとした。 
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1-7 研究の目的 

 本研究では、閉経後女性を対象として、 

1. 医療機関と連携し、試験飲料（カルシウム配合レモン果汁飲料）を用いた臨床研究を

行い、ミネラル成分を吸収するクエン酸のキレート作用の効果を前腕骨骨密度・骨代

謝にて検証を行う。 

2. 骨粗鬆症の予防の観点から、健常者を対照群、レモン果汁のみの飲料を摂取する群、

カルシウム配合レモン果汁飲料を摂取する群に分類して介入試験を行い、骨密度と骨

代謝への影響について検証を行う。 

以上のことを目的としておこなった。 
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2-1 はじめに 

骨粗鬆症の研究は、投薬による研究が広く行われている。吉田ら 40)は、閉経後早期女性

119 名を対象とし、骨でエストロゲン作用を示す治療薬であるラロキシフェン(RLX)を 6 ヶ

月間投与することにより、骨吸収マーカーである血清 NTx 濃度は 1 ヶ月で高率に低下し、

骨形成マーカーの BAP 濃度の減少も認めていたと報告している。Wallach ら 41) は、コルチ

コステロイド療法を受けている患者（男女 518 名）がビスフォスフォネート系治療薬であ

るリセドロネートの 12 ヶ月間の投与により、血清 NTx 濃度と BAP 濃度の減少を認め、腰

椎および大腿骨骨密度値は、有意に増加、あるいは維持できていたと報告している。骨は、

骨リモデリングによる骨吸収と骨形成のバランスを保っているが、骨粗鬆症ではこのバラ

ンスが崩れ、骨吸収過多により骨密度が低下していく。これらの先行研究における治療薬の

効果は、破骨細胞による骨吸収を抑制し、それに伴い骨形成も抑制された結果、骨密度の増

加あるいは維持につながっていることが推測される。 

しかしながら、薬物療法は，骨粗鬆症（若年成人平均値（以下 YAM; Young Adult Mean）

70％未満）の診断がなければ処方されず、すでに骨折のリスクが高まっている状態であるた

め、骨粗鬆症と診断される前の段階から予防することが重要であり、予防医学の観点から生

活習慣、特に食習慣と運動習慣は重要とされる 42-44)。閉経後女性を対象としたカルシウム

補給の 32 件の対照試験レビュー45)では、骨量または骨密度値の変化率について報告してい

る。カルシウムの効果は、すべての測定部位（前腕/手、近位大腿骨、脊椎、全身など）で

ほぼ同じで、700 mg 未満のサプリメントは骨量減少あるいは骨密度減少に効果的ではなく、

毎日約 1,000mg のカルシウム補給は、閉経後女性の骨量減少に対して少なくとも 4 年間は

有意な予防効果があると報告している。これらの研究は、カルシウム補給による骨密度値の

変化率について明らかにされているが、骨代謝については言及されていない。一方、食事に

よる酸負荷は、骨粗鬆症の病態生理において重要な役割を果たす可能性があり、クエン酸の

キレート作用を応用し、栄養素の機能を利用した骨代謝や骨密度に対する効果の研究が行

われている。Pengpeng ら 34)は、ラットの研究でタンパク質加水分解物-カルシウムキレー
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ト（Protein Hydrolysate-Calcium Chelate）を用いて、骨吸収の抑制と骨密度の増加を認め

ている。 そして、新居ら 35)は、柑橘類のジュース（レモンジュースを含む）のクエン酸が

in vitro でシラスボシ（沸騰および半乾燥しらす）に存在するカルシムを可溶化できること

を示唆している。このように、カルシウムを吸収するクエン酸のキレート作用や、これらの

骨密度や骨代謝への影響は明らかになっているが、カルシウム吸収のクエン酸の効果とし

て閉経後女性を対象とした骨密度や骨代謝の研究はあまり行われていない。 

そこで、この章では、カルシウムを配合したクエン酸を含むレモン果汁飲料の摂取による、

骨密度・骨代謝に及ぼす影響を明らかにすることを目的として、閉経後女性患者を対象とし

て試験飲料を 6 ヶ月間継続摂取した場合の有効性の検証を臨床研究にて行った。 

 

2-2 対象と方法 

2-2-1 対象 

 対象は、医療機関と連携し、福祉施設・福祉施設関係者に呼びかけ、ボランティアを募集

した。参加者には、事前に研究内容及び方法などに関する十分な説明を行い、文書により 44

名の同意を得た（整形外科通院患者で骨粗鬆症患者を除く）。44 名の調査対象者のうち、閉

経している 40 名を解析対象とした。本研究はヘルシンキ宣言に従い、県立安芸津病院倫理

委員会の承諾のもとに行われた（承認番号 平成 26 年度第 1 号）。 

 

2-2-2  試験飲料 

 試験飲料の主成分量の設定を表 2-1 に示す。対象者は、200ml の試験飲料を 1 日 1 本継

続摂取した。摂取時間の指定はしなかった。カルシウムの成人女性の 1 日摂取目安量は 700 

mg 程度 46)であり、1 日摂取目安量の半分である 350 mg を摂取量とした。レモン果汁につ

いては、堂本ら 37)が行った広島県のレモン産地住民を対象とした健康調査において、1 日の

レモン摂取量の多い群は、摂取量の少ない群と比較して、血圧が有意に低くなることが明ら

かにされており、レモン摂取量の多い群の 1 日平均レモン摂取量が約 30 ml であったこと
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から、レモン果汁の摂取量を 30 ml と設定した。 

 

表 2-1 試験飲料の成分組成 

 

 

 

2-2-3  調査項目 

問診により年齢、閉経後経過年数を同定した。身体計測、骨密度値・骨代謝マーカー濃度

の測定を行った。 

身体計測では、身長、体重、body mass index(以下 BMI)を測定した。 

骨密度は X 線骨密度測定装置 DTX-200（東洋メディック）を使用し、前腕遠位部の骨密

度値の測定を行った。調査期間の変動係数は、0.273％であった。 

骨代謝マーカーは、骨吸収マーカーとして、TRACP-5b 濃度、u-NTx 濃度の測定を行っ

た。骨形成マーカーとして、BAP 濃度、OC 濃度の測定を行った。骨マトリックス関連マー

カーとして、ucOC 濃度の測定を行った。 

TRACP-5b・BAP・OC ・ucOC 濃度の測定用血清試料は、採取した血液より 3000 回

転 7 分間の条件で遠心分離して得たのち、市販の測定キットを用いて測定した。u-NTx 濃

度測定用尿試料は、採尿後前処置なしで市販の測定キットを用いて測定した。血清および

尿中の測定は(株)福山臨床検査センターに依頼した。血清試料 TRACP-5b 濃度はオステオ

リンクス「TRAP-5b」(NITTOBO MEDICAL CO., LTD.)、BAP 濃度はアクセス オスタ

ーゼ(BECKMAN COULTER CO., LTD.)、OC 濃度は BGP IRMA「エルエスアイ M」

(LSI Medience CO., LTD.)を用いて測定した。u-NTx 濃度は OSTEOMARK(ALERE 

MEDICAL CO., LTD.)を用いて測定した。ucOC 濃度は Picolumi ucOC(EIDIA CO., 

摂取量  200/日 

エネルギー (kcal/本) 50 

カルシウム (mg/本) 350 

レモン果汁 (ml/本) 30 

クエン酸 (g/本) 約 1.5 
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LTD.)を用いて測定した。 

 

2-2-4  調査期間と測定時期 

調査期間は 2014 年 10 月～2015 年 4 月とした。身体計測、骨密度値の測定は介入前の調

査開始時、飲料摂取 3 ヶ月後、6 ヶ月後に行い、骨代謝マーカー濃度の測定は介入前の調査

開始時、飲料摂取 1 ヶ月後、3 ヶ月後、6 ヶ月後に行った（表 2-2）。対象者は 200ml の試験

飲料を 1 日 1 本、6 ヶ月間継続して摂取した。 

 

表 2-2 調査期間と測定時期 

介入前検診 

2014 年 10 月 

摂取 1 ヶ月後検診 

2014 年 11 月 

摂取 3 ヶ月後検診 

2015 年 1 月 

摂取 6 ヶ月後検診 

2015 年 4 月 

・身体計測 

・骨密度値 

・骨代謝マーカー濃度 

・骨代謝マーカー濃度 ・身体計測 

・骨密度値 

・骨代謝マーカー濃度 

・身体計測 

・骨密度値 

・骨代謝マーカー濃度 

 

2-2-5 対象者の分類 

 介入前の調査開始時の骨密度値の測定結果より、YAM70％未満を低値群、70％以上を高

値群として、対象者を 2 群に分類した。 

 

2-2-6 統計解析 

 得られたデータは Shapiro-Wilk 検定により正規性の検定を行った。得られた評価項目の

データは、正規性が認められた場合は平均値（標準偏差）で表し、正規性が認められなかっ

た場合は中央値（25％-75％）で表した。 

試験飲料と測定値（骨密度値及び骨代謝マーカー濃度）の調査期間との関連について、正

規性が認められた場合は年齢と BMI を調整し、高値群・低値群の 2 群と調査期間（介入前

の調査開始時、摂取 1 ヶ月後、3 ヶ月後、6 ヶ月後の個人内水準）を二要因、測定値（骨密

度値及び骨代謝マーカー濃度）を従属変数とする二元配置分散分析をおこなった。その後、
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各群において Bonferroni の多重比較を行った。正規性が認められなかった場合には、高値

群・低値群各々で Friedman 検定を行った後、すべてのペアごとの多重比較を行った。 

統計解析には SPSS バージョン 23（IBM Japan, Tokyo, Japan）を用いた。 

 

2-3 結果 

2-3-1 介入前の身体的特徴の比較 

 対象者の身体的特徴を表 2-3 に示した。いずれの項目においても、骨密度値の低値群と高

値群との間に有意な差はなかった。 

介入前の骨密度値および骨代謝マーカー濃度の測定値を表 2-4 に示した。骨密度値は高

値群より低値群の方が有意に低く(p<0.001)、u-NTx 濃度は低値群の方が有意に高値

(p=0.012)であった。 

 

表 2-3 対象者の身体的特徴 

値：平均値（標準偏差）最小値-最大値 

p 値：Student t-test 

1 Body mass index 

 

 

 

  高値群 (n=27) 低値群 (n=13) Total p 値 

年齢（歳） 
62.1 (8.8) 67.6 (7.1) 63.9 (8.6) 

0.055 
50.0 - 78.0 52.0 - 79.0 50.0 - 79.0 

閉経後経過（年） 
11.7 (8.2) 16.2 (6.8) 13.3 (8.0) 

0.068 
0.0 - 25.0 4.0 - 26.0 0.0 - 26.0 

身長(cm) 
154.2 (5.1) 152.4 (6.5) 156.3 (5.6) 

0.351 
145.4 - 169.3 143.3 -163.0 143.3 -169.3 

初回体重(kg) 
55.3 (8.3) 50.8 (6.7) 53.9 (8.1) 

0.101 
45.2 - 80.0 39.0 - 60.0 39.0 - 80.0 

初回 BMI1 
23.2 (2.9) 22.0 (3.3) 22.8 (3.1) 

0.223 
18.6 - 31.4 17.3 - 26.7 17.3 - 31.4 
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表 2-4 介入前の骨密度値および骨代謝マーカー濃度 

 高値群 (n=27) 低値群 (n=13) ｐ値 

前腕骨骨密度値 (g/cm2) 
0.42 (0.06) 0.28 (0.04) 

＜0.001a 
0.34 - 0.56 0.21 - 0.32 

骨代謝マーカー 

濃度 

TRACP-5ｂ1 (mU/dL) 
393.2 (108.7) 460.2 (102.7) 

0.071a 
175.0 - 573.0 282.0 - 613.0 

u-NTx2 (nmol BCE/mmol/Cr) * 28.5 

(21.7-34.0) 

40.0 

(28.5-52.0) 
0.012c 

OC3 (ng/ml)* 6.0 

(5.0-7.3) 

7.5 

(5.2-8.0) 
0.319b 

BAP4 (μg/L) * 13.0 

(11.7-16.2) 

16.0 

(11.3-19.6) 
0.124b 

骨マトリックス 

関連マーカー濃度 
ucOC5 (ng/mL)* 

4.0 

(3.4-5.0) 

4.2 

(3.0-6.5) 
0.474b 

値：平均値（標準偏差）最小値-最大値 

* ：中央値（25%-75%） 

a Student t-test 

b Welch’s test 

c Mann-Whitney’s U test 

1 Tartrate-resistant acid phosphatase type 5b 

2 Urinary type I collagen cross-linked N-telopeptide 

3 Osteocalcin 

4 Bone alkaline phosphatase 

5 Undercarboxylated osteocalcin 
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2-3-2 骨密度値の変化 

 骨密度値について、期間要因および交互作用では統計学的有意に異ならなかった

(p=0.678, p=0.968)が、被験者間要因においては統計学的有意であった(p＜0.001)。高値群

では、介入前、摂取 3 ヶ月後、摂取 6 か月後のどの時期においても有意な変化は見られな

かった。低値群では、介入前と摂取 3 ヶ月後では、有意差はないが増加傾向(p=0.054)にあ

り、摂取 6 ヶ月後は 3 ヶ月後と比較して差はみられなかった(図 2-1)。  

 

 

 

  介入前 3 ヶ月後 6 ヶ月後 

高値群 0.418 (0.057) 0.422 (0.056) 0.422 (0.057) 

低値群 0.291 (0.039) 0.298 (0.042) 0.295 (0.038) 
 

図 2-1 骨密度値の変化 

二元配置分散分析 期間要因：p=0.678 被験者間要因：p<0.001 交互作用：p=0.968 

Bonferroni 多重比較 低値群 介入前 vs 3 ヶ月後：p=0.054 
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2-3-3 骨代謝マーカーの変化 

 骨吸収マーカーの TRACP-5b 濃度について、交互作用では統計学的有意に異ならなかっ

た(p=0.649)が、期間要因および被験者間要因においては統計学的有意であった(p=0.002, 

p=0.003)。介入前と比較して摂取 1 ヶ月後には両群とも有意に減少(高値群 p<0.001, 低値

群 p<0.001)し、摂取 3 ヶ月後、6 ヶ月後は摂取 1 ヶ月後と比較して有意な変化はみられな

かった(図 2-2)。u-NTx 濃度 について、高値群は介入前から 6 ヶ月後までの値に差があり

（p<0.001)、低値群では差は認められなかった(p=0.250)。高値群は、介入前および 1 ヶ月

後と比較して、摂取 6 ヶ月後は有意に高値（p=0.008, p<0.001）であった（図 2-3）。 

骨形成マーカーの OC 濃度について、高値群は介入前から 6 ヶ月後までの値に有意差が

あり（p=0.002）、低値群では有意差は認められなかった(p=0.115)。高値群は、介入前と比

較して摂取 6 ヶ月後には有意に減少(p=0.007)していた(図 2-4)。BAP 濃度について、高値

群と低値群とも、介入前から 6 ヶ月後までの値に有意差があり（p<0.001)、高値群は、介

入前と比較して摂取 1 ヶ月後に有意に増加し(p=0.001)、摂取 3 ヶ月後に有意に減少

(p<0.001)していた。摂取 6 ヶ月後は、摂取 3 ヶ月後と比較して有意差はなかった。低値群

は、介入前と比較して摂取 3 ヶ月後に有意に減少(p<0.001)し、摂取 6 ヶ月後は摂取 3 ヶ月

後と比較して有意差はなかった（図 2-5）。 

骨マトリックス関連マーカーの ucOC 濃度について、高値群、低値群ともに介入前から 6

ヶ月後までの値に有意差があり（p<0.001)、高値群、低値群ともに、介入前と比較して、摂

取 3 ヶ月後には有意に減少(高値群 p<0.001, 低値群 p=0.001)し、摂取 6 ヶ月後は摂取 3 ヶ

月後と比較して有意差はなかった(図 2-6)。 
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  介入前 1 ヶ月後 3 ヶ月後 6 ヶ月後 

高値群 460.2 (108.7) 398.5 (104.6) 398.4 (106.3) 381.6 (112.1) 

低値群 393.2 (102.7) 348.5 (91.9) 338.4 (114.7) 345.3 (95.9) 
 

図 2-2 TRACP-5b 濃度の変化 

二元配置分散分析 期間要因：p=0.002 被験者間要因：p=0.003 交互作用：p=0.649 

Bonferroni 多重比較  高値群 介入前 vs 1 ヶ月後：p<0.001 

          低値群 介入前 vs 1 ヶ月後：p<0.001  
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  介入前 1 ヶ月後 3 ヶ月後 6 ヶ月後 
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28.5 

（22.5-33.5） 

25.3 

（20.3-32.5） 

29.2 

（23.1-38.4） 

33.4 

（29.9-37.4） 

低値群 
40.0 

（29.0-40.8） 

35.0 

（29.3-40.8） 

43.0 

（32.1-49.8） 

40.8 

（35.8-45.4） 
 

図 2-3 u-NTx 濃度の変化 

Friedman 検定 高値群：p<0.001, 低値群：p=0.250 

多重比較 高値群 介入前 vs6 ヶ月後：p=0.008, 1 ヶ月後 vs 6 ヶ月後：p<0.001 
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  介入前 1 ヶ月後 3 ヶ月後 6 ヶ月後 
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図 2-4 OC 濃度の変化 

Friedman 検定 高値群：p=0.002, 低値群：p=0.115 

多重比較 高値群 介入前 vs 6 ヶ月後：ｐ=0.007 
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  介入前 1 ヶ月後 3 ヶ月後 6 ヶ月後 
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図 2-5 BAP 濃度の変化 

Friedman 検定 高値群：p<0.001, 低値群：p＜0.001 

多重比較 高値群 介入前 vs 1 ヶ月後：ｐ=0.001, 1 ヶ月後 vs 3 ヶ月後：p<0.001 

     低値群 介入前 vs 3 ヶ月後：p<0.001 
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  介入前 1 ヶ月後 3 ヶ月後 6 ヶ月後 
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図 2-6 ucOC 濃度の変化 

Friedman 検定 高値群：p<0.001，低値群：p＜0.001 

多重比較 高値群 介入前 vs 3 ヶ月後：p<0.001 

     低値群 介入前 vs 3 ヶ月後：p=0.001 

 

 

 

 

 

 

 

u
c
O

C
濃

度
 
(n

g
/
m

L
) 

高値群 

低値群 

介入期間 

介入前     1 ヶ月後     3 ヶ月後    6 ヶ月後 

p=0.001 

p<0.001 



第 2 章  

カルシウム配合レモン果汁飲料を用いた医療機関と連携した臨床研究 

 

28 

2-4 考察 

 先行研究によると、カルシウムの摂取により骨吸収マーカー指標は有意に減少したとす

る報告 47)と有意な変化はみられなかったという報告 48)があり、先行研究の知見は一致して

いない。Matsumoto ら 47)は、20~60 歳の男女を対象とし、2 ヶ月間アカモク抽出物の摂取

により、骨吸収マーカー指標の酒石酸骨耐性酸性ホスファターゼ（TRACP）濃度および血

清 NTx 濃度は有意に減少したと報告している。また、桒原ら 48)は、68 名の要介護高齢者を

対象とし、1 ヶ月間カルシウム 200mg を含むゼリーの摂取で、骨吸収マーカーTRACP-5b

濃度は有意な変化はみられなかったと報告している。そして、Kamel ら 49)は、閉経後女性

を対象とし、2 ヶ月間カルシウムを 1200mg 摂取し、1 ヶ月目には尿中の骨吸収マーカー指

標であるピリジノリン濃度、デオキシピリジノリン濃度、尿Ⅰ型コラーゲン架橋 C-テロペ

プチド濃度、u-NTx 濃度は有意に減少し、尿中ヒドロキシプロリン濃度は 2 ヶ月目に有意

に減少したと報告している。我々の検証では、閉経後女性を対象として、TRACP-5b 濃度

の平均値は、高値群、低値群いずれも介入前と比較すると、摂取 1 ヶ月後に有意に減少し、

その後の変化はみられなかった。このことから、Kamel らの研究と同様の結果であり、本研

究は支持される。これは、クエン酸によるキレート作用によってカルシウム吸収が促進され、

血中カルシウム濃度が補充かつ一定に保たれたためと考えられる。すなわち、血中カルシウ

ム濃度低下による骨からのカルシウム供給が必要なくなり、破骨細胞の代謝マーカーであ

る TRACP-5b 濃度が減少したと考えられる。しかしながら、u-NTx 濃度においては、高値

群では、飲料摂取 1 ヶ月後と比較して 6 ヶ月後に有意に増加しており、TRACP-5b 濃度で

は有意に減少するという結果となっており、これら同じ骨吸収マーカーの２種類において

異なる結果となった。u-NTx は、骨基質の主要構成蛋白である I 型コラーゲンの分解産物

であり、ピリジノリンあるいはデオキシピリジノリンと呼ばれる物質を介して安定な架橋

構造を形成している。したがって、骨吸収による分解によって生成される２次的な代謝物質

として血中に放出され、その後尿中に排出される 50)。また、尿中での測定のため、生理的変

動が大きく、腎機能低下の影響を受ける可能性が考えられる 18)。TRACP-5b は、骨吸収に



第 2 章  

カルシウム配合レモン果汁飲料を用いた医療機関と連携した臨床研究 

 

29 

直接関係し、骨吸収によってできる骨の分解産物とともに血中に放出され、ヒトでは破骨細

胞のみに由来する 51)。したがって、破骨細胞に直接由来する物質と考えられる。以上のこ

とから、カルシウム配合レモン飲料摂取によって TRACP-5b 濃度が低値を示し骨吸収が抑

制されたことは新規的であると考えられる。 

 骨形成マーカーの OC 濃度は、高値群で介入前と比較して飲料摂取 6 ヶ月後に有意に減

少した。BAP 濃度は高値群では、飲料摂取 1 ヶ月後に有意に増加したのち、3 ヶ月後に有

意に減少し、低値群では介入前と比較して飲料摂取 3 ヶ月後に有意に減少していた。骨は、

第 1 章で述べた通り、骨リモデリングによって破骨細胞が古い骨を吸収（破壊）することで

開始され、骨芽細胞がその欠失部分に骨基質を分泌し充填する 52,53)ことによって維持され

ている。そのため、本研究では、破骨細胞の代謝マーカーである TRACP-5b 濃度が先に述

べた（クエン酸のキレート作用によりカルシウム吸収が促進され、血中カルシウム濃度が補

充され一定濃度に保たれたという）理由で減少したことが考えられ、骨芽細胞の代謝マーカ

ーである OC 濃度および BAP 濃度は、骨吸収抑制効果の結果として骨芽細胞の合成も抑制

されたものと考えられる。 

 OC は、ビタミン K の作用のもとで、骨芽細胞により合成され、骨の非コラーゲン性蛋白

の中で最多のカルシウム結合蛋白 54)であり、分化した骨芽細胞機能を反映するとされてい

る。そしてビタミン K 不足状態では、グルタミン酸残基がγ-カルボキシグルタミン酸残基

に変換されないため、骨基質に取り込まれず ucOC として血中に放出される。そのため、

ucOC は骨におけるビタミン K 作用不足の指標とされている 55)。したがって、ucOC 濃度

の低下は OC が作用している証拠となる。このことから、今回の検証で OC 濃度は高値群

で飲料摂取 6 ヶ月後に減少し、BAP 濃度は両群とも飲料摂取 3 ヶ月後に減少していたこと

から、骨芽細胞の機能は維持されていると考えられる。 

 今回の対象者の平均年齢は 63.9 歳で、平均閉経後経過年数は 13.3 年であった。女性ホル

モンであるエストロゲンは、更年期および閉経後女性において、骨量に影響を及ぼすと言わ

れている 56,57)。そして、エストロゲンが不足している状態である更年期および閉経後女性
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は、骨粗鬆症になる危険性が高い 41,58,59)。Wallach 41) らの報告では、コルチコステロイド療

法を受けている患者の腰椎骨密度値、大腿骨頸部骨密度値において、初回測定値と比較して

6 ヶ月後の値は、どちらも有意 (p<0.001) に減少していた。しかし、今回の検証結果では、

骨密度値は減少する年齢にもかかわらず高値群、低値群とも、減少はみられず、高値群では

上昇した値を維持できていた。 

 骨粗鬆症の診断基準は、YAM70％未満とされている。日本では、2011 年に骨粗鬆症に罹

患したと推定される患者は、1,280 万人と推定 4)され、骨粗鬆症の発生率は最近の数年間で

大幅に増加しており、今回の対象者の約 1/3 のものが YAM70％未満で、骨密度値が低いも

のが多かった。そして、今回は前腕骨遠位部の骨密度値を評価したが、骨粗鬆症による骨折

を 評 価 す る に は 、 二 重 エ ネ ル ギ ー X 線 吸 収 測 定 （ 以 下 DEXA; Dual Energy X-ray 

Absorptiometry）法による腰椎や大腿骨といった躯幹骨の骨密度評価が推奨されている 60,61)。

また、飲料を摂取しない対照群との比較やレモン果汁のみでも効果があるのか、レモン果汁

にカルシウムを配合したものが効果的であるのかを検討する必要がある。ビスフォスフォ

ネートなどの治療薬は、骨粗鬆症の診断がないと処方されないが、本飲料は疾患の有無にか

かわらず摂取することができ、摂取することで将来の骨粗鬆症予防の効果が期待できる。そ

のため、骨粗鬆症の予防の観点から、上記の課題を解決し、健常者を対象とした長期的な介

入試験が必要とされる。 
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3-1 はじめに 

骨粗鬆症はサイレント・ディジーズ（静かな病気）といわれており、自覚症状が現れない

ため気付きにくく、腰痛や背部痛により受診した際や、骨折によって初めて認識する疾患で

ある。腰痛や背部痛などの症状が出現しても、単なる老化現象として考えてしまいがちで、

治療に結びつかないことも問題となる。したがって、症状が出現してから対処するのではな

く、健常な時期から予防をしていくことが重要となる。 

第 2 章では、閉経後女性患者を対象として、カルシウムを配合したクエン酸を含むレモ

ン果汁飲料の摂取による、骨密度・骨代謝に及ぼす影響を明らかにすることを目的として、

試験飲料を 6 ヶ月間継続摂取した場合の有効性を検証した。その結果、骨代謝回転の亢進

が抑制されたことが推察され、骨密度は減少する年齢にもかかわらず減少は認められず、維

持できていた。このことは、クエン酸によるキレート作用によってカルシウム吸収が促進さ

れ、血中カルシウム濃度が保たれたことにより骨吸収が抑制され、骨密度が維持されたと推

察される。このように、閉経後女性におけるカルシウムを配合したクエン酸を含むレモン果

汁飲料による破骨細胞の抑制および骨密度維持が見込まれるが、レモン成分による効果な

のか、レモンのクエン酸によるキレート作用のカルシウム吸収促進効果なのかは不明であ

った。そして、前腕骨遠位部による骨密度評価を行ったが、骨粗鬆症による骨折を評価する

ためには、腰椎や大腿骨といった躯幹骨の評価が推奨されており 60,61)、骨粗鬆症予防の観点

から、健常者を対象とした長期的な介入試験が必要であるという課題が残された。そこで、

この章では、健常な閉経後女性を対象として、カルシウム配合レモン果汁飲料を摂取する群、

カルシウム配合なしレモン果汁飲料を摂取する群、飲料を摂取しない群の 3 群に分類し、試

験飲料の継続的な摂取が骨密度へ及ぼす影響について検討することとした。 
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3-2 対象と方法 

3-2-1 対象 

 対象は、M 市広報により健常な閉経後女性をボランティアとして募集した。 除外基準は、

(1)心筋梗塞・脳梗塞、肝・腎機能障害などの重篤な疾患を合併している者、(2)ワーファリ

ンの服薬を行っている者（試験飲料の摂取が薬効に影響を及ぼす可能性があるため）、(3)試

験責任医師が不適当と判断した者、とした。参加者には、事前の研究説明会にて、研究内容

及び方法などに関する十分な説明を行い、文書により 100 名の同意を得た。100 名の調査対

象者のうち、介入前の調査開始時、摂取 5 ヶ月後、摂取 11 ヶ月後の検診全てに参加した 79

名を解析対象とした(図 3-1)。本研究はヘルシンキ宣言に従い、県立広島大学倫理委員会の

承諾のもとに行われた（承認番号 第 15MH025 号-01）。 

 

3-2-2 対象者の分類 

 対象者は、それぞれに ID 番号を付し匿名化し、年齢と BMI をマッチング（年齢：±3 age、

BMI：±3 kg/m2）して 3 群に分類した。カルシウム配合レモン果汁飲料を摂取する群（LECA

群：28 名）、カルシウム配合なしレモン果汁飲料を摂取する群（LE 群：28 名）、飲料を摂取

しない群（対照群：23 名）に分類した。本研究の対照群は偽薬を使わず普段通りの生活を

した。 

 

 

 

 

 

 

 

 



第 3 章  

健常な閉経後女性における試験飲料介入試験による骨密度の評価 

 

34 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-1 フローチャート 

 

 

 

 

 

 

 

 

健常な閉経後女性 
(n=100) 

除外基準 
(1) 重篤な疾病を合併している

もの (該当者なし) 
(2) ワーファリン服薬者 

 (該当者なし) 
(3) 試験責任医師が不適当と判

断したもの (n＝2) 

研究対象適格者(n=98) 

LECA 群 
(n=33) 

対照群 
(n=32) 

・介入中止 (n=4) 
・検診不参加 (n=1) 

 

解析対象者 (n=28) 解析対象者 (n=28) 解析対象者 (n=23) 

・介入中止 (n=4) 
・検診不参加 (n=1) 

LE 群 
(n=33) 

・介入中止(n=2) 
・検診不参加 (n=9) 

マッチング 
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3-2-3 二重盲検による試験飲料の配布 

 研究者が匿名化した対象者を 3 群に分類したのち、共同研究者である別の研究者が飲料

を摂取する 2 群（LECA 群・LE 群）を決定し、飲料を配布した。飲料の容器はどちらも同

じ容器を使用しており、LECA 群と LE 群に分類された対象者も、どちらの飲料か判別でき

ないようにした（図 3-2）。二重盲検としたのは、LECA 群と LE 群のみで、残りの 1 群は対

照群とし、飲料の配布は行わなかった（図 3-3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-2 LECA 群と LE 群に配布した試験飲料 
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図 3-3 二重盲検による試験飲料の配布 

 

3-2-4  試験飲料 

 試験飲料は共同研究機関のポッカサッポロフード＆ビバレッジより提供された。その試

験飲料の成分組成を表 3-1 に示す。試験飲料は 1 本あたり 290ml で、1 日 1 本摂取するよう

に指示したが、摂取時間の指定はしなかった。なお、対象者には飲料摂取記録表を配布して、

3 ヶ月に 1 度回収した。解析対象者の平均摂取率は 94.2%であった。LECA および LE 群の

1 本当たりの試験飲料にはレモン果汁を 30ml 含み、レモン果汁飲料カルシウム配合ありに

は 350mg のカルシウムを含む組成である。 

 

 

①同意した対象者に 
ID 番号を付し匿名化 

 

②年齢と BMI をマッチングし、 
ランダムに 3 群に分類 

研究者 A 

研究者 B 

④飲料を摂取する 2 群を決定し、 
飲料を配布 

（研究者 A と対象者はどちらの
飲料かは知らされない） 

 

飲料配布なし 

研究者 A 

LE 群 

or 
LECA 群 

対照群 

③研究者 A は研究者 B に 
 分類した3群について連絡 
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表 3-1 試験飲料の成分組成 

 

 

 

 

 

3-2-5 調査項目 

3-2-5-1 身体計測 

 問診により年齢、閉経後経過年数を同定した。身体計測で、身長、体重、BMI を測定し

た。 

 

3-2-5-2 骨密度測定 

 骨密度は X 線骨密度測定装置 Discovery（東洋メディック）を使用し、腰椎(L2～L4)、

左大腿骨近位部における骨密度(g/cm2) 値を DEXA 法により測定した 4, 56)。この測定方法

は、骨密度測定法の主流であり、骨粗鬆症の疫学調査や臨床において多用されている 62)。

骨は、海綿骨と皮質骨から構成されるが、腰椎は海綿骨が主体で、大腿骨や橈骨などは皮

質骨が主体である 60,62,63)。腰椎や大腿骨は荷重骨であり、骨密度の低下は橈骨などの非荷

重骨よりも著しいといわれている。骨粗鬆症による骨折は椎体、大腿骨近位部、下腿骨、

橈骨遠位端などの部位で生じやすく、椎体骨折は骨粗鬆症性骨折なのかでも最も頻度が高

い 4)。また、大腿骨近位部骨折は ADL の低下や寝たきりとなるリスクが大きい 64)。した

がって、海綿骨が主体である腰椎と皮質骨が主体である大腿骨の両部位における効果を検

証する必要がある。本装置における調査期間中のキャリブレーション結果は、99 回行い、

mean=1.038g/cm2、SD=0.003g/cm2、cv=0.37%となり、それぞれ Hologic 社が定める正

常範囲であった。 

 

 対照群 LE 群 LECA 群 

摂取量  

- 

290ml/日 

エネルギー     (kcal/本) 約 20 約 50 

カルシウム (mg/本) - 350 

レモン果汁  (ml/本) 30 30 

クエン酸 (g/本) 約 1.5 約 1.5 
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3-2-6  調査期間と測定時期 

 調査期間は 2015 年 12 月～2016 年 12 月とし、対象者のうち LECA 群及び LE 群は、290ml

の試験飲料を 1 日 1 本 11 ヶ月間継続して摂取した。身体計測、骨密度値の測定は介入前の

調査開始時、5 ヶ月後、11 ヶ月後に行った（表 3-2）。 

 

表 3-2 調査期間と測定時期 

介入前検診 

2015 年 12 月 

摂取 5 ヶ月後検診 

2016 年 6 月 

摂取 11 ヶ月後検診 

2016 年 12 月 

・身体計測 

・骨密度値 

・身体計測 

・骨密度値 

・身体計測 

・骨密度値 

 

 

3-2-7 統計解析 

 得られたデータは Shapiro-Wilk 検定により正規性の検定を行った。介入前において得ら

れた評価項目のデータは、正規性が認められた場合は平均値（標準偏差）で表し、正規性が

認められなかった場合は中央値（25％-75％）で表した。また、試験飲料と骨密度値の調査

期間との関連について、正規性が認められた場合は、年齢と BMI を調整し、介入の有無 3

群（LECA 群、LE 群、対照群）と調査期間（介入前の調査開始時、摂取 5 ヶ月後、摂取 11

ヶ月の個人内水準）を二要因、骨密度値を従属変数とする二元配置分散分析をおこなった。

さらに、LECA 群、LE 群、対照群の 3 群の骨密度値において、摂取 11 ヶ月後の値から初

期値を差分し、初期値で除した変化割合を求めた。この値において正規性及び等分散が認め

られた場合は一元配置分散分析により解析した後、Dunnett の多重比較を行った。いずれの

有意検定でも危険率 5％未満(p<0.05)とした。統計解析には IBM SPSS Statistics version23 

を用いた。 
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3-3 結果 

3-3-1 介入前の身体的特徴と評価項目の測定値 

 対象者の介入前の身体的特徴を表 3-3 に、介入前の評価項目測定値を表 3-4 に示した。身

体的特徴については、いずれの項目においても、LECA 群、LE 群、対照群の間に統計学的

有意差はなかった。 

 

表 3-3 対象者の身体的特徴  

値：平均値（標準偏差）最小値-最大値 

＊：n 数（比率） 

p 値：一元配置分散分析 

1 Body mass index 

 

 

 

 

 

 

  対照群 (n=23) LE 群 (n=28) LECA 群 (n=28) 全体 (n=79) p 値 

年齢 

（歳） 

63.9 (7.1) 64.9 (5.8) 65.2 (5.2) 64.7 (6.0) 
0.676 

48.0 - 80.0 56.0 - 81.0 57.0 - 82.0 48.0 - 82.0 

閉経後経過年数

（年） 

13.0 (6.9) 15.1 (9.2) 16.4 (7.6) 14.9 (8.1) 
0.258 

0.0 - 29.0 5.0 - 51.0 2.0 - 31.0 0.0 - 51.0 

5 年未満＊ 2 (8.7%) 1 (3.6%) 2 (7.1%) 5 (6.3%) - 

5 年以上＊ 19 (82.6%) 25 (89.3%) 19 (67.9%) 63 (79.7%) - 

不明＊ 2 (8.7%) 2 (8.3%) 7 (25.0%) 11 (13.9%) - 

身長 

（cm） 

154.3 (5.4) 154. 5 (4.6) 152.8 (5.6) 153.9 (5.2) 
0.559 

141.1 - 162.8 147.5 - 162.5 143.2 - 164.1 141.1 - 164.1 

初回体重 

（kg） 

50.8 (10.1) 53.4 (8.5) 52.3 (7.2) 52.3 (8.5) 
0.255 

30.3 - 79.0 41.9 - 72.9 40.3 - 65.7 30.3 - 79.0 

介入前 BMI1 

（kg/m2） 

21.6 (3.5) 22.2 (3.5) 22.4 (2.8) 22. 1 (3.2) 
0.534 

16.6 - 32.5 17.4 - 31.6 17.8 - 29.0 16.6 - 32.5 
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表 3-4 介入前の評価項目測定値 

値：平均値（標準偏差）最小値-最大値 

p 値：一元配置分散分析 

 

3-3-2 骨密度値と試験飲料との関係および変化割合 

  腰椎骨密度値について、期間間要因および被験者要因では統計学的有意に異ならなか

った(p=0.956, p=0.666)が、交互作用においては統計学的有意であった(p＜0.001) （図 3-

4a）。腰椎骨密度値の摂取 11 ヶ月後の変化割合は、LECA 群はプラス(0.03)、LE 群及び対

照群はマイナス(LE 群:-0.00，対照群:-0.04)の変化が認められ、LECA 群と対照群、LE 群と

対照群、LECA 群と LE 群との間に有意差(すべて p＜0.001)が認められた(図 3-4b)。 

 大腿骨近位部骨密度値について、期間要因および被験者間要因では統計学的有意に異な

らなかった(p=0.413, p=0.771)が、交互作用においては統計学的有意であった(p＜0.001) 

(図 3-5a)。大腿骨近位部骨密度値の摂取 11 ヶ月後の変化割合は、LECA 群はプラス(0.00)、

LE 群および対照群はマイナス(LE 群:-0.02，対照群:-0.02)の変化が認められた。また、LECA

群と対照群、LECA 群と LE 群との間に有意差(p＜0.001,ｐ=0.001)が認められた(図 3-5b)。 

 

 

 

 

 
対照群 

(n=23) 

LE 群 

(n=28) 

LECA 群 

(n=28） 

全体 

(n=79) 
p 値 

腰椎骨密度値 

 (g/cm2) 

0.84 (0.16) 0.87 (0.12) 0.83 (0.15) 0.85 (0.14) 

0.567 
0.63 - 1.33 0.65 - 1.24 0.49 - 1.09 0.49 - 1.33 

大腿骨 

近位部骨密度値

(g/cm2) 

0.70 (0.13) 0.71 (0.12) 0.73 (0.09) 0.72 (0.11) 
0.738 

0.47 - 0.96 0.54 - 0.94 0.61 - 0.92 0.47 - 0.96 
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腰
椎

骨
密

度
値

(g
/c

m
2
)

0.84 

0.82 0.81 

0.87 0.87 0.87 

0.83 

0.85 0.85 

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1

pre 5 11

(0.15)

(0.12)

(0.16) (0.16) (0.16)

(0.12) (0.12)

(0.17) (0.17)

大
腿

骨
近

位
部

骨
密

度
値

(g
/c

m
2
)

control LE LECA

期間 (月)

(a)
 

 

 

 

 

 

  介入前 5 ヶ月後 11 ヶ月後 

対照群 (n=23) 0.84 (0.16) 0.82 (0.17) 0.81 (0.17) 

LE 群 (n=28) 0.87 (0.12) 0.87 (0.12) 0.87 (0.12) 

LECA 群 (n=28) 0.83 (0.15) 0.85 (0.16) 0.85 (0.16) 

 

対照群 (n=23) LE 群 (n=28) LECA 群 (n=28) ｐ値 

-0.04 (0.03) -0.00 (0.02) 0.03 (0.03) ＜0.001 

図 3-4a 腰椎骨密度値の変化 

二元配置分散分析  

期間要因：p=0.956 被験者間要因：p=0.666 交互作用：p＜0.001 

図 3-4b 腰椎骨密度値変化割合（摂取 11 ヶ月後） 

p 値：一元配置分散分析，Dunnett 多重比較 

p<0.001 

p<0.001 

p<0.001 

介入期間 

 

 

介入前      5 ヶ月後     11 ヶ月後 対照群     LE 群     LECA 群 
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  介入前 5 ヶ月後 11 ヶ月後 

対照群 (n=23) 0.70 (0.13) 0.70 (0.13) 0.70 (0.13) 

LE 群 (n=28) 0.71 (0.12) 0.71 (0.12) 0.70 (0.12) 

LECA 群 (n=28) 0.73 (0.09) 0.73 (0.10) 0.73 (0.10) 
 

 

対照群 (n=23) LE 群 (n=28) LECA 群 (n=28) ｐ値 

-0.02 (0.02) -0.02 (0.02) 0.00 (0.01) ＜0.001 

図 3-5a 大腿骨近位部骨密度値の変化 

二元配置分散分析  

期間要因：p=0.413 被験者間要因：p=0.771 交互作用：p＜0.001 

図 3-5b 大腿骨近位部骨密度値変化割合（摂取 11 ヶ月後） 

p 値：一元配置分散分析，Dunnett 多重比較 

 

 

p<0.001 

 

p=0.001      

0

1 介入期間 
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3-4 考察 

この章では 11 ヶ月にわたるクエン酸を含むレモン飲料のカルシウム配合有無の長期の介

入によって、閉経後の健常な女性 [平均年齢 (±標準偏差), 64.7 ± 6.0 歳] の躯幹骨（腰

椎・大腿骨近位部）の骨密度評価を行った。 

Smith ら 65）や Reid ら 66）は、閉経後女性においてカルシウム補給（1000～1500mg/day）

は骨密度の減少率を低下させると報告している。本研究の LECA 群が摂取したカルシウム

配合レモン果汁飲料に含まれているカルシウム量は、これらの研究 65, 66)よりも 350mg/本と

少量であるが、腰椎骨密度値・大腿骨近位部骨密度値において交互作用で統計学的有意を認

めた。介入前と摂取 11 ヶ月後の変化割合が、腰椎骨密度値では LECA 群と対照群、LE 群

と対照群、LE 群と LECA 群との間に有意差を認め、大腿骨近位部骨密度値では LECA 群と

対照群、LE 群と LECA 群との間に有意差を認めた。これは試験飲料を継続摂取することで，

クエン酸によるキレート作用によってカルシウムの吸収が促進され，血中カルシウム濃度

が保たれた結果と考えられる。腰椎骨密度値と大腿骨近位部骨密度値の変化割合において、

LE 群と LECA 群との間にも有意差が認められたため、レモン果汁のみの飲料を摂取するよ

り、レモン果汁にカルシウムを配合した飲料を摂取したほうが効果的であると考えられる。 

女性では 50 歳前後に閉経を迎えると、エストロゲンの枯渇により骨量は急激に減少する

67）。女性の腰椎骨密度でみると 40～44 歳を 100%とすると、45～49 歳で約 98%、50～54

歳で 90～92%、55～59 歳で 82～83%と激減していくことが報告されている 68）。したがっ

て、カルシウムを配合したレモン飲料を継続して摂取することにより、骨密度は減少する時

期にもかかわらず、維持できていたことは意義があると考えられる。 

骨粗鬆症による骨折は椎体、大腿骨近位部、下腿骨、橈骨遠位端などの部位で生じやすく、

骨粗鬆症性骨折のなかで最も頻度の高いものが椎体骨折である 4)。また、大腿骨近位部骨折

は ADL の低下や寝たきりとなるリスクが大きい 64)。そのため、腰椎および大腿骨近位部の

両部位の骨密度値を把握することにより、生活指導や健康指導にも活用してくことも考え
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られる。本研究では腰椎(L2～L4)と大腿骨近位部の 2 部位で評価を行い、介入前からの変

化割合は、LECA 群において両部位とも対照群および LE 群より有意に増加していた。この

両部位で効果が見られたことは、大変意義のあることである。 
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4-1 はじめに 

 骨粗鬆症の発症予防には様々な研究が行われており、サプリメントをはじめとする栄養

素の機能を利用した骨代謝や骨密度に対する効果の研究が行われている。骨代謝マーカー

は、測定時点での骨代謝を鋭敏に反映する 15)といわれており、Gonnelli ら 69)は、閉経後骨

粗鬆症の女性において、骨表面に結合し破骨細胞による骨吸収を抑制する窒素含有のビス

フォスフォネート製剤であるアレンドロネートが骨代謝回転に及ぼす影響について報告し

ている。Ross ら 70) や Garnero ら 71) は、骨代謝マーカーを測定し、骨折リスクとの関連に

ついて報告している。このように、骨代謝マーカーは、骨粗鬆症の治療薬の効果判定にも用

いられたり、骨粗鬆症性骨折リスクの評価にも用いられたりしている。したがって、骨代謝

マーカーを測定し、骨代謝回転を評価することは、治療の必要性や治療薬の有効性について

の指標となり、骨粗鬆症の予防や日常診療において重要な位置を占めている。  

Yamamura ら 72)は、6 ヶ月間の介入で、ミルク基礎たんぱく質(MBP; milk basic protein)

は健常な成人女性の骨密度を増加させることを報告しており、Aoe ら 73,74)は、6 ヶ月間の介

入で、健常な閉経前および閉経後初期の女性の骨吸収を抑制することにより骨密度を増加

させることを報告している。これらの先行研究では、骨吸収マーカー（u-NTx 濃度または

デオキシピリノジン濃度）の減少を認め、骨吸収抑制により骨密度が増加したことを報告し

ているが、介入期間が 6 ヶ月間と短く、骨形成マーカーの変化は認められていない。骨形成

マーカーは骨吸収抑制に応じてカップリング現象で二次的に低下し、骨吸収マーカー低下

より遅れて低下すると考えられている 4)ため、骨吸収マーカーおよび骨形成マーカー双方の

変化を把握するためには、長期間の介入が必要とされる。 

第 3 章では、健常な閉経後女性を対象とし、カルシウム配合レモン果汁飲料を摂取する

群、カルシウム配合なしレモン果汁飲料を摂取する群、飲料を摂取しない群の 3 群に分類

し、試験飲料の骨密度への影響を検討した。11 ヶ月にわたるカルシウム配合レモン果汁飲

料の継続摂取によって、骨密度値は維持され、介入前からの変化割合の比較結果からも、カ

ルシウム配合レモン飲料の効果が推察された。 
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 そこでこの章では、試験飲料の継続摂取が骨代謝に与える影響について検討することと

した。 

 

4-2 対象と方法 

4-2-1 対象 

 対象は、「第 3 章 健常な閉経後女性における試験飲料介入試験による骨密度の評価」と

同様で、M 市広報により健常な閉経後女性をボランティアとして募集した。 除外基準は、

(1)心筋梗塞・脳梗塞、肝・腎機能障害などの重篤な疾患を合併している者、(2)ワーファリ

ンの服薬を行っている者（試験飲料の摂取が薬効に影響を及ぼす可能性があるため）、(3)試

験責任医師が不適当と判断した者、とした。参加者には、事前の研究説明会にて、研究内容

及び方法などに関する十分な説明を行い、文書により 100 名の同意を得た。100 名の調査対

象者のうち、介入前の調査開始時、摂取 5 ヶ月後、摂取 11 ヶ月後の検診全てに参加した 79

名を解析対象とした(図 3-1 再掲)。本研究はヘルシンキ宣言に従い、県立広島大学倫理委

員会の承諾のもとに行われた（承認番号 第 15MH025 号-01）。 
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4-2-2 対象者の分類 

 対象者は、「第 3 章 健常な閉経後女性における試験飲料介入試験による骨密度の評価」

と同様で、それぞれに ID 番号を付し匿名化し、年齢と BMI をマッチング（年齢：±3 

age、BMI：±3 kg/m2）して 3 群に分類した。カルシウム配合レモン果汁飲料を摂取する群

（LECA 群：28 名）、カルシウム配合なしのレモン果汁飲料を摂取する群（LE 群：28

名）、飲料を摂取しない群（対照群：23 名）に分けた。本研究のコントロール群は偽薬を

使わず普段通りの生活をした。 

健常な閉経後女性 
(n=100) 

除外基準 
(1) 重篤な疾病を合併している

もの (該当者なし) 
(2) ワーファリン服薬者 

 (該当者なし) 
(3) 試験責任医師が不適当と判

断したもの (n＝2) 

研究対象適格者(n=98) 

LECA 群 
(n=33) 

対照群 
(n=32) 

・介入中止 (n=4) 
・検診不参加 (n=1) 

 

解析対象者 (n=28) 解析対象者 (n=28) 解析対象者 (n=23) 

・介入中止 (n=4) 
・検診不参加 (n=1) 

LE 群 
(n=33) 

・介入中止(n=2) 
・検診不参加 (n=9) 

図 3-1 フローチャート（再掲） 
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4-2-3 二重盲検による試験飲料の配布 

 研究者が匿名化した対象者を 3 群に分類したのち、共同研究者である別の研究者が飲料

を摂取する 2 群（LECA 群・LE 群）を決定し、飲料を配布した。飲料の容器はどちらも同

じ容器を使用しており、LECA 群と LE 群に分類された対象者も、どちらの飲料か判別でき

ないようにした。二重盲検としたのは、LECA 群と LE 群のみで、残りの 1 群は対照群と

し、飲料の配布は行わなかった（図 3-3 再掲）。 

 

図 3-3 二重盲検による試験飲料の配布（再掲） 

 

 

 

 

①同意した対象者に 
ID 番号を付し匿名化 

 

②年齢と BMI をマッチングし、 
ランダムに 3 群に分類 

研究者 A 

研究者 B 

④飲料を摂取する 2 群を決定し、 
飲料を配布 

（研究者 A と対象者はどちらの
飲料かは知らされない） 

 

飲料配布なし 

研究者 A 

LE 群 

or 
LECA 群 

対照群 

③研究者 A は研究者 B に 
 分類した3群について連絡 
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4-2-4  試験飲料 

 試験飲料は、「第 3 章健常な閉経後女性における試験飲料介入試験による骨密度の評価」

で用いたものと同一のもので、試験飲料は 1 本あたり 290ml で、1 日 1 本摂取するように指

示したが、摂取時間の指定はしなかった。なお、対象者には飲料摂取記録表を配布して、3

ヶ月に 1 度回収した。解析対象者の平均摂取率は 94.2%であった。LECA および LE 群の 1

本当たりの試験飲料にはレモン果汁を 30ml 含み、レモン果汁飲料カルシウム配合ありには

350mg のカルシウムを含む組成である（表 3-1 再掲）。 

 

表 3-1 試験飲料の成分組成 （再掲） 

 

 

 

 

 

4-2-5 調査項目 

4-2-5-1 身体計測 

 問診により年齢、閉経後経過年数を同定した。身体計測で、身長、体重、BMI を測定し

た。 

 

4-2-5-2 骨代謝マーカー 

 骨吸収マーカーとしては、TRACP-5b)濃度と、u-NTx 濃度を、骨形成マーカーとしては、

BAP 濃度、OC 濃度をそれぞれ測定した。骨マトリックス関連マーカーとしては、ucOC 濃

度を測定した。 

TRACP-5b 濃度、BAP 濃度、OC 濃度、ucOC 濃度の測定用血清試料は、採取した血液

より 3000 回転 7 分間の条件で遠心分離して得たのち、市販の測定キットを用いて測定し

 対照群 LE 群 LECA 群 

摂取量  

- 

290ml/日 

エネルギー     (kcal/本) 約 20 約 50 

カルシウム (mg/本) - 350 

レモン果汁  (ml/本) 30 30 

クエン酸 (g/本) 約 1.5 約 1.5 
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た。u-NTx 濃度測定用尿試料は、採尿後前処理なしで市販の測定キットを用いて測定した。

血清および尿中の測定は(株)福山臨床検査センターにて分析を行い、血清試料中の TRACP-

5b 濃度はオステオリンクス「TRAP-5b」(NITTOBO MEDICAL CO., LTD.)、BAP 濃度は

アクセス オスターゼ(BECKMAN COULTER CO., LTD.)、OC 濃度は BGP IRMA「エル

エスアイ M」(LSI Medience CO., LTD.)、 ucOC 濃度は Picolumi ucOC(EIDIA CO., LTD.)

を用いて測定した。u-NTx 濃度は OSTEOMARK(ALERE MEDICAL CO., LTD.)を用いて

測定した。 

 

4-2-5-3 高感度 PTH 濃度と血清総カルシウム濃度 

 骨代謝に関連する項目として、高感度副甲状腺ホルモン(以下高感度 PTH; para- thyroid 

hormone)濃度および血清総カルシウム濃度を測定した。 

高感度 PTH 濃度、血清総カルシウム濃度の測定用血清試料は、採取した血液より 3000

回転 7 分間の条件で遠心分離して得たのち、市販の測定キットを用いて測定した。血清の

測定は(株)福山臨床検査センターにて分析を行い、高感度 PTH 濃度はヤマサ「PTH キッ

ト」(YAMASA CORPORATION.)、血清総カルシウム濃度は｢セロテック｣Ca-AL Type 

C(SEROTEC CO., LTD.)を用いてアルセナゾⅢ法で測定した。 

 高感度 PTH は、副甲状腺ホルモンの指標として用いられている。副甲状腺ホルモンは 84

個のアミノ酸からなるペプチドホルモンで、生体のカルシウムの恒常性維持に重要な役割

を果たしている 75）。副甲状腺ホルモンは、血中カルシウム濃度の低下の刺激で副甲状腺か

ら分泌され、骨組織に作用し骨塩（リン酸カルシウム）の動員を促したり、腎臓に作用して

尿細管でのカルシウムの再吸収を促進したりする。小腸に対しては活性型ビタミン D 合成

亢進を介し間接的にカルシウムの輸送を促し、血中カルシウム濃度を上昇させるよう働い

ている 75)。 

女性は閉経を迎えると、破骨細胞抑制作用があるカルシトニンやエストロゲンの分泌が

低下する 12)ため、破骨細胞の働きが抑制されず、血中のカルシウムを骨に取り込むため血
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中カルシウム濃度は低下する。血中カルシウム濃度の低下を感知した副甲状腺は、副甲状腺

ホルモンを分泌させ、骨からのカルシウムを血中に取り込み、血中カルシウム濃度を上げる

よう作用する 14)。したがって、副甲状腺ホルモンの指標である高感度 PTH 濃度の上昇は、

副甲状腺機能亢進状態となり、骨からのカルシウムを血中に取り込み、血中カルシウム濃度

も上昇することとなり、血清総カルシウム濃度も上昇する。つまり、高感度 PTH 濃度と血

清総カルシウム濃度の上昇は、骨吸収の亢進をもたらし、骨密度の減少につながることにな

る。 

 

4-2-6  調査期間と測定時期 

 調査期間は 2015 年 12 月～2016 年 12 月とし、対象者のうち LECA 群及び LE 群は、

290ml の試験飲料を 1 日 1 本 11 ヶ月間継続して摂取した。身体計測、骨代謝マーカー濃

度、高感度 PTH 濃度、血清総カルシウム濃度の測定は介入前の調査開始時、5 ヶ月後、11

ヶ月後に行った（表 4-1）。 

  

表 4-1 調査期間と測定時期 

介入前検診 

2015 年 12 月 

摂取 5 ヶ月後検診 

2016 年 6 月 

摂取 11 ヶ月後検診 

2016 年 12 月 

・身体計測 

・骨代謝マーカー濃度 

・高感度 PTH 濃度 

・血清総カルシウム濃度 

・身体計測 

・骨代謝マーカー濃度 

・高感度 PTH 濃度 

・血清総カルシウム濃度 

・身体計測 

・骨代謝マーカー濃度 

・高感度 PTH 濃度 

・血清総カルシウム濃度 

 

4-2-7 統計解析 

 得られたデータは Shapiro-Wilk 検定により正規性の検定を行った。介入前において得ら

れた評価項目のデータは、正規性が認められた場合は平均値（標準偏差）で表し、正規性が

認められなかった場合は中央値（25％-75％）で表した。また、試験飲料と評価項目（骨代
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謝マーカー濃度、高感度 PTH、血清総カルシウム濃度）の調査期間との関連について、正

規性が認められた場合は、年齢と BMI を調整し、介入の有無 3 群（LECA 群、LE 群、対照

群）と調査期間（介入前の調査開始時、摂取 5 ヶ月後、摂取 11 ヶ月の個人内水準）を二要

因、評価項目を従属変数とする二元配置分散分析をおこなった。正規性が認められなかった

場合には、介入の有無 3 群（LECA 群、LE 群、対照群）各々で Friedman 検定を行った。

さらに、LECA 群、LE 群、対照群の 3 群の評価項目において、摂取 11 ヶ月後の値から初

期値を差分し、初期値で除した変化割合を求めた。この値において正規性及び等分散が認め

られた場合は一元配置分散分析により解析した後、Dunnett の多重比較を行った。また、正

規性が認められ等分散が認められなかった場合は Welch 検定、正規性及び等分散が認めら

れなかった場合は Kruskal-Wallis 順位和検定、これらを行った後いずれも Holm の多重比較

を行った。いずれの有意検定でも危険率 5％未満(p<0.05)とした。統計解析には IBM SPSS 

Statistics version23 を用いた。 

 

4-3 結果 

4-3-1 介入前の身体的特徴と評価項目の測定値 

 対象者の介入前の身体的特徴を表 3-3（再掲）に、介入前の評価項目測定値を表 4-2 に示

した。身体的特徴については、いずれの項目においても、LECA 群、LE 群、対照群の間に

統計学的有意差はなかった。 
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表 3-3 対象者の身体的特徴（再掲） 

 

値：平均値（標準偏差）最小値-最大値 

＊：n 数（比率） 

p 値：一元配置分散分析 

1 Body mass index 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  対照群 (n=23) LE 群 (n=28) LECA 群 (n=28) 全体 (n=79) p 値 

年齢 

（歳） 

63.9 (7.1) 64.9 (5.8) 65.2 (5.2) 64.7 (6.0) 
0.676 

48.0 - 80.0 56.0 - 81.0 57.0 - 82.0 48.0 - 82.0 

閉経後経過年数

（年） 

13.0 (6.9) 15.1 (9.2) 16.4 (7.6) 14.9 (8.1) 
0.258 

0.0 - 29.0 5.0 - 51.0 2.0 - 31.0 0.0 - 51.0 

5 年未満＊ 2 (8.7%) 1 (3.6%) 2 (7.1%) 5 (6.3%) - 

5 年以上＊ 19 (82.6%) 25 (89.3%) 19 (67.9%) 63 (79.7%) - 

不明＊ 2 (8.7%) 2 (8.3%) 7 (25.0%) 11 (13.9%) - 

身長 

（cm） 

154.3 (5.4) 154. 5 (4.6) 152.8 (5.6) 153.9 (5.2) 
0.559 

141.1 - 162.8 147.5 - 162.5 143.2 - 164.1 141.1 - 164.1 

初回体重 

（kg） 

50.8 (10.1) 53.4 (8.5) 52.3 (7.2) 52.3 (8.5) 
0.255 

30.3 - 79.0 41.9 - 72.9 40.3 - 65.7 30.3 - 79.0 

介入前 BMI1 

（kg/m2） 

21.6 (3.5) 22.2 (3.5) 22.4 (2.8) 22. 1 (3.2) 
0.534 

16.6 - 32.5 17.4 - 31.6 17.8 - 29.0 16.6 - 32.5 
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表 4-2 介入前の評価項目測定値  

 対照群 

(n=23) 

LE 群 

(n=28) 

LECA 群 

(n=28） 
全体 (n=79) ｐ値 

骨代謝 

マーカー 

濃度 

TRACP-5b1 

(mU/dL) 

397.8 (144.7) 361.8 (132.4) 435.4 (131.2) 398.4 (137.5) 
0.134 

126.0 - 761.0 175.0 - 785.0 154.0 - 719.0 126.0 - 785.0 

u-NTx2 

(nmol 

BCE/mmol/Cr) * 

39.9  

(30.3 - 56.5) 

42.5  

(25.7 - 51.4) 

45.9  

(37.5 - 59.1) 

43.3  

(32.0 - 55.0) 
0.492 

BAP3 (μg/L) * 
13.3  

(10.9 - 15.9) 

11.4  

(8.9 - 14.3) 

13.9  

(10.4 - 19.7) 

12.5  

(9.7 - 16.2) 
0.057 

OC4 (ng/ml) 
11.4 (4.6) 11.4 (4.7) 12.4 (4.1) 11.7 (4.4) 

0.613 
0.7 - 5.1 2.0 - 20.9 4.9 - 20.1 2.0 - 20.9 

骨マトリック

ス関連 

マーカー 

濃度 

ucOC5 (ng/ml) * 
3.6  

(2.1 - 4.0) 

3.8  

(2.3 - 5.4) 

3.3  

(2.4 - 4.7) 

3.6  

(2.2 - 4.8) 
0.674 

高感度 PTH6 濃度 (pg/ml) * 
395.0  

(340.0-470.0) 

460.0  

(402.5-515.0) 

415.0  

(355.0-460.0) 

420.0  

(370.0-482.5) 
0.111 

血清総カルシウム濃度 (mg/dl) * 9.5 (9.1-9.6) 9.5 (9.1-9.6) 9.6 (9.4-9.8) 9.5 (9.3-9.7) 0.069 

値：平均値（標準偏差）最小値-最大値 

* ：中央値（25%-75%） 

ｐ値：一元配置分散分析 

a：Kruskal- Wallis 順位和検定 

1 Tartrate-resistant acid phosphatase type 5b 

2 Urinary type I collagen cross-linked N-telopeptide 

3 Bone alkaline phosphatase  

4 Osteocalcin 

5 Undercarboxylated osteocalcin 

6 Para-thyroid hormone 
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4-3-2 骨代謝マーカー濃度と試験飲料との関係および変化割合 

 TRACP-5b 濃度について、期間要因および被験者間要因では統計学的有意に異ならなか

った(p=0.967, p=0.840)が、交互作用においては統計学的有意であった(p＜0.001)（図 4-

1a）。 

TRACP-5b 濃度の摂取 11 ヶ月後の変化割合は、LECA 群はマイナス(-0.10)、LE 群および

対照群はプラス(LE 群:0.08，対照群:0.03)の変化が認められた。また、LECA 群と対照群お

よび LE 群の間に有意差（p=0.002, p=0.003)が認められた（図 4-1b）。u-NTx 濃度につい

て、3 群 

とも調査期間は統計学的有意に異ならなかった(対照群; p=0.401,LE 群; p=0.248, LECA 群; 

p=0.131)（図 4-2a）。u-NTx 濃度の摂取 11 ヶ月後の変化割合は、LECA 群および LE 群は

マイナス(LECA 群:-0.16，LE 群:-0.01)の変化が認められ、対照群にはプラス(0.00)の変化

が認められ、有意差はなかった(p=0.573）（図 4-2b）。 

 OC 濃度について、3 群の期間要因および被験者間要因では統計学的有意に異ならなかっ

た(p=0.254、 p=0.788)が、交互作用においては統計学的有意であった(p=0.006)（図.4-3a）。

OC 濃度の摂取 11 ヶ月後の変化割合は、LECA 群(-0.27)は LE 群(-0.02)よりも有意(p＜

0.001)に減少していた（図 4-3b）。BAP 濃度について、3 群とも調査期間において統計学的

有意であった(全て p<0.001) （図 4-4a）。BAP 濃度の摂取 11 ヶ月後の変化割合は、3 群と

もプラス(LECA 群:0.03, LE 群:0.26, 対照:0.17)の変化が認められ、LECA 群は対照群およ

び LE 群よりも有意(p=0.007, p<0.001)に小さかった（図 4-4b）。 

 ucOC 濃度について、LECA 群は調査期間において統計学的有意であった(p<0.001) （図

4-5a）。ucOC 濃度の摂取 11 ヶ月後の変化割合は、3 群ともマイナス(LECA 群:-0.22, LE 群:-

0.14, 対照群:-0.10)の変化が認められ、有意差はなかった(p=0.152）（図 4-5b）。 
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  介入前 5 ヶ月後 11 ヶ月後 

対照群 (n=23) 381.3 (144.7) 390.1 (131.6) 381.0 (152.0) 

LE 群 (n=28) 361.8 (132.4) 373.3 (133.0) 383.5 (129.6) 

LECA 群 (n=28) 435.4 (131.2) 356.3 (102.3) 378.0 (100.4) 
 

 

対照群 (n=23) LE 群 (n=28) LECA 群 (n=28) ｐ値 

0.03 (0.27) 0.08 (0.17) -0.11 (0.16) 0.004 

図 4-1a 骨吸収マーカーTRACP-5b 濃度の変化 

二元配置分散分析  

期間要因：p=0.967 被験者間要因：p=0.840 交互作用：p<0.001 

図 4-1b 骨吸収マーカーTRACP-5b 濃度の変化割合（摂取 11 ヶ月後） 

ｐ値：一元配置分散分析，Dunnett 多重比較 
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  介入前 5 ヶ月後 11 ヶ月後 

対照群 (n=23) 39.9 (30.3-54.7) 36.9 (29.3-47.3) 35.4 (29.8-59.1) 

LE 群 (n=28) 42.4 (31.3-50.6) 46.4 (32.2-52.1) 39.5 (27.0-54.6) 

LECA 群 (n=28) 45.9 (39.0-58.3) 45.6 (35.1-55.3) 40.8 (29.2-50.3) 
 

対照群 (n=23) LE 群 (n=28) LECA 群 (n=28) ｐ値 

0.00 (-0.45 - 0.30) -0.01 (-0.29 - 0.22) -0.16 (-0.38 - 0.03) 0.573 
 

図 4-2a 骨吸収マーカーu-NTx 濃度の変化 

Friedman 検定 対照群： p=0.401；LE 群： p=0.248；LECA 群： p=0.131 

図 4-2b 骨吸収マーカー u-NTx 濃度の変化割合（摂取 11 ヶ月後） 

p 値：Kruskal- Wallis 順位和検定 
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  介入前 5 ヶ月後 11 ヶ月後 

対照群 (n=23) 10.9 (45) 10.6 (3.9) 11.3 (2.8) 

LE 群 (n=28) 11.4 (4.7) 10.6 (4.6) 11.7 (4.3) 

LECA 群 (n=28) 12.4 (4.1) 9.3 (2.8) 9.6 (6.3) 
 

 

対照群 (n=23) LE 群 (n=28) LECA 群 (n=28) ｐ値 

0.00 (-0.29 - 0.21) -0.02 (-0.12 - 0.15) -0.27 (-0.36 - 0.10) 0.001 

図 4-3a 骨形成マーカーOC 濃度の変化 

二元配置分散分析  

期間要因：p=0.254 被験者間要因：p=0.788 交互作用：p=0.006 

図 4-3b 骨形成マーカーOC 濃度の変化割合（摂取 11 ヶ月後） 

p 値：Kruskal- Wallis 順位和検定, Holm 多重比較 
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  介入前 5 ヶ月後 11 ヶ月後 

対照群 (n=23) 13.3 (11.0-15.3) 14.0 (11.5-17.2) 16.3 (12.3-18.6) 

LE 群 (n=28) 11.4 ( 8.9-14.2) 13.6 (10.2-15.9) 14.8 (10.9-17.4) 

LECA 群 (n=28) 13.9 (11.2-19.2) 12.7 (10.2-17.2) 13.7 (11.5-19.8) 
 

対照群 (n=23) LE 群 (n=28) LECA 群 (n=28) ｐ値 

0.17 (0.02) 0.26 (0.17) 0.03 (0.15) <0.001 
 

図 4-4a 骨形成マーカーBAP 濃度の変化 

Friedman 検定  対照群: p<0.001; LE 群: p<0.001; LECA 群: p<0.001 

図 4-4b 骨形成マーカーBAP 濃度の変化割合（摂取 11 ヶ月後） 

ｐ値：一元配置分散分析，Dunnett 多重比較 
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  介入前 5 ヶ月後 11 ヶ月後 

対照群 (n=23) 3.6 (2.1-4.0) 3.0 (1.5-4.5) 2.7 (1.4-4.2) 

LE 群 (n=28) 3.8 (2.5-5.3) 3.5 (2.4-4.0) 2.9 (2.5-4.4) 

LECA 群 (n=28) 3.3 (2.4-4.7) 3.3 (2.4-4.7) 2.3 (1.8-3.2) 
 

対照群 (n=23) LE 群 (n=28) LECA 群 (n=28) ｐ値 

-0.10 (-0.33 - 0.12) -0.14 (-0.25 - 0.12) -0.22 (-0.43 - 0.03) 0.152 
 

図 4-5a 骨マトリックス関連マーカーucOC 濃度の変化 

Friedman 検定 対照群: p=0.664; LE 群:p=0.214; LECA 群:p<0.001 

図 4-5b 骨マトリックス関連マーカーucOC 濃度の変化割合（摂取

11 ヶ月後） 

p 値：Kruskal- Wallis 順位和検定  
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4-3-3 高感度 PTH 濃度と血清総カルシウム濃度の変化 

高感度 PTH 濃度について、3 群とも調査期間において統計学的有意であった(対照群: 

p=0.003, LE 群および LECA 群: p<0.001) （図 4-6a）。高感度 PTH 濃度の摂取 11 ヶ月後

の変化割合は、3 群ともマイナス(LECA 群:-0.19, LE 群:-0.11, 対照群:-0.08)の変化が認め

られ、LECA 群は対照群よりも有意(p=0.040)に減少していた（図 4-6b）。 

 血清総カルシウム濃度について、LE 群および LECA 群は、調査期間において統計学的有

意であった(p<0.001) （図 4-7a）。血清総カルシウム濃度の摂取 11 ヶ月後の変化割合は、

3 群ともプラス(LECA 群:0.03, LE 群:0.03, 対照群:0.01)の変化が認められ、有意差はなか

った(p=0.102）（図 4-7b）。 
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  介入前 5 ヶ月後 11 ヶ月後 

対照群 (n=23) 395.0 (340.0-470.0) 330.0 (270.0-390.0) 365.0 (305.0-442.5) 

LE 群 (n=28) 460.0 (402.5-515.0) 410.0 (320.0-470.0) 395.0 (362.5-447.5) 

LECA 群 (n=28) 415.0 (355.0-460.0) 325.0 (280.0-365.0) 320.0 (280.0-397.5) 
 

 

対照群 (n=23) LE 群 (n=28) LECA 群 (n=28) ｐ値 

-0.08 (0.21) -0.11 (0.15) -0.19 (0.16) 0.056 

図 4-6a 高感度 PTH 濃度の変化 

Friedman 検定 対照群: p=0.003; LE 群:p<0.001; LECA 群:p<0.001 

図 4-6b 高感度 PTH 濃度の変化割合（摂取 11 ヶ月後） 

ｐ値：一元配置分散分析，Dunnett 多重比較 
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  介入前 5 ヶ月後 11 ヶ月後 

対照群 (n=23) 9.5 (9.1-9.6) 9.2 (9.0-9.6) 9.4 (9.2-9.7) 

LE 群 (n=28) 9.5 (9.1-9.6) 9.4 (9.1-9.5) 9.5 (9.3-9.9) 

LECA 群 (n=28) 9.6 (9.4-9.8) 9.4 (9.2-9.6) 9.8 (9.3-9.9) 
 

対照群 (n=23) LE 群 (n=28) LECA 群 (n=28) ｐ値 

0.01 (-0.02 - 0.02) 0.03 (0.00 - 0.04) 0.03 (-0.01 - 0.04) 0.102 

 

図 4-7a 血清総カルシウム濃度の変化 

Friedman 検定 対照群: p=0.616; LE 群:p<0.001; LECA 群:p<0.001 

図 4-7b 血清総カルシウム濃度の変化割合（摂取 11 ヶ月後） 

p 値：Kruskal- Wallis 順位和検定 
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4-4 考察 

この章では 11 ヶ月に渡るクエン酸を含むレモン飲料のカルシウム配合有無の長期の介入

によって、閉経後の健常な女性 [平均年齢 (±標準偏差), 64.7 ± 6.0 歳]の骨代謝に関す

る項目の評価を行った。 

骨吸収マーカーの TRACP-5b 濃度について、LECA 群では、試験飲料摂取 11 ヶ月後に

介入前からマイナスの変化が認められた。骨形成マーカーの OC 濃度について、摂取 11 ヶ

月後の変化割合は、LECA 群は LE 群よりも有意に減少していた。さらに BAP 濃度の摂取

11 ヶ月後の変化割合は、LECA 群は対照群および LE 群よりも有意に小さかった。これら

の結果は、レモンの酸味の主成分であるクエン酸によるキレート作用が関連していると考

えられる。これは試験飲料を継続摂取することで，クエン酸によるキレート作用によってカ

ルシウムの吸収が促進され，血中カルシウム濃度が保たれた結果と考えられる。血中カルシ

ウム濃度が保たれ結果、骨からのカルシウム供給が必要なくなり、LECA 群で破骨細胞によ

る骨吸収が抑制された。それに伴い、骨芽細胞の合成機能も抑制され、骨形成も抑制された

ものと考えられる。つまり、閉経による高回転型の骨代謝 76,77)を抑制し、加齢による腸管か

らのカルシウム吸収の低下やビタミン D 不足（摂取の低下、紫外線不足による体内での産

生低下など）から引き起こされる腎臓でのビタミン D の活性障害によるカルシウム吸収の

低下による負のカルシウムバランス 14)を抑制したと推察される。 

レモン果汁にはクエン酸が豊富に含まれている（1.44g/oz）28)ことが知られている。クエ

ン酸によるキレート作用はカルシウムや鉄等のミネラル成分を水に溶けやすくして吸収率

を高めるとされており 29-31)、本研究結果である LECA 群で骨吸収マーカーおよび骨形成マ

ーカーの増加抑制につながり、骨代謝回転の亢進が抑制されたと推測される。骨形成マーカ

ーは骨吸収抑制に応じてカップリング現象で二次的に低下するため、骨吸収マーカー低下

より遅れて低下すると考えられている 4)。本研究の LECA 群では、試験飲料摂取 11 ヶ月後

に、TRACP-5b 濃度は介入前からマイナス、BAP 濃度は介入前からの増加はほとんどなく、
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これらから骨吸収の抑制より骨形成の増加の抑制が遅延していることが推測され、同様の

変化が起きている可能性が考えられる。さらにこの骨代謝マーカーの変化は、経口イバンド

ロネートの薬物療法による介入研究 78)とも同様であると考えられる。この研究では、毎日

あるいは断続的な経口イバンドロネートの投与により、骨吸収マーカーは介入開始から 3 ヶ

月までに約 50～60%と大幅に減少しているが、骨形成マーカーは介入開始 3 ヶ月までの減

少率は約 30%となっており、骨吸収マーカーに比べると緩やかになっている。したがって、

カルシウム配合レモン飲料を継続的に摂取することにより、薬物療法時と同様の変化が起

きていると考えられる。 

 骨マトリックス関連マーカーである ucOC 濃度は、LECA 群で試験飲料摂取 11 ヶ月後に

有意に減少していたことから、骨組織におけるビタミン K が骨吸収抑制および骨形成促進

のために作用していると推測できる。ucOC は非 Gla 化オステオカルシンであり、カルシウ

ムと結合不可能である 54)ため、ucOC 濃度の高値は骨でのビタミン K 作用不足、つまり骨

形成抑制および骨吸収促進状態であることを意味している 79)。女性における ucOC の加齢

変化を検討した研究 80)では、年齢とともに ucOC 濃度は高値となったと報告している。骨

形成および骨吸収の亢進した 81)高骨代謝回転の状態では、骨においてビタミン K が作用し

ておらず、ucOC が骨基質に取り込まれることなく血中に放出されて ucOC 濃度も高値と

なると推測される。本研究では、LECA 群において試験飲料摂取 11 ヶ月後で骨吸収および

骨形成マーカーの増加を抑制した。骨代謝回転における ucOC 濃度を明らかにすることを

本研究の目的とはしていないが、骨組織において、ビタミン K が骨吸収抑制および骨形成

促進のために作用していると推測できる。 

そのほか、骨の代謝に直接かかわる因子として副甲状腺ホルモン、カルシトニンなどが

ある。カルシトニンおよびエストロゲンは骨塩溶出を抑制して骨を保護するのに対し、副

甲状腺ホルモンは骨塩溶出を亢進させる作用がある 82) 。通常はこれらのホルモンが互い

にバランスを保って骨代謝を調節しているが、加齢に伴い、骨を保護するカルシトニンお
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よびエストロゲンの分泌が減少し、骨塩溶出を促進する副甲状腺ホルモンの分泌が亢進す

ることで、骨粗鬆症の発症に拍車をかけることへつながると考えられる。しかし、高感度

PTH 濃度および血清総カルシウム濃度の経時的変化に有意差を認めているものの、これら

の値は正常範囲内であり、本研究の対象者に副甲状腺機能亢進状態や高カルシウム血症の

ものはいなかったと考えられる。副甲状腺ホルモンである高感度 PTH 濃度の摂取 11 ヶ月

後の変化割合は、3 群ともマイナスの変化があったが、LECA 群は対照群よりも有意に減

少していた。副甲状腺ホルモンは、血中カルシウム濃度を感知し、それに応じて分泌を調

整している 83) ため、LECA 群で高感度 PTH 濃度が減少した割合が大きかったことは、血

中カルシウム濃度が対照群・L E 群よりも保たれていたと考えられる。つまり、対照群・

LE 群では血清総カルシウム濃度の値は正常範囲内ではあったが、骨からのカルシウム排

出が行われていると考えられる。LECA 群の血清総カルシウム濃度は、介入前と比較する

とプラスの変化があったにもかかわらず、骨吸収は抑えられているという結果から、クエ

ン酸によるカルシウム吸収が促進されたと推測される。骨は骨リモデリングによる過程を

経て血中カルシウム濃度を一定に保っている 84) ため、骨代謝に関する項目の変化から、

LECA 群では、クエン酸によるキレート作用によるカルシウムの吸収が促進されたと推察

でき、カルシウム配合レモン果汁飲料の 11 ヶ月間の継続摂取により、クエン酸のキレー

ト作用がはたらき、カルシウム吸収が促進され、血中カルシウム濃度が保たれた結果、骨

からのカルシウム供給が必要なくなり、LECA 群で破骨細胞による骨吸収が抑制された。

それに伴い骨芽細胞の合成による骨形成も抑制され、高回転型の骨代謝を抑制したことが

推察された。 
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 本研究では、クエン酸のキレート作用を利用したレモン果汁飲料のカルシウム配合有無

による骨への影響を明らかににするために、健常な閉経後女性を対象として 11 ヶ月間の介

入により、躯幹骨（腰椎・大腿骨近位部）の骨密度および骨代謝に関連する項目にて骨の総

合評価を行った。その結果、骨代謝回転の亢進の抑制、そして、骨密度の維持を明らかにし

た。 

 第 1 章では、本研究の緒言として、研究の背景、骨の構造・役割・機能、骨に重要な栄養

素、骨粗鬆症、骨代謝マーカー、レモンのクエン酸による骨への効果、研究の目的について

述べた。 

骨粗鬆症による骨量減少とそれに伴って発症する骨折は、寝たきりの原因の一つであり、

社会的に大きな問題となっている。 

骨は、リン酸カルシウムの沈着した硬組織で構成されており、運動や身体支持といった機

能を担う運動器の一部であるだけでなく、カルシウム代謝器官でもある。そして、骨リモデ

リングにより、破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成を繰り返し、生体のカルシウ

ム恒常性を維持している。 

女性は、閉経を迎えるとエストロゲンの消退により高骨代謝回転型の状態となり、骨量が

急激に減少していくため、閉経後女性における骨粗鬆症の頻度はきわめて高く、重篤な合併

症である骨折を引き起こしやすい。また、加齢による腸管からのカルシウム吸収の低下、ビ

タミン D 不足、腎臓でのビタミン D の活性障害による吸収低下により負のカルシウムバラ

ンスになる。その代償として軽度の副甲状腺機能亢進状態となり、副甲状腺ホルモンの破骨

細胞機能亢進により骨からのカルシウムが供給され血中カルシウム濃度が保たれることに

なる。以上のことから、閉経後骨粗鬆症予防のためには、高骨代謝回転を抑制することが重

要である。 

 昨今、クエン酸のキレート作用を応用し、栄養素の機能を利用した骨代謝や骨密度に対す

る効果の研究が行われているが、カルシウム吸収についてクエン酸を含むレモンを用いた

効果として、健康な人を対象とした骨密度や骨代謝の研究はあまり行われていない。 
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 そこで本研究では、閉経後女性を対象として、医療機関と連携し、試験飲料を用いた患者

臨床研究を行い、ミネラル成分を吸収するクエン酸のキレート作用の効果を検証すること

と、健常者における試験飲料を用いた介入試験を行い、骨密度と骨代謝への影響について検

証することとした。これらの研究では、骨密度評価および骨代謝に関連する項目の評価にて

骨の総合評価を行い、試験飲料の継続摂取による有効性について検証することとした。 

 第 2 章では、カルシウム配合レモン果汁飲料を用いた医療機関と連携した臨床研究につ

いて述べた。カルシウムを配合したクエン酸を含むレモン果汁飲料の摂取による、骨密度・

骨代謝に及ぼす影響を明らかにすることを目的として、閉経後女性患者を対象として試験

飲料を 6 ヶ月継続摂取した場合の有効性を検証した。試験飲料にはレモン果汁は 30ml 含ま

れており、LECA 群のレモン果汁飲料カルシウム配合ありには 350mg のカルシウムが含ま

れている。レモン果汁 30ml は、堂本ら 37)が行った研究で血圧が有意に低くなる効果を得て

おり、通常の食品として摂取している範疇の量として健康被害の可能性については特に報

告は無く、安全性に問題はない。カルシウムは、成人女性の 1 日の摂取目安量は 700 mg 程

度 46)であり、食事でのカルシウム摂取を加味して 1 日の摂取目安量の半分である 350 mg を

摂取量とした。 

試験飲料を 6 ヶ月間継続して摂取した結果、クエン酸のキレート作用によってカルシウ

ム吸収が促進され、血中カルシウム濃度が一定濃度に保たれたことにより、骨からのカルシ

ウム供給が必要なくなり、骨吸収マーカー（TRACP-5ｂ濃度）が減少したことが推察され

た。そして骨形成マーカー（OC 濃度）も飲料摂取 6 ヶ月後に減少が認められことから、破

骨細胞の代謝マーカーである TRAP-5b 濃度が先に述べた（クエン酸の作用によりカルシウ

ム吸収が促進され、血中カルシウム濃度が補充され一定濃度に保たれたという）理由で減少

したことが考えられ、骨形成マーカー（OC 濃度）も骨吸収抑制効果の結果として骨芽細胞

の合成も抑制されたために減少したものと考えられる。以上のことから、骨代謝回転の亢進

が抑制されたことが推察され、骨密度値は減少する年齢にもかかわらず減少は認められな

かった。しかし、閉経後女性患者を対象としており、骨密度値が YAM70％未満のものも多
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く、骨粗鬆症予防の観点から、健常な閉経後女性を対象とした検証が必要だと考えられる。

この研究では、前腕骨遠位部の骨密度値を評価したが、骨粗鬆症による骨折を評価するには、

DEXA 法による腰椎や大腿骨といった躯幹骨の骨密度評価が推奨されている。さらに、カ

ルシウムを配合したクエン酸を含むレモン果汁飲料の摂取によりカルシウム吸収が促進さ

れたことが推察されるが、レモン成分による効果なのか、レモンのクエン酸によるキレート

作用のカルシウム吸収促進効果なのかを明らかにする必要がある。そのため、上記の課題を

解決し、健常者を対象とした長期的な介入試験が必要とされた。 

 第 3 章では、対象とした健常な閉経後女性を、カルシウム配合レモン果汁飲料を摂取す

る（LECA）群、カルシウム配合なしレモン果汁飲料を摂取する（LE）群、試験飲料を摂取

しない対照群の 3 群に分類し、試験飲料の継続的な摂取が骨密度へ及ぼす影響について検

討した。 

 介入群の LECA 群および LE 群には、二重盲検法により試験飲料を配布し、11 ヶ月間継

続摂取した。その結果、腰椎骨密度値の変化に交互作用が認められ、摂取 11 ヶ月後の変化

割合は、LECA 群はプラス、LE 群及び対照群はマイナスの変化があり、LECA 群と対照群、

LE 群と対照群、LECA 群と LE 群との間に有意差が認められた。大腿骨近位部骨密度値の

変化に交互作用が認められ、摂取 11 ヶ月後の変化割合は、LECA 群はプラス、LE 群およ

び対照群はマイナスの変化があり、LECA 群と対照群、LECA 群と LE 群との間に有意差が

認められた。これは試験飲料を継続摂取することで，クエン酸によるキレート作用によって

カルシウムの吸収が促進され，血中カルシウム濃度が一定濃度に保たれた結果と考えられ

る。腰椎骨密度値と大腿骨近位部骨密度値の変化割合において、LE 群と LECA 群との間に

も有意差が認められたため、レモン果汁のみの飲料を摂取するより、レモン果汁にカルシウ

ムを配合した飲料を摂取したほうが効果的であると考えられる。骨密度が減少する時期に

もかかわらず、維持できていたことや、海綿骨が主体である腰椎と皮質骨が主体である大腿

骨の両部位において効果が見られたことは、大変意義のあることである。 

 第 4 章では、第３章と同様に、対象とした健常な閉経後女性を、カルシウム配合レモン果
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汁飲料を摂取する（LECA）群、カルシウム配合なしレモン果汁飲料を摂取する（LE）群、

試験飲料を摂取しない対照群の 3 群に分類し、試験飲料の継続摂取が骨代謝に与える影響

について検討した。 

 介入群の LECA 群および LE 群には、二重盲検法により試験飲料を配布し、11 ヶ月間継

続摂取した。その結果、骨吸収マーカーの TRACP-5b 濃度について、交互作用が認められ、

摂取 11 ヶ月後の変化割合は、LECA 群はマイナス、LE 群及び対照群はプラスの変化があ

り、LECA 群は、対照群および LE 群との間に有意差が認められた。骨形成マーカーの OC

濃度について、交互作用が認められ、摂取 11 ヶ月後の変化割合は、LECA 群は LE 群より

も有意に減少していた。さらに BAP 濃度の摂取 11 ヶ月後の変化割合は、3 群ともプラスの

変化があったが、LECA 群は対照群および LE 群よりも有意に小さかった。骨マトリックス

関連マーカーの ucOC 濃度の経時的変化は、LECA 群で有意差が認められた。これらの結

果は、レモンの酸味の主成分であるクエン酸によるキレート作用が関連していると考えら

れ、LECA 群の ucOC 濃度の変化から、ビタミン K が骨吸収抑制および骨形成促進のため

に作用していると推測できた。骨の代謝に関わっている副甲状腺モルモンである高感度

PTH 濃度の摂取 11 ヶ月後の変化割合は、3 群ともマイナスの変化があったが、LECA 群は

対照群よりも有意に減少していたことから、他の 2 群よりも血中カルシウム濃度が保たれ

ていたと考えられる。これらの骨代謝に関する項目の変化から、LECA 群では、クエン酸に

よるキレート作用によるカルシウムの吸収が促進されたと推察できる。カルシウム配合レ

モン果汁飲料の 11 ヶ月間の継続摂取により、クエン酸のキレート作用がはたらき、カルシ

ウム吸収が促進され、血中カルシウム濃度が保たれた結果、骨からのカルシウム供給が必要

なくなり、LECA 群で破骨細胞による骨吸収が抑制された。それに伴い骨芽細胞の合成によ

る骨形成も抑制され、高回転型の骨代謝を抑制したことが推察された。 

本研究の結果は、クエン酸のキレート作用による食事中のカルシウム吸収も促している

可能性が推察できるが、個々の食事調査をしておらず、生活習慣などの不均質があることは

否定できず、今後食事調査を行い確かな論証が必要である。そして、本研究の第 3 章と第 4
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章における対象者は、医療機関の患者や施設入所者ではなく，健康調査への自由意志による

参加者であるため、対象者が健康状態の良い者あるいは健康意識の高い者に偏っている可

能性がある。 

また、カルシウムのみを摂取する群は設けなかった。日本においては、骨折の予防、もし

くは骨密度の維持・低下抑制を目的としたカルシウムサプリメント投与をおこなう大規模

な無作為化臨床試験は行われおらず 85)、カルシウムサプリメント投与に関するエビデンス

が確立されていない。Bolland ら 86)の報告では、26 件のカルシウムサプリメント摂取によ

るランダム化比較試験において、股関節・前腕骨の骨折リスクの低下を認めていない。また、

健康な閉経後女性を対象としたカルシウム・ビタミンＤ補給と骨折リスクについて検討し

た研究 87)で、炭酸カルシム（1 日あたり最大 1000mg）とビタミン D（1 日あたり最大 600IU）

補給による股関節骨折発生率は、プラセボ群と比較して有意ではなく、全骨折、椎骨骨折、

前腕あるいは手首骨折の発生率に有意な減少はなく、腎臓結石のリスクを増加させたとい

う報告がある。食事とサプリメントからのカルシウム摂取量と冠動脈石灰化リスクの研究

88)において、カルシウムサプリメントを使用すると冠動脈石灰化の発症リスクが上昇する

（約 540mg～1200mg の摂取でリスクが 5～23％高くなる）可能性があるとの報告もある。

このように、カルシウムのみの摂取では骨折のリスクを低下させることはできないという

エビデンスがあること、カルシウムサプリメントの投与による不利益が発生するリスクが

考えられること、本研究の目的としてクエン酸を含むレモン果汁のカルシウムへの作用と

したため、カルシウムのみを摂取する群は設定しなかった。しかしながら、普段通りの生活

を送り、試験飲料を飲むことによって得た本研究の結果は、新規的であると考えられる。さ

らに、今回の対象者の体格条件は、わが国の他の調査における同年齢の平均値 89)に近似し

た値であった。それゆえ、少なくとも対象者の体格条件からみた本研究結果の一般閉経後女

性への外的妥当性が示唆された。 

閉経後女性において、クエン酸を含むレモン果汁飲料にカルシウム配合させることによ

って、クエン酸のキレート作用により、カルシウムの吸収促進に伴い骨吸収が抑制された。
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さらに、骨吸収抑制に伴い骨芽細胞の合成による骨形成も抑制され、高回転型の骨代謝を抑

制したことが推察された。そしてそれが腰椎、大腿骨近位部の両部位の骨密度に反映されて

いるという新たな知見を得た。骨粗鬆症に対しては、現在、薬物療法がおこなわれているが、

問題点として、骨粗鬆症（YAM 70％未満）の診断がなければ処方されないこと、治療薬で

あるビスフォスフォネート製剤は、起床時にコップ 1 杯（約 180cc）の水でかまずに服用し、

服用後は少なくとも 30 分は臥床できず、水以外のものを摂取できないなど内服方法が煩雑

であること、先行研究において経口連日製剤の継続率は高くなかったという報告 90-92)もあ

り、コンプライアンスが悪いことなどが挙げられる。本研究のカルシウム配合レモン飲料は

疾患、診断の有無にかかわらず摂取することができ、摂取時間や摂取方法の指定や制限がな

く継続摂取することが容易である。 

以上より、本研究ではカルシウムを配合したクエン酸を含むレモン果汁飲料の骨粗鬆症

予防の効果の可能性について新たな知見を得た。 
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