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序論 

 

 2021 年に内閣官房は人生 100 年時代構想を掲げ、日本は、これから人生 100 年時代を迎

えようとしている。国の健康寿命延伸プランでも示されているように、予防・健康づくりを

強化し、国民の健康寿命の延伸を図ることが求められている。「健康寿命」とは、2000年に

WHO が提唱した新しい指標で、健康日本 21（2次）では「健康上の問題で日常生活が制限

されることなく生活できる期間」と定義されている。つまり、健康寿命の延伸とは、健康に

生活できる期間を延ばす意味をもつ。内閣府による平成 30年版高齢社会白書による日本人

の健康寿命は、2016 年の段階で男性：72.14 年、女性：74.79 年となっている。今後、更な

る健康寿命の延伸を図るために、厚生労働省は次の３分野 1）次世代を含めたすべての人の

健やかな生活習慣形成、2）疾病予防・重症化予防、3）介護予防・フレイル対策、認知症予

防 を中心に取組を推進している。健康寿命を延伸するには疾病予防や介護予防が重要であ

る。令和元年（2019）人口動態統計（確定数）の概況による、近年のわが国の死因の第一位

は悪性新生物、二位は心疾患、四位は脳血管疾患であり、これら疾患の予防が課題となって

いる。介護予防においてはフレイルや認知症などの要介護要因を未然に防ぐ手段が必要で

ある。さらに、わが国の男女共同参画における基本計画の中に、生涯を通じた女性の健康の

保持増進対策の推進が掲げられている。これはライフステージにおける女性の健康保持を

目的とするものである。これら疾病などの予防には早期から取り組むことが重要だと考え

ている。そこで本研究では、女性や若年層の疾病予防を考えるうえで、基礎的知見となる介

入研究に着手した。 

 

 

 第 1章では、ミネラルの栄養状態（過不足）を把握する指標として、早朝第二尿（EMU）

に着目し、女子大学生を対象に、ナトリウム（Na）制限群（NaCl：6g/d）の EMU-ミネラル

（Na、カリウム [K]、カルシウム [Ca]、マグネシウム [Mg]、リン [P]、亜鉛 [Zn]）排泄量

を測定し、対照群（NaCl：12g/d）の EMU-ミネラル排泄量と比較した。血漿ミネラル濃度は

ヒトの健康状態を示す指標の一つであるが、恒常性維持機構の発動により、厳密に濃度が維

持されているため、ミネラル摂取量の過不足を示す栄養状態の指標として血漿ミネラル濃

度を用いることは適さない。したがって、ミネラルの栄養状態を判定し、ミネラルの過不足

と疾病との関係を直接的に明らかにすることが課題である。これまでに、Na 制限が Ca と

Mg の吸収を低下させ、Caと Mgのミネラル出納において負のバランスをもたらすことが明

らかとなっている[1]。そこで本研究では Na 制限が EMU-Caと Mgの変化を引き起こす可能

性があると仮説を立て、Na制限が EMU に及ぼす影響について検討した。 

 

第 2 章では、女子陸上長距離選手を対象に、女性アスリートの疲労骨折予防を目的とし

て、ビタミン B2（V.B2）・ビタミン E（α-TP）の単独および併用摂取による効果を把握する
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ために、介入研究を実施した。アスリートにおける骨折は、選手生活の QOLを低下させる

一要因である。骨折リスクの独立した危険因子であるホモシステイン（HCY）はメチオニン

代謝における中間代謝物であるが、この代謝に関わる MTHFR の C677T 多型が血中 HCY 濃

度に大きく関与している。第 2章では C677T のホモ型（TT）およびヘテロ型（CT）を持つ

女子陸上長距離選手の血中 HCY 濃度低下を目的とし、MTHFR の補酵素である V.B2 および

抗酸化能を有する α-TP 摂取における効果を検討した。 

 

 

 第 3章は、抗酸化能を有する α-TP および δ-トコトリエノール（δ-T3）の血中動態および

脂質代謝・骨代謝への影響を明らかにすることを目的に介入研究を行った。これまで、健康

な若年者を対象に δ-T3 の血中動態を明らかにした報告や、14 日間の短期摂取による α-TP

や δ-T3 の血中濃度変化の報告は少ない。そこで、健康な若年男女を対象に、δ-T3 摂取によ

る δ-T3 の血中動態解明を目的の一つとし研究を実施した。さらに、in vitroで脂肪細胞に関

係していることが示されている γ-T3、δ-T3[2-4]のうち、γ-T3 は TG、脂肪細胞や脂肪量に対

する影響は明らかになりつつあるものの[5, 6]、δ-T3 でのそれは未だ不明な点が多い。しか

しながら α-T3 や γ-T3 を含まない純度 90%の δ-T3 が肥満ラットの脂肪量を有意に減少させ

ており[7]、本研究でも δ-T3 の摂取によりヒト血中 TG および LDL-コレステロール（LDL）

濃度を低下させる可能性があると予測した。また、in vivo では、TRF（α-, β-, γ-, δ-T3 の混

合）摂取による血中脂質濃度低下に関する報告が多く、ヒトを対象にした δ-T3 単独摂取で

の報告は少ない。したがって、本研究で δ-T3 摂取による血中脂質濃度の低下を明らかにす

ることは新規性を有する研究であると考えた。これまでも T3は血中コレステロール低下に

作用することが明らかであったが、T3 の中でも、特に強い抗酸化能を有する δ-T3 の血中コ

レステロール低下への有用性を示すことは意義があると考えた。 

また、国民生活基礎調査（平成 28 年）において要介護になる原因の 4 位に、全体の 12.1%

にあたる骨折・転倒がある。骨粗鬆症や生活習慣病など、壮年期以降に発症することの多い

疾患は、若年期からの予防が重要である。したがって、若年期から骨の健康を維持すること

は壮年期から老年期における骨粗鬆症発症やそれに伴う骨折リスクを低減させることにつ

ながり、最終的に健康寿命の延伸につながると考えた。しかしながら、骨折予防を目的とし

た若年者対象の介入研究はほとんどない。これまで V.E は骨疾患保有者や、閉経後の女性に

対し研究が行われてきたが、骨粗鬆症や骨折予防を目的に若年者への介入を行うことで新

しい知見が得られる可能性もある。そこで本研究では、α-TP および δ-T3 サプリメントを被

験者である若年男女に 14日間摂取させ、その後のアウトカムとして、ヒト血中 TG、LDL、

HDLおよび骨代謝マーカーである Ntx、total P1NP、さらに HCY 濃度の変動に着目し、α-TP

および δ-T3 摂取後の脂質代謝・骨代謝への有用性を証明することを 2つ目の目的に介入研

究を実施した。 
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第１章 食塩制限が早朝第二尿中のミネラル（Na, K, Ca, Mg, P, Zn）排泄量に与える影響 

 

第１節 緒言 

栄養学でいうミネラルとは科学的に定義された言葉ではない。本論文ではミネラルを水

素、炭素、窒素、酸素の 4 元素以外の元素の総称と意味づけ、論述する。それらのうち、本

研究では尿中に排泄される、ナトリウム（Na）、カリウム（K）、カルシウム（Ca）、マグネ

シウム（Mg）、リン（P）、亜鉛（Zn）の 6元素を研究対象としている。 

尿中 Caや Mgの排泄は、糖尿病や高血圧症などの生活習慣病の危険因子として知られて

おり、これまで尿中の Ca や Mg はエネルギー摂取過多[1,2]や精神的・肉体的ストレス[3,4]

によって増加し、生活習慣病の予防因子として知られている軽運動[5]によって減少するこ

とが報告されている。したがって、生活習慣病の病因を考える上で、ミネラル摂取について

考慮することは重要である。これまでにミネラルの必要量を確立するために、ヒトにおける

ミネラルの代謝出納の報告がなされている[6-9]。我々は、ミネラルの栄養状態（過不足）の

指標としていくつかの候補、例えば血中レベルなどを検討してきた[10,11]。血中ミネラル濃

度はヒトの健康状態を示す指標の一つであるが、ミネラルの不足が顕著でない場合には、血

液中のミネラル濃度の変化は狭い範囲にとどまる。つまり、恒常性維持機構の発動により、

血中ミネラル濃度は厳密に維持されているため、ミネラルの栄養状態の指標として血清ミ

ネラル濃度を用いることは適さない。したがってミネラルの栄養状態を判定し、ミネラルの

過不足と疾病との関係を直接的に明らかにすることが、課題となる。そこで、本研究ではミ

ネラルの栄養状態を示す指標として尿中のミネラル排泄量に着目した。尿中ミネラル排泄

量は日内変動があり、昼間に多く、夜間に少ないことが知られている。さらに尿中ミネラル

排泄量は食事の影響を受けるため、随時尿は本目的には適していない。そこで、本研究では、

食事から最も離れた時間で得られる尿である早朝第二尿（EMU）を選択した。Mgが不足し

た食事（160 mg/d）では、EMU-Mg は有意に減少し[12]、EMU はミネラルの栄養状態の指標

である可能性が示された。しかし、これまでにナトリウム（Na）制限は Caと Mgの吸収を

低下させたことから[6]、Ca と Mg出納に負のバランスを引き起こすと考えた。したがって、

Na制限は EMU-Caと Mg の変化を引き起こす可能性がある。上記の仮説に従い、Na 制限群

（NaCl：6g/d）の EMU-ミネラル（Na、K、Ca、Mg、P、Zn）を測定し、対照群（NaCl：12g/d）

の EMU-ミネラルと比較した。 
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第２節 方法 

1.2.1 被験者について 

本研究は、ヘルシンキ宣言の規定に従って実施され、国立健康・栄養研究所の倫理委員会

の承認を得た（申請番号：04003、承認日：2004年 7月 18日）。被験者は 19 から 23歳の健

康な日本人女性 11名であった（Table1-1）。被験者は実験期間中、国立健康・栄養研究所の

実験用宿泊施設に滞在し、2 つのグループに分かれた。グループは Na 制限群（n= 5、NaCl

摂取量 6ｇ/d）と対照群（n= 6、NaCl摂取量 12ｇ/ｄ）に分けられた。 
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Table 1-1. Characteristics of subjects (11females) 

  Age (years) Height (cm) Weight (kg) BMI 

Mean ± SD 

Na restriction (n= 5)           

(NaCl intake 6g/d) 
20.6 ± 0.5 160.8 ± 6.8 51.5 ± 5.2 19.9 ± 1.1 

Control (n= 6)                   

(NaCl intake 12g/d) 
20.8 ± 1.3 159.4 ± 5.9 53.1 ± 6.6 20.9±2.1 

Significant differences between the items were not observed. 
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1.2.2 実験期間 

実験は 2004 年 8 月に実施され、実験期間は出納期 16 日間を含む 21 日間で、出納期後に 3

日間の回復期を設けた（Figure 1-1）。 
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Figure 1-1. Experiment protocol   This metabolic balance study consisted of two phases; the balance period (step 1, step 2, step 3, and step 4), and the recovery 

period. The participants consumed a diet consisting of a 4-day-rotating menu throughout the study. The 24-h urine was collected from 8:30 am to 8:30 am the next 

day as one day. The second voided fasting early morning urine (EMU) was obtained from 6:00 am (the first voiding in the morning: night urine) to 8:30 am (before 

breakfast), collected separately from the other urine. In the morning of the days 1, 5, 9, 13, and 17, fasting blood samples were collected. The NaCl intake of the Na 

restriction group was 6 g/d during the balance period, but it increased to 12 g/d during the recovery period. The EMU data during the balance period were used to 

compare between the Na restriction group and the control group, as the intergroup comparison. In the Na restriction group, the EMU data in step 4 and the recovery 

period were used for the intragroup comparison. 

  

Experiment Design 
One day (from 8:30 am to 8:30 next day) 

Experimental day 

゜
1121314 5161718 9 I 10 I ll I 12 13 I 141 15 16 17 I 1s I 19 20 

Step 
Balance period 

Recovery period 
(Step 1) (Step2) (Step3) (Step4) 

Menu number A*l l | 2 | 3 | 4 1121314 1121314 1 I 2 I 3 4 1 I 2 I 3 A*l 

NaCl intake of Na restriction group 6 g/d 12 g/d 
NaCl intake of control group 12 g/d 

Meal 0000  0000  0000  0000  000  
Samples EMU朽

゜
0000  0000  0000  0000  000  

Fasting blood 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜Data of intergroup comparison Na restriction(NaCl intake 6 ~ vs. Control(NaCl intake 12 wd) 
Data of intragroup comparison NaCl intake NaCl intake I I 

（ヽvithinNa restriction group) 6 ?)d 12 g/d 

*l: Ad lib 

*2: Collected separately from 6:00(Waking up) to 8:30 (Breakfast) (2.ShU) 
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1.2.3 食事摂取および食塩摂取量 

日本人の食事摂取基準[13]および日本食品成分表[14]に基づいて、管理栄養士が実験期間

中の各食事の献立を作成し、調理提供した。参加者と食事サンプルを均一に供給できる条件

下で、Na 制限食（NaCl：6g/d）の 4日間のローテーションメニューを用意した[15]。実験期

間中、対照群は Na 制限食（NaCl：6g/d）と同じ Na 制限食に、毎食 2g の塩分を追加（＋6 

g/d）した食事を毎日摂取した。Na制限群は、出納期には Na 制限食（NaCl：6 g / d）を摂取

したが、回復期には対照食（NaCl：12 g /d）に変更した。実験期間中に供給された食事中の

エネルギーおよび栄養素量を Table1-2 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 

 

Table 1-2. Mean dietary composition of energy and nutrients 

Items*1 
Energy Protein Lipid Carbohydrate 

(kcal/d) (g/d) (g/d) (g/d) 

 1.9×103 7.3×10 4.3×10 3.0×102 

Items*2 

Na*3, 4 K Ca Mg P Zn 

(mg/d) (mg/d) (mg/d) (mg/d) (mg/d) (mg/d) 

*34.8×103 
2.4×103 6.0×102 2.3×102 1.1×103 9.2 

*42.4×103 

*1: Calculated by Standard Tables of Food Composition [14] 

*2: Measured by Atomic Absorption method or Colorimetry [8]   

*3: Control diet 

*4: Na restriction diet 
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1.2.4 実験試料 

1. 尿 

EMU は、起床時に排尿後、朝食前に採取した起床後 2 番目に排泄した尿である。 

 

2. 血液 

早朝空腹時血液サンプルは、実験日 1 日目、5日目、9 日目、13 日目、17 日目に採取した

（Figure1-1）。 

 

 

1.2.5 試料分析 

5 種類のミネラル（Na、K、Ca、Mg、Zn）を原子吸光光度計（AAS、Varian AA-5、Australia）

を用いて分析した。試料を 0.5 mol/Lの硝酸で分析閾値範囲内の濃度に希釈した後、必要に

応じて硝酸と過酸化水素で湿式灰化して分析した。P は比色計（モリブデンブルー法）で測

定した。ヒト代謝出納試験では、他の EMU-ミネラル試験で報告された結果以外にも様々な

結果が得られた[15, 16]。また、他の実験条件については先行研究[8, 16,17]に記載されてい

る。血液中のミネラルは、株式会社ビー・エム・エル（BML, INC.）および株式会社エスア

ールエル（SRL, Inc.）に業者委託し分析を実施した。 

 

 

1.2.6 統計解析 

Na摂取量と EMU-ミネラル（Na、K、Ca、Mg、P、Zn）との関係を体重（BW）あたりの

指標として分析した[12]。BWは、出納期間中の被験者の平均的な早朝空腹時の BWである。

出納期間中の EMU-ミネラルのデータは、Na制限群（n= 5）と対照群（n= 6）との比較に用

いた（対応のない t-test）。また、最終出納期（ステップ 4：NaCl 6 g/d）と回復期（NaCl 12 

g/d）の EMU-ミネラルのデータは、Na 制限群の EMU-ミネラルの比較に使用した（対応の

ある t-test）（Figure 1-1）。全被験者（n= 11）のデータを用いて、Na摂取量と EMU ミネラル

の単相関を求めた。統計解析には IBM SPSS Statistics version 22、24 を使用した。有意水準

は 5%未満とした。 
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第３節 結果 

1.3.1 血清ミネラル濃度と Na 摂取量との関係（出納期の群間比較） 

出納期間中の Na制限群と対照群の血清ミネラル濃度を Table. 1-3 に示す。Na 制限群の血

清 K、Mg、P は対照群よりも有意に高かった。また、血清 Na、Ca、Znは両群の間に有意な

差はなかった。 
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Table 1-3. Serum minerals at the inter group comparison 

Serum-minerals 
Na restriction (n= 5)         

(NaCl intake 6g/d) 

Control (n= 6)                  

(NaCl intake 12g/d) 
P 

Serum Na (mmol/L) 144 ± 4 144 ± 6 NS 

Serum K (mmol/L) 4.6 ± 0.3 4.3 ± 0.3 < 0.01 

Serum Ca (mmol/L) 2.29 ± 0.05 2.28± 0.08 NS 

Serum Mg (mmol/L) 0.90 ± 0.04 0.83 ± 0.03 < 0.001 

Serum P (mmol/L) 1.34 ± 0.06 1.29 ± 0.08 <0.05 

Serum Zn (mmol/L) 12.6 ± 1.8 12.0 ± 1.2 NS 

(Mean ± S.D.)           
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1.3.2 EMU-ミネラルと Na摂取量との関係（出納期の群間比較） 

 出納期間中の Na制限群と対照群の EMU-ミネラルを Table1-4 に示した。Kを除くすべて

の尿中ミネラル濃度は、Na 制限群と対照群で有意な差があり、Na 制限群の EMU-Na、P、

Ca、Mg、Zn は対照群よりも有意に低かった。さらに、両群の全試料（n= 175）を用いて、

Na摂取量と EMU-ミネラルの相関を算出した。その結果、Na摂取量と EMU-Na、Ca、Mg、

P、Zn の間には有意な正相関が認められた（それぞれ、p＜0.001）。しかし、Na 摂取量と EMU-

Kとの相関は有意ではなかった（Figure1-2）。 
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Table1-4. EMU-minerals at the intergroup comparison 

 Na restriction (n= 5) Control (n= 6) Unit p 

EMU-Na 0.66±0.42 1.47±0.82 µmol/ kg BW/ min <0.001 

EMU-K 0.43±0.17 0.39±0.15 µmol/ kg BW/ min NS 

EMU-P 165±56 194±57 nmol/ kg BW/ min <0.05 

EMU-Ca 19.3±11.3 33.0±16.6 nmol/ kg BW/ min <0.001 

EMU-Mg 33.6±10.2 38.9±9.5 nmol/ kg BW / min <0.001 

EMU-Zn 50.2±12.4 64.1±20.1 pmol/ kg BW / min <0.001 

(Mean ± S.D.) 
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Figure 1-2. Relationships between Na intake and EMU-minerals in the balance period (intergroup 

comparison) The relationships between Na intake and EMU-minerals (Na, K, Ca, Mg, P, and Zn) were 

analyzed as the parameter; /BW/min. The closed circles represent data from the Na restriction group, and 

the open circles represent data from the control group. Significant differences in EMU-Na, Ca, Mg, P, and 

Zn were observed between the two groups (p<0.001, p<0.001, p<0.001, p<0.05, and p<0.001, respectively), 

but not in K (intergroup comparison). Further, significantly positive correlations were shown between Na 

intake and EMU-Na, Ca, Mg, P, and Zn (each, p<0.001), but not in K. 
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1.3.3 Na制限群における Na 摂取量と EMU-ミネラルの関係（群内比較） 

 回復期（NaCl：12 g / d、連続 3 日間及び 3日間の平均）の EMU-ミネラルを、出納期間の

ステップ４（NaCl：6g/d）の EMU-ミネラルと比較した。回復期の平均 EMU-Na、K、Ca、

Mg、Zn はステップ４のそれと比較し、有意に高い値を示したが、EMU-P は有意に低い値を

示した（Table1-5）。 
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Table1-5. EMU-minerals at the intragroup comparison in the Na restriction group  

(mean for the 3d)  

 

(n= 5) 
NaCl 6g/d 

(Step4) 

NaCl 12g/d 

(Recovery) 
Unit p 

EMU-Na 0.78±0.34 2.12±0.82 µmol/ kg BW/ min <0.001 

EMU-K 0.46±0.18 0.75±0.20 µmol/ kg BW/ min <0.001 

EMU-P 176±37 152±40 nmol/ kg BW/ min <0.01 

EMU-Ca 19.0±8.8 27.0±13.6 nmol/ kg BW/ min <0.001 

EMU-Mg 34.4±8.2 40.9±8.8 nmol/ kg BW/ min <0.01 

EMU-Zn 49.1±9.3 59.5±9.1 pmol/ kg BW/ min <0.001 

(Mean ± S.D.) 
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第 4節 考察 

1.4.1 血清ミネラルと Na 摂取量の関係 

血液中のミネラル濃度は恒常性維持機構により厳密に一定の範囲内で維持されているた

め、血中ミネラル濃度からミネラル摂取量を判断することは困難である。本研究結果では、

Na制限群では対照群に比べて血清 K、Mg、P 濃度が有意に高かった。塩分摂取は細胞外液

の増加をもたらすが、Na摂取量の増加は血中のNa濃度を直接増加させるものではない[18]。

これまでに、健康な人の血清 K、Mg、P 濃度に Na制限が影響するという報告はほとんどな

い。本研究における各血清ミネラルの濃度は、臨床検査法提要の基準値[19]とは異なってい

た。したがって、Na は血清ミネラルに影響を与えるが、基準値の範囲内で変動している場

合、従来の血液検査ではミネラルの欠乏や過剰、健康状態を反映したり明らかにしたりする

ことはほぼできないことに注意が必要である。 

 

1.4.2 Na摂取量と EMU-ミネラルの関係 

実験期間中、参加者全員が Na 以外は同量のミネラルを摂取しているにもかかわらず、Na

制限群の EMU-Na、Ca、Mg、P、Zn は対照群に比べて有意に低かった。さらに、EMU-Na、

Ca、Mg、P、Zn と Na 摂取量との間には有意な正の相関が認められた（Figue1-2）。このこ

とから、Na 制限群（NaCl：6g/d）では Na 摂取量が実際には不足しているため[8,20]、本研

究における Na 代謝機能のいくつかは腎外系だけでなく腎臓でも行われたことが示唆され

た。腎臓での Na 代謝調節機能は主に、レニン・アンジオテンシン・アルドステロン系とナ

トリウム利尿ペプチド系が仲介している。アルドステロンは、腎臓の尿細管内の Na ポンプ

に作用して Na の再吸収を促進する[21]。これらの系は骨からの Na 再吸収にも関与してお

り[22]、この作用は骨に貯蔵されている Naだけでなく Ca、Mg、P、Zn（骨のミネラル）に

も影響を与えたことが示唆された。また、骨に K は蓄えられていないため、本研究結果に

おいて、EMU-Kは有意な変化を示さなかったと考えた。 

 

1.4.3 Na制限群における Na 摂取量と EMU-ミネラルの関係 

回復期における平均 EMU-Na、K、Ca、Mg、Zn はステップ４の出納期（NaCl：6g/d）の

EMU-ミネラルと比較し有意に高かったが、EMU-P は有意に低かった（Table1-5）。群間比較

と群内比較の違いは、EMU-Kと EMU-P の変化である。回復期（NaCl：12ｇ/ｄ）における

EMU-K の増加は、Na の摂取量および吸収量の増加に伴う K 吸収量増加の影響として説明

できる[20]。回復期における EMU-P の減少は、いくつかの要因によって引き起こされた可

能性がある。尿中の P の減少は Ca の吸収を増加させる可能性がある。Ca の一部は P と一

緒に骨に蓄積されていることから、骨の P の増加を補うために尿中の P が減少している可

能性が考えられた。 
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1.4.4 Na制限が EMU-Ca と Mgを減少させるメカニズム 

Na摂取量と Ca・Mg 出納には有意な正の相関があることを報告している[6]。冒頭で述べ

たように、食塩摂取量が少ない（NaCl：6g/d）と、腸管からの Ca・Mg の吸収が抑制され、

同じ骨ミネラル（Ca・Mg）が Na と一緒に骨から放出される[20]。今回の研究では、Na 摂

取量が少ない参加者では腸管からの Ca・Mgの吸収が抑制され、血中 Ca・Mg 濃度を維持す

るために腎臓での再吸収が促進することが示された。骨を構成する P や Znは、Caや Mg と

同様に、それらと同じメカニズムであると考えられる。しかし、本研究ではこれらのメカニ

ズムを明らかにすることはできなかった。したがって、今後の研究では、EMU-ミネラルと

血中ホルモン濃度との関係や、Na が他のミネラル代謝に与える影響などを明らかにしてい

く必要がある。 

 

本研究では、NaCl の 6g/d という低い Na 制限が EMU-Na、K、Ca、Mg、P、Zn の変化を

引き起こす要因の一つであると結論づけた。食事中の Naは、Na、K、Ca、Mg、P、Zn の代

謝をコントロールする重要な要因の一つであると考えられる。また、Na 制限は、骨を構成

するミネラル出納やヒトのミネラルの栄養状態へ影響を及ぼすことから、骨の健康の観点

からも過度な Na制限は慎重に検討するべき項目である。 
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第 2章 ビタミン B2および α-トコフェロールの単独・併用摂取による血漿ホモシステイン濃

度低下の検討 

 

 

第１節 緒言 

ここ数十年、人々のスポーツへの関心が高まっている一方、運動に伴う健康問題も増えて

いる。特に女性アスリートにおける健康問題は、「エネルギー摂取不足」「無月経」「骨の健

康・骨粗鬆症」が挙げられ、これらは American College of Sports Medicine (ACSM)によって

2007年に「女性アスリートの三主徴（FAT）」として提唱された[1]。FAT は女性アスリート

の健康管理上の問題点であり、運動能力の低下や、筋力や持久力などのコンディション低下

につながり、競技生活を悪化させている。具体的には、女子陸上競技は疲労骨折のリスクが

高い競技である[2]。 

ホモシステイン（HCY）は非タンパク性アミノ酸であり、骨代謝異常の独立した危険因子

として報告されており、ストレス性骨折との関連も示唆されている[3-8]。HCY はメチオニ

ンの中間代謝物であり、主に葉酸、ビタミン B12（V.B12）、リボフラビン（ビタミン B2[V.B2]）

に依存したメチオニンへの再メチル化とビタミン B6（V.B6）に依存した硫黄転移化の 2 つ

の経路で代謝される[5]。再メチル化経路では、5,10-メチルテトラヒドロ葉酸還元酵素

（MTHFR）によって 5-メチルテトラヒドロ葉酸からメチル基が付加されてメチオニンを形

成する[9]。MTHFR をコードする遺伝子では、677番に（MTHFR C677T）遺伝子多型（SNP）

があり、これはシトシンがチミンに置き換えられたものである[9]。C677T に対するホモ接

合体およびヘテロ接合体は、MTHFR の酵素活性をそれぞれ 60〜70％および 30〜35％低下

させることが報告されている[9-11]。さらに、C677T は MTHFR の酵素活性を低下させ、5-

メチルテトラヒドロ葉酸の産生を減少させるので、その結果、HCY からメチオニンへの経

路を阻害し、血中 HCY 濃度の上昇につながることが示されている[12-15]。MTHFR 遺伝子

の C677T 多型の変異は、ストレス性骨折と関連しており、独立した危険因子として同定さ

れている[16]。MTHFR の補酵素である FAD の前駆体である V.B2は、血漿 HCY レベルの独

立した決定因子であることが示されている[17]。しかし、低 V.B2摂取（1.6 mg/日）では血中

HCY レベルに影響を与えないことが明らかになっており[18]、V.B2摂取の血中 HCY 低下の

効果を確認するためにはさらなる研究が必要である。 

 

さらに、葉酸は一炭素担体として重要な役割を果たしており、メチル化反応の際に HCY

のメチオニンへの変換を促進する。いくつかの研究でビタミン C（V.C）と葉酸の間の相互

作用が記述されているが、根本的なメカニズムは解明されていない[19, 20]。葉酸の抗酸化

は、葉酸の循環レベルを高め、血中 HCY レベルを低下させる方法として検討されてきた。

抗酸化物質である V.C、ビタミン E（V.E）を含む食事のサプリメントは、血中の HCY レベ

ルを低下させることが報告されている[21]。さらに、単純回帰分析により、血漿中の V.C レ



24 

 

ベルは HCY レベルと負の関連があることが示されている[22]。したがって、抗酸化ビタミ

ンの同時投与は、血漿中 HCY レベルの上昇に対する V.B 群の効果を増強する可能性がある

という仮説を立てた。したがって、本研究の目的は、C677T 多型のホモ型（TT）およびヘテ

ロ型（CT）を持つ女子陸上長距離選手の血中 HCY 濃度に対する V.B2および/または V.E（α-

トコフェロール:α-TP）補給の効果を決定することにあった。本研究の知見は、遺伝的多型

を考慮した栄養管理支援の発展への科学的根拠となり得ると考えており、女子陸上長距離

選手の健康管理における遺伝的多型を考慮した栄養管理支援の発展に寄与できると考えて

いる。 

 

 

第 2節 方法 

2.2.1研究倫理 

本研究は、ヘルシンキ宣言に定められたヒトを対象とした研究に関するガイドラインに

準拠して実施され、「東洋大学における人を対象とする医学系研究に関する倫理運営委員会」

東洋大学「ヒトを対象とした医療・健康研究に関する倫理指針」委員会（承認番号：TU2016-

012 承認日 2016 年 9 月 16 日、承認番号 TU2018-016 承認日 2018年 10月 3日）の承認を得

た。本研究を実施するにあたり、倫理運営委員会規定に従い、被験者個人の権利を守り、不

利益が生じないよう十分に配慮した。被験者全員に本研究目的、内容、本研究のリスク、不

快感、有益性、途中離脱に際し不利益がないことを書面および口頭にて説明を行い、被験者

の同意を文書にて得た上で実施した。 

 

2.2.2 被験者特性 

本研究では，年齢≧18 歳の包括基準を満たす女子大学陸上競技選手 21 名を被験者として

募集した。このうち、インフルエンザの症状を示す 4 名を除外し、残りの 17 名を対象に

MTHFR C677T 多型の TT または CT 遺伝子型を解析した。MTHFR C677T 多型における TT

または CT 遺伝子型を有する女子陸上長距離選手は 11名であった。方法は、以下のMTHFR 

C677T 多型の解析に記載した。したがって、本実験の最終的な被験者数は 11 名であった。

サンプルサイズは検出力 80%、α = 0.05、β = 0.20 のパラメーターを用い、HCY のエフェク

トサイズは 1.0 μmol/Lとした[23]。被験者の身体的特徴と競技成績を Table 2-1 に示す。 
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Table 2-1. Physical characteristics of female track and field athletes with C677T genotype and their competition performance 

 

ID Sex Age (yr) 
Height 

(cm) 

Weight 

(kg) 
BMI 

Number of stress 

fractures 

SNPs 

(MTHFR 

C677T) 

Monthly 

running 

distance 

(km) 

Competing in the 

track and field (yr) 

Best record 

(3,000 m-

race) (min) 

A F 21 156.0 45.0 18.5 2 CT 425 9 9.34 

B F 21 165.2 49.5 18.1 1 CT 392 9 9.57 

C F 21 162.8 42.4 16.0 2 CT 416 10 9.43 

D F 21 150.0 42.0 18.7 0 CT 519 12 9.47 

E F 20 160.0 42.5 16.6 0 CT 804 5 9.25 

F F 20 160.0 46.5 18.2 0 TT 418 8 9.48 

G F 19 163.0 47.5 17.9 0 CT 500 7 9.36 

H F 19 158.3 38.5 15.4 0 CT 252 4 9.45 

I F 19 157.3 45.9 18.6 0 CT 517 7 9.49 

J F 19 163.5 53.0 19.8 0 CT 467 4 10.08 

K F 19 171.0 49.0 16.8 0 CT 525 7 9.29 

(Mean ± S.D.) 19.9 ± 0.9 160.6 ± 5.2 45.6 ± 3.9 17.7 ± 1.3 0.5 ± 0.8  476 ± 128 7.5 ± 2.4 9.47 ± 21 
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2.2.3 実験期間 

本研究は、2018 年 1 月から 2018 年 11 月までの期間で実施した。実験期間は、対照期間

（コントロール期）、V.B2摂取期間（V.B2期）、α-TP 摂取期間（α-TP 期）、併用摂取期間（V.B2

＋α-TP 期）の 4 つの期間に分けた。各実験期間の間に 14 日間以上のウォッシュアウト期間

が設けられた。総実験期間 12週間であった。身体計測および、採血は東洋大学 板倉キャン

パス内で実施した。実験プロトコルを Figure 2-1 に示した。 
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Figure 2-1. Experiment protocol 

Schematic showing the study period. The duration of the study was 12 weeks (four periods of 14 days for the various vitamin loading periods), including a 2-

week washout periods after each supplement period. The loading test was carried out in combination with V.B2 and α-TP (concurrently intake), and another 

loading test was conducted with each vitamin taken alone. Morning fasting blood collection before and after each vitamin period is shown in the arrows. 

 

 

 

 

 

 

supVP•こごと寸→芝
14days 

suppl~三s
14days 

U-TP 

supplementation 

14days 
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2.2.4 被験者の実験期間中の生活 

被験者は実験期間中、全員が同一施設にて生活した。食事も全員、ほぼ同時刻に摂取した

（朝：7 時 30分、昼：12時 40分、夜：7 時 30 分）。 

 

 

2.2.5 食事摂取およびビタミン負荷量 

被験者は同一施設内にて生活し、朝食と夕食は同一の食事を摂取した。食事調理にあたっ

ては、献立化されており、被験者は全員が平均的な日本人の 18-29 歳の食事を日常的に摂取

していた。本研究における V.B2 および α-TP の 1 日の負荷量は、日本人の食事摂取基準量

（2015 年版）およびこれまでの報告を考慮し、V.B2が 28mg/日、α-TP を 60mg/日とした[24-

27]。被験者は、1日 2回、朝食時と夕食時に粉末ビタミンを経口摂取した。摂取頻度は、血

中のビタミン半減期を考慮して設定した[28, 29]。各ビタミンはサイクルメニューとして参

加者の食事（ヨーグルト、ゼリー、シャーベット、スムージー）に混ぜて提供された（Table 

2-2）。コントロール期は、それら食品を摂取してもらうが、ビタミンの負荷は実施していな

い。なお、V.B2製剤（リボフラビン F）および α-TP 製剤（抽出 α-E 末）は、三菱化学フー

ズ株式会社製のものを使用した。 
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Table 2-2. Four menus of mixed with vitamin B2 and/or α-TP 

Menu/ ingredients 1 serving Menu/ ingredients 1 serving 

Yoghourt 

Yoghourt（no fat） 

Canned pineapple 

Marmalade 

 

50g 

20g 

7g 

Sorbet 

100% orange juice 

Canned paineapple 

Sugar 

 

100mL 

50g 

9g 

Orange jelly 

100% orange juice 

Sugar 

Gelatin 

Canned orange 

Water 

 

130mL 

13g 

2.5g 

13g 

22g 

Smoothie 

Yoghourt (no fat) 

Banana 

Canned peach 

Canned orange 

Honey 

Syrup 

 

50g 

40g 

25g 

25g 

5g 

5g 

These meals were prepared in the dorm kitchen. Each vitamin was mixed into these foods. Subjects 

had taken these meals without knowing that they contained vitamins (V.B2 30mg/d, α-TP 60mg/d). We 

provided these four menus as cycle menus. 
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2.2.6 試料およびデータ採取 

1. 身長および体重 

被験者の身長及び体重は体成分分析装置（ボディーコンポジションアナライザー Inbody 

770、株式会社インボディ・ジャパン、東京、日本)にて測定した。体重測定に際しては、排

尿排泄後、上半身は T シャツ（ランニングシャツ）、下半身はトレーニングウエアを着用し

測定した。体重測定時には、衣服の風袋重量を考慮し、500g を差し引いて測定した。 

 

 

2. 採血 

 1) 採取条件 

 各ビタミン摂取期間の前後に空腹時採血を行った（Fig.2-1）。各ビタミン摂取開始当日の

朝と、摂取終了後の翌日の朝である。被験者は、採血日に学内に設けた採血会場に集合した。

早朝空腹時の採血のため、被験者には朝食の摂食なし（水のみ摂取可能）で、血液を採取し

た。血液の採取は上腕の静脈血採取法により実施した。採血は医師の指示および監督のもと、

採血業者（一般社団法人 健康倶楽部、医療法人クレモナ会 TMクリニック）に依頼し、看

護師および臨床検査技師により被験者の採血が実施された。 

 

 2) 血液保管 

 試料を採取する採血管は生化学管と EDTA-２K 管を用意した。事前に採血管には ID を記

し試料に混合がないようにした。一回の採血量は 20mL/人とした。採血量については、通常

の健康診断および献血量から鑑みて、採血量は少量であり適切量である。採血後に静置した

採血管を遠心機 (As one Hsiang Tai Centrifuge）に 3000rpm 10 分間 遠心し、血漿および血球、

血清および血球に分離した。採血当日中に、学内で分析する血漿・血清を 1.5mL チューブ

にそれぞれ分注し、分析まで-30℃で保管した（SANYO BIOCEMICAL FREEZER、三洋電機

株式会社、大阪、日本）。 

 

3. 食事記録 

食事による栄養素摂取量は簡易型自記式食事歴法質問票（BDHQ：brief-type self-

administered diet history questionnaire）を用い、被験者に記入してもらい、データ分析を DHQ

サポートセンターに依頼した。BDHQ は類似の質問票とほぼ同じか、またはわずかに高い

妥当性を持つ食事摂取量の質問票として信頼性が高い[30, 31]。 

 

 

2.2.7 血液分析 

1. 測定項目 

測定項目は、被験者の MTHFR の SNP 型、血漿 α-Toc、血清 V.B2、血漿 HCY、葉酸であ
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る。 

 

2. 測定方法 

MTHFR の C677T の SNP型は PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism法および電気

泳動法にて判定した。血漿 α-TP、HCY 濃度は学内で液体クロマトグラフィー：High 

performance liquid chromatography法（HPLC 法）、血漿葉酸濃度は酵素結合免疫吸着法（ELISA

法）で測定した。 

 

 

2.2.8 MTHFR（C677T）の SNP 型判定 

1. 唾液の採取 

 DNA 採取キット Oragene® Discover kit, OGR-600 (DNA Genetek Inc., Ottawa, Canada)を用い

て、被験者の唾液を採取した。唾液とキット内試薬を十分に混合させるため転倒混和し、静

置後に滅菌済み 1.5mLチューブに 600μL分注した（唾液サンプル）。分析まで期間がある場

合には-30℃で凍結保存した。 

 

2. DNA 抽出・DNA 量確認 

 唾液サンプルを 50℃の恒温槽にて 60 分間プレインキュベーションし、新たな 1.5mL チ

ューブに 500μL分注後、精製溶液 20μLを加え攪拌した。10分間、氷の上で冷却後、遠心分

離（25℃、13,000rpm、2min）し、上清のみ新しい 1.5mLに分注し、沈殿物は廃棄した。つ

ぎに 100%エタノール 600μL を添加し、静かに 10 回程度転倒混和し、室温にて１0 分間静

置し、DNA を沈殿させた。再度、遠心分離にかけ（25℃、13,000rpm、2min）、上清を廃棄

し、沈殿物のみを確保した。それに 70%エタノールを 250μL 静かに添加し、室温にて 1 分

間静置した。再び、上清を廃棄し TE Buffer を 100μL添加し、攪拌後、50℃の恒温槽で１時

間インキュベートした。その間、数回攪拌をおこなった。これを DNA 抽出のサンプルとし

た。DNA 量の確認にはナノドロップ（NANODROP LITE spectrophotometer Thermo Fisher 

Scientific K.K., Life Technologies Japan Ltd., Tokyo, Japan）を使用し、DNA 量を各サンプルで

２回確認した。その後、各 DNA サンプルの DNA 量の平均値を求めた。 

 

3. PCR（DNA の増幅） 

 各サンプルの DNA 量の平均値から 100ng 相当量（µL）を計算し、Sterile water 量を算出

した。Sterile water（Fill to 20µL）、25µM Primer（1µM）、DNA template（1000 ng of equivalance）、

DNA polymerase（10µL）の順番で PCR チューブ（0.2 mL）に入れ、PCR 機器（Biometra, 

Tersonal thermocycler, BM Equipment Co.,Ltd., Tokyo, Japan）にセットし、反応させた。反応条

件 は Table2-3 に 示 し た と お り で あ る 。 MTHFR C677T プ ラ イ マ ー は S; 5'-

TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3' お よ び MTHFR C677T Primer-AS; 5'-
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CCTCACCTGGATGGGAAAGATCC-3'、DNA ポリメラーゼは Premix Taq ™ Version 2.0 

（TAKARA BIO INC. Japan）を用いて増幅した。 
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Table 2-3. The DNA amplification program 

 Temperature (℃) Time Cycles 

Initial denaturation 94℃ 5 min  

repeated for 

50 cycles 

Denaturation 94℃ 30 sec 

Annealing 60℃ 60 sec 

Extension 72℃ 60 sec 

Final extension 72℃ 60 sec  

Incubation 4℃ (forever) 

 

The procedure for amplifying DNA by the PCR method is shown. DNA was amplified at the 

temperatures and times shown in order from the top of the table. 
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4. DNA 量確認 

 DNA 量の確認にはナノドロップを使用し、DNA 量を各サンプルで２回確認した。その後、

各 DNA サンプルの DNA 量の平均値を求めた。ここでは TE buffer ではなく、MilliQ を用い

た。 

 

5. DNA の切断（制限酵素反応） 

 1.5mL チューブに Sterile water（Full to 25µL）、DNA template （1000ng of equivalence）、

Buffer（2.5 µL）、Enzyme（HinfI; 0.1 µL New England Biolabs, USA）の順に入れた。スピンダ

ウン後、溶液を回収し、37℃で振盪しながら C677T を 2 時間インキュベートした。 

 

6. 電気泳動 

 C677T の SNP 型を分析するために、3%のアガロースゲルを作成した。Agarose 0.6g に対

し 1×TAE buffer 20mL、SYBR Green を 2μLで調整後に加熱処理し、完全に溶解させた。ゲ

ル溶解後、40℃程度に冷却し Nucleic Acid Gel を加え、色を均一になるまで混ぜた。その後、

ただちにゲルトレイに流し、遮光状態で 20~30分放置し、室温でゲルを固めた。ゲルが固ま

ったことを確認し、分子量マーカーを 5 µLをアプライした。各 PCR サンプル 10μLを 2μL

の Loading Buffer と懸濁し、そのうち 10μL をゲルにアプライした。電気泳動槽は遮光状態

で 50V・90分の条件とした。その後、UV 下（Alpha Innotech, Alpha imager Mini バイオスピ

ード株式会社、東京、日本）で結果判定を行った。 

 

 

2.2.9 HPLC 法による血漿 HCY の測定 

1. 血漿 HCY サンプル作成 

 25μLの血漿サンプルを 1.5mLチューブに移し、0.3M PBS（pH7.4）を 205μL、10µM NAC: 

Nacetyl-L-cysteine（Sigma-Aldrich Japan K.K., Tokyo, Japan）を 25μ 添加し攪拌した。次に、

60mM TCEP: Tris (2-carboxyethl) phosphine Hydrochloride （NACALAI TESQUE, INC., Kyoto, 

Japan）を 10µL 添加し、攪拌後、震盪器にて室温に 30 分放置した。この際、スタンダード

は遮光した。さらに、1mM EDTA-2Na（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan）

を含む 100g/L TAC: Trichloroacetic acid（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, 

Japan）を 90µL添加し、攪拌後に遠心分離を実施した（20℃、13000 G、10min）。上清 90µL

をオートサンプラー用バイアルに移し、1.55M NaOH を 7.5µL添加後に再度攪拌した。これ

を HPLC 用分析サンプルとした。 

 

2. HCY 測定用移動相作成 

 MilliQ 1000mLに対し NaH2PO4を 12g 入れ攪拌した。2 倍に希釈した Phosphoric Acid を添

加し、pH2.5のリン酸溶液を作成した。その後、10 %Methanol 10mL、SOS: sodium dihydrogen 
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phosphate anhydrous（Kanto Chemical Co., Inc., Tokyo, Japan）170mg、EDTA-2Na 5mg を加え

た。気泡の発生を避けるためオーバーナイト後に使用した。 

 

3. HCY の標準試薬調製および HPLC 分析条件 

1）HCY 標準試薬の調製  

HCY の分析用スタンダードおよび 10µM NAC は Table2-4、Table2-5 に示すように調製し

作成した。作成後は遮光保存した。検量線には 0、1、3、15、30 µM を用いた。0.3 M PBS は

PBS を 3 mLと MilliQ を 7 mL合わせた。60 mM TCEP は TCEP を 0.0172 gとMilliQ を 1 mL

合わせた。100 g/L TCA（1 mM EDTA-2Na を含む）を 2.0 g、EDTA-2Na 0.0074 g をMilliQ で

20 mLにメスアップした。1.55 M NaOH は NaOH を 0.6200 gと MilliQ を 10 mL合わせた。 
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Table 2-4. Preparation of Standard samples 

Standard Tubes Concentrations DL-Homocysteine MilliQ (µL) 

#1 ＜10-1 M＞ 0.0135 g 1000 

#2 ＜10-2 M＞ 100 µL of Tube#1 900  

#3 ＜10-4 M＞ 10 µL of Tube#2 990  

#4 ＜30 µM＞ 300 µL of Tube#3 700  

#5 ＜15 µM＞ 400 µL of Tube#4 400  

#6 ＜3 µM＞ 200 µL of Tube#5 800  

#7 ＜1 µM＞ 250 µL of Tube#6 500  

Seven concentrations of tubes were prepared as standard reagents. 0.0135 g of homocysteine was 

weighed into standard tube # 1, 1000 µL of MilliQ was added, and then standard reagents of each 

concentration was diluted from the previous standard tube and prepared. 

 

 

Table 2-5. Preparation of 10 µL NAC 

Standard Tubes Concentrations NAC  MilliQ (µL) 

#1 ＜10-1 M＞ 0.0163 g 1000 

#2 ＜10-3 M＞ 10 µL of Tube#1 990  

#3 ＜10-4 M＞ 10 µL of Tube#2 990  

Three concentrations of tubes were prepared as standard reagents. 0.0163 g of NAC was weighed into 

standard tube # 1, 1000 µL of MilliQ was added, and then standard reagents of each concentration was 

diluted from the previous standard tube and prepared. 
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2）HPLC の HCY 分析条件 

血清サンプルは HPLC（JASCO Corporation, Tokyo, Japan）を用いて分析した。HPLC による

血漿 HCY 分析の条件を Table 2-6 に示した。また、クロマトグラム上の HCY のピークを

Figure 2-2 に示した。 
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Table 2-6. Conditions for plasma HCY analysis by HPLC 

Items Equipment, Reagents and conditions 

Pump EP-700（LIQUID CHROMATOGRAPH PUMP/Eicom） 

Auto sampler M-504（Eicom） 

Detector Eicom ECD-700 

Working electrode Eicom WE-AU 

Pre-column Eicom PC-04 4.0mmφ×5mm 

Column Eicom-3ODS（3.0 φ×150 mm） 

Column temperature 25 ℃ 

Buffer 99 % 0.1 M Sodium phosphate buffer（pH2.5）,1 % Methanol, 170 

mg/L Sodium Octansulfornate, 5 mg/L EDTA-2Na 

Flow rate 500 µL/min 

Injection volume 10 µL 
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Figure 2-2. Separation of Homocysteine in Human Plasma by HPLC 

 

This is a chromatogram of a standard reagent used when HCY of human serum was analyzed by the 

HPLC method. The NAC appears around 7 minutes and the HCY appears around 13 minutes. 
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2.2.10 HPLC 法による血漿 α-TP の測定 

1. 血漿 α-TP サンプル作成 

 血漿 100µLに 100％ Ethanol を 390µL、内部標準の 100µM dl-Tocol（Tama Biochemical Co., 

Ltd., Tokyo, Japan）を 10µL加え、遠心分離を（4℃、15.000 rpm、15min）した。遠心分離後

に上清を 1mL 容シリンジで採取し、0.2µm フィルターを通して新しい 1.5mL チューブに移

した。沈殿物は廃棄した。その後、チューブ内が半量（約 250µL）になるまで、濃縮遠心機

にて揮発させた。その後 HPLC 用バイアルに 100µL 分注し、アルゴン置換した。それを血

漿 α-TP サンプルとした。 

 

2. α-TP 測定用移動相の作成 

 HPLC 用 Methanol と MilliQ にて 90% Methanol（prepared using HPLC grade methanol and 

MilliQ water）を作成し、移動相とした。 

 

3. 標準試薬調製および分析条件 

1）標準試薬の調製 

  α-TP 分析用スタンダードは Table2-7 a), b) に示すように検量線に 0、10、20、30、40、

50、100µM の 7 種類を調製した。標準試薬にはビタミン E 定量用標準試薬（三菱ケミカル

フーズ株式会社、東京、日本）、内部標準試薬に dl-トコール 100mg（タマ生化学株式会社、

東京、日本）を用いた。 
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Table 2-7 a). 100µM Standard preparation for analyzing plasma vitamin E by HPLC  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

100µMα,β,γ,δ-Tocopherol  Mixed liquid and Internal standard preparation 

Step Procedure Standard reagent Internal Standard 

  α-Tocopherol β-Tocopherol γ-Tocopherol δ-Tocopherol Tocol 

1 Weighed out 5.00mg 4.20mg 4.20mg 4.00mg 4.00mg 

2 Add 100% Ethanol 1000µL to each tocopherol and tocol in each tube. 

3 Agitation 

(concentration/Volume) 

(10mM /1000µL) (10mM /1000µL) (10mM /1000µL) (10mM /1000µL) (10mM /1000µL) 

4 dispensing 200µL 200µL 200µL 200µL 100µL 

5 Mix each 200µL tocopherol and add 200µL of 100% methanol in a new 1.5 mL tube Add 100% Ethanol 900mL 

in a new 1.5 mL tube 

6 Agitation 

(concentration/Volume) 

α,β,γ,δ-Tocopherol  Mixed liquid (2mM/1000µL) (1mM/1000µL) 

7 Dispensing 100µL to new 1.5mL tube 100µL to new 1.5mL tube 

8 Add 100% Ethanol 900µL to each tocopherol and tocol in each step #7 tube 

9 Agitation 

(concentration/Volume) 

α,β,γ,δ-Tocopherol  Mixed liquid (200µL/1000µL) (100µM/1000µL) 

10 Dispensing 500µL to new 1.5mL tube  

11 Add 100% Ethanol 500µL to step #10 tube  

12 Agitation 

(concentration/Volume) 

α,β,γ,δ-Tocopherol  Mixed liquid (100µM/1000µL)  

13 Complete  
’̀ 
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Table 2-7 b). 0 to 100µM Standard preparation for analyzing plasma vitamin E by HPLC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0, 10, 20, 30, 40, 50, 100 µM Standard samples  

Step Procedure 
Standard concentrations 

Std_0µM Std_10µM Std_20µM Std_30µM Std_40µM Std_50µM Std_100µM 

 

1 

Dispensing 

from a) #12 to 

each new tube 

 

 

 

100µL 

 

100µL 

 

150µL 

 

200µL 

 

200µL 

 

 

2 Add 100% 

Ethanol 

 
900µL 400µL 350µL 300µL 200µL 

 

3 Agitation   (10µM/500µL) (20µM/500µL) (30µM/500µL) (40µM/500µL) (50µM/500µL)  

4 Dispensing 

from b) #3 to 

each new tube 

 

100µL 100µL 100µL 100µL 100µL 

Dispensing 

100µL from 

a)#12 to a new 

tube 

5 Add 10µL from 100µM Tocol (#9) to each standard concentration tube (#16) 

6 Add 100% 

Ethanol 
490µL 390µL 390µL 390µL 390µL 390µL 390µL 

7 Agitation 

8 Concentrate to about half (Tomy, Micro Vac TM MV-100, Tomy medico co., LID. Tokyo, Japan) 

9 Dispense 100µL into a vial for HPCL. 

10 Complete Std_0µM Std_10µM Std_20µM Std_30µM Std_40µM Std_50µM Std_100µM 

． 

．
 

— 
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2）HPLC の α-TP 分析条件 

血清サンプルは HPLC (JASCO Corporation, Tokyo, Japan)を用いて分析した。HPLC による

血漿 HCY 分析の条件を Table 2-8 に示した。また、クロマトグラム上の HCY のピークを

Figure2-3 に示した。 
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   Table 2-8. Conditions for plasma α-TP analysis by HPLC 

Items Equipment, Reagents and conditions 

Pump EP-700（LIQUID CHROMATOGRAPH PUMP/Eicom） 

Auto sampler AS-4050（Jasco） 

Detector FP-2025 Plus Intelligent Fluorescence Detector （Jasco） 

Pre-column Eicom PC-04 4.0mmφ×5mm 

Column COSMOSIL Packed column 5PFP 4.6mm I.D.×250 mm 

Column temperature 40 ℃ 

Wave length EX 292 nm/EM 325 nm 

Buffer Methanol：MilliQ（v/v）＝9：1 

Flow rate 700 µL/min 

Injection volume 20 µL 
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Figure 2-3. Separation of Vitamin E (α-tocopherol) in Human Plasma by HPLC 

 

 

This is a chromatogram of a standard reagent used when tocopherols of human serum was analyzed 

by the HPLC method. The tocol appears around 12 minutes, delta-tocopherol appears around14 

minutes, beta-tocopherol appears around 16 minutes, gamma-tocopherol appears 18minutes and 

alpha-tocopherol appears around 19 minutes. 
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2.2.11 葉酸（ELISA 法） 

 血漿葉酸濃度の分析には、葉酸定量測定のための競合 ELISA キット Folic Acid ELISA Kit

（Cell Biolabs, Inc, San Diego, USA）を用いた。操作手順はこのキットで指示されたとおりに

行った。酵素反応終了後、分光光度計（Sunrise™, Tecan Japan Co., Ltd., Kawasaki, Japan）に

て波長 450nm で各マイクロウェルの吸光度を読み取り、葉酸標準曲線との比較にて算出し

た。 

 

2.2.12 統計解析 

 得られたデータは統計ソフト SPSS（Statistical Packed for the Social Ver. 26）を用いた。数

値は平均±標準偏差（Mean ± SD）で示した。介入試験の前後比較は、正規性の検定（Shapiro-

Wilk）を実施後、正規性が確認されたものは対応のある t-test を、正規性が認められなかっ

たものには Wilcoxon の符号付き順位検定を行った。濃度変化量については、正規性の検定

（Shapiro-Wilk）実施後に有意確率の結果から、一元配置分散分析（kruskal-wallis 検定 一元

配置のノンパラメトリック）を行った。検定はすべて両側検定で、有意水準は５％未満とし

た。 

 

 

第 3節 結果 

2.3.1 被験者の C677T 多型の状態と身体的特徴 

健康な 17 名の被験者のうち、11 名が C677T 多型を示し、本研究での解析のために募集

した。これら 11名の被験者の年齢は 19歳から 21歳であり、平均競技歴は 7.5 年であった。

これらの被験者のその他の身体的特徴を Table 2-1 に示した。 

 

 

2.3.2 栄養素摂取状況 

BDHQ の結果は、摂取エネルギー：2,145 ± 572kcal、PFC 比率は、タンパク質：18.6 ± 2.4％、

脂質：28.5 ± 6.0％、炭水化物：52.1 ± 7.6%、V.B2：0.9 ± 0.2 mg/1000kcal、V.B6：1.0 ± 0.2 

mg/1000kcal、V.B12：9.1 ± 2.5μg/1000kcal、Folic acid：252 ± 78μg/1000kcal、V.C：95 ± 38 

mg/1000kcal、V.A：825 ± 310μgRAE/1000kcal、V.E：5.2 ± 1.4 mg/1000kcal であった。いずれ

の栄養素も日本人の食事摂取基準 2020 年版の推奨量の数値を満たしていた[32]。エネルギ

ー摂取、栄養素摂取量を Table 2-9 に示した。 
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Table 2-9. Dietary energy and nutrient intake of female athletes 

Calculated values (Mean ± S.D.) DRIs  

Energy kcal 2,145 ± 572    

Protein 

(%) 

18.6 ± 2.4 13~20% PFC 

energy 

ratio 

Lipid 28.5 ± 6.0 20~30% 

Carbo 52.1 ± 7.6 50~65% 

V.B2 
mg/1000kcal 

0.9 ± 0.2 0.6 RDA 

V.B6 1.0 ± 0.2 0.55 RDA 

V.B12 
μg/1000kcal 

9.1 ± 2.5 1.2 RDA 

Folic acid 252 ± 78 120 RDA 

V.C mg/1000kcal 95 ± 38 50 RDA 

V.A μgRAE/1000kcal 825 ± 310 325 RDA 

V.E mg/1000kcal 5.2 ± 1.4 2.5 RDA 

 

Dietary protein, fat, and carbohydrates intakes were shown by the PFC Energy ratio. V.B2 and V.E are 

shown as intake per 1,000 kcal of energy. 
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2.3.3 血清 V.B2濃度 

V.B2+α-TP 期、V.B2期、α-TP 期では、摂取前と比較して摂取後の血清 V.B2濃度が有意に

上昇した(before versus after supplementation [µg/dL]: V.B2+α-TP period, 20.3 ± 3.4 versus 24.0 ± 

2.6, p < 0.01; V.B2 period, 17.4 ± 4.1 versus 22.4 ± 2.4, p < 0.001; α-TP period, 23.5 ± 4.5 versus 19.5 

± 2.5 p < 0.05)（Table 2-10）。 

 

 

2.3.4 血漿中 α-TP 濃度 

V.B2+α-TP 期、V.B2期、α-TP 期では、摂取前と比較して摂取後の血漿中 α-TP 濃度が有意

に上昇した(before versus after supplementation [µg/mL]: V.B2+α-TP period: 18.1 ± 3.1 versus 20.7 

± 1.5, p < 0.05; V.B2 period: 25.2 ± 4.4 versus 20.6 ± 3.9, p < 0.001; α-TP period: 19.5 ± 4.1 versus 

23.6 ± 4.0, p < 0.05 )（Table 2-10）。 

 

 

2.3.5 血漿中葉酸濃度 

V.B2+α-TP 期、V.B2期、α-TP 期では、摂取前と比較していずれも摂取後との間に有意な差

は認められなかった。（Table 2-10）。 
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Table 2-10. Serum V. B2, plasma α-TP and folate concentrations before and after V. B2 and/or α-TP supplementation 

 

 

 

 

 

 

 

 

Values represent the mean ± standard deviation of fasting blood samples, taken in 14 days each, before and after vitamin supplementation. Number of asterisks 

in a row indicate the significant difference between the pre- and post-supplementation data, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. Reference ranges for blood 

tests are serum V. B2: 12.8-27.6 µg/dL, plasma α-TP: 17.4-32.7 μmol/L, plasma folic acid: 3.6-12.9 ng/mL. All blood data were within the reference ranges. 

One of the plasma folic acid data in the α-TP period was hemolyzed, so it was excluded from the data and is not shown in the table. 

(n= 11) 
V.B2+α-TP supplementation V.B2 supplementation α-TP supplementation 

Pre Post Pre Post Pre Post 

Serum V. B2 (µg/dL) 20.3 ± 3.4 24.0 ± 2.6** 17.4 ± 4.1 22.4 ± 2.4*** 23.5 ± 4.5 19.5 ± 2.5* 

Plasma α-TP (µmol/L)  18.1 ± 3.1 20.7 ± 1.5* 25.2 ± 4.4 20.6 ± 3.9*** 19.5 ± 4.1 23.6 ± 4.0* 

Plasma folic acid (ng/mL) 9.5 ± 5.0 10.7 ± 3.7 8.0 ± 4.1 6.8 ± 3.8 7.7 ± 4.7 7.2 ± 4.2 
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2.3.6 血漿中 HCY 濃度 

血漿中 HCY 濃度は全期で有意に低下した(before versus after supplementation [µmol/L]: V.B2＋α-

TP period: 6.4 ± 1.0 versus 4.2 ± 1.1, p < 0.001; V.B2 period: 10.1 ± 0.7 versus 8.1 ± 1.0, p < 0.001; α-TP 

period: 8.7 ± 1.1 versus 7.7 ± 1.2, p < 0.05; Table 2-11.)。さらに、V.B2＋α-TP 期と α-TP 期の血漿 HCY

濃度の低下量を比較したところ、V.B2＋α-TP 期と α-TP 期の間で有意な血漿 HCY 濃度の低下が認

められた（V.B2＋α-TP 期対 α-TP 期：p＜0.05；Figure 2-4）。 
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Table 2-11. Plasma HCY concentrations before and after V.B2 and/or α-TP supplementation 

(n= 11) 
V.B2＋α-TP supplementation V.B2 supplementation α-TP supplementation 

Pre Post Pre Post Pre Post 

Plasma HCY (µmol/L) 6.4 ± 1.0 4.2 ± 1.1*** 10.1 ± 0.7 8.1 ± 1.0*** 8.7 ± 1.1 7.7 ± 1.2* 

Values represent the mean ± standard deviation of fasting blood samples, taken 14 days each vitamin before 

and after vitamin supplementation. Number of asterisks in a row indicate significantly different from the 

respective before supplementation, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-4. Comparison of reduction of plasma HCY concentration after V.B2 and/or α-TP supplementation 

There was a significant difference between the V. B2+α-TP period and the α-TP period. The lowest plasma 

HCY concentration was in the V. B2+α-TP period. 
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第 4節 考察 

本研究は、疲労骨折関連因子である HCY の上昇に関連する C677T の一塩基多型を有する女子

陸上長距離選手を対象とした。本研究では、V.B2と抗酸化物質 α-TP の補給が HCY の血漿レベル

に及ぼす効果を報告している。本研究の結果は、V.B2と α-TP の投与が、血漿 HCY のレベルを減

少させ、FAT 障害の一つである疲労骨折を予防する可能性があることを示した。したがって、V.B2

と抗酸化物質である α-TP の補給は疲労骨折のリスク因子軽減を目的とした女子陸上選手の QOL

を向上させる可能性がある。 

過去 40 年、女性のスポーツ参加率は急激に上昇しており[33]、スポーツに関連する女性の健康

問題も憂慮すべきものになっている。特にアスリートは日常的に高強度の運動を行うため、運動

によって誘発される酸化ストレスは骨組織にも影響を与える[34]。近年、HCY は骨コラーゲンマ

トリックスのコラーゲン架橋を阻害し、骨質を低下させ骨折を誘発することから、骨折の独立し

た危険因子とされている[35]。したがって、アスリートの疲労骨折を予防する方法を確立するこ

とが重要である。本研究は、V.B2と α-TP による血中 HCY 濃度低下効果を評価することを目的と

したもので、14 日間の各ビタミン摂取後、すべての期間において血漿 HCY 濃度が有意に低下し

た。特に各期間の中で V.B2+α-TP 期の血漿 HCY 濃度に最大の低下が認められた。血中 HCY 濃度

は HCY 代謝に関与する酵素の活性に影響されることや、HCY 代謝に関与する V.B6、V.B12、葉酸

を摂取することで血中HCY濃度が低下することが示されている[36-38]。特に葉酸は FAD（MTHFR

の補因子）と MTHFR の結合を安定化させるようであり[39]、葉酸が良好な状態であれば C677T

多型でも血中 HCY 濃度が上昇しないことも報告されている[40-42]。本研究においても、被験者

の葉酸、V.B6、V.B12 の摂取量は極めて良好であり、いずれも日本人の食事摂取基準値[32]をはる

かに上回る摂取量であった。これらのビタミンが十分に摂取されていても、本研究において V.B2

と α-TP は血漿 HCY 濃度を有意に低下させた。 

FAD の前駆体である V.B2は、血漿 HCY 値に影響を与えることが報告されている[43, 44]。Moat

らは、葉酸と V.B2の摂取が血中 HCY 値を低下させ、V.B2の低値が血中 HCY 値の上昇と関連し

ていることを報告している[45]。別の研究では、葉酸のステータスが低く、MTHFR T677T 遺伝子

型を持つ参加者に限定されている場合でも、V.B2 の補給は HCY 値の低下につながったと報告さ

れている[46]。本研究では、V.B2の投与が MTHFR C677T の血漿 HCY 濃度を低下させる可能性が

あると推測し、28mg/d の V.B2を 14 日間継続投与した結果、MTHFR の触媒活性が活性化したこ

とで血漿 HCY 濃度が低下したと考えた。一方で、1.6mg/d の V.B2を 12週間投与しても血中 HCY

値に影響を与えなかったという研究結果が報告されている[18]。したがって、V.B2の血漿中 HCY

濃度の低減効果を明らかにするためには、MTHFR 遺伝子多型を保有していることが必要である

と考えた。MTHFR 遺伝子多型のみを保有していた被験者を対象とした本研究では、V.B2 の効果

を明らかにすることができた。 

 

抗酸化作用を持つビタミンは、葉酸の利用効率を高め、HCY のメチオニンへの変換を促進し、

細胞内酸化ストレスを軽減させ、血中 HCY 濃度を低下させることが示唆されている[19, 21, 47]。

本研究では、α-TP が血漿 HCY 濃度を低下させることを見出した。メタ解析に含まれる V.E 補給

研究を対象に実施されたサブグループ解析では血漿 V.E 濃度が 20μmol/L 以下の群に V.E を投与



53 

 

した場合、血管機能の有意な改善が認められ、さらに、血漿 V.E 濃度が 21μmol/L以上の群に V.E

を投与しても血管機能改善の効果は認められなかった[48]。本研究に参加したアスリートは、栄

養士による日常的な管理を受け、エネルギー源となる栄養素（炭水化物、脂肪、タンパク質）、葉

酸、抗酸化ビタミンを日常的に充分に摂取していた。しかし、食事で V.E を十分に摂取していた

にもかかわらず、血漿 V.E 濃度が補給前の不均一性の境界線である 20uM 未満であったケースも

あった。これらの結果から、1 日の食事摂取量の範囲内では、女性アスリートの場合、日々の食

事から十分量の V.E を摂取することが難しい可能性があることが示唆された。したがって、1 日

の食事に 60mg の α-TP を追加で摂取することで、月間 400km の走行距離で運動を行っている女

子陸上長距離選手において、血漿中 α-TP 濃度 20μM 以上を維持することが可能となった。このこ

とから、α-TP の補給は、トレーニング後の酸化ストレス[49, 50]を軽減し、女子陸上長距離選手の

血管機能を改善する可能性があることが示唆された。 

 

本研究では、MTHFR 遺伝子の C677T に CT および TT 型を有する女子陸上長距離競技選手を

対象に、V.B2と α-TP の補給が血中 HCY 濃度に及ぼす影響を評価した。その結果、V.B2（28mg/d）

と α-TP（60mg/d）を単独または併用で 14 日間摂取すると、すべての期間において血漿 HCY 濃度

が有意に低下した。また、V.B2+α-TP 期では、α-TP 期と比較して血漿中 HCY 濃度が最大かつ有

意に低下した。V.B2は MTHFR の触媒活性を活性化し、α-TP は葉酸の抗酸化を促進しメチオニン

代謝を促進させたことで、血漿 HCY 濃度が低下したと結論づけた。したがって本研究は女子陸

上競技長距離選手に V.B2と α-TP を補給することで疲労骨折を予防できる可能性を示した。本研

究の限界点は、C677T の TT 型保有者が少ないため、CT 型および TT 型の比較検討が実施できな

かったことである。今後は、C677T 多型のうち、CT 型と TT 型の差異を把握するために、TT 型

の被験者数を増やす必要がある。また、本研究において HCY 濃度のベースラインは一致してい

ないが、いずれも基準値内（5-15µmol/L）での変動であった。HCY[51, 52]や骨代謝[53]は女性ホ

ルモンとの関連も示唆されており、被験者の性周期が血漿 HCY 濃度に影響を及ぼした可能性も

否定できない。 

今後、女性を被験者とした介入試験を行う場合は、性周期について詳細に把握し検討する必要

がある。また、本研究の集団は女子陸上長距離選手であるため、BMIの値は、日本肥満学会の定

めている「普通体重 BMI 18.5 以上 25 未満」よりも低い値となった。今後は BMIと HCY レベル

との関係も精査することが求められる。本研究では、女子陸上長距離選手の疲労骨折予防に対し、

これまであまり注目されていない V.B2と α-TP の併用摂取という新しい手法を提案することがで

き、その効果として、C677T の遺伝子多型を保有する女子陸上長距離選手の血漿中 HCY 濃度を

低下させた。また、今回の知見は、遺伝子多型を考慮した女子陸上長距離選手の健康管理を行う

にあたり、栄養管理支援の開発に向けた科学的根拠の一端を提供する可能性を有している。ただ

し、選手に必要な栄養素の特定の用量を決定するには、さらなる検討が必要である。 
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第 3 章 α-トコフェロール・δ-トコトリエノールの短期摂取による血中動態と脂質代謝およ

び骨代謝改善の検討 

 

 

第 1節 緒言 

厚生労働省は生活習慣病を「食習慣、運動習慣、休養、喫煙、飲酒などの生活習慣が、そ

の発症・進行に関与する疾患群」と示している。日本人の死因の上位にある心疾患・脳血管

疾患は生活習慣病のエンドポイントであるといわれており、これらの疾患は動脈硬化が発

症機序の一要因である[1]。血管内皮細胞に障害が起こると、酸化された LDLコレステロー

ルが血管内皮下でプラークを形成し、それが進行すると動脈硬化となる。この時、血管内皮

へ傷をつける物質の一つがホモシステイン（HCY）とされている。HCY とタンパク質との

結合で酸化ストレスが生じ血管内皮細胞を障害し、血栓形成の要因となる[2-4]。また、骨質

の劣化は骨リモデリングとは独立した形で、酸化ストレスが骨コラーゲンに異常をもたら

す場合がある[5, 6]。一方、ビタミン E（V.E）は、主に血漿中のリポタンパク質と結合して

おり、血管壁に取り込まれることで動脈硬化の初期段階での内皮機能障害を防ぐことがで

きる[7]。実際に Suzukawa らは、8人の健常者に α-トコフェロール（α-TP）を服用させ、LDL

だけではなく HDLの被酸化性も低下し、動脈硬化を抑制的に変化させることを明らかにし

た[8]。大規模疫学研究においても、V. E 摂取量と冠動脈疾患発症とは逆相関することが示

されている[9]。また、正常動物モデルを用いた研究において、抗酸化作用を有する V. E（α-

TP）が骨の健康に有用であることを示した論文は多い[10-12]。さらに、ヒト介入研究では、

α-TP が骨粗鬆症の予防に有効的であることが示されている[13-16]。したがって、抗酸化作

用を持つ α-TP 摂取は HCY の酸化を防ぎ、動脈硬化や骨粗鬆症を予防し、日本人の死因の

上位である心疾患や脳血管疾患を防ぐことに繋がる。この抗酸化作用について V.E の同族

体のうち TP よりトコトリエノール（T3）のほうが強く[17]、40 から 60 倍も強力な抗酸化

活性があるといわれている[18]。さらに TRF（α-, β-, γ-, δ-T3 の混合）は、コレステロール合

成酵素の 3-ヒドロキシ 3-メチルグルタリル補酵素（HMG-CoA）還元酵素を抑制し、体内の

コレステロール産生を阻害することが多数報告されている[19-22]。その中でも、特に δ-T3

は α-T3 よりも HMG-CoA 還元酵素への阻害作用が大きく、T3 の中でも血管内皮に対する細

胞接着分子の発現を抑制し、単球細胞の接着性を低下させる効果がある[23]。また近年、α-

TP と比較し、T3がフリーラジカルによる骨代謝改善を示し[24]、δ-T3 が高齢女性の骨吸収

や酸化ストレスに、より重要な役割を果たしていることが明らかにされた[25]。しかし、α-、

γ-および δ-T3 の経口での絶対的バイオアベイラビリティはそれぞれ 27.7%、9.1%、8.5%と

低く、一貫性がないことが報告されている[26]。これまでに、高血圧患者に δ-T3 を 125 か

ら 750mg/d のレベルで 4週間摂取した場合の、炎症性マーカー変化に関する報告や[27]、健

康なヒトに対する δ-T3 摂取による 10 時間後までの経時的血中 δ-T3 動態の報告[28]、一日

当たり 1600mg の δ-T3 を 2 週間にわたり摂取した場合の安全性を証明した報告がある[29]。
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しかし、健康なヒトが連続的に δ-T3 を摂取した場合の具体的な血中δ-T3 濃度を示した報

告はほとんどない。 

動脈硬化や骨粗鬆症など、壮年期以降に発症することの多い疾患は、若年期からの予防が

重要である。そこで、本研究では、α-TP よりも抗酸化作用の強い δ-T3 を健康なヒトが摂取

した場合のδ-T3 の血中動態を明らかにすることを目的とした。また、α-TP、δ-T3 を摂取し

た場合の脂質代謝マーカーおよび骨代謝マーカーに及ぼす影響についても検討する。 
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第 2節 方法 

3.2.1 研究デザイン 

 本研究は、無作為化、プラセボ対照、単盲検によるクロスオーバー比較試験法を用いた研

究デザインである。本研究を実施するにあたり、ヘルシンキ宣言に定められたヒトを対象と

した研究に関するガイドラインに準拠して実施され、「東洋大学における人を対象とする医

学系研究に関する倫理規程に則り、東洋大学倫理研究委員会（承認番号：TU2019-023 承認

日 2019 年 10 月 21 日、承認番号 TU2020-016 承認番号 2020 年 11 月 9 日）の承認を得た。

本研究遂行に際し、倫理運営委員会規定に従い、被験者個人の権利を守り、不利益が生じな

いよう十分に配慮した。被験者全員に本研究目的、内容、本研究のリスク、不快感、有益性、

途中離脱に際し不利益がないことを書面および口頭にて説明を行い、被験者の同意を文書

にて得た上で実施した。実験期間は 2020 年 1 月から 10 月までの９か月で、ビタミン摂取

期間 14 日間を１期間とし、3 期間実施した。 

 

 

3.2.2 被験者特性 

参加者は 21 名で、すべての実験期間に参加した被験者は男性 6 名、女性 4 名の計 10 名

であった。サンプルサイズは α＝0.05、検出力＝0.8、効果量は過去の報告の数値から[30, 31]

算出した。実験参加者全員の身体特性および Table 3-1 a), b)に示した。 
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Table 3-1 a). Characteristic of subjects (Male) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3-1 b). Characteristic of subjects (Female) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ID Sex 
Age 

 (yr) 

Height 

(cm) 

Weight 

(kg) 
BMI 

A M 21 174.4 63.6 20.9 

B M 23 174.8 66.9 21.9 

C M 28 175.2 56.4 18.4 

D M 25 175.8 63.3 20.5 

E M 25 180.4 73.4 22.6 

F M 20 166.3 54.8 19.8 

G M 19 168.7 53.5 18.8 

H M 23 168.7 68.7 24.1 

I M 23 176.0 70.7 22.8 

J M 23 164.6 52.3 19.3 

K M 22 174.2 61.2 20.2 

(Mean ± S.D.) 22.9 ± 2.4 172.6 ± 4.6 62.3 ± 6.9 20.8 ± 1.7 

ID Sex 
Age 

 (yr) 

Height 

(cm) 

Weight 

(kg) 
BMI 

L F 22 163.3 53.3 20.0 

M F 22 160.3 48.8 18.4 

N F 29 160.4 46.9 18.2 

O F 20 155.6 48.5 20.0 

P F 23 151.7 44.9 19.5 

Q F 22 156.3 50.2 20.5 

R F 22 163.2 54.9 20.6 

S F 25 161.5 53.0 20.3 

T F 22 166.4 60.4 21.8 

U F 21 158.0 50.3 20.1 

(Mean ± S.D.) 22.8 ± 2.4 159.7 ± 4.1 51.1 ± 4.2 19.9 ± 1.0 
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3.2.3 実験期間 

実験期間のうち、コントロール期 （C 期）・α-TP 摂取期（α-TP 期）・δ-T3 摂取期（δ-T3

期）をそれぞれ 14日間とし、その前後に採血を実施した。排尿排泄後、身体計測を実施し

た。身体計測、採血は東洋大学 板倉キャンパス内で実施した。C 期および α-TP、δ-T3 期の

間には 28日以上の wash-out 期間を設けた。実験プロトコルを Figure 3-1 に示した。 
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Figure 3-1. Experiment protocol  Subjects were randomly divided into 3 groups. The experimental 

period was divided into three periods, Steps 1 to 3, a Control period, an α-TP intake period, and a δ-

T3 intake period, respectively. Early morning fasting blood was collected in the early morning of the 

first day of each period and in the early morning of the following day of the last day (CB: Collecting 

blood). Q: Questionnaire [BDHQ]) 
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3.2.4 被験者の実験期間中の生活 

 被験者は実験期間中、各自の生活場所で過ごした。食事や飲水は基本的に自由摂取とした。

しかし、被験者は C 期、α-TP 期、δ-T3 期およびその前日に関しては、アルコール摂取、過

食、過度な運動を避け安静に通常の生活を送った。被験者に喫煙者はいなかった。 

 

 

3.2.5 サプリメント摂取 

 ビタミン摂取期間に被験者に摂取してもらうサプリメントは一日当たり α-TP: 268mg/d

（Allergy Reseach Group, Vitamin E［d-alpha-tocopherol acid succinicinate］）、δ-T3: 250mg/d 

（Allergy Research Group, Delta-Fraction Tocotrienols; Tocotrienols ［as DeltaGOLDR containing 

90% Delta-Tocotrienols and 10% Gamma-Tocotrienols］）であり、それらは食事摂取基準（2020

年版）およびこれまでの先行研究などを考慮した範囲内の量とした[27, 32]。ビタミン摂取

期間中、被験者は朝食後、夕食後にサプリメントを１錠（一日当たり 2 錠）摂取することと

した。 

 

 

3.2.6 試料およびデータ採取 

1. 身長および体重 

 被験者の身長及び体重は体成分分析装置（ボディーコンポジションアナライザー Inbody 

770、株式会社インボディ・ジャパン、東京、日本）にて測定した。体重測定に際しては、

排尿排泄後、上半身は T シャツ、下半身はトレーニングウエアを着用し測定した。体重測定

時には、毎回同じ服装での測定を依頼した。衣服の風袋重量を考慮し、500g を差し引いて

測定した。 

 

 

2. 採血 

1） 採取条件 

 各ビタミン摂取期間の前後およびＣ期の前後に空腹時採血を行った（Figure 3-1）。各ビタ

ミン摂取開始当日の朝（サプリメント摂取直前）と、摂取終了後の翌日の朝である。被験者

は、採血日に学内に設けた採血会場に集合した。およそ 12時間絶食の早朝空腹時の採血の

ため、被験者には朝食の摂食なしの条件で、（水のみ摂取可能）、血液を採取した。血液の採

取は上腕の静脈血採取法により実施した。採血は医師の指示および監督のもと、採血業者

（医療法人クレモナ会 TM クリニック、一般社団法人 日本健康倶楽部）に依頼し、看護師

および臨床検査技師により被験者の採血が実施された。 

 

2） 血液保管 
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 試料を採取する採血管は生化学管と EDTA-２K 管を用意した。事前に採血管には ID を記

し試料に混合がないようにした。一回の採血量は 20mL/人以下とした。通常の健康診断およ

び献血量から鑑みて、採血量は少量であり適切量である。採血後に静置した採血管を遠心機

（As one Hsiang Tai Centrifuge、アズワン株式会社、大阪、日本）で 3000rpm・10 分間遠心分

離し、血漿および血球、血清および血球に分離した。採血当日中に、学内で分析する血漿・

血清を 1.5mLチューブにそれぞれ分注し、分析まで-80℃で保管した（SANYO ULTRA LOW、

三洋電機株式会社、大阪、日本）。 

 

 

3. 食事記録 

 C 期、α-TP 期、δ-T3 期の食事記録を自記式食事歴法質問票（BDHQ：brief-type self-

administered diet history questionnaire）で調査し、栄養素や食品摂取状況を把握した。BDHQ

のデータ分析について、DHQ サポートセンターに依頼した。BDHQ は類似の質問票とほぼ

同じか、またはわずかに高い妥当性を持つ食事摂取量の質問票として信頼性が高い[33, 34]。 

 

 

3.2.7 血液分析 

1. 測定項目 

 測定項目は、α-TP、δ-T3、ホモシステイン（HCY）、クレアチニン（Cre）、総コレステロ

ール（T-Cho）、中性脂肪（TG）、遊離コレステロール（F-Cho）、HDL-コレステロール（HDL）、

LDL-コレステロール（LDL）、Ⅰ型コラーゲン架橋 N-テロペプチド（NTx）、Ⅰ型プロコラーゲ

ン-N-プロペプチド（total P1NP）であった。 

 

2. 測定方法 

 分析項目のうち、Cre（酵素法）、T-Cho（酵素法）、TG（酵素法）、F-Cho（酵素法）、HDL

（酵素法-直接法）、LDL（酵素法-直接法）、NTx（EIA 法）、total P1NP（ELISA 法）は株式

会社 LSI メディエンスに業務委託し、分析測定した。α-TP、δ-T3、HCY はそれぞれ学内に

て液体クロマトグラフィー：High performance liquid chromatography（HPLC）で分析測定し

た。 

 

 

3.2.8 HPLC 法による血漿 α-TP、δ-T3 の測定 

1. 血漿 α-TP、δ-T3 サンプル作成 

 血漿 100µLに 100％ Ethanol を 390µL、内部標準の 100µM dl-トコール 100mg（Tocol タ

マ生化学株式会社、東京、日本）を 10µL加え、遠心分離（4℃、15.000 rpm、15min）した。

遠心分離後に上清を 1mL 容シリンジで採取し、0.2µm フィルターを通して新しい 1.5mL チ
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ューブに移した。沈殿物は廃棄した。その後、チューブ内が半量（約 250µL）になるまで、

濃縮遠心機にて揮発させた。その後 HPLC 用バイアルに 100µL分注し、アルゴン置換した。

それを血漿 V.E サンプルとした。 

 

2. α-TP、δ-T3 測定用移動相の作成 

 HPLC 用 Methanolと MilliQ にて 90% Methanol を作成し、移動相とした。 

 

3. 標準試薬調製および HPLC 分析条件 

1） α-TP、δ-T3 標準試薬の調製 

標準試薬にはビタミン E 定量用標準試薬（三菱ケミカルフーズ株式会社、東京、日本）

の、d-α-トコフェロール 250mg、d-δ-トコトリエノール 100mg（タマ生化学株式会社、東京、

日本）、dl-トコール 100mg を用いた。α-TP、δ-T3 分析用スタンダードは Table 2-7 示すよう

に 0、10、20、30、40、50、100µM の 7 種類に調製し検量線に用いた。標準試薬の調製を

Table 3-2a), b) に示した。 
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Table 3-2 a). 100µM Standard preparation for analyzing plasma vitamin E by HPLC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

100µM α-Tocopherol and δ-Tocotrienol Mixed liquid and Internal standard preparation 

Step Procedure Standard reagent Internal Standard 

  α-Tocopherol δ-Tocotrienol Tocol 

1 Weighed out 5.00mg 4.00mg 4.00mg 

2 Add 100% Ethanol 1000µL to each tocopherol and tocol in each tube. 

3 Agitation 

(concentration/Volume) 

(10mM /1000µL) (10mM /1000µL) (10mM /1000µL) 

4 dispensing 200µL 200µL 100µL 

5 Mix each 200µLα-tocopherol and δ-tocotrienol add 600µL of 100% methanol  

in a new 1.5 mL tube 

Add 100% Ethanol 900mL in 

a new 1.5 mL tube 

6 Agitation 

(concentration/Volume) 

α -Tocopherol and δ-Tocotrienol Mixed liquid (2mM/1000µL) (1mM/1000µL) 

7 Dispensing 100µL to new 1.5mL tube 100µL to new 1.5mL tube 

8 Add 100% Ethanol 900µL to each tocopherol and tocol in each step #7 tube 

9 Agitation 

(concentration/Volume) 

α -Tocopherol and δ-Tocotrienol Mixed liquid Mixed liquid (200µL/1000µL) (100µM/1000µL) 

10 Dispensing 500µL to new 1.5mL tube  

11 Add 100% Ethanol 500µL to step #10 tube  

12 Agitation 

(concentration/Volume) 

α, β, γ, δ-Tocopherol Mixed liquid (100µM/1000µL)  

13 Complete   
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Table 3-2 b). 0 to100µM Standard preparation for analyzing plasma vitamin E by HPLC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 0, 10, 20, 30, 40, 50, 100 µM Standard samples  

Step Procedure 
Standard concentrations 

Std_0µM Std_10µM Std_20µM Std_30µM Std_40µM Std_50µM Std_100µM 

1 

Dispensing from 

a) #12 to each new 

tube 

 

 
100µL 100µL 150µL 200µL 200µL 

 

 

2 
Add 100% 

Ethanol 

 
900µL 400µL 350µL 300µL 200µL 

 

3 Agitation  (10µM/500µL) (20µM/500µL) (30µM/500µL) (40µM/500µL) (50µM/500µL)  

4 

Dispensing from 

b)#3 to each new 

tube 

 100µL 100µL 100µL 100µL 100µL 

Dispensing 

100µL from 

a)#12 to a new 

tube 

5 Add 10µL from 100µM Tocol (#9) to each standard concentration tube (#16) 

6 
Add 100% 

Ethanol 
490µL 390µL 390µL 390µL 390µL 390µL 390µL 

7 Agitation 

8 Concentrate to about half by centrifugal concentrator (Tomy, Micro Vac TM MV-100, Tomy medico co., LID) 

9 Dispense 100µL into a vial for HPCL. 

10 completion Std_0µM Std_10µM Std_20µM Std_30µM Std_40µM Std_50µM Std_100µM 
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    2）HPLC の α-TP、δ-T3 分析条件 

血清サンプルは HPLC（JASCO Corporation, Tokyo, Japan）を用いて分析した。HPLC によ

る血漿 α-TP、δ-T3 分析の条件を Table 3-3 に示した。また、クロマトグラム上の HCY のピ

ークを Figure 3-2 に示した。 
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Table 3-3. Conditions for plasma V.E analysis by HPLC 

Items Equipment, Reagents and conditions 

Pump EP-700（LIQUID CHROMATOGRAPH PUMP/Eicom） 

Auto sampler AS-4050（Jasco） 

Detector FP-2025 Plus Intelligent Fluorescence Detector （Jasco） 

Pre-column Eicom PC-04 4.0mmφ×5mm 

Column COSMOSIL Packed column 5PFP 4.6mm I.D.×250 mm 

Column temperature 40 ℃ 

Wave length EX 292 nm/EM 325 nm 

Buffer Methanol：MilliQ（v/v）＝9：1 

Flow rate 700 µL/min 

Injection volume 20 µL 
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Figure 3-2. Separation of α-TP and δ-T3 in Human Plasma by HPLC 

This is a chromatogram of a standard reagent used when α-TP and δ-T3 of human serum was analyzed 

by the HPLC method. The tocol appears around 12 minutes, δ-T3 appears around10 minutes, and α-

TP appears around 19 minutes. 
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3.2.9 HPLC 法による血漿 HCY の測定 

1. 血漿 HCY サンプル作成 

 25μLの血漿サンプルを 1.5mLチューブに移し、0.3M PBS（pH7.4）を 205μL、10µM NAC: 

N-Acetyl-L-cysteine（Sigma-Aldrich Japan K.K., Tokyo, Japan）を 25μ添加し攪拌した。次に、

60mM TCEP: Tris（2-carboxyethl） phosphine Hydrochloride （NACALAI TESQUE, INC., Kyoto, 

Japan）を 10µL 添加し、攪拌後、震盪器にて室温に 30 分放置した。この際、スタンダード

は遮光した。さらに、1mM EDTA-2Na（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan）

を含む 100g/L TAC: Trichloroacetic acid（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, 

Japan）を 90µL添加し、攪拌後に遠心分離を実施した（20℃、13000 G、10min）。上清 90µL

をオートサンプラー用バイアルに移し、1.55M NaOH を 7.5µL添加後に再度攪拌した。これ

を HPLC 用分析サンプルとした。 

 

2. HCY 測定用移動相作成 

 MillQ 1000mLに対し NaH2PO4を 12g 入れ攪拌した。2倍に希釈した Phosphoric Acid を添

加し、pH2.5のリン酸溶液を作成した。その後、10%Methanol 10mL、SOS: sodium dihydrogen 

phosphate anhydrous（Kanto Chemical Co., Inc., Tokyo, Japan）170mg、EDTA-2Na 5mg を加え

た。気泡の発生を避けるためオーバーナイト後に使用した。 

 

3. HCY の標準試薬調製および HPLC 分析条件 

1）HCY 標準試薬の調製  

HCY の分析用スタンダードおよび 10µM NAC は Table 3-4、Table 3-5 に示すように作成し

た。作成後は遮光保存した。検量線には 0、1、3、15、30 µM を用いた。0.3 M PBS は PBS

を 3 mLと MilliQ を 7 mL 合わせた。60 mM TCEP は TCEP を 0.0172 gと MilliQ を 1 mL合

わせた。100 g/L  TCA（1 mM EDTA-2Naを含む）を 2.0 g、EDTA-2Na 0.0074 g を MilliQ で

20 mLにメスアップした。1.55 M NaOH は NaOH を 0.6200 gと MilliQ を 10 mL合わせた。 
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Table 3-4. Preparation of Standard samples 

Standard Tubes Concentrations DL-Homocysteine MilliQ (µL) 

#1 ＜10-1 M＞ 0.0135 g 1000 

#2 ＜10-2 M＞ 100 µL of Tube#1 900 

#3 ＜10-4 M＞ 10 µL of Tube#2 990 

#4 ＜30 µM＞ 300 µL of Tube#3 700 

#5 ＜15 µM＞ 400 µL of Tube#4 400 

#6 ＜3 µM＞ 200 µL of Tube#5 800 

#7 ＜1 µM＞ 250 µL of Tube#6 500 

Seven concentrations of tubes were prepared as standard reagents. 0.0135 g of homocysteine was 

weighed into standard tube # 1, 1000 µL of MillQ was added, and then standard reagents of each 

concentration was diluted from the previous standard tube and prepared. 

 

 

 

 

Table 3-5. Preparation of 10 µL NAC 

Standard Tubes Concentrations NAC MilliQ (µL) 

#1 ＜10-1 M＞ 0.0163 g 1000 

#2 ＜10-3 M＞ 10 µL of Tube#1 990 

#3 ＜10-4 M＞ 10 µL of Tube#2 990 

Three concentrations of tubes were prepared as standard reagents. 0.0163 g of NAC was weighed into 

standard tube # 1, 1000 µL of MillQ was added, and then standard reagents of each concentration was 

diluted from the previous standard tube and prepared. 
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2）HPLC の HCY 分析条件 

血清サンプルは HPLC（JASCO Corporation, Tokyo, Japan）を用いて分析した。HPLC によ

る血漿 HCY 分析の条件を Table 3-6 に示した。また、クロマトグラム上の HCY のピークを

Figure3-3 に示した。 
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Table 3-6. Conditions for plasma HCY analysis by HPLC 

Items Equipment, Reagents and conditions 

Pump EP-700（LIQUID CHROMATOGRAPH PUMP/Eicom） 

Auto sampler M-514（Eicom） 

Detector Eicom ECD-700 

Working electrode Eicom WE-AU 

Pre-column Eicom PC-04 4.0mmφ×5mm 

Column Eicom-3ODS（3.0 φ×150 mm） 

Column temperature 25 ℃ 

Buffer 99 % 0.1 M Sodium phosphate buffer（pH2.5）,1 % Methanol, 170 

mg/L Sodium Octansulfornate, 5 mg/L EDTA-2Na 

Flow rate 500 µL/min 

Injection volume 10 µL 
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Figure 3-3. Separation of Homocysteine in Human Plasma by HPLC 

This is a chromatogram of a standard reagent used when HCY of human serum was analyzed by the 

HPLC method. The NAC appears around 7 minutes and the HCY appears around 13 minutes. 
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3.2.10 統計解析 

 得られたデータは統計ソフト SPSS（Statistical Packed for the Social Ver. 26）を用い統計解

析をおこなった。数値は平均 ± 標準偏差（Mean ± S.D.）で示した。介入試験の前後比較は、

正規性の検定（Shapiro-Wilk）を実施後、正規性が確認されたものは対応のある t-test を、正

規性が認められなかったものには Wilcoxon の符号付き順位検定を行った。濃度変化量につ

いては、正規性の検定（Shapiro-Wilk）実施後に有意確率の結果から、一元配置分散分析

（kruskal-wallis 検定 一元配置のノンパラメトリック）を行った。検定はすべて両側検定で、

有意水準は５％未満とした。 
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第 3節 結果 

3.3.1 身体特性 

各期間の被験者の身長・体重の変化を示した（Table 3-7）。すべての期間に参加できた被

験者は男性 6 名、女性 4 名で、各期間の前後および３期間のいずれの間にも有意な変動は

なかった。被験者の BMI は日本肥満学会が定めている 18.5 以上 25 未満の「普通体重」の

範囲内であった。 
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Table 3-7. Weight and Height change of subjects 

(n= 10) Control α-TP δ-T3 

 Pre Post Pre Post Pre Post 

Height (cm) 169.3 ± 8.0 169.4 ± 8.1 169.5 ± 8.1 169.5 ± 8.1 169.4 ± 8.2 169.5 ± 8.2 

Weight (kg) 58.9 ± 9.8 58.8 ± 10.1 59.4 ± 9.7 59.2 ± 10.2 59.3 ± 10.2 59.2 ± 10.3 

BMI 20.4 ± 2.0 20.3 ± 2.1 20.6 ± 2.1 20.5 ± 2.2 20.5 ± 2.2 20.5 ± 2.2 
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3.3.2 食事記録調査 

被験者の摂取エネルギー量は、C 期、α-TP 期、δ-T3 期において 1861 ± 769kcal、1812 ± 441 

kcal、1947 ± 487 kcal で PFC 比率はすべての期間において、P：13~20%、F: 20~30%、C：

50~65%の範囲内であった。V.E の摂取量は、推奨量（RDA）の数値を満たしていた[35]。V.E

の摂取量は、α-TP、δ-T3 サプリメントの摂取量は含んでいない。脂質代謝や骨組織、HCY

に関連する栄養素は、いずれの期間でも有意な差は認められなかった。エネルギー摂取量、

栄養素摂取量について Table 3-8 に示した。 
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Table 3-8. Dietary energy and nutrition intake 

                     Calculated values (Mean ± S.D.) (n= 10) 

 Control α-TP δ-T3 DRIs 

Energy (kcal) 1861 ± 769 1812 ± 441 1947 ± 487 
M) 2650 

F) 2000 
 

Protein (%) 14 ± 2 14 ± 2 14 ± 3 13~20% 
PFC 

energy ratio 
Lipid (%) 28 ± 6 29 ± 6 28 ± 8 20~30% 

Carbo (%) 56 ± 6 55 ± 6.5 54 ± 9.5 50~65% 

n-3 (g) 2.2 ± 1.2 2.1 ± 0.5 2.2 ± 0.9 
M) 2.0 

F) 1.6 
AI 

n-6 (g) 11.6 ± 6.3 10.5 ± 2.7 11.5 ±4.3 
M) 11 

F) 8 
AI 

Cholesterol (mg) 277 ± 135 277 ±120 338 ± 150 ----------  

Fiber (g) 10.4 ± 6.1 9.3 ± 2.7 9.9 ± 3.8 
M) 21 

F) 18 
DG 

Na (mg) 4196 ± 1957 3468 ± 1391 3975 ± 1694 
M) 3000↓ 

F) 2600↓ 
DG 

Ca (mg) 383 ± 177 375 ± 136 429 ± 163 
M) 800 

F) 650 
RDA 

Mg (mg) 205 ± 88 197 ± 60 204 ± 60 
M) 340 

F) 270 
RDA 

P (mg) 848 ± 383 863 ± 269 922 ± 259 
M) 1000 

F) 800 
AI 

Zn (mg) 8 ± 3 8 ± 2 8 ± 2 
M) 11 

F) 8 
RDA 

V.B2 (mg) 1.1 ± 0.5 1.2 ± 0.5 1.2 ± 0.3 
M) 1.6 

F) 1.2 
RDA 

V.B6 (mg) 0.9 ± 0.5 0.9 ± 0.3 0.9 ± 0.3 
M) 1.4 

F) 1.1 
RDA 

V.B12 (µg) 4.8 ± 2.2 5.6 ± 2.0 5.4 ± 1.6 2.4 RDA 

Folate (µg) 200 ± 100 207 ± 81 202 ± 67 240 RDA 

V.D (µg) 5 ± 3 5 ± 2 6 ± 3 8.5 AI 

V.E (mg) 

---------------- 

Male (n= 6) 

Female (n= 4) 

6.5 ± 4.0 

 

3.5 ± 1.9 

3.8 ± 0.6 

6.2 ± 2.2 

 

3.2 ± 1.3 

3.9 ± 0.7 

6.6 ± 2.6 

 

3.3 ± 1.3 

3.5 ± 0.6 

5~6 

------------- 

2.26 

2.5 

RDA 

(mg/1,000 kcal) 
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3.3.3 血液項目 

1. 血漿 α-TP、δ-T3 の変化 

 各期間の血液項目において、α-TP 摂取により、血漿 α-TP 濃度は、15.7 ± 2.7 µmol/Lから

31.8 ± 9.6µmol/Lに有意に増加し（p < 0.001）、さらに、血漿 δ-T3 濃度も 0.09 ± 0.02 µmol/L

から 0.15 ±0.05 µmol/Lに有意な増加が認められた（p < 0.01）。δ-T3 摂取により、血漿 δ-T3

濃度は 0.11 ± 0.03 µmol/L から 0.40 ± 0.19µmol/Lに有意に増加した（p < 0.01）。サプリメン

ト摂取の前後差の数値において、血漿 α-TP 濃度は、α-TP 期（16.1 ± 7.1 µmol/L）と C 期（0.4 

± 5.5µmol/L）および δ-T3 期（- 0.4 ± 3.1 µmol/L）と比較し、それぞれ有意な差が認められた

（p<0.001, p<0.001）。また、血漿 δ-T3 濃度の変化量も、δ-T3 期（0.29 ± 0.19 µmol/L）と、C

期（0.00 ± 0.06µmol/L）および α-TP 期（0.06 ± 0.04 µmol/L）と比較し、それぞれ有意な差が

認められた（p<0.001, p<0.01）。結果を Table 3-9 に示した。 
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Table 3-9. Comparison of variations of concentration in blood analysis items. after α-Tocopherol and 

δ-Tocotrienol supplementation 

(n= 10) Control 
α-Tocopherol 

(α-TP) 

δ-Tocotrienol 

(δ-T3) 
Standard value 

Plasma α-TP (µmol/L)  

Pre 

Post 

Variations 

 

15.6 ± 2.8 

16.0 ± 5.4 

0.4 ± 5.5 

 

15.7 ± 2.7 

31.8 ± 9.6a 

16.1 ± 7.1c  

 

17.2 ± 3.0 

16.7 ±3.5 

- 0.5 ± 3.3 

17.4 to 32.7 

Plasma δ-T3 (µmol/L) 

Pre 

Post 

Variations 

 

0.10 ± 0.02 

0.10 ± 0.05 

0.00 ± 0.06 

 

0.09 ± 0.02 

0.15 ±0.05b 

0.06 ± 0.04 

 

0.11 ± 0.03 

0.40 ± 0.19b 

0.29 ± 0.19 d 

 

The table shows changes and increases / decreases in blood items due to supplement intake. In addition, 

a comparative study of pre and post by supplement intake and a comparison between the three groups 

were shown. Those with significant differences are shown using the following alphabet. a: Significant 

difference was observed before and after supplement intake (p <0.001), b: Significant difference was 

observed before and after supplement intake (p <0.01), c: Significant difference was observed in 

comparison with C period and δ-T3 period (p<0.001). d: Significant difference was observed in 

comparison with C period and α-TP period (p<0.001, p＜0.01). 
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２. 脂質代謝に関する項目 

 各期間の血液項目において、α-TP 摂取により、総コレステロール濃度は、171 ± 31 mg/dL

から 181 ± 26 mg/dLに有意に増加し（p < 0.05）、さらに、LDL濃度も 95 ± 23 µmol/Lから

101 ± 23 µmol/Lに有意な増加が認められた（p < 0.05）。また、δ-T3 摂取により HDLの上昇

傾向を確認した（p = 0.063）。結果を Table 3-10 に示す。 

 

3. 骨代謝に関する項目 

 各期間の血液項目について、いずれも有意な差は認められなかった（Table 3-11）。 
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Table 3-10. Comparison of changes in blood lipid items after supplementation of α-tocopherol and δ-

tocotrienol. 

(n= 10) Control 
α-Tocopherol 

(α-TP) 

δ-Tocotrienol 

(δ-T3) 

Standard 

value 

Total-cho (mg/dL) 

Pre 

Post 

Variations 

 

175 ± 26 

180 ± 32 

5.2 ± 19.8 

 

171 ± 31 

181 ± 26a 

10.8 ± 11.9 

 

176 ± 30 

179 ± 30 

2.8 ± 10.9 

120 to 219 

TG (mg/dL) 

Pre 

Post 

Variations 

 

60 ± 19 

62 ± 22 

2.5 ± 18.0 

 

62 ± 29 

71 ± 29 

9.9 ± 15.3 

 

76 ± 25 

69 ± 29 

- 6.8 ± 22.9 

30 to 149 

F-cho (mg/dL) 

Pre 

Post 

Variations 

 

43 ± 7 

42 ± 8 

-0.2 ± 3.9 

 

41 ± 8 

43 ± 7 

1.9 ± 2.9 

 

42 ± 7 

44 ± 8 

1.7 ± 3.5 

34 to 66 

HDL (mg/dL) 

Pre 

Post 

Variations 

 

61 ± 17 

64 ± 16 

2.7 ± 4.0 

 

60 ± 16 

63 ± 15 

2.5 ± 5.8 

 

59 ± 17 

64 ± 20 

4.3 ± 6.4 

M 40 to 85 

F 40 to 95 

LDL (mg/dL) 

Pre 

Post 

Variations 

 

98 ± 16 

101 ± 24 

2.8 ± 16.3 

 

95 ± 23 

101 ± 23a 

6.6 ± 9.0 

 

98 ± 21 

101 ± 18 

2.7 ± 10.1 

65 to 139 

The table shows changes and increases / decreases in blood items due to supplement intake. In addition, 

a comparative study of pre and post by supplement intake and a comparison between the three groups 

were shown. Those with significant differences are shown using the following alphabet.  

a: Significant difference was observed before and after supplement intake (p <0.05). 
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Table 3-11. Comparison of changes in blood lipid items after supplementation of α-tocopherol and δ-

tocotrienol. 

(n= 10) Control 
α-Tocopherol 

(α-TP) 

δ-Tocotrienol 

(δ-T3) 
Standard value 

HCY (µmol/L) 

Pre 

Post 

Variations 

 

9.9 ± 2.6 

10.1 ± 3.1 

0.3 ± 1.5 

 

10.7 ± 2.9 

10.7 ± 3.1 

0.0 ± 1.7 

 

10.8 ± 3.7 

11.2 ± 4.2 

0.4 ± 2.0 

M 7.0 to 17.8  

F 5.3 to 15.2 

NTx (nM BCE/L) 

Pre 

Post 

Variations 

 

22.3 ± 5.4 

21.7 ± 4.8 

- 0.7 ± 2.9 

 

22.1 ± 5.3 

21.1 ± 5.8 

- 1.0 ± 2.5 

 

22.3 ± 5.3 

21.7 ± 6.5 

- 0.6 ± 2.5 

M 9.5 to 17.7  

F 7.5 to 16.5 

Total P1NP (ng/mL) 

Pre 

Post 

Variations 

 

67.1 ± 35.4 

68.0 ± 32.1 

0.9 ± 8.1 

 

66.4 ± 18.9 

60.8 ± 22.3 

- 5.7 ± 8.7 

 

64.2 ± 24.2 

62.2 ± 25.6 

- 2.0 ± 8.6 

M 18.1 to 74.1 

 F 16.8t o 70.1 

The table shows changes and increases / decreases in blood items due to supplement intake. In addition, 

a comparative study of pre and post by supplement intake and a comparison between the three groups 

were shown. There is no significant difference. 
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第 4節 考察 

3.4.1 α-TP および δ-T3 摂取による血中動態について 

 本研究では、δ-T3 を健康なヒトが摂取した場合の血中動態を明らかにすることを目的に

研究を実施した。δ-T3 摂取により、血漿 δ-T3 濃度は 14日間の δ-T3 の短期摂取で有意に増

加させることが明らかとなった。同じように α-TP 摂取により、血漿 α-TP 濃度および δ-T3

に有意な増加が認められた。 

これまで、T3 のバイオアベイラビリティは低く、TP よりも早く排泄されるといわれてき

た。それは、T3 よりも α-TP の方が肝臓の α-トコフェロール転移タンパク質（αTTP）への

親和性が高く、その結果、α-TP が血流に優先的に放出され、T3の分泌が抑制されているこ

とに起因することや[36]、T3 が TP に変換されるためである[37]。実際に、健康なボランテ

ィアに 300mg の混合 T3（α-T3 29%、γ-T3 55%、δ-T3 14%）を経口投与した場合の α-T3、γ-

T3、δ-T3 の平均見かけ上の排泄半減期（T1/2）値はそれぞれ 4.4、4.3、2.3 時間であり、α-

TP の 4.5〜8.7 倍の短さである[38]。しかしながら、本研究では 250mg/d の 1 日 2 回の複数

回摂取で摂取前の約 4 倍（0.40 ± 0.19µmol/L）増加させた。これまでに、δ-T3 を摂取させた

場合の血中 δ-T3 濃度が示された報告はいくつかあるが、いずれも、摂取後の数値に大きな

ばらつきがみられる。36人の男性（21-30 歳）に T3 混合サプリメントを 320 mg/d を（δ-T3

として50mg/d）、2か月間投与したところ、血中 δ-T3濃度は約100ng/dL増加した（0.25µmol/L）

[39]。また、250mg の δ-T3 サプリメントを高コレステロール症の被験者に 8 週間摂取させ

た研究ではプラセボと比較し、δ-T3 の血中濃度は 0.096 ± 0.068μmol/L 増加した[30]。さら

に、閉経後の女性に 12 週間 300mg あるいは 600mg の δ-T3 を摂取させた結果では、12 週間

後の血中 δ-T3 レベルはいずれの摂取量の場合も、血中 δ-T3 濃度は 3µmol/L前後の値を示し

[40]、δ-T3 の血中レベルは摂取量に依存しないことが示唆された。高用量の T3 摂取では T3

が TP に変化し、HMG-CoA 還元酵素の活性を誘導し、コレステロールを上昇させると言わ

れているため[41]、δ-T3 の血中レベル維持には、摂取期間や摂取量だけではなく、一日の摂

取回数に影響を受けている可能性がある[29, 38, 42]。 

これまでに、高コレステロール血症患者に AHA 食とともに、段階的に 125, 250, 500,750 

mg/d の δ-T3 を 4 週間ごとに摂取させた結果、250mg/d の δ-T3 摂取が最も血中の LDL を低

下させた[43]。さらに、4段階（125, 250, 500, 750mg/d）の δ-T3 を 4 週間にわたり投与する

と、250 mg/d の投与量が、最も酸化ストレスパラメーターの低下に最も効果的であり、心血

管疾患に関連する炎症性バイオマーカー（レジスチン、IL-1α、IL-12、FGF-b、PDGF）を低

下させた[27]。本研究での 14日間の δ-T3（250mg/d）摂取はヒト体内において、酸化ストレ

スマーカー低下や炎症性サイトカインの抑制作用が発動していた可能性がある。今後は、δ-

T3を摂取した場合の血中δ-T3濃度と共に、δ-T3上昇に関連する因子の定量が求められる。 

 α-TP 摂取は多くの研究で実施され、その効果はがん疾患、心疾患、脳・神経疾患、免疫

系、肝臓疾患、運動機能改善と幅広い[44, 45]。本研究においては、α-TP を 268mg（400IU）

摂取した結果、摂取前と比較して約 2 倍（Pre:15.7 ± 2.7 to Post: 31.8 ± 9.6µmol/L, Variations: 
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16.1±7.1µmol 増加）の濃度に増加した。これまでに、健康な男女 45 名に、400IU/d を 2か月

投与した結果、血中の α-TP 濃度はベースラインと比較し、15.0±2.2µmol/L増加した[46]。ま

た、喫煙者ではあるが、64 名の男性に、400IU の α-TP を 2 年間摂取させたところ 5.48 ± 1.33 

mg/g LDL protein から 10.65 ± 3.37 mg/g LDL protein と有意に 2倍の増加を認めた[31]。さら

に、男女 36 人に α-TP を 8 週間、400IU 摂取させたところ、22.7 ± 4.8µmol/L から 35.1 ± 

5.95µmol/Lの有意な増加を示した[47]。これまでに分かっている最も短期である 400IU/d の

3週間の α-TPを摂取した研究[48]では、摂取 3週間後の対象群の α-TP濃度が 21.5±2.7µmol/L

であるのに対し、α-TP 負荷群は 33.9 ±2.9µmol/L であった。これらの血中 α-TP 濃度の数値

は、本研究の 14 日間、268mg/d の α-TP 摂取と同レベルの数値、増加量である。つまり、本

研究では、α-TP の 14 日間の摂取で、これらの研究の血中レベルと同レベルまで到達するこ

とを明らかにした。また、LDL 酸化に関する研究における V.E 補給の効果は 1 日 400IU

（268mg）の用量で最大に近づくことが示唆されている[8, 49]。400IU の摂取で、介入終了

時に血中 α-TP 濃度が 30µmol/Lから 40µmol/L付近であった研究は、血管内皮の酸化からの

保護作用[47]、LDL酸化のラグタイムの延伸[48]、腎機能改善[50]といった効果が示された。

したがって、一日当たり 268mg の α-TP 摂取は、14 日間の短期摂取であっても、同等の効

果を示す可能性が示唆された。また、α-TP 摂取により、δ-T3 の有意な増加があった。これ

は今までに報告されていない結果である。血漿 TP、T3 濃度に影響を与えるのは、投与量だ

けではなく、腸管腔内における溶解度が吸収の主な決定要因とされている[51, 52]。また、α-

TP 輸送タンパク質（α-TTP）の T3 に対する親和性は低いといわれてきたが、最近、α-T3は

非 α-TTP 依存経路を介して吸収される可能性があると推測されている[53]。そのため、δ-T3

も α-T3 と同様に非 αTTP 依存経路を介している可能性がある。したがって、本研究におい

て、α-TPの摂取で δ-T3が増加した原因を解明することはできないが、腸管内での溶解率や、

生体内での脂肪細胞などにおける蓄積量などが関与したと考えた。 

本研究結果の最も注目すべき点は、これまでに報告の少ない健康な若年男女に δ-T3 を 14

日間投与し、短期摂取での有意な δ-T3 濃度増加の証明と、その具体的な血中 δ-T3 濃度を示

したことである。また、α-TP においても、4 週間以上の摂取と同レベルの血中 α-TP 濃度に

14 日間で到達することを明らかにした。このことは、δ-T3 や α-TP の血中への疾病予防効

果、疾患改善効果が短期摂取でも作用する可能性を示した。また、δ-TP や α-TP の健康なヒ

トを対象とした介入研究において、有用な基礎的データとなる。 

 

 

3.4.2 α-TP、δ-T3による血中脂質代謝の影響 

1) α-TP と脂質代謝 

本研究の次の目的は、α-TP、δ-T3 の血中脂質項目への影響を検討することであった。若

年男女が 268mg（400IU）/d の α-TP を連続 14日間摂取した結果 Total-cho、LDLに有意な増

加がみられた（p < 0.05）。これまで、抗酸化ビタミンの摂取量増加に対し、虚血性心疾患の
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低下や、虚血性心疾患の発生件数を減少させることが、疫学研究[54-56]やヒト試験で明らか

にされてきた[21]。また、血液透析患者に 120日間 α-TP を 400IU/d補給させた場合に、有意

に LDLレベルが低下し[57]、さらに 8 週間にわたる 400IU/dの α-TP 投与群では、LDLの酸

化感受性の低下が認められ、LDL酸化感受性低下に必要な最低限の α-TP は 400IU であるこ

とが示されている[32]。したがって、本研究においても、α-TP を 268mg（400IU）摂取する

ことによる、脂質項目の低下を期待し検討を行った。結果は、α-TP 摂取期に LDL濃度がサ

プリメント摂取前（Pre）の 95 ± 23mg/dLから摂取後（Post）101 ± 23mg/dL に有意に増加し

た。しかし、C 期および δ-T3 期の Postの LDL濃度の値も、101 ± 24 mg/dL, 101± 18 mg/dL

と α-TP 摂取期の Post の値とほぼ差がない。つまり、α-TP 摂取により LDL濃度が増加した

とは考えにくい。総コレステロール濃度にも同様に α-TP 摂取期に Preと Post で有意な増加

が認められたが（p < 0.05）、総コレステロールは LDLと TG と HDLの値から換算されるた

め、それらの値の増加による影響を受けたことが考えられた。血液中の LDL や TG はエネ

ルギー摂取量や食物繊維[58, 59]、n-3 系脂肪酸[60]の摂取量に影響を受けることが知られて

いる。本研究では各期間に被験者が摂取したエネルギーおよび栄養素の平均値に有意な差

はなかった。したがって、脂質項目は前日の食事の影響を受けた可能性がある。一般的に早

朝空腹時採血は絶食 10〜14 時間後の採血のことを指し、本研究においても、被験者は早朝

空腹時採血のおよそ 12 時間前に夕食を済ませていた。しかし、脂質項目のなかでも特に TG

は食事の影響を受けやすく、食後 9 時間であっても空腹時の TG の値より高い報告もある

[61]。したがって、早朝空腹時採血を実施するにあたって、早朝採血より 12 時間以上前に

夕食を済ませることを絶対条件とする必要性が示唆された。 

また、V.E はリポタンパク質と共に全身に運ばれるが、V.E を充足させると、マクロファ

ージによる LDL取り込みが抑制されたとする報告もある[62]。さらに、V.E により脂肪組織

から放出されるコレステロール輸送活性（CETA）の量が減少し、血漿中 CETP 活性は低下

するため、in vivoで連続的な高脂肪食摂取において血漿 HDLは上昇し、LDLは低下を示し

た[63]。これらのことから、α-TP の脂質低下作用は、継続した高い脂質摂取時に有効に作用

する可能性がある。本研究の被験者はいずれも PFC 比率は基準値内であったことから、α-

TP の LDL 低下作用がみられなかった可能性がある。さらに α-TP は LDL や HDL を抗酸化

するため[8, 64-66]、LDL を酸化変性から防御することにより動脈硬化への初期段階を制御

することにつながる。しかし、LDL 酸化はフリーラジカルだけでなく、他の非ラジカル酸

化物質を介した複数の経路で進行し、V.E はフリーラジカルを介した酸化に対してのみ有効

であることが考えられていることから、未だヒトでの V.E の LDL への抗酸化作用に一貫し

た結果が得られていない[67]。今後も、α-TP の LDL、HDL に対する抗酸化作用に着目して

行く必要がある。 

 

2) δ-T3 と脂質代謝 

本研究での δ-T3 と脂質濃度との関係において、δ-T3（250mg/d）摂取した場合に、HDLに
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増加傾向がみられた（p = 0.063）。これまで TRF（α-, β-, γ-, δ-T3 の混合）は、コレステロー

ル合成酵素の 3-ヒドロキシ 3-メチルグルタリル補酵素 A 還元酵素（HMG-CoA）を抑制し、

体内のコレステロール産生を阻害することが多数報告されている[19-22]。高コレステロー

ル血症に使用される薬剤のスタチンは、HMG-CoA 還元酵素と HMG-CoA との結合を競争阻

害し、コレステロール合成を抑制、LDL 受容体合成を促進する[68]。一方 T3 は HMG-CoA

還元酵素の転写後抑制に関与しており、HMG-CoA 還元酵素の基質に影響なく[69, 70]コレ

ステロール合成を抑制させる。また T3 のなかでも δ-T3 は HMG-CoA 還元酵素への阻害が

大きいため[23]、LDLが低下すると予測した。しかし、本研究結果では、若年男女に対する

δ-T3（250 mg/d）摂取の LDL低下作用はみられなかった。本研究の被験者の LDLレベルは

基準値内であり、有意な変動がみられなかった可能性がある。 

高コレステロールの改善に処方されるスタチン系薬剤が標的とするのは HMG-CoA 還元

酵素である。未だ、議論の余地はあるが、メバロン酸経路とコエンザイム Q10（CoQ10）の

生成経路は一部の経路を共有しているため、スタチン系薬剤は、コレステロールだけではな

く、CoQ10 の生成も低下させることで、一部のスタチン服用者に認められる軽度から中等

度の筋肉痛や横紋筋融解症に関与しているという報告もある[71-73]。さらにスタチンによ

る HMG-CoA 還元酵素の活性を抑制すると、負のフィードバック作用により、HMG-CoA 還

元酵素の発現が増加することが知られている[74]。したがって、δ-T3 のコレステロール低下

作用と有効な摂取量を示すことは、副作用のない疾病改善や予防へ貢献できるため、今後も

検討を続ける。また、δ-T3（250mg/d）摂取した場合に、HDLに増加傾向がみられた。HDL

の酸化は、末梢組織からの余分なコレステロールを回収する能力の低下へとつながり、動脈

硬化の病態に酸化 HDL が関与していることが報告されている[75, 76]。Framingham Heart 

Study[77]では、HDL が 1mg/dL ずつ増加するごとに、冠動脈疾患（CAD）リスクが男性で

2％、女性で 3％減少することから HDL レベルは CAD リスクの有力な予測因子であること

が示された。したがって、LDLだけでなく HDLの酸化予防や増加は動脈硬化予防に有効で

あることは明らかである。今後は抗酸化だけではなく、HDL レベルを増加させる栄養素と

して δ-T3 に注目したい。 

 

 

3.4.3 α-TP、δ-T3による骨代謝への影響 

酸化ストレスが骨コラーゲンに異常をもたらすことで骨質の劣化がはじまることから、

本研究では α-TP や δ-T3 が若年者における骨質劣化予防や、骨の健康維持への有用性の検

証も実施した。骨代謝マーカーは骨折予測因子であり、骨密度とは独立した骨折の危険因子

である[78-80]。本研究では、血清骨吸収マーカーに NTx、血清骨形成マーカーに total P1NP

を採用し、さらに骨マトリックス関連マーカーとして HCY を採用した。一日当たり 268mg

の α-TP および、δ-T3 を 14 日間連続摂取した場合、若年者では骨代謝マーカー、HCY 濃度

に有意な変化は認められなかった。 
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高齢マウスに高用量 V.E を投与した場合、骨密度に変化を及ぼさす、骨母タンパク質を増加

させ骨質および骨母タンパク質に顕著な影響が出た報告[12]や、インターロイキン-1（IL-1）

で刺激したマウス骨髄細胞とふくらはぎ骨芽細胞の共培養において、α-TP が骨芽細胞にお

ける RANKL の発現を低下させ、破骨細胞の発生を抑制することを明らかにしている[81]。 

一方で、α-TP は骨密度（BMD）への影響についても、一致した見解が得られていない。

V.E の過剰摂取が骨粗鬆症の発症リスクを上昇させる報告もあるが[82]、血清 α-TP 値が低い

高齢男性は酸化ストレスが高く、BMD が低下し[83]血清 α-TP と大腿骨頸部 BMD の間に正

の関連性があることが発見された[84]。加えて、α-TP は骨折治癒にも有益な効果を発揮した

[85]。したがって、α-TP による骨代謝への影響は骨質のみならず、骨密度への影響を含めた

さらなる検討が必要である。本研究において、NTｘはいずれの場合も男女ともに基準値よ

りも高値の 21~22 nM BCE/L付近を示した。現在、国内の臨床で用いられている血清 NTｘ

の基準値は男性(40〜59 歳):9.5〜17.7 nM BCE/L 、女性 (閉経前 40〜44 歳):7.5〜16.5 nM 

BCE/L 、(閉経後 45〜79 歳):10.7〜24.0 nM BCE/Lである。若年の血清 NTｘの基準値は明確

なものがない。20 歳前後の日本人の男子スキー選手のシーズンオフの血清 NTｘは本研究の

対象者と同レベルの 23.4±4.77 nmBCE/L を示していた[86]。さらに OSTEOMARK® NTx 

Serum キットによる血清 NTx の基準（平均年齢 35 歳、24 歳から 49 歳）は、男性で 5.4〜

24.2 nmol BCE/L、女性で 6.2〜19.0 nmol BCE/L である（2021 年 1 月現在）。以上のことか

ら、本研究の被験者の NTｘは基準値内と考えることもできる。血清若年者を対象とした血

清 NTｘレベルのデータは、少なく、本研究の数値は今後、さまざまな研究において若年の

血清 NTｘを評価する際に役立つと考えられた。 

 これまでに、脂質異常症の治療に多く用いられているスタチンが、骨形成を促進し、骨芽

細胞の分化を促進させ骨強度を高めた報告が多数ある[87-92]。これらのことは、骨代謝にと

ってメバロン酸経路が重要であることを示唆している。T3 もスタチンと似た作用を有して

おり、HMG-CoA 還元酵素を分解することで HMG-CoA 還元酵素の活性を低下させる[74]。

さらに T3（10％γ-T3 と 90％δ-T3 からなる）は、骨形成関連遺伝子の発現を促進すること

で、マウス骨芽細胞の骨形成活性を高めることを実証した[93]。しかし、骨は常に体内で代

謝されているものの、BMD を動的マーカーとして用いるためには半年から 1 年の観察期間

が必要だといわれている。対して、骨代謝マーカーは測定時点での骨代謝の状態を反映する

が、骨代謝マーカーを用いて薬剤の効果を観察する場合でも、6 か月間の観察期間をとる

[94]。したがって、本研究での介入期間は δ-T3 の作用が代謝マーカーへ反映されていなか

った可能性がある。T3 と骨代謝との関係は、メバロン酸経路が機序の主であると考えてい

る。メバロン酸経路におけるゲラニルゲラニル二リン酸（GGPP）が骨芽細胞や、破骨細胞

などの分化に関わっており、骨形成促進作用はメバロン酸代謝を阻害することにより GGPP

などのイソプレノイドの産生を阻害することで、破骨細胞の形成や破骨細胞機能を阻害し、

生体内での骨代謝に影響を与える[95-97]。無作為化二重盲検プラセボ対照試験では、閉経後

の骨粗鬆症の女性で 12 週間のアナトーT3（10％ γ-T3と 90％ δ-T3）サプリメントの効果が
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評価された。T3 補充を受けた閉経後女性では、プラセボ群と比較して骨型アルカリホスフ

ァターゼ（BALP）/NTx 比に有意な増加と酸化マーカーである 8-OHdG 濃度に減少が見られ

ている[25]。また、K A Chan ら[98]は、60 歳以上の女性に過去 2 年間にスタチン投与の記録

がなかった女性と比較して、13 回以上のスタチン投与を受けた女性は、非病的骨折のリス

クが減少したとし、スタチンは高齢女性の非病理学的骨折に対して保護的であるように思

われると報告している。以上のことから、T3（δ-T3）は骨芽細胞に対して保護作用が作用し

ているが、ヒトにおいては T3 の作用は高齢女性の骨代謝に特異的である可能性も推察でき

る。δ-T3 のヒトの骨代謝への作用を証明するには、さらなるデータの蓄積が必要になる。

被験者の年齢、性別、性ホルモン濃度、サプリメント投与期間に十分考慮することで δ-T3

の骨代謝改善への機序がより明らかになると考える。 

 

 

3.4.4 α-TP・δ-T3摂取による HCY への影響 

 本論文の 2 章での結果では、V.E 摂取により血漿 HCY 濃度は有意に低下したが、本研究

において、α-TP、δ-T3 の摂取による血漿 HCY 濃度に有意な変化は認められなかった。今回

対象としたのは、健康な若年男女であり、第 2 章の女子陸上選手は若年女性ではあるが、本

章の被験者と比較し、運動習慣や運動能力に差がある。加えて、女子陸上選手を被験者とし

た第 2章では、MTHFR の一塩基多型（SNP）がホモ型、ヘテロ型の対象者であった。今回

の被験者のMTHFRのSNPは判定しておらず、比較することはできないが、被験者のMTHFR

の SNP が影響した可能性もある。また、血中 HCY レベルは一般人とアスリートを比較した

場合に、アスリートのほうが低レベルである報告がある[99]。Rousseauらは[100]、有酸素運

動を行ったアスリートや陸上選手の HCY レベルは、非運動者やレスリング選手らと比較し

低いとし、さらに Sema Can ら[101]によると、非アスリートよりもアスリートでは定期的な

トレーニングに依存して HCY レベルが低くなる可能性を示した。運動と HCY レベルにつ

いて、現在一貫した結果は得られていないが、これらに共通しているのは、HCY レベルの

変動に関して、アスリートと非アスリートで分けて検討する必要があるということである。

また、2章での女子陸上長距離選手の栄養素摂取量は、HCY代謝に関与する V.B6（2.0±0.5mg）、

V.B12（19.0±6.2 µg）、葉酸摂取量（528±169 µg）は推奨量（RDA）の 2 倍から 8 倍量を摂取

していた。一方、本研究の被験者では、V.B12については RDA を満たしているものの、V.B6

や葉酸は RDA に満たなかった。血中 HCY レベルは、HCY 代謝と関与している補酵素の栄

養状態に依存している[102, 103]。しかしながら、HCY 代謝に関与する V.B6および V.B12の

サプリメント投与を行ったところ、閉経後女性において大腿骨頸部骨折が上昇するという

報告もある[104]。したがって、本研究は HCY レベル上昇と骨折や骨代謝との関係には栄養

素の欠乏のみに焦点をあてるのではなく、運動量やSNPsも考慮すべきであることを示した。

以上のことから今回、α-TP、δ-T3 によって変動が認められなかったのは、運動習慣および

補酵素の栄養状態も一つの要因である。 
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本章では、α-TP および δ-T3 を健康なヒトが摂取した場合の血中動態を明らかにすること

を目的とし、研究をおこなった。その結果、血中 δ-T3 および α-TP 濃度は有意に増加した。

すなわち、本研究結果は、δ-T3 や α-TP が 14 日間の短期摂取後、有意なレベルで検出可能

であることを証明した研究である。したがって、α-TP および δ-T3 の機能性は短期摂取の場

合でも、ヒトの体内において有効に作用する可能性を証明した。また、δ-T3 摂取による血

中 HDLの増加傾向を明らかにし、δ-T3 摂取による動脈硬化予防の可能性が示された。しか

し、本研究の限界点は、ヒトの δ-T3 の基準値を示したデータがないために、被験者の血漿

δ-T3 の階層の特定ができないこと、さらに、δ-T3 の生理機能的効果を示すのに有用とされ

る T3 の血中濃度範囲であるかの推測ができなかったことである。今後は、δ-T3 のバイオア

ベイラビリティに対し、より有効な摂取方法や摂取量を検討し、ヒトの疾病予防に役立つ栄

養素の一つとして確立させたい。 
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