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Abstract

It has been discussed that the increase in the intake ratio of  calcium and magnesium (Ca/Mg ra-
tio) increases the risk of  the ischemic heart disease. Though there are some reports on Ca/Mg ratio 
concerning the ischemic heart disease in animal experiments, there are few reports of  experiments 
on cultured cells. Therefore, we investigated the in�uence of  various ratios of  Ca/Mg on the cell 
viability of  cultured �broblasts at various passage numbers. As a result, cell viability of  cultured 
�broblasts at passage number 14 or more signi�cantly decreased with rises in Ca/Mg ratios. Fur-
thermore, it was shown that this phenomenon was related to Ca/Mg ratios and not to rising Ca 
concentrations used in this report. Additionally, it was shown that the supplementation of  DSW 
collected from Izu-Akazawa, Japan which did not change the Ca/Mg ratio, to cells in a state of  de-
creased cell viability due to the increased Ca/Mg ratios showed an inhibition against decreasing 
their cell viability. Considering these results, it is suggested that the application of  DSW will be a 
promising approach on health maintenance because the Ca/Mg ratio has been an increasing trend 
along with the diversi�cation of  the Japanese diet.
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要　　旨
カルシウム／マグネシウム摂取比（以後，Ca/Mg比）の増大は虚血性心疾患のリスクを生じさせ

ることは周知のとおりである．また動物実験によるCa/Mg比の増大と虚血性心疾患についての報
告はあるが，Ca/Mg比に関する細胞レベルの研究報告はほとんど見当たらない．そこで継代数が
異なる培養線維芽細胞を用いて，CaおよびMgのさまざまな割合の影響を調査した．その結果，
継代数が14回の細胞（老化したと考えられる細胞）ではCa/Mg比が高い条件で培養すると細胞活性
が顕著に低下した．この現象は本研究で使用された範囲内でのCa濃度の増加にかかわりなく
Ca/Mg比に依存することが示唆された．しかし，Ca/Mg比の増大に伴って細胞活性が低下する条件
において，Ca/Mg比を変えない量の伊豆赤沢産の海洋深層水（以後，DSW）を添加して培養した結
果，細胞活性の低下が阻止されることが示唆された．本研究の結果から，食の多様化に伴って
Ca/Mg比が増加傾向にある日本の食事に対してDSWの利用は健康維持上有用な一つのアプローチ
になると思われる．
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1.　緒　　　言

DSWは太陽光の透過が著しく低下する補償深度
以深の海水であるために低温であり，生菌数も少な
く清浄である．また無機栄養塩の消費者である植物
プランクトンが増殖できない環境であるために富栄
養性を示し，これら3つの特性がほとんど変動する
ことなく安定していることから有望資源として注目
されている．これまでDSWは海産物の養殖や飲料
水などに利用実績があるのみならず，温度差発電や
空調の冷媒へも応用されている（高橋，2000）．さら
にDSWはヒトの健康分野への利用に対しても大い
に期待されるところであるが，残念ながらDSWの
摂取意義を考慮した基礎的な研究例は未だ少ないの
が現状である．健康分野への利用にあたり，DSWに
豊富に含まれるミネラル類の特徴については注目に
値する．一般に海水と陸水では，そのミネラル組成
に根本的な違いがあり，海水は陸水よりもNaを多
含する．また海水はMg濃度が高いため，CaとMg

の存在バランスが，海水と陸水では逆転している
（鷹城，1990）．ヒトの健康に対するCaとMgのバラ
ンスの影響については，Karppanen et al.（1978）の研
究が有名である．彼らは食事から摂取されるCa/Mg

比が増大すると，虚血性心疾患による死亡リスクが
上昇することを世界的規模の疫学的研究により明ら
かにした．彼らの報告後，飲料水中のCa/Mg比と心
臓血管系による死亡の関係が調査されて，Mg含有
量と虚血性心疾患には負の相関が報告されている
（Rylander et al., 1991）．さらにKousa et al.（2006）は，
フィンランドのある地域における調査で，虚血性心
疾患による死亡率は飲料水中のMg含有量と負の相
関を示し，高濃度のMgを含む飲料水は虚血性心疾
患による死亡のリスクを下げることが示唆されたと
報告している．最近ではオランダにおける調査で，
水道水の硬度と虚血性心疾患および脳卒中による死
亡率との関係について今回は有意な関係を見出せな
かったが，Mg摂取不足の影響については，慎重に
再調査することが望まれるとの報告がある（Leurs et 

al., 2010）．上述のとおり，世界中で関連研究が盛ん
に行われるようになってきた．わが国でもOrimo

（1986）が，Caがアテローム動脈硬化症のイニシ
エーターであることを明らかにしており，最近では
藤岡ら（2005）によるMgと循環器疾患についての相
関など，ヒトを対象とした研究は世界的規模で長年
にわたり数多く見られる．また実験動物を用いた研
究もこれまで盛んに行われて来た経緯がある．ラッ
トにおけるCa代謝に対する加齢とMgの影響（Mcel-

roy et al., 1991）をはじめ，Sutoo and Akiyama（2001）
は高血圧雄性ラットを用いてCaとMgの脳室内投与
による脳の血圧制御作用を検討した．その結果，Ca

は収縮期の血圧を上昇させるが，Mgは低下させ，
さらにCaの作用を用量依存的に抑制することを報
告している．池田ら（2012）はマウスを用いて食餌
によるMg欠乏群および高Ca摂取群を設けた実験を
行い，Mgの欠乏群および高Ca摂取群には心筋細胞
の変性ならびにミトコンドリアの異常が観察された
と述べている．このようにCa/Mg比のヒトに対する
疫学的研究や動物実験の報告は数多く見られるが，
生体を構成する最小単位である細胞に関する研究は
ほとんど見られない．そこで本研究では，血管新生
と関わりが深いとされている線維芽細胞（藤原ら，
2008）を用い，Ca/Mg比がヒト由来の培養線維芽細
胞に及ぼす影響について調査した．次に継代数が
18回の線維芽細胞（老化したと考えられる）を用
い，Ca/Mg添加比の増大に伴う細胞活性の低下に対
するDSWの効果を調査した．さらに，継代数が19

回の線維芽細胞を用い，細胞活性が低下するCa/Mg

＝2におけるDSW添加効果について，直上の表面海
水（以後，SSW）を対照として比較検討したのでこ
れらについて報告する．

2.　材料と方法

2.1　試薬
CaCl2（特級，和光純薬），MgCl2・6H2O（特級，和

光純薬），PBS（－）（Ca/Mgを含有しない等張リン
酸緩衝液，細胞培養用，日水製薬），イーグルMEM

（①，細胞培養用，日水製薬），3-（4,5-dimethyl-2- 

thiazolyl）-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide（生化学
用，ナカライテスク，以後MTT），トリプシン―
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EDTA（2.5 g/L Trypsin: 1 mM EDTA solution, ナカライ
テスク），牛胎仔血清（免疫生物研究所，以後FBS），
DSW（伊豆赤沢，北緯34°50′19″, 東経139°08′11″, 深度
800 m, DHC），SSW（伊豆赤沢，北緯34°50′19″, 東経
139°08′11″, 深度0 m, DHC），メタロアッセイキット
（Ca測定LS-MPR, Mg測定LS, メタロジェネティック
ス）

2.2　細胞および継代培養
ヒト由来線維芽細胞（NB1RGB RCB0222, 理化学研
究所バイオリソースセンター，以後NB1RGB）を1

枚の培養シャーレ（ϕ90, 日本ジェネティック）に播
種し，コンフルエント状態まで培養後，トリプシン
―EDTAを用いて細胞を剥離させて新しい培養
シャーレ2枚に継代し，この操作を重ねて継代回数
とした．なおNB1RGBの培養は，すべて37℃, 

5％CO2の条件で行い，細胞の増殖及び前培養は
10％FBS含有イーグルMEM培地を用いた．

2.3　細胞活性評価
あらかじめコンフルエント状態まで増殖させた培
養シャーレ2枚分のNB1RGBを用いて96穴マイクロ
プレート（培養細胞用，イワキ）に2×104個／穴に
なるように播種し，1日間前培養を行った．前培養
後，各試験に供する評価用の培地（試料添加培地，
200 μL／穴）に置換してさらに1日間培養した．培
養後の細胞活性は，細胞内のエネルギー生産を担う
ミトコンドリアの電子伝達系を指標としたMTT 

還元法（山田ら，2007）によりマイクロプレート
リーダー（モデル550, バイオラッド）を用いて
OD570‒OD650の値を測定した．
なお細胞活性残存率は，以下の式により求めた．

細胞活性残存率（％）

試料添加区の細胞活性＝ ×試料無添加区の細胞活性 100
 

2.4　FBS濃度の検討
本研究において一般に細胞の増殖や維持のために
必携となるFBSの影響を極力排除するために，培地
に添加するFBSの最低濃度を調査した．0～10％の

範囲で2％ごとにFBS濃度が異なるイーグルMEM培
地を調製し，2.2の操作に準じて用意したNB1RGB

を用いて96穴マイクロプレートに2×104個／穴に
なるように播種後，FBS濃度が異なる上述の培地を
用いて1日間培養した．培養後2.3の方法に準じて
操作し，細胞活性残存率を求めた（n＝8）．
なお本研究で用いたFBS中に含まれるCaおよび

Mgの含有量については，前述のメタロアッセイ
キット（Fujita et al., 2013; Sakamoto et al., 2012）を用
いて測定した．

2.5　Ca/Mg添加比と細胞活性
2.2の方法に準じて用意した継代回数が10, 12, 14, 

19および21回のNB1RGBについて，それぞれ培地中
のCa濃度が，おおむねヒトの血清中の濃度（日本透
析医学会，2006）の範囲である2.0, 3.0および3.5 mM

となるように調製したCaCl2溶液に，おのおののCa

濃度におけるCa/Mg添加比が1～4となるように
MgCl2・6H2Oを添加した2％FBS含有イーグルMEM

培地を用いて1日間培養した．培養後，細胞活性残
存率を2.3の方法に準じて求めた（n＝8）．なお，
CaCl2およびMgCl2・6H2O溶液を加えない系を対照区
として，その場合の細胞活性を100％として縦軸上
に記した．

2.6　DSW添加効果
2.5の方法で得られた結果を基に，Ca/Mg添加比の

増大とともに細胞活性の低下が見られる継代回数が
18回のNB1RGBを用いて2.5の方法に準じて試験を
行い，各Ca/Mg比における0.5％DSW添加の影響を
調べた（n＝8）．さらに本効果の特異性を検討する
ために，継代回数が19回のNB1RGBを用いてCa/Mg

＝2の条件でDSWの添加効果を濃度（添加濃度，
0～0.4％）との関係について調査した（n＝8）．この
比較対照としては，DSW取水点直上の海表面で採
水されたSSWを用いた．なお本試験におけるDSW

およびSSWの添加濃度は，培地中のCa/Mg比にほ
とんど影響しない程度に調整した．
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2.7　統計処理
得られたデータは，必要に応じて平均値±標準偏
差で表した．なお，データ間の有意差はノンパラメ
トリック多重比較検定（Steel‒Dwass検定）を行い，
p＜0.05を有意と判定した．

3.　結　　　果

3.1　FBS濃度の検討
イーグルMEM培地に添加するFBSの最低濃度を
検討した結果をFig. 1に示した．FBS無添加（0％）
ではNB1RGBの細胞活性は極めて低かったが，2％
以上では高い細胞活性が得られ，その活性はFBS濃
度が10％に至るまで有意差が見られなかった．な
お本研究で用いたFBS中のCaおよびMg含量の測定
結果をTable 1に示した．この結果から，2％FBS含
有イーグルMEM中に含まれるCaおよびMgの濃度
は，それぞれ0.52 mMおよび0.29 mMとなり，Ca/Mg

＝1.79であった．

Fig. 1.　 Cell viability of  NB1RGB cultured with various con-

centrations of  FBS. Cell viability was measured by 

MTT assay as described in materials and methods 

(n＝8, bars mean ±SD).

Table 1.　Concentrations of  Ca and Mg in the FBS

Minerals
Concentration

mg/100 mL

Calcium 18.78

Magnesium 5.07

3.2　Ca/Mg添加比と細胞活性
継代回数が異なるNB1RGBに対して，Ca/Mg添加

比が1～4となるように調整した2％FBS含有イーグ
ルMEM培地で培養した結果，継代回数が10回およ
び12回のNB1RGBでは，Ca濃度の増加およびCa/Mg

添加比に関わらず高い細胞活性が確認された（Figs. 

2～4）．しかしながら継代回数が14, 19および21回
のNB1RGBでは，Ca濃度にかかわらずCa/Mg添加比
の増大に伴って細胞活性は有意に低下し（p＜0.05），
Ca/Mg≧2では細胞活性がほぼ消失した  （Figs. 2～4）．

Fig. 2.　 In�uence of  various Ca/Mg ratios in the case of  2 mM 

Ca on the cell viability of  NB1RGB at various passage 

numbers. Cell viability was measured by MTT assay 

as described in materials and methods (n＝8, bars 

mean ±SD).  ● , 10th passage;  ■ , 12nd passage;  

 ▲ , 14th passage;  ◆ , 19th passage;  ▼ , 21st  

passage

Fig. 3.　 In�uence of  various Ca/Mg ratios in the case of  3 mM 

Ca on the cell viability of  NB1RGB at various passage 

numbers. Cell viability was measured by MTT assay 

as described in materials and methods (n＝8, bars 

mean ±SD).  ● , 10th passage;  ■ , 12nd passage;  

 ▲ , 14th passage;  ◆ , 19th passage;  ▼ , 21st  

passage
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3.3　DSW添加効果
3.1の結果から，継代回数が18回のNB1RGBを用

いて，各Ca/Mg添加比における0.5％DSW添加（終
濃度）の影響について検討した結果，Ca/Mg添加比
の増大とともに細胞活性が低下する現象に対して，
Ca/Mg≦2において0.5％DSWの添加が細胞活性の低
下を抑止する効果が観察された（Fig. 5）．さらにそ
の効果は添加濃度依存的に高まることが示唆され
た．SSWとの比較では，添加濃度が0.1～0.3％の範

囲においてDSWの方が高い効果を示す傾向が見ら
れたが，0.4％ではその差異は消失した（Fig. 6）．

4.　考　　　察

Ca/Mg比が細胞活性に及ぼす影響を検討するにあ
たり，培地調製に用いるFBSの影響を考慮して，ま
ずNB1RGBの培養維持に必要なFBSの最低濃度につ
いて調査した．その結果，FBS濃度と細胞活性の関
係は2％以上の添加濃度で本研究の試験期間におい
て十分に細胞の維持が可能と判断され，それ以上の
濃度を添加しても細胞活性にほとんど変動が見られ
なかった．この結果から，本研究におけるFBSの添
加濃度は2％とした．なお今回使用したFBS中のCa 

およびMgの含量測定値（Table 1）から2％FBS中に
含まれるCaおよびMg量はそれぞれ94 μMおよび
42 μMであり，十分に低い濃度であった．したがっ
て本研究で添加されたCaおよびMgの濃度（それぞ
れ2～3.5 mM, および0.5～3.5 mM）を考慮すると，
FBS由来のCaおよびMgの影響は極めて小さいもの
と考えられたのでFBSが及ぼす影響については考察
から外すことにした．
一般に保存株として樹立された培養細胞の多くは
分裂寿命を有さない，いわゆる癌化細胞である．本

Fig. 4.　 In�uence of  various Ca/Mg ratios in the case of  

3.5 mM Ca on the cell viability of  NB1RGB at various 

passage numbers. Cell viability was measured by 

MTT assay as described in materials and methods 

(n＝8, bars mean ±SD).  ● , 10th passage;  ■ , 12nd 

passage;  ▲ , 14th passage;  ◆ , 19th passage;  ▼ , 

21st passage

Fig. 5.　 E�ect of  supplementation of  DSW on the cell viabili-

ty of  NB1RGB at passage number 18 cultured with 

various Ca/Mg ratios in 2 mM Ca. Cell viability was 

measured by MTT assay as described in materials 

and methods (n＝8, bars mean ±SD).  ● , With 

0.5％DSW;    ○   , Without DSW

Fig. 6.　 E�ect of  supplementation of  various concentrations 

of  DSW and SSW on the cell viability of  NB1RGB at 

passage number 19 cultured with the ratio of  Ca/Mg＝
2 in 2 mM Ca. Cell viability were measured by MTT 

assay as described in materials and methods (n＝8, 

bars mean ±SD).  ● , DSW;  ○ , SSW
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研究に先立ち，NB1RGBをはじめとして腸管上皮細
胞（Caco-2），肝細胞（Hep-G2）など種々の起源生物
種から樹立された6種の培養細胞について，Ca/Mg

比が細胞活性に及ぼす影響を調査した．その結果，
NB1RGBのみがCa/Mg添加比の増大にともない細胞
活性が低下する傾向を示したが，その他の細胞種の
細胞活性は全く変動しなかった（データ未提示）．
NB1RGBは分裂寿命を有する正常細胞である．その
継代回数はすなわち細胞の老化を意味し，その機能
や形態は継代回数が少ない若い細胞とは大きく異な
ることが知られている（村野，1998）．本研究で細
胞活性の指標とした細胞内小器官のミトコンドリア
については，石井（2002）が線虫を用いた研究で，
細胞の老化はミトコンドリアの機能低下に起因する
と述べている．またKrishnan et al.（2007）は，老化
とともにミトコンドリアDNAの変異が増加するこ
とを報告している．これらの報告から細胞の老化は
ミトコンドリアの機能劣化に起因すると思われる．
この細胞老化とミトコンドリア機能の関係について
は，斉藤ら（2005）が細胞の老化に加えてMg不足が
重なると細胞内にCaが蓄積してアポトーシスを引
き起こすと報告している．次にミトコンドリアの 

機能とCaとの関係に関する研究について遡ると，
Peterson et al.（1986）が，老化にともなう細胞内の
Ca濃度の上昇は，グルコースやグルタミンの酸化
促進によってミトコンドリアの機能低下を来たすと
述べている．上述の背景の下，本研究では継代回数
が異なるNB1RGBを用いて培地中のCa/Mg添加比の
増大と細胞活性の変動について調査した結果，
2％FBS含有イーグルMEM培地に2.0～3.5 mMのCa

濃度の範囲でCa/Mg比が1～4となるようにMgを添
加した培地を用いて培養したNB1RGBの細胞活性
は，継代回数が12回以下のいわゆる若い細胞では
Ca/Mg添加比に関わらず高い細胞活性を維持した．
しかしながら継代回数が14回以上のいわゆる老化
した細胞では若い細胞とは異なり，Ca/Mg添加比の
増大にともなって細胞活性が顕著に低下した．なお
いずれの細胞においても，Ca濃度の影響は小さい
ものと思われた．このことからNB1RGBの細胞活性
は，添加するCaの濃度よりも継代回数とCa/Mg比

の影響をより大きく受けることが示唆された．本研
究で細胞活性の評価法として用いたMTT還元法は，
ミトコンドリアの脱水素酵素活性を測定する方法な
のでエネルギー生産に密接に関連しており（森本・
田中，1990），本研究で得られた結果は上述の数々
の報告にあるように，老化に伴うミトコンドリアの
機能低下に起因するものと思われる．老化した細胞
ではミトコンドリアの劣化が起こる．これにCa/Mg

比の偏重などの負荷が加わるとミトコンドリアの機
能失調（細胞活性消失）が誘導されて，遂にはアポ
トーシスに至るものと考えられる．すなわち本研究
の結果は，若い細胞では全く影響のないCa/Mg比で
あっても，老化すると致命的な負荷因子となる可能
性を示唆したものであると考えられる．
次に，継代回数が多いNB1RGBはCa/Mg比の増大
に伴い細胞活性が低下することに着目し，継代回数
が18回のNB1RGBを用いてDSWの添加効果を調査
した．その結果，0.5％DSW添加によりCa/Mg≦2の
範囲ではあるが，細胞活性の低下を抑止する効果が
確認された．DSW中にはCaおよびMgがそれぞれ約
10 mMおよび約50 mM含まれていることから（Table 

2），0.5％DSW中のCaおよびMgはそれぞれ約50 μM

および約250 μMと推定される．これらはいずれも
低濃度であることから，0.5％DSWの添加が本研究
で設定した各Ca濃度におけるCa/Mg比に直接影響
したとは考えにくい．木村（2001）は海水中に存在
する多くの微量元素が相互関係にあることを報告し
ているので，本研究で見られたDSWの添加効果も
Ca/Mg比の改善によるものではなく，DSW中の微量
元素間の相互作用が影響しているのかも知れない．
また本研究で調査したSSWの添加試験においても，
DSWとほぼ同じ結果が得られているので，本効果

Table 2.　 Concentrations of  Ca and Mg in DSW of  Izu-Aka-

zawa, Japan in 2014

Minerals
DSW SSW

mg/L

Sodium 10,400 9,860

Potassium 426 320

Calcium 407 309

Magnesium 1,220 1,090
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は海水中の微量元素間の相互作用に起因する可能性
が高まったと考えている．しかしながら，その具体
的なメカニズムの解明については今後の課題であ
る．なお本研究の結果は，Ca/Mg比が増大する傾向
にあるわが国の食事実態において（木村，2010），
身体を構成する最小単位である細胞の加齢とCa/Mg

比および海水成分摂取との関係の一端を示唆したも
のであり，また海水成分の供給源として世界に比類
のない数のDSW取水地を有するわが国においては，
ヒトの健康におけるDSW利用の意義を細胞レベル
で検証できたものと考えている．
最後に老化が生体を構成する最小単位である細胞
内のミトコンドリアの劣化に始まり，これにCa蓄
積やMg不足などの外的要因が加わると細胞死に至
るというプロセスを考慮すると，健康長寿のために
は脂質や糖質の摂取量に対する配慮に留まらず，加
齢に応じたCa/Mg比にも留意して総合的にバランス
の良い食事を心がけることの重要性が改めて認識さ
れたと考えている．本研究の結果は長年にわたるヒ
トの研究および動物実験の結果と矛盾しないもので
あったことから，本報がCa/Mg比に起因する疾病に
対するメカニズム研究ならびに海洋深層水の利用研
究発展の一助となれば幸いである．
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