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研究成果の概要（和文）：短期リン負荷では腎のエリスロポエチン発現は減少するが、貧血は生じなかった。一
方、長期負荷をかけると貧血は惹起されるが、腎線維化も惹起されていた。このことは、リン負荷が腎性貧血を
惹起することを示しても、「腎機能を悪化させずに貧血を惹起する」というリン性貧血の概念は成立しないこと
を示す。
そこで当初の仮説を放棄し、長期リン負荷が寿命を短くすることがげっ歯類でも成立するか検証した。マウスに
リン吸着薬を投与し2年間観察したところ、オスのみにおいて、3.0%炭酸ランタン追加群で寿命が延びていた。
また腎機能に差があったので、低リン食が加齢による腎機能悪化を抑制することが一因と思われ、その機序を今
後検証する。

研究成果の概要（英文）：Phosphate loading for short duration repressed EPO production in the kidney,
 however did not induce anemia. Phosphate loading for long duration induced anemia, but at the same 
time, brought about renal fibrosis. These findings might indicate that phosphate loading induce 
renal anemia, but does not support our hypothesis of “phosphate-driven anemia” that phosphate 
loading per se induce anemia not by worsening renal function. 
Abandoning our prior hypothesis, we moved on to the next question if phosphate loading shorten the 
lifespan of rodents. To address this question, we administered a phosphate binder, lanthanum 
carbonate, to mice for nearly two years. We found that adding 3.0 % lanthanum carbonate to chow 
lengthened the survival time only in male mice. Observed better renal function of mice fed lanthanum
 carbonate might be the reason for improved survival. We will elucidate the mechanisms of 
renoprotection by phosphate restriction.  
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１．研究開始当初の背景 
我々は、骨ミネラル代謝に関わる一連の実験
の中で、6週齢雄性Wistarラットに低リン食、
高リン食、高リン＋ランタン食を 1日だけ給
餌し、リンが腎に与える影響を評価した。そ
の結果、Periodic Acid Schiff (PAS)染色で
評価した腎組織上は3群間に差を認めないに
も関わらず、腎エリスロポエチン mRNA 発現
量が低リン食ラットに比べ高リン食ラット
で低下し、高リン＋ランタン食ラットで回復
することが明らかとなった(Figure 1)。また、
前向きコホート研究においても、リン負荷の
指標である血清 intact FGF23 値や whole PTH
値が高値の患者ほど、貧血の進行速度が速い
事を見出している(data not shown)。これら
予備検討の結果は、①食事リン負荷が腎エリ

スロポエチン産
生を抑制し貧血
を惹起しうるこ
と、②炭酸ラン
タンによりリン
負荷による貧血
（リン性貧血）
が解除され得る
ことを示してい
ると考えられた。 
 

２．研究の目的 
我々は、慢性腎臓病患者の多施設コホート研
究から、リン利尿ホルモンである線維芽細胞
増殖因子(FGF23)と副甲状腺ホルモン（PTH）
が腎機能の悪化とは独立して腎性貧血の進
行（ヘモグロビンの低下速度）に関わること
を、推算糸球体濾過量(eGFR)を時間依存性変
数として補正することで明らかにした。これ
らのホルモンはリン負荷で上昇することか
ら、リン負荷自体がエリスロポエチン(EPO)
を低下させるという仮説を持った。実際、動
物実験において腎不全を全く惹起させてい
なくても、経口リン負荷だけで EPO mRNA の
発現が腎臓で落ち、それがリン吸着薬で改善
することを確認している。この現象は「リン
性貧血」という新たな疾患概念に繋がる。本
研究の目的はリン負荷がいかなる機序で EPO
産生に影響するのかを明らかにすることが
目的である。 
 
３．研究の方法 
●普通食、リン負荷食、リン負荷＋炭酸ラン
タンの３つの群に瀉血をおこない、この食事
を続けさせる。瀉血後の Hb 上昇速度を３群
間で比較し、腎臓での EPO 産生を比較する。
ここでEPO発現の可視化に関しては、EPO-GFP 
transgenic mouse を使う。また同様なことを
TPTXモデルやFGF23 KO mouseで行うことで、
PTH と FGF23 の関与を明らかにする。 
●PTH や FGF23 持続注射モデルにおいて、EPO
産生が下がり貧血を呈するかを評価する。こ
の時に GATA,HIF-2αの発現あるいはその安
定性（ユビキチン化、プロテアソームによる

分解）に関して調べる。TPTX モデルや FGF23 
KO mouseでリン負荷した場合にもこれらを調
べる。 
 
４．研究成果 
【2015 年度の研究】 
 C57BL/6J マウスに0.29% Pあるいは1.2% P
を 3 週間負荷し、末梢血で貧血を評価したと
ころ、1.2%P 負荷でやや RBC が低下傾向にあ
るものの有意差を認めなかった(Figure 2)。
しかしながら、同マウスの骨髄における赤血
球分化を評価したところ、1.2% P 餌負荷マウ
スにおいて赤血球の分化障害が認められた
（Figures 3 and 4）。Figure 3 は骨髄細胞を
CD44とTer119で展開したFACSの結果である。
骨髄における赤血球分化は赤矢印(Q1→Q2→
Q4)の順番に進むことが知られている
(Figure 3)。Figure 4 は Figure 3 の結果を

定量評価したもので
あり、1.2%P 負荷群で
はQ2 (未分化赤血球)
の割合が高く、Q4 (分
化赤血球)の割合が
低いことが確認でき
た。つまり、経口リ
ン負荷により赤血球
分化が抑制されるこ
とが明らかになった。 

 
骨髄細胞の解析にて高リン食による赤血
球分化抑制が明らかになったのに(Figures 3 
and 4)、高リン食により貧血が認められなか
ったため(Figure 2)、更なる検討を行った。
ヒト（成体）においては骨髄でのみ赤血球の
造血が行われているが、マウスでは生体にお
いても骨髄以外に脾臓で活発な造血が行わ
れており、脾臓における造血はエリスロポエ
チン非依存性であることが知られている。こ
のため、マウスでは脾臓におけるエリスロポ
エチン非依存性造血のため Figure 2 に示す
結果になったのではないかと考え、脾摘＋片



腎摘マウスに 0.29% P あるいは 1.2% P を 3
週間負荷した。
その結果 1.2% 
P 負荷にて貧
血が認められ
ることが明ら
か に な っ た 
(Figure 5)。 
 
【2016 年度以
降の研究】 
 2015 年度の
研究にて、脾摘＋片腎摘マウスに 0.29% P あ

るいは 1.2% P を負荷したところ、1.2%P 群に
て貧血が認められたため、同様の実験を
1.2%P + 6% 炭酸ランタン群を追加して行っ
た。血清カルシウム値は3群間に差を認めず、

血清リン値は 1.2% P 群で上昇、1.2% P + 6% 
炭酸ランタン群で上昇は抑制されていた 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

(Figure 6)。また、腎石灰化の有無を von 
Kossa 染色で調べたところ、3 群とも腎石灰
化病変は認めなかった (Figure 7)。しかし
ながら PAS 染色、MTC 染色、collagen I 染色
による評価においては、1.2% P 群で腎尿細管
間質線維化病変が進行し、炭酸ランタンにて
同病変の進行が抑制されることが明らかに
なった(Figure 8-10)。 
このため、2015 年度の研究 Figure 5 で認
められた貧血は腎傷害によるものであるこ
とが示唆された。 

上記をまとめると、短期のリン負荷では腎に
おけるエリスロポエチン発現は減少するも
のの貧血までは生じなかった。一方、長期の
リン負荷をかけることで貧血が惹起される
ことは確認できたものの、腎組織のコラーゲ
ン組織の増生も見られ、結果的に腎線維化が
惹起されていることが判明した。このことは、
リン負荷が腎性貧血を惹起することを観察
したことになっても、当初の仮説である、「リ
ン負荷は腎機能を悪化させずに貧血を惹起
する」というリン性貧血の概念が成立しない
ことを示す。 
これらの結果より、我々は当初の仮説を放棄
して、長期的なリン負荷が腎機能を悪化させ
寿命を短くすることがげっ歯類でも成立す
る可能性を探求することに方針を変えた。こ
のことを証明するために、正常食摂取マウス
にリン吸着薬を投与することで、寿命延長が
見られるかを長期の実験で調べることにし
た。具体的には、C57BL/6マウスのオス27匹、
メス 27 匹に対して、６週例から MF diet, MF 
diet+1.5%炭酸ランタン、MF diet+3.0%炭酸
ランタンの 3種類の食事を投与し、２年間に 
 
 



渡って調べた。その結果、メスでは寿命に差
が全く見られなかった。一方オス群では、
1.5%炭酸ランタン追加をしても寿命は延び
ていなかったが、3.0%炭酸ランタン追加群で
寿命が延びている傾向が認められた(Figure 
11)。 
メス群では、閉経によって血清リン値が上昇
するために、リン摂取量に寿命が依存してい
なかったのかもしれない。オス群において、
リン制限でなぜ寿命に差が見られたのかを
現在検証中であるが、腎機能に差があったこ

とから、低リン食が加齢による腎機能の悪化
を抑制することで、寿命を延ばした可能性が
ある。また腎病理組織の検討では、オスにお
いてのみ加齢による糸球体数の減少がラン
タンの投与で抑制されていた（Figure.12）。
今後さらに詳細にメカニズムも含め研究を
続行していく。 
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