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研究成果の概要（和文）：腸上皮には、摂取した食品成分の情報を感知し、独自に吸収調節する「自律性」が機
能する。多くの食品成分の吸収調節に関わると考えられているものの、自律性吸収の仕組みには不明な点が多
い。本研究ではマウス個体、ならびに、マウス腸上皮細胞を用いて自律性カルシウム吸収機構の解明を目指し
た。
カルシウム吸収が変化する栄養条件を検討し、リン摂取量の低下はビタミンD作用を欠き能動的なカルシウム吸
収が低下した状態であってもカルシウム吸収を増加すること、その際に腸内ATP量が増加することを確認した。
培養腸上皮細胞を用いた検討により、腸管腔側リン濃度の変化に連動したATP代謝が、自律性カルシウム吸収を
導くことを見出した。

研究成果の概要（英文）：Extracellular low phosphate strongly enhances intestinal calcium absorption 
independently of active vitamin D [1,25(OH)2D3] signaling, but the underlying mechanisms remain 
poorly characterized. To elucidate the phosphate-dependent regulation of calcium transport, we 
investigated part of the enteral environment that is involved in 1,25(OH)2D3-independent calcium 
absorption, which responds to dietary phosphate levels inmice that lack intestinal vitamin D 
receptor (Vdr) activity. We found that luminal ATP was regulated by the release and degradation of 
ATP at the epithelium, and phosphate restriction increased ATP release from epithelial cells via 
connexin-43 hemichannels. Furthermore, ATP degradation by ectonucleotide pyrophosphatase-1 was 
reduced, which was caused by the reduction
of theMAPKcascade.These findings indicate that luminalATP metabolismregulates transcellular calcium 
transport in the intestine by an 1,25(OH)2D3-independent mechanism in response to dietary phosphate 
levels.

研究分野：骨ミネラル代謝学

キーワード： カルシウム　ビタミンD　ATP　吸収　栄養　消化管　腸
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研究成果の学術的意義や社会的意義
食品成分の消化･吸収のしくみは個別に解明されていても、実際の食品には様々な成分が混在し相互に影響しあ
うため、理論通りの吸収効率は得られない。食品成分による自律性カルシウム吸収調節の明確化は、栄養代謝へ
の成分相互の影響を解明する上で有益な情報を提供する。 生体は栄養供給の過不足に常に迅速・柔軟に対応し
ている。本申請研究で打ち立てた仮説が実証されれば、生体のカルシウム代謝の頑健性を生み出す腸上皮機能の
理解を大きく進展させる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
腸は食事成分の情報を感知すると、固有に発達した神経系や局所応答により栄養素代謝

を制御する。このしくみは、脳の管理下から外れ、“腸は第二の脳”と言わしめる腸独自の
統制である。生物学的にも大変興味深い現象であり、「食事成分はどのように感知認識され
るのか」、「生体の要求量に応じた内分泌的な吸収調節機構と異なるのか」、多分野の研究者
がこの“自律性の吸収制御”という課題に取り組みはじめた。しかし、解明への第一歩であ
る腸上皮の機能評価モデルさえ、未だ明確に確立されてはいない。 
 その理由は、腸上皮機能を忠実に模倣できる in vitroツールが存在しないことに大きく
起因している。特に、寿命の短い腸上皮細胞には、有用な培養系はほとんどない。食品中の
様々な成分は他の成分吸収に影響し合い、微生物の共生といった腸内環境要素が加わるこ
とで、吸収のしくみは、より一層複雑化する。腸が食事成分情報を感知すると、どのような
変化が導かれるか。適切な評価系で自律性の吸収制御を明確化することは、栄養代謝の理解
につながる重要な課題である。 
栄養素には生体側の必要性に応じて吸収調節されるものも多い。その代表がカルシウム

である。研究代表者は、成長・妊娠・授乳期等、カルシウム要求量が増すとカルシウム吸収
効率は高まるが、ビタミン D作用の無いビタミン D受容体欠損(VDRKO)マウスでは、この変
化が減弱することを見出した(1)。これは、生体の必要性に応じて、ホルモンやビタミン D
の作用が能動的吸収を増加するしくみに基づく。 即ち、“全身性の吸収制御”を表している。 
一方、VDRKOマウスの特徴的なカルシウム吸収障害は、食事リン量の制限により改善され

ることを実証した(2,3) 。これらの結果は、腸が生体のカルシウム要求に応答するビタミン
D作用から独立して吸収調節することを示している。つまり、腸が消化管内リン濃度変化を
感知し、独自にカルシウム吸収を調節する“自律性の吸収制御”が機能することを見出した。 
ただし、リン動態調節因子の発現はビタミン D作用により増加する(4)。これらを考え合

わせると、ビタミン Dはカルシウム吸収に必須では無いが、リン濃度変化を感知するしくみ
には促進的に関与することが推測できる。 
腸管腔内のリン濃度変化を感知して腸の自律性カルシウム吸収調節を導くセンサー分子

は何か。研究代表者は、ビタミン D が細胞外 ATP 動態を変えるしくみを世界に先駆けて発
見し(5)、このしくみは細胞外リン濃度の変化に応答することを確認した(6)。ATP は多くの
細胞でカルシウムの細胞内流入を誘導する。これらの研究背景より、腸上皮の ATP 代謝系分
子が自律性吸収調節機構においてどのような役割を担っているか、詳細な検討が求められ
る。 

 
２．研究の目的 
本申請研究では“腸上皮が食事成分を感知し独自にカルシウム吸収を調節するしくみは、

局所の ATP 代謝に依存する”という作業仮説を提唱し、ビタミン D 作用による能動的なカ
ルシウム吸収機構とは独立した仕組みによる腸上皮の食情報感知機能と自律性吸収との連
携を検討した。 
 
３．研究の方法 
＜ビタミン D非依存的なカルシウム吸収の変化、腸管 ATP代謝の検討＞ 
小腸特異的ビタミン D受容体欠損マウスを用いた吸収評価試験 

4週齢の野生型、および、小腸特異的ビタミン D欠損雄性マウスを用いた。異なるリン濃
度の試験飼料（正常食:0.5％、低リン食:0.25％）を、それぞれの遺伝子型マウスに 4週間
投与し、投与期間中の体重、摂餌量を測定、1週間ごとに各個体から排泄された糞を回収し
た。飼育終了時には、血液を採取し血清サンプルを調整した。糞中のカルシウム、リン排泄
量を測定し、摂取量からの差によりカルシウム、リンの見かけ上吸収量を算出した。また、
飼育修了時に腸組織を摘出し、腸上皮より RNA、タンパク質を抽出し、腸上皮カルシウム輸
送分子発現量（局在量）を測定した。また、腸組織はホルマリン固定後にパラフィン切片を
作成し、腸上皮におけるカルシウム輸送分子の局在を免疫組織化学的に観察した。 

 
腸上皮におけるセンサー分子の発現・局在変化を観察 
カルシウム吸収が全身 VDRKO マウスと同程度まで低下する腸特異的 VDRKO マウスと、野

生型マウスとを比較し、リン量の変化とビタミン D作用の有無とで発現量が変化する ATP代
謝分子群を、センサー候補因子として絞り込み、腸上皮での発現量の変化を、ウェスタンブ
ロットで捉え、上皮組織での局在を免疫組織化学的に観察した。 
自律性カルシウム吸収による骨量増加作用 
 試験飼料投与後に脛骨を摘出し、メチルメタクリレート樹脂包埋の後に薄切切片を作成
し、類骨（オステオイド：石灰化不十分な領域）、および、石灰化骨組織を染色した。大腿
骨は、小動物用 X線解析装置を用いて骨密度を測定し、さらに、X線解析像による形態的な
評価を行った。 
 
＜腸上皮細胞培養系による自律性カルシウム吸収評価＞ 
p53欠損マウス由来腸上皮細胞を用いた培養輸送評価系の作出 



野生型マウスの腸上皮細胞は寿命が短く培養は困難であるが、p53機能を欠失すると、長
期間の培養が可能となる。そこで、p53欠損マウス胎児由来の腸上皮細胞を用いてトランス
ウェルシステム培養輸送評価系を構築した。トランスウェルシステムの多孔膜インサート
ウェルに p53 欠損マウス由来腸上皮細胞を培養し、apical 側（腸管腔側）と基底膜側の極
性を出現させた。さらに、apical 側培養液のリン濃度を変化させ、同時に放射性カルシウ
ム同位体 45Caを apical側の培養液に添加し、基底膜側培養液に輸送された 45Ca を液体シ
ンチレーションカウンターで測定した。 
ATP応答性カルシウム輸送試験 
 トランスウェルを用いた培養評価系の apical側培養液への ATP添加時の細胞内カルシウ
ム流入をカルシウムの細胞内流入を細胞内に導入したカルシウムプローブ Fura-2 による蛍
光強度の変化で検出した。その際に、apical 側培養液にカルシムキレート剤を添加し、細
胞内器官から細胞内へのカルシウム放出を遮断することで、外液からのカルシウム流入量
を評価した。また、ATP 応答性にカルシウム流入を促進する分子として、P2X 受容体
（purinergic receptor）が候補となることから、P2Xの阻害剤を用いてカルシウム流入へ
の関与を検討した。 
細胞外液リン応答性に ATP 代謝変化を導く細胞内シグナル評価 
 腸上皮細胞トランスウェル培養系を用いて、外液リン濃度変化に応答する細胞内シグナ
ルとして、RAF/MEK/ERKシグナル伝達経路の関与をウェスタンブロットによる ERKリン酸化
の度合いを評価した。また、MEK阻害剤 PD98059の投与により、ATP代謝分子群の局在変化
をトランスウェル培養系にて評価した。 
 
４．研究成果 
小腸 VDRKOマウスへの食事リン制限は、自律性カルシウム吸収を増加する。 
 小腸 VDRKO マウスでは、ビタミン D 作用依存的な能動カルシウム吸収が低下する。離乳
後 4 週齢よりリン濃度の異なる飼料を 4 週間投与したところ、食事リン制限によりカルシ
ウム吸収量が増加した（図 A）。小腸組織におけるカルシウム輸送分子の免疫組織化学的観
察を行ったところ、小腸 VDRKOマウスでは発現量は著しく低下し、リン制限による変化は認
められなかった（図 B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
小腸 VDRKOマウスの骨量は、食事リン制限による自律性カルシウム吸収により増加した。 
マイクロ CT解析により、リン制限時の自律性カルシウム吸収は、小腸 VDRKOマウスに特

徴的な骨量減少を抑制することを確認した（図 C）。特に、石灰化が不完全な類骨領域が減
少することで、石灰化骨量が増加したことを確認した（図 D）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
腸管腔側 ATPによる腸上皮カルシウム輸送 
 腸上皮細胞培養輸送評価系を用いて、管腔側(apical 側)培養液に ATP を添加し、細胞内
へのカルシウム流入と、基底膜側へのカルシウム輸送を評価した。ATP依存的な細胞内への
カルシウム流入は、P2X阻害剤である A438079の添加により減弱したことから、P2X 受容体
カルシウムチャネルを介した仕組みであることが示唆された（図 E）。さらに、基底膜側へ
の輸送は apical側リン濃度の低下により増加し、P2X阻害により減少した。（図 F） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
腸上皮におけるリン応答性 ATP代謝分子局在変化 
 腸上皮に局在し、管腔側(apical 側)リン濃度変化に応答する分子として、細胞外に ATP
を放出する CX43が絞り込まれた。培養細胞において、apical側のリン濃度の増加に伴い発
現量が減少することをウェスタンブロットにより確認し、さらに、マウスにおいて食事リン
制限により上皮での発現量増加を、免疫組織化学的方法にて確認した。一方、細胞外 ATP分
解酵素 ENPP1の局在量は CX43とは異なり、リン制限により減弱することを確認した。 
 
リン応答性細胞内シグナルの ATP代謝への関与 
 管腔側(apical側)リン濃度変化により、ERK1/2リン酸化が変動する。ウェスタンブロッ
トにより、リン濃度の増加に従って ERK1/2 リン酸化は増強することを確認した。そこで、
ERK シグナルを PD98059 の培養液添加により阻害したところ、ATP を放出する CX43 の腸上
皮における局在量は増加し、逆に、ATPを分解する ENPP1局在量は減少した。 



考察 
本研究結果より、ビタミン D非依存的な自律性カルシウム吸収の中で、食事由来のリン量

に応答して変化するしくみの一部が明らかにされた。管腔内のリン量の増加は、
RAF/MEK/ERKシグナル伝達経路を通じて ATP代謝分子の発現量・局在化を変化させ、ATP依
存的なカルシウム流入を引き起こすことで、腸独自のしくみによる自律性カルシウム吸収
が導かれると推察される。 
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