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研究成果の概要（和文）：CKDモデルラットを用いてCKDによる骨質異常の詳細を明らかにするとともに，進行期
CKDに対する骨粗鬆症治療薬の有効性および安全性の検証を行った．CKDラットを作成し、骨脆弱性発症のメカニ
ズムのひとつとして炭酸塩含有率低下や高骨代謝回転などの骨質異常が関与することを明らかにした．次に代表
的な骨粗鬆症治療薬であるBP製剤とTPD製剤の有効性および安全性を検証した．BP製剤は，進行期CKD患者に対し
ても，安全かつ有効に使用できる可能性を示し用法・用量には大きく変化なかった。TPD製剤は骨形成優位に骨
代謝回転を亢進させ，骨量増加と骨微細構造の改善などもたらすことを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：We clarified the mechanism of bone fragility by chronic kidney disease and 
investigated efficacy and safety of bisphosphonate (BP) and terparatide (TPD). We found the 
deterioration of bone quality including material parameters and high bone turnover. We next 
investigated the efficacy and safety of medicine. BP was safe and improved osteoporosis and bone 
fragility via suppression of bone turnover and there were no significant differences between 
different dose and frequency. TPD improved low bone volume and bone microstructure via promoting the
 bone turnover.

研究分野： 整形外科

キーワード： 骨脆弱性　慢性腎臓病　骨質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性腎臓病（Chronic kidney disease: CKD）罹患患者は，本邦では非常に多くなっており，その早期から骨折
リスクが上昇するためCKDを原因とする続発性骨粗鬆症患者は相当数いると推定されている．CKD患者の骨脆弱性
発症には骨質劣化が関与しているが，詳細についてはまた十分に解明されていない．また，進行期CKD患者に対
して，腎排泄である既存の骨粗鬆症治療薬の有効性と安全性の検証は行われていない．本研究は前臨床研究とし
て、動物モデルを作成して、骨代謝調整薬を投与し、骨質を含めた評価と安全性について検証を行った。この知
見は臨床での薬剤投与法に参考になりうるものと考えられる。

※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 
慢性腎臓病（Chronic kidney disease; CKD）は、全世界人口の 12-14％が罹患していると報告
されており（U.S. Renal Data System. USRDS 2013）、本邦では患者数は 1330 万人にものぼ
る（CKD 診療ガイドライン 2012）。また、原発性骨粗鬆症も患者数が多い疾患であり、ヨーロ
ッパでは 2750 万人[1], 高齢化がすすむ日本では現在 1280 万人と報告されている（骨粗鬆症の
予防と治療ガイドライン 2015）。共に高齢者が多く罹患し、CKD と骨粗鬆症を合併した患者は
相当数存在するものと考えられ、CKD 自体も続発性骨粗鬆症のリスク因子とされている[2]。 
CKD では stage が進行すると骨密度と関係なく骨質劣化に伴い骨折率が増加することが報告さ
れている[3, 4]。その為、CKD では早期から骨粗鬆症治療を行うことが望ましいが、いまだに
CKD における骨折予防に有用な骨粗鬆症治療法は CKDstage1-3 までは確立しているが、late-
stage (CKD stage 4 and 5)では確立していない。その理由の一つに骨粗鬆症治療薬のほとんど
が腎排泄であるため人における臨床試験が未施行であることがあげられる。 
 
２．研究の目的 
CKD stage 4 に対する薬剤の安全性・骨（特に骨質）への影響を明らかにすることを主目的とし
て、以下の三つを研究の目的として行った。①CKD モデルラットを作成し、骨質劣化と骨脆弱
性の評価を行うこと。②CKD モデルラットに骨吸収抑制剤であるビスフォフォネート製剤（以
下 BP）と骨形成促進剤である副甲状腺ホルモン製剤（以下 TPD）投与し比較すること。③BP
製剤の投与量・頻度による違いにおける比較検討を行うこと。 
 
３．研究の方法 
実験 1 
Miller らの方法に準じて雄性 SD ラット(日本クレア、東京、日本 )に対して 5/6 腎摘出
（nephrectomy ; Nx）する群（CKD）と後腹膜切開のみを行う群（Sham）とに分けた。食餌は本
学の動物実験施設で通常使用されているカルシウム含有 0.98%、リン含有 0.80%のラボ MR スト
ック(日本農産工業、神奈川、日本)で飼育し、8週齢で左腎臓を 2/3 摘出し、2週間の回復期間
をおいた後に、10 週齢で右腎臓を全摘してトータル 5/6Nx とし、14 週後の 24 週齢で尾静脈採
血を行い CKD モデルの検証をした。 
 
実験２ 
24 週齢で CKD モデルとした後、すべてのラットを無作為に Vehicle control 群、alendronate
（ALN）投与群、TPD 投与群に分け、Sham 群と合わせて 4群に分けた。 ALN(LKT Laboratories, 
Inc, MN)は 50µg/kg/day，TPD(Forteo®; Eli Lilly, Ltd., 神戸, 日本)は 40 µg/kg/day で 4週
間毎日皮下投与した。 
 
実験３ 
CKD ラットモデルを同様の主義で作成し、20 週齢における採血で人における CKDstage4 相当に
なっていることを確認し、 Sham-vehicle、Sham-LDHF、Sham-HDLF、CKD-vehicle、CKD-LDHF、CKD-
HDLF の 6 群を作成した。BP 製剤の一種であるアレンドロネート（ALN: alendronate）を LDHF 群
は 0.05mg/kg/day、HDLF 群は 0.7mg/Kg/2 week で 10 週間投与した。Vehicle 群には PBS を連日
投与した。 
 
評価項目は以下の通りとした。 
Primary end point (骨への効果)：骨質・骨微細構造;マイクロ CT 検査（左大腿骨遠位骨幹端, 
第 5腰椎）、骨力学強度検査; 圧縮試験（左大腿骨遠位骨幹端, 第 5腰椎）骨代謝回転評価; 骨
形態計測（右大腿骨）、骨材料特性; フーリエ変換赤外分光法(以下 FTIR, 右大腿骨） 
Secondary end point (腎臓に与える影響) : 血液検査（BUN, Cre, IP, Ca）、尿検査（U-Alb、
U-Cre、U-NAG）、腎病理（elastica-masson 染色）を行った。 
 
４．研究成果 
実験 1 
5/6Nx とラボ MRストックの飼育でモデルラットは CKD ステージ 4に相当する腎障害を呈した 
24 週齢時点の採血で、Sham 群と比較し CKD 群は腎機能障害と高リン血症・高リン利尿ホルモン
血症が出現したが、血清 Ca 値は変化しなかった。 
 
腎機能とミネラル代謝に対する影響 
ALN と TPD の 4 週間投与によって腎機能の悪化を認めなかった。Vehicle と比較して、ALN の 4
週間投与によって血清 Ca値は有意に低下し、血清 IP 値も低下する傾向であった。TPD の投与で
は血清 Ca値と血清 IP 値に差はでなかった。 
 
実験１および２ 
力学的特性に対する影響 
Sham と比較して Vehicle は最大荷重と剛性に変化を認めなかった。材質特性である弾性率と曲



げ強度については Vehicle で低下を認めた。TPD の投与によって最大荷重と剛性、材質特性であ
る弾性率と曲げ強度がそれぞれ有意に増加し、ALN の投与では弾性率と曲げ強度のみ有意に増加
する傾向であった。 
 
骨量と骨微細構造に対する影響  
Sham と比較して Vehicle は遠位大腿骨で骨量の増加を認めたものの、第 5 腰椎では変化を認め
なかった。その他の骨密度や海綿骨と皮質骨の骨微細構造についても変化を認めなかった。TPD
の投与によって大腿骨と第 5腰椎ともに骨量の増加と骨微細構造の変化を認めた。 

骨代謝に対する影響 
CKD による骨代謝への影響と薬剤の効果を明らかにするために、我々は投与 4週間後に大腿骨遠
位の組織学的検討を行った。Sham と比較して Vehicle は、明視野で赤紫色に観察される類骨が
多くなっており、蛍光で観察されるカルセインの 2 重標識間隔も広がっていることから二次性
副甲状腺機能亢進症を反映した高骨代謝回転になっていることがわかったが定量的評価では有
意差はなかった。 
 
骨質に対する影響 
CKD による骨質への影響を評価するために、骨の材質を可視化する手法である FTIR イメージン
グを行った。骨質のパラメータである石灰化度と炭酸塩含有量を計測すると皮質骨において
vehicle CKDラットは石灰化度と炭酸塩含有量の低下を認める一方でALN投与では石灰化度と炭
酸塩含有量の上昇を認め TPD 投与では石灰化度上昇と炭酸塩含有量の低下を認めた。 
 
実験３ BP 製剤における投与・頻度の変化 
マイクロ CT 検査における骨質・骨微細構造の評価 
大腿骨遠位：組織量当たりの海綿骨量 (BV/TV) 、骨梁数 (Tb.N.)、骨梁幅（TbTh）は CKD の影
響・ALN の投与による影響が有意にあり、また CKD と ALN の有意な相互作用を BV/TV と TbTh で
認めた。しかし, LDHF, HDLF による投与スケジュール間の差は sham 群、CKD 群共に認めなかっ
た。また皮質骨では有意な CKD および ALN による変化は認められなかった (図 2)。 
腰椎：CKD 群で体積骨密度（vBMD）、BV/TV は Sham 群に比べて有意に低下した。ALN の投与によ
り BV/TV は CKD-LDHF 群および CKD-HDLF 群で共に有意に CKD-vehicle 群と比べて有意に増加し
たが、CKD-LDHF, CKD-HDLF 群における有意差はいずれのパラメータででも認められなかった。 
ALN は LDHF,HDLF のいずれの投与スケジュールでも CKD stage4 ラットの大腿骨遠位骨幹端、第
５腰椎の骨強度は改善した。 
 
大腿骨遠位骨幹端と第 5 腰椎を用いた圧縮試験による骨力学強度の評価 
大腿骨遠位骨幹端では力学強度のうち構造力学的パラメータである破断強度(Ultimate load), 
剛性(Stiffness)、破壊エネルギー(energy to failure)はいずれも ALN の投与による有意な影
響は認めたものの、CKD による影響は認めなかった。CKD 群において Ultimate load、Stiffness、 
energy to failure は有意に ALN の投与で改善した。CKD-LDHF、CKD-HDLF 群における有意差はい

 
図 1:マイクロ CT と骨微細構造の比較 



ずれの項目でも認めなかった。 
 
血液検査, 尿検査, 腎病理を用いた薬剤性腎機能障害の評価 
血液検査においても CKDstage4 ラットに対する ALN の投与は予想に反して、LDHF 群だけでなく
HDLF 群でも薬剤性腎機能障害を認めなかった。 
血液検査: BUN、Cre は CKD による有意な増加は認めたものの ALN による影響は認めなかった。
CKD は Sham-と比べて有意に BUN, Cre の増加を認めたが、ALN 投与によるさらなる増加は認めな
かった。また Ca、IP の有意な変化も CKD-vehicle、CKD-LDHF、CKD-HDLF 群のいずれの間でもみ
とめなかった。 
腎病理: glomerulus number per area で腎機能評価を、elastica-masson 染色で青く染色され
た領域（間質障害領域）を WinROOF image analysis software (Mitani Corporation、Tokyo、 
Japan)を用いて計測し、薬剤性間質障害の程度を評価した。CKD-vehicle は Sham-vehicle と比
べて有意に glomerulus number per area は低下しており、elastica-masson 染色領域は増加し
ていたが、CKD-vehicle、CKD-LDHF、CKD-HDLF 群のいずれの間でも有意な差はみとめなかった。 
尿検査: U-Alb/U-Cre、U-NAG（腎間質障害の指標）は共に sham-vehicle に比べて CKD-vehicle
で有意に増加していたが、CKD-vehicle、CKD-LDHF、CKD-HDLF 群のいずれの間でも有意な変化を
みとめなかった。 
 
骨形態計測を用いた骨代謝回転の評価 
Sham-vehicle 群と比して CKD-vehicle 群ではカルセインによるラベリング間隔の差が有意に広
がり、高骨代謝回転になっていることが確認された。また CKD 群では sham 群と比べて有意に類
骨が増加していることが確認され、CKD-vehicle では高骨代謝回転を、CKD-LDHF、CKD-HDLF 群で
は石灰化障害が反映している（i.e., Mlt）ためと考えられた。骨形成パラメータは(i.e., Ob. 
Pm/B. Pm, MAR, BFR/B. Pm, M.Pm/B.Pm) 、骨吸収パラメーター(i.e., E. Pm/B. Pm)いずれも

 
図 2:マイクロ CT と骨微細構造の比較 



CKD と ALN の両方の影響を有意にうけるという結果となり、Tukey post-hoc analysis により骨
形成マーカーのうち MAR、BFR/B. Pm, M.Pm/B.Pm と骨吸収マーカーの E. Pm/B. Pm では CKD-
vehicleと比してALN投与によるCKD-HDLF,CKD-LDHFのいずれにおいても有意差を認めただけで
なく、CKD-HDLF と CKD-LDHF の間でも有意差を認めた。つまり CKDstage4 に対する ALN 投与は
LDHF、HDLF 共に有意に骨代謝回転を抑制したが、HDLF は LDHF よりもさらに有意に骨代謝回転を
抑制した。 
 
FTIR を用いた大腿骨の材料特性評価 
ALN の投与により CKD-LDHF、CKD-HDLF は共に CKD-vehicle と比して有意に海面骨の石灰化度, 
ミネラル成熟度が増加した。また CKD-HDLF では CKD-LDHF と比べても有意に石灰化度、ミネラル
成熟度が増加した。 
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