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研究成果の概要（和文）： 

腎臓における Megalin を介した栄養素再吸収にビタミン B12が必須であることを実験的に証

明することを目的として本研究を実施した。 

その結果、ビタミン B12依存的な血中ビタミン A の変動を見出した。そのメカニズムは、(1)

腎臓における Megalinを介したレチノール結合タンパク質（RBP）の再吸収、(2)肝臓における

RBP mRNA発現ともに、ビタミン B12 依存的であることが明らかとなった。また、ビタミン D結

合タンパク質(DBP)もRBPと同様の傾向を示したが、血中ビタミンDの変動は認められなかった。

また、無機リン濃度の変動も、血中ビタミン B12に応じて変化することを明らかにした。また、

そのメカニズムが、Megalin を介したエンドサイトーシスがビタミン B12依存的であることによ

る可能性が示唆された。また、培養細胞レベルの実験で、ビタミン B12が細胞内輸送機構にも影

響を与えていることなど、これまで報告されていなかったビタミン B12の新規機能について明ら

かにすることができた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
This research project aimed to prove that vitamin B-12 is essential to reabsorb nutrition via Megalin 

in the Kidney. 
  Here we found serum vitamin A concentration’s change depending on vitamin B-12 status. It was 
shown that (1) the reabsorption of retinol-binding protein (RBP) via Megalin in the Kidney and (2) the 
transcription of RBP mRNA in the Liver change according to serum vitamin B-12 concentration. Also, 
we found that the reabsorption of vitamin D binding protein was decreased in the Kidney of vitamin 
B-12 deficiency, but serum concentration did not change. Interestingly, serum concentration of 
inorganic phosphorus also changed dependent on the vitamin B-12 status. It is suggested that the 
endocytosis of Megalin may be controlled by vitamin B-12 or the urinary condition by Vitamin B-12 
deficiency.  
And in the experiment using cultured cell, we found the effect of Vitamin B-12 on cellular transport 

system. 
These results suggest that vitamin B-12 is linked to membrane traffic including Megalin.      
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１．研究開始当初の背景 
慢性腎臓病とメタボリックシンドローム

との関連性が注目を集めるようになり、腎臓
栄養学の重要性が高まってきている。これま
で、腎臓は、もっぱら尿を作り出す排泄器官
として位置づけられてきたが、近年肝臓と並
ぶ栄養素の蓄積器官であることが明らかに
なってくると、腎臓が生体恒常性維持にとっ
て重要な臓器であると認知されるようにな
った。その代表的な栄養素にビタミン B12 が
ある。しかし、その腎臓における栄養素の再
吸収メカニズムについては、長らく不明のま
まであった。 
近年、腎臓において Megalin と呼ばれる分

子サイズ 600 kDaの 1回膜貫通型タンパク質
が、ビタミン B12、ビタミン A、そしてビタミ
ン Dの再吸収受容体として機能していること
が明らかとなった。具体的には、これらのビ
タミンに特異的な結合タンパク質（トランス
コバラミンⅡ（TCⅡ）やレチノール結合タン
パク質（RBP）、ビタミン D 結合タンパク質
（DBP））が、Megalin と相互作用することで、
エンドサイトーシスを介したビタミンの再
吸収が起こるものと考えられる。これらは、
Megalin ノックアウトマウスの解析で、ビタ
ミン B12やビタミン A、ビタミン Dの腎臓にお
ける再吸収が停止し、尿中に排出されたこと
から明らかになった。しかし、Megalin を介
したビタミンの再吸収の調節メカニズムお
よびビタミン同士の関連性については全く
不明であった。 
そこで申請者は、ビタミン B12 欠乏ラット

の腎組織を用いて、Megalin の局在変化を免
疫組織化学的に解析した。その結果、ビタミ
ン B12欠乏によって、Megalin が近位尿細管上
皮細胞の尿細管腔側細胞膜に蓄積している
ことを見出した。また、興味深いことにビタ
ミン B12欠乏の腎臓では、RBP の細胞内への取
込みが抑制されていることを見出した。また、
ビタミン A欠乏ラットでは、このような顕著
な変化が現れないことから、Megalin を介し
たエンドサイトーシスには、ビタミン B12 の
存在が重要である可能性が示唆された。 
 もし、この可能性が事実であれば、ビタミ
ン B12欠乏腎では、ビタミン A のみならずビ
タミン Dの再吸収も減少していることが予想
される。また最近、Megalin が尿中の無機リ
ンの再吸収に関与する NaPi 共輸送体と相互
作用することも明らかとなり、血中リン濃度
との関連も示唆されている。そう考えると、
ビタミン B12欠乏によって NaPi共輸送体が細
胞膜上に大量に蓄積された結果、リン再吸収
が促進している可能性も予想される。これら
を合わせて考えると、ビタミン B12 欠乏腎で
は、骨代謝に関連するビタミンやミネラルの
再吸収にも重篤な影響がある可能性が考え

られる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、腎臓における Megalinを

介した栄養素再吸収にビタミン B12 が必須で
あることを実験的に証明することである。具
体的には、①ビタミン B12 欠乏モデルラット
を作製し、腎臓におけるビタミン A およびビ
タミン D、そしてリンの再吸収に及ぼす影響
を検討する、②培養細胞を用いその分子メカ
ニズムを検討するという 2点を実施した。 

 

３．研究の方法 

(1)ビタミン B12欠乏モデルラットの作製 
妊娠・授乳期を通してビタミン B12欠乏飼

料で飼育した Wistar系雌ラットから産まれ
た仔ラットを用い、100 日間ビタミン B12欠乏
飼料で飼育したラットをビタミン B12欠乏ラ
ットとした。このラットを用い、①対照群、
②欠乏群、③ビタミン B12再供給群（7 日間）
を設定し、飼育を実施した。 
 
(2)ビタミン B12欠乏モデルの血清ビタミン A
およびビタミン D、無機リン濃度の生化学的
検討 
上記のラットを用いて、血清ビタミン Aお

よびビタミン D、無機リン濃度を、常法に従
って、検討した。 
 
(3)ビタミン B12欠乏モデルラットの組織学的
検討 
上記のラットの腎組織を、ホルマリンで固

定した後に、常法に従って、パラフィン包埋
を行った。また、凍結切片の作製も同時に行
った。その後、RBP、DBP、NaPi共輸送体の抗
体を用いて、免疫染色を行った。 
その後、ヘマトキシリン染色で核染色を行い、 
検鏡した。 
 
(4)ビタミン B12欠乏モデルラットにおける
RBP、DBP のタンパク質存在量の解析 
上記のラットの血清、肝臓及び腎臓におけ

る RBP及び DBPの存在量を Western Blotting
を行い、比較検討を行った。 

  
(5)ビタミン B12欠乏モデルラットにおける
RBP、DBP の遺伝子発現量解析 

 上記のラットの肝臓及び腎臓における
RBP及び DBPmRNA発現量をリアルタイム PCR
法で比較検討を行った。 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
(1)ビタミン B12欠乏モデルラットが体内のビ
タミン A に及ぼす影響 
ビタミン B12欠乏ラットを用いて、各群（対
照群、欠乏群、24時間再供給群、7 日間再供
給群）の血中ビタミン A濃度を検討した結果、
対照群と比べ欠乏群で有意に減少し、再供給
群で回復するという、ビタミン B12依存的な
ビタミン Aの変動を明らかにできた。 
 次に、ビタミン B12欠乏が、腎組織におけ
るレチノール結合タンパク質（RBP）の再吸
収に及ぼす影響についての検討を行った。ま
ず、組織学的検討を行った結果、対照群では、
RBPの近位尿細管上皮細胞内で陽性像が確認
されたのに対し、欠乏群で陽性像が顕著に減
少していた。これは、これまでの実験と同結
果であった。また、Western Blotting 法でも
確認した結果、組織学的結果と同様、ビタミ
ン B12依存的な変動を明らかとした。しかし、
RBPは、腎臓でも生合成されていることが知
られている。この事実から、この RBP が、腎
組織での生合成によるものか、再吸収による
ものかを判断するために、RBP遺伝子発現量
を比較した結果、各群間で有意な変化は認め
られなかった。以上の結果から、ビタミン B12

依存的なビタミン A濃度の変動は、腎臓にお
ける RBPの再吸収の抑制によることが示唆さ
れた。 
 血中の RBPは、肝臓における RBP によって
大部分は合成されることから、肝臓における
RBPのタンパク質レベルでの存在量の検討を
行った結果、腎臓と同様ビタミン B12依存的
は変動を明らかとした。それを踏まえて、肝
臓における RBP遺伝子発現量の検討を行った
結果、興味深いことに、ビタミン B12依存的
に肝臓 RBP遺伝子発現量が変動することを明
らかにした。 
 
(2)ビタミン B12欠乏モデルラットが体内のビ
タミン D に及ぼす影響 
 Megalinは、ビタミン B12のみならずビタミ
ン Aおよびビタミン Dの再吸収受容体として
機能している。上記の結果より、ビタミン B12

依存的なビタミン Aの腎臓における再吸収の
変動が観察された。そこで、ビタミン B12 欠
乏状態では、ビタミン Dの腎臓における再吸
収にも影響があることが予想される。そこで、
ビタミン B12 欠乏モデルラットを用いて、腎
臓におけるビタミン Dの結合タンパク質であ
る DBPの再吸収に及ぼす影響について組織学
的な検討を行った。その結果、DBP は、対照
群の腎臓では DBP のビタミン B12欠乏状態の
腎臓では近位尿細管細胞の上皮細胞の尿細
管腔膜上に DBP の強い陽性像が確認され、再
供給群では回復傾向が認められた。しかし、
血中ビタミン D濃度の変動は認められなかっ
た。この理由は、肝臓の DBP 遺伝子発現量の

変化がなかったことが示唆された。 
 
(3) ビタミン B12 欠乏モデルラットが腎臓に
おける無機リン再吸収に及ぼす影響 
 近年、Megalin が尿中の無機リンの再吸収
に関与する NaPi 共輸送体と相互作用するこ
とも明らかとなり、血中リン濃度との関連も
示唆されている。 
 そこで、まず血中無機リン濃度の変動につ
いて検討した。その結果、興味深いことに、
血中無機リン濃度もビタミン B12 依存的であ
ることを見出した。 
 次に、NaPi 共輸送体への影響について検討
したが、明確な結論を得るまでには至らなか
った。 
 
(4)ビタミン B12欠乏モデル細胞の作製と RBP
の輸送に及ぼす影響の解析 
 培養細胞レベルでの影響を検討する目的
で、ビタミン B12 欠乏ラットの血清を用いた
実験を計画していたが、充分量血清を得るこ
とができなかった。そこで、ビタミン B12 を
アデノシル型とメチル型の 2つの誘導型に変
換する重要な酵素である MMADHC 遺伝子を、
siRNA を用いてノックダウンさせた安定発現
株を構築した。その細胞内における RBPの挙
動を検討した結果、RBP がシス・ゴルジ体に
顕著に蓄積していることが認められ、細胞内
輸送が阻害されていた。また、その細胞に、
SAMを添加すると輸送能が回復した。従って、
ビタミン B12 が細胞内輸送機構にも何らかの
機能を有する可能性が示唆された。 
 
以上の研究結果から、血中ビタミン B12 濃

度もしくはビタミン B12 欠乏に起因する尿中
の生理条件の変化（メチルマロン酸尿など）
が、腎臓における Megalinを介したエンドサ
イト-シスに密接に関連していることを明ら
かにすることができた。また、Megalin を介
したさまざまな栄養素輸送に、ビタミン B12

が重要であることを示すことができた。 
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