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研究成果の概要（和文）：本研究では、オミックス解析による新たなリン感受性遺伝子の同定と感受機構の分子
基盤の解明を行い、発達段階・日内リズム特異的なリンセンシングのデータベースを構築を行った。その結果、
リン感受性遺伝子として細胞内シグナル分子であるAMPKやNrf2タンパクの調節因子であるKeap1、その下流遺伝
子の時計遺伝子や解毒関連遺伝子、そしてリン・ビタミンD代謝調節に必須なFGF23やalpha-klothoの発現調節と
ビタミンD代謝関連酵素の発現調節機構を明らかにした。さらに、発達段階・日内リズムを標的とした生活習慣
病の発症・進展を予防する食事中リン含有量に基づいた治療法の開発と確立を行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we identified a novel phosphorus susceptibility gene by omics
 analysis and elucidated the molecular basis of the mechanism, and constructed a database of 
developmental stage / diurnal rhythm specific phosphorus sensing. As a result, as a 
phosphorus-sensitive gene, AMPK and Keap 1 which is regulator of intracellular signal molecules of 
Nrf 2 protein, clock protein, and these  circadian related genes and detoxification related genes, 
and the regulation of expression mechanism of FGF23 and alpha-klotho essential for phosphorus; 
vitamin D metabolism and vitamin D metabolism-related enzymes. In addition, we developed and 
established a treatment method based on the phosphorus content in the meal to prevent the onset / 
development of lifestyle diseases targeting developmental stage and diurnal rhythm.

研究分野：総合領域
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１．研究開始当初の背景 
(1) 高リン血症は、腎不全透析患者で高頻
度にみられ、腎での活性型ビタミン D産生
低下や二次性副甲状腺機能亢進に伴う腎性
骨異栄養症と深く関与するだけでなく、血
管や心臓における異所性石灰化を主とする
動脈硬化発症および死亡リスク増大の独立
因子であることが知られている。また、腎
機能が正常な場合においても、血清リンの
上昇は、心不全の発症および死亡リスクが
上昇することが報告されている。このこと
から、食事からのリン摂取の管理は、腎疾
患の病態改善および進展予防に役立つだけ
でなく、生活習慣病の発症予防にも重要と
されている。しかしながら、リンは生体の
腎臓、骨、腸管や肝臓、血管、脳など様々
な臓器で複雑に応答し、さらに、発達段階
でリン利用効率が異なることやリン代謝の
日内リズムが考えられる。そのため、生体
におけるリン作用およびセンシング機構を
統合的に理解することが新しい生活習慣病
の予防法の確立に必要不可欠である。 
(2) これまで我々は、腎でのリン再吸収調
節の分子機構の解明、健常人での高リン食
摂取後のカルシウムおよびリン、調節因子
の副甲状腺ホルモン（PTH）や Fibroblast 
Growth Factor 23 (FGF23)、活性型ビタミ
ン Dの経時的変動と役割および PKC 活性化
や酸化ストレス産生を介した血管内皮機能
へのリンの影響を明らかにした。近年、我々
は、トランスクリプトーム解析により腸管
および肝臓においてリン感受性遺伝子群を
同定し、「新たなリンセンサー」を見出した。
一つは解毒関連遺伝子群（GSTM１,NQO1 な
ど）を調節する癌ストレス制御に重要な転
写因子 Nrf2、もう一つは日内リズム制御に
重要な時計遺伝子(Clock, BMAL1)、そして
脂質代謝調節因子 SREBP-1c である。また、
高リン血症を呈する老化モデル(Klotho 変
異)マウスの腎臓、血管および心臓において、
スタニオカルシン STC2 が異所性石灰化を
防御することを発見し報告した。さらに、
プロテオミクス解析により、腎 Klotho の他、
肝臓 Fetuin A が骨・血管の老化制御に関与
し、発達段階特異的に食事性リンを感受す
ることを新たに見出した。 このことから、
生体リンセンシング機構には、従来報告さ
れている PTH・FGF23 を介した調節系と共に、
複数の因子による発達段階・日内リズムに
依存的な調節系が存在することが示唆され
た。これらのことから、発達段階・日内リ
ズム、臓器特異的な生体リンセンシングの
分子基盤の解明は、生活習慣病発症・進展
や健康寿命延長に対する統合的理解につな
がると考えた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、生体リンセンシングの分子基盤
の解明と生活習慣病予防・治療法の開発を目
的として、動物の骨や脳、血管臓器およびヒ
ト白血球の DNA マイクロアレイ解析による
リン感受性遺伝子群の同定、末梢血、尿を用
いた生体リン感受性代謝産物の日内リズム
の解析、また、ヒストン抗体、ChIP-Seq 法
を用いた発達段階でのリンによるエピゲノ
ム修飾の解析、さらに、時計遺伝子欠損マウ
ス、高リン血症を呈する Klotho 変異マウス
や腎不全モデル動物および各種細胞を用い
たリンセンシング機構の解析およびリンの
生活習慣病発症への関与を解明し、発達段階、
日内リズム、標的臓器を統合した生体リン栄
養シグナルのデータベースを構築する。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス骨、腎臓、血管、脳およびヒ
ト白血球におけるリン感受性機構と制御因
子の同定として高リン食（1.2% Pi）または
低リン食（0.02% Pi）を摂取したマウス臓
器、特に骨（骨細胞）と脳（視交叉上核）
より抽出した全 RNA を用いて DNA マイクロ
アレイ解析および Gene Ontology 解析を行
い、各臓器におけるリン感受性遺伝子群を
同定する。さらに、同定した遺伝子の発現
の日内変動パターZeitgeber time(ZT)1,5, 
9,13,17,21 の時点において評価する。さら
に、リン負荷食(Pi 1200mg, Pi 400mg)を健
常人に単回投与し、経時的に８時間まで末
梢血を採取し、白血球を分離し同様にリン
感受性遺伝子群を同定する。また、定量性
PCR 法により多検体を解析し、マイクロア
レイ解析データの有意性の確認を行う。 
（２）生体リンセンシング機構の解明として、 
同定したリン感受性遺伝子群の調節因子を
パスウェイ解析より検索し、リンセンサーの
候補遺伝子を同定する。実際、これまでにリ
ンセンサーの候補遺伝子として Nrf2 と時計
遺伝子の Clock, BMAL1 および Per2 を同定し
ている。時計遺伝子 Clock 欠損は Per2 およ
び BMAL1 機能も不能にすることから、Clock
欠損マウスを入手し、リンセンシング機構へ
の関与を解析する。さらに詳細な検討を行う
ため、in vitro 研究として、各種細胞株を用
いて細胞外リン濃度の変動による時計遺伝
子群や Nrf2 の活性化機構をプロテオミクス
解析、タンパク抗体解析、転写活性化評価を
行う。また、siRNA 法による遺伝子ノックダ
ウンを行い、細胞機能老化と細胞内外のリン
センシング機構の関係を解明する。 
（３）発達段階におけるリン摂取によるエピ
ゲノム修飾の解析として同定したリン感受
性遺伝子およびに注目し、食事性リンとエピ
ゲノム修飾との関係を解明する。3,8,16 週齢
のマウスに食事リン負荷後、腎臓を採取し、
ホルムアルデヒドで固定後、核タンパクを抽
出し、ヒストンメチル化抗体を用いクロマチ
ン免疫沈降(ChIP)を行い、Klotho 遺伝子上の
H3K4 のメチル化修飾、 H3K9 のメチル化修飾



を評価する。さらに H3K9 メチル化抗体を用
いた ChIP-Seq 法により食事性リンによりエ
ピゲノム修飾を受ける遺伝子の網羅的探索
を行う。他の評価方法として、メチル化感受
性制限酵素の利用（サザンブロットによるメ
チル化状態の検出、PCR によるメチル化状態
の検出、バイサルファイト PCR を用いた
Restriction Mapping）あるいはバイサルフ
ァイト反応の応用（バイサルファイト反応と
シークエンス解析による DNA メチル化解析、
Real-time PCR を用いた DNA メチル化解析）
を用いて行う。 
（４）ヒトおよびマウスの末梢血、尿を用い
た生体リン感受性代謝産物の同定として高
リン食または低リン食を用いマウスおよび
ヒト試験を行い、経時的に血液および尿サン
プルを採取する。本学の総合研究センターに
備わっているCE-MS質量分析法を用いメタボ
ローム解析を行い、イオン性代謝産物を分析
しリン感受性体内物質を同定する。その後、
パスウエイ解析により生体リン感受性代謝
マップを作成する。さらに、同定した栄養素
および代謝産物について、その日内変動パタ
ーンを解析し、日内リズムとの関係を明らか
にする。よって、メタボローム解析や各臓器
トランスクリプトーム解析、日内リズム解析
からのデータを統合し、生体リンセンシング
に関する体内バイオマーカー、および各臓器
の遺伝子のデータベースを構築する。 
（５）生体リンセンシングの総合データベー
スを応用した生活習慣病の予防法の開発と
してアデニン負荷誘導性や５／６腎摘出腎
不全モデル、糖尿病モデル（Zukker ラットや
db/db マウス）、既に管理するミネラル代謝異
常モデル（Klotho 変異マウス、Npt2a 欠損マ
ウス、VDR 欠損マウス）、リポポリサッカライ
ド LPS 投与による炎症誘発モデルを用い、デ
ータベース化したリンセンシング遺伝子群
の発現や血中および尿中のリン感受性代謝
産物の量的変動を様々な疾患モデルで解析
する。 
 
４．研究成果 
（１）リン制限食は、血中コレステロール値、
肝臓資質蓄積及び肝臓コレステロール代謝
に影響を与えることを明らかにし、食事性リ
ンは肝臓の脂質代謝関連遺伝子の発現調節
を介し高コレステロール食誘導性の脂肪肝
と高脂血症の発症に重要な役割を果たして
いることを示した。 
（２）腎近位尿細管に発現するリン輸送担体
遺伝子 Npt2a の欠損マウスでは、低リン血症
だけでなく高コレステロール血症を呈し、高
コレステロール食による血中脂質濃度への
反応生が異なることを明らかにした。 
（３）リン感受性遺伝子として小腸下部の回
腸に発現する線維芽細胞増殖因子FGF15遺伝
子の同定に成功し、FGF15 遺伝子はリン制限
食下の早期において発現上昇することを見
出した。興味深いことに FGF15 の役割には肝

臓のコレステロール/胆汁酸代謝の調節作用
が知られている。ことのことから、リンによ
る肝臓の脂質/コレステロール代謝調節作用
には腸管におけるFGF15がリンセンサーとし
て役割を担っている可能性が示唆された。
（４）急性炎症時におけるリン代謝異常の発
症には、副甲状腺ホルモン(PTH)の上昇によ
るNpt2aの発現低下が関与していることを見
出した。 
（５）炎症性腸疾患モデルマウスにおいては、
その病態を悪化させ、そのメカニズとして、
炎症生シグナルのNF-kBの活性化が関与して
いることを見出した。 
（６）ラットを用いた実験で鉄欠乏性貧血モ
デルにおいてリン負荷食は、貧血指標の悪化
を遅延させること、また、食事リン負荷によ
りヘモグロビンと酸素の結合を調節するこ
とで組織における酸素の放出を調節してい
る 2,3-DPG(2,3-ジホスホグリセリン酸)の血
中濃度が増加すること、さらには、生体鉄代
謝関連遺伝子の発現に影響を与えることを
見出した。 
（７）さらに、食事リンの長期的整体作用と
して、高リン食が肝臓における脂質合成を負
に調節することにより内臓脂肪蓄積を予防
し、褐色脂肪細胞における脂質酸化および
UCP1 に関連する mRNA 発現を増加させること
を実証し糖代謝および脂質代謝を調節する
役割を明らかにした。 
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