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研究成果の概要（和文）：脳室内リン濃度変化は、腎におけるリン輸送蛋白発現および唾液リン濃度の変化を制
御している可能性が報告されている。しかし、唾液リン濃度調節機序は明らかではない。本研究では、唾液中リ
ン濃度の調節機序を調べた。まず、食事性リン負荷は、迅速に唾液腺  Duct cell Npt2bの細胞内局在を変化さ
せた。また、CKDモデルおよび食事性リン負荷モデルにおいては、唾液中リン濃度の有意な上昇が観察された。
また、Npt2b(-/+)マウスでは、唾液リン濃度の有意な上昇が観察された。以上より、唾液腺 Npt2bは食事性リン
負荷により速やかにリン排泄に関与する分子と考えられ、腎臓とともに重要性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cerebrospinal fluid (CSF) inorganic phosphate (Pi) may regulate a central 
NaPi transporter expression and transduce signals to initiate the appetitive behavior and saliva Pi 
adaptations.   However, the regulation of salivary Pi concentration remains unknown. In the salivary
 gland duct cell, Npt2b is localized and regulates the concentration of salivary Pi concentrations. 
Salivary Pi levels are controlled by dietary phosphorus contents and Npt2b is undergoing rapid 
regulation. In addition, in the chronic kidney disease (CKD) model, salivary Pi concentrations were 
significantly increased in Npt2b (-/+) mice compared with those in Npt2b (+/+) mice.  In conclusion,
 Npt2b in the salivary glands may be important molecule for Pi homeostasis as well as Npt2a in the 
kidney.

研究分野：内科臨床医学・腎臓内科学
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１．研究開始当初の背景 
慢性腎臓病 (CKD)の進行や透析患者の生命
予後においてリンコントロールは非常に重

要な役割を演じている。透析患者や CKD患
者では、リンバインダーを用いあるいは、食

事性リンの制限を行なう事で、リン負荷を是

正する事が重要と考えられている。高リン血

症になると、心血管障害、二次性副甲状腺機

能亢進など、様々な問題点が生じる。近年、

リン酸（以下リン）代謝調節系を支配する中

核的なホルモンとして副甲状腺ホルモンに

加えて、繊維芽細胞様増殖因子  FGF23 
/klotho 系が明らかにされ、骨と腎臓を結ぶリ
ン調節系の重要性が示唆された。 Klotho は
脳室や唾液腺に発現し、 FGF23の新しい標
的臓器としての研究が進行している。すでに

過去の報告より、リン代謝臓器としての脳室

や唾液は、その重要性が認識されている。

我々は、食事性リン負荷により、唾液リン濃

度が、これらに鋭敏に応答し、その後、脳室

リン濃度が上昇する機序を見出した。脳室内

リン濃度変化は、唾液リン濃度と何らかの相

互作用があると予想された。通常、ヒトは食

事からのリン負荷の半分量もの唾液を分泌

している。さらに、高リン血症では、唾液中

リン濃度が上昇し、これらは、高リン濃度の

唾液が消化管に分泌され、リン負荷を加速さ

せるので、唾液と消化管におけるリンの悪循

環が生じる。しかしながら、唾液リン濃度の

調節機序に関しては、全く報告されていない。

最近、げっ歯類を用いた研究では、高リン血

症の是正には、小腸の Npt2b の重要性が報
告されている。一方で、 Npt2b は唾液や脳
室にも発現しており、唾液—腸管のリサイク
リングに関係している可能性がある。脳室内

リンシグナルは、唾液腺リン代謝とリンクし

ている事から、本研究では唾液腺におけるリ

ン代謝調節機序を検討した。 
 
２．研究の目的 
慢性腎臓病 (CKD)のモデルマウスにおいて、
血中リン濃度の上昇が、生じると唾液腺およ

び脳室におけるリン濃度が上昇する。とくに、

唾液腺のリン濃度変化は、食事性リンの負荷

と一致しており、 CKDにおけるリン応答異常
が唾液腺において観察された。また、 CKD
モデルを用いて、腎臓におけるリン排泄異常

を検討した結果、唾液リン濃度変化との相関

性が観察された。これらの結果より、唾液リ

ン濃度の上昇機序の解明は、全身性リン過剰

を研究する上で重要なテーマと考えられが、

その機序は不明なままである。また、脳室や

唾液腺に発現する Klothoおよび XPR1の役
割においても、その重要性が考えられた。本

研究では、リン代謝を制御している唾液腺リ

ン濃度制御機序に焦点をあて、想定されるリ

ン輸送分子 Npt2bの機能解明、唾液腺リン濃
度制御機能、その破綻の機序について研究を

推進した。 
 
３．研究の方法 
動物実験は徳島大学動物実験委員会の許可

のもと、徳島大学動物実験指針に従って行っ

た。C57BL/6J 系統の野生型マウスは日本チ
ャールズリバー株式会社より購入したオス

とメスを交配させて得た。マウスは恒温の飼

育室で明暗サイクルの条件下（8:00-20:00）、
プラスチックケージ内で実験動物用固形飼

料MF（Oriental Yeast, Tokyo, Japan）と水
道水の自由摂食により飼育した。 Npt2aノ
ックアウトマウスは Jackson Laboratory
（Bar Harbor, ME）より購入し、Npt2aヘ
テロノックアウトマウスマウスのオスとメ

スを交配させて得た（34）。Npt2b ヘテロノ
ックアウトマウス（Npt2b+/-マウス）は

Npt2b+/-マウスと野生型マウス（Npt2b+/+マ

ウス）のオスとメスを交配させて得た。 
食餌性 Pi含量変化に対する応答実験 
食餌 Pi 含量変化に対する応答実験は、

Npt2b+/+マウスおよび Npt2b+/-マウスに以下

に示す実験食と水道水を与えて 9日間飼育し、
10日目に解剖した。下記の実験食は OYC改
変 AIN93G精製飼料（Oriental Yeast, Tokyo, 
Japan）をもとに作製した。低 Pi食（0.02% 
Pi, 0.6% Ca diet）、CP食群：コントロール
食（0.6%Pi, 0.6% Ca diet）、HP食群：高 Pi
食（1.2%Pi, 0.6% Ca diet） 
唾液の採取 
 マウスにアセチルコリンアゴニストであ

るピロカルピン 5 g/g BWを尾静脈投与し、
唾液を採取した。唾液中成分の日内変動を考

慮し、全てのサンプルについて午前中にピロ

カルピン投与後 10分間の唾液を採取した。 
血漿、尿および唾液における生化学測定 
 各マウスより得た血漿、尿および唾液を以

下の各種キットを用いて測定した。無機リン



（Pi）濃度は p-メチルアミノフェノール還元
法を用いたホスファ C テスト Kit（Wako, 
Osaka, Japan）、カルシウム（Ca）濃度はメ
チルキシレノールブルー発色法を用いたカ

ルシウム E テスト Kit（Wako, Osaka, 
Japan）、クレアチニン（Cre）濃度は酵素法
を用いたクレアチニンキット L タイプ CRE 
M（Wako, Osaka, Japan）、血液尿素窒素
（BUN）はウレアーゼ・インドフェノール法
を用いた尿素窒素 B テスト Kit（Wako, 
Osaka, Japan）により測定した。血中 FGF23
濃 度 は FGF-23 ELISA Kit （ KAINOS 
laboratories, Inc., Tokyo, Japan）、血中 PTH
濃 度 は Mouse PTH 1-84 ELISA Kit
（Immutopics, Inc., San Clemente, CA）を
用いて測定した。 
 

４．研究成果 

唾液腺 Piトランスポーター発現 
 野生型マウス（Npt2b+/+マウス）顎下腺、舌

下腺および耳下腺 cDNAを用いて Piトラン
スポーターmRNA発現を PCR法により検討
したところ、顎下腺、舌下腺および耳下腺に

おいて Npt2b、Npt2c、Pit1、Pit2 ，CaR, 
XPR1, AKP3 mRNA発現を確認した。しか
し、Npt2a mRNA 発現はみられなかった。
ウエスタンブロッティング解析では主に顎

下腺で Npt2bタンパク質発現を検出した。次
に顎下腺において免疫組織蛍光染色を行っ

た結果、導管管腔側に Npt2bの局在が認めら
れた。 
 
Npt2b ヘテロノックアウトマウス唾液腺
Npt2b発現と唾液解析 
 リアルタイムPCR法によりNpt2b mRNA
発現を検討したところ、Npt2bヘテロノック
アウトマウス（Npt2b+/-マウス）顎下腺、舌

下腺および耳下腺において Npt2b+/+マウス

の 50%程度に減少していた。またウエスタン
ブロッティング解析より顎下腺 Npt2b タン
パク質発現も 50%程度に減少していること
を確認した。 
次に離乳期および成熟期の Npt2b+/+マウ

ス、Npt2b+/-マウスの血中および唾液中 Pi、
Ca濃度を測定した。血中 Pi濃度は成熟期で
有意に低く、両群ともに Npt2b+/+マウスと比

べて Npt2b+/-マウスにおいて低値傾向だった。

一方、唾液について Npt2b+/+および Npt2b+/-

マウスのピロカルピン投与後 10 分間の唾液
を採取し重量を測定したところ、体重あたり

の唾液重量には有意な変化はなかった。さら

に、唾液中 Pi 濃度は成熟期で高値傾向にあ
り、両群ともに Npt2b+/-マウスで有意に高か

った。また血中 Ca 濃度については有意な差
は認められず、唾液中 Ca 濃度は成熟期にお
いて有意に低値を示した。 

 
食餌性 Pi含量変化に対する応答 
 食餌性 Pi 含量変化における血中および唾
液中 Pi、Ca 濃度、尿中 Pi、Ca 排泄、顎下
腺 Npt2b 発現について検討した。Pi 含量の
異なる餌〔LP食(0.02%)、CP食(0.6%)、HP
食(1.2%)〕を 9日間自由摂食させたマウスの
血中 Pi、Ca濃度を測定したところ、Npt2b+/+

マウスにおいて血中Pi濃度はCP食群と比較
して LP 食群で有意に低値、HP 食群で高値
傾向を示した。唾液中 Pi濃度は LP食群で低
値、HP 食群で高値傾向を示した。また血中
Ca濃度はCP食群と比較してLP食群で高値
傾向、HP食群で低値傾向を示し、唾液中 Ca
濃度についても同様の傾向が認められた。尿

中 Pi 排泄は HP 食群で有意に上昇し、尿中
Ca 排泄は LP 食群で有意に上昇した。
Npt2b+/-マウスについても Npt2b+/+マウスと

同様の結果が得られた。 
 続いて唾液腺それぞれの Npt2b mRNA発
現をリアルタイム PCR 法で検討した。
Npt2b+/+マウス、Npt2b+/-マウスそれぞれの

顎下腺および舌下腺では LP 食群で発現が高
く、HP 食群で低い傾向がみられた。耳下腺
において同様の傾向はみられなかった。また、

ウエスタンブロッティングにて顎下腺

Npt2b タンパク発現を検討したところ、
Npt2b+/+マウス、Npt2b+/-マウスともに LP食
群で発現増加、HP食群で発現低下していた。
しかし、全ての食餌 Pi 群において Npt2b+/-

マウスは Npt2b+/+マウスに比べ、Npt2b発現
量は低いままであった。 
 
アデニン誘導性腎臓病モデルマウスの解析 
 Npt2b+/+マウスおよび Npt2b+/-マウスにア

デニンを投与し、腎臓病モデルを作製した。

体重は、それぞれのマウスでコントロール群

に比べ、アデニン群で有意に減少した。摂食

量は Npt2b+/+マウスアデニン群で有意に低

下し、尿量はアデニン群で有意に増加した。



腎機能を反映する血中クレアチニン濃度、

BUN は Npt2b+/+マウス Npt2b+/-マウスとも

にコントロール群と比較してアデニン群で

有意に上昇したが、Npt2b+/-マウスでは

Npt2b+/+マウスに比べて有意に低下した。そ

の他の生化学検査について、血中 Pi 濃度、
唾液中 Pi濃度、血中 Ca濃度、血中 FGF23
濃度、血中PTH濃度、尿中Ca排泄はNpt2b+/+

マウスアデニン群において有意に上昇した。

またNpt2b+/-マウスにおいても血中Ca濃度、
血中 FGF23 濃度、尿中 Ca 排泄は有意に上
昇した。さらに血中 Pi濃度は Npt2b+/-マウス

アデニン群で Npt2b+/+マウスアデニン群と

比較して有意に低下した。続いてウエスタン

ブロッティングにて顎下腺における Npt2b
発現を検討したところ、Npt2b+/+マウスおよ

び Npt2b+/-マウスアデニン群において高 Pi
血症状態にも関わらずコントロール群と比

較して発現量に有意な変化はみられなかっ

た。 
考察と今後の課題 
  食事性リンの感受機構を鋭敏に有する唾

液腺を中心に解析を行なった。唾液中リン濃

度は、食事性リン濃度を感知し、その機序は、 
Duct cellにおける Npt2bの細胞内局在変化の
関与や脳室—唾液腺におけるリン制御機能に
おける Npt2bの重要性が予想された。今回の
研究モデルでは、マウスを使用した為に、脳

室内リン濃度制御に関する十分な検討が出来

なかった。しかしながら、ラットを用いた過

去の報告 (Ohnishi R et al J Med Invest 2007)
は、脳室—腸管における関係を示唆している。
腸管における食事リン濃度は、唾液腺 Duct 
cellにより何らかの機序で感知され、 Npt2b
の細胞内局在は迅速に変化した。一方でXPR1 
やAKP3における顕著な変動は観察されなか
った。以上より、食事性リン濃度は、腸管Npt2b
を介して唾液腺 Duct cellsに伝わり、その後、
脳室等にシグナルを送り、腎臓リン排泄を制

御する事で、全身におけるリン蓄積の感知機

構する機序の存在が予想された。今後は、脳

室内における Npt2b, Pit2の組織特異的なノ
ックアウトマウスを解析する事で、脳室と唾

液におけるリン代謝機能の臓器相関を解明す

る必要があると考えられた。 
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