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研究成果の概要（和文）：Vitamin D の生理・薬理作用は、肝臓で25位、腎臓で1位が水酸化された1,25(OH)2D
がvitamin D受容体(VDR)に結合することで発揮され、25-hydroxyvitamin D [25(OH)D]は1,25(OH)2Dの前駆体に
過ぎないと一般的に考えられている。しかしながら、多くの疫学研究において腎予後と関連するのは血清25(OH)
D濃度であり血清1,25(OH)2D濃度ではない。我々は本研究において、片側尿管結紮による腎尿細管間質線維化モ
デルを用いて、25(OH)Dが1,25(OH)2Dに変換されることなくVDRを介して薬理的作用を発揮することを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Effects of 25(OH)D3 on unilateral ureteral obstruction were analyzed. Excess
 25(OH)D3 in obstructed mice worsened oxidative stress and tubulointerstitial fibrosis, whereas 
moderate levels of 25(OH)D3 had no effects. The exacerbating effects of excess 25(OH)D3 were 
abolished in CYP27B1/VDR double-knockout mice and in macrophage-depleted CYP27B1 knockout mice. 
Excess 25(OH)D3 upregulated both M1 marker (TNF-α) and M2 marker (TGF-β1) levels of 
kidney-infiltrating macrophages. In vitro analyses verified that excess 25(OH)D3 directly 
upregulated TNF-α and TGF-β1 in cultured macrophages but not in tubular cells. TNF-α and 25(OH)D3
 cooperatively induced oxidative stress by upregulating iNOS in tubular cells. Aggravated 
tubulointerstitial fibrosis in mice with excess 25(OH)D3 indicated that macrophage-derived TGF-β1 
also had a key role in the pathogenesis of surplus 25(OH)D3. Thus, excess 25(OH)D3 worsens 
tubulointerstitial injury by modulating macrophage phenotype.
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１．研究開始当初の背景 
 
 Vitamin D (VD)は骨ミネラル代謝のみな
らず、RAS 系、TGF beta 1 系、NF kappa B 系
などの制御を介して、腎線維化をはじめとす
る様々な病態の発症・進展に関与する分子で
ある。1987 年に VD 受容体(VDR)がクローニン
グされ、「肝臓で 25 位、腎臓で 1 位の水酸
化反応を受け活性化された VD [1,25(OH)2D]
が VDR に結合し、標的遺伝子の転写調節領域
に存在する VD responsive element (VDRE)
に作用することで、VD の機能が発揮される」
という古典的 VD 作用メカニズムが確立され
た。この古典的 VD 作用メカニズムの確立に
伴い、「25(OH)D は 1,25(OH)2D の前駆体であ
り、25(OH)D 自体が VDR を介して生物学的作
用を発揮することはない」という考えが定着
した。しかしながら、近年報告されている疫
学データの多くは「25(OH)D 自体に何等かの
生理・薬理作用がある」可能性を示唆してい
る。 
 
２．研究の目的 
 
腎尿細管間質線維化モデル動物を用いて、
25(OH)Dが 1,25(OH)2Dの前駆体としてだけで
はなく、それ自体が生理・薬理作用を発揮す
ることを証明し、VD およびそのアナログ製剤
の腎疾患治療応用に向けた学術的背景を確
立する。 
 
３．研究の方法 
 
25(OH)D の直接的作用を検討するには、
25(OH)Dの作用を1,25(OH)2Dの作用から分離
して評価する必要がある。このため、本研究
では 25(OH)D が 1,25(OH)2D に変換されない
25(OH)D-1α-hydroxylase (CYP27B1)ノック
アウトマウスを用いて、血清 25(OH)欠乏状態、
充足状態、過剰状態が腎線維化に与える影響
を評価した。また CYP27B1/VDR ダブルノック
アウトマウスを用いて25(OH)Dの直接的作用
が VDR を介するか否かを検討するとともに、
クロドロネートリポソームを用いてマクロ
ファージ消失マウスを作成し、25(OH)D の直
接的作用がマクロファージを介したもので
あるか否かを検討した。また CYP27B1 ノック
アウトマウスより単離した近位尿細管培養
細胞およびマクロファージ培養系を用いて、
25(OH)D の直接的作用を検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 高用量の 25(OH)D は片側尿管結紮モデル
マウスにおける腎尿細管間質線維化病変
を悪化させた。 
 
7 週齢 CYP27B1 ノックアウトマウスを

25(OH)D 欠乏群、充足群、過剰群の 3 群
に分け、25(OH)D 充足状態が片側尿管結
紮モデルマウスの腎尿細管間質線維化に
与える影響を評価した。なお、25(OH)D
欠乏、充足、過剰群の血清 25(OH)D 濃度
はそれぞれ、 7.87±0.23 ng/mL、38.41
±5.65 ng/mL、333.28±46.91 ng/mL で
あった。腎における線維化関連遺伝子（α
SMA、コラーゲン I、コラーゲン III、フ
ィブロネクチン）の発現量をリアルタイ
ム PCR で検討したところ、25(OH)D 欠乏
群と充足群間には有意差を認めなかった
が、25(OH)D 欠乏群と比較すると 25(OH)D
過剰群においてこれらの遺伝子発現が上
昇していた。組織学的にも同様の結果が
得 ら れ 、 tubular injury index 、
interstitial volume index、αSMA 陽性
領域、コラーゲン I 陽性領域は、いずれ
も 25(OH)D 過剰群において上昇していた。 
 

 
(2) 過剰の 25(OH)D は腎臓における酸化スト
レスを増加させた。 
 
 種々の腎疾患において酸化ストレスが
上昇することが知られている。このため、
上述のマウスの酸化ストレスをγH2AX染
色およびニトロチロシンの western blot
にて評価した。その結果、(1)の結果と同
様、腎酸化ストレスは 25(OH)D 欠乏群と
充足群で差を認めず、過剰群で増悪して

いた。 
 
 
(3) 25(OH)D の腎障害作用は 24,25(OH)2D を
介さない。 
 



 25(OH)D は体内において 24,25(OH)2D
に代謝される。このため代謝産物である
24,25(OH)2D に腎尿細管間質線維化増悪
作用があるか否かを(1)と同様の方法に
て検討した。その結果、24,25(OH)2D に
は腎尿細管間質線維化増悪作用がないこ
とが明らかになった。また 24,25(OH)2D
は腎の酸化ストレスを悪化させないこと
も明らかになった。これらのことから、
(1)の結果は 25(OH)D による直接作用で
ある事が示された。 
 
(4) 25(OH)D の腎尿細管間質線維化増悪作用
は VDR を介した作用である。 
 
 25(OH)D が何を介して腎尿細管間質線
維化増悪作用を発揮するのか明らかにす
るため、CYP27B1/VDR ダブルノックアウ
トマウスを作成し、(1)と同様の検討を行
った。その結果、25(OH)D の腎尿細管間
質線維化増悪作用・酸化ストレス増悪作
用は CYP27B1/VDR ダブルノックアウトマ
ウスにおいて消失することが明らかにな
った。以上のことから、(1)の結果は VDR
を介した 25(OH)D の作用によるものであ
る事が明らかになった。 
 
(5) 25(OH)D による腎尿細管間質線維化増悪
はマクロファージの数ではなく質の変化
を介した作用である。 
 
 腎において VDR を発現している主な細
胞は近位尿細管細胞および腎浸潤マクロ
ファージである。(1)で観察された
25(OH)D の作用が腎浸潤マクロファージ
によるものか否かを明らかにするため、
クロドロネートリポソームを用いてマク
ロファージを枯渇させた CYP27B1 ノック
アウトマウスを用いて(1)と同様の検討
を行った。その結果、マクロファージ枯
渇 CYP27B1 ノックアウトマウスでは
25(OH)D による腎尿細管間質線維化増悪
作用が消失することが明らかになった。
これらの事から(4)の結果も踏まえ、過剰
の 25(OH)D は腎浸潤マクロファージの
VDR を介して腎尿細管間質線維化増悪作
用を発揮することが示唆された。 
 F4/80 染色にて腎浸潤マクロファージ
数を評価したところ、25(OH)D 欠乏群・
過剰群間で浸潤マクロファージ数に差を
認めないことが明らかになった。腎臓か
ら得た RNA を用いてマクロファージの形
質に関わる遺伝子群の発現を検討したと
ころ、25(OH)Dは M1マクロファージ（TNF-
α、iNOS）および M2 マクロファージ(TGF-
β1、MRC)いずれの遺伝子発現も上昇させ
ることが明らかになった。なお、リアル
タイム PCR は腎臓全体から回収した RNA
を用いて行ったため、上述の変化がマク
ロファージではなく尿細管などの変化に

よって生じた可能性があった。このため、
免疫組織染色にて、腎浸潤マクロファー
ジにどのような変化が生じているのかさ
らに検討した。その結果、過剰の 25(OH)D
は尿管結紮腎浸潤マクロファージのTNF-
α、TGF-β1、MRC の発現を上昇させたが
iNOS の発現は変化させなかった。一方
25(OH)D は尿管結紮腎の近位尿細管細胞
において iNOS、TNF-αの発現を上昇させ
たが、TGF-β1、MRC の発現は変化させな
かった。以上の事から、前述のリアルタ
イムPCRの結果のうちiNOSの上昇はマク
ロファージではなく近位尿細管由来の変
化であったことが示された。 

 
(6) 25(OH)D はマクロファージ培養系におけ
る TNF-α、TGF-β1 の発現を上昇させ、
TNF-α存在下近位尿細管細胞培養系にお
ける iNOS の発現を上昇させる。 
 
 動物実験において認められた腎マクロ
ファージや近位尿細管細胞における遺伝
子発現の変化が 25(OH)D の直接作用であ
るか否かを検討するため、CYP27B1 ノッ
クアウトマウスよりマクロファージおよ
び近位尿細管細胞の培養系を確立した。
マクロファージ培養系に 25(OH)D を負荷
したところ、濃度依存性に TNF-αおよび
TGF-β1 の発現が上昇したが、iNOS の発
現は上昇せず、動物実験で認められたマ
クロファージの変化は 25(OH)D の直接作
用である事が明らかになった。一方、近
位尿細管細胞培養系に 25(OH)D を単独で
負荷しても TNF-α、iNOS、TGF-β1 の発
現は変化しなかった。動物実験では近位
尿細管細胞における iNOS の発現が
25(OH)D により上昇していたため、
25(OH)D 刺激によりマクロファージより
産生されるTNF-αの存在下に25(OH)Dが
近位尿細管細胞にどのような変化を生じ



させるのか検討した。その結果、TNF-α
刺激により近位尿細管細胞の iNOS 発現
は上昇し、TNF-α存在下に 25(OH)D 刺激
すると更なる iNOS 発現上昇が認められ
た。なお、培養近位尿細管細胞を TNF-α
刺激するとTNF-α自体の発現が上昇した
が、25(OH)D は TNF-αの発現に影響を与
えなかった。以上の事から、動物実験に
おいて認められた腎近位尿細管細胞にお
けるTNF-αの発現上昇はマクロファージ
のTNF-αに依存し25(OH)Dには依存しな
いこと、近位尿細管細胞における iNOS の
発現はマクロファージの TNF-αと
25(OH)D の両者に依存し、これらは相加
的に作用することが明らかになった。 
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