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研究成果の概要（和文）：細胞外リンを感知しカルシウム輸送を調節する新規システムを検討した。カルシウム
吸収が低下した小腸VDRKOマウスにリン制限食を投与したところ、カルシウム吸収と骨量の増加を確認し、リン
濃度変化に応答するATP-ピロリン酸代謝分子のENPP1の関与を確認した。さらに、腸上皮細胞輸送評価系の外液
リン濃度を変化させたところ、リン濃度の低下によりENPP1の管腔側膜局在は減少し、ATPが外液に蓄積した結
果、P2X受容体に作用してカルシウム流入は増加した。本研究の結果から、ENPP1によるATP代謝系が細胞外液リ
ンに応答するセンサーであり、局所カルシウム輸送を調節する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The impaired calcium absorption in intestinal Vdr null mice was improved by 
dietary phosphate restriction and resulted in increased bone mass, indicating that intestinal 
luminal phosphate levels influenced calcium absorption. Accordingly, transcellular calcium transport
 in cultured polarized intestinal epithelial cells was increased when apical side of cells were 
exposed to low extracellular phosphate levels (0.5 mM phosphate) compared to normal or high 
phosphate levels (1.0 and 5.0 mM). Mechanistically, low phosphate levels increased ATP contents at 
the apical extracellular side which stimulated the apical ATP receptor to promote calcium entry. The
 luminal ATP levels were regulated by the apical abundance of the ATP metabolizing enzyme, 
ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase (ENPP1). Sub-cellular localization of ENPP1 was 
reduced when apical side of intestinal epithelial cells were exposed to low extracellular phosphate,
 and led to the increase in luminal ATP levels. 

研究分野：骨代謝学、栄養学
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１．研究開始当初の背景 
 
 腎機能が著しく障害されリン排泄能が低
下する慢性腎臓病の患者数は、現在国内で
1000万人超と推計され、新たな国民病として
対策が急がれている。リン代謝に異常をきた
すと、血管等、骨以外の軟組織に石灰化も多
く出現するため、心血管系の機能も著しく障
害され重篤な病態に陥る。しかしながら、リ
ン代謝機構には不明な点が数多く残されて
おり、リン代謝異常に対する薬物治療の成果
が得られる例は少ない。さらに、加工食品が
多用される近年の食習慣では食品添加物由
来のリン過剰摂取も懸念され、日常の食生活
にはリン恒常性を破綻させる危険性が潜ん
でいる。 
 リンの恒常性維持は、骨組織から分泌され
るリン代謝因子 FGF23 が中心的にはたらき、
腎臓での尿中リン排泄を促進する。このよう
にリン代謝調節因子の役割は徐々に確定さ
れつつある。しかしながら、骨組織由来のリ
ン代謝因子には細胞外液のリン濃度の変化
を感知するはたらきは無い。しかも、リン代
謝因子を発現する骨細胞は、骨の中に埋め込
まれているという解剖学的な特殊性から、こ
れまでその機能を解析することさえ困難で
あった。このような背景から、生体内のリン
動態を感知するしくみは、現時点では全く解
明されていない。 
 したがって、生体リン動態変化の感知機構
がどのような代謝制御を導くのか、特にカル
シウム輸送への影響について、適切な評価系
を構築してそのしくみを明らかにすること
は、リン恒常性維持機構の全貌の理解につな
がる重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
 
 本申請研究では、“細胞外液リン濃度の変化
を感知しリン酸代謝や組織の石灰化を誘導
するカルシウム輸送を調整するしくみは、細
胞膜上のピロリン酸代謝系によるものでは
ないだろうか”という作業仮説を提唱し、生体
内リン感知・カルシウム輸送調節機構を解明
することを目的とした。 
 
(1) 全身ならびに小腸特異的 VDRKOマウス
へリン制限食を投与する栄養実験により、
細胞外液リン濃度変化に応じて組織内で
の発現や細胞内局在が変化するリンセン
サー候補因子を同定する。 

(2) リンセンサーがはたらく組織でリン濃度
変化が感知されると、カルシウムやリン
の代謝、局所輸送はどのように変化し、
この変化はビタミンD作用によりどのよ
うに制御されるか、組織化学的な解析を
行う。 

(3) 培養細胞を用いてリンセンサー候補の機
能、特にカルシウム輸送への影響を評価
し、そのしくみを明らかにする。 

３．研究の方法 
 
(1) ビタミンD作用下ではたらくリンセンサ 
ー候補の絞り込み  
小腸特異的 VDRKOマウスにリン制限食
を投与し、カルシウムやリンの吸収量、
血液や組織中のカルシウム、リンを測定
し、カルシウム、リンの代謝を把握する。
組織のピロリン酸代謝酵素群の発現量を
比較し、変化率の大きなものをリンセン
サー候補として絞り込む。特にカルシウ
ムやリンの動態が変化した組織を中心に
リンセンサーの評価を行う。 

(2) ビタミンDシグナルによるリンセンサー
候補機能制御を評価 
野生型マウスと小腸特異的 VDRKOマウ
スの小腸組織を用いて、(1)で絞り込まれ
たリンセンサーの発現を比較し、組織
内・細胞内局在の変化を調べる。また、
カルシウムやリンの動態が導かれた場合、
骨量の変化を伴うかについて、マイクロ
CT解析を行い評価する。 

(3) 小腸粘膜上皮細胞培養系による評価 
小腸上皮細胞は初代培養が困難であるた
め、アポプトーシスが抑制された p53 欠
損マウス由来の腸上皮細胞を用いて、培
養輸送評価系を確立する。培養にはトラ
ンスウェルシステムを用い、消化管管腔
側と基底膜側の腸上皮の極性が再現され
ることを確認し、さらに、トランスウェ
ル上の細胞のタイトジャンクション形成
がリン濃度により影響されないことを確
認する。外液リン濃度の変化に応じたリ
ンセンサー分子の発現や局在を検討し、
カルシウム輸送への影響を評価する。 
（図 1） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 p53欠損マウス由来細胞を用いた 
  経細胞輸送評価系の構築 

 



４．研究成果 
 
(1) 食事リン制限は、小腸 VDRKOマウスの
カルシウム吸収を増加し、カルシウム代
謝を改善する。 
小腸 VDRKOマウスは、ビタミン D依存
的な能動カルシウム輸送が低下している
ため、カルシウム吸収が減少し、カルシ
ウム欠乏状態となる。したがって、血中
カルシウム濃度を正常化するために、骨
破壊が進行し、重篤な骨量減少が現れる
1）。既に全身 VDRKO マウスを用いた実
験によりカルシウム吸収増加作用が確認
されたリン制限食 2）を小腸 VDRKOマウ
スに投与したところ、予想通りカルシウ
ム吸収は増加し、小腸 VDRKOマウスに
特徴的な骨破壊が抑制され、骨量が増加
した。（図 2） 
 

図 2 食事リン制限によるカルシウム吸
収増加作用(A)と、骨量改善作用(B) 
 

(2) リン濃度の低下は ENPP1 分子の発現量、
膜局在を減少する。 
リン制限食を投与したマウスより血液を
採取し、小腸、骨組織、筋、腎臓を摘出、
血液と各組織内のカルシウム・リン量を
測定したところ、リン量に大きな変化が
認められたのは、消化管と骨組織のみで
あった。そこで、消化管および、骨組織
の ATP-ピロリン酸代謝分子群の発現量
をウェスタンブロットにより評価したと
ころ、ENPP1分子の発現量が大きく変化
した。さらに、小腸組織を免疫染色した
ところ、ENPP1だけでなく、ATP代謝分
子群の膜局在の変化が確認された。（図3）
この変化はビタミンDシグナルの変化に
も応答し、ENPP1はビタミン Dシグナル
欠失と、リン制限食の投与により発現低
下した。 
 

図 3 食事リン制限による ATP-ピロリン
酸代謝分子の組織内局在変化 
 

(3) 細胞外液リン濃度の低下は、ENPP1膜局
在を抑制し、ATP 依存的なカルシウム輸
送を増加する。 
p53欠損マウス由来腸上皮細胞を用いて、
輸送評価系を確立し、消化管内腔側
(apical 側)培養液中のリン濃度を変化さ
せ、消化管内リン濃度変化を培養系で再
現した。apical側リン濃度の低下により、
経細胞カルシウム輸送は増加した。さら
に、リン濃度低下にともない、apical側培
養液中のATP濃度上昇が確認された。（図
4） 
 

図 4  apical 側リン濃度の低下は、カル
シウム輸送 (A)と、ATP濃度(B)を上昇さ
せた。 
 

(4) 外液リン濃度に応じて apical 側細胞膜上
での ATP分解が変化する。 
外液リン濃度の変化に応じた ENPP1 分
子の局在を評価したところ、リン濃度低
下時には apical側細胞膜の ENPP1局在が
消失した。そこで、ENPP1作用と ATP分
解の程度を ENPP1 の阻害剤を用いて評
価したところ、apical側の ENPP1の作用
が ATP 量を変化し得ることを確認した。



つまり、外液リン濃度の低下により
ENPP1が減少したためATP分解が減少し、
内腔側培養液中にATPが蓄積したと考え
られる。さらに、ATP が細胞膜へのカル
シウム流入を増加する事をカルシウムイ
メージングにより確認し、その際、細胞
膜に局在する ATP受容体 P2X7を介した
カルシウム流入を促進することを確認し
た。（図 5） 
 
 

図 5 P2X7阻害による腸上皮細胞へのカ
ルシウム流入抑制 
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