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研究成果の概要（和文）：CYP24A1は、体内の25-ヒドロキシビタミンD3（25D3）や1,25-ジヒドロキシビタミン
D3（1,25D3）を不活性化する酵素である。野生型およびCYP24A1遺伝子欠損（KO）ラットに、25D3を連日投与し
たところ、野生型ラットでは影響はみられなかったのに対し、CYP24A1 KOラットでは、血中カルシウム濃度が上
昇し腎石灰化が認められた。近年、ビタミンD不足・欠乏の人が増えており、ビタミンD3や25D3の積極的摂取が
重要になる。一方で、CYP24A1機能不全の人がビタミンD等を摂取する場合注意が必要であり、事前にCYP24A1依
存的代謝物定量などによる診断が重要になると考えられる。

研究成果の概要（英文）：CYP24A1 plays an important role for inactivation of 25-hydroxyvitamin D3 
(25D3) and 1,25-dihydroxyvitamin D3 (1,25D3) in the body.In this study, we performed daily 
administration of 25D3 to wild-type and CYP24A1 gene-deficient (KO) rats. As the results, there were
 no effect of 25D3 administration in wild-type rats, whereas the blood calcium concentration 
increased and renal calcification were occurred by 25D3 administration in CYP24A1 KO rats. Recently,
 the number of people with vitamin D insufficiency and deficiency has increased, thus the active 
administration of vitamin D3 or 25D3 becomes crucial. On the other hand, based on our results, 
people with CYP24A1 dysfunction could have the risk by administration of vitamin D actively, and it 
could be crucial to diagnose CYP24A1 dysfunction by CYP24A1 dependent metabolite quantitation, in 
advance.

研究分野： 生化学

キーワード： ビタミンD　代謝　診断

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、25D3がくる病や骨粗鬆症の予防・治療になり得る可能性を示唆してきた。25D3摂取時の効能や副作用の
個人差を知る上で、その生体内での代謝を明らかにすることが重要である。今回の研究結果から、CYP24A1だけ
ではなく薬物代謝酵素CYP3A4が代謝に関与すること、また、CYP24A1機能不全の場合には、25D3の積極的摂取に
注意が必要であることが明らかになった。近年、大多数の人がビタミンD欠乏・不足状態にあることが判明して
おり、ビタミンD3や25D3の積極的摂取が大切になる。安全な摂取推奨に向けて、血中24,25D3濃度の定量など
CYP24A1機能不全を事前に知ることが重要である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ビタミン D は骨に対して重要な役割を果たすとともに、さまざまな疾患との関連が報告され

ている。一般的に、ビタミン D3 は、25-ヒドロキシビタミン D3（25D3）を経て 1α,25-ヒドロキ
シビタミン D3（1,25D3）へと変換されることで、ビタミン D レセプター（VDR）を介した生理
作用を示す。CYP24A1 は、25D3 や 1,25D3、またそれらの誘導体を連続的に代謝し、不活性化を
行う重要な酵素である。我々は、これまでに、CYP24A1 発現系や動物細胞を利用し、25D3 や
1,25D3 が CYP24A1 による連続的な代謝を受けること、CYP24A1 による代謝をうけにくい誘導
体は半減期が長く、生体内でのビタミン D 代謝に本酵素が重要であることを示してきた。疾患
とビタミン D 量について議論する際、一般的に、血中 25D3 と 1,25D3 （および 24R,25-ジヒド
ロキシビタミン D3; 24,25D3）濃度のみで行われているが、複数の代謝物の血中濃度や生理作用
を考慮した上で議論する必要があると考えられる。複数存在する CYP24A1 代謝物のほとんどが
市販されていないことから、我々は、近年、自身の有する CYP24A1 発現大腸菌を利用した系で
複数の代謝物を取得し、それら代謝物を標準品として利用することで、LC/MS/MS を用いた一斉
分析法を確立した。さらに、ゲノム編集法を利用して CYP24A1 遺伝子欠損（KO）ラットを作出
した。 
 
２．研究の目的 
ビタミン D の代謝には、上述したとおり、CYP24A1 が重要な役割を果たす。CYP24A1 は 25D3

や 1,25D3 を連続的に代謝する酵素であり、CYP24A1 の機能不全は 1,25D3 を不活性化できず、
特発性乳児高カルシウム血症や腎結石を引き起こすことが知られている。我々は、これまでに、
I 型くる病モデルである CYP27B1 KO マウス・ラットに連日 25D3 投与することで、副作用なく
症状の改善がみられることを明らかにし、25D3 が安全域の高い予防・治療薬となり得る可能性
を示唆してきた。25D3 摂取時の効能や副作用の個人差を知る上で、25D3 の生体内での代謝を明
らかにすることが重要であると考えられる。本研究では、近年作出した CYP24A1 KO ラットを
用いて、生体内における CYP24A1 依存性、非依存性のビタミン D 代謝を明らかにすること、ま
た、CYP24A1 機能不全時のビタミン D 投与による影響を調べることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
生体内における CYP24A1 依存性、非依存性のビタミン D 代謝を明らかにするため、野生型お

よび CYP24A1 KO ラットに 25D3 を 200 μg/kg で単回経口投与し、経時的に採血を行った。得ら
れた血液を有機溶媒抽出し、DMEQ-TAD にて誘導体化を行った後に、各種ビタミン D 代謝物を
LC/MS/MS にて定量した。上記実験にて、23,25,26D3 から 26,23-ラクトン-25D3 への反応に、
CYP24A1 以外の酵素が関与している可能性が示唆されたことから、その反応を担う代謝酵素の
同定を目的とし、野生型および CYP24A1 KO ラットから調製した各肝組織画分、また薬物代謝
酵素発現系を用い 23,25,26D3 を基質に 26,23-lactone-25D3 の生成を調べた。 
 CYP24A1 機能不全時のビタミン D 投与による影響を調べるために、9 週齢の野生型および
CYP24A1 KO ラットに 25D3 を 110 μg/kg/day にて 2 か月間、連日混餌投与、もしくは、20 μg/kg/day
にて週 3 回、6 か月間経口投与を行った。投与後のラットについて、性状および組織学的解析、
血中のビタミン D 代謝物やカルシウム濃度測定を行った。 
 
 
４．研究成果 
作出した CYP24A1 KO ラットは、血中の 25D3 が 2 倍程度上昇し、一方、24,25D3 などの

CYP24A1 依存性代謝物は全く検出されなかったが、意外にも血中 1,25D3 濃度は正常値を示し、
血中カルシウム・リン・PTH 濃度や表現型も正常であった。 

25D3 を野生型および CYP24A1 KO ラットに 25D3 を単回経口投与し、血中ビタミン D 代謝物
を分析したところ、野生型ラットの血中には、24,25D3 や 24-オキソ-25D3 を含む 5 種の代謝物
が検出されたが、CYP24A1 KO ラットではいずれの代謝物も検出されなかった。5 種の代謝物の
うち、26,23-ラクトン-25D3 のみ、ラット由来 CYP24A1 発現系で検出されず、本代謝物のみラ
ット体内における最高血中濃度到達時間（Tmax）値が高かったことから、CYP24A1 だけでなく他
の酵素の関与が示唆された。26,23-ラクトン-25D3 は 25D3 から 23,25-ジヒドロキシビタミン D3
（23,25D3）、23,25,26-トリヒドロキシビタミン D3 （23,25,26D3）を経て生成すると考えられる
ことから、23,25D3 あるいは 23,25,26D3 を CYP24A1 KO ラットに投与したところ、23,25,26D3



を投与した場合のみ 26,23-ラクトン-25D3 の生成が確認された。すなわち、23,25,26D3 から 26,23-
ラクトン -25D3 へ代謝に
CYP24A1 以外の酵素が関与
している可能性が示唆され
た。そこで、CYP24A1 KO ラ
ットから調製した各肝組織
画分や各種発現系を利用し
た解析を行った結果、薬物
代謝酵素として最も重要な
CYP3A1/2 （ ヒ ト の 場 合
CYP3A4）が深く関与している
ことが明らかになった。 

CYP3A4 は 25D3 や 1α,25D3 の 4β、23R、24S 位水酸化を触媒することが報告されていたもの
の、重要視されていなかった。近年、CYP3A4 遺伝子変異が原因の III 型くる病が報告されたこ
とからも、25D3 や 1α,25D3 の血中濃度を考える上で CYP24A1 だけではなく CYP3A4 による代
謝を考慮することが重要であると考えられる。 
 
上述したとおり、CYP24A1 KO ラットは正常な表現型を示したが、25D3 を 110 μg/kg/day にて

連日投与することで、投与 1 週目から体重が著しく減少し、血中カルシウム濃度の上昇と異所性
石灰化が起こった。同量・同期間にて野生型ラットに投与した場合は高カルシウム血症などの副
作用は確認されなかった。ヒトがビタミン D3 を長期摂取する場合 100 µg/day が安全な摂取上限
であるといわれている。50 kg のヒトの場合 2 µg/kg/day であり、上述の投与量はその 50 倍以上
であることから、投与量を 20μg/kg/day にし、週 3 回、6 か月間経口投与を行った。CYP24A1 
KO ラットでは、投与後、継続的に血中カルシウム濃度の上昇がみられ、投与 20 週間後程度か
ら体重減少が認められた（図 2）。腎臓のカルシウム吸収調節遺伝子の発現が著しく上昇し、腎
臓のカルシウム沈着もみられた。一方で、野生型ラットではこのような影響は全くみられなかっ
た。一般的に、血中 1,25D3 濃度の上昇を介して上述の副作用が起こることが知られており、当
初、CYP24A1 KO ラットでは 1,25D3 が不活性化されなかったことが副作用の原因になったと推
測していた。しかしながら、血中 25D3 と 1,25D3 濃度を定量したところ、CYP24A1 欠損によっ
て血中 25D3 濃度のみが顕著に上昇したことがわかった。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
我々は、近年、25D3 が I 型、II 型、両方のくる病に対して異なるメカニズムで治療効果を示す

ことを明らかにしている。今回、野生型ラットに対して 25D3 投与による副作用がみられていな
いことからも、25D3 はくる病や骨粗鬆症などの予防・治療に有望であると考えられる。近年、
大多数の人がビタミン D 欠乏もしくは不足状態にあることが明らかになっており、日本でも、
高齢化社会を迎えるにあたってビタミン D3 や 25D3 の積極的摂取が大切になる。一方で、
CYP24A1 機能不全の人は副作用の可能性があることから、安全な積極的摂取を推奨するために、
血中 25D3 および 24,25D3 濃度を定量するなど、CYP24A1 機能不全を事前に知ることが重要で
ある。 
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