
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年５月２５日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：本研究では、NaPi-IIa (Npt2a)/NaPi-IIc(Npt2c)のD-KOダブルノック

アウトマウスを作製して、本マウスのリン代謝異常を解明した。 DKOマウスは、著しいリン再

吸収能の低下による低リン血症、高カルシウム尿症およびクル病を呈した。この表現型は、高カ

ルシウム尿を伴う低リン血性クル病 (HHRH)に類似していた。また、DKOマウスを用いて、腸管

および腎臓において DNAアレーを行いリン制御因子として機能している新しい細胞膜蛋白の同

定を行なった。 CLCA6は、 DKOマウスの腎臓で高発現しており、リントランスポーター (PiT2)

を制御している重要な因子であることが明らかにされた。 

 

研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated inorganic phosphate (Pi) 
metabolism in the type IIa and type IIc sodium-dependent Pi cotransporter gene knockout 
mice (Npt2a–/–Npt2c–/– DKO mice). To clarify the relative importance of Npt2a and 
Npt2c, we studied DKO mice These mice exhibited severe hypophosphatemia, 
hypercalciuria, and rickets. This phenotype is similar to that seen inhereditary 
hypophosphatemic rickts with hypercalciuria (HHRH) which is characterized by 
hypophosphate, short stature, rickets, and/or osteomalacia, with secondary 
absorptive hypercalciuria. Studies of the DKO animals showed that the expansion 
of the late hypertrophic zone in the bone, which is a characteristic feature of 
rickets, might be secondary to the impaired apoptosis of these cells. In the 
analysis of DNA microarray in the kidney of DKO mice, we identified the clone encode 
calcium activated chloride channel 6 (CLCA6) and analyzed its function in Xenopus oocytes 
and renal epithelial cells. The present study indicates that CLCA6 modulates the activity 
of type III renal sodium-dependent Pi cotransporter PiT2 in DKO mice.  
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１．研究開始当初の背景 

リンは生体において必須の因子であるが、そ

の代謝系に関しては、不明な点が多い。これ

までリン代謝調節は、副甲状腺ホルモン

(PTH)、ビタミンＤ、カルシトニンなどの古

典的な骨代謝を中心としたカルシウム調節

ホルモンの付随的な作用として行われると

考えられていた。しかしながら、最近、 

fibroblast growth factor 23 (FGF23)が新

しいリン利尿因子として登場し、その共受容

体 klotho と結合することで、骨と腎臓を結

ぶ新しいリン代謝系が明らかにされた。腎臓

はリン再吸収を担う、生体リン代謝の中心臓

器である。近位尿細管には、  Type IIa ナト

リウム依存性リン輸送体 (NaPi-IIa)が発現

しておりリン代謝制御の司令塔として機能

している。我々は、新しい分子として脳室、

消化管、骨および腎近位尿細管においてリン

調 節 系 を 担 う リ ン セ ン サ ー 蛋 白

(Growth-related Na/Pi cotransporter, 

NaPi-IIc)を同定し、その下流の存在する新

規リン代謝ホルモンの生理作用について検

討を推進してきた。しかしながら、NaPi-IIc

がどのような分子と相互作用して、リンセン

サーとしての機能を発揮ししているかは明

らかではない。 

 

２．研究の目的 

本研究期間にリン代謝調節機構の中核をなす

リンセンサーによるリン感受機構の全貌を解

明すること、さらにリンセンサーからのシグ

ナルを伝える新規リン代謝ホルモン群の機能

を明らかにすることで、新しいリン代謝系を

司るネットワーク分子によるシグナル伝達系

の 解 明 を 目 指 す 。 と く に 、 NaPi-IIa 

(Npt2a)/NaPi-Iic (Npt2c)のD-KOダブルノ

ックアウトマウスを作製して、本マウスのリ

ン代謝異常を解明する。また、DKOマウスを用

いて、腸管および腎臓において DNAアレーを

行いリン制御因子として機能している新しい

細胞膜蛋白の同定を行なう。また、副甲状腺

ホルモンPTHや FGF23/klothoによるリン制御

機序の解明を目指す。 

 

３．研究の方法 

＜動物＞ 

常法に従い Npt2a KO、Npt2c KO、

Npt2a/Npt2c DKO を作製した。動物実験は

徳島大学動物実験委員会の許可の下、徳島大

学動物実験指針に従って行った。 

＜Npt2a/Npt2c DKO 腎臓における DNA マ

イクロアレイ解析＞ 

 12 ヶ月齢の雄の WT および Npt2a/Npt2c 

DKOから摘出した腎臓組織重量に約 10倍量

の ISOGEN（WAKO）を加え、精製した。

得られた total RNA をもとに DNA マイクロ

アレイ（Affimetrix 社）解析を行った（徳島

大学先端医療研究資源・技術支援センターへ

委託）。遺伝子解析、細胞培養、生化学的解

析方法は、過去の報告に従った。 

 
４．研究成果 

Npt2a/Npt2c DKO における表現型および腎

臓 mRNA 発現量の網羅的解析 

 Npt2a および Npt2c ノックアウトマウス

（Npt2a KO、Npt2c KO）、さらに両遺伝子

を欠損させたダブルノックアウトマウス

（Npt2a/Npt2c DKO）を 作製し、その表現

型を詳しく解析した。Npt2a KO は、著しい

リン再吸収能の低下による低リン血症、高カ

ルシウム尿症および高ビタミン D 血症を呈

した。一方、Npt2c KO は、血中カルシウム

およびビタミン D 濃度が上昇し、尿中カルシ

ウム排泄は増加するが、血中リン濃度および

尿中リン排泄は正常である。Npt2a と Npt2c

を欠損した Npt2a/Npt2c DKO では、生体リ



ン濃度を維持することができないと当初予

想した。しかし、Npt2a/Npt2c DKO の解析

では、ナトリウム依存性リン輸送活性は完全

に消失することなく、50%程度維持されてい

ることが明らかとなった。このことから、

Npt2a や Npt2c とは別のナトリウム依存性

リン輸送システムが存在する可能性が示唆

された。 

   我々の予想に反して Npt2a/Npt2c 

DKO 腎臓における mRNA 発現パターンは

WT と比して変動が少なかった。また、デー

タには載せていないが、免疫系の遺伝子群の

変動が見られた。低下した遺伝子としては、

Slc34a1（Npt2a）、Slc34a3（Npt2c）、Cyp24a1

（cytochrome P450, family 24, subfamily a, 

polypeptide、1, 24 位水酸化酵素）、Aqp4

（aquaporin 4）、Slc7a12 である。発現が上

昇した遺伝子としては、mCLCA6 と腸型

ALP （ Alpi ： alkaline phosphatase, 

intestinal）が挙げられる。中でも mCLCA6

遺伝子発現は、WTと比して3.8倍上昇した。 

mCLCA6 は、CLCA ファミリーに属し、

カルシウム依存性クロライド輸送を活性化

する機能を持つ。CLCA ファミリーは多くの

種に保存されているが、それにもかかわらず、

ミネラル輸送において果たす役割の詳細は

未だ明らかにされていない。本研究により、

この蛋白質は細胞膜部分で切断を受けて、液

性因子として機能している可能性が示唆さ

れた。また、通常腎臓に発現している

mCLCA1/2 ではなく、 DKO マウス腎臓では

mCLCA6 の発現が上昇していた。これらの

ことから、mCLCA6 がリン輸送を活性化す

る因子として機能する可能性を見出した。本

蛋白質はリン代謝に関与する組織で特異的

に機能している証拠が得られた。CLCA6 は、

腸管に発現しておりリン負荷により、その蛋

白量が増大した。一方、腎近位尿細管の 

CLCA6 は、細胞内に局在しており、切断後、

細胞外にも分泌される。 Xenopus oocytes

における NaPi-IIa および PiT2 と CLCA6

の共発現では、 NaPi-IIa に対しては機能抑

制、一方、 PiT2 に対しては機能亢進を引き

起こした。また、W-KO マウスの腎臓では 

CLCA6 の機能が残存するリン輸送能亢進に

寄与している可能性が示された。このように、

腸管上皮細胞および腎近位尿細管細胞にお

いて CLCA6 はリン代謝制御に関与する分子

と考えられた。以上より、 NaPi-IIa/NaPi-IIc

遺伝子欠損したマウスにおけるリン代謝異

常を是正する因子として CLCA6 の重要性

が示唆された。本分子は、腸管上皮細胞に発

現しており、何らかの刺激で分泌され、一部、

血中を介して腎臓に作用する可能性も考え

られる。今後、腎臓と腸管を結ぶ因子として  

CLCA6 の役割を明らかにする必要がある。 
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