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研究成果の概要（和文）：　本研究はNAD 合成関連酵素（Nampt）を介した新たなリン代謝経路の存在を明らかにする
ものである。Namptの活性化は尿中リン排泄の亢進、腸管リン吸収抑制作用示すことを明らかとした。また、肝臓切除
を伴う低リン血症発症の原因がNampt/nicotinamide経路の活性化によることを明らかにした。これらの成果はリン代謝
において肝臓－腎臓連関の存在を提示するものである。今後Namptを介したリン／カルシウム比を一定にする機序をさ
らに検討することは、慢性腎臓病患者の心血管疾患予防に貢献出来ると考える。

研究成果の概要（英文）：This study determines the presence of the new phosphate(Pi)metabolic pathway throu
gh the nicotinamide phosphoribosyltransferase(Nampt)as the first rate-limiting enzyme in converting NAM to
 NAD.The activation of Nampt caused the significantly increased levels of urinary Pi excretion and the dec
reased levels of intestinal Pi absorption.The present data suggest that the cause of hypophosphatemia and 
hyperphosphaturia observed after 70% hepatectomy is caused by abnormal Nampt/NAM activation in the liver a
nd kidney. 
These result shows presence of the liver-kidney axsis in Pi metabolism.
We examine a mechanism to do constantly the Pi/Ca ratio through Nampt.We think these research may be contr
ibute to the prevention of cardiovascular disease development of patients with chronic renal disease.
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１．研究開始当初の背景 
 慢性腎臓病（CKD）患者数、透析導入数の

増加にともない CKD への取り組みが、世界的

に注目されている。老化に伴い通常腎機能は

低下することから、近年の急速な高齢化社会

での CKD の予防、 進行の防御は急務であり、

FGF23 、血中リン濃度にかわる早期慢性腎臓

病のマーカの探索は必須である。慢性腎臓病

は腎臓の廃絶を引き起こすのみならず合併

症として、ミネラル代謝異常（ 高リン血症） 、

二次性副甲状腺機能亢進症、腎性骨症および

異所性石灰化を発症することが知られてい

る。リンは、各組織や血中、またその細胞内

小器官に至るまで、厳密にコントロールされ

ている。リン・カルシウム比は一定になるよ

うに調節を受けているが、腎臓が廃絶される

と、腸管から吸収されたリンは、骨に移行で

きず、血中リン濃度の上昇を受けて、高リン

血症を発症させるだけではなく、血管や軟組

織に蓄積し、異所性石灰化の原因となる。 し

かしながら、細胞内のリン・カルシウム比を

一定にするメカニズム解明研究はほとんど

なされておらず、不明のままであった。 

 
２．研究の目的 
CKD は高リン血症から、副甲状腺機能亢進症、

腎性骨症、異所性石灰化などの合併症が惹起

され、生命予後を悪化させる。 全身性の代

謝、老化制御機構として「NAD ワールド」と

名付けられた新たな概念は、NAD が各臓器、

組織における様々な代謝のペースメーカー

であることを示す。さらに全身性 NAD 合成関

連酵素（Nampt）は NAD 合成系を制御し、老

化関連遺伝子で Sirt1 の脱アセチル化活性

を調節する。申請者は肝臓、腸管由来のリン

調節因子が、Nampt を制御し各種臓器、血管

でのリン／ カルシウム比を一定にすると機

序を担うと仮説を立てた。本機構を明らかに

することは、CKD 患者の新たなリン恒常性維

持、異所性石灰化の予防、老化促進防御の基

盤研究となることを目的に研究を行った。 

 

３．研究の方法 

これまでの骨細胞欠損マウスの研究で、申請

者は腸管、肝臓由来のリン調節因子の存在を

明らかにしてきた。これらの因子の作用が全

身性 NAD合成酵素である Nampt を介して血中

リン濃度を制御する機構を有するという仮

説を明らかにするために以下の方法に従っ

て研究を進めた。 

（１）骨細胞死滅マウスにおけるリン代謝異

常の解析 

申請者が開発した、任意の時期に誘導的に骨

細胞のみを死滅させることのできるトラン

スジェニックマウス（Tg）用いる。Tg はジ

フテリア毒素投与後 48 時間以内に約 80％ 

の骨細胞を死滅させることが出来る。骨細胞

を死滅後、血清、尿生化学データを解析する。

本マウスの血中および腎臓内 NAD 量を測定、

および Nampt 発現変動を定量 PCR法、western 

blotting 法を用いて検討する。 

 

（２）肝臓切除モデルラット、およびマウス

を用いたリン代謝の解析 

申請者はこれまでのラットを用いた肝臓切

除実験の結果より、術後速やかに低リン血症

の発症することを見つけている。また、門脈

内とリン注入により、速やかに著しいリン排

泄促進が認められることも見いだしている。

肝臓切除モデル動物を作成し解析を行なっ

た。肝臓切除は定法にしたがい 70%切除する。 

血液，尿生化学検査によりリン代謝変動を検

討する。血漿および尿を以下の各種キットを

用いて測定した。無機リン濃度：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

濃度：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）、クレア

チニン濃度：酵素法を用いた Lタイプワコー 

CRE・M（Wako）、 BUN：尿素窒素 B-テストワ

コー (Wako)、グルコース：グルコース CⅡ

テストワコー (Wako)、 FGF23：FGF-23 

ELIZA Kit (KAINO LABORATRIES, INC, Tokyo, 

Japan)、 PTH: Mouse PTH 1-84 ELIZA Kit 

(Immutopics, California, USA) 、

1,25(OH)2D3：1,25(OH)2Vitamin D3 ELISA kit 

(Immundiagnostik AG, Bensheim, Germany)、

Nampt (Visfatin/PBEF mouse/rat) Dual 

ELISA Kit (Adipogen Corporation, San Diego, 

USA)。血中 pH、K+、Na+、iCa2+は血液ガス分析

装置ラピッドラボ 248/348（SIMENSE Japan 

Tokyo, Japan）を用いて測定した。 

リン利尿調節因子の候補としてのNamptの生

理作用を検討する。本肝臓切除モデルラット

において腎臓および腸管 Nampt mRNA および

タンパク発現量を定量 PCR および、western 



blotting 法を用いて解析する。さらに、ニコ

チンアミド関連代謝産物の解析を行なった。 

 

（３)Nampt 遺伝子改変マウスの解析 

Nampt KO マウスは耐性致死であるために

Nampt hetero マウスの分与を受け、安定的に

繁殖し実験に使用した。導入してリン代謝を

詳細に解析する。2)で既に記載した方法を用

いる。 

 

４．研究成果 

（１）骨細胞欠損マウスのリンおよびニコチ

ンアミド代謝解析 

 骨細胞を 50%以上死滅させたマウスでは著

しい尿中リン排泄亢進を認めた。この時、既

存のリン排泄促進作用をもつ FGF23、PTH の

血中濃度に変動は認められなかった。既存の

リン調節システムとは異なる尿中リン排泄

亢進システムの存在を明らかにした。この時

腎臓内NAD量の上昇を認めた。 さらにNampt 

mRNA 発現が上昇した。 

 

（２）肝臓切除ラット動物におけるリン代謝

動態変動の解析 

 肝臓切除ラット動物において、著しい尿中

リン排泄促進作用を認めた。さらに血中リン

濃度の低下を見いだした。さらに肝臓切除ラ

ットの腎臓を用いてマイクロDNAアレイ解析

をおこなったところ、腎臓内 NAD 代謝関連

遺伝子のまとまった変動を見いだした。 

実際、腎臓 Nampt mRNA 、タンパク質発現の

増加を確認した。そこで腎臓内 NAD を測定し

たところ、肝臓切除群では有意に上昇してい

た。  

 

（３) 細胞外型 Nampt(eNampt)によるリン

再吸収抑制作用の検討 

肝臓や脂肪組織よりNamptは分泌されること

が知られている。そこで、細胞外型 Nampt で

ある eNampt にリン再吸収抑制作用があるか

否かを検討した。Naked DNA 法を用いて肝臓

での Nampt 発現を増加させた。その後、血中

に分泌される eNampt の作用を検討した。 

血中 eNampt の上昇は認められたが、尿中リ

ン排泄促進作用は認められなかった。た腎臓

培養細胞にNamptを過剰発現させその培養上

清中に分泌されたNamptがリン再吸収を担う

NaPi-IIa の発現抑制を持つか否かを検討し

た。結果 NaPi-IIa のタンパク発現には変動

がみられず、さらにリン輸送活性にも違いが

認められなかった。このことから、eNampt は

リン排泄促進因子ではないことが明らかと

なった。 

 

（４)Nampt/Nicotinamide 経路による２型

リン酸トランスポーター(NaPi-II)発現抑制 

Nampt の活性化が、腸管リン吸収阻害、腎臓

での尿中リン排泄促進を誘導する可能性が

明らかとなった。そこで、リン吸収阻害、リ

ン排泄亢進の機序について検討した。Nampt

が腸管、腎臓で活性化すると、各々の組織に

発現する２型ナトリウム依存性リン酸トラ

ン ス ポ ー タ ー (NaPi-IIa, NaPi-IIb 

NaPi-IIc)の膜発現量が著しく減少する。さ

らに腎臓培養細胞でNamptのリン代謝へ効果

を検討したところ、同様の結果を得た。また、

この効果は Nampt から合成される NADやその

中間体であるNMNには依存しないことも明ら

かとなった。よって今回の我々の結果から、

腸管からのリン吸収阻害および腎臓での尿

中リン排泄促進作用は組織内NAD量に依存す

るのではなく、Nampt 酵素活性に依存するこ

とを見いだした。 

 

（５) Nampt 酵素活性の特異的阻害剤である

FK866 を用いた リン代謝変動 

既に述べた、Nampt/Nicotinamide 経路の活

性化が２型リン酸とランスポーターの発現

を抑制するのか否かをNampt酵素活性の特異

的阻害剤であるFK866を用いてその効果が完

全に阻害されるかを検討した。FK866 は完全

に Nampt/Nicotinamide 経路によるリン代謝

変動を抑制し、逆に著しいリン再吸収、リン

吸収促進効果を認めた。 

 

(1)-(5)の本成果は、リン代謝において腎臓−

肝臓の臓器連関を示すものであり、全身性ニ

コチンアミド/Nampt 経路の活性化は生体内

のリン恒常性維持の新たな経路であること

を明らかとした。本機構の異常な活性化が、

これまで不明であった肝臓切除患者の予後

を悪化させる低リン血症の原因となること

を明らかとした。これらの結果をまとめて論

文発表をした。（Nomura K, Tatsumi S et al. 

J Am Soc Nephrol. vol.25, No.4. 

761-772.2014.）本研究成果は、腎機能低下



モデルにおいてリン吸収を抑制するための

創薬に応用できる可能性を示唆した。 
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