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研究成果の概要（和文）：慢性腎臓病（CKD）により腎臓の機能が破綻すると腎臓のリン酸（Pi）排泄能は低下し、高P
i血症を引き起こす。CKDに伴う高Pi血症は異所性石灰化、心血管疾患死亡率上昇のリスクファクターである。近年唾液
リン濃度と血中リン濃度の相関や新しい高Pi血症の治療として唾液中のPiを吸着するチューイングガムの有用性が報告
されている。しかし、その基礎的根拠は明らかにされていない。本研究では唾液リン濃度は、食事リン濃度と相関し、
唾液腺は生体内Pi代謝に関与することを明らかにし、腎臓、小腸に加えて唾液腺という新たなPi代謝臓器連関を示した
。

研究成果の概要（英文）：Hyperphosphatemia is contributes to vascular calcification in patients with chroni
c kidney disease and hemodialysis patients and is associated with cardiac mortality. Recently, several stu
dies reported the relationship among salivary phosphate concentration, renal function, serum phosphate con
centration, and the potential target of new therapy for hypephosphatemia. However, it is unclear the inorg
anic phosphate (Pi) handling mechanisms in salivary glands. In the present study, we investigated the Pi h
andling in salivary glands. In wild-type mice fed a high Pi diet, the levels of plasma and salivary Pi are
 significantly higher than those in mice fed a low Pi diet. In Npt2b+/- mice, the salivary Pi concentratio
ns were significantly increased compared with those in Npt2b+/+ mice. The present study suggests that sali
vary Pi levels correlate with dietary Pi content, and salivary glands paly a role for phosphate homeostasi
s system in the body.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
①慢性腎臓病（Chronic Kidney Disease：CKD)
は 糖尿病性腎症の著しい増加や社会の高齢
化により、年々増加の一途をたどっている。
更に人工透析及び腎移植が必要な末期腎不
全患者数は、全世界的に増加し続けているこ
とから、世界的な大問題である。CKD では骨
病変が起こるのみならず，血管を含んだ全身
の石灰化を介して生命予後に影響すること
が明らかとなり，近年，全身性疾患としての
CKD に伴う骨ミネラル代謝異常（mineral and 
bone disorder：MBD)（CKD－MBD)が提唱され
ている。特に高リン血症は、副甲状腺細胞を
刺激して副甲状腺ホルモン(PTH)の分泌を亢
進させ、二次性副甲状腺機能亢進症の発症,
骨の繊維化をもたらすこと、血管石灰化に関
与することから、CKD 患者における生体内リ
ン管理は重要視されており、生体内における
リン代謝調節系の解明が待たれている。リン
吸着剤は使用されているが、未だ、より良い
対処法が望まれている。一方、早期発見、治
療を行う事により、CKD への進行をいかに遅
らせることも重要である。現在正常、CKD の
様々な段階において、リン代謝調節機構が示
され、対処が説かれているが、リン代謝その
ものが未だ明らかとなっていないことが現
実である。リンは骨の重要な構成要素である
だけでなく、細胞内で ATP などの高エネルギ
ーリン酸化合物の構成成分としてエネルギ
ー代謝の維持に必須の役割を演じている。ま
た細胞膜のリン脂質を構成し、細胞膜機能の
維持のうえでも重要な役割を果たしている。
多くの生理機能を担うリンの生体濃度は厳
密にコントロールされており、この恒常性の
破綻は生命の危険をも招く。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、
カルシトニンなどカルシウム調節ホルモン
の付随的な作用として行われていると考え
られてきた。しかしながら近年、新規リン代
謝調節因子(フォスファトニン；FGF23, MEPE, 
PHEX, Klotho, FRP4)などの関与が明らかと
なりリン代謝調節機構の複雑さ、カルシウム
とは独立した調節系の存在が考えられる。 
腎臓病患者においてリンの恒常性は破綻し
ており、いかに食事からのリンを制限するか
が大切となっているが、食品中には多くのリ
ンが含まれており、非常に困難である。 よ
って、生体内リン代謝調節機構の本質を解明
する事が全てにおいて必須である事は明ら
かである。  
 近年唾液リン濃度と血中リン濃度が相関
すると、CKD 患者において報告されているが、
その基礎的研究及び、そのメカニズムは明ら
かにされていない(Savica V. et al. J Am Soc 
Nephrol.20:639-44,2009 
Savica V. et al.J Ren Nutr 19: 69-72,2009)。
また、脳室におけるリンセンサーの存在も申
請者を含めいくつかの研究者により示され
ているが、未だ全てが明らかとなっていない
(Mulroney SE. et al. AJP 286:F647-652, 

2003)。申請者は生体内アミノ酸やリン濃度
の調節に重要な役割を果たしている腸及び
腎リントランスポーター分子(アミノ酸トラ
ンスポーターSLC7A5〜9,リントランスポー
ターSLC34A1〜3)について同定及びモデル動
物等を用いて検討し、世界に先駆け様々な報
告を行ってきた(Kanai Y., Segawa H et al. 
JBC 273:23629-23632,1998, Segawa H. et al. 
JBC 274:19745-19751, 1999, Chairongdua A., 
Segawa H. et al.JBC 274:28845-28848, 1999, 
Segawa H. et al.JBC 277:19665-19672,2002)。
特に、SLC34A3 はヒトにおいて遺伝子変異に
より遺伝性低リン血症を引き起こすリント
ランスポーターであり、申請者が本分子を世
界に先駆け同定し (Segawa H.et al.JBC 
277:19665-19672, 2002)、遺伝性低リン血症
性くる病の遺伝子変異も発見した(Yamamoto 
T, Segawa H, et al. J Bone Miner Metab 25: 
407-413, 2007)。更に、ノックアウトマウス
を解析し、リン/カルシウム代謝における役
割を報告した(Segawa H, et al. JASN 20: 
104-113, 2009, Segawa H. Bone review 2010)。
SLC34A3 は腎に発現の高い分子であるが、脳
においては脳室の 脈絡叢に局在している。
また、 脈絡叢にはカルシウム、リン調節に
近年重要であると考えられている klotho が
局在し、 脈絡叢におけるカルシウム濃度の
調節に寄与している可能性が示唆されてい
る。更に、申請者は腸におけるリン吸収機構
を検討してきた(Segawa H. et al. AJP 287: 
F39-F47, 2004)。腸には SLC34A2 が存在する。
更に、SLC34A2 分子は唾液腺にも発現が確認
されている。唾液中には消化酵素とともに、
様々なイオンが分泌及びイオンの再吸収が
されている。これまで、腎、腸、骨がリン代
謝の関与する重要な臓器として考えられ、調
節因子とともに その動きが考えられてきた
が、脳や唾液腺等の臓器において、様々な分
子同定後も、ほとんど検討されていない
(Tomoe Y., Segawa H. et al.,AJP 
298:F1341-1350,2010, Kaneko I., Segawa H, 
Pflugers Archiv, 2010 in press)。 
②血中リン濃度と唾液中に含まれるリン濃
度は相関関係があると予想される。腎機能低
下、または腎不全状態では、尿中へ不要なリ
ンを排泄できないことより、唾液中にリンが
排泄されると考えられる。 唾液中へ Piを排
出するメカニズムは不明である。食事からの
リンと共に唾液に分泌されたリンは 唾液腺
及び、腸に局在する SLC34A2b(Npt2b)により、
体内へ取り込まれると予想される。唾液腺特
異的Npt2bノックアウトマウスを使用する事
によりその役割が明らかになると考えられ
る。また、脳室における SLC34A3/Npt2c は脳
脊髄液中のリン濃度を感受すると予想され
る。③生体内において、リン濃度は厳密に調
節されているが、これまでリン代謝はカルシ
ウム代謝に付随した調節系で制御されてい
ると考えられて来た。近年遺伝性低リン血症
の解明から、新しいリン代謝調節系が明らか



となってきた。しかし、未だ不明な点が多い
事、様々な分子が同定されたが、それらの調
節機構を検討する臓器は限られている。 
２．研究の目的 
本研究は、脳、及び唾液の生体内リン代謝調
節機構における意義を明らかにすることを
目的に検討した。まずは、正常動物において
検討し、その後、遺伝子改変動物を用いて検
討した。更に、CKD モデル動物を作製し、CKD
における意義、関与を検討した。 
３．研究の方法 
動物 
動物実験は徳島大学動物実験委員会の許可
のもと、徳島大学動物実験指針に従って行っ
た。C57BL/6J 系統の野生型マウスは日本チャ
ールズリバー株式会社より購入したオスと
メスを交配させて得た。マウスは恒温の飼育
室で明暗サイクルの条件下（8:00-20:00）、
プラスチックケージ内で実験動物用固形飼
料 MF（Oriental Yeast, Tokyo, Japan）と水
道水の自由摂食により飼育した。Npt2a ノッ
クアウトマウスは Jackson Laboratory（Bar 
Harbor, ME）より購入し、Npt2a ヘテロノッ
クアウトマウスマウスのオスとメスを交配
させて得た。Npt2b ヘテロノックアウトマウ
ス（Npt2b+/-マウス）は Npt2b+/-マウスと野生
型マウス（Npt2b+/+マウス）のオスとメスを交
配させて得た。Npt2c ノックアウトマウスは、
Npt2c ヘテロノックアウトマウスと野生型マ
ウスのオスとメスを交配させて得た。 
食餌リン含量変化に対する応答実験 
マウスに以下に示す実験食と水道水を与え
て 9日間飼育し、10 日目に解剖した。下記の
実験食は OYC改変 AIN93G 精製飼料（Oriental 
Yeast, Tokyo, Japan）をもとに作製した。
餌に含まれる無機リン（Pi）、カルシウム（Ca）
濃度を示す。LP 食群：低 Pi 食（0.02% Pi, 0.6% 
Ca diet）CP 食群：コントロール食（0.6%Pi, 
0.6% Ca diet）HP 食群：高 Pi 食（1.2%Pi, 0.6% 
Ca diet） 
アデニン投与実験 
マウスにアデニン 100 mg/kg BW を 1 日おき
に計 7回ゾンデで経口投与し、解剖した。 
唾液の採取 
マウスにアセチルコリンアゴニストである
ピロカルピン 5 mg/g BW を尾静脈投与し、唾
液を採取した。唾液中成分の日内変動を考慮
し、全てのサンプルについて午前中にピロカ
ルピン投与後 10 分間の唾液を採取した。 
血漿、尿および唾液中測定項目各マウスより
得た血漿、尿および唾液を以下の各種キット
を用いて測定した。Pi 濃度は 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）、Ca 濃度はメ
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, Osaka, Japan）、
クレアチニン（Cre）濃度は酵素法を用いた
クレアチニンキット L タイプ CRE M（Wako, 
Osaka, Japan）、血液尿素窒素（BUN）はウレ
アーゼ・インドフェノール法を用いた尿素窒

素 B テスト Kit（Wako, Osaka, Japan）によ
り測定した。血中 FGF23 濃度は FGF-23 ELISA 
Kit（KAINOS laboratories, Inc., Tokyo, 
Japan）、血中PTH濃度は Mouse PTH 1-84 ELISA 
Kit（Immutopics, Inc., San Clemente, CA）
を用いて測定した。iCa は、ラピッドラボ 348
（Siemens Healthcare Diagnostics Inc.，
Munich，Bavaria，BRD）を用いて測定した 
 
４．研究成果 
（１）正常動物における検討 
 リントランスポーターの発現局在；野生型
マウス顎下腺、舌下腺および耳下腺 cDNA を
用いてリントランスポーターmRNA発現を PCR
法により検討したところ、顎下腺、舌下腺お
よび耳下腺において Npt2b、Npt2c、Pit1、Pit2 
mRNA 発現を確認した。Npt2a mRNA 発現はみ
られなかった。ウエスタンブロッティング解
析では主に顎下腺でNpt2bタンパク質発現を
検出した。顎下腺において免疫組織蛍光染色
を行った結果、導管管腔側に Npt2b の局在が
認められた 
 食餌性 Pi 含量変化における血中および唾
液中 Pi、Ca 濃度、尿中 Pi、Ca 排泄、顎下腺
Npt2b 発現について検討した。Pi 含量の異な
る餌〔LP食(0.02%)、CP食(0.6%)、HP食(1.2%)〕
を 9日間自由摂食させたマウスの血中 Pi、Ca
濃度を測定したところ、正常マウスにおいて
血中 Pi 濃度は CP 食群と比較して LP 食群で
有意に低値、HP 食群で高値傾向を示した。唾
液中 Pi 濃度は LP 食群で低値、HP 食群で高値
傾向を示した。また血中 Ca 濃度は CP食群と
比較して LP 食群で高値傾向、HP 食群で低値
傾向を示し、唾液中 Ca 濃度についても同様
の傾向が認められた。尿中 Pi 排泄は HP 食群
で有意に上昇し、尿中 Ca排泄は LP 食群で有
意に上昇した。 
 アデニン誘導性腎臓病モデルマウスの解
析；正常マウスにアデニンを投与し、腎臓病
モデルを作製した。体重は、それぞれのマウ
スでコントロール群に比べ、アデニン群で有
意に減少した。摂食量はアデニン群で有意に
低下し、尿量はアデニン群で有意に増加した。
腎機能を反映する血中クレアチニン濃度、
BUN はコントロール群と比較してアデニン群
で有意に上昇した。その他の生化学検査につ
いて、血中 Pi 濃度、唾液中 Pi 濃度、血中 Ca
濃度、血中 FGF23 濃度、血中 PTH 濃度、尿中
Ca 排泄はアデニン群において有意に上昇し
た。ウエスタンブロッティングにて顎下腺に
おける Npt2b 発現を検討したところ、アデニ
ン群において高 Pi 血症状態にも関わらずコ
ントロール群と比較して発現量に有意な変
化はみられなかった。 
 
（２）遺伝子改変マウスにおける検討 
 腎臓 Npt2a、Npt2c ノックアウトマウス唾
液解析； Npt2a ノックアウトマウスは血中
Pi 濃度低値、血中 Ca 濃度高値を示した。し
かしながら唾液中 Pi、Ca 濃度に有意な差は



認められなかった。また、Npt2c ノックアウ
トマウスにおいて血中および唾液中 Pi、Ca
濃度に有意な変化は認められなかった。更に、
著しい低リン血症を呈するNpt2a/Npt2cダブ
ルノックアウトマウスも唾液 Pi 濃度の異常
は正常マウスと比較して認められなかった。 
 Npt2b ヘテロノックアウトマウス唾液腺
Npt2b 発現と唾液解析; リアルタイム PCR 法
により Npt2b mRNA 発現を検討したところ、
Npt2b ヘテロノックアウトマウス（Npt2b+/-

マウス）顎下腺、舌下腺および耳下腺におい
て Npt2b+/+マウスの 50%程度に減少していた。
またウエスタンブロッティング解析より顎
下腺 Npt2b タンパク質発現も 50%程度に減少
していることを確認した。離乳期、成熟期の
Npt2b+/+マウス、Npt2b+/-マウスの血中および
唾液中 Pi、Ca 濃度を測定した。血中 Pi 濃度
は成熟期で有意に低く、両群ともに Npt2b+/+

マウスと比べて Npt2b+/-マウスにおいて低値
傾向だった。一方、唾液について Npt2b+/+お
よび Npt2b+/-マウスのピロカルピン投与後 10
分間の唾液を採取し重量を測定したところ、
体重あたりの唾液重量には有意な変化はな
かった。さらに、唾液中 Pi 濃度は成熟期で
高値傾向にあり、両群ともに Npt2b+/-マウス
で有意に高かった。また血中 Ca 濃度につい
ては有意な差は認められず、唾液中 Ca 濃度
は成熟期において有意に低値を示した。 
 これらの結果を要約すると、唾液腺にはリ
ントランスポーターNpt2b、Npt2c、Pit1、Pit2
が発現しており、その中でも唾液腺導管管腔
側に Npt2b の有意な発現を認め、唾液再吸収
に関与している事が示唆された。唾液 Pi 濃
度は、食事に含まれる Pi 含量に応答するこ
とが確認された。唾液腺に発現する Npt2b は
唾液中 Pi 濃度をコントロールし、唾液腺は
生体内Pi代謝に関与することが示唆された。
本研究では腎臓、小腸に加えて唾液腺という
新たな Pi 代謝臓器連関を示した。 
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