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研究成果の概要（和文）：我々は、腸管リン代謝に腸型アルカリホスファターゼ (IAP) が関与すると仮定し、
その役割を解明するために腸ALPノックアウトマウスの解析を行った。腸ALPノックアウトマウス小腸上部におけ
るALP活性の低下を確認した。IAPノックアウトマウスは野生型マウスと比較し、腎臓24水酸化酵素の発現が減少
し、血中の活性型ビタミンD濃度は上昇していた。更に、腎臓NaPi発現及びリンの取り込みは両マウスで変化は
認められなかったが、腸管Npt2bはIAPノックアウトマウスで有意に減少、小腸でのリンの取り込みも低下してい
た。本研究において、腸ALPが腸管リン代謝に関与することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In patients with chronic kidney disease (CKD), inorganic phosphate (Pi) 
retention leads to secondary hyperparathyroidism, uremic bone disease, cardiovascular calcification,
 and progression to end-stage renal disease. Inorganic phosphate (Pi) homeostasis is primarily 
regulated by the small intestine functions in Pi absorption, the kidney functions in Pi excretion, 
and bone acts as a Pi reservoir. The mechanism of intestinal Pi absorption, however, is still 
unknown. Previous reports suggested that Intestinal Alkaline phosphatases (IAP) regulate gut 
homeostasis and health. It is not clear that IAP is involved in the gastrointestinal Pi homeostasis.
 In the present study, we examined Pi homeostasis in IAP null mice. Intestinal Pi transport activity
 and transporter expression levels were significantly lower in IAP KO mice than WT mice. 
Furthermore, IAP KO mice showed higher levels of blood 1,25(OH)2D3 levels than WT mice. In 
conclusion, IAP may involve the gastrointestinal Pi homeostasis.

研究分野： 分子腎臓栄養学

キーワード： リン　腸　腎臓

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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。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。 
 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
の存在が考えられ始めている。 
-リン代謝調節に関わる臓器のクロストーク
- 
 生体内リン代謝調節に大きな関わりをも
つ臓器は入り口となる腸管（感知•調節）、最
終調節をする腎臓、貯蔵する骨である。それ
に加えリン利尿因子PTHを分泌する副甲状腺
やFGF23を分泌する骨は生体内リン濃度を感
知する臓器とも考えられる。 
腸は体内にリンを取り入れる臓器であるが、
真っ先にリンを認識する臓器であるとも考
えられる。そこで我々は、腸（消化管）は栄
養素であるリンを取り入れる臓器であるだ

けでなく、食事性のリンを感知する臓器であ
ると提唱する。 
-現代人の食生活における生体の高リン暴露
- 
 食生活の変化より、個人差はあるものメタ
ボリックシンドロームのようなこれまでの
日本人において見られなかった様々な疾病
が現れている。リン酸が複数結合しているポ
リリン酸塩は、様々な用途で食品に添加され
加工食品に使用されている。加工食品摂取の
増加、つまりリン添加物含有摂取の増加によ
り、これまでの日本人において見られなかっ
た高リン暴露状態が子供から成人までの長
期にわたり持続されている。CKD の主な現疾
患は糖尿病が第一位であり、患者数は増加の
一途をたどる。糖尿病から CKD ステージ早期
段階では、リン利尿因子である PTH や FGF23
などの増加により血中リン濃度は見かけ上
昇していない。しかしながら、リン利尿因子
の上昇は生体内のリン感知機構が応答して
いる現象である。よって、血中リン濃度が上
昇する前段階からリン摂取に注意すべきで
あると考えられる。しかしながら、消化管の
リン吸収機構の全てが明らかにされていな
い。 
（２）消化管におけるリン吸収機構の解明 
 食事に含まれるリンは無機リンおよび、タ
ンパク質に含まれる有機リンの形態で存在
するが、腸管では無機モノリン酸の形態で吸
収されると考えられている。これまでの基礎
研究から経細胞輸送と細胞間隙を介する受
動輸送が想定されている。我々は、これまで
の研究で、ノックアウトマウスやモデル動物
等を用いて腸管トランスポーター分子の重
要性を証明した。しかしながら、細胞間隙を
介する分子機序を含め多くの事柄は明らか
となっていない。更に食事タンパク質に含ま
れる有機リンから無機モノリン酸を遊離す
る機構すら明らかにされていない。これまで
に、齧歯類において食事性リン含量が等しい
にも関わらず有機リン源の違いでラット腸
管アルカリフォスファターゼ(ALP)活性が異
なることが報告されている。ALP には複数の
アイソザイムが存在しており、大きく組織非
特異的、胎児性、腸特異的に分類される。 
（３）腸管（消化管）は生体への栄養素とし
てのリンの入り口である。我々は、栄養素で
あるリンを取り入れる臓器であるだけでな
く、食事性のリンを感知する臓器であると提
唱する。しかしながら、無機モノリン酸を遊
離する機構、腸管吸収の詳細、感知機構等明
らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、（１）（消化管）は栄養素である
リンを取り入れる臓器であるだけでなく、食
事性のリンを感知する臓器であると提唱す
る。最終的にはこの場でリンを感知し体内へ
シグナルを出す第一の感知器官であること
を証明する。（２）無機モノリン酸を遊離す



る機構と、腸管吸収機構のつながりを中心に
検討する。 
 
３．研究の方法 
動物実験は 徳島大学動物管理規則に従い、 
委員会の承認手続きを行い、許可のもと実験
を行った。 
腸管アルカリフォスファターゼノックアウ
トマウスのリンカルシウム代謝解析 
腸管特異的アルカリフォスファターゼノッ
クアウトマウスの個体復元および解析。受精
卵で納入し、徳島大学動物実験施設にて個体
復元を行った。また、個体復元後はそれぞれ
を交配し、解析に必要な交配を繰り返した。
リンカルシウム代謝解析を行う。 
（１）血中 Pi, iCa 測定、（２）活性型ビタ
ミン D, FGF23, PTH 等のリン代謝調節因子の
影響は市販されているELISAを用いて測定す
る。（３）尿中 Pi, Ca 排泄測定、（４）腸管、
腎臓 NaPi 解析、（５）急速膜濾過法を用いた
腎、腸刷子縁膜小胞における Pi 輸送測定、
（６）everted-sac 法を用いた小腸 Pi 輸送活
性。（７）腸管を分割し、管腔内を生理的食
塩水で洗浄、溶液を回収しした。また、腸管
上皮細胞をスクラップして回収した。管腔洗
浄液および上皮細胞を検体とし、アルカリホ
スファターゼ活性を測定した。 
 
 （１）マウスより血漿および尿を採取し、
以下のキットを用いて測定した。リン濃度は
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)、
カルシウム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)、クレアチニン濃度はクレアチニ
ンキナーゼ・HMMPS 法を用いた L タイプワコ
ーCRE/M Kit (Wako) により測定した。血中
イオン化カルシウムはラピットラボ 348 
(Siemens Healthcare Diagnostics Inc., 
Munich, Bavaria, BRD) を用いて測定した。 
（２）血中 PTH 濃度は PTH ELISA Kit 
(Immutopics International, Clemente, 
California)、血中 FGF23濃度は FGF-23 ELISA 
Kit (KAINOS laboratories, Inc., Tokyo, 
Japan) により測定した。血中 Vit.D 濃度は
1,25(OH)2D3 ELISA Kit (Immundiagnostik 
AG,Germany) により測定した。 
（３）マウスを CE-2 (日本クレア) の餌と蒸
留水を自由摂取で3日間代謝ゲージにて飼育
し、24 時間蓄尿と糞を回収した。 
（４）小腸粘膜、腎臓の採取と刷子縁膜小胞
(Brush border membrane vesicles; BBMVs) 
精製 
動物はエーテル麻酔下で開腹し、小腸と腎臓
を摘出した。腸管は生理食塩水を通して除去
したのち、2つの部位 (上部と下部) に分け、
それぞれを氷冷したガラス板上で長軸方向
に開き、カミソリを用いて粘膜を回収した。
腎臓と小腸の BBMV はカルシウム沈殿法を用
いて調整した。腎臓と小腸粘膜に complete 

EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail 
Tablets (Roche, Mannheim, Germany) を添
加した Homogenate buffer  を加え、ワーリ
ングブレンダーを用いて2分間ホモジナイズ
後、この Homogenate buffer の 1/10 倍容の 1 
M CaCl2を加え、氷冷しながら 15 分間撹拌し
た。そのサンプルを 5,000 rpm、4℃で 15 分
遠心し、上清を濾過して、さらに18,000 rpm、
4℃で 30 分遠心した。遠心で生じた沈殿に
Suspension buffer を加え、ポッターホモジ
ナイザーで 10 ストロークして、18,000 rpm、
4℃で 45 分遠心した。得られた沈殿に
Suspension buffer を加えて、注射針を用い
て懸濁し腎臓および小腸 BBMV とした。 
（５）everted-sac 法を用いたリン輸送 
  麻酔下で摘出したマウス小腸を、上部およ
び下部に 2分割し、各部分から 4 cm の腸を 2
つずつ切り取り、反転小腸を作成した。作成
した反転小腸を、外側は Na+(+) solution お
よび Na+(-)solution を、内側は Na+(-) 
solution を入れて 95% O2、5% CO2の条件下に
おいて 37℃で 0.5 時間反応させた。その後、
反転小腸から solution を取り出し、液体シ
ンチレーションカウンタ（ALOKA，Tokyo）で
外側および内側 solution の放射活性を測定
した。測定結果より、Na+(-) solution での
結果をナトリウム非依存性の輸送とし、
Na+(+) solution での結果と Na+(-) solution
での結果の差をナトリウム依存性の輸送と
した 
（６）急速膜濾過法を用いたリン輸送 
 BBMVを用いたPi 輸送活性は急速膜濾過法
を用いて測定した。BBMV 標品に放射標識さ
れた Pi を加えた uptake solution を加えて
混ぜ、30 秒、60 秒、120 秒それぞれ反応させ
た後、氷冷した生理食塩水を加えて反応を停
止した。これにニトロセルロース膜を用いて
吸 引 濾 過 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を
INSTAGELPlus (Perkin Elmer, MA, USA) で
溶解させた後、液体シンチレーチョンカウン
ター (ALOKA,Tokyo,Japan)で放射活性を測
定した。 
（７） Bessey-Lowry 法による小腸粘膜 BBMV 
ALP 活性測定 
 
慢性腎臓病モデルマウス作製 
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。 
 
４．研究成果 
腸管アルカリフォスファターゼノックアウ
トマウスのリンカルシウム代謝解析 
基本解析 
 まず野生型マウス腸管のALP活性を測定し
た。ALP 活性は小腸近位において著しく高く、
遠位になるにつれ活性が低くなることを確
認した。腸管アルカリフォスファターゼノッ
クアウトマウスでは小腸近位で減少傾向を
示し、小腸遠位では差がみられなかった。 
腸管アルカリフォスファターゼノックアウ



トマウス野生型マウスと比較して体重や摂
食量に変化は見られなかった 
生化学データ 
 腸管アルカリフォスファターゼノックアウ
トマウスと野生型マウスと比較して血中イ
オン化カルシウム濃度、糞中、尿中カルシウ
ム排泄量に変化はなかった。さらに血中リン
濃度、尿中リン排泄量、および糞中リン排泄
量にも変化が見られなかった。 
血中 FGF23 濃度や血中 PTH濃度に変化は見ら
れなかったが、血中活性型ビタミン D濃度は
腸管アルカリフォスファターゼノックアウ
トマウスで有意な増加を示した 
腎臓におけるリン輸送活性と Npt2a および
Npt2c 発現 
 腎臓 BBMV を用いて Na 存在下におけるリン
輸送活性を検討したところ、変化は認められ
なかった (Fig.4A)。また、ウエスタンブロ
ット解析でリン酸トランスポーターである
Npt2a および Npt2c のタンパク質発現を検討
したところ、変化は見られなかった。 
小腸におけるリン輸送活性と Npt2b 発現 
 小腸下部 BBMV を用いて Na 存在下における
リン輸送活性を検討したところ、腸管アルカ
リフォスファターゼノックアウトマウスで
著しい減少を示した (Fig.5A)。また、ウエ
スタンブロット解析でリン酸トランスポー
ターであるNpt2bのタンパク質発現を検討し
たところ、野生型マウスと比較して腸管アル
カリフォスファターゼノックアウトマウス
でNpt2bタンパク質発現が有意な減少を示し
た 
アデニン誘発性腎臓病モデルマウス 
 アデニン投与群の野生型マウスはコント
ロール群の野生型マウスと比較し、有意に血
中リン濃度が上昇したが、アデニン投与群の
腸管アルカリフォスファターゼノックアウ
トマウスはコントロール群の腸管アルカリ
フォスファターゼノックアウトマウスと比
較し血中リン濃度の上昇傾向は見られたも
のの、有意差はなかった。アデニン投与群の
野生型マウスはアデニン投与群の腸管アル
カリフォスファターゼノックアウトマウス
と比較して、血中リン濃度が有意な上昇を示
した。また、血中クレアチニン濃度も同様の
傾向が示された 
 
本研究において、腸管アルカリフォスファタ
ーゼノックアウトマウスでは腸管でのリン
吸収の減少及び腎臓病誘発時における腎障
害の進行抑制が明らかになり、腸管アルカリ
フォスファターゼがCKDにおける高リン血症
是正のターゲット分子になりえる可能性が
示唆された。 
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