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Ⅰ.研 究の背景

人 工 透 析 が 安 全 に行 な わ れ , 慢 性 腎 不 全 患 者 の 長 期 生 存 が 当 然

と な っ た今 日 , 長 期 透 析 療 法 に伴 う合 併 症 を コ ン トロ ー ル す る こ と

が 患 者 の ｢生 活 の 質 ｣ を左 右 す る重 要 な 問 題 と な っ て い る . こ の 中

で も骨 病 変 は 最 も韮 要 な合 併 症 で あ り, 二 次 性 副 甲 状 腺 機 能 先 進 症

が そ の 中 心 像 を な して い る (1.2). そ の 発 症 機 序 に 関 し て は , 現

在 ま で に い くつ か の 仮 説 が 提 唱 さ れ て い る .

副 甲 状 腺 ホ ル モ ン (pTH) 分 泌 を 制 御 し て い る 長 も 重 要 な 因 子

は , 細 胞 外 カ ル シ ウ ム イ オ ン と 活 性 型 ビ タ ミ ン D (1.25(OH)2D)で

あ る . した が っ て . 慢 性 腎 不 全 に お け る 二 次 性 副 甲 状 腺 機 能 先 進 症

の 発 症 機 序 に つ い て は , 腎 不 全 の 進 行 に伴 っ て 生 ず る リ ン の 苛 税 に

よ る 低 カ ル シ ウ ム血 症 (3), さ ら に 1,25(OH)ZD産 生 の 低 下 (4)が

どTH分 泌 の 刺 激 に な る と 考 え ら れ き て き た . す な わ ち , 腎 機 能 が

わ ず か に低 下 す る と 低 カ ル シ ウ ム 血 症 や 1.25(OH)ZD産 生 の 低 下 が

生 じ, こ れ ら の 原 因 に よ っ て pTH分 泌 が 刺 激 さ れ る . pTHが 分 泌

さ れ た 結 氷 と して , 低 カ ル シ ウ ム 血 症 は 一 旦 改 馨 し . 1,25(OH)2D

の 産 生 も 一 旦 正 常 に な る が . どTHの 分 泌 は 克 進 し た ま ま に な る .

こ の よ う な 病 態 を . 腎 機 能 が 次 第 に低 下 して い く過 程 で 放 り返 し ,

pTH分 泌 は 次 第 に 先 進 し て く る と い う も の で あ る . こ れ ら の 仮 説

を基 に して , ア ル ミゲ ル や 炭 酸 カ ル シ ウ ム な どの リ ン吸 弟 剤 に よ っ

て リ ン の 事 柄 を 防 い だ り, 1,25(OH)2D,や 1a (OH)D,などの活 性 型 ビ

タ ミ ン D 穀 剤 を投 与 して , i,25(OH)ZDの 生 理 的 濃 度 を維 持 す る 治

療 が ひ ろ く行 な わ れ て い る (2). し か し , こ の よ う な 治 療 に も か

か わ らず , 著 明 な 副 甲 状 腺 の hyperplasiaを 伴 う 二 次 性 副 甲 状 腺

機 能 先 進 症 を 呈 す る慢 性 腎 不 全 の 患 者 は , 依 然 多 数 存 在 す る .

し た が っ て , い ま ま で に捉 咽 さ れ た 仮 説 で は , 病 態 が 完 全 に解 明

さ れ た と は 言 い が た い の が 現 状 で あ る . ま ず , こ れ ま で 二 次 性 別 甲
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状 腺 機 能 克 進 症 は 血 中 の pTH濃 度 , す な わ ち pT H分 泌 の 面 か ら の

み 検 討 さ れ て お り , pTH産 生 の 増 加 . 副 甲 状 腺 細 胞 の 増 殖 の 観 点

か ら は倹 対 さ れ て い な い . さ ら に , 二 次 性 副 甲 状 腺 機 能 元 進 症 が 発

症 し始 め る と考 え ら れ る非 常 に初 期 の 腎 不 全 に お け る検 討 が 不 十 分

で あ っ た .

p TH退 信 子 が ク ロ ー ニ ン グ (5 )さ れ て か ら , pTH の 合 成 レベ ル

に お け る 調 節 の 研 究 が 進 ん で お り, pTH分 泌 と 同 様 に 合 成 に対 し

て も , 細 胞 外 カ ル シ ウ ム イ オ ン (6.7)と 1.25(OH)zD (8 .9)が そ

の 重 要 な 調 節 因 子 で あ る こ と が 判 明 し た . す な わ ち . こ れ ら の 因 子

は pT H遺 伝 子 の 5'上 流 域 の 塩 基 配 列 を 介 して , そ の 転 写 を 抑 制 す

る . こ れ か ら類 推 す る と, 進 行 した慢 性 腎 不 全 で は , 血 油 カ ル シ ウ

ム イ オ ン お よ び 1.25(OH)2D 波 皮 の 低 下 が 見 られ る の で , こ れ ら の

因 子 に よ る 転 写 抑 制 が 不 十 分 と な り , 副 甲 状 腺 で の pTH合 成 は

mRNAレベ ル で 先 進 して い る と予 想 さ れ る . し か し, こ れ が 正 しい

の か , 血 晒 カ ル シ ウ ム イ オ ン や 1.25(OH)2D 波 皮 の 低 下 が 見 ら れ な

い よ う な 初 期 の 腎 不 全 で も成 り立 つ の か に つ い て は , 検 討 さ れ て い

な い .

一 方 , 活 性 型 ビ タ ミ ン D 製 剤 を 常 用 立 投 与 さ れ て 1.25(OH)2Dの

生 理 的 浪 皮 を 達 成 して い る に も か か わ らず 二 次 性 副 甲 状 腺 機 能 元 進

症 が コ ン トロ ー ル さ れ な い 慢 性 透 析 恩 者 に対 して , 1.25(OH)2D,を

経 静 脈 (10)も し くは 経 口 (ll)で 大 立 投 与 す る こ と に よ り pTH分

泌 を 抑 制 し よ う と す る 1′25(OH)2D,パ ル ス 療 法 が 最 近 行 な わ れ る よ

う に な り効 果 を あ げ て い る . こ の 臨 床 的 証 拠 に加 え て , 透 析 慮 者 の

副 甲 状 腺 に は 1,25(OH)2D,の 結 合 が 減 少 し て い る と い う 報 告

(12 )も あ り , 慢 性 腎 不 全 で は 生 理 的 濃 度 の 1′25(OH)ZDに対 す る

副 甲 状 腺 の 揺 抗 性 が あ る の で は な い か と考 え ら れ る よ う に な っ て い

る . しか し な が ら, こ の 旗 抗 性 が 初 JyJの 腎 不 全 で も存 在 す る の か ,

そ の 本 態 と発 症 機 序 は何 か と言 う問 題 に 関 して は , ま だ検 討 さ れ て

い な い .
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次 に . 1,25(OH)ZD,パ ル ス 療 法 で は . しば しば 高 カ ル シ ウ ム 血

症 を 生 ず る こ と が あ り (ll). 治 療 の 障 害 と な っ て い る ･ 最 近

2210Xa-1.25(OH)zDユ (13)な ど の 新 し い ビ タ ミ ン D誘 導 体 が , 高

カ ル シ ウ ム 血 症 を 生 ず る こ と な くpTHの 合 成 分 泌 を 抑 制 し う る こ

とが 正 常 動 物 で 示 さ れ て い る (14). こ れ ら の 車 剤 は . 慢 性 腎 不 全

に お け る 二 次 性 副 甲 状 腺 機 能 先 進 症 を コ ン トロ ー ル す る た め に有 望

と考 え ら れ る が , 腎 不 全 動 物 で の 検 討 は な さ れ て い な い ･

そ こ で 本 研 究 で は , 以 上 に挙 げ た 問 題 点 を 前 提 に して . 慢 性 腎 不

全 に お け る 二 次 性 副 甲 状 腺 機 能 先 進 症 の 発 症 機 序 を , 特 に そ の 初 期

の 段 階 で . さ ら に解 明 す る た め に , 腎 不 全 ラ ッ トモ デ ル を m い て ,

p TH合 成 の 異 常 と そ れ に 対 す る ビ タ ミ ン D 誘 導 体 の 効 果 を検 討 し

た .



日.研 究方法

慢性腎不全 モデルラッ トの作成 な らびに薬剤投与法

慢 性 腎不 全 の モ デ ル ラ ッ トは ,7/8 部 分 腎 楠 に よ っ て 作 成 し た ･

す な わ ち , 席 準 飼 料 (カ ル シ ウ ム 0.6%. I)ン 0.6% ･, 日本 ク レ

ア ) に よ っ て 飼 育 さ れ て い る 11 過 齢 の 雄 sprague-Dowleyラ ッ

ト (体 重 約 350g) に対 し て , エ ー テ ル 麻 酔 下 に左 背 部 よ りア プ ロ

ー チ して 腎 被 膜 を 剥 耗 し, 左 腎 動 脈 を 腎 静 脈 お よ び 尿 管 か ら分 粧 し

て , そ の 4分 枝 の う ち 3本 を 結 紫 した . 1過 後 に . 同 様 の 方 法 で 右

腎 動 脈 の 起 始 部 を結 染 し, そ の 後 少 な く と も 4週 間 後 に慢 性 腎 不 全

の 初 期 モ デ ル と して使 用 した . ま た , 腎 動 脈 の 結 梨 以 外 は 同 様 の 偽

手 術 を行 な っ た ラ ッ トをpair-feed して対 照 群 と した .

次 に , こ れ ら の 動 物 に対 して 薬 剤 を 投 与 す る 実 験 で は , 指 定 さ れ

た 用 量 の ビ タ ミ ン D誘 導 体 を 溶 解 した 400111 の プ ロ ピ レ ン グ リ コ

ー ル も し くは vehicleの み を , 副 甲 状 腺 摘 出 の 24お よ び48時 間

前 に 腹 腔 内 投 与 し た . 投 与 した 1.25(OH)2D, は , Roussel UCRAF

(paris, France)か ら購 入 し, 22-oxa-1.25(OH),D,は 中 外 製 薬

よ り供 与 さ れ た .

組織 の摘出 とRNAの抽出

エ ー テ ル 麻 酔 下 に ラ ッ トの 腹 部 大 動 脈 か ら 脱 血 し た 後 , 前 額 部

よ り甲 状 腺 一副 甲 状 腺 も し くは 指 定 さ れ た 実 験 で は 副 甲 状 腺 の み を

摘 出 し, 捻 RNAを 抽 出 した . す な わ ち , 摘 出 した 粗 放 を た だ ち に

4Mの グアニジンチオシ7 ネ- ト中 で ホ モ ジ ネ ー ト し, 5.7M 塩化 セシウ

ム上 で , 20℃, 100,000gで 18 時 間 超 遠 心 し た . 次 に 遠 心 さ れ た

RNAを 蒸 留 水 で 浴 併 し , 0.3M 酢酸 ナ トリウ ム存 在 下 に , -80℃ で

エ タ ノ ー ル 沈 殿 して 回 収 した (15). ま た , 一 部 の 実 験 で は 同 時 に
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DNAを 塩 化 セ シ ウ ム層 よ り 上 層 か ら フ ェ ノ ー ル 抽 出 し た (16)

RNAとDNAの 量 は , 260nmの 吸 光 度 を 測 定 して 計 井 し た く17)

ラ ッ ト一 匹 あ た りの 甲 状 腺 一副 甲 状 腺 か ら 得 ら れ る RNAの 量 は , 約

30FLgで あ っ た ･

PTH mRNAの測定

pTH mRNA レベ ル は , ノ ザ ン プ ロ ッ ト法 (18)な ら び に プ ラ イ

マ ー 伸 展 法 (19)に よ っ て 測 定 し た . そ の た め に , ラ ッ トpTH

mRNA (5)の 第 50塩 基 か ら 第 79塩 基 に 相 補 的 な 30塩 基 の オ リ ゴ

ヌ ク レ オ チ ド (5･一ccTGTATTAAGCTGGAGTAAGCCAGACAGC-3･) お

よ び ラ ッ ト p -actin mRNA (20)の 節 121塩 基 か ら第 150塩 基

に 相 補 的 な 30塩 基 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (5■-CGCCCGCGA-

AGCCGGCCTTGCACATGGCGGl3･) を , 自 動 DNA合 成 装 置 (Model

8700J Biosearch, Sam Rafael, California, USA) に て作 成 した .

こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は , γ -32p ATP(Amersham Japan)

お よ び T4ポ リヌク レオチ ドキナ ーゼ と 37℃ , 1時 間 反 応 さ せ , 5-末

端 を ラ ベ ル し て 用 い た (21), ま た . ノ ザ ン プ ロ ッ ト法 で p -

actin mRNAを 倹 出 す る た め に は , ヒ ト p -actin cDNAの

Hint fragment (0.44kb)を , ニ ッ ク トラ ン ス レー シ ョ ン キ ッ ト

(Amersham Japan, Tokyo)を 用 い て , a-32p dCTP (Amersham

Japan)で ラ ベ ル して使 用 し た (22).

ノ ザ ン プ ロ ッ ト法 で は , ま ず 1011gの 絵 RNAを 2.2Mホ ル ム ア ル

デ ヒ ドを含 む 1!ア ガ ロー スゲ ル で 怒気 泳 動 した .次 に, この ゲ ル を ,

Bio-dyne転写膜 (pallUlヒrafine Filtration Corp.,Glen Cove.New York.

us九) に トラ ン ス フ ァ ー し. so℃ , 2時 間 で 固 定 し た . プレハイブ リ

ダイゼー シ ョンは , 50%ホル ムア ミ ド. 5xSSC (1xSSC: 0.15M塩化 ナ ト

リ ウ ム , 0 015Mク エ ン酸 ナ ト リ ウ ム J PH7.0). 10xア ンハ ル ト液

(1x=0.02%牛血 晒 ア ル ブ ミ ン (BSA), 0.02%ポ リ ビ ニ ル ピロ リ ドン .
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0.02%フイコール)′ 0.1% ドデシル硫 酸ナ トリウ ム (SDS)で . 42℃ , 4

時 間 行 な っ た . ハイ ブ リダイゼー シ ョンは , こ の 組 成 の ほ か に 100ng

の ラ ベ ル さ れ た pTHプ ロ ー ブ (5xlOI cpm/トg) も し くは 300ngの

ラ ベ ル さ れ た ヒ ト p -actin CDNA (3Ⅹ10● cpm/ug)と , 断 片 化 さ

れ た サ ケ 精 子 DNA (10 ng/ml)を含 む 1mlの バ ッ フ ァ - で , 42℃ ,

12時 間 行 な っ た . 次 に . フ ィル タ ー を 1xSSC, 0.1% SDSに て 室 温

で 3 回 洗 浄 し, さ ら に 0.1 XSSC, 0.1I SDSに て 42℃ で 30分 洗 浄

し た . そ の 後 , オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を , 増 感 紙 を 用 い て ,

xodak X-Oma亡 Fllmで -80℃ で 2 日 間 行 な っ た .

プ ラ イ マ ー 伸 展 法 で は , ま ず , ラ ベ ル さ れ た pTH お よ び β

-actinブ ロ ー ペ (そ れ ぞ れ 5Ⅹ10■ cpm/LLg ) を 20LLlの 10 mM

pZpES (ピペ ラジン-N,Nr-ビス-エ タンスルホン酸 , pH 6.4, 0.4M塩

化 ナ トリウム) に 浴 解 した RNAに 加 え . 62℃ , 2時 間 ハイブ リダイ ズ

した . 次 に , 20plの 50 m14 トリス塩 酸巌 衛 液 (pH 8.3), 8mH塩 化

マグ ネ シウ ム ′ 50mM 塩化 カ リウム . 100 mMジチ オス レイ トー ル . 10

mH dNTP 溶 液 中 で , 10単 位 の 逆 転 写 酵 素 を用 い て , 42℃ , 1時

間 反 応 さ せ た . こ れ に よ っ て 伸 展 し た プ ライマ ー . す な わ ち pTH

mRNAに対 応 す る 79塩 基 の ヌ ク レ オ チ ドと β -actln mRNAに対 応 す

る 150塩 基 の ヌ ク レ オ チ ドを , 熱 に よ っ て解 鮭 した 後 , 7M尿素 を 含

tT8%ポ リアタリラミ ドゲルで 泳 動 し, オ - トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー で 検 出

し た .

一 方 , 副 lF状 腺 の み か ら 抽 出 した RNAへ の 甲 状 腺 組 織 の 混 入 を

除 外 す る た め に , サ イ ログ ロブ リンmRNAを ドッ トプ ロッ ト(23)に よ っ

て検 出 した . す な わ ち , 副 甲 状 腺 か ら抽 出 し た RNAIOトLgお よ び 副

甲 状 腺 か ら 抽 出 し た RNAの 1, 2.5, 5 LLgを , ミ ニ フ オ ー ル ドI (

schleicherand Schuell,Inc.,Dassel,GerTnany)を用 い て ニ トロ セ ル ロ

ー ス フ ィ ル タ ー に ト ラ ン ス フ ァ ー し,eo℃ , 2時 間 で 固 定 した .

そ の 後 , 5'末 端 を ラ ベ ル した 合 成 ラ ッ トサ イ ロ グ ロ ブ リ ン ブ ロ ー ベ

(5--TCAACAAAGTCGAGACCCACAAGACCAAGG-3-:エ クソ ンェの91か ら
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120塩基 に相 当)(24)と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た , (条 件 は pTH mRNAの

ノザ ンプロッ ト法 と 同 様 )

以 上 の オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー は , デ ン シ トメ ー タ ー (Digital

DensitoroI DZqU-33CJ 東 洋 光 学 産 業 ) に て ス キ ャ ン し, 定 立 化

が 必 要 な 際 に は . PTH mRNAの バ ン ドと p-actin mRNAの バ ン ドの

比 を 計 井 し た .

1,25(OH),D受 容 体 の ウェ ス タ ン ブ ロ ッ ト法 に よ る 測 定

腎 不 全 ラ ッ トお よ び対 照 群 ラ ッ トの 副 甲 状 腺 粗 放 を エ タ ノ ー ル

麻 酔 下 に摘 出 し, た だ ち に 液 体 窒 素 で 凍 結 し た . そ の 後 の 操 作 は す

べ て 氷 上 で 行 な っ た . ま ず , 楠 出 し た 副 甲 状 腺 組 織 を ,

KETDl0.3液 (O.olMトリス塩酸巌衛液 ′ pH7.4. 1mM エチ レンジア

ミン四酢 酸三ナ トリウム. 5mMジエチオ ス レイ トール ′ 0.3Z4塩化 カリウム

)中 で ホ モ ジ ネ ー ト し, 165,000gで 40分 超 遠 心 し, 細 胞 質 分 画 を

抽 出 し た . Bradford法 に て 蛋 白 量 を 定 量 し (25) 501⊥gを

11% SDS-ポ リアタ リラ ミ ドゲル で 電 気 泳 動 し た後 , ニ トロ セ ル ロ ー

ス 朕 に トラ ン ス フ ァー し た (26)

次 に , フ ィル ター を, 3%BSAを含 む リ ン酸 破 価 生 理 食 塩 水 (pBS)

(3時 間 , 25℃ ) , 1iBSAと 2-6トIgの モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

(9A77)を 含 む pBS (16時 間 . 4℃ ) 3! BSAを 含 む pBS

(10分 . 25℃ ) , さ ら に ヨ ー ド ラ ベ ル し た 抗 9A7γ抗 体 (105

cpm/ml)(2時 間 . 25℃ ) の順 にイ ンキ ュベ ー トした (27,28)

な お , そ れ ぞ れ の 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 は , た だ ち に 0.05%

トウィー ン20を含 む TBS緩衝 液 (0.05M トリス塩 酸 . pH7.5, 0.2M塩

化ナ トリウム)で 2 時 間 洗 浄 した. ニ トロ セ ル ロー ス 膜 を乾 燥 した 後 .

-80℃ で 24か ら 96時 問 オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 な っ た .



血 晴 パ ラ メ ー タ ー の 測 定

ラ ッ トの 血 液 は,眼 概 も し くは腹 部 大 動 脈 か ら採 血 した . 血 清 の

尿 架 窒 素 , ク レ ア チ ニ ン, カ ル シ ウ ム , 無 横 リ ン, ア ル ブ ミ ン波 度

は オ ー トア ナ ラ イ ザ ー (Hitachi Model 736) に て 測 定 し た .

pTHの 測 定 は , ヒ ト pTH(44-68)に 対 す る 抗 体 (Immuno

Nuclear Cooperation, Stillwater, Minnesota, USA) (29)

を 用 い , キ ッ トの 指 示 に し た が っ て , ラ ッ トpTH中 間 部 分 子 を 標

準 曲 線 に用 い て 測 定 した .

次 に , ビ タ ミ ン D代 謝 物 は HPLCを 用 い て 抽 出 , 測 定 した . す な

わ ち , 最 初 に , 1mlの 血 清 か ら 2mlの 離 較 エ チ ル を 用 い て 3 回 抽

出 し, 無 水 硫 酸 ナ トリウム に て 脱 水 後 , 気 化 さ せ て n-ヘ キサ ンーイソ プ

ロパ ノ ー ル (96:4)に 再 溶 解 し て , sepIPakシ T)カ カ- トリ ッジ (

Japan Waters Associates, Tokyo)に か け た (30). 10mlの

A-ヘキサ ンーイソプロパ ノール (96:4)に て 25(OH)Dを 抽 出 した 後 . 二

水 酸 化 さ れ た ビ タ ミ ン D代 謝 物 を n-ヘ キ サ ン ーイ ソ プ ロ パ ノ ー ル

(80:20)で 抽 出 し た . 再 び 脱 水 後 , A-ヘ キサ ン-イ ソ プ ロパ ノー ル

(92.5:7.5) に 洛 解 し , Radical-Pak mPoraSil HPLCカ ラ ム (

0.8xlO cm; Japan Waters Associates) に か け , 同 じ 溶 媒 で

2m1/minの 速 度 で 抽 出 した . 次 に , 1,25(OH)ZDを含 む 分 画 を 集

め , ラ ジ オ レ セ プ タ ー ア ッセ イ キ ッ ト (ヤ マ サ 醤 油 ) を 用 い て

1′25(OH)之Dを 測 定 し た (31). 24′25(OH),Dを 含 む 分 画 は , 気 化

し て ジ ク ロ ロ メ タ ン ー イ ソ プ ロ パ ノ ー ル (98:2)に 溶 解 し ,

Radical-Pak mPorasil HPLCカ ラ ム で 再 び 分 画 し た . こ れ に よ

っ て 抽 出 し た 24.25(OH)2Dを含 む 分 画 は , ビ タ ミ ン D欠 乏 ラ ッ トの

血 清 を用 い た競合的黄 白結合 アッセイを行 な っ た (32).

統計 お よび解析

結 果 は , す べ て 平 均 ± 標 準 誤 差 で 表 わ し, 対 応 の あ る も し く は
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対 応 の な い t検 定 を 行 な い , 5%の 危 険 率 で 判 断 した



工工工. 実験結果

部分腎摘後 の血清パ ラメーターお よび副 甲状腺 の変化

7/8部 分 腎 摘 4週 間 後 に は , 衷 1に 示 す よ う に , 血 清 尿 来 窒 素

は 13.4±2.7か ら43.6士6.3 mg/dlに 上 昇 し , 血 清 ク レ ア チ ニ ン

も0.44土 0.02か ら 0.91土 0.04 mg/dlに 上 昇 し て お り , 便 性 腎 不

全 の 初 期 に あ る と考 え ら れ た . こ の 時 点 に お い て , 血 清 の カ ル シ ウ

ム , 無 機 リ ン, ア ル ブ ミ ン波 皮 は , 腎 不 全 群 と対 照 群 に有 意 差 が な

か っ た. した が っ て ,直 接 イ オ ン化 カル シ ウ ムは 測 定 して い な い が ,

恐 ら く両 群 で差 が な い と考 え られ る . そ れ に も か か わ らず , 腎 不 全

群 で pTH濃 度 が や や 増 加 し て い た . さ ら に , 図 1 に 示 す よ う に ,

腎 不 全 ラ ッ トの 副 甲 状 腺 は , 肉 眼 的 に も著 明 に鹿 大 して お り, 組 織

学 的 に は 過 形 成 が 認 め ら れ た .

表1.7/8部分腎摘4過後の血清パラメーター

腎不全群 対照群

Numberofanimals

Ureanitrogen,mg/dl

Creat1nlne′m9/dl

Albumin,g/dl

Calcium,mg/dl

Inorganicphosphate,mg/dl

PTH,pmol/i

Bodyweight,g

･:対照群 と比較 してp<0.05

9

43.7±6.3 ★

0.9±0.04 ★

2.5±0.06

10.4±0.09

6.5±0.32

198±11.7★

484±8.1*

10

9

13.4±2.7

0.4±0.02

2.6±0.03

10.2±0.12

6.6±0.14

157±6.67

516±10.0



図 1.対照 (左) と腎不全 ラッ ト (右)の

摘 出 甲状腺 一副 甲状腺 組織

腎不全 ラッ トでは著明に腫大 した副甲状腺 (矢印)が認められる
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腎不全 ラ ッ トにおけるpTH mRNAレベル

ラ ッ ト 1 匹 ご との 甲 状 腺 一副 甲 状 腺 か ら抽 出 した RNA I0LLg中 の

PTH mRNAレベ ル は , 図 2 に示 す よ う に 腎 不 全 ラ ッ トで 増 加 して お

り . PTH mRNA/P -actin mRNA比 は , 対 照 群 を 100%と す る と ,

326.5士 42.0! (n-5)で あ っ た .

こ の pTH mRNAの 増 加 が , 副 甲 状 腺 で の 増 加 を 反 映 して い る か を

確 認 す る た め に , 5 匹 分 の 副 甲 状 腺 の み か ら 抽 出 し た RNA を検 討

した と こ ろ , RNA5ト1g中 の pTH mRNAレベ ル は , 図 3 (a )左 に示 す

よ う に 著 明 に 増 加 し て お り. PTH mRNA/P -actin mRNA比 は . 対

照 群 の 10倍 以 上 (10.8土 0.15倍 : n-4)で あ っ た . 腎 不 全 群 の 副

甲 状 腺 で は 細 胞 数 が 増 加 して い る た め , AII胞 数 の 指 標 と し て 同 時 に

抽 出 し た DNA当 た り の pTH mRNAレ ベ ル を 検 討 し た と こ ろ . 図 3

(a)右 に 示 す よ う に や は り10倍 以 上 (10.1士 0.46倍 :∩-3)に 増

加 し て い た . し た が っ て , 慢 性 腎 不 全 ラ ッ トの 腫 大 副 甲 状 腺 に お け

る pTH mRNAレベ ル は , 副 甲 状 腺 あ た り増 加 し て い る だ け で な く ,

細 胞 当 た り も増 加 して い る と考 え ら れ る .

な お , 念 の た め , 副 甲 状 腺 検 体 へ の 甲 状 腺 姐 澱 の 混 入 を 除 外 す る

た め に , サ イロ グロブ リンmRNAの 発 現 を 検 討 し た . 図 3 (b)に 示 す

よ う に , 副 甲 状 腺 か ら 抽 出 し た RNA IOpg中 の サ イ ロ グ ロブ リ ン

mRNAの 発 現 は , 腎 不 全 群 (lane 5), 対 照 群 (lane 6) と も に 甲

状 腺 か ら 抽 出 した RNA ILLg中 の サイ ログ ロブ リンmRNAと同 等 か そ れ

以 下 で あ っ た . し た が っ て . 副 rP状 腺 か ら抽 出 し た RNA中 の . 甲

状 腺 組 織 の 混 入 は全 体 の 1/10以 下 と考 え られ , 図 3 (a ) で 示 し た

PTH mRNAの 増 加 は有 意 で あ る と考 え られ る .

血 桁 中 の ビ タ ミ ン D 代 謝 物 濃 度

以 上 よ り, 初 期 の 腎 不 全 ラ ッ トで は,副 甲 状 腺 は腫 大 し, pTHの

分 泌 合 成 が 先 進 して い る こ とが わ か る . そ れ で は , こ れ ら の 舛 常 の

12



刺 激 と な り う る 変 化 は何 で あ ろ うか . ま ず , 表 1に示 した よ う に ,

血 清 の カ ル シ ウ ム の 低 下 は 見 ら れ な い . そ こ で , pTH分 泌 合 成 の

調 節 に 重 要 な も う一 つ の 因 子 で あ る ビ タ ミ ン D代 謝 物 の 濃 度 を検 討

した . 図 4 に 示 す よ う に , 25(OH)D, 1,25(OH),D. 24,25(OH),D

の い ず れ も腎 不 全 群 と対 照 群 で 差 が な か っ た . した が っ て , 初 )gJの

腎 不 全 ラ ッ トで は , カ ル シ ウ ム の 低 下 が 見 ら れ ず , 生 理 的 濃 度 の

i,25(OH)2Dが 存 在 す る に も か か わ ら ず , pTH の 合 成 , 分 泌 お よ び

細 胞 増 殖 が 充 進 して い る こ と に な る .



図 2.7/8腎摘 4週後のpTH mRNAレベル

腎不全 ラ ッ ト (lane 1)お よび対 照 ラッ ト (1ane 2)の甲状腺 一副 甲状腺 か

ら抽出 したRNA10けg中のpTH mRNAレベル をノザ ンプロ ッ ト法 で検 討 した.

腎不全 ラ ッ トでは,対 照群 に比べ著明 に増加 してい る.
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図 3.副 甲状腺組織 中のpTH mRNAレベル

いずれの実験でも,ラッ ト5匹の副甲状腺組織 を合 わせて, RNAを抽出 し

た .

(a) 左 :RNA51⊥g当た りのpTH mRNAお よびp-actin mRNAレベル
(lane 1:腎不全群 , lane 2･対照群).

腎不全群で, PTH mRNAレベルは著明に増加 している.

(a) 右 :同時に抽出 したDNAIO什g当た りのRNA中のpTH mRNAレベル

(1ane 3: 腎不全群 , 1ane 4:対照群).

腎不全群で, PTH rnRNAレベルは著明に増加 している.

(b) サ イ ログ ロブ リ ンmRNAの発現でみた甲状腺組織 の混入度.副甲状腺 より

抽出 したRNA IOllg (lane 1:腎不全群, lane 2: 対照群)および甲状

腺 より抽出 したRNA (lane 3‥ lLLg, lane 4･ 2.5pg, lane 5: 5

Llg).甲状腺組織の混入は, 1/10以下であ り, (a)で示 したpTH mRNAの増

加 は有意であると考 えられる.
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薬理丑の1･25(OH),D-のpTH mRNAに対 する効果

次 に , 薬 理 的 濃 度 の 1.25(OH),D,の 効 果 を検 討 し た . 図 5 (a )

に示 す よ う に , 甲 状 腺 一別 甲 状 腺 摘 出 の 24お よ び 48時 間 前 に , 秦

理 立 の 1･25(OH)2Dユを腹 腔 内 投 与 し た と ころ , PTH mRNAレベ ル は ,

用 量 依 存 性 に抑 制 を受 け た ･ 図 5 (b ) に 示 す よ う に , 体 重 1009当

た り40pmolの 1,25(OH)ZD,を投 与 す る と , PTH mRNAレ ベ ル は 対

照 都 と 同 じ レ ベ ル (112 .2j=6.9%)ま で 抑 制 さ れ , 血 清 の pTH

レ ベ ル も 同 様 に 200± 8.3 pmol/1か ら対 照 群 と 同 じ 138.7土 6.7

pmolま で 抑 制 さ れ た ･ た だ し･ こ れ ら の 薬 理 量 の 1,25(OH)ZD】に

よ る pTfl合 成 . 分 泌 の 抑 制 は , 図 6 に示 す よ う に 用 Er依 存 性 の 高

カ ル シ ウ ム 血 症 を 伴 っ た . しか しな が ら , p TH合 成 分 泌 が 正 常 レ

ベ ル ま で復 す る の に 必 要 な 40pmolで は 高 カ ル シ ウ ム 血 症 は 軽 度

で あ り , した が っ て , 薬 理 的 強 度 の 1.25(OH)2Dが 存 在 し て . 初 め

て PT H分 泌 合 成 が 正 常 化 し た と 解 釈 で き る . つ ま り, 初 期 の 腎 不

全 で は ･ 生 理 的 波 度 の 1.25(OH)2Dに対 す る 副 甲 状 腺 細 胞 の 抵 抗 性

が あ る た め に , pTH の 合 成 分 泌 の 元 進 な ら び に 副 甲 状 腺 細 胞 の 増

殖 が 起 こ る の で は な い か と考 え ら れ る .
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図 5. 腎不全 ラ ッ トのpTH mRNAレベルに対 する

1.25(OH)2D｡の効 果

(a) 慢 性 腎 不 全 ラ ッ トに対 し, 甲状 腺 一別 甲状 腺 摘 出 24′48時 間 前 に

1･25(OH)2D,を腹腔内投与 LpTH mRNAおよび p -actin mRNAを検出 し

た . 投 与 量 は体 重 100g当 た り, lane 1: vehicleのみ ,lane 2: 20

pmol･ lane 3= 40 pmolr lane 4: 80 pmol

(b) 体 重 100g当 た り40 pmol投 与 し た際 の pTH mRNA/P -actin

mRNA比.対照群のpTH mRNA/a-acヒin mRNA比 を100!として表わ した.
40 pmo1投与で,正常化 している.
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1′25 (OH)フD受容体数の変化

次 に , 生 理 的 浪 度 の 1,25(OH),Dに対 す る 抵 抗 性 の 本 態 を 明 ら か

に す る た め に , 副 甲 状 腺 に お け る 1.25(OH)2D受 容 体 の 数 を , ウェス

タンブロッ ト法 に て検 討 した . 図 7に示 す よ う に , 腎 不 全 ラ ッ トの 副

甲状 腺 で は, 蛋 白 当 た りの 1,25(OH)2D受 容 体 の 数 は 減 少 して い た .

し た が っ て , 初 期 の 腎 不 全 に お い て は . 何 ら か の 原 因 で

1.25(OH)2D受 容 体 の 数 が 減 少 す る た め に , 生 理 的 浪 皮 の

1.25(OH)2Dが 血 中 に 存 在 す る に も か か わ らず , pTHの 合 成 . 分 泌

が 先 進 し, 副 甲 状 腺 細 胞 の 増 殖 が 起 こ る と考 え ら れ る .

腎不全 ラッ トにおける22-oxa-1′25(OH),Dlの効果

し た が っ て , 腎 不 全 の 患 者 に 対 し て ･ 薬 理 量 の 1′25(OH)ZD,を

投 与 す る こ と は 有 効 で あ る と考 え られ る が . 臨 床 上 も 図 6で も示 し

た よ う な 大 量 の 1.25(OH)2D,投 与 に よ っ て 生 ず る 高 カ ル シ ウ ム 血 症

が 問 題 と な る ･ そ こ で , 最 近 正 常 ラ ッ トに お い て , 高 カ ル シ ウ ム 血

症 を 生 ず る こ と な く, pTHの 合 成 分 泌 を 抑 制 す る こ と が 示 さ れ て

い る 2210Xa-1.25(OH)ZD,の 効 果 を , 腎 不 全 ラ ッ トで 検 討 し た.

図 8 (a)に 示 す よ う に ･ 2 2-oXa- 112 5(0日 )ZD】は 1 . 25(OH)2D , よ

り も 弱 い が . PTH mRNAレベ ル を有 効 に 抑 制 し た . 図 8 (b)に示 す

よ う に ･ 体 重 100g当 た り 200 pmolの 22-o末a-1.25(OH)2D】の 投

与 で ･ PTH mRNA/P -actin mRNA比 は 対 照 群 と 同 等 (85 .4士

o･7%) に 復 し , 血 滑 pTH濃 度 も 対 照 群 と 同 等 (141.2士 13.0

pmol/i) ま で 低 下 し た ･ しか し ･ こ の 用 量 で は , 1,25(OH)2D】と

は対 照 的 に全 く高 カ ル シ ウ ム 血 症 を生 じな か っ た (図 9)
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図 7･副甲状腺 における1,25(OH),D受容体

副甲状腺 か ら抽出 した蛋 白50Llg中の1,25(OH)2D受容体 をウェス タンブロ

ット法 にて検 出 した･腎不全群 (R)では,対照群 (C)に比べ減少 して い る .
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図 8･ 2210Xa-1,25(OH)2D,によるpTH mRNAの抑制

(a) 甲状腺 -副甲状腺 より抽出 したRNA IOLlgあた りのpTH mRNAレベルを

ノザ ンプロッ ト法 にて検討 した.

投与鼠は体重100g当た り,lane 1:1′25(OH)2Dユを200pmol,lane 2:vehicle

のみ′lane 3:22-0Xa11.25(OH)P,を40pmo1,lane 4‥200pmol

(b) 22lOXa-i,25(OH)2D,200 pmol投与後のpTHmRNA/P -actin
mRNA 比 は正常 レベルまで抑制 される.
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工V.考察

二 次 性 副 甲 状 腺 機 能 先 進 症 は , 言 う ま で も な く . 慢 性 腎 不 全 患

者 の 骨 病 変 の 中 心 を な す 病 態 で あ る (1.2). 活 性 型 ビ タ ミ ン D製

剤 が 使 用 可 能 に な っ て か ら久 しい が , い ま な お 維 持 透 析 患 者 の ほ と

ん ど が そ の 経 過 中 に 二 次 性 副 甲 状 腺 機 能 克 進 症 を 里 す る の が 現 状 で

あ り, 有 効 な 予 防 法 , 治 療 法 を 開 発 す る た め に は , そ の 病 態 の 完 全

な 解 明 が 必 要 で あ る .

pTH分 泌 刺 激 と して 最 も 重 要 な 因 子 は . 血 清 の カ ル シ ウ ム イ オ

ン浪 度 (33 ,34)と 1′25(OH)2D波 皮 (35)で あ り , 進 行 した 肝 不

全 で は こ の 両 方 の 因 子 の 低 下 が 見 られ る . そ こ で , 二 次 性 別 rrl状 脱

機 価 克 進 症 の 発 症 機 序 と して は , 現 在 ま で に , 以 下 の よ う な こ と が

考 え ら れ て き た . 節 - に は , 腎 機 能 が 低 下 す る こ と に よ り リ ンの 嘗

横 が 起 こ り. そ の 結 果 カ ル シ ウ ム が 低 下 す る . す る と . pTHが 分

泌 舌 れ , そ の 結 果 カ ル シ ウ ム は正 常 化 し, リ ン も腎 臓 か ら排 池 が 促

進 さ れ て 正 常 化 す る . しか し, pTH は 上 昇 し た ま ま に な る と い う

もの で あ る (3). こ れ は , 古 典 的 な tra°e-off理 論 と呼 ば れ る

もの で , 進 行 し た 腎 不 全 の 場 合 に 当 て は ま る 病 態 で あ る . しか し ,

初 期 の 腎 不 全 で は 血 清 リ ン浪 度 は t'しろ 正常 か ら低 め の 場 合 が多 く,

こ の 理 論 は あ て は ま ら な い . 新 二 の 理 論 は , 早 期 の 腎 不 全 に も あ て

は ま る も の で , 腎 機 能 が わ ず か に 低 下 す る と, リ ン の 苛 税 が 生 じ

(こ れ は 必 ず しも血 清 リ ン濃 度 が 上 界 す る と い う こ とで は な い. ) ,

そ の 結 果 1,25(OH)2D産 生 が 低 下 す る . す る と , pTHの 骨 に お け る

作 用 が 充 分 発 現 し な く な り カ ル シ ウ ム漉 度 が 低 下 す る た め , PTH

の 分 泌 は先 進 す る (4)･ PTH に よ っ て , 1.25(OH)2D合 成 は促 進 さ

れ そ の 血 中 濃 度 は 正 常 化 す る が , pTHは 上 昇 した ま ま に な る と い

う も の で あ る ･ 確 か に , 初 )yJか ら 中畑Jの 腎 不 全 息 者 に対 し て , 腎 機

能 の 低 下 に 応 じ て 食 事 中 の リ ン を 制 限 す る こ と に よ り ,
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1,25(OH)2D波 度 が 正 常 化 し, 二 次 性 副 甲 状 腺 機 能 元 進 症 の 発 症 も

抑 制 さ れ る と い う事 実 は , こ の 理 論 を 支 持 す る (36).

しか し, い ま ま で の 仮 説 に は , い くつ か の 問 題 が あ る . 新 一 は ,

ど こ に視 点 を 置 くか に よ っ て , 何 が 原 因 で何 が 籍 束 か わ か ら な く な

る 点 で あ る . 第 二 に は , 二 次 性 副 甲 状 腺 機 能 元 進 症 が 発 症 す る と 思

わ れ る 非 常 に初 期 で の 検 討 が 不 十 分 で あ る と い う こ と で あ る . 第 三

に は , こ れ ま で 二 次 性 副 甲 状 腺 機 能 克 進 症 は 血 中 の pTH波 皮 . す

な わ ち pT H分 泌 の 面 か ら の み 検 討 さ れ て い る 点 で あ る . 他 の 内 分

泌 臓 器 で も そ う で あ る が , 長 川 に わ た る分 泌 克 進 は , 産 生 の 増 加 .

さ ら に は 産 生 細 胞 の 増 殖 を伴 う は ず で あ る . しか し, こ の よ う な 観

点 か ら の検 討 は 最 近 に な っ て や っ と な さ れ 始 め た に す ぎ な い .

p TH は ペ プ チ ドホ ル モ ン で あ り, そ の 合 成 は pTH遺 伝 子 か ら 特

興 的 なm RNA に ｢転 写 ｣ さ れ る こ とか ら始 ま る . 次 に , リ ポ ゾ ー ム

上 で pTH mRNAは pre-proIPTHに ｢書胡訳 ｣ さ れ る . pre-pro-PTH

は , そ の シ グ ナ ル ペ プ チ ドに よ っ て 認 識 さ れ て , 小胞体 の 内 腔 を 経

て ゴ ル ジ 装 置 に 入 り, pro-pTHか らpTH に プ ロセス さ れ る . 最 終 的

に分 泌 瀕 泡 の 中 に 貯 蔵 さ れ た pTH は , 適 切 な 刺 激 (例 え ば 低 カ ル

シ ウ ム血 症 ) に よ っ て細 胞 外 に分 泌 さ れ る か , 一 定 の 時 間 が た つ と

分 解 さ れ る と い う運 命 を た ど る (37). 持 続 的 な分 泌 刺 激 は , 当 然

な が ら合 成 の 克 進 に つ な が る は ず で あ る . pTH遺 伝 子 の ク ロ ー ニ

ン グ が さ れ て か ら, こ の 合 成 調 節 機 構 に 関 し て の研 究 が 進 み , 合 成

も特 に転 写 段 階 で 細 か く調 節 さ れ て い る こ と が 明 ら か に な っ て き て

い る .

pTH合 成 調 節 に 重 要 な 因 子 は , 分 泌 と 同 様 に カ ル シ ウ ム イ オ ン

と 1,25(OH)2Dの 濃 度 で あ る . ま ず , 細 胞 外 の カ ル シ ウ ム イ オ ン 濃

度 に よ っ て 培 養 副 甲 状 腺 細 胞 の pTH mRNAレ ベ ル が 調 節 さ れ る (6)

こ と はす で に証 明 さ れ てい たが . yamamotoら (7)は 正 常 ラ ッ トで ,

EGTAを含 む 溶 液 を持 続 注 入 し て カ ル シ ウ ム 濃 度 を わ ず か に 下 げ る

と 48時 間 後 に pTH mRNAが 増 加 し, 逆 に 塩 化 カ ル シ ウ ム を持 続 性
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入 し て カ ル シ ウ ム 濃 度 を わ ず か に 上 げ る と pTH mRNAが 抑 制 さ れ る

こ と を 示 し た . (も っ と急 激 な カ ル シ ウ ム浪 度 の 変 化 で は . さ ら に

短 時 間 にpTH mRNAレ ベ ルの 変 化 が証 明 され て い る. ) したが っ て ,

進 行 し た 慢 性 腎 不 全 に 見 ら れ る 程 度 の 低 カ ル シ ウ ム 血 症 で も .

pTH合 成 は m RNA レベ ル で 克 進 して い る こ と が 推 察 さ れ る . 細 胞 外

カ ル シ ウ ム イ オ ン漉 度 に よ る pTHm RNA レベ ル の 調 節 機 序 に 関 し て

は , 最 近 の okazakiらの ヒ トpTH遺 伝 子 の 5･上 領 域 の 塩 基 配 列

を使 っ た cA T ア ッ セ イ に よ る と , こ の 調 節 は 転 写 段 階 で 行 な わ れ

て お り, 転 写 開 始 点 よ り約 3.5kbps上 流 に 存 在 す る 6bpの パ リ

ン ドロ ー ム (こ の 配 列 は , AP-1や c REB な ど の 遺 伝 子 制 御 黄 白 を

認 織 す る 配 列 に類 似 し て い る ) 那 . 高 カ ル シ ウ ム 濃 度 に よ る pTH

遺 伝 子 の 転 写 抑 制 に l姻与 して い る こ と が 示 さ れ て い る (38)

次 に , 1.25(0日)2Dは , pTH退 伝 子 の 転 写 を 抑 制 す る も う一 つ の

重 要 な 因 子 で あ る . す な わ ち , in vitroで は 培 養 副 甲 状 腺 細 胞 の

PTH mRNAレベル を 1,25(OH)ZD,を加 え る こ と で 抑 制 で き る (8)

Zn vi v oで は . ビ タ ミ ン D欠 乏 状 態 で は pTH mRNAレ ベ ル が 上 昇

して お り (39) , 逆 に 1.25(OH)ZD,投 与 に よ っ て 抑 制 さ れ る こ と

が 示 さ れ て い る (9) 1.25(OH)2Dは ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 一 種

で あ り･ 細 胞 の 核 内 に あ る 受 容 体 の ホ ル モ ン結 合 部 位 に結 合 して 受

容 体 の 三 次 構 造 を 変 え , 受 容 体 の DNA結 合 部 位 が 特 定 の 遺 伝 子 の

転 写 を 調 節 す る こ と に よ っ て そ の 作 用 を 現 す (40) . ヒ トPTH遺

伝 子 で は ･ 転 写 開 始 部 位 よ り -212か ら -353bp上 沈 域 が

1′25(OH)ZDに よ る 転 写 抑 制 に 関 係 して い る こ とが 知 ら れ て お り.

こ の 部 位 に結 合 す る核 黄 白 も証 明 さ れ て い る (41)

以 上 を 総 合 す る と･ 生 理 的 状 態 で は pm 遺 伝 子 の 転 写 は 生 理 的

濃 度 の 細 胞 外 カ ル シ ウ ム と 1,25(OH)2Dに よ っ で あ る 一 定 の レベ ル

に抑 制 さ れ て い る と考 え ら れ る ･ 進 行 した慢 性 腎 不 全 で は 血 椅 カ ル

シ ウ ム イ オ ン お よ び 1′25(OH)2D波 皮 の 低 下 が 見 ら れ る の で , 以 上

に 述 べ た 正 常 に お け る pTH合 成 調 節 機 構 か ら 考 え る と , 副 甲 状 腺
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での pTH合 成 は mRNA レベ ル で 克 進 して い る と予 想 さ れ る . しか し.

こ れ が 正 しい の か , 初 期 の 腎 不 全 で も成 り立 つ の か に つ い て は 最 近

ま で ほ と ん ど デ ー タ が な か っ た .

本 研 究 の 7/8部分 腎 摘 ラ ッ トを用 い た 実験 で は, 腎 摘 後 4過 日 に ,

血 清 ク レ ア チ ニ ン濃 度 は 正 常 の 2倍 に 上 昇 し て い る が , 血 清 カ ル シ

ウ ム も 1,25(OH)2D波 皮 も 低 下 し て い な い 状 態 で , 副 甲 状 腺 の 肉 眼

的 な 鹿 大 が 認 め ら れ , PTH mRNAレ ベ ル は 著 明 に 上 昇 し て い た ,

PTH mRNAレベ ル は細 胞 当 た りに換 井 し て も増 加 し て お り, 慢 性 腎

不 全 の 副 甲 状 腺 は 非 常 に hyperplas亡icで あ る と 同 時 に

hypertrophicで あ る と考 え ら れ る . さ ら に , こ の pTH mRNAレベ

ル の 上 昇 は ･ 薬 理 量 の 1,25(OH)2D,投 与 に よ っ て 正 常 ま で 抑 制 可 能

で あ っ た .

こ の結 果 は どの よ うな 病 態 を示 す の だ ろ うか. 1番 目 の 可 能性 は .

一 種 の ヒrade -off理 論 で ,何 ら か の 原 因 で pTHが 上 昇 す る こ と

に よ っ て , 腎 不 全 に よ っ て 低 下 し て い た 血 清 カ ル シ ウ ム イ オ ン と

1･25(OH)2Dが 正 常 に復 し た とす る従 来 か らの 考 え 方 で あ る . こ れ

を 逆 に , 副 甲 状 腺 の 側 に 生 理 的 強 度 の 1,25(OH)2Dに 対 す る 旗 抗 性

が あ る と考 え る こ と も可 能 で あ る ･ Korkor(12)に よ っ て 報 告 さ

れ た 透 析 患 者 の 副 甲 状 腺 の 1,25(OH)2D】結 合 能 の 減 少 は ,

affinity は 変 わ ら な い こ と か ら 1.25(OH),D受 容 体 数 の 減 少 を

意 味 し て お り , こ の 理 論 を 支 持 す る も の で あ る . 同 様 の

1･25(OH)2D,結 合 能 の 減 少 は , 腎 不 全 動 物 モ デ ル の 副 甲 状 腺 細 胞 で

も報 告 さ れ て い る (42.43)･ 本 研 究 の 初 期 腎 不 全 モ デ ル ラ ッ ト で

は ･ 1･25(OH)2D受 容 体 の 数 が , 寮 白 質 の 量 と して も 減 少 し て い る

こ と が 証 明 さ れ た ･ し た が っ て , 何 ら か の 原 因 で , 慢 性 腎 不 全 の 極

め て 初 期 か ら 1,25(0日)2D受 容 体 数 の 減 少 が 起 こ り, そ の 結 果 生 理

的 漉 度 の 1･25(0日)2Dに対 す る抵 抗 性 が 生 じて , 二 次 性 ErJ甲 状 腺 機

能 充 進 症 が 発 症 す る も の と考 え られ る .

そ れ で は , こ の 1･25(0日)2D受 容 体 数 減 少 の 原 因 は 何 だ ろ う か .
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1･25(OH),Dは 正 常 動 物 の 小 腸 (44)や 副 甲 状 腺 (45)の 1,25(OH)ZD

受容体 をup-regulateして , さ ら に そ の 効 果 を 現 す こ と が mRNA レ

ベ ル で 報 告 さ れ て い る が , 腎 不 全 ラ ッ ト で 検 討 し た 論 文 で は

1,25(OH)ZD受 容 体 mRNA レベ ル に変 化 が な く(46), 腎 不 全 で は tr

しろ 1,25(OH)ZD受 容 体 の up-regulationが 起 こ り に くい こ と が ,

1′25(OH)ZD受 容 体 数 の 減 少 に つ な が っ て い る 可 能 性 が あ る .

~ 方 , 著 明 な 副 甲 状 腺 過 形 成 も, 慢 性 腎 不 全 に伴 う二 次 性 副 甲 状

腺 機 能 先 進 症 の 特 徴 で あ る ･ 最 近 の 研 究 に よ る と, 副 甲 状 腺 細 胞 の

増 殖 抑 制 に も 1.25(OH)2Dが 関 与 し て い る こ と が 判 明 した . す な わ

ち ･ 1･25(OH)ZD,が in vivoで 副 甲 状 腺 細 胞 の ユH-thymidineの 取

り込 み を 抑 制 し (47)I in vitroで 副 甲 状 腺 細 胞 の C-mycの 発 現

を抑 制 す る (48)こ とが 報 告 さ れ て い る . 本 研 究 の 初 期 腎 不 全 モ デ

ル で は , 低 カ ル シ ウ ム血 症 も 1′25(OH)2Dの 低 下 も な い う ち か ら ,

副 甲 状 腺 細 胞 の 著 明 な 増 殖 が 見 ら れ た ･ さ ら に , preliminaryな

デ ~ タ で あ る が , 慢 性 腎 不 全 ラ ッ トで は対 照 ラ ッ トに比 べ て , 副 甲

状 腺 で の C一mycの 発 現 が 増 加 し て お り , こ れ も 薬 理 的 濃 度 の

1.25(OH)ZD,に よ っ て正 常 ま で 抑 制 可 能 で あ っ た . こ の こ と か ら考

え る と･ 慢 性 腎 不 全 に お け る 副 甲 状 腺 細 胞 増 殖 に対 して も , 生 理 的

濃 度 の 1･25(OH)ZDに対 す る 抵 抗 性 が 関 与 して い る も の と考 え ら れ

る .

さ て . こ の よ う に見 て くる と, 最 近 長 期 透 析 患 者 に対 し て さ か ん

に行 な わ れ て い る 1.25(0日)ZDlパ ル ス 療 法 の 理 論 的 根 拠 が 葱 理 さ れ

て く る (10,ll) パ ル ス 療 法 を 開 始 す る と , しば ら く して血 清

pTH濃 度 は 減 少 を 始 め る ･ こ れ は , 副 rP状 腺 に 従 来 の 活 性 型 ビ タ

ミ ン D 療 法 で 得 られ る 生 理 的 張 度 の 1.25(OH)2Dに対 す る抵 抗 性 が

あ り, 超 生 理 量 の 1･25(OH)2DIに よ っ て 始 め て 抑 制 可 能 で あ る と 考

え ら れ ･ 横 序 的 に は pTH分 泌 に対 す る カ ル シ ウ ム の セ ッ トポイ ン ト (

pTH分泌 を50%に抑制す るカルシウム濃度)が 上 昇 し て い た (49)の を 正

常 に復 した と 説 明 さ れ て い る (50) ･ こ れ に加 え て , 本 研 究 の 動
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物 モ デ ル の よ う に . 長 期 的 に は pTHの 合 成 も 抑 制 して い る もの と

考 え られ る･ さ ら に ,私 の グ ル ー プ が慢 性 透 析 患 者 で示 した よ う に ,

副 甲 状 腺 細 胞 の 増 殖 を 押 さ え , 腫 大 副 甲 状 腺 の 退 縮 へ とつ な が る も

の と思 わ れ る (51).

バ JL,ス 療 法 の よ う な 1.25(OH),D,大 量 投 与 は , 本 研 究 の 動 物 モ

デ ル で も示 した よ う に , 慢 性 透 析 患 者 に お い て しば しば 高 カ ル シ ウ

ム血 症 を 生 ず る (ll). 特 に 最 近 ア ル ミ ニ ウ ム骨 症 (52 )を予 防 す

る た め に , リ ン吸 着 剤 と して 炭 酸 カ ル シ ウ ム (53)が 使 わ れ る よ う

に な っ て お り, さ ら に重 要 な 臨床 上 問題 とな って い る. した が っ て ,

高 カ ル シ ウ ム血 症 を き た さす に 二 次 性 副 甲 状 腺 機 能 先 進 症 を抑 制 す

る薬 剤 の 開 発 が 重 要 で あ る . 殺 近 , 細 胞 分 化 能 の 強 力 な ビ タ ミ ン D

誘 導 体 と し て 開 発 さ れ た 2210Xa-1.25(OH),Dユ(13)が , 血 楢 カ ル

シ ウ ム 浪 皮 を 上 昇 さ せ ず に pTH の 合 成 , 分 泌 を 抑 制 す る と い う 報

告 が な さ れ た (14)･ そ こ で , 腎 不 全 モ デ ル ラ ッ トで こ の 誘 導 体 の

効 果 を検 討 し た と こ ろ , ま っ た く高 カ ル シ ウ ム 血 症 を 生 じず に .

p THの 分 泌 合 成 を 正 常 化 す る こ と が 可 能 で あ っ た . した が っ て ,

22~oxa~1･25(OH)ZD】は , 慢 性 腎 不 全 患 者 で 高 カ ル シ ウ ム 血 症 の 危

険 を伴 わ ず に 二 次 性 副 甲 状 腺 機 能 充 進 症 を コ ン トロ ー ル 出 来 る兼 剤

と し て 有 望 で あ る 1 22-oxa-1,25(OH)2Dユが , ど の よ う な 機 序 で

pTH 分 泌 合 成 を 抑 軌 す る の か に 関 して は , ま だ 充 分 に は わ か っ て

い な い が , 血 中 で 多 くが 逆 徒 状 態 で 存 在 し (54), 副 甲 状 腺 に多 く

蓄 横 す る (55)た め で あ る 可 能 性 が 報 告 さ れ て い る . しか し, こ れ

だ け で は 2210Xa-1･25(0日)2D, の 著 明 な 臓 器 特 異 性 は 説 明 不 能 で

あ り, レチ ノ イ ド受 容 体 で 証 明 さ れ て い る よ う な 受 容 体 の サ ブ タ イ

プ が ･ 1′25(OH)2D受 容 体 で も存 在 す る 可 能 性 は検 討 さ れ る べ き で

あ ろ う.
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V.ま と め

以 上 の よ う に , 初 期 の 慢 性 腎 不 全 に お け る 二 次 性 副 甲 状 腺 機 能

先 進 症 を pT H分 泌 の 面 だ け で な く, pTH合 成 , 副 甲 状 腺 細 胞 増 殖

の 面 か ら検 討 して み る と , 従 来 考 え ら れ て き た 病 潜 と は 別 に , 副 甲

状 腺 自 身 の 生 理 的 濃 度 の 1.25(OH)zDに 対 す る 抵 抗 性 が , 二 次 性 副

甲 状 腺 機 能 元 進 症 の 発 症 に 関 与 して い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ る . す な

わ ち . 図 10に 示 す よ う に 慢 性 腎 不 全 で は , そ の 初 期 か ら副 甲 状 腺

細 胞 の 1,25(OH)ZD受 容 体 数 が 減 少 す る た め , 生 理 的 濃 度 の

1.25(OH)2Dが 血 中 の 存 在 して い た と し で も副 甲 状 腺 に対 す る 抑 制

効 果 が 不 十 分 と な り , そ の 結 果 と し て pTH分 泌 の セ ッ トポイ ン トは

上 昇 し, どTH合 成 は 先 進 し , 副 甲 状 腺 細 胞 は 増 殖 す る と い う考 え

方 で あ る . した が っ て , 薬 理 的 汲 皮 の 1.25(OH)2D,を投 与 す る パ ル

ス 療 法 は , 理 論 的 に も有 効 と考 え ら れ る . さ ら に , 新 しい ビ タ ミ ン

D誘 導 体 で あ る 22-oxa-1,25(OH)之D】は , パ ル ス 療 法 の 欠 点 で あ る

高 カ ル シ ウ ム 血 症 生 じ な い で pTHの 合 成 分 泌 を抑 制 す る 兼 剤 と し

て期 待 さ れ る .

今 後 は . な ぜ 腎 不 全 で 1,25(OH)zD受 容 体 数 が 減 少 す る の か . そ

れ を 防 止 す る た め に は 腎 不 全 の ど の 段 階 で何 を しな く て は な ら な い

か が 解 決 す べ き 第 - の 問 題 と考 え ら れ る . ま た , 新 しい ビ タ ミ ン D

誘 導 体 の 開 発 , さ ら に 22-0】くa-i,25(OH)2D,の 作 用 機 序 に つ い て も

解 明 が 望 ま れ る .
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図 10 :初 期'i腎不 全 にお け る

二 次 性 副 叩状腺 機 能 先 進 続 発 症 機 序 モ デ ル
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