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Mechanisms　 for　the　reduction　 of　24,25-dihydroxyvitamin　 D31evels　 and　 bone　 mass　 in　24一

　　　　　　　　　　 hydroxylase　 transgenic　 rats.

　　　　　 (24・水 酸化 酵 素 トラン ス ジェニ ッ クラ ッ トに おけ る

血 中24,25一ジ ヒ ドロキ シ ビタ ミンD3濃 度 お よび骨 最低 ドの メカニ ズ ム)

細　金 直　文

内容の要旨

　 ビ タ ミンDは 骨 ・カ ル シ ウ ム 代 謝 調 節 に 賦要 な 役 剛 を 果 た す ホ ル

モ ンで あ4,臥25.ジ ヒ ドロキ シ ビ タ ミンD,〔la,25(OH)ρ 】》 が活 性

型 と してf'F用 す る。 ビ タ ミンD代 謝 に 関 与 す る?a一水 酸 化 酵 素 に は 二

つの 作 用 が あ る こ とが 知 られ て い る。 一 つ は 腎服 に お い て25一 ヒ ドロ

キ シ ビ タ ミ ンD3(25(OH)DJを 基 質 と して24.25一 ジ ヒ ドロ キ シ ビ タ

ミ ンD1(za.zs(OH恥Dρ を 曜 生 す る 作 用 で あ り 、 も う 一つ は

1a.25(OHhD3を 分解 す る作 用 で あ る。 わ れ わ れ は24・水 酸 化 静 素 の 加

卿`,に お け る生 理 的 な作 用 を 明 らか に す る 口的 で24・水 酸 化 酵 素 トラ

ン ス ジs._.ッ ク ラ ッ ト(CYP24Tgラ ッ ト}を 作 製 し、　 pniq外 の 血 中

ビ タ ミンD代 謝 産 物 濃 度 変 化 や 高脂 血 症 、 蛋 白尿 な どの 長 現 型 を 呈

す る こ と を 報告 して い る。 本 研 究 はCYP24Tgラ ッ トに お け る.m中 ビ

タ ミ ンD代 謝 産 物 濃度 変 化 の機 序 お よ び骨 代 謝 へ の 影 響 を 解 析 す る

目的 で 行 った。

　 CYP24Tgラ ッ トで は 血 串24,25{OHhD3、 　zs(OH)D,と もに 有 意 に 低

下 し、血 中1α,25〔OH)2D,埴 は 里f曳 型 と変 わ らな か った 。 近 くr,メii

リ ンの ビ タ ミ ンD代 謝 にお け る 役割 が 明 らか に され 、 そ れ まで 遊 離

型の23〔OH}Dgが 血 管 側 か ら近 位 尿 細 管細 胞 へ 取 り込 まれ る と#zら

itて き た が 、 実 際 に は ビ タ ミ ンD結 合 蛋 白償(DBP1と 絡 合 した

25(O恥D}が 糸 球体 を濾 過 され た 後 、 管 腔 側 か ら メガ リ ン を 介 して取

り込 まれ る こ とが 明 らか に な った 。 そ こで メ ガ リ ンの 発 現 を定 量 し

た とこ ろ野 生 型 と有 意 差 が な か っ た こ とか ら メ ガ リン の 発 現 低 下 が

血 中24,?5(OH)1D,低 ドの 原 因 で は な い と考 え られ た 。 メitリ ンは ア

ル ブ ミ ンな ど種 々の 蛋 白質 と結 合 す る こ とfitNlら れ て お り.ま た

crrzaraで は ア ル ブ ミン尿 を乗 た す こ と か ら排 泄 され た ア ル ブ ミン

がD日P-25(OHP3複 合 体 の メ ガ リ ン を介 した再 吸 収 を競 合 的 に 岨 害 す

る と推 測 し 、 尿 中25(OH)D3排 泄 の 有 無 を 調 べ た 。 そ の 紹 果.

25〔QHDD,はCYP24Tgラ ッ トで の み 排 泄 が 毘 め らiL,　 DEP排 泄 も

cvrzaTsの み で確 出 され た 。

　 次 に骨 代 謝 の 変 化 を調 ぺ た 。8週 齢 ラ ッ トの 骨 量 をiLif[し た と こ

ろ 、CYP24Tgラ ッ トで は 有 意 な 骨 密 度 低 下 が 詔 め られ た 。 こ の 骨 密

慶 低 ドはzs〔OH}D轟 失 に よ る 結 果 で あ る か 否 か を 調 べ る た め,

CYP24Tgに25(OH〕D5投 与 を行 っ た結 果 、25(OHp}投`,群 で はvehicle

,#'C'iPEと比 較 し骨 縦減 少 が起 こ らず 、 組 織 学 的 に もvc煽clc投 与 群 で

は 頬骨 の 増 加 が 認 め られ た がu(OH)D3投 与群 で は 阻 害 され て い た 。

　 本研 究 で は メ ガ リ ン と アル ブ ミン の相4:11/11か らCYP24Tgラ ッ ト

に お け る ビ タ ミ ンD代 謝 動 態 を 明 らか に した 。 また 、 ア ル ブ ミ ン 大

騒排 泄 時 にお け る 骨 病 変 に は23(OH}D適 有niで あ る こ とを示 した 。

論文審査の要旨

　骨 ・カル シウム 代謝調節 に 敢要な役割 を果 たすia.zs.ジ ヒ ドロキ

シ ビタ ミンD}〔la.25{OHhD}}は24・ 水酸 化酵 訴に よ り分解 される。

また、2↓水酸 化酵 素は?5・ヒ ドロキ シビ タ ミンD,(25(QH)D,)を 基

質と して24、25。ジ ヒ ドロキ シビタ ミン既(24,25(OH》 コD,)をiW(laる 。

この24。水酸 化酵 素の;,vivnfにi3け るw理 作 用を明 らかにす る目的 で

za一水酸 化醇 素 トラ ンスジZ　 ックラ7ト(Tgラ.ノ ト}を 作 製 し表現

型の解析 を行 った。

　rsラ ッ トでは 予想 外 に蛋 白尿 を来 た し、 またm中24,25(OHbD}、

25(OH}D,fdiと も`こ有意にf氏下 し、1(ll'1'IR25(QHぬD⊃値1ま野`k型 と変

わ らな か')た 。 さらにTgラ ッ トで1325(OH)q、 ビタ ミンD結.合蛋 白

質(DB%の 尿 中排 泄が越 め られた。25(OH)DrDBP}31合 体の 近位尿

細 管での取 り込み に関与す る メガ リンの発 現に は変化が 認め らiLな

かった ことか ら、排泄 されたアルブ ミンがDBP・25(OH)D3複 合体 のメ

ガ リンを介 した再吸 収 を暁合的 に剛筈 しDBP・25{OH)Dユ 腹合体 が尿`18

に排 泄 され るこ とが明 らか とな った。 またTgラ ッ トで は骨 賦の低 下

が認め らraる が 、 この什病 変は25(OH)Deの 持続 投1}に よ り.f防 され

るこ とが,」ミ　}tた。

　審 査で/3,導 人遺 伝 向ll来の?q.水 酸化酵 素のWcsicm　 hloiや免疫染

色に よる検出 につ いて質聞 された。これ に対 しWe鵬m　 nla13　 みた

が発 現蹴が少 な く困難 であ った と回答 　ftた 。 また、24・水酸 化酵 素

を薬剤 な どに よ り誘 導 した際 に腎 病 変は 再現 され るか質問 された。

これ に対 しiq一水酸 化醇 素を誘導可能 なの は1α,25{OH⊃1D}のみ で これ

では...・過性 に誘導 され るが発現 を書寺続 させ るこ とはで きず 、長期投

与で はiLYCn血症 をきた して しま うため に困難 であ る と回 答 された。

次 にCa,　P代 謝 につ いて質 問 され た。 これ に対 し本研 究で は 血中,

尿中の経跨的 変化 を調べ ただけ でTgラ ッ トの 揃態解明 のため には険

討が不 卜分 であ った と回答 された。 また.糸 球 体障害.尿 細 管障害

の どち らが先 に 生 じるの か とい う質問 に対 し、罎 蛋 白質 をSDS・

PAGEで 検arし た結果 、低分子景 の)it'7i4116rN1が膨め られ ないこ と、

尿中 グル コース排泄 がr齢 ではIL進 しない こ とか ら初期には 尿細 管

機能 は障 害 されて いない と考え られる と回答 され た。 また.奉 研 究

にラ ッ トを用い た理 山 につ いて質問 され 、当初は骨解析 が.isi_i的で

あ りそれにはマ ウス よ リラ ッ トが適す るため と1!11答された。 賊後に

このTg'ラ ッ トに相 当する ヒ トの疾 患はffftiする か質問 され.現 時点

では全 く報告が ない と回答 された。

　 以.t:のように、本研 究は さらに検討 されるべ き点 を残 してい るが 、

24・水酸化酵 素 トラ ンスジi.ニ ックラッ トのaadRを 明 らか に した点が

存意義であ ると評価 された。
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