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論 文 内 容 要 旨

血 中カル シウム濃度 は,.ビ タミンD3,副 甲状腺 ホルモ ン(PTH),カ ルシ トニ ンな どの カル シウム調節.

ホルモ ンに よって厳 密 に調節 を受 けてい る。その うち,ビ タ ミンD、は,血 中 カルシウム濃度 を上昇 させ

る働 きを持 ち,そ の欠 乏に よ りクル病や骨軟化症がお こる ことが知 られてい る。 ビタ ミンD3は,1920年

代 に発見 された抗 クル病因子で あ り,そ の後 の研 究 に よって天然型の ビタ ミンD,そ の ものは生理作 用 を

・有 さず ,肝 臓 にお いて25-hydroxyvitaminD3に,続 いて腎臓 で1α,25-dihydroxyvitaminD,(1α,25(OH)、D,)

へ と変換 され,活 性 を示す こ とが 明 らか にな った。 また,ビ タ ミンD,受 容体 がス テロイ ドホルモ ン受容

体 と類似 性 を有す る ことが明 らか とな り,ビ タ ミンD3は ビタ ミン としてだけで な く,ホ ルモ ンと して分

類 されてい る。

高齢化 に伴い発症す る骨粗霧症患 者や腎不全治療 のための透析患者の増加 に伴 い,カ ルシ ウム代謝異常

に基 づ くと考 え られる骨代 謝疾患が増加 し,そ れ ら疾患 を活性 型 ビタ ミンD,製 剤 を用 いて治 療す る試 み

がな されてい る。 しか し,カ ルシウム代謝 の複雑性 のため,薬 物 と して与 えた活性体1α,25(OH),D、 が必

ず しも充分 な作用 を発揮で きない場合 があ り,'各 種誘導体の合成 とそれ ら誘 導体 の代謝経路や作用機序 の

詳細 な解 明が検討 されてい る。そ こで本研究 で は,活 性型 ビタ ミンD3誘 導体 を,骨 代 謝異常 を伴 う疾患

の治療 に応用 してい くために,そ れ らの代 謝お よび作用機序 について研 究 を行 った。

は じめ に,活 性型 ビタ ミ、ンD3の 前駆体であ る1α 一hydroxyvitaminD3(1α(OH)D,)を 投 与 した場合 の,1

α,25(OH)2D3の 動態 お よびそ の薬理作用 について検討 した。SD系 ラッ トに3H標 識 した1α(OH)D3あ るい

は ユα,25(OH),D、 を経 口あ るい は静脈内投与 し(投 与量 はそれぞれ5皿mol/1,850kBq/kg),経 時 的に血 清1

α,25(OH)、D3レ ベル をHPLCで 分画 して定量 した。その結 果,1α(OH)D3経 口投与後 の血清 ユα,25(OH)、D,

の生体 内半 減期 は,1α,25(OH)2D3そ の もの を投与 した時 の半減期 に比 して長い こ とを明 らか に した。 ま

た以前 に,1α(OH)D、 を経 口投与す る と,骨 中 ユα,25(OH)、D3が 長時間維 持 され る現象 が見 い出 され てい

たが,本 研究 では標的組織 である骨 に ビタミンD,25位 水酸化酵素mRNAが 存在す ることをノーザ ンプロ

ッ ト解析 にて確 認 した。 さらに,マ ウス胎児頭蓋冠 の器官培養やマ ウス由来 の骨芽細胞 の初代培養系 を用

いて,骨 において1α(OH)D3か らユα,25(OH)2D3へ と変換 される ことを見 出 した。従 来,1α(OH)D3か ら1

α,25(0耳)2D3へ の生体内で の変換 は肝臓 で行われ,血 流 を介 して骨へ1α,25(OH)2D3が 供給 される と考 え

られ ていたが,本 研 究 によ り,標 的組織 である骨 に1α(OH)D,の 新規 活性化経路が存在す るこ とを初や て

示 した。 これ らの事実 よ り,ユ α(OH)D,を 経 口投与 す ると,骨 へ1α,25(OH)、D3を 高 い レベルで供給が可

能であ り,1α(OH)D3は 骨疾患 の治療薬 として有用 な特性 を有する活性型 ビタミンD,前 駆体 であるこ とが

推察 される。

骨塩量低下モデル と して洗用 されるラ ッ トは骨形成が優位 な動物種 のため,医 薬 品 を開発す る上 で,ヒ

トと同様 に骨形成 と骨吸収 が平衡状態 にあ る動物 を用い る必要がある。そ こで,骨 代謝様式が ヒ トと同様

であ るビー グル犬が,骨 塩 量低 下モデルにな り得 るか否 かを検:討した。併せて1α(OH)D,に よる骨へ の薬

理効 果 を,授 乳期 ビー グル犬 を用 いて検討 した。授 乳 期 ビー グル犬母体 の腰椎 あ るいは下腿 骨骨 密度
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(BMD)を 二重X線 骨塩量定量装 置 にて測定 した ところ,そ の変化 を精 度良 く測定で きるこ とを確認 した。

さらに,授 乳期 においては,ビ ー グル犬の腰椎BMDが,交 配時 と比較 して有意 に低下す るこ とを初 めて

確 認 した。 これ らの結果 か ら,ヒ トと同様 の骨代謝 を有す る ビーグル犬 で,授 乳期 に顕 著 なBMDの 減少

が認 め られ,薬 剤 の ヒ トにお ける薬理効果 を推 測する上 で,本 実験系が有用であ ることが示 された。 この

授 乳期 ビーグル犬 に1α(OH)D,を0.1μg,生gの 用 量で,出 産予定 日の2週 間前 より14週 間,週3回 の割合

で経 口投与す る と,授 乳期 における腰椎BMDの 低 下が有意 に抑制 され,離 乳後 のBMDの 回復 が早 め られ

る ことを見 出 した。以上 の結果 よ り,1α(OH)D、 の骨改善作用 が,ビ ーグル犬 を用 いる ことに より初 めて

明 らかにす ることがで きた。

二次性副 甲状腺機能充進症 において過剰 に分泌 されるPTHは,腎 性骨異栄養症 の原 因 と考 えられている。

そ こで,二 次性副 甲状腺 機 能充 進症へ の応 用 を目指 し,1α,25-dihydroxy-22-oxavitaminD、(別 名:22-

oxacalcitrio1:0CT)の 作用 機序 の解析 を行 った。SD系 雄性 ラ ッ トに5/6腎 臓摘 出術 を施 し,お よそ3ヶ 月

飼育 する と,血 清PTH値 が上昇す る ことか ら,本 動物 を二次性副 甲状腺機能充進症モ デル と して使用 した。

この病態動物 に,OCT(0.25～6.25μg/kg)あ るいは1α,25(OH)2D3(0.025～0.625μg,仮g)を 週3回(合

計7回)静 脈 内 間激投 与 した。最終投 与24時 間後 にお ける副 甲状腺 中のPTHmRNA発 現 量 お よび血清

PTH値 は,両 薬剤 の投与 によ り用量依存 的 に抑制 された。 カル シウム代 謝 に関連 す ると考 え られる因子 と

して,ラ ッ ト小腸 で は分子量9KDの ビタ ミンD依 存性 カル シウム結 合 タンパ ク(vitaminD-dependent

calciumbindingproteingK:CaBP-Dg。),ま た腎臓 には分子量28KDのCaBP-D28、 が知 られている。そ こで,

これ らCaBP-Dの 発 現 に対 す るOCTあ るいは1α,25(OH)、D3の 作用 を比較検討 した。1α,25(OH)、D3投 与群

ではCaBP-D、 、お よびCaBP-D28Kの 用量依存的 な遺伝子発現促進効果 が見 られたのに対 して,OCT投 与群 で

は発現促 進効果 は認 め られ なかった。従 って,OCTの 作用 は標 的組織 に よ り異 な り,副 甲状腺 にお ける

PTH転 写 あるいはPTH分 泌 を抑制す る作用 は強 く;血 中カル シウム濃度上昇作 用 に関与 する小 腸お よび

腎臓 におけるCaBP-D発 現へ の作用 は極 めて弱 い ことが,新 たな知 見 と して得 られた。す なわち,こ の様

な作 用 に基づ い て,1α,25(OH)、D、 の副 作用 と して知 られて いる高 カル シ ウム血 症 を引 き起 こさず に,

OCTはPTHを 選択 的に抑 制す る もの と考 え られる。 これ らの結 果 よ り,従 来 の活性型 ビタ ミンD3製 剤 で

は治療が困難であ った二次性副 甲状腺機能充進症 に対 して,OCTの 静脈 内間漱投与 は極 めて有効 な治療法

であ り,腎 性骨異栄養 症 を改善 で きる可能性が,病 態 モデルを用いた結果か ら示 された。

本研 究か ら,骨 粗懸症 に対 す る1α,25(OH)、D3の 有効1生を示 す作用 機序 の一 つ と して,経 口投与 後の1

α(OH)D3が 骨 中で1α,25(OH)、D3に 変換 され,骨 に対 して持続 的に作用 してい るこ とが示唆 された。1α

(OH)D、 の薬理作用 として,ヒ トと同様 の骨代謝様式 を有 する ビーグル犬 にて,授 乳期 におけ るBMDの 低

下 を抑制 で きるこ とを示 した。 また,二 次性 副 甲状腺機能充進症 に対 して,新 規活性 型 ビタ ミンD3誘 導

体OCTの 静脈 内間漱投 与が,血 中カルシウム濃度 の上昇 を伴 わず,副 甲状腺 か らのPTH分 泌 を選択的 に

抑制す るこ とが示 された。 これ らの結果か ら,各 種 の活性型 ビタ ミンD、誘 導体 は,1α,25(OH)、D、 とは異

なった特性 を有 してお り,そ の特性 を利用 して,他 の疾患 に対す る医薬 品化 が可能 と推測 される。

人類がかつて経験 した ことの ない高齢化 を迎 えている中で,カ ル シム代謝異常 に よる疾患 の増加が予想
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され,医 薬品としての活性型 ビタミンD、誘導体の人類への貢献度がますます高 くなるものと考えられる。

活性型 ビタミンD、誘導体 を医薬品として開発する場合,そ の唯一ともいえる副作用である血中カルシウ

ム濃度の上昇作用がないものが望まれる。本研究で得 られた知見 をもとに,活 性型 ビタミンD、誘導体が

有する多彩な作用を分離 して,副 作用を有さない新規誘導体の探索研究を行 うことにより,さ らに選択性

の高い医薬品の開発が期待 される。
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審 査 結 果 の 要 旨

高齢化や腎不全 治療 のための透析患者 の増加 に伴い,骨 粗霧症や腎性骨異 栄養症 な どのカルシウム代 謝

異常 に基づ くと考 え られる骨代謝疾 患が増加 し,そ れ ら疾患 を活性型 ビタ ミンD3製 剤 を用い て治療 す る

試みが な されてい る。 しか し,カ ル シウム代謝 の複雑 性の ため,薬 物 と して与 えた ビタミンD3製 剤 が必

ず しも充分 な作用 を発揮 で きない場合が あ り,ビ タ ミンD、製剤 の代 謝経路 や作用機序 の詳細 な解 明が求

め られている。本研 究で は,活 性型 ビタ ミンD,誘 導体 を,骨 代謝 異常 を伴 う疾患 の治療 に応用 してい く

ため に,そ れ らの代謝お よび作用機序 につ いて研 究 を行 なった。

は じめ に,活 性 型 ビタミンD,の 欠乏 によって生 じる疾患 に対 し,そ の前駆体で ある1α 一hydroxyvitamin

D3(1α(OH)D、)を 投与 した場合 の,1α,25(ρH)2D、 の動態お よびそ(わ薬理作用 につ いて検討 した。従 来,

1α(OH)D3か ら1α,25(OH)、D3へ の生体内での変換 は肝臓 で行 われ,血 流 を介 して骨へ1α,25(OH)、D3が 供

給 される と考 え られていたが,本 研究 において,1α(OH)D3の 新規活性化経路 が標 的組織 である骨 に存在

す るこ とを初め て明 らかに した。 したが って,1α(OH)D,を 経 口投 与す る と,骨 へ1α,25(OH)、D3を 高 い

レベ ルで供給す る ことが可能で あ り,1α(OH)D3は 骨疾 患の治療薬 として有用 な特性 を有す る活性型 ビタ

ミンD3前 駆体 である と考 えられる。

次 に,骨 代 謝様 式が ヒ トと同様 である ビー グル犬 を用いて1 .α(OH)恥 に よる骨 の改善作用 を検討 した。

す なわち,授 乳期 ビー グル犬 の骨密度 を二重X線 骨塩量定量装置(DXA)に て測定す ることにより検討 し

た ところ,骨 塩量低下が認 め られ,そ の低下 を1α(OH)D3は 改 善 した。すなわち,1α(OH)D,の 骨密度改

へ

善作用 をビーグル犬 を用 いるこ とによ り実験的 に初 めて明 らか に した。

PTHの 分泌が充進する二次性副 甲状腺機能充進症は,腎 性骨異栄養症の原因 と考 えられている。そこで,

生体 内半減期 が短 く,汐 ル シウム動態の影響が少 ない新規誘導体1α,25-dihydroxy-22-oxavitaminD3(別

名:22-oxacalcitriol:OCT)に つい て,二 次性副 甲状腺機能充進症への応用 を目指 して作用機構 の解析 を

行 った。OCTの 作用 は標 的組織 によ りその作用 が異 な り,副 甲状腺 ホルモ ン(PTH)転 写あ るいはPTH

分泌 を抑制す る作用 は強 く,血 中カル シウム濃度上昇作用 に関与す る小腸 お よび腎臓 における ビタミンD

依存性 カル シウム結合 タンパ ク(CaBP-D)発 現への作用 は極 めて弱 い ことが,新 たな知見 として得 られ

た。す なわち,従 来の活性型 ビタ ミンD3製 剤 で は治療が 困難 であ った二次性副 甲状腺 機能充進症 に対 し

て,OCTの 静脈 内投与 は極 めて有効 な治療法である ことを明 らか にした。

以上の ように,本 研 究 は各種の活性型 ビタ ミンD3誘 導体が1α,25(OH)、D、 とは異 なった固有 の特性 を有

する ことを示 し,各 種 の活性型 ビタ ミンD3誘 導体 の臨床応用 に科学的な裏付 けを与 えた もの とい える。

したがって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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