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緒 言

ヒ ト低 リン血症性ビタ ミンD抵 抗性 クル病は,

著 しい低 リン血症 とクル病 ・骨軟化症 をきたす

疾患でその病態にはビタ ミンDに 対す る抵抗性

が強 く関与 している1).現 在,そ の治療 として大

量の活性型 ビタ ミンDと リンの併用投与が行 わ

れているが,現 在一般的に投与されている活性

型 ビタ ミンDで あ る1α,25(OH)2D3や1α,

(OH)D3は 高Ca血 症や腎石灰化 をきた しやす

く,必 ずしも理想的な治療薬 とはいえない2)～.

清野 らは本症のモデル動物 であるHyp (Hypo

phosphatemic)マ ウスにおいて外 因性に1α,

25(OH)2D3を 大量に投与 したさいに,血 中1α,

25(OH)2D3の 消 失速度が速 い事実 を確認 してお

り,ビ タミンD抵 抗性 の一 因となっていること

を以前報告 した5)6).

最 近,ビ タ ミンDの カルシウム上昇作用 と骨

髄性 白血病細胞の増殖 を抑制 しマ クロファージ

への選択的分化を促す分化誘導作用を分離 し,

新 しい作用を持つ新規誘導体 を開発す る試みが

なされてきた.こ れ らの開発の過程 で抗腫瘍作

用に対す るビタミンD誘 導体 と,骨 吸収がほ と

んどな く積極的に骨形成作用を示すビタミンD

誘導体の研究に分かれてきた.本 研究では,後

者の作用の持徴を持 ち,1α,25(OH)2D3に 比 し,

血 中半減期 が長い新規誘導体 であ る2β-(3-

hydroxypropoxy)-1α,25(OH)2D3(以 下ED-

71)のHypマ ウスに対す る効果を検討 し,ヒ

ト低 リン血症性 ビタ ミンD抵 抗性 クル病に対す

る治療薬 としての可能性について検討 した.

材 料 と 方 法

Jackson Laboratoryよ り購入 し,岡 山大学

小児科学教 室で繁殖,維 持 している生後4週 令

で体 重8～15gの 雄 性 のHyp (Hypophos

phatemic)マ ウス104匹 を使用 した.こ のマウス

は雄はすべてC57BL/6J Hyp/Yで 雌 はすべて

C57BL/6J Hyp/Hypの 系統維持 してお り産

生され るマウスはすべてHypのgenotypeを

もつ.マ ウスは数 匹ずつ,プ ラスチックのケー

ジに入れ,12時 間周期の明暗の蛍光灯のもとで

飼育 した.飼 料はオ リエンタル酵母社製の飼育

用MF(カ ル シウム1.2%,リ ン0.91%,ビ タ ミ

ンD80IU/100gを 含 むmeal food)を 使 用 した.

実験期間中,す べ てのマウスに飼料 と水 を任意

に与えた.ED-71お よび1α,25(OH)2D3(図1)

は中外製薬創薬第二研究所か ら供与を受けた.

各々のマ ウスを1～22匹 ず つ10群 に分けそれ

ぞれ対照群(22匹),ED-71; 10(22匹),20(14

匹),40(14匹),100(10匹),200(19匹),400(16

匹),800(1匹),1200(2匹)pmol/kg/day,

1α,25(OH)2D3: 400(4匹)pmol/kg/dayを

21日 間連 日皮下投与 した.こ こで( )内 は投

与 したマウスの匹数 を示す.た だし,こ れらの

各群 はED-71お よ び1α,25(OH)2D3は1%

 ethanolを 含 む0.1% Tween 20/PBSで 溶解 し,

必要 な濃度に調整 して0.1mlを 皮下投与 した.ま
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た対照群(control)は,1% ethanol, 0,1%

 Tween 20/PBSで,投 与量は0.1mlと した,投

与終 了24時 間後ェーテル麻酔下で脱血死させ,

さ らに70%エ タ ノールで固定 し,大 腿骨お よび

脛骨を摘出した.た だ し,ED-71 1200pmol/kg/

day投 与群では投与開始16日 目に衰弱 したため

エーテル麻酔下で脱血死 させ,さ らに70%エ タ

ノールで固定 し,大 腿骨および脛骨 を摘 出した.

大 腿骨は骨密度測定に供 した.脱 血死 させ たと

きの血液中の血清Caお よびPを 測定 した.こ

れらの血清Caは,Wako kit 272-21801 (Wako

 pure chemical lndustries, Ltd., Osaka, Japan)

を用 いてorthocresolphthalein complexone

 (OCPC)法 で測定 し,血 清PはWako kit 270-

49801を 用 いてP-methylaminophenol reduc

tion法 で測定 した.ま た,大 腿骨および脛骨は,

マ イクロメーターで長 さの測定 を行 った.さ ら

に,ア ロカ社製二重 エ ックス線骨塩 測定装置

(DCS-600)で 大 腿骨の骨密度 を測定 した.骨

密度の測定は大腿骨を10等 分間隔で断続測定 し

平均値で表した.得 られたデータはすべてmean±

SEM (standard error of the mean)で 表 わし,

統 計処理はone-way ANOVAを 用 いて検定 し,

Fisher's post hocを 用 い群間の差を検討 した.

1α,25(OH)2D3 2β-(3-Hydroxypropoxy)-1α,25(OH)2D3

(ED-71)

図1　 1α,25(OH)2D3お よ びED-71の 構 造

図2　 ED-71お よ び1α,25(OH)2D3投 与 に お け る

Hypマ ウ ス の 血 清Ca値

*: P<0.01 vs. control

***: P<0.0001 vs. control

結 果

図2に 血 清Ca値 を示 す.血 清Ca値 は,対

照 群(control)で は9.84±0.71mg/dlで あ り,ED

71 10か ら200pmol/kg/day投 与 群,1α,25

(OH)2D3 40pmol/kg/day投 与 群 で は 高Ca血

症 は 認 め な か っ た.1α,25(OH)2D3 400pmol/

kg/day投 与 群 で は血 清Caは12.76±0.35mg/dl
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と明 らか な 高Ca血 症 を示 し た が,ED-71 400

pmol/kg/day投 与 群 で は 血 清Ca値 は11.32±

0.36mg/dlと 軽 度 高 値 を示 し た.図 に は示 さ な か

っ た が,ED-71 800pmol/kg/day投 与 群 で は,

血 清Ca値 は18.03mg/dlと 著 明 な 高Ca血 症 を

示 し た.投 与 開 始16日 目で 衰 弱 した た め 脱 血 死

させ たHypマ ウ ス のED-71 1200pmol/kg/day

投 与 群 で は,血 清Ca値 は22.28±0.16mg/dlと

著 明 な 高 値 を示 した.

図3に 血 清P値 を示 す.血 清P値 は,対 照 群

(control)で は6.56±0.44mg/dlで あ るの に 比 較

し て1α,25(OH)2D3 400pmol/kg/day投 与 群

で は8.69±0.35mg/dlと 有 意 に 上 昇 を 認 め た.対

照 群(control)とED-71 10か ら400pmol/kg/

day投 与 群 で は 有 意 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 図

には示 さなか っ たが,ED-71 800pmol/kg/day投

与 群 で は,血 清P値 は6.97mg/dlと 対 照 群 と有 意

差 は認 め られ なか った.ED-71 1200pmol/kg/day

投 与群 で は,血 清P値 は7.40±1.00mg/dlと 軽 度

高P血 症 を認 め た.

図3　 ED-71お よ び1α,25(OH)2D3投 与 に お け る

Hypマ ウ ス の 血 清P値

*: P<0.01 vs. control

***: P<0.0001 vs. control

図4　 ED-71お よ び1α,25(OH)2D3投 与 に お け る

Hypマ ウス の大 腿 骨 お よび 脛 骨 の長 さ

***: P<0.0001 vs. control

+++: P<0.0001

図4に 大腿骨および脛骨の長さを示す.ED-71

の10か ら40pmol/kg/day投 与群 では,大 腿骨お

よび脛骨の長 さは ともに対照群(control)と 比

較 して有意差はなかった.ED-71の100か ら400

pmol/kg/day投 与群では対照群(control)と 比

較 して大腿骨お よび脛骨の長 さはともに有意に

増加 を認めた.1α,25(OH)2D3 400pmol/kg/

day投 与群でも大腿骨お よび脛骨の長 さは とも

に対照群(control)に 比較 して有意に増加 を認

め たが,ED-71 400pmol/kg/day投 与 群 では

1α,25(OH)2D3 400pmol/kg/day投 与 群に比

較 しても大腿骨および脛骨の長さはともに有意

に増加 を示 した.図 には示 さなかったが,ED-71

 800pmol/kg/day投 与群では大腿骨および脛骨

の長 さはともに対照群(control)と 比較 して有

意差はなかった.ED-71の1200pmol/kg/day投

与群でも大腿骨お よび脛骨の長 さは ともに有意

差はなか った.

図5に 大腿骨全体の平均骨密度 を示す.大 腿

骨全体 の平均骨密度 は対照群(control)で は

20.20±0.36mg/cm2で,ED-71の10か ら40pmol/

kg/day投 与群では対照群(control)に 比較 し
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て有意差はなかった.ED-71の100か ら400pmol/

kg/day投 与群では用量依存性に有意に増加を認

めた.1α,25(OH)2D3 400pmol/kg/day投 与群

でも大腿骨の平均骨密度は25.06±0.88mg/cm2と

有 意に増加 を認めた.こ れに対 してED-71の400

pmol/kg/day投 与群では大腿骨の平均骨密度は

35.52±1.35mg/cm2で あ り,同 量の1α,25(OH)2

D3投 与群に比較 して有意に高値 を示 した.図 に

は示さなかったが,ED-71の800pmol/kg/day投

与 群では大腿骨全体の平均骨密度 は24.18mg/cm2

で対照群(control)に 比較 して軽度高値 を示 し

た.ED-71の1200pmol/kg/day投 与群 では大腿

骨 の平均骨密 度は20.49±1.12mg/cm2で 対 照群

(control)と 比 較 して有意差はなかった.

図5　 ED-71お よ び1α,25(OH)2D3投 与 に お け る

Hypマ ウ ス の 大 腿 骨 全 体 の 骨 密 度

*: P<0.01 vs. control

***: P<0.0001vs. control

+++: P<0.0001

考 察

Hypマ ウ スにおいて1α,25(OH)2D3の 代 謝

が亢進 してお り5)6)骨病 変の改善の ために1α,

25(OH)2D3を 投与 しても,効 果の発現には高Ca

血 症を惹起す るような量を必要 とす る.山 手 ら

はHypマ ウスに1α,25(OH)2D3 250pmol/kg/

dayを28日 間連続投与 したところ大腿骨の骨塩

量 を増加 させたと報告 している7).1α,25(OH)2

D3の 新 しい誘導体であるED-71は1α,25(OH)2

D3の2β 位にヒ ドロキシプロポキシ鎖をもつ.こ

の特徴的な構造の結果,ED-71は,1α,25(OH)2

D3に 比較 してビタミンD結 合蛋 白への結合能が

2.7倍 と高 く,血 中濃度の半減期が長 く,小 腸 ビ

タ ミンD受 容体結合能が1/8と 低 い特徴 をも

つ8).

今 回の実験では,1α,25(OH)2D3 400pmol/

kg/day投 与群では大腿骨,脛 骨の長さ,平 均骨

密度はわずかに増加 したものの著 しい高Ca血

症が発生 した.こ れに対してED-71は100か ら400

pmol/kg/day投 与 では高Ca血 症 をきたさず,

用 量依存性に大腿骨および脛骨の長さ,大 腿骨

の平均骨密度を増加 させた.

この結果は,1α,25(OH)2D3に おいてみちれ

る代謝状態 を凌駕 してED-71が 骨代謝状態の改

善 をしたのみならず,1α,25(OH)2D3に は認め

られない独 自の作用 を骨に対 して有す ることを

示唆す る.卵 巣摘除ラットや正常 ラッ トにおい

て1α,25(OH)2D3に 比べED-71は 高Ca血 症

をきたさずに用量依存的に骨形成 を促進すると

いう報告9)が あ り,ま た,骨 芽細胞機能 を活性化

す るという報告10)も あ り,ED-71の 作 用発現機

構 には骨芽細胞に特異的な機構が存在す ること

が示唆 される.ま た高Ca血 症 をきた しに くい

理由 として,鶴 上 らはED-71が 副 甲状腺ホルモ

ンを直接抑制するデー タはないが,用 量依存的

に骨吸収 を減少させ ることが副 甲状腺機能 と関

係 しているか もしれない と述べている11).

今 回 の成績 と同様の効果は他の ビタ ミンD誘

導体 として24R, 25(OH)2D3が 報 告されている.

山手 らはHypマ ウスに24R, 25(OH)2D3を 投 与

し,高Ca血 症 をきたさずに用量依存性に骨形

成を増強 したと報告 した7).し か し,こ の24R,

 25(OH)2D3の 投 与 量 は2.5×106pmol/kg/day

と生理的な範囲 を越えて大量であった7).本実 験

において も800pmol/kg/day以 上 の投与では高

Ca血 症 をきたしていた.し かし,量 的 な問題を

除けば24R, 25(OH)2D3とED-71のHYPマ ウ

スの骨に対する作用は非常に類似 している.さ

らに両 ビタ ミンD analogueは 血 中半減期が長

いことで も共通 してい る.こ の点か ら考えると,

破 骨細胞に対す るビタミンDの 作用は,短 時間

にパルス的に作用すれば破骨細胞を刺激するが,

長 時間に低濃度で作用す る場合はあまり作用 し

ないのか もしれ ない.副 甲状腺ホルモンにおい

ては間歇的投与は骨形成 を促進するが,持 続投
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与 は骨吸収 を促進するという報告12)～13)もあ り,

作 用時間の違いが骨形成 と骨吸収のバランスを

決定 しているこ とは十分 に考 えられる.す なわ

ちED-71はHypマ ウスにおいて1α,25(OH)2

D3に 比較 して破骨細胞への刺激が弱いため,骨

吸収作用が抑制され高Ca血 症 をきた しに くい

のではないか と推測される またED-71は1

α,25(OH)2D3に 比較 して骨芽細胞機能 を活性

化す ることにより骨形成を促進 し骨密度を増加

させ ると推測され る.

ED-71は 高Ca血 症 をきたさずに骨形成促進

作用 をもち,さ らに24R, 25(OH)2D3に 比較 して

投与量が少量ですむ点で優れてお り,家 族性低

リン血症ビタミンD抵 抗性 クル病の治療薬 とし

て有力なもの となると考 えられ る.

結 論

ED-71は,Hypマ ウスにおいて高Ca血 症を

きたさずに強い骨密度増加作用を示 した.ED-71

は,Hypマ ウスの骨形成能を促進 させ ることが

示唆された.し たがってED-71は ヒ ト低 リン血

症性ビタミンD抵 抗性 クル病の有力な治療薬 と

考 えられた.

稿 を終えるにあたり,本 研究のご指導および本稿

のご閲覧をして頂いた清野佳紀教授,本 実験につい

て多くの助言を頂いた田中弘之先生ならびにED-71

を御提供いただいた中外製薬創薬第二研究所に深謝

いたします.
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2ƒÀ-(3-Hydroxypropoxy) 1ƒ¿, 25-Dihydroxyvitamin D3 (ED-71),

 increases bone mass by stimulating bone formation in

 hypophosphatemic mice
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To determine the effects of ED-71, a new active vitamin D3 analogue, on bone, we examined 

the action of ED-71 and 1ƒ¿, 25(OH)2D3, using hypophosphatemic (Hyp) mice, a model for 

X-linked hypophosphatemic rickets in humans. ED-71 has the unique characteristics of a 

longer half-life in serum, a higher binding affinity to serum vitamin D binding protein and 

lower affinity to the vitamin D receptor than 1ƒ¿, 25(OH)2D3. Hyp mice were treated with 

10-1200pmol/kg/day of ED-71, 40-400pmol/kg/day of 1ƒ¿, 25(OH)2D3, or the vehicle alone, 

administered daily for 21 days by subcutaneous injection. ED-71 at doses of 100-400pmol/kg/ 

day, dose-dependently effects in increased bone size and bone mineral density (BMD) without 

causing hypercalcemia. However 1ƒ¿, 25(OH)2D3 at a dese of 400pmol/kg/day, demonstrated 

only slight increases in bone size and BMD with hypercalcemia. These findings suggest that 

ED-71 may be more beneficial in the treatment of X-linked hypophosphatemic rickets than 1ƒ¿,

 25(OH)2D3.


