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本文の要旨 

 

骨粗鬆症は、加齢や悪しき生活習慣に基づいて比較的高率に発生し、日本を含む先進諸国

における少子高齢化の進展と相まって、世界的に懸念されている疾患である。したがって、

予防や治療により骨粗鬆症を制御することは、喫緊の課題と考えられている。食習慣は生活

習慣病である骨粗鬆症の発生・進展に深く関与するもので、それを制御することは骨粗鬆症

そのものを制御することに繋がる。しかしながら、具体的にどのような食要因がとのように

関与し、どうすれば骨粗鬆症の制御、特に予防に貢献できるかについては、未解決の部分が

大きい。一方、骨粗鬆症の治療に関しては各種の医薬品が開発されているが、現状では決定

的なものが限られていて、また、副作用の懸念もあり、投与方法の工夫を含む新たな治療戦

略の構築が望まれているところである。本研究は、これらの課題の解決に資する基礎的情報

を得る目的で、動物実験による解析を行った。 

 

食事中のカルシウム・リンバランスが骨粗鬆症に及ぼす影響 

骨粗鬆症の発生と進展には、カルシウムとリンをはじめとするミネラルの体内バランス

の変動が大きな影響要因となる。したがって、その調節臓器としての腎臓に障害が起きた場

合には、病態が加速することが知られている。また、食事から摂取するミネラルのバランス

も、病態の進行に影響を及ぼす重要な要因とされている。しかし、それらの詳細については、

なお未解明な部分が多い。そこで本研究では、腎動脈部分結紮によるラット慢性腎臓病（CKD）

モデルに高リン食を適用して、食事中のカルシウムとリンの濃度が骨粗鬆症に及ぼす影響

について解析した。 

実験は、雄性 Slc:SD ラットを用い、8 及び 9 週齢時に無処置または左右腎動脈をそれぞ

れ 3/4 結紮する腎動脈部分結紮処置を行った後、カルシウム濃度に対するリン濃度の割合

を 1/2 から 4 倍量まで変動させた食事を 10 週齢から 47 日間与えて解剖し、種々の解析を

行った。 

その結果、腎動脈部分結紮処置・リン 4 倍量群では、28 日目に著明な体重増加抑制がみ

られたため、動物福祉の観点から安楽殺を行った。また、無処置・リン 4倍量群でも、21日

目から体重減少傾向がみられていた。腎動脈部分結紮処置群では血液学的、血液化学的およ

び病理組織学的に CKD 様病態が観察され、特にリン 4 倍量群で顕著であった。また、無処

置・リン 4倍量群でも同様の変化が観察された。さらに、腎動脈部分結紮処置・リン 4倍量

群と無処置・リン 4倍量群では、高リン血症・低カルシウム血症が誘導され、血中で線維芽

細胞増殖因子 23（FGF23）および副甲状腺ホルモンが高濃度であった。腎動脈部分結紮処置・

リン 4 倍量群では、腎病変に加えて副甲状腺細胞の腫大や全身の血管における石灰化等の

病変が観察された。さらに、骨においては骨髄腔の造血細胞減少・間葉系細胞の増殖・骨芽

細胞/破骨細胞の増生・類骨領域の増加などが観察され、これらは骨粗鬆症またはそれに進
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展し得る所見であった。 

以上より、腎動脈部分結紮処置と、リン濃度増強による食事中のカルシウムとリンの濃度

のアンバランス化は、ラットにおいて、比較的短期間に CKDを伴う骨粗鬆症様病変を誘発す

ることが判明した。本研究の成果は、CKD合併骨粗鬆症の動物モデルとして有効に機能する

実験系を確立し，ヒトへの外挿を経て、当該疾患の病態と背景分子機構の解明や、悪しき食

習慣などリスク要因・増悪因子の同定と分子機構に基づいた制御方策の策定に資するもの

である。 

 

既存骨粗鬆症治療薬による新たな骨粗鬆症治療方策 

骨粗鬆症治療薬であるテリパラチド（PTH(1-34)）は、骨形成を行うことで骨粗鬆症を治

療することが出来る唯一の医薬品であるが、ラットを用いたがん原性試験で骨肉腫が発生

したことから、生涯 1回しか使用することが出来ない。しかし、テリパラチドのラットにお

ける発がん性については、投与頻度により表現型が異なり、週 1回投与であれば無毒性量を

設定することの可能性が示されている。そこで本研究では、ラットを用いて、テリパラチド

の投与頻度による骨形成作用の違いと、その骨粗鬆症治療における意義について解析した。 

実験は、雄性 Crl:CD(SD)ラットを用い、3か月間、種々の用量のテリパラチドを週 1回ま

たは連日皮下投与して解剖し、骨形成バイオマーカーであるオステオカルシン（OC）および

骨吸収バイオマーカーであるⅠ型コラーゲン架橋 N-テロペプチド（NTx）の血中レベルと骨

密度（BMD）の経時的変化を解析した。 

その結果、週 1回投与群において、NTxはいずれの用量でも影響が現れず、OCは用量依存

性に増加し、72時間をピークに次回投与（1週間後）までに正常値に戻った。BMDは、穏や

かな増加を示したが、用量による差を認めなかった。これらの結果から、この群では、骨形

成と骨吸収の亢進が定常状態に至るものと推察された。一方、連日投与群において、NTxは

用量依存性に増加し、OCは週 1回投与と比べ著しく高値を示した。BMDは、週 1回投与と比

べ高値を示したが、用量による差を認めなかった。これらの結果から、この群の骨形成は、

限界無く過剰に亢進しているものと推察された。 

以上より、テリパラチドは、週 1 回投与条件において正常骨代謝型（定常型リモデリン

グ）、連日投与条件において高代謝回転型（高代謝回転型リモデリング）の骨形成促進作用

を示すことが判明した。高代謝回転型の骨形成促進状態では、骨折に繋がるリスクが高く、

ラットがん原性試験で検出された発がんリスクについても懸念がある。一方、正常骨代謝型

の骨形成促進状態では、骨吸収に大きな影響を示さない自然生理に近い骨形成が行われる

ため、過剰な骨吸収が起こりにくく、骨折リスクが低いと考えられる。また、破骨細胞を活

性化することなく骨芽細胞を活性化することから、発がんリスクについても懸念が低まる

ことが期待される。本研究の成果は、投与条件を工夫することにより、テリパラチドによる

新しい、より安全で繰り返し実施できる骨粗鬆症治療方策の策定に資するものである。 
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本研究の成果は骨粗鬆症の予防と治療に資するものであり、したがって、研究目的は達成

されたものと考える。 
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緒言 

 

骨粗鬆症は、加齢や悪しき生活習慣に基づいて比較的高率に発生し、日本を含む先進諸国

における少子高齢化の進展と相まって、世界的に懸念されている疾患である。したがって、

予防や治療により骨粗鬆症を制御することは、喫緊の課題と考えられている。 

 

骨粗鬆症の発症には、加齢・閉経・遺伝・ビタミン不足・運動不足・ストレスなどいくつ

もの因子が関与しているが、発症に最も大きく関与している因子がカルシウムである。カル

シウムは、成人の体内において、その約 99％が骨や歯にハイドロキシアパタイト

（Ca10(PO4)6(OH)2）の形で存在し、残りである約 1％の殆どが細胞内に分布しているため、

血中に全体の約 0.1％が存在するに過ぎない１）。また、血清カルシウムの約 40％は、アルブ

ミンなどのタンパク質と結合していて、組織で利用する事ができない。一方、リン酸カルシ

ウム・炭酸カルシウム・シュウ酸カルシウムなどのイオン複合体にキレート化されたカルシ

ウム（血清カルシウムの約 9%）は吸収されて組織に運ばれ、残りの遊離したカルシウム（血

清カルシウムの約 51%，体内カルシウムの約 0.051%）は生理機能を維持するために利用され

る 2,3）。このイオン化されたカルシウムは筋収縮・酵素リン酸化（プロテインキナーゼ）・

神経伝導・ホルモン分泌・血液凝固などの調節のために必要とされ、その他にも様々な代謝

過程に適切な濃度のカルシウムが必要とされる４-7）。カルシウムの生理機能は生命維持に極

めて重要であるため、血中のカルシウム濃度は厳密に調整されるが、この調節は主として内

分泌的に行われる。たとえば、カルシウム摂取量が不足することにより血液中のカルシウム

が減少した場合には、副甲状腺内のカルシウム感知タンパク質がシグナルを送り，副甲状腺

ホルモン（PTH）を分泌させる 8）。PTH は腎臓中でビタミン D を活性型のカルシトリオール

へ変換し、カルシトリオールは小腸からのカルシウム吸収を増加させる。また，カルシトリ

オールは，PTHと協調して破骨細胞（骨を再吸収する細胞）を活性化させて骨からのカルシ

ウム放出を刺激するほか、腎臓において再吸収を増加させることによってカルシウムの尿

からの排泄を減少させる。これら内分泌的な血中のカルシウム濃度調整は骨代謝に重要な

役割を果たすが、一般に、PTHは骨吸収を促進し、甲状腺の傍濾胞細胞から分泌されるカル

シトニンは骨吸収を抑制する。この過程は、特に加齢による影響を大きく受け、カルシトニ

ンの分泌が加齢性低下により、骨吸収が進行する。また、女性ホルモンであるエストロゲン

は、骨形成を促進するため、女性において閉経により減少すると、骨量が減少する。これら

の結果、高齢者では、血中カルシウム濃度が減少し、骨からのカルシウム補給が持続的に行

われて、骨粗鬆症に至る 9,10）。カルシウム代謝は食習慣によっても影響を受け、食事からの

カルシウム摂取が過剰な場合は骨にハイドロキシアパタイトとしての形で蓄積し、その過

程で血中のカルシウムとリンが消費される。一方、カルシウム摂取が過少な場合は、骨から

の溶出により、血中のカルシウムとリンの濃度が増加する。 
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リンは、カルシウムと相補的な関係にあり、したがって、その代謝がカルシウム代謝と表

裏一体を為すため、骨粗鬆症への影響も大きい。しかしながら、リンの生理学的機能や調節

機能については、未だ十分に解明されていると言えない。ヒトは、概略で 1200 mg/日のリ

ンを摂取し、この内の 950 mgが吸収され、その 29%が骨に貯蔵され、血中に 1%未満が存在

する。吸収されたリンの 70%は、細胞内において、交換可能な状態で存在する。リンは、便

中に 150 mg/日、尿中に 800 mg/日が排泄される 11）。血中のリン濃度は、PTH と骨から放出

される線維芽細胞増殖因子 23（FGF23）の2種類のリン利尿因子により調節されている 12,13）。

PTH は，腎臓に発現する副甲状腺ホルモン受容体(PTHR1)に作用してリントランスポーター

量を低下させ、リン利尿を促進する 13）。一方、FGF23 は、腎臓において klotho および FGF

受容体 1(FGFR１)と結合してリン排泄を促すと共に、腎臓におけるカルシトリオールの合成

を抑制してその血中濃度を低下させ、腸管におけるリン吸収の抑制を引き起こす 12）。腎機

能が正常の場合には、高リン負荷に応答して副甲状腺および骨のリン利尿因子(PTH・FGF23)

が作用することで、過剰なリンを体外に排泄している。 

本研究では、第 1章として示すように、食事に含まれるリンとカルシム濃度に注目し、慢

性腎障害(CKD)モデルを用いて、食事中のカルシウム濃度を一定にした条件下でのリン濃度

の変動が骨粗鬆症に及ぼす影響について検討した。 

 

現在の骨粗鬆症治療においては、閉経後骨粗鬆症治療薬として、作用機序の異なる複数

の薬が存在している。医療現場においては第一選択薬としてビスホスホネート系の骨吸収

抑制薬が用いられることが多い14)。このビスホスホネートや、抗receptor activator of 

NF-κB ligand（RANKL）抗体薬、選択的エストロゲン受容体モジュレーター（SERM）など

の骨吸収抑制薬は、破骨細胞の数を減少させ、その活動も抑制することにより、骨代謝回

転を低下させて骨吸収を抑制することで、骨粗鬆症の悪化を抑制している。しかしこれら

の薬物には骨形成促進作用がないため、投与により当面は単位体積当たりの骨量を示す骨

密度（BMD）が増加して骨折が減少するものの、骨の正常な新陳代謝は阻害される15,16)。そ

れは、骨吸収抑制薬を長期間継続服薬することにより、残った骨が古い骨で占められるこ

ととなって骨質の劣化が起こり、骨折しやすい状態(大理石病)になることに基づくと考え

られている17-19）。以上のことから、吸収抑制薬が骨折リスクの増大を是正することは明ら

かであるものの、その効果はあくまでも骨強度低下の進行により増大する骨折リスクを部

分的に抑制しているにすぎず、長期投与によりむしろ骨節リスクを増大させるおそれがあ

る。このことから、近年、アメリカ合衆国憲法医薬食品局（FDA）の諮問委員会から骨粗

鬆症による骨折防止のためのビスホスホネートの使用期間は5年に制限されなければなら

ないなどの提言があり20）、同様の考えはアメリカ合衆国臨床内分泌学会議（AACE）のガイ

ドラインでも提唱されている21）。 

一方、ヒトPTHの1～34番目のアミノ酸に相当する遺伝子組換えペプチドであるテリパラ

チドは、古い骨を新しい骨に作り替える薬理作用によって骨粗鬆症を治療するという画期
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的なもので、骨折が危惧されるハイリスクの骨粗鬆症患者を対象とした新生骨促進薬であ

る。現在医療現場で使用されているテリパラチド製剤には、20 μg連日投与製剤としてイ

ーライリリー株式会社から「フォルテオ」、フォルテオのバイオシミラー製剤として持田

製薬株式会社から「テリパラチドBS モチダ」が販売され、56.5 μg週1回投与製剤とし

て旭化成ファーマ株式会社から「テリボン」が販売している。「フォルテオ」および「テ

リボン」については、ラットを用いたテリパラチドのがん原性試験の連日投与群において

過剰な骨形成によると推察される骨肉腫の発生が検出されたこと22-24)から、いずれも投与

期間に制限が設定されている（「モチダ」はバイオシミラー製剤の為、がん原性試験は未

実施だが、同様に投与期間が設定されている）。しかし現実には、当初テリパラチドの連

日投与製剤の使用患者で骨肉腫の発生に関連性を示唆する報告25)があったものの、実際に

骨肉腫を発生した患者にテリパラチドを使用した患者が含まれていなかったという報告も

されている26)。さらに、ヒトにおいてテリパラチドが骨肉腫を誘発するという科学的報告

あるいはメカニズムを示す報告もない。一方、前述のラットを用いたがん原性試験の週1

回投与群では、低用量群で骨肉腫の発生がなかった22)。これらのことから、テリパラチド

の発がん性には種差があり、また、ラットにおける骨肉腫の発生にはテリパラチドの投与

頻度が関与している可能性が示唆され、仮にラットに対する発がん性がヒトに外挿できる

と仮定したとしても、ヒトにおける発がんリスクの有無・強弱の決定要因として投与頻

度・用量が関与すると想定できる。また、近年実施された、マウスを用いてテリパラチド

の投与頻度の違いによる生体影響の差について検討を行った研究では、高投与頻度ではミ

ニモデリング（破骨細胞の骨吸収に依存せず，休止期骨芽細胞が活性化し活性型骨芽細胞

となって，既存し骨の上に新しい骨を添加してゆく現象）が優位であったのにたいし、低

投与頻度ではリモデリング（破骨細胞の骨吸収後に活性型骨芽細胞により新しい骨を作る

現象）が観察された27)。」は、「高投与頻度では高代謝回転型（高代謝回転型リモデリン

グ）の骨形成促進作用（破骨細胞の骨吸収に依存せず，休止期骨芽細胞が活性化し活性型

骨芽細胞となって，既存骨の上に新しい骨を添加してゆく現象）が優位であったのに対

し、低投与頻度では正常骨代謝型（定常型リモデリング）の骨形成促進作用（破骨細胞の

骨吸収後に活性型骨芽細胞により新しい骨を作る現象）が観察された27)。またヒトでは、

骨粗鬆症患者において、フォルテオの連日投与やテリボンの週1回投与の骨代謝バイオマ

ーカー(オステオカルシン、NTX、P1NP等)の変動について、検討が行われている28,29）。 

本研究では、第 2章として示すように、ラットを用いて、テリパラチドの投与頻度による

骨形成作用の違いと、その骨粗鬆症治療における意義について検討した。 
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第 1 章 食事中のカルシウム・リンバランスが 

骨粗鬆症に及ぼす影響 

 

1.1. 序論 

CKDでは、腎機能の低下に伴って尿量が著しく減少し、水分や老廃物を排泄することが出

来なくなることに基づき、様々な障害が誘発される。主な障害の一つとしては、リンの排泄

障害に伴う高リン血症がある。CKD患者は透析治療により水分や不純物を体外に排出してい

るが、リンに関しては 1回の透析での除去量に限界があるため十分排泄されず、しばしば血

中のリン濃度が上昇する。この現象は、主として、食事により透析除去可能量を超えた大量

のリンを摂取することで発生する。この状況を放置すると体内にリンが蓄積することで高

リン血症が誘発され、異所性石灰化や骨粗鬆症を誘発することが知られている 30）。CKDに起

因するこのような病態は、さらに血管石灰化を介して死亡リスクの増大に関与しているこ

とが示され、国際腎臓病診療ガイドライン機構（Kidney Disease: Improving Global 

Outcomes (KDIGO）により、「慢性腎臓病に伴う骨ミネラル代謝異常（CKD-mineral and bone 

disorder (CKD-MBD)）」という全身性疾患概念が創出されている 31）。CKD、特にそのステー

ジが進んだ状態では、血中の PTH およびリンの濃度が増加し、活性型ビタミン D 濃度の低

下に加えて高リン血症により PTH合成・分泌が促進され、二次性副甲状腺機能亢進症が引き

起こされる 32）。FGF23は、副甲状腺に作用して PTH の合成・分泌を抑制する 33、34）作用を有

するが、CKDが進行すると、副甲状腺において klotho および FGFR1の発現低下により FGF23

の抑制作用への抵抗性が誘導される 35）。さらに、CKD の進行に伴って骨からカルシウムが放

出され、血管等の軟組織にカルシウムとリンの貯蔵場所が形成され、異所性石灰化を引き起

こす 36）。このように、CKDでは、血中の PTH・カルシウム・リンの濃度の異常により、骨代

謝異常が引き起こされる。 

以上より、CKDにおいては、カルシウム・リン代謝が病態の深刻さと予後、また、患者の

生活の質（QOL）を規定する要因として、重要な役割を果たす。食事中のカルシウムとリン

それぞれの量や両者のバランスは、このカルシウム・リン代謝に大きく影響するため、CKD

にも多大な影響を及ぼすと考えられる。しかしながら現在のところ、その点に関する情報は

限定的であり、その原因のひとつは適切な動物モデルが少ないことである。そこで本研究は、

ヒト病態に近似する、高リン血症を伴う CKDモデルをラットで確立すべく、腎動脈を部分結

紮するモデルを用いた検討を行った。この腎動脈一部結紮手術（RL）では、左右の腎臓それ

ぞれについて、4本ある腎動脈のうち 1本を残して 3本を結紮した。本処置を施したラット

では、機能糸球体数を物理的に減少して腎臓に負荷がかかり、全身の血圧と共に糸球体内血

圧が上昇し、基底膜の障害に基づく蛋白の漏出などから始まる腎障害を誘発し、やがて間質

の線維化を伴う CKDに移行する。本研究では、このモデルを用いて、食事中カルシウムとリ
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ンのバランスの変化が骨粗鬆症に及ぼす影響について解析した。 

 

1.2. 実験材料および方法1.2.1. 使用動物 

動物は、雄性 Slc:SD ラットを日本エスエルシー株式会社より入手し、ステンレス製網蓋

付きポリカーボネート製ケージ（W 25×D 40×H 18 cm）を用いて個別に収容し、温度 21.0

～25.0°C・湿度 40.0～70.0%・照明時間 12 時間/日の飼育室にて飼育し、上水道水を 7 週

間自由に摂取させた。 

本試験は、「動物の愛護および管理に関する法律」および「旭化成メディカル株式会社動

物実験指針」を遵守し、試験施設の動物実験審査委員会による審査を受けた試験計画書に従

って実施された。 

1.2.2. 飼料 

飼料は、PMI Nutrition International社製の固形飼料を 7週間自由摂取させた。各飼料

は、カルシウム濃度に対するリン濃度の割合で表記し、1/2 forage：(5WJX（Ca 0.61%, P 

0.30%）), 1 forage：(5755 Basal （Ca 0.61%, P 0.57%）, 2 forage：(5WJY（Ca 0.61%, 

P 1.20%）), 4:(5WJZ（Ca 0.61%, P 2.40%）とした。なお、対照群の飼料としては、1/2 

forageを用いた。 

1.2.3. 実験デザイン 

動物は、10週齢のラットを合計 30匹購入した。そのうち、20匹は RLを施し、残る 10匹

は無処置のままで、実験に用いた。RLでは、8週齢時に左の腎臓について 4本の腎動脈のう

ち 1 本を残して 3 本を結紮した後に腹腔に戻した。続いて 9 週齢時に、右側の腎臓も同様

に処置した。 

実験は、Table 1に示す各群 5匹の 6群に分けて実施した。実験期間は 48日間で、実験

終了時に動物を屠殺・解剖した。 

Table 1.  Feed content (calcium and phosphorus) and group structure 

Group RL 

Diet food condition Number 

of 

animals 

Calcium (%) Phosphorus 

(%) 

Ca/P 

ratio 

Control   n.d. 0.61 0.30 1/2 5 

N-2.4 n.d. 0.61 2.40 4 5 

RL-0.3  Treated 0.61 0.30 1/2 5 

RL-0.6 Treated 0.61 0.57 1 5 

RL-1.2 Treated 0.61 1.20 2 5 

RL-2.4 Treated 0.61 2.40 4 5 

n.d.: not done. 

 

https://eow.alc.co.jp/search?q=unadministered&ref=awlj
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1.3. 検査項目1.3.1. 体重・摂餌量・尿量・飲水量 

入荷日から剖検日までの間に週に 1回測定した． 

1.3.2. 尿検査 

尿検査は、血液生化学検査と同じ時に、代謝ケージにて前日からの 24時間蓄尿を採取

し、尿量を測定し、多機能型小型自動分析装置ビオリス 24 iプレミアム（東京貿易メデ

ィシス株式会社）を用いてクレアチニン・尿素窒素・無機リン・カルシウム・尿中マイク

ロアルブミン・N-アセチルグルコニダーゼを測定した。 

1.3.3. 血液学的検査 

剖検時に腹部大動脈から採取した血液を用い、多項目自動血球分析装置 XT-2000iV（シス

メックス株式会社）を用いて赤血球数・白血球数・血小板数・ヘモグロビン濃度・ヘマトク

リット値・平均赤血球容積（MCV）・平均ヘモグロビン量（MCH）・平均ヘモグロビン濃度（MCHC）

を測定した。 

1.3.4. 血液生化学的検査 

試験開始前日および試験開始後 7,14,21,28,35,42,49 日目に静脈から採取した血液と、

剖検時に腹部大動脈から採取した血液から調整した血漿を用い、多機能型小型自動分析装

置ビオリス 24 iプレミアム（東京貿易メディシス株式会社）を用いて、クレアチニン・

尿素窒素・電解質（ナトリウム・カリウム・塩素・無機リン・カルシウム・マグネシウ

ム）を測定した。また、アスパラギン酸およびアラニンアミノトランスフェラーゼ・アル

カリフォスファターゼ（ALP）・γ-グルタミルトランスフェラーゼ・アミラーゼ・総コレ

ステロール・トリアシルグリセロール・グルコース・遊離脂肪酸・クレアチニンキナー

ゼ・総蛋白・アルブミン（ALB）・ビリルビン・電解質（マグネシウム）は、解剖時のサン

プルを用いて測定した。 

PTHおよび FGF23は、解剖時のサンプルを用いて ELISA法により測定した。 

1.3.5. 臓器重量・病理組織学的検査 

剖検時に、肝臓・腎臓・副腎・胃・十二指腸・空腸・回腸・結腸・直腸・盲腸・食道・膵

臓・脾臓・心臓・肺・気管・胸大動脈・精巣・精巣上体・前立腺・膀胱・胸腺・腸間膜リン

パ節・甲状腺・副甲状腺・大腿骨・大腿部筋肉・脳（小脳・大脳）・下垂体を採取・秤量し、

10 vol%中性緩衝ホルマリン液を使用して固定し、常法に従ってヘマトキシリン・エオジン

（HE）染色標本を作製し、すべての標本について鏡検した。 

 

1.4. 統計 

すべての統計分析は、BellCuve for Excel Ver3.20（社会情報サービス社）を用いて実施

した。 
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1.5. 結果 

1.5.1 体重・摂餌量・尿量・飲水量 

体重は、RLを行ったすべての群で、試験開始前及び開始時点において対照群と比べて低

値を示した。RL-2.4%群においては、その後も減少して Day 28に動物福祉上の安楽殺対象

レベルである Day 0の 80%以下）に達したため、安楽殺した上で解剖を行った。また、N-

2.4％群では、有意差がつかないものの、低値傾向を示した。その他の群においては，変

化が認められなかった(Fig. 1A）。 

尿量は、N-2.4%・RL-1.2%・RL-2.4%群において、対照群と比べて実験期間中ほぼ高値を

示し、(Fig. 1B)。 

飲水量は尿量と同様の推移を示し、摂餌量には変化が認められなかった。 

1.5.2. 尿検査 

尿中リン濃度は、N-2.4%・RL-1.2%・RL-2.4%群で、7日目から切迫解剖または計画解剖前

まで高値を示し、特に N-2.4%・RL-2.4%群で顕著であった(Fig. 2A)。尿中カルシム濃度

は、RL-0.3%群で最終測定時に高値が見られ、N-2.4%・RL-1.2%・RL-2.4%群で 21日目以降

に有意差がつかないものの低値傾向を示した(Fig. 2B）。尿中アルブミンは、RL-1.2%・

RL-2.4%群で高値を示し、対照群・N-2.4%群を除くその他の群で高値傾向を示した。尿中

尿素窒素は、N-2.4％群で 7・14日目に、RL-2.4％群で 7日目に、それぞれ高値を示した

(Fig. 2C)。クレアチニンは、RLを行ったすべての群で試験開始時に低値を示した(Fig. 

2D)。それ以外の項目については、変化が認められなかった。 

1.5.3. 血液検査 

赤血球数・ヘモグロビン濃度・ヘマトクリット値は、RL-2.4%群で低値を示し、有意差

がつかないものの N-2.4%群で低値傾向がみられた。白血球数は、RL-2.4%群で高値を示し

た。その他の群や検査項目においては、変化が認められなかった。 

1.5.4. 血液化学検査 

血中リン濃度は、RL-2.4%群で 7日目から切迫解剖まで顕著に高値を示し、N-2.4%・RL-

1.2%群で高値が散見された(Fig. 3A)。血中カルシム濃度は、RL-2.4%群で低値を示し、N-

2.4R群で有意差がつかないものの低値傾向が見られた(Fig. 3B)。BUNは、RL を行った群

で投与開始時高値を示し、N-2.4%・RL-0.3%・RL-2.4％群で高値が散見された(Fig. 3C)。

クレアチニンも、RLを行った群で投与開始時高値を示し、N-2.4%群でその後も高値を示し

た(Fig. 3D)。 

ALPは、RL-2.4%群で高値傾向を示した(Fig. 4A)。その他の群や検査項目においては、

変化が認められなかった。FGF-23は、RL-2.4%群において高値を示した(Fig. 4B)。PTH

も、同様に RL-2.4%群で高値を示した。また、N-2.4%・RL-1.2%群では、有意差がつかない

ものの FGF-23および PTHが高値傾向を示した(Fig. 4C)。 

1.5.5. 臓器重量、病理組織学的検査 

臓器重量では、腎臓の絶対重量が N-2.4%・RL-2.4%群において増加し、相対重量が RL-
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2.4%群において増加した。その他の群や臓器においては、変化が認められなかった。 

腎の病理組織学検査では、RLを行った群で、拘束部位が委縮して結合組織により置換さ

れ、炎症細胞浸潤と残存ネフロンの変性壊死と共に石灰化が観察された。本病変は、結紮

による梗塞巣と診断した。結紮領域と正常組織との境界は明瞭で、境界部位では間質の炎

症細胞浸潤・尿円柱・尿細管腔の拡張・ボウマン嚢や尿細管基底膜の線維性肥厚・尿細管

上皮細胞の変性再生像が観察された。さらにリンを負荷した RL-2.4%群では、RL-0.3%群に

比べて腎臓が腫大し，尿細管腔の拡張・尿円柱が観察された(Fig. 5A)。また、腎臓全体

にわたり間質の炎症性細胞浸潤・線維芽細胞の高度な増生・石灰化・基底膜の肥厚を伴う

上皮細胞の変性/再生等が観察された(Fig. 5B)。また糸球体では、輸入細動脈腔/糸球体

毛細血管の拡張・タコ足細胞の腫大・ボウマン嚢の上皮細胞増生・ボウマン壁の肥厚・糸

球体とボウマン壁の癒着・メサンジウム細胞の腫大等が観察された(Fig. 5C)。これらの

変化は、RL-1.2%群で軽度に観察されたが、RL-0.3%・RL-0.6%群で観察されなかった。N-

2.4%群においては、楔状に好塩基性を示し尿細管腔の拡張がみられ、RL-2.4%群とほぼ同

様の変化が観察されたが、糸球体の輸入細動脈腔/糸球体毛細血管の拡張が観察されなか

った(Fig. 5D)。 

腎以外の臓器において、RL-2.4%群では、副甲状腺が対照群と比べて低倍像でも顕著に

腫大し、高倍像で副甲状腺実質細胞の核が明るく、クロマチンが角膜に偏在して大きく、

細胞質に顆粒状の胞体が顕著となっていた(Fig. 6A, B)。大腿骨遠位端の成長版直下にお

いては、淡明化がみられ、骨梁領域が顕著に肥厚し、造血細胞領域が狭小化していた

(Fig. 7A)。高倍像では、対照群と比べて間葉系の細胞が顕著に増殖していた。骨梁にお

いては、骨芽細胞の顕著な増生および破骨細胞の数も多く観察された(Fig. 7B)。また、

活性化した骨芽細胞が一列に並び、既存骨との間に類骨領域が顕著に増加していた。

(Fig. 7C)。さらに、全身の血管・胃腺部・心筋細胞等に石灰化が観察された。 

その他の群においては、特筆すべき病理組織学的変化が観察されなかった。 
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A

 

B 

 
Fig. 1.  Body weight change and urinary volume changes of rat chronic kidney 

disease (CKD) model  

(A)Body weights were slightly lower in all of the partial ligation groups compared to 

the control group, both before and at the start of the study (baseline). The body 

weight in the RL-2.4% group continued to decline during the study, reaching levels 

warranting euthanasia on Day 28 from the perspective of animal ethics (i.e. a body 

weight of 80% of or lower than that on Day 0); these animals were therefore euthanized 

before scheduled necropsy. Body weight tended to be low in the N-2.4% group as a result 

of decreased body weight gain, although the change was not significant. No changes 

were observed in any of the other groups. (B)Urinary volume were compared to the 

control group, the N-2.4%, RL1.2%, and RL2.4% groups showed high levels of urine output 
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nearly consistently throughout the duration of the study. Symbols indicate mean +/- 

SD. *:Significantly different from the control value.  
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A                  B 

 

C                  D 

  

Fig. 2.  Urinalysis changes of rat chronic kidney disease (CKD) model 

The levels of phosphorus in the urine were high from Day 7 until before the animals’ 

emergency or scheduled necropsy in the N-2.4%, RL-1.2%, and RL-2.4% groups, 

particularly in the N-2.4% and RL-2.4% groups (A). The levels of calcium in the urine 

were high in the final measurement of the RL-0.3% group, while the levels tended to 

be low in the N-2.4%, RL-1.2%, and RL-2.4% groups on and after Day 21, although the 

changes were not significant (B). The urine albumin levels were high in the RL-1.2% 

and RL-2.4% groups, and tended to be high in all the other groups except for the 

control and N-2.4% groups. The urinary urea nitrogen levels were high in the N-2.4% 

group on Days 7 and 14, and in the RL-2.4% group on Day 7 (C). The creatinine levels 

were smaller at baseline in all of the groups of animals that had undergone partial 

renal artery ligation (D). No changes were observed in any of the other test items. 

Symbols indicate mean +/- SD. *:Significantly different from the control value. 
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A                                     B 

   
C                                   D 

   

 

Fig. 3.  Phosphorus, calcium, blood urea nitrogen, creatinine changes of rat chronic 

kidney disease (CKD) model 

The levels of phosphorus in the blood were markedly high in the RL-2.4% group from 

Day 7 through emergency necropsy, with the N-2.4% and RL-1.2% groups showing 

occasionally high levels (A). The levels of calcium in the blood were low in the RL-

2.4% group, and tended to be low in N-2.4% group, although the difference was not 

significant (B). The blood urea nitrogen (BUN) levels were high at the start of the 

feeding study in the groups of animals that had undergone partial ligation of the 

renal artery, with the N-2.4%, L-0.3%, and RL-2.4% groups showing occasionally high 

levels (C). The creatinine levels were also high at the start of the feeding in the 

groups of animals that had undergone partial ligation of the renal artery, with the 

N-2.4% group continuing to show high levels thereafter (D). Symbols indicate mean +/- 

SD. *:Significantly different from the control value. 
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A 

  

B 

  

C 

  
Fig. 4.  Alkaline phosphatase, FGD-23, PTH changes of rat chronic kidney disease 

(CKD) model 

The alkaline phosphatase (ALP) levels reported are those at the time of necropsy; the 

levels tended to be high in RL-2.4% group, although the difference was not significant. 

No changes were observed in any of the other test items or in the other groups (A). 

The levels of FGF-23 were high in RL-2.4% group (B). The levels of PTH tended to be 

high in N-2.4% and RL-1.2% groups, although the differences were not significant (C). 

Symbols indicate mean +/- SD. *:Significantly different from the control value. 

0

100

200

300

400

500

600

700

800

Control N-2.4% RL-0.3% RL-0.6% RL-1.2% RL-2.4%

U/L

*

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

8000

Control N-2.4% RL-0.3% RL-0.6% RL-1.2% RL-2.4%

pg/mL

*

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

Control N-2.4% RL-0.3% RL-0.6% RL-1.2% RL-2.4%

pg/mL

*



20 

 

A                                   B 

  

C                                   D 

  

 

Fig. 5.  Histopathological changes of kidney by rat chronic kidney disease 

(CKD) model 

There were clearly defined boundaries between the ligated areas and the normal 

tissues; in the areas around the boundaries, inflammatory interstitial cell 

infiltration, urinary casts, expansion of the renal tubular lumen, fibrous thickening 

of the Bowman’s capsule and the renal tubular basement membranes, as well as the 

degeneration and regeneration of renal tubular epithelial cells, were observed. In 

the RL-2.4% group whose phosphorus intake had been further increased, the kidneys 

were enlarged compared to those in the RL-0.3% group, and expansion of the renal 

tubular lumen and urinary casts were also observed (A, B, C). These changes were 

almost the same as those observed in the N-2.4% group, although no expansion of the 

afferent arteriole lumen and glomerular capillaries was observed (D).  
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A                                   B 

 

 

Fig. 6.  Histopathological changes of parathyroid by rat chronic kidney 

disease (CKD) model 

In the RL-2.4% group, some of the findings in organs other than kidneys included a 

marked enlargement of the parathyroid compared to the control group, which was 

apparent even under low magnification. Under high magnification, the nuclei of the 

parathyroid parenchymal cells appeared bright, while the chromatin were large and 

disproportionately concentrated in the cornea, and the granular cell bodies were 

prominent in the cytoplasm (A, B)  
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A                                    

 

B                                    C 

 

 

Fig. 7.  Histopathological changes of bone by rat chronic kidney disease 

(CKD) model 

The area directly below the growth plate at the distal end of the femur appeared to 

be clearer, with the trabecular bone area being markedly thicker and the 

hematopoietic cell area narrower (A). Under a high magnification, a marked 

proliferation of mesenchymal cells compared to the control group was observed. In the 

trabecular bone, a marked growth of osteoblasts was observed, as well as a large 

number of osteoclasts (B). In addition, activated osteoblasts formed a line, creating 

a marked increase in the osteoid area between them and the existing bones (C).  
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1.6. 考察 

本研究は、RLによるラット CKD病態モデルを確立し、高リン食投与による食事中カルシ

ウムとリンのバランスの変化が骨粗鬆症に及ぼす影響について解析した。 

その結果、無処置ラットの食事中リン濃度を通常の 4倍量にした N-2.4%群では、体重減

少傾向・貧血傾向・尿および血漿中のリンの高濃度とカルシウムの低濃度・血中の FGF23

および PTHの高濃度傾向・腎臓重量の増加がみられ、病理組織学的に尿円柱や糸球体の病

変等ネフロン単位での腎障害が検出された。したがって、食事中の高リン濃度によるカル

シウムとリンのアンバランスは、CKD様病態を誘発することが判明した。リンの腎臓に対

する影響は以前から指摘されていた 36-40）が、食事中のカルシウムとリンのバランスに着目

した報告は限られている。我々は、予備的研究において、卵巣摘出ラットの食事中カルシ

ウム濃度をリン濃度の 1/2から 5倍まで変動させて 10週間投与した実験を行ったが、CKD

または骨粗鬆症を示す病態が観察されなかった。このことは、恒常性が破綻して CKD様病

態に至り、さらに骨粗鬆症様病態を誘導するには、食事中のリン濃度を相当程度高め、著

しいカルシウムとリンのアンバランス状態を現出する必要があることを示したものであ

る。 

一方、RLを施したラットでは、食事中リン濃度を通常の 4倍量にした RL-2.4%群におい

て一般状態を良好に保つことができず、28日目に著しい体重増加抑制がみられたため安楽

殺を行わざるを得ない状況に陥った。これらの動物では、血中の FGF23および PTHの高濃

度に加え、尿・血漿マーカーの高レベルや、病理組織学的に検出される副甲状腺の腫大・

活性化が誘導され、腎臓間質の線維化や尿細管の石灰化に至る変化に代表される CKD病態

の程度が N-2.4%群に比べて著しく悪化していた。したがって、RLは、ラットの腎機能を

低下させ、糸球体において高血圧状態により誘発される障害や尿細管に対する変性・再生

像を発生させ、腎に強いストレスをかけていることが明確である。このことが食事中カル

シウムとリンのアンバランスによる CKD様病態を早期に誘導し促進したと考えられる。

RL-2.4%群では、腎のみならず、骨にも異常が発生し、骨芽細胞や破骨細胞の増生、血中

ALP濃度の高値など骨代謝の亢進に基づき骨粗鬆症様の病態が誘導された。さらに、全身

の血管などに石灰化病変が観察されたことから、この背景には、副甲状腺機能亢進が関与

することから腎性骨異栄養症に近い病態が誘発されたことが判明した。 

以上より、RLと食事中のリン高濃度によるカルシウムとリンのアンバランスを組み合わ

せた本研究の実験条件は、比較的短期間に CKDを伴う骨粗鬆症様病変を誘発する動物モデ

ルとして有効に機能するものであり，その病態や背景分子機構の解明に資するものである

ことが判明した。本研究の成果は、ヒトの食事中のリンの過剰摂取によるカルシウムとリ

ンのアンバランスが CKDおよび骨粗鬆症のリスクとなり得ることを示唆する新しい知見で

ある。この成果は、CKD-MBDの機構解明と制御方策の策定に貢献でき、また、早期腎障害

患者において食事によるリンとカルシウムの管理を行うことで慢性腎不全への移行を遅ら

せ、新規透析患者数を減らすことにも貢献できるものである。  
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第 2章 既存骨粗鬆症治療薬による 

新たな骨粗鬆症治療方策 
 

2.1. 序論 

骨粗鬆症の治療において第一選択薬として用いられている骨吸収抑制薬は、破骨細胞を

量的・質的に抑制し、骨代謝回転を低下させ、骨吸収を抑制することを作用機序とする

が、骨形成に影響しないため骨の正常な新陳代謝が阻害され15、16）、長期連用により骨質が

劣化してむしろ易骨折状態に陥るおそれがある17-19）。すなわち、骨吸収抑制薬は、骨粗鬆

症における骨強度低下の進行により増大する骨折リスクを部分的かつ一時的に抑制してい

るにすぎず、治療期間の増加に伴って逆に骨折リスクが増大するのである。 

比較的最近実用化されたテリパラチドは、骨粗鬆症によって劣化した骨を新しい骨に作

り替える新生骨促進作用というコンセプトの下に開発されたもので、骨吸収抑制薬と異な

り、骨折が危惧されるハイリスクの骨粗鬆症患者にも使用できる。したがって、テリパラ

チドは，骨粗鬆症治療薬として有望であると考えられている。しかしながら、テリパラチ

ドについては，非臨床安全性評価の際に実施されたラットがん原性試験において、連日投

与により骨肉腫が誘発された22-24)。この発がん性は過剰な骨形成によると推察されている

が、そうは言っても安全性に一定の懸念があるおそれがあるため、テリパラチドのヒト臨

床投与期間には制限が設定されるに至った。それゆえ、せっかくの有望な治療薬を自由に

使用することができず、骨粗鬆症患者、特に高リスクな人々にとっての不利益が生じてい

る。ただ、このテリパラチドによる発がん性がヒトにおいて発現した、またはそれを示唆

する所見があったとの報告は，今に至るもまったく存在しない。一方、前述のラットがん

原性試験においても週1回投与であれば無発がん量が存在する22)ことから、齧歯類における

テリパラチドの発がん性には、投与頻度による差異が存在し、適切な投与頻度と用量であ

れば回避できる可能性が示唆された。実際、テリパラチドによるマウスや骨粗鬆症患者に

おける骨代謝バイオマーカーの変動には、投与頻度の違いによる差異があることを示唆す

る予備的知見がある27-29)。これらの事実・考察からは、仮にラットに対する発がん性がヒ

トに外挿できると仮定したとしても、テリパラチドの投与頻度・用量は、ヒトにおける発

がんリスクの有無・強弱を決定する重要な要因であることが予想される。 

以上より、テリパラチドは，その投与頻度・用量を工夫することによって長期間の使用が

可能となり、結果として骨粗鬆症患者に現在に優る有用性を提供できる可能性がある。その

ことを明らかにするためには、様々な手法でのデータの蓄積が求められている。そこで本研

究は、ラットを用いて、現在のヒト臨床現場で用いられている 2つの投与頻度である週 1回

と連日投与の条件下で、骨代謝バイオマーカー等の変動について比較検討し、それらによる

骨形成作用の違いと、その骨粗鬆症治療における意義について解析した。 
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2.2. 実験材料および方法 

2.2.1. 使用動物 

動物は、雄性 Crl:CD(SD)ラットを日本チャールス・リバー株式会社（厚木飼育センタ

ー）より入手し、ステンレス製ワイヤーケージを用いて個別に収容し、温度 21.0～

25.0°C・湿度 40.0～70.0%・照明時間 12時間/日の飼育室にて飼育し、ラット用固形飼料

（CRF-1、オリエンタル酵母工業株式会社、東京都）および上水道水を自由に摂取させ

た。 

本試験は、「動物の愛護および管理に関する法律」および「株式会社イナリサーチ動物

実験指針」を遵守し、試験施設の動物実験審査委員会（IACUC）による審査を受けた試験

計画書に従って AAALAC認証施設である株式会社イナリサーチで実施された。 

2.2.2. 被験物質 

化学的に合成されたテリパラチド酢酸塩（TERIBONETM Inj. 56.5μgの活性成分）（旭化

成ファーマ社、東京、日本）を用いた。凍結乾燥されたテリパラチド酢酸塩は、投与日の

朝に 0.9%生理食塩水を用いて指定濃度に調整した 

2.2.3. 実験デザイン 

動物は、10週齢のラットを合計60匹購入して、そのうち30匹を週1回投与、残る30匹を

連日投与を行う群とし、いずれの群においても被験物質を投与しない対照群3匹と、低・

中・高用量を投与する3群各9匹に分けた。被験物質であるテリパラチド酢酸塩は、週1回

投与の場合テリパラチドとして75・100・125.4 μg/kg/回、連日投与の場合5・10・13.6 

μg/kg/day、の用量で3か月間背部皮下に投与した。 

 

Table 1.  Agent dosage and group structure 

Group Frequency of administration 

 Weekly Daily  
Dosage Animal 

number  

Dosage 
Animal number  

 (μg/kg/回) (μg/kg/日) 

Control 0 3 0 3 

Low 75 9 5 9 

Middle 100 9 10 9 

High 125.4 9 13.6 9 

 

各投与量設定根拠としては、がん原性試験の最高投与量としての上限値であるヒト血中

濃度の25倍量を目処に設定した。週1回投与では、事前に週1回13週間反復皮下投与による

TK試験を実施し、約25倍の曝露が想定される125.4 μg/kg/weekを高用量とし、約20およ

び15倍のヒト曝露が想定される100および75 μg/kg/weekをそれぞれ中および低用量とし

た9)。連日投与も同様に13週間皮下投与した際の曝露量から、がん原性試験で骨肉腫が発

生する用量である13.6 μg/kg/dayを高用量、ヒト臨床での曝露量の約25倍の曝露が想定
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される10 μg/kg/dayを中用量とし、約10倍の曝露が予想される5 μg/kg/dayを低用量と

した。なお対照群には日本薬局方生理食塩液（株式会社大塚製薬工場、徳島県）を同様に

投与した。 

 

2.3. 検査項目 

2.3.1. 一般状態 

投与開始前 1日から剖検日までの間 1日 2回観察した． 

2.3.2. 体重 

投与開始前 1日に測定し、投与開始後は週 2回投与前に測定した． 

2.3.3. Toxicokinetics 

最終投与時に投与前と投与後 0.25・0.5・1・2・4・6時間に継時的に採血し、被験物質

の全身暴露（TK）について Enzyme-Linked Immunosorbent Assay（ELISA）法により，各採

血ポイントにおける血漿中テリパラチド酢酸塩濃度を測定し評価した。測定は High 

Sensitivity Human PTH(1-34) ELISA Kit (Immutopics Inc.、CA、U.S.A.)を用いて吸光

度を測定し、テリパラチド測定標準品（旭化成ファーマ株式会社、東京都）で作成した検

量線から血漿試料中のテリパラチド酢酸塩濃度を求めた。血漿中テリパラチド酢酸塩濃度

は、duplicateで測定した平均値を測定濃度とした。 

2.3.4. 骨密度計測 

マイクロ CT（R_mCT AX，株式会社リガク、東京都）を用いて、投与開始前日と最終投与

終了時に第 4～第 5腰椎，右大腿骨及び右脛骨の CT 像を撮影し、その CT像から骨密度

（BMD，単位：mg/cm3）を算出した。 

2.3.5. 骨代謝バイオマーカー測定 

最終投与時に、週 1回投与群では投与前日と投与後 6・24・72・144時間、連日投与で

は投与前日と投与後 6・24時間、にそれぞれ採血し、ELISA法にて、骨代謝バイオマーカ

ーであるオステカルシン（OC）およびⅠ型コラーゲン架橋 N-テロペプチド（NTx）の血清

中濃度を測定した。OCは osteocalcin rat ELISA system（GEヘルスケア・ジャパン株式

会社、東京都）、NTxはオステオマーク NTx血清（アリーア メディカル株式会社、東京

都）、をそれぞれ用いて吸光度を測定し、標準液から求めた検量線を用いてそれぞれの濃

度を算出した。いずれも duplicateで測定した平均値を測定濃度とした。 

2.3.6. 病理組織学的検査 

剖検時に対照群及び高用量群の肝臓・腎臓・脾臓・甲状腺・上皮小体・肺・気管支・上

腕骨骨髄を採取・秤量し、10 vol%中性緩衝ホルマリン液を使用し固定し、常法に従って

HE 染色標本を作製し、すべての標本について鏡検した。 
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2.4. 統計 

BMDの投与前値と最終投与終了時値については、各群の平均値及び標準偏差を算出して

Bartlett法による分散の一様性の検定（有意水準 5%）を行った。分散が一様であった場

合は、Dunnett法によって対照群と各被験物質群との間で平均値の検定を行った。分散が

一様でなかった場合は、データを対数変換して再度 Bartlett法による分散の一様性の検

定（有意水準 5%）を行い、分散が一様になれば変換後データを用いて Dunnett 法によって

対照群と各被験物質群との間で平均値の差について検定を行った。この時点でも分散が一

様でなかった場合は、元データを用いて対照群と各被験物質群との平均順位の差について

Steel検定を行った。 

 

2.5. 結果 

2.5.1. 体重、一般状態観察および病理組織学的検査 

体重、一般症状観察および主要臓器の病理組織学的検査においては、特筆すべき変化を

認めなかった。 

2.5.2. Toxicokinetics（Table 2） 

血漿中テリパラチド酢酸塩濃度については、3か月間投与後において週1回投与群および

連日投与群のいずれも投与量に応じて最高血中濃度および総血中濃度が上昇し、最高血中

濃度時間が15分から30分であった。1週間あたりの総暴露量で比較したところ、総投与量

から算出した総血中濃度では、連日投与群の方が週１回投与群よりも高い値を示した。さ

らに、骨粗鬆患者を用いた臨床試験にて56.5 μgを週１回投与した際の血中濃度9)から算

出した安全域は、週１回投与群の高用量群（125.4 μg/kg/week）で34.0倍、中用量群

（100 μg/kg/week）で25.5倍、低用量群（75 μg/kg/week）で23.2倍であった。 

2.5.3. BMD 

第4、5腰椎、大腿骨及び脛骨について計測したBMDは、いずれの部位においても，対照

群に対して被験物質投で高値を示した（Fig. 1）。連日投与群ではすべての部位で用量依

存的に著しい増加を示したが、週1回投与群では連日投与群と比べて腰椎・脛骨で増加程

度が弱かった。さらに、週1回投与群では、75 μg/kgでBMD値が一定になり、大腿骨で全

用量でもBMDが有意に増加したが、第4・5腰椎の100 μg/kg群と脛骨の125 μg/kg群での

増加に統計学的有意差が得られなかった。連日投与群では、用量の増加に伴って高値を示

し、顕著な骨形成を示唆する結果と推察された。 

2.5.4. 骨代謝バイオマーカー 

2.5.4.1. OC：骨形成バイオマーカー  

週1回投与群（Fig. 2A）では、投与直後に一過性の減少を示した後に増加し、24時間後

に投与前と同じ値に戻り、その後さらに72時間後をピークに再度増加し、144時間後に投

与前とほぼ同じ値に戻った。 

連日投与群（Fig. 2B）では、投与前から対照群より高値を示し、週1回投与群と同様に
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投与直後に一過性の減少を示した後に増加し、24時間後でも投与前より高い値を維持し

た。 

2.5.4.2. ＮTx：骨吸収バイオマーカー 

週 1回投与群（Fig. 3A）では、対照群とほぼ同じ動態を示し、骨吸収に大きな影響が

ないと推察された。 

連日投与群（Fig. 3B）では、投与後6時間まで変動がないが、中・高用量群において24

時間後に著しい高値を示していた。  
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Table 2.  Comparison of blood parameters in weekly toxicokinetic measurements 

after 3-month administration for once-daily groups 

The blood levels of PTH 1-34 were measured in animals in the once-weekly and 

once-daily groups after 3 months of administration. Both groups showed elevated 

maximum serum concentrations and total serum concentration in a dose-dependent 

manner, with the time to maximum plasma concentration being between 15 and 30 

minutes. 

 

Group 
(μg/kg) 

Cmax 
(pg/mL) 

Tmax 
(min) 

AUCall 
(ng·min/mL) 

Safety 
margin* 

Daily(*7)  

35(5*7) 3308.8 15 900.9* 16.3 

70(10*7) 4200.8 15 1600.9* 29.0 

95.2(13.6 *7) 7685.6 15 2088.8* 37.9 

Weekly  

75 24798.2 30 1277.6 23.2 

100 27684.6 15 1406.1 25.5 

125.4 37280.0 15 1876.8 34.0 

* : AUC for the once-daily groups is multiplied 7x to convert to 1-week exposure. 
**：AUClast: (results on Day 1) with 56.5 μg administration (sc) in osteoporosis patients 

(55.14 ng·min/mL) 
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*, **: Significantly different from vehicle control group at P<0.05 and P<0.01, 

respectively  

 

Fig. 1.  Growth rate in the BMD measurement by the three months dosage 

BMD for the fourth and fifth lumbar vertebrae, femur, and tibia and were 

found to be higher in the PTH 1-34 groups than in the control groups for each 

of the measurement sites. Once-daily groups showed a marked, significant, 

dose-dependent increase in BMD for all measurement sites at all doses. In 

comparison, a relatively small increase in BMD was observed in the once-

weekly groups and was not dose-dependent. It was statistically significant at 

all three doses for femur, and at 2 of 3 doses for vertebrae and tibia.  
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Fig. 2.  Change comparison of the weekly administrated group in the Osteocalcin 

measurement by the three months dosage（A :It is show a change to the next 

dosage time(144 hours).）（B: It is show a change to the next dosage time(24 

hours).） 

In the once-weekly groups, OC measurements showed generally non-significant 

transient decreases 6 hours after the administration, except the decrease was 

statistically significant at the high dose at 3 months. Osteocalcin returned 

to pre-injection levels after 24 hrs in all groups and timepoints. The 

measurements continued to increase in the PTH groups, peaking at 72 hrs, and 

then almost returning to pre-injection levels after 144 hrs. This suggests 

that bone formation decreased transiently and then increased several days 

after once-weekly administration, returning to pre-administration levels by 

one week. In the once-daily groups, all PTH-treated groups had significantly 

higher OC levels than Control at all timepoints. Control, low, and medium-
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dose groups showed a slight decrease at 6 hours relative to pre-injection 

levels. At 3 months there was a similar pattern but the changes were not 

significantly different at the low dose.  
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Fig. 3.  Change comparison of the once a week administrated group in the NTx 

measurement by the three months dosage （A: It is show a change to the next 

dosage time (144 hours).）（B: It is show a change to the next dosage time (24 

hours).） 

The once-weekly groups showed NTx levels that were not significantly 

different from those of the control groups, except that the levels were 

significantly lower than Control in all 3 dose groups at 144 hours suggesting 

that once-weekly administration does no effect on and may transiently reduce 

bone resorption. Once-daily administration, although showing little change 

for the first 6 hrs, resulted in significantly higher levels after 24 hrs in 

the high- and medium-dose groups at 3 months. This suggests that once-daily 

administration may stimulate bone resorption slightly 

  

7

9

11

13

15

0 24 48 72 96 120 144

(n
g
/m

L
)

hour

A 0 μg/kg 75 μg/kg

100 μg/kg 125 μg/kg

6

8

10

12

14

16

0 6 12 18 24

(n
g
/m

L
)

hour

B
0 μg/kg 5 μg/kg

10 μg/kg 13.6 μg/kg



34 

 

2.6. 考察 

本研究は、ラットを用いて、テリパラチドの投与頻度による骨形成作用の違いと、その骨

粗鬆症治療における意義について解析した。 

その結果、血中濃度動態については、週1回投与群および連日投与群の双方とも投与量

に応じて血中濃度が上昇し、1週間当たりの総投与量で比較すると連日投与群の方が高値

を示していた。これについては、連日投与により薬物代謝が飽和状態になったため高値を

示したものと推察された。また、発がん性の安全倍率に関しても連日投与群で高い血中濃

度を示すことから、骨粗鬆患者を用いた臨床試験にて56.5 μgを週１回投与した際の血中

濃度から算出した1週間当たりの総投与量で比較すると、週1回投与群の方が広い安全域を

示した。さらに、血中濃度から算出したヒト臨床曝露量の25倍に相当する投与量は、週1

回投与群で100 μg/kg/week、連日投与群で約10 μg/kg/dayであるものと算出された。 

骨代謝バイオマーカーのうちで単位体積当たりの骨量を示す骨密度（BMD）の増加量

は、すべての投与群において対照群と比較して高値を示したことから、いずれの投与頻度

でも骨形成が亢進しているものと推察された。 

骨形成バイオマーカーであるOCの血中濃度については、週1回投与群で投与直後に一過

性に減少した後、72時間（3日）目をピークに増加するが、144時間（1週間）目に投与前

状態に戻っていた。このことから、週1回投与では、それぞれの投与後に一過性の骨形成

が起こっているものの、1週間以内に正常状態に復帰するものと推察された。一方、連日

投与群では、投与前から対照群より高値を示し、週1回投与群と同様に投与直後に一過性

に減少した後増加したが、24時間後でも投与前より高い値を維持していた。このことか

ら、テリパラチド酢酸塩の3か月間連日投与では、骨形成刺激が持続的かつ上乗せ的に起

きているものと推察された。 

骨吸収バイオマーカーであるNTxの血中濃度については、週1回投与群の動態に対照群と

の差はみられなかった。しかし、連日投与群では、投与後24時間において投与前より高い

値を示したことから、骨吸収刺激が持続的に起きているものと推察された。 

すなわち、テリパラチド酢酸塩の週1回投与の場合は、NTxに影響を示さず、OCが一過性

の骨形成状態になった後、次回投与までに投与前状態に戻ることから、骨吸収を介さず緩

やかな正常骨代謝型の骨形成促進作用（定常型リモデリング）を誘導しているものと推察

された。一方、連日投与の場合は、OCもNTxも投与量に増加に伴って増加したことから、

骨吸収も骨形成も同時に活性化する高代謝回転型の骨形成促進作用（高代謝回転型リモデ

リング）を誘導しているものと推察された。後者は、過剰な薬理作用が発揮されたものと

考えられる27)。 

本研究の結果は、テリパラチドの臨床試験での骨代謝バイオマーカーの変動 41）とよく類

似していたことから、ヒトへの外挿性が高いものである。したがって、テリパラチドは、ヒ

トにおいても、投与頻度によって異なる骨形成パターンを誘導する蓋然性が高い。特に連日

投与群でみられた変化は、あらゆる部位で骨吸収と骨形成が同時に誘導される可能性を示
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し、高齢者で問題となっている大腿骨頸部の骨折リスク 42)を高めるおそれを示唆している。

これに対して、週 1回投与群では骨吸収に大きな影響を示さない、自然生理に近い骨形成が

誘導されたことから、大腿骨頸部においても過剰な骨吸収が起こりにくく骨折リスクが低

まる可能性がある。 

テリパラチドの臨床応用に制限をもたらす原因となった発がん性に関しては、連日投与

により高代謝回転型の骨形成が誘導された場合、初めに破骨細胞数が増加して骨吸収を促

進し、トランスフォーミング増殖因子(TGF-β)やインスリン様成長因子(IGF)などのサイト

カインが骨から大量に分泌されて細胞増殖を刺激すると考えられる。たとえばがん患者に

テリパラチドが適応された場合は、骨髄内にがん細胞があると、当該細胞が副甲状腺ホルモ

ン関連蛋白（PTHrP）を放出し，それに刺激された骨芽細胞に RANKLが発現される。次いで、

前破骨細胞で RANKLに結合する RANKが発現されることにより、前破骨細胞は成熟を促進さ

れて破骨細胞に分化し、破骨細胞の数が増加する。この様な悪性のサイクルが骨肉腫の発生

や骨転移巣に関与すると考えられている 43）。すなわちテリパラチドの連日投与は、骨芽細

胞および破骨細胞を過剰に活性化し、骨代謝回転を上げることで骨粗鬆症治療効果を示す

と同時に、がんの増悪や転移のリスク増大をもたらす可能性がある。また、がんの発生リス

クについても完全に否定することは出来ず、特に骨の成長が盛んな時に連日投与のような

曝露された場合には難しいと思われる。しかし、週 1回投与の場合は、破骨細胞を活性化す

ることなく骨芽細胞を活性化するため、そのようなリスクを回避できることが期待される。

ラットがん原性試験の週 1 回投与で無発がん量が得られている 22)ことは，この仮説を支持

するものである． 

以上より、テリパラチドは、週 1回投与条件にいて正常骨代謝型（定常型リモデリング）、

連日投与条件におけて高代謝回転型（高代謝回転型リモデリング）の骨形成促進作用を示す

ことが判明した。高代謝回転型の骨形成促進状態では、骨折に繋がるリスクが高く、ラット

がん原性試験で検出された発がんリスクについても懸念がある。一方、正常骨代謝型の骨形

成促進状態では、骨吸収に大きな影響を示さない自然生理に近い骨形成が行われるため、過

剰な骨吸収が起こりにくく、骨折リスクが低いと考えられる。また、破骨細胞を過剰に活性

化することなく骨芽細胞を活性化することから、発がんリスクについても懸念が低まるこ

とが期待される。本研究の成果は、投与条件を工夫することにより、テリパラチドによる新

しい、より安全で繰り返し実施できる骨粗鬆症治療方策の策定に資するものである。 
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総括 

 

本研究は、日本を含む先進諸国を中心に世界的な喫緊の課題となっている、骨粗鬆症の

制御、すなわちその予防と治療の方策の策定に資する基礎的情報を得る目的で実施した。

予防の観点からは，骨粗鬆症発症に深く関与するミネラルであるリンおよびカルシウムに

着目し、それらの食事中組成が調節臓器たる腎臓と貯蔵臓器たる骨に及ぼす影響について

検討した。治療の観点からは、現状で用いられている治療薬の限界に着目し、新たな治療

戦略の構築に資すべく、投与方法の違いが当該薬の作用に及ぼす影響について検討した。 

 

第 1章の研究では、食事中のカルシウム・リンバランスが及ぼす影響について解析し

た。骨粗鬆症の発生と進展には、ミネラル体内バランスの調節臓器である腎臓の状態や、

食事から摂取するミネラルのバランスが重大な影響を及ぼす。そこで本研究では、腎動脈

部分結紮によるラット CKDモデルに高リン食を適用して、食事中のカルシウムとリンの濃

度が骨粗鬆症に及ぼす影響について解析した。 

その結果、腎動脈部分結紮処置と、リン濃度増強による食事中のカルシウムとリンの濃度

のアンバランス化は、ラットにおいて、比較的短期間に CKDを伴う骨粗鬆症様病変を誘発す

ることが判明した。 

本研究の成果は、CKD合併骨粗鬆症の動物モデルとして有効に機能する実験系を確立した

ことであり，当該モデルを用いて今後得られる成果のヒトへの外挿を経て、当該疾患の病態

と背景分子機構の解明、食事リスク要因の同定、背景分子機構に基づいた制御方策の策定な

どに資するものである。 

 

第 2章の研究では、既存骨粗鬆症治療薬による新たな骨粗鬆症治療方策について解析し

た。骨粗鬆症治療薬であるテリパラチドは、画期的な骨粗鬆症治療薬として実用化された

ものであるが、非臨床安全性試験で発がん性を指摘されたことから、ヒトでの臨床使用に

制限が課され、骨粗鬆症患者、特に高リスクな人々にとっての不利益が生じている。しか

しながら、各種の先行研究は、投与方法の工夫により、発がんリスクを回避できる可能性

を示唆する知見を報告している。そこで本研究は、ラットを用いて、テリパラチドの投与

頻度による骨形成作用の違いと、その骨粗鬆症治療における意義について解析した。 

その結果、テリパラチドは、連日投与条件において高代謝回転型（高代謝回転型リモデリ

ング）の骨形成促進作用を示し、骨折に繋がるリスクが高く、発がんリスクについても懸念

があることが判明した。一方、週 1回投与条件においては、正常骨代謝型（定常型リモデリ

ング）の骨形成促進作用を示し、骨折リスクが低く、発がんリスクについても懸念が低まる

ことが期待された。 

本研究の成果は、投与条件を工夫することにより、テリパラチドによる新しい、より安全
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で繰り返し実施できる骨粗鬆症治療方策の策定に資するものである。 

 

骨粗鬆症は、加齢や悪しき生活習慣に基づいて比較的高率に発生し、日本を含む先進諸国

における少子高齢化の進展と相まって、世界的に懸念されている疾患である。食習慣は生活

習慣病である骨粗鬆症の発生・進展に深く関与するもので、それを制御することは骨粗鬆症

そのものを制御することに繋がる。しかしながら、具体的にどのような食要因がとのように

関与し、どうすれば骨粗鬆症の制御、特に予防に貢献できるかについては、未解決の部分が

大きい。一方、骨粗鬆症の治療に関しては各種の医薬品が開発されているが、現状では決定

的なものが限られていて、また、副作用の懸念もあり、投与方法の工夫を含む新たな治療戦

略の構築が望まれているところである。上記の通り本研究は、これらの課題の解決に資する

基礎的情報を提供することを目的に実施したものである。その成果は骨粗鬆症の予防と治

療に資するものであり、したがって、研究目的は達成されたものと考える。 
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Abstract 

 

The present study was conducted in order to obtain basic information that 

can contribute to the establishment of the strategy to prevent or treat 

osteoporosis.  

 

Effect of the dietary phosphorus and calcium concentrations on osteoporosis  

The internal balance of minerals, especially phosphorus and calcium, is one 

od the major factors for the onset and progress of osteoporosis. It is known 

that damage occurring in the kidney accelerates the disease process, and that 

the dietary mineral balance also essentially influences, but their detailed 

background has largely remained obscure. This study thus aimed to establish a 

rat chronic kidney disease (CKD) model by studying the effects of a high-

phosphorus diet in rats that had undergone partial ligation of the renal 

arteries (RL).  

Separate groups of 10-week-old male Slc:Sprague-Dawley rats underwent RL and 

were fed diets with varying phosphorous levels for a period of 48 days. A 

marked suppression of body weight gain necessitating humane euthanization 

occurred on day 28 in rats that had undergone RL and were given high-phosphorus 

feed. By contrast, the group of intact animals on a high-phosphorus feed 

exhibited a slightly decreased body weight gain from day 21 and survived until 

scheduled euthanization. In rats with RL, hematological, blood biochemical, 

and histopathological analyses demonstrated the presence of CKD-like conditions, 

particularly in the group that were fed a high-phosphorus diet. 

Hyperphosphatemia and hypocalcemia were induced by a high-phosphorus diet in 

both the RL and intact groups, both of which had high levels of FGF23 and 

parathyroid hormone in the blood. Rats with RL on a high-phosphorus diet showed 

decreased hematopoiesis by the hematopoietic cell area being narrower in the 

medullary cavity, proliferation of mesenchymal cells and 

osteoblasts/osteoclasts, and expansion of the osteoid area, a furthermore 

generalized vascular lesions, such as calcification, were observed.  

These findings demonstrate that the partial ligation of the renal arteries 

combined with a calcium–phosphorus imbalance induced by a high-phosphorus diet 

serves as an animal model for CKD-like conditions accompanied by bone lesions, 

helping to elucidate this clinical condition and its underlying molecular 
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mechanisms. 

 

New strategy of the treatment of osteoporosis by its existing its therapeutic 

pharmaceutical 

Teriparatide (PTH(1-34)) is an only therapeutic pharmaceutical of 

osteoporosis by inducing the osteogenesis, but currently it is allowed to use 

only once throughout the lifetime because of its potential carcinogenicity 

detected in a nonclinical carcinogenicity study in rats. Recent studies have, 

however, revealed a possibility to avoid the carcinogenic risk of teriparatide 

by modifying the way of its administration. This study thus aimed to 

comparatively examine effects of different ways of the administration of 

teriparatide on its enhancing action on the osteogenesis, and their rationale 

in the treatment of osteoporosis. 

Teriparatide was administered to rats subcutaneously for the duration of 3 

months, at a frequency of either once weekly or once daily to demonstrate the 

varying levels of anabolic action the drug can have on bone depending on the 

dosing frequency. The levels of biomarkers in the blood were compared and found 

to vary in osteocalcin (OC), a biomarker of bone formation, and cross-linked 

N-telopeptide of type 1 collagen (NTx), a biomarker of bone resorption, 

according to the dosing frequency. In the once-weekly regimen, teriparatide 

did not affect NTx levels at any of the doses studied, while OC levels increased 

with dose, peaking at 72 hrs, then returning to normal before the next injection 

(after 1 week). Bone mineral density (BMD) levels increased moderately with no 

difference between doses. This was thought to result from the steady state 

achieved following increases in bone formation and bone absorption. In the 

once-daily dosing regimen, meanwhile, NTx levels increased with dose, and OC 

levels were markedly higher when compared to those with the once-weekly dosing. 

BMD levels were higher than those with the once-weekly dosing, but with no 

difference between doses. This was considered a result of unlimited, excessive 

increases in bone formation due to daily administration of the drug.  

These results suggest that teriparatide promotes normal bone metabolism 

("stationary remodeling") when administered once weekly, and has an anabolic 

action with high metabolic turnover ("high-turnover remodeling") when 

administered once daily. 

 

The above-mentioned achievements of the present study can contribute to draw 
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a strategic picture for the prevention and treatment of osteoporosis, and it 

is safe to say that the aim of the present study has well been accomplished. 


