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副甲状腺の遺伝子治療

POINT 
二次性副甲状腺機能冗進症では副甲状腺細胞は受容体発現の減少による質的変

化を呈しており，一部には外科治療困難な難治例も存在する

-ウイルスベクターや smallinterfering RNAを用いた遺伝子導入によって副甲

状腺の遺伝子調節を可能とすることは，副甲状腺の質的変化や難治性を克服した

治療法の可能性を示唆している

遺伝子治療を実現するためには，安全性が高く標的に対してもっとも効果的な

投与方法を選択していくととが重要である

lはじめに
副甲;1犬1泉ホルモン (parathyroidhormone ; 

PTH)はヒトの骨とミネラル代謝における主

要な分子である.副甲状腺機能の異常はあら

ゆる骨・ミネラル代謝に影響を及ぼし， CKD 

における二次性副甲状腺機能充進症 (second-

ary hyperparathyroidism ; SHPT) は骨疾

患だけでなく異所性石灰化による心血管疾患

を合併し生命予後を脅かす重大な疾患であ

る.

現在， SHPTは活性型ビタミン Dにより

広く治療されているが，過形成による副甲状

腺の腫大化に伴うビタミン D受容体 (vitamin

D receptor ; VDR)発現の減少とともに活

性型ビタミン Dへの治療抵抗性を示すよう

になることカf矢口らnている. SHPTにおける
活性型ビタミン D抵抗性の発生原因として

副甲状腺細胞に発現する VDRの減少が重要

であることは，透析患者1)や腎不全ラットの

副甲状腺を用いた実験で明らかにされてい

る2)，3) さらにカルシウム受容体 (calcium

sensing receptor ; CaSR)の発現減少につい

ても報告があり 4).5)，進行した SHPTの副甲

状腺細胞においては，各種の受容体遺伝子の

発現低下によって活性型ビタミン Dやカル

シウムの作用が阻害されていると考えられて

いる. SHPTがさらに進展し内科的治療抵抗

性となると副甲状腺への外科的治療法が選択

される.しかしこれらの治療後でも実際に

はガイドラインで推奨される適正 PTH値へ

のコントロールは難しく， parathyromatosis 

による再発も問題となる.

このような問題点への新たなアプローチと

して，今日までの研究において副甲状腺にお

ける機能性遺伝子導入の検討がされており，

アデノウイルスを用いた invitroおよびM

vzvoでの副甲状腺細胞への遺伝子導入実験

が報告されている6)，7) しかし遺伝子導入技

術の開発のなかでも，これらウイルスベクタ

ーに対する安全性の懸念は常にあり，治療応

用を視野に入れたより効果的な方策を検討す

る必要が生じている.近年，さまざまな医療

分野で応用される RNA干渉法 (RNAinterfer-

ence ; RNAi)に注目し，本稿ではこれまで

の遺伝子治療の変遷と RNAiによる治療応

用の可能性に関して概説する.
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I 1. SHPT発症メカニズム
CKDにおける SHPTの発症機序には低カ

ルシウム血症，高リン酸血症，ビタミン D活

性化障害が関与している. SHPT発症・進展

には副甲状腺細胞増殖による PTH基礎分泌

量増加といった量的変化に加えて， CaSR発

現減少によるカルシウム感受性低下， VDR 

発現減少による活性型ビタミン D抵抗性と

いった質的変化があるものと考えられてい

る.

副甲状腺細胞は主として細胞外カルシウム

濃度を感知して厳密に PTH分泌を調整して

いる. SHPTの進展した結節性過形成では

CaSR発現が低下しており PTH分泌調節機

構を破綻させている • CaSR遺伝子欠損マウ

スにおける高ビタミン D状態での副甲状腺

細胞増殖は CaSRを介したシグナルによる制

御の関与を示唆している8) 一方で， SHPT 

進展における細胞増殖は CaSR発現減少に先

行することが報告されている9)，10) CaSR発

現には活性型ビタミン Dやリンが影響する

可能性が示されており 11)，12) CKDにおける

高リン酸血症では transforminggrowth 

factor α(TGFα)発現とその受容体であ

る epidermalgrowth factor receptor 

(EGFR)が増強し，副甲状腺細胞増殖を促

進していると考えられる13)

TGFα/EGFRによる刺激は副甲状腺の

VDR発現抑制をきたし，細胞増殖と CaSR

減少によって SHPTの進展に関与してい

る9)，14) VDR発現は細胞周期調節因子である

cyclinDlや cyclindependent kinase 

inhibitorである P21， P27発現と密接に関わ

り， TGF-α/EGFR活性と VDR発現低下の

相互作用が副甲状腺細胞増殖に大きく関与す

ると考えられる14) リン負荷によって増加した

TGF-α発現は高カルシウム食によって減弱

し， P21発現の誘導によって細胞増殖を抑制

することが示唆されている.

また副甲状腺には klothoとFGF受容体

(fibroblast growth factor receptor ; FGFR) 

の発現が確認されており FGFRのリガンド

である FGF23はこれらの共受容体を介して

PTH抑制作用を示すことが知られている 15)

SHPTにおいては FGFR発現減少が認めら

れており，治療抵抗性との関連が考えられて

いる.

I II 副甲状腺の遺伝子調節
これまでに副甲状目泉細胞におけるウイルス

ベクターを用いた遺伝子導入技術を確立した

ものは， Iwasakiらの報告による6) この研

究は有用な副甲状腺細胞への遺伝子導入技術

の確立を目的として行われており ，in vitro 

においては SHPT患者より摘出した副甲状

腺培養細胞へのアデノウイルスベクターによ

るVDR遺伝子の導入を成功させている.

VDR遺伝子の導入によりビタミン D濃度依

存性に PTH分泌の反応を認めており，機能

性遺伝子導入による効果を示している.さら

にznvzvoにおいては 5/6腎摘ラットに高リ

ン食を与え SHPTを誘導したモデルへ遺伝

子導入を行い3週間にわたるウイルス感染を

確認している.この動物モデルでは手術下に

副甲状腺へ直接注入を行い lacZ，VDR， 

CaSR遺伝子の導入を試みている.処置前と

7日目の血清PTHを比較した結果，VDRと

CaSR遺伝子導入群では有意に分泌抑制を認

めており，この研究における遺伝子導入技術

により安定した効果が実証された. さらに

は，このような遺伝子導入技術の応用によっ

てP21や腫蕩抑制遺伝子のコントロールが

可能となれば，過形成組織の進展を抑制する



ことで遺伝子の発現が抑制される現象であ I 0 
る16)

SHPTにおける PTHの過剰分泌はPTH

遺伝子の発現状態の変化ではなく，その

mRNAのturn-overが阻害され，細胞内に

蓄積することが一因であることが報告されて

おり 17) mRNAを直接の標的とする RNAi

が有効であると考えられている.

ことが可能であるかもしれない.

最近の報告では， Shiizakiらによる SHPT

の副甲状腺細胞においてアデノウイルスを用

いた遺伝子導入により CaSR発現を増加させ

カルシウム感受性の回復を試みる研究がなさ

れている7) これは SHPTモデル動物の副

甲状腺内に CaSR遺伝子を導入したアデノ

ウイルスを直接注入し 感染細胞への CaSR

過剰発現を誘導するものである.実験では前

述の報告とも同様に高効率なウイルス感染が

確認されているが，新たに静注など直接注入

以外のウイルス投与では副甲状腺細胞に感染

させることができないことが報告されてい

る.ウイルスベクターを用いた CaSR遺伝

子導入により副甲状腺の CaSR発現増強が示

されている.また モデル動物へのカルシウ

ム輸注に対する血清PTHを検証しており，

カルシウム反応性の回復が示されている.本

研究は副甲状腺細胞への CaSR遺伝子導入

による発現調節の可能性を示唆するものであ

るが，長期的な CaSR発現調節への課題も明

示した.

lE RNAi-甲状腺機能の
抑制

RNAiは細胞自身のもつ mRNAの分解メ

カニズムであり 短い二本鎖 RNA(small 

interfering RNA ; siRNA) に相補的な塩基

配列をもっ標的 mRNAを特異的に分解する
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in vitroでは， PTH mRNAの一部と相補

的な塩基配列をもっ二本鎖の siRNAをヒト

副甲状腺細胞に取り込ませ，細胞内の PTH

mRNAおよび培地中に分泌される PTHの

量を測定したところ 濃度依存性に顕著な減

少が認められた18) 長期観察が可能なヒト副

甲状腺細胞培養系を用いて siRNAによる抑

制効果がどれほどの期間維持されるのかを確

かめたところ， 80%以上の抑制が培養直後か

ら約 30日間続き， PTH分泌が元のレベルま

で回復するのは培養約 80~100 日後であった

(図 6-3-1).

zn VZlゅでは， 5/6腎摘ラットに高リン食

を与え SHPTモデルを作成した後，ラット

PTH siRNAを直接副甲状腺内へ投与した場

合， 14日目以降に血中 PTHの抑制効果が認

められた. さらに 20日目において血中 PTH

濃度は最大60%の抑制を示しその後，緩

やかに回復していくものの 40%程度で抑制

効果が持続した本研究の結果は RNAiに

よる PTH発現調節の可能性を示唆するもの
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図6-3-1 ヒ卜副甲状腺細胞への PTH分泌に対

する siRNAの効果
24時間当りの PTH分泌量を測定. Anti-PTH 

siRNA投与群でPTHは初期より抑制され， 60日

以上持続した

(Kanai G， et al : Kidney int 2009; 75 : 490-
49818)より引用〕
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であった.

IIV 叩 TIこ対する siRNA療法

SHPTにおいて siRNAを治療として応用

するには，血中や組織中での siRNAの安定

化をはかることが重要である.通常では

siRNAを静脈投与すると網内系やヌクレア

ーゼによる加水分解により短時間に効果を消

失し標的細胞へ行きつくことはかなり難し

い.われわれの実験での全身投与は手法の改

良や siRNAの化学修飾などにより効率的な

遺伝子導入を可能としたが，治療への可能性

を考えると， より実効性の高い方法を検討-す

る必要が生じる.

siRNAを標的臓器特異的に集中して効果

的に到達させるドラッグデリパリーシステム

(drug delivery system ; DDS)が数多く開

発されている.非ウイルス性の DDSとして

は，陽性荷電したマテリアルと siRNAが複

合体を形成することによるエンドサイトーシ

スを利用したものがある.このうちの一つで

あるアテロコラーゲンは仔ウシの真皮から抽

出した I型コラーゲンを主とした低抗原性蛋

白質で，すでに形成外科領域で皮膚陥凹部を

修復する皮下投与型医療機器として臨床適用

されており安全性が確認されている.アテロ

コラーゲンは投与局所にとどまり siRNAの

徐放性効果をもたらしその作用を持続させ，

細胞内への取り込みを助ける19) このような

バイオマテリアルの応用と副甲状腺への

siRNA直接投与がRNAi効果を最大限に発

揮させ，その効果をより確実なものとすると

考えられる.

一」りわお

••••• 
SHPTにおいて RNAiメカニズムの機能が

示されたことでわれわれは遺伝子導入といっ

た新たなアプローチの可能性を得たが，将来

における siRNA治療の確立までには多くの

困難と検討すべき課題が残されている.近

年，副甲状腺腫蕩における microRNA解析

が報告されており 20) SHPT進展メカニズム

のさらなる解明と診断，治療への応用が期待

される.
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図6-4-2 骨芽細胞かう骨細胞への移行と遺伝子発現

骨細胞は骨芽細胞から分化し 自身の出す骨基質に埋没していく.そして突

起をのばし骨表面上の細胞と接する.さらに骨細胞は成熟骨細胞へと分化する.

骨細胞は成熟度の違いにより，遺伝子発現が異なる

I TI 骨細胞特異ーする
sclerostinと骨形成阻害

sclerostinは骨細胞特異的に発現する蛋白

質であり，分子量約 22.5kDaの膜蛋白質で

ある.骨芽細胞のカノニカル Wntシグナル

の阻害剤として働く.WntがFrizzledと

LRP5/6の複合体に結合すると効率よく戸カ

テニン経路が活性化され骨形成が促進する.

sclerostinは， Wnt-Frizzled -LRP5/6複合

体の形成を阻害することによって Pカテニ

ンの活性化経路を遮断し骨形成を抑制する.

一方，骨細胞から分泌される sclerostinを

抑制すると，骨形成が誘導されるという報告

もある.実際， sclerostinをコードしている

SOST遺伝子の機能欠損変異は，骨芽細胞の

機能充進による非常に高い骨量を症状として

もつ硬結性骨化 (sclerostenosis) を発症さ

せる8) これらの報告から 骨細胞は骨形成

を抑制するために重要であることがわかる.

I rn 骨細胞による破骨細胞の活性化
骨細胞は骨吸収のシグナルを破骨細胞へ送

ることができるという概念はあるが，詳細は

いまだ不明である.最近の報告では，骨細胞

は骨表面の骨芽細胞，破骨細胞を制御する司

令塔細胞であることがわかってきた9)，10)

高柳らのグループにより破骨細胞分化因子

である RANKL(receptor activator of NF 

KB ligand)は骨細胞に非常に多く発現して

いることから，骨細胞は破骨細胞を分化させ

る能力の高い細胞であることが明らかとなっ

たりさ らに彼らは骨細胞特異的 RANKLノ

ックアウ トマウスを作製したところ重篤な大



理石病を発症することを見出した.また，出

生後すぐには大理石病は発症しておらず，成

長に伴う力学的負荷を骨細胞が感知して

RANKLを発現するようになると示唆した9)

また，辰巳らのグループによる，骨細胞特

異的に死滅させることのできるマウスを使っ

た研究では，骨細胞を死滅させると破骨細胞

が活性化し骨吸収が促進することが示され

た10)

両者の研究から，骨細胞は破骨細胞の分

化，機能調節に必須であることが示された.

今後，骨細胞をターゲットとした骨粗繋症治

療の研究が進むと期待される.

11V 骨細胞とリン代謝
PHEX， DMPl， MEPE， FGF23は骨細胞

に発現している.FGF23， DMPl， PHEXは

遺伝性低リン血症の原因遺伝子として明らか

となった11)-13) このことから，骨細胞は骨

代謝だけではなく，リン代謝における役割に

も注目されるようになった. FGF23は骨細

胞でおもに分泌され，腎近位尿細管に発現す

るE型ナトリウム依存性リン酸トランスポー

ター (NaPi-II a， NaPi-II c)の発現量を低下

させる. よって，尿中からのリン再吸収が抑

制され， リン排池が増加する14) 遺伝性低リ

ン血症として頻度のもっとも高い X染色体

優性低リン血症性くる病/骨軟化症 (X-

linked hypophosphatemic rickets/ 

osteomalacia ; XLH) はXLH患者家系を対

象としたポジショナルクローニングにより，

1995年に責任遺伝子が発見された15) 責任

遺伝子はプロテアーゼの一種である PHEX

遺伝子であった15) これまでに XLH患者，

HYPマウス (PHEX活性異常マウス)にお

いて PHEX不活性化変異が報告されている.

PHEX遺伝子の変異した患者では血清
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FGF23濃度が高値を示すことから， PHEX 

はFGF23分泌抑制に関与することが示唆さ

れている11) 実際，骨芽細胞，骨細胞特異的

にPHEX遺伝子をノックアウトした研究で

は，マウス骨細胞，骨芽細胞での PHEX機

能欠損は FGF23mRNA合成制御機構を破

綻させ，正常マウスと比較し約 10倍もの発

現増加を導く.つまり， PHEXは間接的で

はあるが， FGF23発現抑制因子であること

が証明された16)，.また MEPEはPHEXと結

合し，カテプシン Bによる MEPE分解を抑

制する. MEPEはカテプシン Bによって分

解されASARMと呼ばれるペプチドを分泌

する. ASARMはリン酸化され， ASARM 

P04を産生し骨石灰化を抑制する.また，

MEPEから産生された ASARMは腎臓に作

用して尿中リン再吸収を抑制することが示さ

れた17)

DMP1は非コラーゲン性の骨基質蛋白質

であり， Small Integrin -Binding Ligand N-

linked Glycoprotein (SIBLING) familyに属

する • In vitro実験より全長DMP1蛋白質は

前駆体として存在し DMP1は37kDaと

57kDaの二つのフラグメントに切断され，

C端側の 57kDaのフラグメントが骨細胞の

成熟に関わっていることが示唆されてい

る18) DMP1遺伝子の機能欠損変異をもっ常

染色体劣性低リン血症くる病 (autosomal

recessive hypophosphatemic rickets ; 

ARHR) 患者や， DMP1欠損マウスでは，

骨細胞における FGF23産生が著しく増加し

ている.このことから， PHEXとともに，

DMP1はFGF23産生を負に制御することが

明らかとなっている13)
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Iv骨細胞と CKD叩との
関わりについて

FGF23は， CKD患者で著しく発現量が上

昇する. CKDの進行において FGF23は

CKDステージの早期から上昇し，ネフロン

数の減少を代償して血清リン濃度の上昇を抑

制すると考えられている 19) しかしながら，

未だ FGF23の発現を増加させる詳細なメカ

ニズムは明らかとなっていない.保存期

CKD患者の FGF23値は，透析導入前の心

血管病発症を予測できることが示された20)

また CKD患者において FGF23高値と左心

肥大の発症には相関があり， FGF23は

Klotho非依存的に心臓に作用し左心肥大

を引き起こすことが明らかにされた21) これ

らの報告から， FGF23の異常高値が継続す

ることは CKD患者の予後， QOLに関わる

ため， リン摂取量，ネフロン当りのリン負荷

量がどのようなシグナルを介して腎臓から遠

隔の骨細胞に伝達されFGF23産生を上昇さ

せるのか，今後さらなる研究が期待される.

また， CKD患者では FGF23に次いで血

中のPTHレベルが上昇する.PTHも腎臓

に作用してリン利尿を促進する因子であり，

両者は血中リン濃度の上昇を抑制する方向に

働く.骨細胞にはPTHレセプターが発現し

ていることが知られている.機能獲得型の

PTHレセプターを骨細胞特異的に発現させ

たトランスジェニ ックマウスでは， FGF23 

の著しい産生増加が示され， PTHシグナル

もFGF23の産生を制御することが示唆され

た22)

一」りわぉ
••••• 
高齢者では骨細胞数が減少しており，その

ため骨細管のネットワークに乱れが生じ，骨

細胞間，骨芽細胞，破骨細胞との情報交換が

遮断される23) 一方で加齢に伴う腎機能の低

下により， CKDの発症リスクは増加する.

今後，骨細胞と腎臓の臓器相関を介したリン

代謝のさらなる研究進展は， CKD-MBD患

者の骨障害，高リン血症治療への分子基盤に

つながると期待される.
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