
Title 進行期慢性腎臓病を伴う骨粗鬆症に対するビスフォスフォネート製剤の低用量高頻度投与と高用量低頻度
投与の治療効果および安全性の比較検討

Author(s) 藤田, 諒

Description 配架番号：2624

Degree Grantor 北海道大学

Degree Name 博士(医学)

Dissertation Number 甲第14503号

Issue Date 2021-03-25

DOI https://doi.org/10.14943/doctoral.k14503

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/81523

Type doctoral thesis

File Information Ryo_Fujita.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



 

 

 

 

学 位 論 文 

 

 

 

 

 

進行期慢性腎臓病を伴う骨粗鬆症に対するビスフォスフォネート製剤の低用量高

頻度投与と高用量低頻度投与の治療効果および安全性の比較検討 

 

(Comparison of the efficacy and renal safety of bisphosphonate between low-dose/high-

frequency and high-dose/low-frequency regimens in a late-stage chronic kidney disease） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2021年 3月 

 

北 海 道 大 学 

 

 

藤田 諒 

Fujita Ryo 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 



 

 

学 位 論 文 

 

 

 

 

 

進行期慢性腎臓病を伴う骨粗鬆症に対するビスフォスフォネート製剤の低用量高

頻度投与と高用量低頻度投与の治療効果および安全性の比較検討 

 

(Comparison of the efficacy and renal safety of bisphosphonate between low-dose/high-

frequency and high-dose/low-frequency regimens in a late-stage chronic kidney disease） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2021年 3月 

 

北 海 道 大 学 

 

 

藤田 諒 

Fujita Ryo 



 

 

目     次

 

発表論文目録および学会発表目録 

要旨 

略語表 

緒言 

 

第一章 

緒言 

実験方法 

実験結果 

考察 

 

第二章 

緒言 

実験方法 

実験結果 

考察 

 

統括及び結論 

謝辞 

利益相反 

引用文献 

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・   1頁 

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・   3頁 

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・   6頁 

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・   7頁 

 

 

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・   11頁 

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・   13頁 

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  14頁 

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  15頁 

 

 

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  16頁 

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  18頁 

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  22頁 

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  31頁 

 

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  35頁 

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  36頁 

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  37頁 

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  38頁 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 

 

 

発表論文目録および学会発表目録 

 

本研究の一部は以下の論文に発表した． 

 

1. R. Fujita, M. Ota, D. Sato, D. Nakazawa, H. Kimura-Suda, F. Nakamura, T. Shimizu, H. 

Kobayashi, N. Iwasaki, and M. Takahata 

 

Comparison of the efficacy and renal safety of bisphosphonate between low-dose/high-

frequency and high-dose/low-frequency regimens in a late-stage chronic kidney disease 

rat model 

 

Calcified Tissue International and Musculoskeletal Research 2020 Oct; 107(4):389-402. 

 

 

 

 

 

 

本研究の一部は以下の学会に発表した． 

 

1. 藤田諒, 高畑雅彦, 太田昌博, 清水智弘, 佐藤大, 小林英之, 中沢大悟, 木村–須

田廣美, 中村郁哉, 岩崎倫政進行期慢性腎臓病におけるビスフォスフォネート

製剤の骨粗鬆症治療効果および安全性の検討 

平成 31年 1月 26日 

第 136回北海道整形災害外科学会.  

札幌医科大学 臨床教育研究棟 (札幌市) 

 

2. 藤田諒, 高畑雅彦, 太田昌博, 清水智弘, 佐藤大, 小林英之, 中沢大悟, 木村–須

田廣美, 中村郁哉, 岩崎倫政 

進行期慢性腎臓病におけるビスフォスフォネート低用量高頻度製剤と高用量

低頻度製剤の治療効果と安全性 

令和 1年 7月 4 - 6日 

第 39回日本骨形態計測学会.  

北九州国際会議場 (北九州市) 



2 

 

3. 藤田諒, 高畑雅彦, 太田昌博, 清水智弘, 佐藤大, 小林英之, 中沢大悟, 木村–須

田廣美, 中村郁哉, 岩崎倫政 

進行期慢性腎臓病におけるビスフォスフォネートの治療効果と安全性は低用

量高頻度製剤と高用量低頻度製剤では同等か？ 

令和 1年 10月 11-13日 

第 21回日本骨粗鬆症学会 

神戸国際会議場 (神戸市)  

 

4. 藤田諒, 高畑雅彦, 太田昌博, 清水智弘, 佐藤大, 小林英之, 中沢大悟, 木村–須

田廣美, 中村郁哉, 岩崎倫政 

進行期慢性腎臓病におけるビスフォスフォネートの治療効果と安全性は低用

量高頻度製剤と高用量低頻度製剤は同等か？ 

令和 1年 10月 17-18日 

第 34回日本整形外科学会基礎学術集会.  

パシフィコ横浜 (横浜市)  

 

5. R. Fujita, M. Takahata, T Shimizu, M Ota, D Sato, H Kobayashi, D Nakazawa, H Kimura-

Suda, F Nakamura, N Iwasaki 

Comparison of efficacy and safety of high-dose low-frequency and low-dose high-

frequency bisphosphonate treatment in a rat model of late-stage chronic kidney disease 

Feburary, 8-11, 2020 

The Orthopaedec Research Society 2020 Annual Meeting 

Phoenix Convention Center (Phoenix) 

 

  



3 

 

 

要旨 

 

 

【背景と目的】慢性腎臓病（Chronic kidney disease; CKD）は慢性に経過するすべての

腎臓病を指し, 本邦でも患者数は 1330 万人にものぼる. また, 原発性骨粗鬆症も本邦

では現在 1280 万人が罹患していると推定されている. 共に高齢者のコモンディジー

ズであり, CKDと骨粗鬆症を合併した患者は相当数存在するものと考えられている．

CKD自体も続発性骨粗鬆症のリスク因子とされており，病期 (stage) が進行すると骨

質劣化により骨密度から想定されるよりも骨折率が増加すると報告されており, CKD 

stage 1-3までは骨粗鬆症治療方針が確立している．しかし易骨折性がもっとも問題と

なる late-stage CKD (stage 4 and 5) については，骨粗鬆症治療法が確立していない. そ

の理由の一つは，late-stage CKD患者に対する骨粗鬆症治療薬の臨床試験が倫理面, 安

全面から行われていないためである. これはほとんどの骨粗鬆症治療薬が腎排泄・代

謝であり，進行期 CKD 患者では薬剤の蓄積による効果の増強や腎毒性などの懸念が

あるためである．原発性骨粗鬆症の第一治療選択薬である Bisphosphonate（BP）製剤

も腎排泄により代謝される薬剤であり，臨床試験が行われておらず安全性と効果の検

証が確立していないという理由から late-stage CKD 患者に対しては慎重投与あるいは

禁忌となっている. BP製剤には，総投与量は同じだが一回投与量が少なく投与頻度が

多い daily, weekly製剤（Low dose/High frequency: LDHF製剤)と, 一回投与量が多いが

投与頻度が少ないmonthly, yearly製剤（High dose/Low frequency: HDLF 製剤）がある. 

これらは腎機能が正常な患者では同等の骨密度改善効果と安全性を有するとされてい

るが, 腎機能障害を伴う late-stage CKD患者でも同等の治療効果と安全性を示すかは

明らかになっていない．そこで本研究ではLDHF製剤とHDLF 製剤の２種類のBP投

与法が骨に与える効果と腎機能障害に及ぼす影響の違いを CKD stage 4 ラットモデル

を用いて調査した. 

【材料と方法】雄性SD (Sprague Dawley) ラットを用い，8週齢で片側 2/3腎臓摘出を

行い，10週齢で対側の腎臓全摘出を施行した段階的5/6腎摘出モデルを作成した. Sham

群はCKD群と同じ週齢でSham手術を 2度行った. 20週齢時の採血で腎機能の重症度

を検証し，CKD群が人におけるCKD stage4相当になっていることを確認した．Sham-

vehicle, Sham-LDHF, Sham-HDLF, CKD-vehicle, CKD-LDHF, CKD-HDLFの 6群を作成

し，20週齢時よりBP製剤の一種であるアレンドロネート（ALN: alendronate）をLDHF

群は 0.05mg/kg/day, HDLF群は 0.7mg/Kg/2 weekで 10週間投与した. 30週齢で安楽死

させ血液, 尿, 第5腰椎, 両大腿骨, 腎臓を採取した. 安楽死 10日前と3日前にカルセ

インを用いて骨ラベリングを行った．マイクロCT，骨密度測定，力学試験, 骨形態計
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測, フーリエ変換赤外分光法（FTIR）を用いてALNの骨粗鬆症治療の有効性を検討し

た. また血液検査, 尿検査, 腎病理を用いて ALN が腎機能障害に及ぼす影響を検討し

た.  

【結果】CKDラットは 20週齢時点で血清BUNとCREの上昇および高P血症を認

めたが, 血清Ca値に変化はなかったことよりCKDステージ 4に相当する腎機能障

害を発症した．CKDラットに 10週間ALNを投与すると，LDHF，HDLFのいずれ

の投与法でも大腿骨遠位骨幹端, 第 5腰椎の骨密度や骨梁構造が有意に改善したが，

投与法による差は認めなかった. また, 力学試験においてもALNはLDHF, HDLFの

いずれの投与法でも大腿骨遠位骨幹端の骨強度を改善したが, 投与法による差は認め

なかった. 骨組織形態計測ではCKDラットはShamと比較して高骨代謝回転状態と

なっており，FTIRによる骨質評価では骨基質の石灰化度が低下することがわかっ

た．これに対しALN投与は骨代謝回転を有意に抑制し，骨基質石灰化度を回復させ

た．ALNによる骨代謝回転抑制効果はCKD-LDHF群よりもCKD-HDLF群でより顕

著であり，石灰化度の増加もCKD-HDLF群でより高いという骨形態計測と矛盾しな

い結果となった. 以上のことからCKD stage 4ラットに対する 10週間のALN投与で

は総投与量は同じでもHDLF投与の方がLDHF投与よりも有意に高骨代謝回転を抑

制し，石灰化度を高める可能性が示唆された. 腎機能は 30週齢時点の採血検査で

CKD-vehicle, CKD-LDHF, CKD-HDLF群の間でBUN, CRE, P, Caに統計学的有意差は

認めなかった. また, 腎病理検査で glomerulus number per areaで腎機能評価を, elastica-

masson染色で薬剤性間質障害の程度を評価したが, CKD-vehicleはSham-vehicleと比

べて有意に glomerulus number per areaの低下 elastica-masson染色領域（間質障害領

域）の増加を認めたが, ALNの投与による更なる腎障害の増悪はなかった.  

【考察】本研究結果により二次性副甲状腺機能亢進症（Secondary hyper 

parathyroidism: SHPT)により高骨代謝回転状態にある進行期CKD患者に対し，BP製

剤は腎機能障害を悪化させることなく有効に使用できる可能性が示唆された．また, 

HDLFの方がLDHFよりも有意に高骨代謝回転状態を抑制し, 骨の石灰化度を回復さ

せたことから, 進行期CKD患者に対するALN投与はLDHF投与よりもHDLF投与

の方がより効果的である可能性が示唆された. しかし, HDLF投与による骨代謝回転

抑制効果は“過剰な”骨代謝回転抑制（SSBT: Severe suppression of bone turnover）を

惹起する可能性もあり，マイクロダメージの蓄積などによる非定型骨折リスクの増加

を来す可能性があることから長期的投与には注意を有する．また，実際のCKD患者

の骨病変は高骨代謝回転ばかりでなく，無形成骨を呈する部分や，それらが混在する

複雑な病態をとることが多く，本研究結果はその病態一部に対するBP剤の治療効果

を検証したにすぎないことに注意して結果を解釈する必要がある． 

【結論】CKD stage 4モデルラットに対するALN製剤の投与はLDHF, HDLF のいず
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れの投与法でもCKDに伴う骨脆弱性を改善して, 腎機能障害を認めなかった. ALN

製剤は，SHPTによる高骨代謝回転状態にある進行期CKD患者に対してLDHF, 

HDLFのいずれの投与法でも腎機能障害を来さず, 骨密度増加効果, 骨質改善効果を

有する可能性が示唆されたが, HDLFの方が有意に骨代謝回転を抑制したことから, 

進行期CKD患者に対するALN製剤の投与はHDLF製剤の方がLDHF製剤より適し

ている可能性がある. またCKD stage 4を伴う骨粗鬆症患者に対するALN投与は

LDHF, HDLFのいずれの投与法でも薬剤性腎機能障害をきたさない可能性が示唆され

た. 
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略 語 表 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである． 

 

 

ALN  alendronate 

Alb            albumin 

Ca  calcium 

CRE           creatinine 

CKD  chronic kidney disease 

CKD-MBD chronic kidney disease-mineral and bone disorder 

eGFR  estimated glomerular filtration rate 

HDLF  high-dose/ low-frequent 

IP  inorganic phosphorus 

IV  intravenous 

LDHF  low-dose/ high-frequent 

NAG   N-acetyl-β-D-glucosaminidase 

Nx  nephrectomy 

P.O.  per os 

PTH   parathyroid hormone  

SD   sprague dawley  

SHPT  secondary hyperparathyroidism 

SSBT  sever suppression of bone turnover 

P              phosphorus 
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緒 言 

 

1. 慢性腎臓病は続発性骨粗鬆症をきたす原因疾患である 

 

 慢性腎臓病（Chronic kidney disease: CKD）は慢性に経過するすべての腎臓病を指

し，腎臓の障害（血尿や蛋白尿など），もしくはGFR（糸球体濾過量）60mL/分

/1.73m2未満の腎機能低下が 3ヶ月以上持続するものと定義される(KDIGO, 2013)．腎

臓は，副甲状腺ホルモン（parathyroid hormone: PTH）をはじめとする様々なホルモン

の標的臓器になると同時に，自ら骨・ミネラル代謝に重要なビタミンDの活性化を

行っており(Fukagawa et al., 2006)，生体のミネラルバランスの維持に重要な臓器であ

る． 

 骨粗鬆症は全身の骨強度が低下して骨折しやすくなった状態のことであり，世界

保健機関WHOにより「低骨量と骨組織の微細構造の異常を特徴とし，骨の脆弱性が

増大し，骨折の危険性が増大する疾患である」と定義されている(Kanis, 1994)．本邦に

おける骨粗鬆症患者は約 1260 万人にのぼると推定されており，高齢人口の増加とと

もに罹患患者は増加の一途をたどっている．遺伝的素因や閉経および加齢によって骨

代謝障害が生じる原発性骨粗鬆症がもっとも多いが，副甲状腺機能亢進症やクッシン

グ症候群を始めとする内分泌疾患，糖尿病・CKD・慢性閉塞性肺疾患に代表される生

活習慣病，関節リウマチ，ステロイド薬などによって，骨量減少や骨質劣化という骨

粗鬆症の病態を惹起する原因が認められるものは続発性骨粗鬆症と称されている． 

CKD は，加齢に伴う腎機能障害を含め慢性に経過するすべての腎障害を包括する

疾患概念であり，本邦では約1,330 万人の患者がいると推測されている(日本腎臓学会, 

2012)．原発性骨粗鬆症と同様に高齢者では罹患率が上昇していて(日本腎臓学会, 2012)，

新たな国民病として認識されるようになってきた．CKDは糖尿病と並んで二次的に骨

折リスクを上昇させる疾患とされており(日本骨粗鬆学会, 2011), CKDは早期から骨折

リスクが上昇する(Ensrud et al., 2007b)ことを考慮すると, CKD を原因とする続発性骨

粗鬆症の患者は相当数いると考えられている． 

 

2. 進行期慢性腎臓病を伴う骨粗鬆症患者に対する骨粗鬆症治療法は確立していない 

  

 CKD患者では腎機能正常者と比して骨折率が 2〜14倍にも昇ると報告されている 

(Alem et al., 2000, Nickolas et al., 2006). また, CKDの病期 (stage)が進行するに伴い骨折

率が増加することも明らかになっている (Ensrud et al., 2007b, Naylor et al., 2014). 

CKDに伴う骨折率の増加は骨量の減少によるものだけでなく, CKDに伴う骨質異常

が原因であると考えられており, それゆえCKDを伴う骨粗鬆症患者は骨密度から想
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定される骨折率より高い確率で骨折をきたしていることが報告されている(Jamal et al., 

2006, Ensrud et al., 2007a).  

 CKDは近年になって，その早期から骨や副甲状腺だけでなく，心血管系にも異常

を生じ，生命予後に悪い影響を与える全身の病気として認識されてきた(Dhingra et al., 

2007, Wolf et al., 2011)．このことより，CKDに伴うカルシウム(Ca)／リン(P)代謝異常

を，骨の病気ではなく，血管石灰化なども含む全身の病気としてとらえようというパ

ラダイムシフトが起き，“CKD-MBD”（慢性腎臓病に伴う骨・ミネラル代謝異常： 

chronic kidney disease-mineral and bone disorder）という新しい用語が提唱された(Moe et 

al., 2006)（図 1）．図に示すように，CKD-MBDは，Ca，P，PTHなどの検査値異常，

骨の異常，血管石灰化の 3種類の以上の組み合わせによって構成される．それぞれの

異常を有効に予防，治療する努力をするところは従来と同じであるが，その結果とし

て心血管イベントの低下，骨折率の低下，そして生存率の改善を最終的な目標にして

いるところが，その趣旨である．CKDに伴うビタミンD欠乏症は二次性副甲状腺機

能亢進症 (Secondary hyper parathyroidism: SHPT), P 血症をきたし骨代謝回転異常及び

石灰化異常をきたす. 現状中等度〜高度腎機能低下を伴うCKD患者に対しては P制

限食に加えて, P吸着剤, 活性化ビタミンD製剤などが治療薬として用いられている

が(Svára, 2009, 2009, Ketteler, 2011, Melamed and Thadhani, 2012), これらはCKD-MBD

に対する有効性は証明されている一方で, 骨折予防効果を有するかは明らかになって

いない.  
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 原発性骨粗鬆症の第一選択薬として用いられている, 骨吸収抑制薬のビスフォス

フォネート (BP) 製剤はCKD stage 3以下の患者では腎機能正常者と同様に骨折予

防効果を有することが証明されており(Ensrud et al., 2007b, Miller et al., 2013), 進行期

CKD (stage 4, 5)でもその効果を有する可能性が期待できる. しかし, BP製剤が腎代

謝であることから人での臨床試験が倫理面, 安全面から困難であり, 進行期CKDに

対するBP製剤の骨折予防効果は明らかになっていない. 過去に当研究室ではCKD 

stage 4 ラットに対してBP製剤を 4週投与したところ腎機能増悪を認めず, 大腿骨

遠位骨幹部において皮質骨の骨質を改善させ, 骨量を増加させたことを報告してい

る(Ota et al., 2017). このことから, 臨床においても進行期CKDを有する骨粗鬆症患

者に対してBP製剤は安全かつ有効な骨折予防効果を有する可能性が期待できる.  

 

3. 進行期慢性腎臓病に対するビスフォスフォネート製剤の適切な投与方法は明らか

になっていない 

 

実臨床において BP 製剤は総投与量が同じだが“投与頻度”と“一回投与量”が異な

る様々な製剤が存在する（図 2）. Daily, weekly製剤などの一回投与量は少ないが, 投

与頻度が多い（Low dose/ High frequent: LDHF）ものから, 近年ではmonthly, yearly製

剤などの一回投与量は多いが, 投与頻度が少ない (High dose/ Low frequent: HDLF)も

のまで様々な投与方法が存在し, これらは腎機能正常者や CKD stage 3 以下では骨

密度改善効果, 腎機能に及ぼす影響に差がないことが確認されている(Seedor et al., 

1991, Uchida et al., 2005). しかし, 進行期CKDである stage 4, 5でのこれらの投与方

法による骨への効果, 腎機能障害に与える影響が同等であるかは明らかになってい

ない.  

図 1．CKD-MBDは，Ca, P, PTHなどの検査値異常，骨の異常，血管石灰化の 3種類の異常

の組み合わせによって構成される．(KDIGOより引用) 

※KDIGO (Kidney Disease: Improbing Global Outcome) 

欧米，オーストラリアの各ガイドライン機構が中心となって共通した国際的腎臓病ガイド

ラインを構築するために設立された非営利団体． 
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4. 本研究の目的 

 

本研究では進行期CKDラットモデルをまず作成し（第 1章）, 作成したモデルを

用いて骨粗鬆症患者に対する BP 製剤の適切な投与方法を BP 製剤の一種であるアレ

ンドロネート（Alendronate: ALN）を用いて, 総投与量は同じだが一回投与量と投与頻

度が異なる 2種類の投与方法（LDHFと HDLF）のどちらが適しているかを検討した

（第 2章）. 我々は primary end pointをALNが骨に与える効果とし, secondary end point

を薬剤性腎機能障害として評価した. 本研究は進行期CKDに対するALNの適切な投

与方法を検討した初めての研究である. 

 

 

  

図 2．現在本邦で使用可能なBP製剤と投与方法の一覧 

LDHF製剤である daily製剤からHDLF製剤であるyearly製剤まで存在する 
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第 一 章 

進行期CKDモデルラットの作製 

 

 

 

緒 言 

 

透析治療が必要となる CKD stage 5 の患者を除くと，骨質異常に対する治療が問題

となるのは主に CKD stage 4の患者であり，骨粗鬆症治療薬の有効性と安全性を検証

するためにはCKD stage 4相当のモデル動物を用いた実験が妥当であると考えられる． 

腎機能に影響を及ぼす因子としては，直接的な腎臓へのダメージ（腎摘出や薬剤投

与など）以外に食料に含まれる栄養素によってかかる腎臓への負担も考慮しなければ

ならない(Handu et al., 2016, Gansevoort et al., 1995)．よって動物モデルの作製には腎摘

出の程度と，食餌内容を検討する必要がある．Miller らはラットに対して部分腎摘出

を行い，食餌に含まれる Ca と P の含有量を調整することで，腎摘ラットが様々な程

度の腎機能障害とミネラルバランス異常や SHPT を呈することを報告している(Miller 

et al., 1998)．本研究では，この先行研究を参考にCKDステージ 4相当のモデル動物を

作成することとした． 

ヒトにおける CKD の病期分類 (staging)は，年齢と性別および採血で血清クレアチ

ニン値（creatinine: CRE）を計測することによって，推算糸球体濾過量（estimated 

glomerular filtration rate: eGFR）を計算し（日本人の eGFR計算式：eGFR(ml/分/1.73m2)

＝194×Cr-1.094×年齢(歳)-0.287，女性はこの値に 0.739を乗ずる）(Matsuo et al., 2009)，その

値に応じて病期分類を行う．しかし，動物モデルにおいては eGFRを算出する手法が

ないため，CREの計測ではCKD stageを決定することができない． 

実際の臨床においては CKD stage 2 からすでに線維芽細胞増殖因子 23（fibloblast 

growth factor 23: FGF23）が上昇し始め(Isakova et al., 2011)，CKD stage 3からPTHが上

昇，CKD stage 4から高P血症，CKD stage 5から低Ca血症を呈するということがわか

っている(Diniz and Frazao, 2013)（図 3）ので，本章ではCKD stage 4の動物モデル作成

を目指しているため, 血清学的P, Ca検査を行うことでモデル動物のCKDステージン

グを行い，目的とする CKD stage 4 相当のモデルラットが作製されたかどうかを調査

した． 
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図 3．糸球体濾過量と各検体濃度との関係 

FGF-23はCKD早期から上昇し始め，副甲状腺ホルモンはCKD stage 3から上昇する．血

清P値はCKD stage 4になって上昇する． 

Diniz et al, 2013, Nefrologia より改変 
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実 験 方 法 

 

倫理規定 

本研究は北海道大学における研究倫理審査委員会の承認を得ており、実施した動物

実験はすべて北海道大学動物実験に関する規程に従って実施した． 

 

実験動物 

Millerらの方法に準じて(Miller et al., 1998)雄性Sprague Dawley (SD)ラット (日本クレ

ア, 東京, 日本) に対して 5/6腎摘出（nephrectomy; Nx）する群（CKD）と後腹膜切開

のみを行う群（Sham）とに分けた．食餌は本学の動物実験施設で通常使用されている

Ca含有 0.98%，P含有 0.80%のラボMRストック(日本農産工業，神奈川，日本) で飼

育し，8週齢で左腎臓を 2/3摘出し，2週間の回復期間をおいた後に，10週齢で右腎臓

を全摘してトータル 5/6Nx とし，10 週後の 20 週齢で内頸動脈採血を行い CKD モデ

ルの検証をした． 

 

血清電解質, 腎機能と体重の測定 

20週齢時点で麻酔下に内頸動脈採血を行った．採取した動脈血は遠心分離機で4℃，

3000rpmで 5分遠心し，血清のみを抽出した．  

血清電解質(Ca, P)と腎機能(BUN, CRE)測定はオリエンタル酵母工業株式会社長浜ラ

イフサイエンスラボラトリー（滋賀，日本）に委託検査を依頼した．  

 また 20週齢時点でSDラットの体重を測定した. 

 

統計分析 

得られたデータは，Student’s T-testを用いて有意差検定を行い，判定はP値＜0.05で

有意差ありとした．データはmean±SDで表した． 
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実 験 結 果 

 

 

5/6NxとラボMRストックの飼育でモデルラットはCKDステージ 4に相当する腎障

害を呈した 

10週齢時の 5/6Nxと，Ca含有 0.98%，P含有 0.80%の通常飼料による 10週間の飼

育後，CKD の重症度がどの程度進んでいるかを評価するために血清学的検査を行っ

た．20週齢時点の採血で，Sham群と比較しCKD群は腎機能障害と高P血症を認め，

血清Ca値に変化はなかった（図 5）． 

CKD群では体重が 500.6±10.2gであったのに対して Sham群では 563.9±7.4gであり, 

CKD群はSham群に対して有意に体重が軽かった. 

  

図 4. 20週齢時の腎機能，ミネラルの結果 

CKD群は腎機能障害，高P血症を呈したが，血清Ca値に変化はなかった． 
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考 察 

 

Millerらの報告によると(Miller et al., 1998)，10週齢で 5/6Nxを施行したラットに対

してCa含有 1%，P含有 0.7%で飼育すると，20週齢の時点で高PTH血症となるが高

P血症は呈さず，Ca含有 0.6%，P含有 0.8%の場合ではより重度の高 PTH血症と高 P

血症を呈するが低Ca血症は呈さないとなっていたため，本動物モデル（Ca含有0.98%，

P含有 0.80%）はその中間程度の腎不全となることが予想された．実際にCKD群では

血清 Ca 濃度は変化なく，高 P 血症を呈する状態となり，実験の再現性が得られた．

高 P血症を認めるが，血清Ca値は変化しないという結果から，SHPTを呈するCKD

ステージ 4に相当する腎不全モデル動物を，単純な外科的処置と通常の飼育飼料で作

製するプロトコルを確立した． 
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第 二 章 

 

進行期CKDモデルラットに対する骨吸収抑制剤の 

骨への治療効果と安全性の検討 

~低用量高頻度投与と高用量低頻度投与の比較検討~ 

 

緒 言 

 

 実臨床において骨吸収抑制剤の一種であるBP製剤は総投与量が同じでも, 一回投

与量と投与頻度が異なる daily, weekly製剤などのLDHF製剤から, monthly, yearly製剤

などの HDLF 製剤まで幅広く存在する. これらは CKD stage 3以下と腎機能正常者で

は同等の骨への効果および安全性を有していることを確認されているが(Seedor et al., 

1991, Uchida et al., 2005), 倫理面, 安全面の理由により臨床試験を行うことが出来ず, 

進行期CKD (stage 4 and 5)で同等の効果を有するかは明らかになっていない.  

BP製剤の腎クリアランスは腎機能正常者でも血中ΒP濃度が高くなるほど低くなる

傾向にあることが報告されている(Lin, 1996). そのため, CKD患者では一回投与量が多

いHDLF製剤の方がLDHF製剤と比して腎臓で排泄されるBPが少なくなり結果とし

て骨への沈着量が多くなる可能性がある. その結果 BP(HDLF)製剤では骨代謝回転の

過剰な抑制 (Severe suppression of bone turnover: SSBT) をきたし, マイクロダメージの

蓄積や, 過度な石灰化度の増加をきたす可能性がある. SSBTは大腿骨非定型骨折(図5)

のリスクを増加させる可能性がある為, 現状CKD患者ではBP投与後3年程度で薬剤

の変更を検討する必要があると提唱されている(Miller, 2014). また薬剤性腎機能障害

は一回投与量と投与速度に規定されるため, BP製剤においてもHDLF製剤はLDHF製

剤よりも薬剤性腎機能障害をきたす可能性がある. 

そこで，本章では第一章で作製した進行期 CKD モデルラットを用いて総投与量は

同じだが一回投与量と投与頻度が異なるHDLFとLDHFの 2種類の投与方法でBP製

剤を投与し, 骨への効果および腎機能障害に与える影響を調査した.  
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図 5．SSBTに伴う大腿骨非定型骨折 

大腿骨内側に spike形成を伴った横骨折、もしくは短い斜骨折で、骨片の粉砕を伴わないものでか

つ大腿骨転子下、もしくは骨幹部に生じるものと米国骨代謝学会（ASBMR）で定義されている. 

Shane et al, 2014, Minreal Research 
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実 験 方 法 

 

使用動物及びCKDモデルの作製 

本研究のために実施した動物実験はすべて北海道大学動物実験に関する規程に従

って実施した．SDラット(日本クレア, 東京, 日本) 36匹を用いて実験を行った． 

 

治療スケジュール 

SDラットを 20週齢でCKDモデルとした後，無作為にCKD-vehicle群，CKD-LDHF

群, CKD-HDLF 群に分け(各群 n=6) , sham 手術をうけた SD ラットも同じく無作為に

Sham-vehicle 群, Sham-LDHF 群, Sham-HDLF 群に分けた(各群 n=6). ALN（LKT 

Laboratories, Inc., MN）をLDHF群には 50µg/kg/dayで, HDLF群には 700 μg/kgで 2週

毎に計 10 週間皮下投与した．Vehicle 群には生理食塩水を毎日投与した . 

 

 

 

 

血清電解質の測定 

治療開始前と終了時の差を見るために，20週齢から 10週間投薬後の 30週齢の時点

で麻酔下に内頚動脈採血を行った．採取した動脈血は遠心分離機で 4℃，3000rpmで 5

分遠心し，血清のみを抽出した．  

血清電解質(Ca, P)と腎機能(BUN, CRE)測定をオリエンタル酵母工業株式会社長浜ラ

イフサイエンスラボラトリー（滋賀，日本）に委託検査を依頼した． 

 

図 6. 治療スケジュール（研究デザイン） 
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マイクロCT 

右大腿骨，および第 5腰椎をマイクロCT (CT, R_mCT2; Rigaku, Tokyo, Japan)を用い

て 1ピクセルあたり 20 mの解像度で撮影した．骨微細構造や 3次元的骨形態計測の

解析はアメリカ骨代謝学会のガイドラインに従い，ラトック社の骨量解析ソフト

TRI/3D-BON (Ratoc System Engineering社, Tokyo, Japan)を用いて行った(Bouxsein et al., 

2010)．大腿骨の測定関心領域は成長板から 500 m 近位の 2000 mの範囲とし，第 5

腰椎の測定関心領域は上端と下端の成長板までの間の海綿骨領域とした． 

海綿骨領域の評価の指標として骨密度(volumetric bone mineral density: vBMD)，骨量

(Bone Volume/ Tissue Volume: BV/TV)，骨梁幅(Trabecular Thickness: TbTh)，骨梁数

(Trabecular Number: TbN)を算出した． 

 

力学試験 

マイクロ CT撮像後右の大腿骨および第 5腰椎を力学試験に供した．右大腿骨遠位

骨幹端部，および第 5腰椎を5 mmの厚さに平行に切除し，万能力学試験器 (RTC-1310, 

AND Corp., Tokyo, Japan)を用いて圧縮試験を行った(Thomsen et al., 1999)．大腿骨の遠

位部，椎体の底面を治具の底面に固定し，上方から垂直に圧縮力がかかるように設置

した．押し込みは 1.0 mm/min の速度で破壊するまで行った．破断強度 (N) , 剛性 

(N/mm), 吸収エネルギー (J)を強度‐変位曲線より算出した．  

 

組織学的検討 

左大腿骨を 70 %エタノールで 3日間浸漬固定した後，Villaneuva Bone染色を行い，

非脱灰硬組織標本を作製した．安楽死させる 10日前，3日前にカルセイン(20 mg/kg ; 

Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan) をそれぞれ皮下投与し，骨形成を観察するため

の骨標識を行った．非脱灰硬組織標本の作製は新潟骨の科学研究所(新潟，日本)で行

った． 

Villaneuva Bone染色は非脱灰骨組織標本の染色法として用いられ，類骨や石灰化骨

の観察に適している．また，カルセインやテトラサイクリンで標識する事により，骨

形成の動的な指標の測定が可能である．以下に標本の作製方法の概略を述べる． 

摘出した大腿骨を 70 %エタノールで固定後，Villaneuva Bone Stainに 4日間浸透さ

せる．Villaneuva Bone stainの調整は以下の通りである． 

Azull II1.5 g 

酢酸Na三水和物 13.6 g 

ベーシックフクシン 5 g 

Fast Green FCF1.5 g 

Orange G3.75 g 
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95 %エタノール 100 ml 

酢酸 6 ml 

蒸留水 900 ml 

染色後，エタノールで脱水し，メチルメタクリレートモノマー樹脂に包埋し，30-40 

℃で約 10 日間重合させる．出来上がったブロックを成型し，ミクロトームを用いて

厚さ 5μmの薄切切片を切り出し，封入する． 

骨切り周囲の仮骨の組織量，骨量，類骨量，骨面，骨芽細胞数，骨芽細胞面，類骨

面, 浸食面, 類骨幅, カルセインで標識された面，標識幅, 一重標識面, 二重標識面を

測定した．得られたパラメータから，破骨細胞数/骨面，骨吸収面/骨面，骨芽細胞面，

骨石灰化速度，骨形成速度/骨面，骨石灰化面/骨面, 骨石灰化遅延時間, 一重標識面/骨

面, 二重標識面/骨面を算出した(Dempster et al., 2013)． 

 

フーリエ変換型赤外分光(FTIR)イメージング 

FTIRイメージングを用いて骨の組成の変化を解析した．組織形態学的評価用に作成

した左大腿骨の厚さ 3μm の冠状断未脱灰薄切切片をフッ化バリウム基板(ピアオプテ

ィックス) にマウントし, Spectrum Spotlight 400 Imaging System (Perkin Elmer, MA, USA) 

により赤外イメージングと赤外スペクトルを得た．骨質解析では，PO43-(1,173～929 cm-

1)，Amide I (1,704～1,604 cm-1)バンドの高さや面積を用いて石灰化度(PO34-/Amide I)， 

ミネラル成熟度{PO43-(1030 cm-1)/ PO43- (1110 cm-1)}を大腿骨遠位において測定した

(Boskey and Pleshko Camacho, 2007) ． 

 

尿検査 

30週齢の時点で採尿ケージにて3時間尿を採取して, 遠心分離機で15分遠心し, 上

清のみを採取した. 尿アルブミン(U-Alb)を ELISA キット(AKRAL-020S, Shibayagi, 

Gunma, Japan)で測定し, 尿クレアチニン(U-Cre), 尿Nアセチルグルコサミニダーゼ(U-

NAG)活性をオリエンタル酵母工業株式会社長浜ライフサイエンスラボラトリー（滋

賀，日本）に委託検査を依頼した． 

 

腎病理 

 左腎臓を 4%パラホルムアルデヒドで固定, 3μmで切り出して, エラスチカマッソン

染色で染色した. エラスチカマッソン染色は線維化した間質障害領域を青く染色する

為, 薬剤性間質障害の程度をエラスチカマッソン染色領域/全面積で算出した

(Yamamoto et al., 2017). エラスチカマッソン染色領域はWinROOFイメージソフトウ

ェア(Mitani Corporation, Tokyo, Japan)を用いて測定した. 腎機能障害の程度を表す指標

として面積あたりの糸球体の数も算出した(Nyengaard, 1993).  
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統計分析 

30週時点での血清学的検査, 尿検査, 力学検査, マイクロCT検査, 骨形態計測検査

は 2元配置分散分析(Two-way ANOVA)を用いて評価した. Sham群およびCKD群の中

での群間検定にはTukey`s post hoc testを用いて, Sham群およびCKD群の群間検定に

はBonferroni`s post hoc testを用いた. またCKD群におけるCREの 20週時点と 30週

時点での比較を行うために繰り返しのある 2 元配置分散分析を用いて評価をした. 

FTIR検査の結果はKruskal-Wallis testを用いて評価した. 判定はP値＜0.05で有意差あ

りとした．データはmean±SDで表した． 

  



22 

 

 

実 験 結 果 

 

アレンドロネートがCKD stage 4 ラットの骨量と骨微細構造に与える影響 

 

マイクロ CTを用いて，大腿骨遠位部と第 5腰椎の骨量と骨微細構造の変化を評価

した（図 7）． 

大腿骨遠位部ではCKDもALNの投与も海綿骨の骨量(Bone Volume/ Tissue Volume: 

BV/TV), 骨梁幅(Trabecular thickness: TbTh), 及び骨梁数(Trabecular number: TbN)に有意

に影響を与えているという結果となった. また ALN の投与は海綿骨骨密度 

(volumetric bone mineral density: vBMD)をSham群, CKD群のグループ内において有意

に増加させた. vBMD, BV/TV, TbTh, 及びTbNのいずれのパラメータにおいてもCKD-

LDHF群, CKD-HDLF群はいずれもCKD-vehicle群と比べて有意にCKDに伴う骨質劣

化の改善を認めたものの, CKD-LDHF 群と CKD-HDLF 群の間には統計学的有意差を

認めなかった.また, CKD と ALN による治療における統計学的に有意な相互作用を

BV/TV 及び TbTh に認めた. CKD も ALN の投与もこの他の皮質骨パラメータを含む

骨微細構造に統計学的に有意な変化をもたらさなかった. ALN が大腿骨遠位部の海綿

骨に与える効果は Sham とラットと比して CKD ラットで有意に大きかったが, LDHF

投与とHDLF投与の間に差は認めなかった.  

第 5腰椎ではCKDもALNの投与も vBMD及びBV/TVに有意に影響を与えている

という結果となった. CKDラットではShamラットと比して有意にvBMD及びBV/TV

が低かった. また, CKD-LDHF 群と CKD-HDLF 群は共に有意に CKD-vehicle 群より

BV/TVが高かった. しかしCKD-LDHF群とCKD-HDLF群における統計学的有意差は

認めなかった.  
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アレンドロネートがCKD stage 4 ラットの力学的特性に与える影響  

 

ALNによってCKD stage 4ラットの骨の強度がどのように変化するかを大腿骨遠位

骨幹端部及び第 5腰椎の圧縮試験を用いて評価した(図 8).  

大腿骨遠位骨幹端部圧縮試験では CKD 群の最大荷重 (Ultimate load), 剛性 

(Stiffness), 吸収エネルギー (Energy to failure)のいずれの項目でも Sham 群と同等であ

った. ALN の効果は Sham 群の中では認めなかったが, CKD 群の中では Ultimate load, 

図 7. 骨量，骨微細構造の評価 

各群 n = 6. a) 30週齢時の大腿骨遠位および第 5腰椎のマイクロCTイメージ．b) 大腿骨遠位部の骨

量及び骨微細構造パラメータ c) 第5腰椎の骨量及び骨微細構造パラメータ 
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Stiffness, Energy to failureのいずれのパラメータでも認めた. ALNの投与によりUltimate 

loadはCKD-LDHFとCKD-HDLF群でCKD-vehicle群より有意に高かった. またCKD-

HDLF 群は Stiffness が CKD-vehicle 群と比して有意に高かった. いずれのパラメータ

においてもCKD-LDHF群とCKD-HDLF群の間に有意差は認めなかった(図 8A). 

第 5 腰椎圧縮試験の結果では CKD による影響は Ultimate load, Stiffness, Energy of 

failure のいずれでも認めなかったが, ALN の投与による影響を Ultimate load で認め, 

CKD-LDHF群とCKD-HDLF群はいずれもCKD-vehicle群と比して有意にUltimate load

が高かった. ALN による治療効果と CKD による相互作用はいずれのパラメータでも

認めなかった(図 8B).  

 

 

 

 

 

 

 

図 8. ALNのCKD stage 4 ラットにおける大腿骨遠位骨幹端部及び第 5腰椎の力学的特性に対する影

響の評価 

各群 n = 6.  a）大腿骨遠位骨幹端部圧縮試験の結果. CKDの影響は最大荷重(Ultimate load), 剛性

(Stiffness), 吸収エネルギー(Energy to failure)のいずれの項目でも認めず, ALNによる影響をすべての

パラメータで認めた. b) 第5腰椎圧縮試験の結果. CKDの影響はいずれのパラメータでも認めなかっ

たが, ALNによる影響をUltimate loadでのみ認めた.  
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アレンドロネートがCKD stage 4 ラットの腎機能に与える影響 

 

ALN によってラットの腎機能がどのように変化するかを血清学的検査, 尿検査, 腎

病理を用いて評価した (図 9, 10) 

病理検査においては腎機能障害の程度を示す面積あたりの糸球体の数でも, 間質障

害の程度を示すエラスチカマッソン染色領域においても CKD による影響は認めたも

ののALNによる影響は認めなかった. 単位面積あたりの糸球体の数では CKD-vehicle

の時点で Sham-vehicle と比して有意に少なくなっていたが, ALN の投与による更なる

糸球体数の減少は認めなかった. またエラスチカマッソン染色領域に関しても同様で

CKD-vehicle の時点で Sham-vehicle と比して有意に全面積に対する染色領域の割合が

高かったがALNの投与による更なる増悪は認めなかった (図 9A,B). 

30 週齢時点での尿検査では腎機能障害の指標となる尿アルブミン(U-Alb)/尿クレア

チニン(U-Cre)および間質障害の指標となる尿Nアセチルグルコサミニダーゼ活性（U-

NAG）において共にCKDの影響は認めたが, ALN投与による影響は認めなかった. ま

たCKD-Vehicle群, CKD-LDHF群, CKD-HDLF群の間における統計学的有意差は認め

なかった(図 9C).  

30週齢時点での血液生化学検査ではCKD群で Sham群と比してBUNとCREが有

意に高かったが, CKD-vehicle群, CKD-LDHF群, CKD-HDLF群間における統計学的有

意差は認めなかった. また Caと IP においても CKD-vehicle群, CKD-LDHF 群, CKD-

HDLF群における統計学的有意差は認めなかった(図 10). 

以上の腎病理, 尿検査, 血液生化学検査のいずれの結果でもCKD-vehicle群はSham-

vehicle群と比して有意に腎機能の増悪を認めたが, ALNの投与によるさらなる腎機能

増悪をLDHF, HDLFの投与方法に関わらず認めなかった. 
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図 9. ALNのCKD stage 4 ラットにおける腎機能に対する影響の評価 (腎病理検査・尿検査) 

各群 n = 6.  a) 腎病理のエラスチカマッソン染色. 上段がSham群で下段がCKD群. b) 腎病理

の評価. 糸球体の面積あたりの数(Glomerulus number/mm2)およびエラスチカマッソンで染色さ

れた間質障害領域（Fibrosis area in kidney）c) 30週齢時点での尿検査結果. 腎機能障害の程度を

示すU-Alb/U-Creおよび間質障害の程度を示すU-NAGといずれの項目でもCKD-vehicleの時

点でSham-vehicleと比して有意な腎機能増悪を認めるがALNの投与によるさらなる腎機能増

悪を認めないという結果となった.  
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アレンドロネートがCKD stage 4 ラットの骨代謝に対する影響 

 

CKDによる骨代謝への影響と薬剤の効果を明らかにするために，我々は投与 10週

間後の大腿骨遠位を用いて組織学的評価を行った．明視野で赤紫色に観察される部分

は，骨を作る細胞である骨芽細胞が分泌した類骨であり，類骨は Ca や P などのミネ

ラル成分が沈着して硬い骨に置換される．その際，類骨に取り込まれる Ca にカルセ

インが結合するため，動物の屠殺前に間隔をあけて投与されたカルセインは，骨が形

成されている部分では二重にラベリングされ，その間隔から骨形成の速度を算出する

ことができる．形態計測では骨量 (B.Ar/T.Ar: Bone volume area/ Tissue volume area)，骨

吸収パラメータとして吸収面 (E. Pm/B. Pm: Eroded Perimeter/ Bone Perimeter)，骨形成

パラメータとして類骨量 (O.Ar/T.Ar: Osteoid volume area/ Bone volume area)，骨芽細胞

面 (Ob.Pm/B.Pm: Osteoblast Perimeter/ Bone Perimeter)，骨石灰化速度(MAR: Mineral 

Apposition Rate)，骨形成速度 (BFR/BS: Bone Formation Rate/ Bone Surface), 骨石灰化面

（M.Pm/B.Pm: Mineralized Perimeter /Bone Perimeter）, 一重標識面/骨面（sL/BS: Single 

labeled surface/Bone surface）, 二重標識面/骨面（dL/BS: Double labeled surface/Bone 

surface）,骨石灰化障害の指標として骨石灰化遅延時間（Mlt: mineralization lag time）を

計測した．得られた結果を二元配置分散分析を用いて評価した（図 11, 12）. 

ALN の投与による統計学的に有意な効果を骨量 (B.Ar/T.Ar)で認めた. CKD-LDHF

群において CKD-vehicle 群と比して有意に骨量 (B.Ar/T.Ar)の増加を認めた. Sham-

vehicle群と比較してCKD-vehicle群は類骨が多くなっており，カルセインの 2重標識

間隔も広がっていることから二次性副甲状腺機能亢進症を反映した高骨代謝回転にな

っていることがわかった. また, CKD-LDHF群とCKD-HDLF群でも類骨量は多くなっ

ており, 石灰化遅延時間 (Mlt) も遅いことから石灰化障害が示唆された. また CKD-

HDLF群でCKD-LDHF群よりさらに有意にMltの増加を認めた. Sham-vehicle群と比

べて Sham-LDHF 群および Sham-HDLF 群は共に骨形成 (MAR, BFR/B. Pm, M. Pm/B. 

Pm) および骨吸収 (E. Pm/B. Pm) が低下していたが, Sham-LDHF群と Sham-HDLF群

における統計学的有意差は認めなかった. その一方でCKD群ではCKD-vehicle群と比

べてCKD-LDHF群とCKD-HDLF群は共に骨形成 (MAR, BFR/B. Pm, M. Pm/B. Pm) お

よび骨吸収 (E. Pm/B. Pm) が統計学的に有意に低下していたが, CKD-HDLF群はCKD-

図 10. ALNのCKD stage 4 ラットにおける腎機能に対する影響の評価（血液生化学） 

CKD-vehicleの時点でSham-vehicleと比して有意にBUN, CREが高値となってい

たが, 全ての項目においてCKD-vehicle, CKD-LDHF, CKD-HDLF間における統計

学的有意差は認めない. 
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LDHF群と比べてもさらに骨形成 (MAR, BFR/B. Pm, M. Pm/B. Pm) および骨吸収（E. 

Pm/ B. Pm）が統計学的に有意に低下していた.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 11. 大腿骨遠位の組織を用いた骨形態計測結果 

各群 n = 6. a) ビラヌーバ染色における冠状断像（上段：自然光，下段：蛍光）．b) 骨形態計測結

果． 

Vehicle群は二次性副甲状腺機能亢進症を反映した高骨代謝回転となっていた． CKD-LDHF, 

CKD-HDLF群は共にCKDに伴う高骨代謝回転を抑制していたが, CKD-HDLF群はCKD-LDHF群

よりもさらに有意に骨代謝回転を抑制していた． 
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アレンドロネートがCKD stage 4 ラットの骨質に与える影響 

 

骨の材質を可視化する手法である FTIR イメージングを用いて，骨質への影響を評

価した．大腿骨遠位の海綿骨と皮質骨を用いて骨質のパラメータである石灰化度

(PO34-/Amide I)とミネラル成熟度{PO43-(1030 cm-1)/ PO43- (1110 cm-1)}を計測した．CKD-

vehicle群は海綿骨においてSham-vehicle群と比べて石灰化度が低下しており，CKDに

よる高骨代謝回転を反映した結果と考えられた．CKD-LDHF群, CKD-HDLF群は共に

海綿骨における石灰化度, ミネラル成熟度が CKD-vehicle 群と比して亢進していたが, 

CKD-HDLF群はCKD-LDHF群よりもさらに海綿骨における石灰化度とミネラル成熟

度が亢進していたことから骨形態計測から得られた骨代謝回転のデータと矛盾しない

結果となった. 皮質骨においては石灰化度, ミネラル成熟度はともにCKD-HDLF群と

CKD-LDHF群の間に有意差は認めなかった (図 13).  

図 12. 大腿骨遠位の組織を用いた骨形態計測結果  

一重標識面/骨面（sL/BS）と二重標識面/骨面（dL/BS） 

CKD-LDHF群, CKD-HDLF群は共に有意にdL/BSがCKD-vehicle群と比して低下して

いるが, CKD-HDLF群はCKD-LDHF群よりもさらに低下している 
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図 13. 大腿骨遠位の組織を用いたフーリエ変換型赤外分光(FTIR)イメージングによる骨質評価 

各群 n = 6.  a) 大腿骨遠位部の石灰化度（上段）とミネラル成熟度（下段）を表すFTIRイメージ像． 

b, c, d) 海綿骨と皮質骨における定量的な解析結果. 海綿骨においてCKDによる石灰化度とミネラル成熟度

の低下が認められた. CKD群ではALN投与により石灰化度とミネラル成熟度が増加し, CKD-HDLF群は

CKD-LDHF群よりもさらに有意に石灰化度とミネラル成熟度が増加した.  

*Indicates significant differences between Sham-vehicle (Dunn’s multiple comparison test; *P < 0.05). 

†Indicates significant differences between the sham-vehicle and CKD-vehicle groups (Dunn’s multiple comparison test; 

†P < 0.01).  

‡Indicates significant differences between the CKDvehicle group (Dunn’s multiple comparison test; ‡P < 0.01).  

§Indicates the significant differences between the CKD-LDHF group (Dunn’s multiple comparison test; §P < 0.01). 

Values shown are the mean ± SD 
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考 察 

 

本章の目的は進行期 CKD を伴う骨粗鬆症患者に対する BP 製剤の投与において

LDHF 製剤と HDLF 製剤のどちらが適切かを明らかにすることである. 本研究結果で

解析を行った CKD モデルラットは，高骨代謝回転の CKD stage 4 に相当する進行期

CKDモデルである． 

  

本研究ではまずALNの LDHF投与とHDLF投与がCKD stage 4ラットの骨に与え

る影響の違いに着目した. 腎機能正常ラットでは ALNの LDHF 投与と HDLF 投与は

骨量および骨代謝回転に与える影響に差がなかったのに対して, CKD stage 4ラットで

はALNのHDLF投与は LDHF投与に比べて有意に骨代謝回転を抑制しているという

結果となった. 5/6 腎摘によって作成された CKD stage 4 ラットは SHPT に伴い, 高骨

代謝回転になっており Sham ラットと比べて石灰化度が低下していた. ALN の LDHF

投与, HDLF投与は共に CKD stage 4ラットの石灰化度を増加させたが, HDLF投与で

LDHF 投与よりもさらに統計学的に有意に石灰化度を増加させた. また力学試験にお

いてCKD stage 4ラットに対するALNの LDHF投与とHDLF投与による骨強度に与

える影響に統計学的有意差は認めなかったものの, HDLF 投与により剛性が有意に増

加したのに対して, LDHF投与では増加を認めなかった. このようにCKD stage 4ラッ

トに対するALNの投与はHDLF投与の方が LDHF投与と比してより高骨代謝回転を

抑制したことから CKD stage 4 に対する ALNの投与は HDLF 製剤の方が骨に与える

影響の側面からは適している可能性が示唆された. しかし, このALNのHDLF投与に

よる骨代謝回転の抑制は SSBTと捉えることもできる. SSBTはマイクロダメージの蓄

積や石灰化度の増加のため非定型大腿骨骨折のリスクと報告されているため, 更なる

研究が必要と考える.  

 

次に我々はALNの LDHF投与とHDLF投与がCKD stage 4ラットの腎機能に与え

る影響を調査した. 我々の予想では薬剤性腎機能障害は“一回投与量”と“投与速度”に

規定されるため, HDLF 投与の方が LDHF 投与よりも腎機能障害をきたす可能性が高

いと考えていた. しかし, 腎病理, 血液生化学検査, 尿検査のいずれでも, 進行期CKD

ラットに対するALNの投与はLDHF投与もHDLF投与も共にさらなる腎機能障害を

きたさないという結果となった. もっとも, 本研究で用いた CKD stage 4 ラットは

CKD-LDHF群とCKD-HDLF群のみならずCKD-vehicle群も 20週から 30週にかけて

腎機能が増悪していたモデルであったということには留意するべきではある(図 14). 

我々のこの結果は近年の臨床研究の報告と合致する(Jamal et al., 2007, Miller et al., 2005). 

ALNを閉経後骨粗鬆症患者に対して 5mg/dayで 2年, そして 3年目は 10mg/dayで投
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与された大規模臨床試験である FIT 試験では進行期 CKD の中で eGFR が 15 mL/min

まで低下した患者においても ALN の投与による腎機能障害は認めなかったと報告さ

れている. また BP 製剤による薬剤性腎機能障害は一回投与量と投与速度だけでなく

BP 製剤の種類にも起因するとされている. BP 製剤はその種類によって蛋白結合率と

腎組織の半減期 (renal tissue half-life) が異なることが報告されており(Miller et al., 2013, 

Perazella and Markowitz, 2008, Pfister et al., 2003), ラットモデルにおいてゾレドロン酸の

renal tissue half-lifeが 150-200日なのに対して, イバンドロネートの renal tissue half-life

は約 24日と報告されている(Pfister et al., 2003, Body et al., 2005). BP製剤の腎組織にお

ける半減期が短ければ腎細胞内における BP の濃度を低く保つことができ腎毒性を防

げる可能性が示唆されている. 以上のことを踏まえて本研究結果から CKD stage 4 に

対する ALN の投与は投与方法に関わらず腎機能障害をきたさない可能性が示唆され

るが,  ALN以外のBP製剤のCKD stage 4に対する安全性に関してはさらなる研究が

必要だと考えられる. 

 

本研究では, CKD stage 4ラットの方がShamラットと比べても有意にALNの投与に

より骨量増加および骨強度の増加を認めた. この理由としては ALN の投与が CKD 

stage 4 ラットの SHPTに伴う高骨代謝回転により効果的であった可能性や ALNの腎

排泄率が低下している CKD stage 4 ラットの方が結果として骨への沈着率が腎機能正

常ラットよりも高かった可能性などがあげられる(Swallow et al., 2018). 本研究結果よ

り CKD stage 4 に伴う骨粗鬆症患者に対する BP 製剤の必要量と閉経後骨粗鬆症患者

に対する BP 製剤の必要量が異なる可能性も示唆された. また, 本研究結果で用いた

5/6腎摘出モデルラットはSHPTに伴う高骨代謝回転モデルであることから, 本研究結

果は CKD stage 4 患者の中でも高骨代謝回転をきたす患者にのみ参考となる結果であ

る. 実臨床では進行期 CKD に伴う腎性骨症にも様々なタイプがあり, SHPT に伴う高

骨代謝回転をきたす繊維性骨炎タイプや, 低骨代謝回転をきたす無形成骨タイプ, 混

合型腎性骨症のように高骨代謝回転と石灰化障害を伴う繊維性骨炎と骨軟化症の混合

型タイプなど存在する. 

 

本研究の限界点として，第一には進行期CKDに対するALNの投与は結局LDHF投

与と HDLF 投与のどちらが適切かは本研究のみでは結論できない点が挙げられる. 

HDLFの方が高骨代謝回転を有意に抑制した一方で, SSBTを来している可能性もある

ため長期投与では LDHF 投与の方がより適している可能性もある. 第二に本研究結果

では骨のサンプル数の問題から骨質評価の一種である材料特性のさらなる評価が行え

ていない点が挙げられる. ALN は HDLF 投与の方が LDHF 投与と比べて進行期 CKD

ラットの大腿骨の石灰化度を亢進した一方で, 力学試験では傾向はあったものの
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CKD-LDHF 群と CKD-LDHF 群に有意差は認めなかった. 骨質評価として非破壊性試

験の一種であるナノインデンテーション試験などを用いれば材質特性の差が認められ

る可能性がある. 第三に本研究では ALNの LDHF 投与と HDLF 投与間における骨沈

着率や尿排泄率を直接確認していないことが挙げられる. 過去の報告でも用いられて

いる放射性同位元素で標識された ALN を用いることで ALN の LDHF 投与と HDLF

投与の骨代謝における差をより直接的に観察できる可能性がある(Tower et al., 2014, 

Jacobs et al., 2009). そして最後に本研究では進行期CKDの主要な合併症である血管石

灰化に対してALNの LDHF投与とHDLF投与のどちらが石灰化抑制効果があるかを

評価していない点が挙げられる. 本研究で用いた CKD stage 4 ラットは高 P 血症を来

していたが, 大動脈のマイクロ C T を撮影しても血管の石灰化病変は認められなかっ

た. これは本研究で用いた CKD stage 4 ラットの餌が高 P 食ではなかったことによる

可能性がある.  

 

本章の研究をまとめると，骨代謝回転の亢進を伴う進行期 CKD stage 4 ラットの骨

粗鬆症に対する治療として，ALNの投与はLDHF投与, HDLF投与に関わらず腎機能

障害をきたさず, 骨への有効性を認めた. また, CKD stage 4 に対する ALN の投与は

HDLF 投与が LDHF 投与よりもより骨代謝回転を抑制し, 石灰化度を増加させたこと

から, CKD stage 4を伴う高骨代謝回転型の骨粗鬆症患者にはHDLF投与の方がLDHF

投与よりも適している可能性が示唆された.  
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図 13. CKD群における血清CREの 20週齢と 30週齢時点での縦断的変化 

20週齢と30週齢における統計学的有意差は認めるが, ALN投与によるCREのグループ

間の有意差は認めない. 
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総括および結論 

 

⚫ SHPTによる高骨代謝回転状態にあるCKD stage 4ラットに対するALN投与は

LDHF 投与と HDLF 投与は共に骨量, 骨強度の増加を認め, 腎機能障害もきた

さなかった.  

 

⚫ SHPTによる高骨代謝回転状態にあるCKD stage 4ラットに対するALNの投与

は，HDLF 投与で LDHF 投与より高骨代謝回転の抑制を認め, 石灰化度の亢進

を認めた.  

 

⚫ 本研究結果から進行期 CKD を伴う高骨代謝回転型の骨粗鬆症患者に対する

ALN 投与は骨代謝回転および石灰化度の観点から LDHF 投与より HDLF 投与

の方が優れている可能性が示唆された． 

 

本研究は，進行期CKDを伴う骨粗鬆症患者に対するALNの適切な投与方法を骨へ

の有効性および腎機能障害に焦点を当て, CKD stage 4ラットモデルを用いて検討した. 

総投与量は同じでも, 一回投与量と投与頻度が異なる低用量高頻度(LDHF)製剤と高

用量低頻度(HDLF)製剤が実臨床では存在するが, 本研究結果では進行期 CKD でも

ALNの投与はLDHF製剤もHDLF製剤も腎機能障害をきたさず, 骨量, 骨強度の増加

に有効である可能性が示唆された. また, 本研究結果では HDLF 製剤の方が LDHF製

剤と比して有意に骨代謝回転を抑制し, 石灰化度の亢進をきたしたことから, 進行期

CKD を伴う高骨代謝回転型骨粗鬆症患者に対する ALN の投与は HDLF 製剤の方が

LDHF製剤と比べてより適している可能性が示された.  

実臨床において骨粗鬆症治療は長期に渡り, 休薬できる患者はわずかである. 本研

究ではヒト換算で 5 年程度に相当する 10 週間の ALN 投与をラットに施行したが, 

HDLF製剤ではSSBTを来している可能性も示唆された. 進行期CKDを伴う高骨代謝

回転型骨粗鬆症患者に対するALNの長期投与においてHDLF製剤とLDHF製剤のど

ちらが適しているかはさらなる検討が必要であると考えられる.  

CKD-MBDでは骨の異常や検査値の異常を是正するだけでなく，血管石灰化の予防

や治療も重要であるが，本研究では血管の異所性石灰化などは評価していない．BP製

剤において HDLF 製剤と LDHF 製剤が石灰化におよぼす影響は非常に興味深いとこ

ろであり，CKDステージ 4の患者におけるBP(HDLF), BP(LDHF)製剤が，心血管組織

にどのように影響するかについても今後の研究課題である． 
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