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概 要 （背景，目的） ほ乳類のカルシウムイオン濃度に対する恒常性は体液塩類のうち最も頑強である。生体の Ca イ

オン濃度は 1.25 mM で，上下幅 5%でタイトに調節されていることは良く知られている。細胞内外の 104 の Ca イオン濃度

差が活動電位の源であるので，厳密でなければならない，と考えられているが，その理解でよいのか，またそれを担保す

るメカニズムは，完全に判っているとは言えない。Ca センサー分子としては，カルシウム受容体（CaR）がよく知られている

（Nature93）。CaR は体液 Ca イオンに応答して副甲状腺ホルモン（PTH）分泌を抑制する GPCR センサーである。ところが，

カエル卵細胞で再構成された CaR 単分子の感度は約 4 倍の 5 mM であった（JBC95）ことから，CaR 分子のみで制御さ

れているという理解は不十分であることが推測される。 

そこで，Ca 感知システムにおいて CaR を補完する機構があるのではないかと考えて，副甲状腺の細胞内構造を詳細に

調べた所，CaR が凝縮している小胞様構造を発見し，その構成要素の一つが Tspan8 であると判明した。 

（方法） Tspan8-KO マウスを作製し，表現型を解析した。 

（結果） Tspan8 は，主に腎臓，腸管に発現している。そこで，KO マウスについて，血清生化学，副甲状腺／骨／腸／尿

細管の組織形態学，腎機能を解析した。まず，副甲状腺の形態を調べたところ，細胞内小胞の膨大化が起きていた。加

えて，骨密度と骨量の低下，クレアチニンクリアランスと再吸収能は正常ながら尿量が増加し，Ca, Mg の排泄量が増加し

ていた。その原因を理解するため，尿細管の微細形態を解析したところ，集合管ないしヘンレループの細胞内小胞のサイ

ズが増大していた。現在，副甲状腺，尿細管，腸管上皮の細胞機能を解析中である。本研究では，Tspan8 分子に着目す

る事で，CaR が機能する場（小胞様構造）の解析を行い，「生体カルシウムおよびリン酸の感知，調節」の理解を目指す。 

 

１．はじめに 

応募者は鍋島らが樹立した alpha Klotho マウスのミネラ

ル代謝，特に副甲状腺のカルシウム（Ca）感知に興味をも

ち，Ca受容体（CaR）を含めたCa感知機構を研究してきた

(1-4)。一般に，体液の Ca イオン濃度は 1.25 mM である。

Ca は体液組成中，最も厳密な制御を受けており，5%程度

の上下幅で調節されている(5)。ところが培養細胞では，Ca

濃度はそれほど厳密である必要がないうえ，Oocyte に再

構成された CaR の感度閾値は実際の体液の約 4 倍の 5 

mM であった(6)。なぜこのような不整合が生まれるのだろう

か。生体，特に副甲状腺細胞には，CaR 分子の補助分子

や補助機構が存在するのではないだろうか？ 

 

この仮説を検証するため，応募者は副甲状腺細胞の微

小構造を認識する抗体群を樹立し，形態的解析を行った。

その結果，Mx118 というモノクローナル抗体が，CaR が凝

縮されている小胞様構造物を認識していた（図 1，2）。副

甲状腺細胞内の特殊な小胞に CaR が集中して存在して

いる事が示唆され，その特性はミネラル研究の対象になり

うると考えられた。MX118 抗体は，腎臓でも遠位尿細管を

中心に，ヘンレループ，集合管に染色陽性であった（図

3）。MX118 抗体を用いて小胞まるごとの精製を実施し（図

4），構成成分を MSpec で解析した。これにより Tspan8 が

抗原である事が判明した(7,8)。Tspan8は4回膜貫通型の膜
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分子で，GWAS で二型糖尿病，双極型精神病への関与

が示唆されている。しかし，生理的な機能はよく判ってい

ない(9-15)。本研究者は，Mx118 抗体を用いて解析した結

果，次のような予備情報が得られた。 

1） Tspan8 により構成される数百ナノメーター径の小胞が，

副甲状腺に存在する。その他，腎臓尿細管，肺，腸管

上皮，骨細胞に存在し，それぞれサイズと構成成分が

少々異なる。一方，肝臓，血管，心臓，筋肉には発現

していない。従って，Tspan8 遺伝子発現の分布は，ミ

ネラル代謝に関わる臓器に偏っているとも考えられる。 

2） 副甲状腺において，Tspan8 小胞は PTH 顆粒とは区別

できるが，CaR 分子の分布とほぼ一致する（図 2）。こ

れは，副甲状腺における体液 Ca 感知が，この小胞で

行われる可能性を示唆する。最近，CaR のような

GPCR はエンドサイトーシスにより細胞内の小胞に入り，

細胞内の小胞膜上で活性を持つ，という仮説が提唱さ

れており（Kobilka, 2012），応募者の知見は「GPCR エ

ンドサイトーシス小胞」に一致する可能性がある。 

 

 

図 1. マウス副甲状腺の免疫染色。緑色＝Mx118 抗原，赤

色＝PTH 顆粒 図 2. マウス副甲状腺の免疫染色。緑色＝Mx118 抗原，赤

色＝CaR 

 

図 3. マウス腎臓の免疫染色 

緑色＝AQP1 抗原（近位尿細管），赤色＝Mx118 抗原，白色＝ク

ロソー（遠位尿細管） 

 

図 4. Mx118 を用いて腎臓から精製した細胞内構造の電子

顕微鏡像（小胞様） 
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２．研究・実験方法 

２．１ 実験動物ならびに飼育条件 

日本 SLC より C57/B6J 雄マウスを購入し，本研究施設

の規定に従って飼育した。また Tspan8 遺伝子改変マウス

は，理化学研究所 CDB および京都大学医学研究科附属

動物実験施設の規定に基づいて飼育の上，実験，観察

に供した。 

２．２ マウス生理学解析 

Tspan8-KOM を用いて，次の解析を行ない，ミネラル代

謝を理解する。 

ⅰ．肉眼的所見 

ⅱ．血清生化学的検討 

ⅲ．組織学解剖学的解析 

ⅳ．骨形成，骨密度を形態，DXA法，マイクロCTの方

法で検討する 

ⅴ．24時間蓄尿により，Ca/Creatininを算出し，Caイオン

の再吸収効率を概算する 

 

３．結 果 

ⅰ．肉眼的所見 

Tspan8がミネラル代謝に関与する可能性を検討するた

め，Tspan8-KOマウスを観察した。体重は対照群より僅か

に少なかった。しかし，総体としてほぼ健康に見え，繁殖

可能であった。 

ⅱ．血液検査の結果，Ca, Mg, Piの異常値は検出されな 

 

かった。 

ⅲ．組織学解剖学的解析 

＜骨＞マイクロCTの方法で検討すると，骨頭のサイズ

がやや小型であり，構造がやや粗鬆になっていることが判

った（図5）。また，DXA法にて，骨密度が１割程度低下し

ていた（ 図 6 ） 。 こ れは ， Champy らに より報告された

Tspan8-KOマウスの表現型と同一であるので，再現性をも

って観察できたことになる(13)。 

ⅳ．血清ミネラル代謝には異常が見られず，形態学上の

表現型としては骨だけに異常が見られた。なぜ骨に表現

型がみられるのであろうか？これは，Tspan8が発現してい

る部位である，腸管吸収か尿細管排泄に問題があるので

はないかと想像されるので，まず腎臓に着目して，尿の解

析を行った。 

ノックアウトマウス２系統（EKO1, EKO2: n＝4, 4）とリッタ

ー野生型（n＝4）の比較を実施した結果，Ca/Cre比は優位

差がつかなかったが，KOマウス２系統の尿量は多く，結

果として一日Ca排泄量は2倍以上であった（図7，8）。一日

排泄量の差はNaにはみられず，タンパク質の漏出も観察

されなかった。Tspan8が発現している尿細管のセグメント

を考慮すると，Tspan8はカルシウムの調節性再吸収に関

与しているのではないかと想定される。この検討により，尿

細管再吸収の表現型が見いだされたものの，骨の表現型

は腎臓だけが原因であるかどうかは不明である。 

 

  

図5. 野生型およびTspan8ノックアウトマウスの大腿骨のマ

イクロCT像 

図6. 野生型およびTspan8ノックアウトマウスの大腿骨を

DEXA法で解析し骨塩量を定量下した結果 
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図7. 野生型およびTspan8ノックアウトマウスの１日尿を蓄積

し，Ca, Creを計測して比を取った比較 
 

図8. 一日当たりのCa排泄量の比較 

 

ⅴ．電子顕微鏡的解析 

＜副甲状腺＞TEM解析にて，野生型に比べて，KOマ

ウスでは細胞内部の小胞の膨大化が認められた（図9）。 

＜尿細管＞ヘンレループのTEM観察において，KOマ

ウスでは細胞内の小胞が膨大化していることが見いださ

れた（図10）。 

＜腸管上皮＞空腸の絨毛細胞の分析で，輸送小胞と

思われるベシクルがノックアウトマウスにて膨大化している

ことが見いだされた（図11）。 

 

４．考 察 

Tspan8は，おもに腸管上皮細胞，尿細管上皮細胞に加

え，肺や神経細胞に発現している 4 回膜貫通分子である。

この分子は，抗体で精製して来ると細胞内小胞の形態とし

て得られるので，100～200 nm 直径の小胞の構成成分な

のではないかと考えられた。しかしノックアウトマウスを作

製して解析した結果は，少々体重が低い以外の表現型は

外見上見いだせず，繁殖も正常であった。さらに詳細に

調べると，尿量が多いために，ミネラル（Ca）の漏出がおお

く，骨頭の形成に障害があり，骨密度が低い事が判った

(14,15)。これは，入って来る量よりも出て行く量が多いので，

個体のミネラルバランスが崩れていて，骨量骨密度に差

が出るのではないかと想像された。ミネラルバランス不調

の原因を調べるため，尿細管細胞，腸管上皮細胞の電子

顕微鏡的解析を行った。これらの上皮は吸収，ないし再

吸収を行う細胞なので，小胞の多くは，輸送小胞ではない

かと考えられる。それらのサイズが膨大化しており，また異

常な並び方である事が判明した。すなわち，Tspan8 は細 

 
図 9. 野生型および Tspan8 ノックアウトマウスの副甲状腺

を電子顕微鏡 TEM で解析した 

 
図 10. 野生型および Tspan8 ノックアウトマウスの尿細管ヘ

ンレループ上皮細胞を電子顕微鏡 TEM で解析した 

 
図 11. 野生型および Tspan8 ノックアウトマウスの空腸上皮

細胞を電子顕微鏡 TEM で解析した 
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胞内小胞の構成成分として，小胞の形成や輸送能力に大

きな役割を果たしていることが想定された。また，これらの

細胞学的な問題が，ミネラル代謝に対して直接的な影響

となって出やすいということが想像された。 
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Summary 

Calcium-sensing receptor (CaR) can make ionic regulation by sensing serum minerals.  We have found that 

CaR is aggregated in a vesicle of parathyroid chief cells of mice.  Then we analyzed the components of the 

vesicle and found that Tspan8 would be an important part.  To elucidate influence of Tspan8 in Ca sensing 

mechanism, we decided to make Tspan8-knockout mice and study the phenotype including morphology.  

Bone mineral density was 10% decreased and bone head of femur was relatively small compared with that of 

wild type mice.  Ca excretion in urine was significantly increased.  This was estimated as a cause of bone 

mineral density loss.  In addition, transporting vesicles were enlarged, in both intestinal villus and tubular cells.  

These findings led us hypothesize that Tspan8 should play an important for vesicle plasticity in cells.  Due to 

lacking Tspan8, mineral maintenance were impaired through malfunction of intracellular vesicle, resulting in a 

plenty loss of bone mineral salt.  In conclusion, Tspan8 is essential for maintenance of mineral ions.  CaR might 

make sense of mineral ion concentration in the fluid of intravesicular space where is closed by Tspan8-derived 

membrane.   
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