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研究成果の概要（和文）：FGF23はカルシウムーリン代謝に重要な役割を果たすことが知られている。本研究に
よって、それに加えて腎尿細管細胞ではエリスロポエチンとの相互作用について世界で初めて明らかにした。さ
らに、FGF23のリガンドであるKlothoがリンパ球に発現していること報告してきたが、感染症が予後に重要な問
題となている末期腎不全、特に透析患者の末梢血B細胞が減少している原因としてその細胞上のKlotho発現低下
が関与している可能性を見出した。その発現低下は透析患者の末梢血中で活性化しているADAM17であることも明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：It has been that FGF23 has played an important role in Ca-P metabolism. 
Newly, We found that FGF23 were crosstalk with erythropoietin in renal epitherial cells. Moreover, 
number of Klotho positive B cells was decrease in patients with hemodialysis. This may be caused for
 immunocompromised host of the patients with hemodialysis. We found that One of the causes for 
decrease of Klotho positive B cells was digested by ADAM17, which was activated in the patients with
 hemodialysis.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
FGF23とエリスロポエチンは腎不全病態において重要な役割を果たしている。その両者が腎尿細管細胞で相互作
用していることは、新たな治療法の開発や創薬のシーズとなる。さらに、B細胞に発現するKlothoの低下が透析
患者の易感染性に結び付く可能性は、透析患者の死因の多くを占める感染症について新たな治療法や創薬のシー
ズとなり医学的意義は大きいい。これらを基に、透析患者の易感染性を完全できれば感染症に費やす医療費の削
減も期待でき社会的にも意義は大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
１）Fibroblast growth factor (FGF) 23は FGFファミリーに属するが、他の FGFファミリー
メンバーが有する胎生期における形態形成への関与はなく、FGF23もしくはそのリガンドであ
る Klotho を欠失したマウスでは老化が進むことからアンチエイジングに関わることが報告さ
れてきた。 
２）FGF23は主に骨細胞で産生されKlothoを発現している腎尿細管細胞に働きカルシウム（Ca）
の再吸収とリン（P）の排泄を促し Ca-P代謝に働くことが報告されてきた。一方。我々は、骨
組織以外に脾臓の形質細胞様樹状細胞にFGF23の産生とそのリガンドであるKlothoが成熟し
た B細胞に発現し FGF-Klpthoシグナルが免疫系に関与していることを報告してきた。 
３）末期腎不全である透析患者の死因の多くを感染症が占め、易感染性であることが知られて
いるが、その病態については明らかにされていない。末期腎不全患者では血清中の FGF 濃度
が高地を示していることと FGF23－Klothoシグナルが B細胞に関与していることから、末期
腎不全患者の B細胞において FGF23-Klothoシグナル系に異常がある可能性が示唆され、この
ことを解析することから免疫系におけるFGF23-Klothoシグナルの生物学的役割を明らかにで
きる可能性がある。 
以上、FGF23-Klotho シグナルはこれまで報告されてきたアンチエイジングや Ca-P 代謝以
外にも生物学的役割を果たしている可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、FGF23-Klotho シグナルの Ca-P 代謝以外の生物学的役割を明らかにするこ
とである。具体的には以下のことを明らかにする。 
１）マウス尿細管細胞株mIMCD3を FGF23で刺激し発現変動が誘導される遺伝子を DNAマ
イクロアレイと生体情報解析を用いて腎尿細管細胞におけるリン利尿以外の生物学的役割を明
らかにする。 
２）マウス脾臓細胞の解析から示唆される FGF23-Klothoシグナルの B細胞のへの関与につい
てヒト B細胞を用いてその生物学的役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
１）マウス腎尿細管細胞株 mIMCD3 を用いた研究 
I) マウス腎尿細管細胞株 mIMCD3 を FGF23 10nG/mL で 4 時間刺激した後、RNA を抽出する。 
II) 無刺激の細胞から抽出した RNA をコントロールとして用いる。 
III) FGF23 刺激した細胞から抽出した RNA とコントロールの RNA をそれぞれ別の色素で標識す
る。 
IV) 標識した RNA をアジレント社製 DNA マイクロアレイ(Agilent Whole Mouse Genome oligo 
microarrays 8x60K; ID 028005)に競合ハイブリダイズし遺伝子の発現を測定する。 
V）測定値から FGF22 刺激で遺伝子発現が増強する遺伝子と低下する遺伝子を特定する。 
Vi) 発現量が増強する遺伝子と低下する遺伝子をそれぞれ生体情報解析法である pPOSSUM 
version 3.0 (http://opossum.crserg.ca/oPOSSUM3)を用いてその遺伝子発現を調節する転写因
子の候補を見出す。 
VII) 見出された転写因子の候補から腎尿細管細胞とかかわりの深い転写因子を特定し、その転
写因子を細胞内シグナルとして用いる因子を特定する。 
VIII) 特定した因子と FGF23 との腎尿細管細胞における相互作用を解析する。 
２）ヒト B細胞における FGF223-Klotho シグナル系の生物学的意義の解明 
ヒト B細胞において、FGF23-Klotho シグナル系の異常が考えられる末期腎不全である透析患
者の B細胞で Klotho 発現を解析することを通して、このシグナルの B細胞、免疫系における生
物学的役割を明らかにする。 
I) 和歌山県立医科大学倫理委員会の承認後、透析患者と健常者より末梢血を採集する。 
II) 採取した検体について、末梢血リンパ球、B細胞、Klotho 陽性 B細胞についてフローサイ
トメトリーを用いて解析する。 
III) B 細胞の klotho 発現に異常がみられたら、Klotho 発現を確認しているマウス B細胞株 A20
を透析患者もしくは健常者の血清を加えて 24 時間培養する。 
IV) 培養後、フローサイトメトリーを用いて A20 の Klotho 発現に変化がみられないかフローサ
イトメトリーで解析する。 
V) 患者血清中の Klotho 発現に変動を誘導した物質を特定する。    
          
     
４．研究成果 
１）マウス尿細管細胞株 mIMCD3 を用いた研究 
 mIMCD3 細胞株を FGF23 刺激で発現変動がみられた分子は２６であった。そのうち 8遺伝子に
発現が増強し、18 遺伝子に発現低下が見られた。発現増強した遺伝子のうち蛋白をコードする
遺伝子は Reg16、Krt17、Akt1st1 の３つであった。発現が低下した遺伝子については、Brip3、
AK4、Mt1、Mt2、Pdk1、Slc16a3、Cadps2、Tmprss6、Selenbp1、Ankrd37、Cadps2、Mgarp1、蛋
白が同定されていない理研の遺伝子 2010300C02Rik、953009N15Rik、1700026L06Rik の 15 であ



った。次に、転写因子が明らかにされている遺伝子、増強した 3遺伝子と低下した 12 遺伝子を
用いて生体情報解析をおこなった。その結果、増強した遺伝子の転写因子の候補として、Zfp423、
RORA_1、PPARG::PXRA に加えて Stat3、ELK1 など 16の転写因子が見出された。このうち、これ
まで研究から、腎尿細管細胞に関わる可能性があるのは PPARG::PXRA、ELK1、Stat3 であった。
一方、低下した遺伝子を用いた解析結果では、HOXA5、Pdx1、ZEB1 などに加えて Egr1、STAT1
が見出された。このうち、ELK1 と Egr1 は FGF23 の細胞内シグナルの下流に位置することから、
PPARG::PXRA、STAT３、STAT1 が候補と考えた。このうち STAT１と STAT3 はエリスロポエチンの
細胞内シグナル系であるので、エリスロポエチンとの相互作用について、次に解析することと
した。mMICD3 をエリスロポエチン 1U/mL 単独、FGF23 10ng/mL 単独と両者を添加して培養した。
その結果、FGF23 で増強した遺伝子では Rgs16 でエリスロポエチンでも発現が増強したが、明
らかな相加効果は認めなかった。低下した遺伝子については、Brip3、Mt1、Mt2、Pdk1、Slc16a3、
Cadps2、Selenbp1、Ankrd37、Cadps2、Mgarp1 の 10 遺伝子の発現がエリスロポエチンで誘導さ
れた。このうち、Brip3、Mt1、Mt2、Pdk1、Slc16a3、は参加ストレスに関係するものであった。
これらの遺伝子について、FGF23 は発現抑制が確認された。さらに、エリスロポエチンによる
発現増強も抑制された。このことから、FGF23 はエリスロポエチンに遺伝子発現誘導を調節し
ている可能性が示唆された。この発現抑制に機序につて、エリスロポエチンの細胞内シグナル
系である STAT１のリン酸化について解析した。その結果、FGF23 存在かでも STAT1 のリン酸化
の減弱は認めなかった。次に、FGF23 で誘導される分子の関与を解析するため、FGF23 が細胞内
シグナル系である ERK を阻害した。その結果、ERK 阻害薬により FGF23 による発現抑制が回復
した。このことから、FGF23 で発現する分子もしくは non-coding RNA によりエリスロポエチン
による発現誘導を抑制していることが示唆された。さらに、FGF23 が発現抑制した 5 遺伝子に
ついては酸化ストレスに関係するものであることから、その遺伝子発現を抑制することは細胞
に保護的働いている可能性が考えられる。このように、腎尿細管細胞で FGF23 とエリスロポエ
チンは相互作用していると考えられる。 
２）ヒト B細胞における FGF223-Klotho シグナル系についての研究 
 透析患者の末梢血を解析したところ、健常人に比べ透析患者でリンパ球数の低下を認めた。
さらに、フローサイトメトリーの解析により B細胞数の低下と Klotho 陽性 B細胞数の低下を認
め、透析患者の易感染性の原因の一つとしてリンパ球数、B細胞数、Klotho 陽性細胞数の低下
が考えられた。次に、血清中に B細胞の Klotho 発現を低下させる物質がないか検討するために
Kloyho 発現が確認されているマウス B細胞を患者もしくは健常人の血清を加えて培養した。そ
の結果、透析患者の 16 人中 8 人の血清を加えると、A20 の Klotho 発現量が低下した。低下の
原因としては発現抑制と切断によることが考えられるので、血清を加えて培養した上清を抗
Klotho 抗体を用いてウェスタンブロットしたところ、低下の見られた患者の血清を加えた培養
上清で切断された Klotho を認めた。このことから、B 細胞の Klotho 低下は主に切断によると
考えられた。Klotho 切断酵素としては蛋白分解酵素である BACE、メタロプロテアーゼである
ADAM10 と ADAM17 が報告されている。そこで、血清に蛋白分解酵素阻害薬を加えて培養したが、
低下した発現は回復しなかった。一方、EDTA を加えて培養したところ、低下が回復し Klotho
発現低下の原因としてメタロプロテアーゼである ADAM10 もしくは ADAM17 の可能性が示唆され
た。ADAM17 特異的に阻害する…を加えて培養したところ、Klotho 発現低下が回復し透析患者で
Klotho 陽性 B細胞数の低下は ADAM17 によることかが示唆された。次に、患者の末梢血 ADAM17
を ELISA を用いて測定したところ、健常人と優位な増加は認めなかった。ADAM17 には不活型と
活性型があり、末期腎不全では ADAM17 が活性化していることが考えられた。 
 本研究で、FGF23-Klotho シグナルの新たな生物学的役割を明らかにすることができた。 
さらに、腎不全では重要な役割を果たしているエリスロポエチンと FGF23 が相互作用している
ことは、今後の腎不全病態を考える上で重要な知見であり、新たな創薬、治療法のシーズとな
る。また、B細胞の FGF23-Klotho シグナルの異常を是正することが新たな感染症の創薬、治療
法開発のシーズとなる。 
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