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研究成果の概要（和文）：今回、In vitroで骨芽細胞・骨細胞・破骨細胞を分離してFGF23産生能を検討した。
分化石灰化能を有する骨芽細胞系Cell LineのMC3T3-E1細胞を、アスコルビン酸刺激とリン負荷にて骨細胞まで
分化石灰化させた。成熟骨芽細胞と初期骨細胞が特にFGF23産生能力が高いことが判明した。しかも、FGF23産生
促進はリン負荷よりも活性型ビタミンD化合物が産生促進作用が強かった。
その他、脾臓構成細胞のうちPlasmatoid樹状細胞や、異所性石灰化した血管でもFGF23産生能を部分的にも有す
ることを観察した。

研究成果の概要（英文）：We estimated the FGF23 production in vitro among isolated osteoblasts, 
osteocytes and osteoclast in bone constitution cells without osteocyte harvest. The osteoblastic 
Cell Line MC3T3-E1 cells have ability to be calcified spontaneously. We changed these cells into 
osteocytes by ascorbic acid and phosphate overload in vitro. We estimate the FGF23 mRNA expression 
at each stage from osteoblast to osteocyte. The both of matured osteoblast and immature osteocyte 
had the most effective production ability. We discovered that the most powerful stimulator on FGF23 
is active vitamin D and analogues (vitamin D receptor activator), but not phosphate loading.
In addition, we were able to observe the even plasmatoid dendritic cell in spleen and calcified 
vessel as an ectopic calcification have also FGF23 production ability. These phenomena might explain
 the effect of FGF23 on cardiovascular events and immune system. This area is needed further 
investigation.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
FGF23は腎機能障害者においては、生命予後と密接に関係することが明らかとなりつつある。またFGF23受容体と
なるKlotho蛋白をコードするKlotho遺伝子は長寿遺伝子すなわち抗老化作用を有することが明らかとなった。
本研究成果は、この老化の本質的なメカニズムの一端を明らかにするものであり、今後の抗老化作用を有する創
薬にもつながる成果である。さらには心血管病の進展や免疫系への作用など広い分野の研究領域を啓く可能性が
ある。



１．研究開始当初の背景 

腎機能障害に由来する二次性副甲状腺機能亢進症は、PTH 高値を示し腎臓のリン利尿過剰によ

る更なる腎機能低下と線維性骨炎を来す。骨由来の FGF23 は腎臓で抗加齢遺伝子蛋白の Klotho

複合体を受容体としリン利尿亢進とビタミン D 活性化抑制作用を示す。このように腎臓と骨は

腎-骨連関軸として関連が深い。しかし腎機能障害並びに腎機能廃絶に伴う腎-骨連関軸の鍵と

なる FGF23 動的平衡についてはほとんど知られておらず、軸のミッシングリンクとなっている

状況であった。 

２．研究の目的 

本研究では、腎機能障害の進展に伴う骨・ミネラル代謝異常のうち、腎-骨連関軸のミッシング

リンクとなっている腎臓を中心としたリンと FGF23 の代謝調節機構を中心に、骨組織における

FDF23 産生調節メカニズムと腎機能障害の及ぼす効果の検討を行う。 

３．研究の方法 

骨細胞様細胞培養法を用いて、腎障害に大きく変動するリン・Ca・ビタミン Dなどの Ca調節ホ

ルモン・各種尿毒素の FGF23 の産生分泌に及ぼす作用を検討する。その上で、同実験系を用いて

FGF23 の産生分泌調節の分子機構を検討した。 

骨細胞様細胞培養法：石灰化能を有する骨芽細胞（Osteoblast）Cell Line の MC3T3-E1 細胞を、

50μg/ml のアスコルビン酸と 5mMβ-glycerophosphate を 24 時間添加し強制的に分化誘導させ

14 日間長期培養を行い、骨細胞マーカーの Sclerostin 遺伝子 SOX-1 高発現 Cells を骨細胞群と

した。得られた骨細胞様細胞培養にて無 37℃、５％CO2 下で 48 時間培養し、培地中の C-端と

intact-FGF23(カイノス社製 ELISA キット)で測定する。抽出した RNA を Realtime PCR 法を用い

て FGF23 発現を確認した。 

リン負荷：腎機能低下に伴い蓄積上昇するリンに焦点をあて、リン調節ホルモンである FGF23 産

生分泌に対する効果の検討を行う。in vitro にて得られた骨細胞様細胞にてリン(0.8mM, 2.0mM, 

3.8mM)を培地中に添加し、培地中の C-端 FGF23 と intact-FGF23 濃度並びに FGF23 遺伝子発現の

変化を測定する。（Control+初代骨細胞培養系 1種＋骨細胞様細胞培養群 1種）ｘリン 3濃度の

計 9群で比較検討を行った。 

活性型ビタミン D：腎機能低下に伴い低下する活性型ビタミン Dに焦点をあて、FGF23 産生分泌

に対する効果の検討を行った。in vitro にて骨細胞様細胞にて、Ca2+(1.25mM, 2.5mM, 4.0mM)と

活性型ビタミン D活性型ビタミン D（Calcitriol  10-9M, 10-8M, 10-7M）を培地中に添加を添加

し、培地中 C-端と intact-FGF23 濃度並びに FGF23 遺伝子発現の変化を測定する細胞様細胞培養

群２種ｘ（Control+Ca3 濃度＋Calcitriol3 濃度）の計 14 群で比較検討を行った。さらにビタミ

ン D 受容体アクチベーター(VDRA)：二次性副甲状腺機能亢進症を有する慢性腎不全症例の治療

に用いられている各種 VDRA を、ビタミン D 受容体（VDR）の親和性に応じて濃度調整を行い、

Control, alfacalcidol, Maxacalcitol, Falecalcitriol, Paricalcitol, Eldecalcitol の各群

を骨細胞様細胞に添加し、培地中 C-端と intact-FGF23 濃度並びに FGF23 遺伝子発現の変化を測

定し比較検討した。 

ビタミン D受容体（VDR）：これらの作用がビタミン D受容体（VDR）を介したものかどうかを確

かめるために、培養骨細胞様細胞にて、VDR の knock dawn を行い FGF23 減弱を確認した。具体

的には VDR knockdown sequence は pcDNA3.1 vector (Invitrogen)を用いた。pcDNA3.1 を培養

MC3T3-E1 細胞に入れる群と入れない群を作成し比較検討した。これらの細胞を 1×10-8M 

Calcitriol で刺激し、FGF23 と VDR の mRNA を FGF23 と VDR (Mm00437297) プライマーを用い



て qPCR で検討した。 

４．研究成果 

今回、In vitroで骨芽細胞・骨細胞・破骨細胞を分離してFGF23産生能を検討した。分化石灰化

能を有する骨芽細胞系Cell LineのMC3T3-E1細胞を、アスコルビン酸刺激とリン負荷にて骨細胞

まで分化石灰化させた【図１】。 

 

このうち、成熟骨芽細胞と初期骨細胞が特にFGF23産生能力が高いことが判明した。しかも、FGF23

産生促進はリン負荷よりも活性型ビタミンD化合物が産生促進作用が強かった。さらにはビタミ

ンDのうち、生体内の活性型ビタミンD（Calcitriol）のみでなく、現在臨床上で用いられている

活性型ビタミンDアナログ（ビタミンD受容体刺激薬：VDRA）にParicalcitol, Maxacalcitol, 

farecalcitol, eldecalcitolにおいても観察され、さらには活性型ビタミンDの前駆体である

25(OH)D3でも観察された。これらのFGF23の産生刺激能力は、各化合物のビタミンD受容体への親

和性と関連性が認められた。このことから活性型ビタミンDならびにアナログでは、FGF23産生亢

進は受容体を介するGenomic Actionであることが判明した。 

その他、脾臓構成細胞のうち Plasmatoid 樹状細胞や、異所性石灰化した血管でも FGF23 産生能

を部分的にも有することを観察した。 
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