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研究成果の概要（和文）：GGCX (γ-glutamyl carboxylase)症候群はγ-グルタミル基のカルボキシル化不全に
より皮膚石灰化症状を呈する。本研究ではGGCX症候群を中心とした皮膚石灰化疾患における、皮膚石灰化機序を
解明する基礎研究として、抗石灰化分子fetuin-Aに着目し研究を行った。
結果、GGCX患者の培養線維芽細胞上清においてfetuin-Aは検出されず、これは健常人でも同じ結果であった。血
清のfetuin-A濃度は、皮膚石灰化類似疾患である弾性線維性仮性黄色腫において、健常人と同程度検出された。

研究成果の概要（英文）：GGCX (γ-glutamyl carboxylase) syndrome is a rare disease, and it shows skin
 calcification symptoms due to insufficient carboxylation of γ-glutamyl group. In this study, we 
focused on the anti-calcification molecule fetuin-A to elucidate the skin calcification mechanism in
 patients with GGCX syndrome.
As a result, fetuin-A was not detected in the supernatant of culture fibroblast obtained from GGCX 
patients as well as from healthy subjects. Titer of serum fetuin-A in pseudoxanthoma elasticum 
patient, one of skin calcification diseases, was similar to that in healthy subjects. 

研究分野： 皮膚科学

キーワード： 皮膚遺伝学

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
GGCX (γ-glutamyl carboxylase)症候群や弾性線維性仮性黄色腫（pseudoxanthoma elasticum：PXE）は皮膚石
灰化をもたらす希少疾患であるが、その石灰化機序は判明しておらず、有効な治療法はない。本研究において
は、循環における強力な抗石灰化因子であるfetuin-Aに着目して検討を行った。難治性皮膚石灰化疾患の理解・
治療方法創出への足がかりとなることを期待する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 石灰化を起こす遺伝性疾患において、鍵となる分子の特定と石灰化経路の抑制は、患者に大
きな利益をもたらすと考えられる。弾性線維性仮性黄色腫（pseudoxanthoma elasticum: PXE）
は全身の弾性線維に異所性石灰化を来す希少な遺伝性結合組織疾患であるが（1人/30 万人）、石
灰化の機序は未だ不明のままである。GGCX(γ−glutamyl carboxylase)症候群は、GGCX 遺伝子が
コードする GGCX タンパク質の機能異常によって、皮膚弛緩症様症状や弾性線維の石灰化といっ
た PXE様の症状に加え、眼症状や凝固能異常など多彩な臨床像を呈する稀な疾患である。世界で
はこれまでに 30例ほどが報告されているが、患者数が少ないことからその病態解明には程遠い。
これら 2 疾患は、最終的に異所性石灰化が致死的病態の中心となっていく。原因遺伝子の違いか
ら石灰化経路の違いはあれ、最終的な結果が同じ点に至るという事実に関しては、それぞれの疾
患に特異的に存在する機序が関与していると予想される。そして、それを解明することは、疾患
治療法の開発につながっていくと考える。 
 
(2) 抗石灰化作用が注目されている fetuin-A は、主に肝で合成される糖タンパク質である。各
種石灰化疾患に関連していると想定されるが、GGCX 症候群においても石灰沈着に影響を与えて
いる可能性がある(Vanakker OM et al, Lab Invest. 2010)。また PXE患者血中で 30%まで減少
しているという報告がある(Jiang Q et al, J Invest Dermatol. 2010)。 
 
(3) 研究代表者は PXEと GGCX 症候群患者における皮膚症状の差は石灰化機序や程度の差による
ものであり、両者間には石灰化関連因子の発現に差があるのではないかと考えた。そこで、GGCX
症候群患者の線維芽細胞を用いた石灰化関連因子の発現に関する研究発表を行ってきた。2017
年に、これまでに報告のない新たな GGCX 遺伝子変異を同定し、その患者線維芽細胞において、
ウェスタンブロットや免疫細胞染色、ELISA にてタンパク質解析を行った。その結果、非カルボ
キシル化 MGP の貯留が明らかとなり、GGCX 機能不全に伴う低カルボキシル化状態であることが
示唆された。また石灰化メディウムを用いた誘導試験では、患者線維芽細胞において骨分化条件
のみならず通常培養条件下でも石灰化を認めた。また、アルカリフォスファターゼ、オステリッ
クス、ペリオスチンといった骨・軟骨分化マーカーが高値を示し、GGCX 患者線維芽細胞が骨芽
細胞へ分化しやすい性質を持つことを発表した (Okubo Y et. al. PLoS One. 2017)  
 
 
２．研究の目的 
本研究では実際の PXEと GGCX 症候群患者の線維芽細胞と血清における fetuin-Aの定量を行う。
抗石灰化作用を有する Fetuin Aが、これらの疾患生理に及ぼしている影響の解明を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 通常の細胞培養 
GGCX患者（n=1）、健常人(n=2)の腹部皮膚を dish 上に静置し、10% fetal bovine serum (FBS; 
EQUITECH-BIO, Inc., Kerrville, TX)を添加した、Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
(DMEM; NISSUI PHARMACEUTICAL Co. Ltd., Tokyo, Japan)を培地として、5% CO2, 37℃のイン
キュベーターで線維芽細胞を培養し、P3で回収した。 
その後、それぞれ 4.0 × 105の細胞を 6 well dish に蒔き、コンフルエントになった段階で PBS
洗浄し冷却した。RIPA Buffer (#9806S, Cell Signaling Technology)を添加、細胞を回収し、
12,500 rpm で 10 min 遠心して上清を回収した。  
 
(2) 石灰化メディウムにおける細胞培養 
上記の細胞を、10% FBS 添加 DMEM に以下を添加した石灰化誘導メディウムにて、7 日間培養し
た；10 mM ß-glycerophosphate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 0.1 mM vitamin C (Wako 
Pure Chemical Industries, Ltd.), 10−8 M dexamethasone (Sigma-Aldrich), and 1% glutamine 
(Wako Pure Chemical Industries, Ltd.)。（条件の詳細は Okubo Y et. al. PLoS One. 2017に
記載) 
 
(3) ELISA 法 
前述の通常培養線維芽細胞、石灰化メディウム培養線維芽細胞、血清（PXE n=5, 健常人 n=5）
について Quantikine ELISA, Human Fetuin A (R&D systems)を用いて、プロトコール通りに吸
光度測定、standard から濃度算出した。  
 
 
４．研究成果 
(1) まずは通常の細胞培養条件下にて、GGCX 患者線維芽細胞の fetuin A産生能を検討した。結
果、GGCX患者線維芽細胞、コントロールとして用いた健常人の線維芽細胞いずれも、ELISA 法に
て fetuin A産生が見られなかった（図）。研究代表者の以前の検討より、特に GGCX患者におい
ては石灰化誘導メディウムによる培養条件下にて、強く線維芽細胞の石灰化が誘導された（Okubo 



Y et. al. PLoS One. 2017)。同条件下にて、fetuin A 濃度を測定したが、通常の細胞培養条件
下と同じく、産生は見られなかった。一方、PXE患者血清、健常人血清について、fetuin A 濃度
を ELISA 法にて測定したところ、PXE患者（1083±117 ug/ml, n=5）、健常コントロール（1142
±218 ug/ml, n=5）と産生されていたが、有意差はなかった。GGCX患者血清はサンプル回収不
能であった。 
 
(2) 本研究は強力な抗石灰化因子である fetuin Aに着目して、GGCX 症候群、PXE といった皮膚
石灰化疾患の病態解明を目指した。申請者は以前の研究により、石灰化条件にて GGCX 患者皮膚
線維芽細胞の石灰化を確認していた。Fetuin A は主に肝で生成されるタンパク質ではあるが、
皮膚という限局した部位においては線維芽細胞からも fetuin Aが産生され、病態形成に寄与す
ると予想したが、結果として線維芽細胞から産生されることはなかった。また血液中を循環して
いる Fetuin A濃度に関して、PXE患者の血清中では低下しているという報告があったが、申請
者の検討では健常人と同程度の濃度であった。GGCX 症候群は、本邦において特に希少な疾患で
あり、血清入手できず検討できなかった。本研究の結果から、皮膚石灰化疾患における fetuin 
A のソースは線維芽細胞以外であると考えられる。産生源は、肝臓など皮膚以外の諸臓器である
が、どの臓器がどの程度 fetuin Aを産生しているのか、そして皮膚石灰化の病態生理に寄与し
ているか否かは不明であり、今後の検討課題となる。 
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