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研究成果の概要（和文）：カドミウム摂取（曝露）によって発症するイタイイタイ病は骨の病気

と考えられているが、その直接の標的となる臓器は腎臓である。本研究課題では、標的臓器と

発症臓器の関連性からカドミウム曝露が腎臓においてビタミン D3 代謝に及ぼす影響の解析を

試み、腎臓由来の培養細胞において FGF23 によって制御されるビタミン D3代謝に関連する遺

伝子の発現がカドミウム曝露の影響を受けることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Cadmium is an important occupational and environmental 
pollutant. It has a biological half-life exceeding 20 years, and may accumulate in various 
organs such as kidney. The present results showed that cadmium exposure affected FGF23 
induced-gene expression which was related with vitamin D metabolism.  
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１．研究開始当初の背景 
 申請者は、短命で老化様の表現系を示す
Klothoマウスの原因遺伝子であり、発見以来
長らくその機能が不明であった klotho 遺伝
子産物を過剰に発現したマウスの平均寿命
が、野生型マウスと比較し 20%ほど延びるこ
とを明らかにした[Science 309: 1829-1833, 
2005]。また、そのメカニズムを解析する過
程で、膜型 Klotho が FGF 受容体と複合体を
形成し FGF23に特異性を持たせる共受容体と
して機能することを初めて明らかにした[J 
Biol Chem 281: 6120-6123, 2006]。さらに、
申請者は Klotho とアミノ酸レベルにおいて

約 40％の相同性を示すβKlotho が FGF 受容
体タイプ 4 ならびにタイプ 1c と複合体を形
成し、他の循環性 FGF である FGF19 ならび
FGF21 に特異性を持たせる共受容体として機
能することも見い出した[Proc Natl Acad Sci 
USA 104: 7432-7437, 2007, J Biol Chem 282: 
26687-26695, 2007]。これらの知見により、
上述の重要な生体の恒常性維持機構を制御
する 3つの循環性 FGFの生体内での作用機序
の特異性が Klotho ならびにβKlotho と FGF
受容体のタイプの組み合わせによって臓器
特異的に享受されるという新しい概念を提
示している。 
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 一方、カドミウムはその非腐食性のため電
気メッキや塗料など様々な用途に使用され、
我々はカドミウムに汚染された飲料水や食
物を摂取することでカドミウムに曝露され
うる環境にある。とりわけ、体内に吸収され
たカドミウムは腎臓や肝臓に蓄積し、これら
の臓器が担う生体の恒常性維持機構に影響
を与え、健康障害を引き起こすものと考えら
れる。カドミウムに関しては、カドミウムに
曝露された細胞がメタロチオネインやヘム
オキシゲナーゼなどのストレス応答遺伝子
の発現を促し、その毒性を抑制することが知
られているが、標的臓器へのカドミウムの蓄
積がその臓器に固有の生体の恒常性維持機
構に影響を及ぼすことに着目した毒性発現
機構の解明はなされていない。すなわち、カ
ドミウム摂取（曝露）によって発症するイタ
イイタイ病とカドミウムの標的臓器である
腎臓での機能障害とを関連づける研究は行
われていなかった。そこで、本研究課題では、
標的臓器と発症臓器の関連性からカドミウ
ム曝露が腎臓において産生されるいくつか
のホルモンの中で腎臓においてビタミン D3

代謝及ぼす FGF23の機能に着目しカドミウム
毒性の影響を解析することを試みた。 
 
２．研究の目的 
 繊維芽細胞増殖因子（Fibroblast Growth 
Factor: FGF）ファミリーに属す FGF23、FGF21、
および FGF19は他の FGFファミリー分子とは
異なり血液中を循環する因子(循環性 FGF)と
して機能し、それぞれが固有の生体の恒常性
維持機構を制御していることが近年明らか
になりつつある。中でも FGF23は腎臓に作用
し血液中のリン酸・カルシウム濃度の恒常性
維持を、また、FGF19 は肝臓に作用しコレス
テロール代謝の恒常性維持を制御するとい
う重要な生体機能を担っている。 
 一方、これら２つの循環性 FGFが作用を発
現する腎臓と肝臓は体内へ吸収されたカド
ミウムが蓄積する臓器であり、その毒性作用
はこれらの臓器が本来担う生体の恒常性維
持機構を障害し、二次的な症状として骨軟化
症や高血圧症を引き起こす。また、これらの
症状は FGF23と FGF19による腎臓と肝臓での
恒常性維持制御の異常に起因する疾患症状
と酷似している。このように生体における循
環性 FGFの作用不全とカドミウム毒性には共
通の特徴があるにもかかわらず、これらの循
環性 FGFが制御する生体の恒常性維持機構に
対するカドミウム曝露の影響を詳細に検討
した研究はあまりない。そこで本研究では、
申請者がその作用機序の詳細を明らかにし
た循環性 FGFによる恒常性制御機構[ J Biol 
Chem 281: 6120-6123, 2006, Proc Natl Acad 
Sci USA 104: 7432-7437, 2007, J Biol Chem 
282: 26687-26695, 2007]を細胞応答として

誘導しうる培養細胞ならびに実験用動物を
用いて、循環性 FGF、とりわけ作用臓器が腎
臓である FGF23を介したシグナル伝達機構と
生理応答へのカドミウム毒性発現機構の関
連性を分子レベルで解明する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、カドミウムの標的臓器と上述
の循環性 FGF (FGF23 と FGF19)の作用臓器が
ともに腎臓と肝臓であること、また、カドミ
ウムの蓄積が誘因となる骨軟化症や高血圧
症が循環性 FGFに遺伝的に変異を持つ患者で
認められる症状と酷似しているという点に
着目し、カドミウム曝露が循環性 FGFによる
生体の恒常性維持制御に及ぼす影響を分子
レベルで解明を試みた。すなわち、FGF23 に
よって機能的な細胞応答が誘導される培養
細胞を用いて、① FGFによって活性化される
シグナル伝達機構、特に MAP キナーゼ
（mitogen-activated protein kinase）ファ
ミリーの活性化機構へのカドミウム曝露の
影響を解析した。② FGF23シグナルに依存し
た蛋白質の量ならびに質的変化の網羅的な
解析とそれらへのカドミウム曝露の影響を
解析した。③ FGF23によるビタミン D3代謝へ
のカドミウム曝露の影響を定量的リアルタ
イム PCR 法により解析した。 
 
４．研究成果 
①FGF23 によって活性化されるシグナル伝達
機構へのカドミウム曝露の影響：腎臓由来の
培養細胞を FGF23 で刺激すると、刺激後 15
分をピークに、その後 60 分後には消失する
一過的な ERKの活性化が検出された。一方で、
この細胞へのカドミウム曝露は、曝露 5 分後
から 3時間に渡り持続する ERKの活性化を誘
導した。さらに、FGF23 刺激とカドミウム曝
露を同時に行うと FGF23 による一過的な ERK
の活性化の特徴が消失し、カドミウムによる
持続的な ERK活性化が起きることが明らかに
なった。また、他の MAPK ファミリーである
JNK と p38 の活性化に関しても同様の結果を
得た。これらの結果は、本来 FGF23 が誘導す
る細胞応答には一過的な細胞内シグナルの
活性化で十分であるが、カドミウムはこのシ
グナルに影響を及ぼすことで FGF23の細胞応
答に影響を及ぼしている可能性が考えられ
た。 
 
② FGF23 シグナルに依存した蛋白質の量な
らびに質的変化の網羅的な解析とそれらへ
のカドミウム曝露の影響:腎臓由来の培養細
胞を FGF23で刺激、刺激後１、３、６、およ
び 12 時間の点において細胞を回収し蛋白質
の発現量の変動の有無を CBB染色ならびに銀
染色を行うことで検出を試みた。しかしなが
ら、刺激時間に依存してその発現量が有意に



 

 

変動する蛋白質を検出することはできなか
った。原因として、蛋白質の発現レベルの変
動が検出限界レベル以下の範囲で起こって
いることが考えられた。 
 
③定量的リアルタイム PCR 法を用いた FGF23
によるビタミン D3 代謝へのカドミウム曝露
の影響の解析：項目②結果を受け FGF23によ
る遺伝子発現変化を定量的リアルタイム PCR
法で検出し、変動の認められた遺伝子に対し
てカドミウム曝露の効果を検討した。 
FGF23 によって制御される主な生理機能は、

腎臓でのリン酸再吸収の抑制と活性化型ビ
タミン D3合成の制御と考えられている。リン
酸再吸収の制御において重要な役割を担う
分子はリン酸・ナトリウム共輸送担体
(NaPi2a)である。定量的リアルタイム PCR に
よる解析から、腎臓由来の培養細胞に対して
カドミウム曝露を行うと NaPi2a mRNAの発現
が抑制されることが明らかとなった。一方、
ビタミン D3の代謝制御に関しても、活性化型
ビタミン D3 の分解を促進する律速酵素
CYP24Aの mRNAの発現がカドミウム曝露によ
り抑制されることが明らかにとなった。すな
わち、FGF23 によって制御される恒常性維持
機構に対して、カドミウム曝露が影響を及ぼ
す可能性が細胞レベルにおいて示唆された。 
 
上述の腎臓由来の細胞へのカドミウム単

独曝露の影響を受け、この細胞に対して
FGF23 からのシグナルが誘導された状態での
カドミウム曝露の影響を評価するために、培
養細胞系での FGF23刺激単独による遺伝子発
現誘導に関して、その濃度依存性および経時
変化を詳細に検討した。同時に、本研究に使
用している培養細胞が腎臓由来の細胞であ
るという特徴を考慮し、遺伝子発現作用が期
待されるビタミン D3に関しても FGF23と同様
の検討を行った。 
FGF23 に関しては、刺激後 1 時間という早

い段階で一過的な Egr-1遺伝子の発現を誘導
すること、また、刺激後 3時間から活性型ビ
タミン D3 の分解を促進する律速酵素 CYP24A
の mRNA の発現を増強することが明らかにな
った。一方で、活性型ビタミン D3の合成を促
進する律速酵素 CYP27B1 の mRNA の発現には
大きな影響を示さなかった。さらに、これら
の FGF23による遺伝子発現制御に対して低濃
度のビタミン D3 の添加効果を解析したとこ
ろ、ビタミン D3は Egr-1および CYP27B1の発
現には影響を示さなかったが、CYP24A mRNA
の発現には単独刺激による発現上昇に加え、
FGF23 との共刺激において相乗的な発現上昇
を誘導することが明らかになった。この結果
より、FGF23 によるシグナルと核内受容体を
介するビタミン D3 によるシグナルが協調的
に制御するビタミン D3 の恒常性維持機構が

存在することが示された。 
 
これらの遺伝子変化に対してカドミウム

曝露の影響を解析したところ、FGF23 刺激に
よって誘導される遺伝子発現変化のなかで、
刺激後 1時間という早い段階で一過的な発現
上昇が誘導される Egr-1遺伝子の発現はカド
ミウム曝露による影響を受けなかったが、
FGF23 刺激後 3 時間から誘導が認められる活
性型ビタミン D3 の分解を促進する律速酵素
CYP24A の mRNA の発現上昇はカドミウム曝露
により、その濃度依存的に発現促進が抑制さ
れた。また、活性化型ビタミン D3の合成を促
進する律速酵素 CYP27B1 の mRNA の発現はカ
ドミウム曝露によって FGF23刺激の有無にか
かわらず減弱していた。さらに、これらの
FGF23 による遺伝子発現制御に対して低濃度
のビタミン D3 の添加効果を解析したところ、
昨年度の解析で明らかになった FGF23とビタ
ミン D3 の共刺激によって誘導される CYP24A 
mRNAの相乗的な発現上昇は、カドミウム曝露
により FGF23単独刺激時と同様完全に抑制さ
れた。 
 一連の結果は、腎臓における FGF23による
ビタミン D3 の恒常性維持機構がカドミウム
曝露により破綻していることを示唆してい
る。また、実際にカドミウム摂取よって発症
するイタイイタイ病の原因が腎臓障害によ
ることを考慮すると、培養細胞系で認められ
るビタミン D3 の恒常性維持機構の破綻が腎
臓で起きることで二次的な骨代謝の異常を
誘導している可能性を推測させるものであ
る。 
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