
	 

様式 C-19	 

科学研究費補助金研究成果報告書	 

平成 23年 5月 28日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
	 本研究は、腎臓を標的とした新規リン利尿因子である Fibroblast	 Growth	 Factor-23（FGF-23）

を指標としてリン感受性機構を検討し、リン感受性亢進の in	 vivo 表現系として血管石灰化を

捉え、将来的な血管石灰化抑制法を創出し、血管保護と抗加齢の手段の研究の方向性を示すこ

とを目標とする研究である。	 

	 腎障害に伴い進展するリン代謝異常として、血管石灰化を惹起する二次性副甲状腺機能亢進

症モデルを採用確立した。このモデルを用いて、FGF-23 の産生臓器を骨芽細胞由来の OPG が骨

組織が主として産生する Fibroblast	 Growth	 Factor-23	 (FGF-23)の産生・分泌に関与している

ことを明らかにした。 
	 同様にリン過剰を感受する機構の直接効果を検討するため、ラット血管器官培養法を試み成功

し手法として確立し、血管中膜の異所性石灰化が高リン条件化で促進される事を観察した。さら

にこの機序にはナトリウム-リン共輸送体（Pit-1）が関与し、アポトーシスを伴う事を明らかに

した。	 

 
研究成果の概要（英文）： 
 This study is the analysis for the relationship between phosphate overload and 
vascular calcification in chronic kidney disease. We have performed the study using 
FGF-23 (Fibroblast Growth Factor-23) as a marker of the phosphate sensing 
system with novel phosphaturic factor.  This study is also the trial of novel 
prophylaxis modality for vascular damage with vascular calcification and aging. 
We have established the model of secondary hyperparathyroidism with vascular 
calcification as a phosphate and bone disorder in chronic kidney disease.  In this in 
vivo model, we have revealed that main place on phosphate and FGF-23 
metabolism is bone. We have also established medial vascular calcification in vitro 
model using vessel organ culture model. Using the in vitro model, the medial 
vascular calcification is accelerated under the high phosphate condition via 
apoptosis and sodium phosphate Pit-1 co-transporter system. 
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１．研究開始当初の背景	 

	 血清リン濃度をはじめ生体内のリン代謝
調節を司る臓器のうち、決定的な調節機構を
しめすのは腎臓である。この腎臓が慢性的に
障害され更なる腎機能喪失の危険性を有す
る病態が慢性腎臓病（CKD	 :	 Chronic	 kidney	 
disease）である。この慢性腎臓病の存在や
部分症状である蛋白尿は、最近では死亡や心
血管障害の有力な危険因子であることが知
られている。この慢性腎臓病（CKD）の典型
例は末期腎不全患者である維持透析患者で
ある。こうした患者群では多くはリン酸カル
シウム（Ca）の沈着としての血管石灰化を伴
い、死因の多くは心血管疾患であることは良
く知られいた。しかも、このような患者群で
はリン酸 Ca の結晶であるハイドロキシアパ
タイトを有する骨組織の骨量が減少してい
ることが明らかにされている。即ち、生体全
体ではリン酸 Ca の総量は変らなくても、分
布が骨組織から血管を中心とする軟部組織
に移行することが考えられ、リン排泄臓器で
ある腎障害の進展がこの移動を促進すると
考えられる。	 
	 このリンの調節機構として、低リン血症を
呈する軟部腫瘍由来の低リン血症や低リン
血症性くる病の症例の解析から、FGF-23
（Fibroblast	 Growth	 Factor-23）という腎
臓を標的臓器とする新規のリン利尿因子が
発見報告されていた。しかしながら、この
FGF-23 が腎機能不全の病態にて、どのような
動態を呈してリン代謝異常と異所性石灰化
の一環としての血管石灰化を有する血管障
害にどのように関与しているかは明らかで
はなかった。また FGF-23 の産生分泌部位は
不明の点が多く、腎臓の関与も不明の点が多
い状況であった。	 
	 
２．研究の目的 

	 上記の背景から、今回の研究期間内に以下
の諸点を明らかにすることを目標にした。	 

１）腎障害の存在下のリン負荷が、FGF-23 産
生を in	 vivoにおいて亢進させることの確認。	 

２）腎障害の存在下のリン負荷でどの臓器が
FGF-23 を産生し調節されているかを明らか
にする。	 

３）腎障害の存在下にて血管石灰化を確実に
観察できるモデルを in	 vivo と in	 vitro で
確立する。	 

４）石灰化部位・FGF-23 産生臓器構成細胞の
うち、いかなる細胞が FGF-23 を産生してい
るかを証明する。	 

５）FGF-23 を対象として、リン負荷がどのよ
うにして発現調節を行なっているかを検討
する。	 

６）リン負荷による FGF-23 産生亢進阻害の
方法を模索し、血管石灰化の抑制手段を考案
する。	 

	 本研究は、血管障害をリン過剰という点を
主に据えて、その発症機序の分析を行った検
討は少ない。その分析の key	 molecule に当
研究は新規に発見された腎臓を標的器官と
する新規リン利尿因子である FGF-23 を取り
上げている。特にこれまでに無い視点として、
この FGF-23 をリン過剰状態における血管障
害進展のリン感受性機構の可能性を想定し、
in	 vitroにおける機能分析と in	 vivoにおけ
る裏付けを試みた。	 

３．研究の方法	 

１）血管石灰化のin	 vivoモデルとして、高リ
ン食飼育条件下にネフロン量減少慢性腎不全
ラットを飼育し、二次性副甲状腺機能亢進症
に伴う血管石灰化の形成と解析をおこなう。
この血管石灰化と非石灰化部位から、発現遺
伝子群を網羅的に検索する。これにより石灰
化部位に特異的に発現が大きく変化する分子
などを同定を行う。またこのモデルより、各
種臓器からFGF-23の遺伝子発現を検討する。
また頭蓋骨を採取し骨組織培養系を確立し、
高リン及び正リン条件下にて組織培養を行う。



一定期間を骨組織培養法にて培養後上清にて
FGF-23の濃度を測定し、骨組織のFGF-23産生
に対する関与を検討する。	 

２）ヒトモデルとして、高リン血症を呈する
慢性腎不全患者において腹部大動脈石灰化を
CT撮影にて定量化する方法を考案確立し、石
灰化促進因子の同定を試みる。	 

３）リン負荷により確実に誘導される血管石
灰化モデルをin	 vitroで確立する。SDラット
腹部大動脈をLomashvili	 KAらの方法［J	 Am	 
Soc	 Nephrol	 2004;15:1392-1401］に基づき組
織培養を行い、Medium中のリン濃度1.0mM以下
と3.5mM以上の条件化の培養でin	 vitro条件
ですでに中膜石灰化を観察する。この血管石
灰化モデルにて、石灰化部位と非石灰化部位
を採取し、 TRIzol	 reagent 	 (Invitrogen,	 
Carlsbad,	 CA, 	 USA)	 を 用 い た RNeasy	 
MinElute	 cleanup	 kit	 (Qiagen,	 Valencia,	 CA,	 
USA).にて、RNAを精製しRNA濃度を260	 nm吸光
度測定系にて調整後、1%	 agarose	 ゲルにて更
に精製し、このRNA試料を	 Filgen	 (Filgen	 
Inc.,	 Nagoya,	 Japan)	 システムを用いてマイ
クロアレイ解析を行う。実際には2.0μgの精
製RNAを	 RNA	 Transcript	 SureLABEL	 Core	 Kit	 
(TaKaRa	 BIO	 Inc.,	 Tokyo,	 Japan)にて標識し、
ア ン チ セ ン ス RNAs	 を microarray	 chip	 
(FilgenArray	 Rat	 27k,	 Filgen	 Inc.,	 Nagoya,	 
Japan)と反応させハイブリダイズし、標識の
強度を	 Array-Pro	 Analyzer	 Ver4.5	 (Media	 
Cybernetics,	 Inc.,	 Silver	 Spring,	 MD,	 USA)
にてカウントし、非石灰化部位をコントロー
ルとして増減を検出する。今回、カウント３
倍以上を陽性とし増加した遺伝子群のみなら
ず減少した遺伝子群も検出し同定する。	 
	 
４．研究成果	 

１）血管石灰化を伴う高リン血症と密接に
関 係 す る Fibroblast	 Growth 	 Factor -23	 
(FGF-23)の産生臓器を骨組織であることを
明らかにし報告した。更に骨芽細胞由来の
Osteoprotegerinが、このFGF-23の産生・分
泌に関与していることを明らかにし報告し
た。【図１】FGF-23遺伝子の各臓器発現：１）
brain, ２）parathyroid/thyroid, 3) heart, 4) 
lung, 5) liver, 6) spleen, 7)kidney, 8) aorta,9) 
small intestine,10 ） large intestine, 11) 
calvarium, (12) tibia.	 

	 図５：FGF-23の各臓器における遺伝子発現の有無	 
   1         2        3        4        5        6         7        8        9        10      11      12

←GAPDH
←FGF23  

２）１）の結果を受けて、骨を構成する細胞
のうち骨芽細胞・破骨細胞・骨細胞のうちい
ずれの細胞がFGF-23を産生するかどうかを
検討し、骨細胞がその産生細胞であると示唆

するデータを得ている。この調節機構を更に
検討するため、ラット頭蓋骨の左右別の組織
培養確立を試み手法としては確立した。現在
は培養条件を種々に変化させつつ、FGF-23
産生調節機構を検討している。この結果、
FGF-23の産生には従来考えられていたよう
な副甲状腺ホルモン（PTH）ではなく、腎臓
で活性化される活性型ビタミンD（1α,25	 
dihydoroxyvitamin	 D3）である事を明らかに
した。	 

３）リン過剰を感受する機構の直接効果を検
討するため、ラットSDラット腹部大動脈の血
管器官培養法を試み成功し手法として確立し
た。このラット大動脈器官培養のin	 vitro条
件に高リン3.8mMと正リンmediumにて培養を
行う事で、血管中膜の異所性石灰化が高リン
条件化で促進される事を観察した。さらにこ
の機序にはナトリウム-リン共輸送体（Pit-1
）が関与し、アポトーシスを伴う事が判明し
報告した【図２】	 

	 

４）高リン血症を呈する慢性腎不全患者にお
いて腹部大動脈石灰化をCT撮影にて定量化す
る方法（ACAI	 :	 Aortic	 Calcification	 Area	 
Index）を考案し報告した。今後は石灰化促進
因子の同定を行っている。【図３と４】	 
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指標とした【図２】。 
 
 

図２ 

 
C. 研究結果 
１）上記の Aortic Calcification Index (ACI)と
Aortic Calcification Area Index (ACAI)の両者
を、血管石灰化軽度群・中等度群・高度群

の典型的な３症例にて、それぞれの数値と

して算出した【図３】。この結果、ACIで
は３症例の血管石灰化の程度の差の検出は

できなかった。一方、ACSIでは３症例の血
管石灰化程度の差が検出できた。 

図３ 

 
２）上記の結果より、以後は全症例を ACAI
法を用いて解析した。 
その結果、全 137症例中まったく腹部大
動脈に石灰化像を認めない症例は９名で

あった。ACAIはこの 9名の 0%から 57.6%
まで分布していた。この ACAIの中央値の
28.8％を境に、ACAI高値群と低値群の２群
に分け、それぞれの群間比較を行った 
【表１】。 
 
 

 
 

表１ 

 
 
ACAI高値群と低値群間では、年齢・透析期
間・収縮期血圧・血清補正カルシウム値に

有意差を認めた。全ての有意差を認めた因

子はでは、高値群で高かった。一方では拡

張期血圧や血清リン濃度には有意な差は認

められなかった。 
 
３）Aortic Calcification Area Index (ACAI)を
従属変数として、多重回帰分析を行った【表

２】。 
表２ 

 
 
年齢・透析期間・収縮期血圧・拡張期血

圧・血清補正カルシウム値・LP(a)などが危
険因子として有意であった。 
 
４）同様に Aortic Calcification Area Index 
(ACAI)を従属変数として、多重ロジス
ティック分析を行った【表３】。 
その結果でも、年齢・透析期間・収縮期

血圧・血清補正カルシウム値などが危険因

子として有意であった。 
 
 
 
 

	 

	 



５）上記の３）の血管石灰化モデルにて、石
灰化部位と非石灰化部位を採取し、TRIzol	 
reagent	 (Invitrogen,	 Carlsbad,	 CA,	 USA)	 
を 用 い た RNeasy	 MinElute 	 cleanup 	 kit	 
(Qiagen,	 Valencia,	 CA,	 USA).にて、RNA を
精製し RNA 濃度を 260	 nm 吸光度測定系にて
調整後、1%	 agarose	 ゲルにて更に精製した。
その後、この RNA 試料を	 Filgen	 (Filgen	 Inc.,	 
Nagoya,	 Japan)	 システムを用いてマイクロ
アレイ解析を行った。石灰化部位を非石灰化
部位をコントロールとしてカウント３倍以
上を陽性とし増減を検出した。今回、カウン
ト３倍以上を陽性とし増加した遺伝子群の
みならず減少した遺伝子群も検出し同定し
報告した。	 
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