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研究成果の概要（和文）：リンは生命にとって必須のミネラルであり、生体にはリンの恒常性を

維持するための機構が存在する。しかしながら、生体がリンの過不足を感知するしくみは現在

のところ不明である。本研究においては、腎臓由来細胞株を用いて細胞外無機リン酸濃度変化

に対する応答性を検討し、細胞外リン酸濃度の上昇は Raf/MEK/ERK 経路の活性化を介して細胞

内にシグナルを伝達し、遺伝子発現を変化させること、またこのリン酸応答性に III 型ナトリ

ウム／リン酸共輸送担体の一つである PiT-1 及び FGF 受容体が関与することを明らかにした。

細胞外無機リン酸濃度の上昇により惹起されるシグナルはリン酸利尿因子である FGF23 のシグ

ナル伝達と下流のネットワークを共有しており、細胞外無機リン酸濃度の変化が FGF23 感受性

に影響を及ぼしうることが示唆された。このことから、慢性腎疾患など血清リン値の異常を伴

う病態においては、尿細管の FGF23 応答性が変化している可能性があると考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：Phosphorus is a critical element involved in various biological 
processes, and organisms possess a system for its homeostasis. However, the mechanism 
for sensing the excess or shortage of phosphate remains unclear. In this study, we examined 
the responsiveness of the kidney-derived cell line to extracellular phosphate, and found 
that increased extracellular phosphate induced the activation of Raf/MEK/ERK pathway 
leading to  altered  gene  expression.  In  addition,  we  revealed  that  the  type  III 
sodium/phosphate co-transporter PiT-1 as well as FGF receptor were involved in the 
responsiveness of the cells to increased extracellular phosphate. Signaling triggered 
by an increase in extracellular phosphate shared the same downstream cascade as FGF23 
signaling, suggesting  that  extracellular  phosphate  it self might  influence  the 
sensitivity to FGF23. In conditions with abnormal levels of serum phosphate such as 
chronic kidney disease, the responsiveness of renal tubules to FGF23 might be altered. 
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類のリン恒常性維持機構においては
近位尿細管におけるリン酸の再吸収が重要
な役割を果たしており、IIa 型、IIc 型のナ
トリウム／リン酸 (Na+/Pi) 共輸送担体 
(NaPi-IIa、NaPi-IIc) がこれを担う。リン
酸利尿因子である Fibroblast Growth Factor 
23 (FGF23)は近位尿細管における NaPi-IIa、
NaPi-IIc の発現を減少させることによりリ
ン酸再吸収を抑制する。また、抗老化因子で
ある klotho は FGF23 シグナル伝達における
共役因子として機能することも報告され、リ
ン恒常性維持機構に関する理解は急速に進
みつつある。しかしながら、リン酸再吸収の
場が近位尿細管であるのに対して klotho の
発現部位は遠位尿細管であることなど、
FGF23 の作用機序については依然不明な点が
多い。さらに、生体が体内のリンの過不足を
感知するシステムや、リンの過剰が FGF23 の
産生増加をもたらす機序についても殆どわ
かっていない。  
 植物においては、根が土壌中のリンの不足
を感知し、根構造を再プログラムすることに
より応答性を示す。同様の細胞外リン酸に対
する応答性は、哺乳類細胞においても保持さ
れていることが推察される。実際、骨芽細胞
では、細胞外無機リン酸の濃度変化がシグナ
ルとして細胞内に伝達され、ERK1/2 経路の活
性化を介してオステオポンチン遺伝子の発
現を誘導することが報告されている。一方、
申請者らは、軟骨細胞株 ATDC5 に DNA マイク
ロアレイを適用することにより 24 時間以内
に細胞外無機リン酸濃度変化に応答性を示
す遺伝子群を同定し、このリン酸応答性に
III型 Na+/Pi 共輸送担体及び MEK/ERK 経路が
関与していることを示唆する結果を得た。こ
れらの知見から筆者らは、リン恒常性維持に
関わる他の臓器、すなわち腎臓や腸管、副甲
状腺などにおいても、同様の細胞外無機リン
酸濃度変化応答性が存在し、細胞外の無機リ
ン酸濃度変化がシグナルとして細胞内に伝
達され、細胞の挙動に影響を与える可能性が
あるのではないかとの着想に至った。さらに、
尿細管においては、細胞外無機リン酸そのも
のが FGF23 に対する感受性にも影響を及ぼす
可能性があるのではないかと考え、この仮説
を検証するために、本研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては、細胞外無機リン酸の過
不足が尿細管の細胞に及ぼす作用について、
そのシグナル伝達機構を含めて詳細に解析
し、哺乳類におけるリン酸感知システムの分
子機構の解明をめざすとともに、細胞外無機
リン酸が腎臓における FGF23 感受性に及ぼす
影響について検討することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1)ヒト胎児腎臓由来細胞株 HEK293 の FGF23
応答性 
 ヒト胎児腎臓由来細胞株 HEK293 を用い、
まず、FGF23 に対する応答性を有するかどう
かを検討した。FGF23 のソースとして、FGF23
の機能獲得型変異体 FGF23[R179Q]を恒常的
に発現する CHO 細胞を樹立し、その培養上清
より FGF23[R179Q]リコンビナント蛋白を調
製して実験に用いた。HEK293 細胞親株および
HEK293-Klotho 過剰発現株に FGF23[R179Q]を
作用させ、FGF receptor substrate 2α(FRS2
α)及び ERK1/2 のリン酸化、標的遺伝子であ
る Egr-1の発現を検討した。 
 
(2)HEK293 の細胞外無機リン酸応答性及びナ
トリウム／リン酸共輸送担体の関与につい
ての検討 
 HEK293 細胞に種々の濃度の無機リン酸を
含む培地にて処理し、Raf/MEK/ERK 経路をは
じめとするシグナル伝達に及ぼす影響を
Western blotにより、遺伝子発現に及ぼす影
響を real-time PCRにより検討した。種々の
濃度の無機リン酸を含む培地は、リン酸を含
まない培地にリン酸ナトリウム緩衝液を添
加することにより調製し、対照としては硫酸
ナトリウムを添加した培地を用いた。さらに、
HEK293 の細胞外無機リン酸応答性における
ナトリウム／リン酸共輸送担体の関与につ
いて検討するため、ナトリウム／リン酸共輸
送担体阻害剤である phosphonoformic acid 
(PFA)の影響について解析した。また、HEK293
における各種のナトリウム／リン酸共輸送
担体の発現量を real-time PCRにより評価し、
発現の高かったものについては siRNA を用い
たノックダウンを試み、細胞外無機リン酸応
答性に及ぼす影響を検討した。ナトリウム／
リン酸共輸送担体のノックダウンが細胞の
リン酸とりこみに及ぼす影響については、RI
ラベルした正リン酸の取り込み実験により
検討した。 
 
(3)細胞外無機リン酸により惹起されるシグ
ナルと FGF23 シグナルとの相互作用 
 上述の検討により HEK293 細胞の細胞外無
機リン酸及び FGF23 に対する応答性を確認し
たのち、両者のシグナルの相互作用の可能性
について解析を進めた。 
 
４．研究成果 
(1)HEK293 の FGF23 応答性 
 HEK293 細胞親株に最終濃度 30̶75 pg/mlの
FGF23[R179Q]を 30 分間作用させたところ、
容量依存的に Raf/MEK/ERK 経路の活性化が誘
導された。また、Raf/MEK/ERK 経路の上流に



存在する FRS2αについてもリン酸化が誘導
されることを確認した。また、FGF23 の標的
遺伝子として知られている転写因子 early 
growth response-1 gene (EGR-1)の発現が誘
導されることを確認した。Real-time PCR に
より HEK293 親株における Klotho の発現を解
析したところ、低レベルながら発現が認めら
れた。また、Klotho 過剰発現株においては、
FGF23[R179Q]に対する応答性の増強が認め
られた。 
 
(2) 細 胞 外 無 機 リ ン 酸 刺 激 に よ る
Raf/MEK/ERK 経路の特異的活性化 
 HEK293 細胞を種々の濃度の細胞外無機リ
ン酸存在下で 15 分間インキュベートしたと
ころ、c-Raf および ERK1/2 のリン酸化が誘導
された。ERK1/2 の上流に存在する MEK に対す
る阻害剤 PD98059 を同時に添加したところ、
細胞外無機リン酸濃度の上昇により誘導さ
れる ERK1/2 のリン酸化は解除された。細胞
外無機リン酸濃度の上昇は AKT、p38、JNK の
リン酸化には影響を及ぼさなかったことか
ら、リン酸刺激は Raf/MEK/ERK 経路を比較的
特異的に活性化することが明らかとなった。
また、細胞外無機リン酸濃度の上昇は FGF23
シグナルの標的である EGR-1の発現を増強さ
せ、この発現増強も PD98059 を同時に添加す
ることにより解除された。 
 
(3)HEK293 の細胞外無機リン酸応答性に対す
る III 型ナトリウム／リン酸共輸送担体
PiT-1 の関与 
 細胞外無機リン酸濃度の上昇により誘導
される Raf/MEK/ERK 経路の活性化及び Egr-1
の発現増強は、ナトリウム／リン酸共輸送担
体阻害剤である PFAを添加することにより減
弱した。そこで、HEK293 細胞における各種の
ナトリウム／リン酸共輸送担体の発現量を
real-time PCR により評価したところ、III
型輸送担体である PiT-1 の発現が優位であり、
IIa 型及び IIc 型の輸送担体の発現は極めて
微弱であった。そこで、siRNA を用いて PiT-1
の発現をノックダウンし、細胞外無機リン酸
応答性に及ぼす影響を検討した。RI ラベルし
た正リン酸を用いたリン酸取り込みアッセ
イにおいては、PiT-1 のノックダウンはリン
酸取り込みを有意に減弱させた。細胞外無機
リン酸濃度の上昇により誘導される ERK1/2
のリン酸化が PiT-1 をノックダウンすること
により減弱したことから、HEK293 の細胞外無
機リン酸応答性に PiT-1 が関与することが示
唆された。 
 
(4)FGF23 応答性に対する細胞外無機リン酸
シグナルの影響 
 HEK293のFGF23応答性に対する細胞外無機
リン酸シグナルの影響について検討するた

め、種々の濃度のリン酸存在下で 50 pg/ml
の FGF23[R179Q]を 30 分間作用させ、ERK1/2
のリン酸化を検討した。その結果、リン酸刺
激と FGF23 刺激は相加的に ERK1/2 のリン酸
化を誘導した。また、ナトリウム／リン酸共
輸送担体阻害剤である PFA の存在下では
FGF23刺激によるERK1/2のリン酸化は著明に
減弱し、細胞外無機リン酸で惹起されるシグ
ナルが FGF23 シグナルに影響を及ぼすことが
推察された。 
 
(5)細胞外無機リン酸惹起シグナルと FGF23
シグナルとの収束点 
 細胞外無機リン酸濃度の上昇及び FGF23 刺
激がともに Raf/MEK/ERK 経路の活性化及び
EGR-1 の発現誘導をもたらしたことから、両
者のシグナルが下流のネットワークを共有
していることが示唆された。そこで、これら
のシグナルの収束点を明らかにするため、解
析を進めた。細胞外無機リン酸濃度の上昇は、
FGF23 と同様に、FRS2αのリン酸化をもたら
したが、FGF ligand や FGF 受容体、Klotho
の発現量には影響を及ぼさなかった。HEK293
細胞には FGF 受容体のうち FGFR1、FGFR2 が
発現していたことから、これらに対する
siRNA を用いてノックダウンを試みたところ、
FGFR1のノックダウンはHEK293の細胞外無機
リン酸応答性を減弱させた。FGFR2 をノック
ダウンした場合にも、同様の結果が得られた
が、その効果はより小さかった。これらのこ
とから、HEK293 の細胞外無機リン酸応答性に
FGFR が関与する可能性が示唆された。そこで、
PiT-1 をノックダウンした細胞に FGFR1 を過
剰発現し、細胞外無機リン酸刺激で誘導され
る ERK1/2 のリン酸化に及ぼす影響を検討し
たところ、PiT-1 ノックダウンによる細胞外
無機リン酸応答性の減弱は、FGFR1 の過剰発
現により回復した。このことから、FGFR は
HEK293 の細胞外無機リン酸応答性に関与し、
PiT-1 の下流で働くことが示唆された。 
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