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研究成果の概要（和文）：生体は血中リン濃度の恒常性を主に腎臓からの排泄によって適切に維持している。血
中リン濃度の上昇は骨が感知してリン利尿ホルモン、FGF23の発現を上昇、血中に分泌し腎臓に作用させること
でリン排泄が促進されるが、骨によるリン感知メカニズムとFGF23発現上昇の機序は未解明である。本研究で
は、申請者らが見出した、骨はリン自体ではなく、リン濃度の上昇に伴って形成されるリン酸カルシウムを感知
してFGF23の発現を上昇させているという新知見に基づき、骨によるリン（リン酸カルシウム）感知メカニズム
の解明と、それに続くFGF23発現上昇に至るまでの分子基盤を解明することを目的とする。

研究成果の概要（英文）：The body maintains proper blood phosphorus homeostasis mainly through renal 
excretion.
Elevated blood phosphorus concentrations are sensed by bone, which increases expression of the 
phosphorus diuretic hormone, FGF23, which is secreted into the blood and acts on the kidneys to 
promote phosphorus excretion, but the mechanism of phosphorus sensing by bone and the mechanism of 
increased FGF23 expression is not yet understood.
In this study, we aim to elucidate the phosphorus sensing mechanism by bone and the molecular basis 
for the subsequent increase in FGF23 expression, based on the new finding by the applicants that 
bone senses calcium phosphate, which is formed when phosphorus levels increase, rather than 
phosphorus itself, and upregulates FGF23 expression. The objective of this project is to elucidate 
the phosphorus sensing mechanism by bone and the molecular basis for the subsequent increase in 
FGF23 expression.

研究分野： リン代謝

キーワード： リン　FGF23
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内のリン感知機構についてはリン代謝異常をきたす動物モデルや、関連すると考えられる遺伝子を欠損させ
た培養細胞などを用いてこれまで多くの研究がなされてきたが、その受容体などそのメカニズムの実態解明には
至っていない。本研究では骨においてリン酸カルシウムのシグナルを検討するという点において独創的であり、
最先端の研究と位置付けることができると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
生体は血中リン濃度の恒常性を腸管吸収、骨からの動員、そして腎排泄によって適切に維持して
いる。通常、健常者では食事などによる一過的な血中リン濃度の上昇を骨が感知し、リン利尿ホ
ルモンである FGF23(fibroblast growth factor-23)を分泌、その腎臓への作用により余剰なリン
は排泄され、血中リン濃度の恒常性が維持される。申請者らは、Klotho 蛋白質(以下、Klotho)の
発現が著しく減弱することで高リン血症を含む老化様表現型を呈する Klotho マウスを報告
[Nature 390: 45 (1997)]、このマウスの性状を解析する中で、Klotho と FGF 受容体の複合体が
腎臓においてリン利尿因子、FGF23 の受容体として機能することを示し、世界に先駆けて生体
のリン恒常性維持機構に関する新たな機序を解明した[J Biol Chem. 281: 6120 (2006)]。Klotho
マウスと同様に、腎臓からのリン排泄能に障害がある慢性腎臓病患者や腎機能を喪失している
透析患者では、食事などからのリンの摂取は血中リン濃度の上昇につながる。そしてこのとき、
過剰となった血中リンは、カルシウムと結合しリン酸カルシウムを形成、このリン酸カルシウム
の過剰な蓄積による細胞傷害は、炎症反応やその反応に引き続く血管石灰化を誘発し、その後の
心血管イベントリスクの発症・進展の一因になると考えられている。生体は、このリン酸カルシ
ウムによる直接的な細胞毒性に対して、血液中に大量に存在する Fetuin-A 蛋白質（以下、Fetuin-
A）によりリン酸カルシウムを吸着し Calciprotein Particle（以下、CPP）というコロイド粒子
として分散させるという防御機構を備えている。実際に Fetuin-A を欠損したマウスへの過剰な
リン負荷は、全身での血管石灰化を誘発することが示されている[J Clin Invest. 112: 357 (2003)]。
申請者は、リン酸カルシウムを特異的に認識し結合するビスホスホネートの特性を応用し、ヒト
だけでなく様々な動物種の血中 CPP の高感度測定を可能にする方法を開発し、その報告の中で、
①健常者においても CPP が存在すること、②透析患者ならびに血中リン濃度の高い CKD 患者
の血中において CPP が顕著に上昇しており、またその CPP の性質が異なるものが存在するこ
と、③申請者らが世界に先駆けて報告したリン代謝恒常性破綻マウスである Klotho マウスにお
いて異常上昇している血中 CPP が、低リン食(0.1%リン含有)を与えることで、血中リン濃度の
低下とともに減少することを明らかにした[Sci Rep. 8: 1256 (2018)]。さらに CPP の性質を研究
していく過程で、形成過程のごく早期の微小なリン酸カルシウムと Fetuin-A の複合体（CPP の
一種である、Calciprotein Monomer : CPM）が強力に FGF23 を誘導していることを明らかに
した[Kidney Int.97(4): 702 (2020)]。 
 
２．研究の目的 
 
これまで、骨は血中リン濃度上昇を何らかの機構で感知し、FGF23 発現を上昇させると考えら
れてきたが、その詳細は不明であった。申請者は骨はリン濃度の上昇ではなく、それに伴って起
きる、リン酸カルシウムの形成を感知していることを明らかにした。この機構により、FGF23
を分泌してリン排泄を促し、リン濃度の上昇を抑えることで、リン酸カルシウムをこれ以上形成
させないようにしていると考えられる。しかしながら、血中リン酸カルシウムを骨がどのように
感知しているのか、そのメカニズムは不明である。このメカニズムの解明は生理学的観点だけで
なく、リン代謝破綻に起因する疾患の発症と重篤化を予防・治療する手法を開発するという医
学・薬学的観点からも重要な研究課題と考えられる。それゆえ、本研究課題の目的は、申請者が
見出した予備的知見などに基づき、これまで未解明であった、リン（リン酸カルシウム）感知と
FGF23 発現制御機構の解明である。 
 
３．研究の方法 
 
１）CRISPER スクリーニングによる骨芽細胞におけるリン酸カルシウム感知メカニズムの解析 
これまでの検討により、骨芽細胞の形質を有する細胞株 UMR106 細胞は適切なリン酸カルシウム
刺激によって FGF23 を発現上昇させることを確認している。この細胞を用いて、CRISPER/Cas9
システムを用いたゲノムワイドスクリーニングによりリン酸カルシウム刺激による FGF23 発現
上昇の分子メカニズムに関与するものを同定する。具体的には、既に樹立済みである C 末端が
GFP で蛍光標識された変異型 FGF23 を発現する UMR106 細胞株に対して、リン酸カルシウム刺激
によって GFP の蛍光が細胞内で増加することを確認し、リン酸カルシウムシグナルを評価可能
な系を構築した。その細胞を Cas9 を恒常的に発現するよう改変した後に、gRNA ライブラリーを
導入、リン酸カルシウム刺激後に GFP の蛍光が誘導されていない細胞を FACS で検出、ソートす
る。ソートされた細胞のノックアウトされた遺伝子は gRNA ごとにバーコード配列がラベルされ
ているため、次世代シーケンス解析によって同定可能となっている。この解析によって、リン酸
カルシウム刺激を感知する機構、FGF23 発現上昇のシグナル伝達機構に関与する遺伝子の候補を
スクリーニングする。 
２）スクリーニング結果の検証 



CRISPER スクリーニングによって得られた情報をもとにリン酸カルシウム刺激を感知する機構、
FGF23 発現上昇のシグナル伝達機構の詳細を検討する。具体的には、ヒットした遺伝子を個別に
再度デザインした複数の gRNA を用いて再現性等を確認する。また、リン酸カルシウムが特定の
受容体を介して作用していれば、その受容体を同定することも期待される。受容体が同定された
場合には受容体を精製し、分子間相互作用解析装置などによりその特性を解析する。 
 
４．研究成果 
 
スクリーニングによって得られた情報をもとにリン酸カルシウム刺激を感知する機構、FGF23 発
現上昇のシグナル伝達機構の詳細を現在解明中である。 
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