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研究成果の概要（和文）：血中のリン濃度は主に、FGF23によって調節される。FGF23 は、主に骨から産生され
るホルモンで、腎臓でリン再吸収を抑制するとともに、活性型ビタミンDの産生量を抑制、小腸でのカルシウ
ム・リンの吸収を抑制し、血中リン濃度を低下させる。Galnt3（UDP-N-アセチル-D-ガラクトサミン:ポリペプチ
ド N-アセチル-D-ガラクトサミン転移酵素 3）は、FGF23にムチン型糖鎖を付加、プロセッシングを阻害、活性
を維持する。Runx2によって、Galnt3が骨芽細胞でも軟骨細胞でも発現誘導された。Runx2は、Galnt3のプロモー
ターを直接制御し、Galnt3を介して一部リン代謝に関与していた。

研究成果の概要（英文）：The serum levels of phosphorus are regulated by FGF23. FGF23, which is 
mainly produced in bone, inhibits reabsorption of phosphorus in kidney, and inhibits absorption of 
calcium and phosphorus in intestine by inhibiting the production of active vitamin D. Galnt3
（UDP-N-acetyl-D-galactosamine:polypeptide N-acetyl-D-galactosaminyltransferase 3）inhibits the 
processing of FGF23 by mucin type O-glycosylation of FGF23, and maintains the activity of FGF23. 
Runx2 induced Galnt3 expression in osteoblasts and chondrocytes. Runx2 was involved partly in the 
regulation of the serum levels of phosphorus through the regulation of Galnt3 expression. 

研究分野： 口腔外科学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 血中のリン濃度は主に、FGF23によって調節
される。FGF23	は、主に骨から産生されるホ
ルモンで、腎臓の近位尿細管細胞膜の 2a 型と
2c 型ナトリウムーリン共輸送体(NTP2a/	 2c)
の発現を低下させることにより、リン再吸収
を抑制する。ビタミン D3 は、肝臓で蓄積型の
25	 D3	 に変換され、腎臓で 1α水酸化酵素に
よって生物活性を持った 1,25	 D3（活性型ビ
タミン D）に変換される。FGF23 は、近位尿細
管で 1α水酸化酵素の発現を抑制するととも
に、1,25	D3 濃度を低下させる 24-水酸化酵素
発現の促進により、活性型ビタミン D の産生
量を抑制、小腸でのカルシウム、リンの吸収
を抑制する。したがって、尿細管でのリン再
吸収抑制と合わせ、血中リン濃度を低下させ
る。	
Galnt3（UDP-N-アセチル-D-ガラクトサミン:
ポリペプチド	 N-アセチル-D-ガラクトサミン
転移酵素	 3）は、セリンやスレオニンの水酸
基に N-アセチルガラクトサミンを付加し、O-
グリカンを形成する。すなわち、ムチン型糖
鎖形成の第一ステップを担う酵素である。
FGF23 にムチン型糖鎖を付加し、FGF23 のプロ
セッシングを阻害して活性を維持する作用が
明らかにされている。ヒトでの Galnt3 の異常
は、FGF23のプロセッシングが促進され、FGF23
の活性が低下、家族性高リン血症性腫瘍状石
灰沈着症を引き起こす。	
	 Runx2 は骨芽細胞分化および軟骨細胞後期
分化に必須な転写因子である。Runx2が転写調
節するターゲット遺伝子をマイクロアレイで
検索した結果、Runx2 によって、Galnt3 が骨
芽細胞でも軟骨細胞でも発現誘導されること
を見いだした（図１）。	

	 そこでまず、軟骨細胞特異的 Col2a1 プロモ
ーターを用いて、Galnt3 トランスジェニック
(tg)マウスを作製した。tg マウスでは、アグ
リカンが減少し、矮小化を示した。軟骨内骨
化は遅延し、細胞周期は亢進し、アポトーシ
スが増加していた。これは、グルコサミノグ
リカン形成の最初のステップであるセリンに
キシロースを付加するキシロシルトランスフ
ェラーゼと Galnt3 が競合し、O-グリカンを増
加させ、グルコサミノグリカンを減少させる
ためと考えられた。一方、Galnt3 ノックアウ
ト（ko）マウスでは、胎生期で四肢の軽度の短
縮、石灰化遅延が認められた。Galnt3	ko マウ
スの表現型から、Runx2の軟骨細胞の成熟促進
作用の一部に Galnt3 が関与していると考え

られた。	
	 Runx2、Galnt3、FGF23 の骨組織での発現を
免疫組織染色にて検討した。Runx2 と Galnt3
は骨芽細胞および幼若骨細胞に、FGF23は骨芽
細胞および骨細胞全般に発現を認めた。すな
わち、Runx2 と Galnt3 の発現はほぼ一致して
いた。また、Galnt3の発現をリアルタイム	RT-
PCR で骨芽細胞分画と骨細胞分画で比較する
と、骨芽細胞分画で有意に発現レベルが高か
った。さらに、これまで FGF23 は骨細胞に発
現していると考えられてきたが、骨芽細胞に
も強く発現していた。したがって、Runx2 が
Galnt3 の発現を誘導、Galnt3 が FGF23 の活性
を維持するという経路で、Runx2が血中リン濃
度を調節している可能性がある。	
 
２．研究の目的 
Runx2 が Galnt3 の発現誘導を介して血中リン
濃度を調節しているという仮説およびその生
理的意義を検証する。具体的には、	
(１)Galnt3 のプロモーター解析及び	
chromatin	immunoprecipitation	(ChIP)アッ
セイにより、Runx2 が Galnt3 発現を直接制御
しているか明らかにする。	
(２)骨芽細胞特異的Runx2	コンディショナル
ko	 (cko)マウスおよび骨芽細胞特異的 Runx2	
tg マウスで、Galnt3 の発現、intact	FGF23 の
血中濃度、および血中リン濃度を測定し、
Runx2 が Galnt3 の発現制御により血中リン濃
度を制御しているか明らかにする。	
 
３．研究の方法 
(１)Galnt3 プロモーター解析	
①Galnt3 遺伝子の転写開始点より上流 3kb の
DNA 断片をクローニングし、ルシフェラーゼ
ベクターに挿入した。さらに、3kb の DNA 断片
を順次欠失させたルシフェラーゼベクターを
作製した。それぞれを、Mock あるいは Runx2
発現ベクターとともに C3H10T1/2 細胞に導入、
ルシフェラーゼ活性を測定した。	
②3kb の DNA 断片を順次欠失させることによ
り、Runx2 による Galnt3 発現誘導に重要な領
域を特定し、Runx2 結合配列を検索した。	
③Runx2 結合配列となりうる候補配列にそれ
ぞれ変異を導入、ルシフェラーゼ活性を測定	
した。	
④C3H10T1/2 細胞および MC3T3-E1 細胞を用い
て、抗 Runx2 抗体による ChIP アッセイを行っ
た。	
	
(２)骨芽細胞特異的 Runx2	cko マウスの作製	
①Cre 発現レベルと発現細胞を GFP で特定で
きるように、GFP-Creの融合蛋白質を高発現す
る GFP-Cre マウスを、骨芽細胞特異的 2.3kb	
Col1a1 プロモーターを用いて作製した。この
マウスが骨芽細胞特異的に発現することを、
凍結切片で GFP を観察することにより確認し
た。次に、2.3kb	Col1a1 プロモーターGFP-Cre	
tg マウスを Runx2fl/fl マウスと交配し、
Runx2fl/flGFP-Cre マウスを作製した。	

	
	
	
	
	
	
	
	
Runx2 による Galnt3 発現の誘導	
(A,B)	Runx2-/-軟骨細胞を用いた、Runx2によるGalnt3
発現の誘導。Runx2 はｱﾃﾞﾉｳｲﾙｽﾍﾞｸﾀｰで導入した。	
(C)胎生 12.5,	13.5,	16.5,	18.5 日の野生型ﾏｳｽ及び胎
生 18.5 日の Runx2-/-ﾏｳｽの四肢から抽出した RNA を用
いたﾘｱﾙﾀｲﾑ RT-PCR 解析。	

〈図１〉 



(３)血中 Ca,	P,	FGF23 および Galnt3	mRNA,	
FGF23	mRNA の測定	
①Runx2fl/flGFP-Creマウスおよび、すでに小
守研究室で作製されている 2.3	kb	Col1a1 プ
ロモーターを用いた骨芽細胞特異的 Runx2	tg
マウス、Galnt3	 ko マウスの血中 Ca,	 P を測
定するとともに、	 ELISA 法を用いて intact	
FGF23 を測定した。また、頭蓋冠、長管骨、下
顎骨よりRNAを抽出、リアルタイムRT-PCRで、
Galnt3	 mRNA,	 FGF23	 mRNA を測定した。骨芽
細胞特異的 Runx2	tg マウスでは、免疫組織染
色で、Galnt3の発現を野生型マウスと比較し、
骨芽細胞特異的に Galnt3 発現が増強してい
るか調べた。Runx2fl/flCre マウスと Galnt3	
koマウスの血中P,	intact	FGF23を比較した。	
	
４．研究成果	
(１)Galnt3 プロモーター解析	
	
	 Galnt3 遺伝子の転写開始点より上流 3kb の
DNA 断片をクローニングし、ルシフェラーゼ
ベクターに挿入、レポーターアッセイを施行
した。Runx2発現ベクターをトランスフェクシ
ョンすることにより、レポーター活性が増強
された。さらに、3kb の DNA 断片を順次欠失さ
せることにより、Runx2発現ベクター導入によ
る転写活性化が消失する領域を特定した。こ
の領域には、Runx2 結合配列が２箇所存在し
た。この結合配列にそれぞれ変異を導入する
ことにより、このうちの一つの結合配列が
Runx2 による転写誘導に関与していることが
明らかになった。	
	 C3H10T1/2細胞とMC3T3-E1細胞で、抗Runx2
抗体を用いた ChIP アッセイを行った。両細胞
ともに、上記で特定した Runx2 による転写活
性化に必要な Runx2 結合部位を挟むプライマ
ーを用いた PCR	により DNA が増幅された。す
なわち、Runx2 の Galnt3 遺伝子プロモーター
への結合が確認できた。	
	
(２)骨芽細胞特異的 Runx2	cko マウスの作製	
	
	 2.3kb	Col1a1 プロモーターGFP-Cre	tg マウ
スの作製では、GFP を強発現する F0 マウスを
選択し、系統を樹立した。しかし、兄弟間で発
現レベルが異なり、安定した高発現マウスを
得るために、７世代の継代を必要とした。安
定して GFP-Cre を発現する tg マウスと
Runx2fl/fl マ ウ ス を 交 配 、 最 終 的 に
Runx2fl/flGFP-Creマウスを作製した。さらに、
Runx2 ヘテロ変異マウスと Runx2fl/fl マウス
を交配し、Runx2fl/-マウスを作製した。この
マウスを Runx2fl/+GFP-Cre マウスと交配し、
Runx2fl/-GFP-Cre マウスを作製した。	
	
(３)血中 Ca,	 P,	 FGF23 の測定および Galnt3	
mRNA,	FGF23	mRNA 発現	
	
	 まず、頭蓋冠由来の初期培養骨芽細胞を用
いて、Runx2	siRNA で、Galnt3	mRNA が低下す

ることを確認した。また、Runx2-/-マウスの
頭蓋冠組織で Galnt3	 mRNA が著減しているこ
とも確認した。さらに、2.3kb	Col1a1 プロモ
ーターを用いた骨芽細胞特異的 Runx2	 tg マ
ウスで、Galnt3	 mRNA が上昇していることも
確認した。抗 Galnt3 抗体を用いた免疫組織染
色でも、骨芽細胞特異的 Runx2	tg マウスの骨
芽細胞に Galnt3 の発現上昇が確認された。こ
れらの結果及びレポーターアッセイ、ChIP ア
ッセイの結果から、Runx2 が Galnt3 を直接発
現制御していることが明らかとなった。	
	 ８週齢の Galnt3	 ko マウスでは、野生型マ
ウスに比較し血清 P は上昇していた。一方、
血清中の FGF23 は低下していた。また、１７
週齢の Galnt3	 ko マウスは、野生型マウスに
比較し海綿骨量及び皮質骨量の増加を認めた。
６週齢の Runx2fl/flGFP-Cre マウスでは、
Runx2fl/fl マウスと比較し、Galnt3	 mRNA 及
び血清 FGF23 は低下傾向に、血清 P は増加傾
向にあったが、ともに有意差を認めなかった。
そのため、Runx2fl/-GFP-Cre マウスを作製し
た。１０週齢のメスの Runx2fl/-GFP-Cre マウ
スでは、Runx2fl/fl マウスと比較し、Galnt3	
mRNA の有意な低下及び血清 Pの有意な上昇を
認めた。	
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