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研究成果の概要（和文）：全身性のカルシウム・リン調節因子であるFGF23/klothoシグナルの破綻により誘導さ
れる骨基質石灰化異常のメカニズムを明らかにする目的で、FGF23遺伝子欠損マウスの長管骨を組織学的に解析
した。その結果、FGF23遺伝子欠損マウスでは、高リン・高カルシウム結晶を呈するにも関わらず、骨基質の低
石灰化が生じており、これらは骨芽細胞における局所リン代謝調節因子の発現変化と石灰化球形成の抑制を生じ
るとともに、骨細胞におけるDMP1をはじめとしたSIBLING Family蛋白発現上昇による骨細胞の機能異常に起因す
る可能性が推測された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have examined femora in FGF23 deficient mice to clarify 
the mechanisum of bone mineralization induced by disrupted FGF23/klotho signaling.
  FGF23 deficient mice revealed a broad non-mineralized bone matrix despite highly-elevated serum 
concentration of Ca/Pi. Many matrix vesicles were localized in osteoid underneath ALP/ENPP1-positive
 osteoblasts, while few mineralized nodules were formed in FGF23 deficient osteoid.  Furthermore, 
osteocytes in  FGF23 deficient mice expressed abundunt SIBLING family proteins such as DMP-1 and 
osteopontin compared with control mice. It seems likely that the disrupted FGF23/klotho signaling 
may induce the disfunction of osteoblasts and osteocytes and the abnormal mineralization in bone.

研究分野： 組織学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、FGF23/klothoシグナル破綻によって誘導される骨基質石灰化異常の病理機序解明の一助を担うもので
ある。骨基質石灰化は、全身性および局所性のカルシウム・リン代謝調節因子によって制御されており、複雑な
機序で進行する。本研究成果は、全身性のリン調節因子であるFGF23/klothoシグナルの局所作用の可能性を示唆
するものであり、基質石灰化制御機構の解明という基礎医学の発展のみならず、慢性腎臓病に伴う骨基質石灰化
異常の病態解明や新規治療法の開発にも繋がる臨床研究の基盤として重要な学術的・社会的意義を有すると考え
られる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

FGF23/klotho シグナルは、腎臓の近位尿細管において血中リン濃度調節に作用する全身性のリン
調節因子である。一方、骨組織では、骨基質の主体を為すリン酸カルシウム結晶を形成するためにリ
ン酸イオンとカルシウムイオンの局所的な濃度調節が必要である。そのため、骨芽細胞・骨細胞に存
在するピロリン酸合成酵素（ENPP1）や組織非特異型アルカリホスファターゼ（TNALP）によるリン酸イオ
ン生成と、NaPi co-transporter III (Pit 1)などの膜輸送体によるリン酸イオンの移動が生じていると考え
られている。加えて、Dentin matrix protein (DMP)-1 や osteopontin などの SIBLING family 蛋白は、血
中リン・カルシウム濃度非依存的に局所的な基質石灰化の調節に関与することが報告されている。こ
れらのことから、骨基質石灰化は、全身性ならびに局所性のリン濃度調節機構を主体に、複雑なメカ
ニズムで調節を受けていることがわかる。 

これまでの先行研究において、FGF23/klotho シグナルの破綻により高リン血症を呈する αklotho
遺伝子変異（kl/kl）マウスの骨組織では、広範囲に渉って未石灰化骨基質が局在する一方、血管石
灰化および血管骨化が誘導されることを明らかにしてきた。さらに、個体発生・成長時に骨芽細胞系細
胞に αklotho や Fgfr1c 遺伝子が発現していることが見出され、このことは、1) FGF23 が腎臓を介さず
に局所的なリン代謝調節やオートクライン・パラクライン作用を行う可能性、2) Fgf23 遺伝子欠損
（Fgf23-/-）マウスにおける骨基質石灰化異常は、αklotho 欠損状態（kl/kl マウスや αklotho-/-マウス）
と相違がある可能性を示唆している。 
 
２．研究の目的 
上記の背景を踏まえ、本研究では、1) FGF23 が腎臓を介さずに局所的なリン代謝調節やオートクライ
ン・パラクライン作用を行う可能性、2) Fgf23-/-マウスにおける骨基質石灰化異常と、kl/kl マウスや
αklotho-/-マウスの骨基質石灰化異常に相違がある可能性、すなわち、基質石灰化における FGF23
や αklotho の独自作用が存在する可能性を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
生後７週齢 Fgf23-/-マウスの大腿骨・脛骨を用い、FGF23 が欠損した場合における骨基質石灰化異常
の微細構造解析、および、骨芽細胞・骨細胞に存在する Ca2+・PO4

3-の膜輸送体や酵素群、SIBLING 
Family 蛋白・遺伝子の局在・発現解析を行った。骨基質石灰化異常については、透過型電子顕微鏡
を用いた石灰化結晶の微細構造解析を行うとともに、基質石灰化の開始点となる基質小胞・石灰化球
形成の微細構造解析を行った。また、骨芽細胞、前骨芽細胞、骨細胞における TNALP, ENPP1 な
どの Ca2+・PO43-産生・輸送に関わる各種の酵素・膜輸送体、および、DMP-1 や osteopontin など
SIBLING family の局在を免疫組織化学にて、遺伝子発現を real timePCR にて解析した。 
 
４．研究成果 
生後 7 週齢 Fgf23-/-マウスでは、control マウスと比較して、血中リン・カルシウム濃度高値を呈するにも
関わらず、大腿骨・脛骨は広範囲に亘って低石灰化を示していた。未石灰化骨基質の表面に存在す
る骨芽細胞は、TNALP 陽性反応の低下と ENPP1 強陽性反応を呈したことから、石灰化抑制因子であ
るピロリン酸の局所的濃度が上昇していると推測された。また、このような骨芽細胞とその直下の類骨
層を透過型電子顕微鏡観察したところ、多数の基質小胞が認められたにも関わらず、石灰化球はほと
んど認められず、石灰化結晶ならびに石灰化球の成長が抑制されている可能性が強く示唆された。一
方、未石灰化骨基質に埋め込まれた骨細胞の中には、SIBLING family 蛋白である DMP-1 や
osteopontin を強発現しているにも関わらず、石灰化沈着を生じているものが存在した。さらに、Fgf23-/-

マウスの大腿骨では、Dmp-1, Osteopontin, Mepe 遺伝子の発現が上昇する一方、SIBLING ファミリー
蛋白を基質として用いる Phex 遺伝子の発現上昇も認められたことから、骨細胞による石灰化抑制が解
除され、骨細胞自身やその周囲に石灰化沈着が誘導された可能性が推測された。 
以上より、FGF23 欠損状態では、骨芽細胞・骨細胞の機能異常が生じ、骨芽細胞による骨基質石灰
化が抑制される一方、骨細胞への過剰な石灰化沈着が誘導される骨基質石灰化異常が生じる可能性
が示唆された。 
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