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研究成果の概要（和文）：FGF23は骨で産生され腎臓に作用するリン調整ホルモンである。生後にFGF23分泌過剰
により低リン血症性骨軟化症をおこす病気ではFGF23産生腫瘍による腫瘍性骨軟化症が最多だが、2-3割で原因腫
瘍を確認できない。腫瘍性骨軟化症では骨のFGF23産生は生理的に抑制されているが、遺伝性FGF23関連疾患では
抑制されていないため鑑別に利用できる。しかし従来の免疫染色はFGF23の抑制を検出する感度がない。今回、
コニカミノルタ社が開発した高感度ナノ免疫染色（PID）を用いて、一般の大腿骨手術時に得られた骨をと比較
し腫瘍性骨軟化症手術時の周囲骨でのFGF23の産生抑制を定量的に検出することに成功した。

研究成果の概要（英文）：FGF23 is a phosphaturic hormone derived from osteocytes, which 
physiologically regulates serum phosphate level. Tumor-induced osteomalacia (TIO) due to FGF23 
producing tumor is the most common cause of acquired FGF23-related hypophosphatemic osteomalacia, 
however, the causative tumor couldn’t be recognized among about 20-30% of cases. In TIO patients, 
FGF23 production in the bone was physiologically suppressed while not suppressed in, such as, 
inherited FGF23-related hypophosphatemia. However, the conventional immunostaining method could not 
detect the suppression of FGF23 due to low sensitivity. In this research, PID: nano-immunostaining 
method with high sensitivity developed by KONICA MINORTA was adopted and the suppression of regional
 FGF23 in the bone surrounding FGF23 producing tumor in TIO patients was successfully recognized 
compared to femur bone samples gained during the surgery in the subjects without bone metabolic 
diseases. 

研究分野：内分泌学

キーワード： 低リン血症　くる病　骨軟化症　骨粗鬆症　FGF23　病理　免疫染色　ナノ技術

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本検討の結果により、生後にFGF23関連低リン血症性骨軟化症を惹起したと思われる症例において腸骨生検など
で骨検体を採取し、高感度ナノ免疫染色（PID）によってFGF23の骨での産生抑制の有無を確認することで、その
原因がFGF23産生腫瘍による腫瘍性骨軟化症であるか、それ以外の遺伝性疾患などであるかを明確に鑑別できる
技術が完成した。また同時にこれまで悪性腫瘍の発現マーカーなどを定量的に検出し抗癌剤の効果判定などへの
応用が期待されていた高感度ナノ免疫染色技術が、今回の検討のようにホルモンの血中濃度が非常に低値である
内分泌疾患などでの病因の鑑別などにも用いることができる可能性を示すことが出来た。

※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 
FGF23は成熟骨細胞から分泌される生理的な血中リン濃度調節ホルモンである[1]。FGF23

の受容体は Klothoと FGF受容体との複合体であり、尿細管や副甲状腺、脈絡叢、胎盤などに
その発現が認められている[2]。近位尿細管において FGF23は、ナトリウム-リン共輸送体の発
現を低下させリンの再吸収を抑制する。また FGF23は近位尿細管において 1α水酸化酵素の発
現を抑制する事で、血中 1, 25(OH)2D濃度を低下させ、腸管からのリン吸収も抑制する[3]。
また成熟骨細胞における血中リン濃度に応じて FGF23の分泌を調整するための血中濃度リン
感知機構は完全には解明されていないものの、FGF受容体がその中心的な役割を担っているこ
とを我々のグループと徳島大学との共同研究で明らかにしている[4]。FGF23作用が不適切に
過剰となると、リンの再吸収抑制および腸管からのリン吸収抑制から低リン血症をきたす。慢
性低リン血症により骨の石灰化が障害され、小児ではくる病を、成人では骨軟化症を発症す
る。FGF23関連低リン血症と診断され、遺伝性疾患や薬剤性の副作用が除外された場合、腫瘍
性骨軟化症が強く疑われる（図 1）。腫瘍性骨軟化症（tumor-induced osteomalacia: TIO）
は、主に骨や脂肪組織に発生する腫瘍から FGF23が過剰産生されることによって、低リン血
症性骨軟化症をきたす疾患である。正確な頻度は不明であるが、人口 2-10万人当たりに 1名
程度の稀な疾患と考えられている。未診断の例も多く実際にはさらに多くの症例が存在すると
考えられる。症状としては偽骨折による骨痛、骨折、筋力低下などがあり、ADLの低下から寝
たきりに至ることもある[5]。FGF23産生腫瘍の完全な切除が根治療法となるため、腫瘍の局
在診断が非常に重要となる。しかし腫瘍が数mm程度と比較的小さいことも多く、また局在が
全身の骨・脂肪組織に分布しうることから腫瘍の局在診断に難渋する症例が多い。また手術で
腫瘍が切除しきれない症例、術後に再発する症例がある。腫瘍の局在が同定できない症例や術
後に治癒が得られなかった症例では、血清リン濃度を上昇させるために経口リン製剤と活性型
ビタミン D製剤による内科的治療が行われる。しかしその経口リン製剤の効果持続時間は 1-2

時間と短く、また腫瘍における血中リン濃度の感知閾値の下方偏移が病態として予想されてお
り、摂取されたリンの量に応じて FGF23の分泌が上昇するため、その効果は不十分となる。
近年抗 FGF23モノクローナル抗体である burosumabが TIO症例の血清リン値を上昇させ、
疼痛の軽減や運動機能、骨折治癒の改善をもたらすことが示された[6]。一方で burosumabの
長期的な副作用は不明な点もあり、手術療法とその後の予後について直接比較した報告もな
く、現時点では腫瘍が同定されさえすれば手術療法が第一選択となる。 

 一般的に腫瘍の検索を行う際には CT、MRI、FDG-PET/CTなどの画像検査が施行される。
これらの検査は比較的簡便に施行できるが、腫瘍の存在は確認できるものの、腫瘍が FGF23

を産生しているかどうかについては判定できない。TIOの原因病変である Phosphaturic 

mesenchymal tumor (PMT)はソマトスタチン受容体を発現していることが多い。これを利用
し FGF23産生腫瘍の機能的局在診断としてソマトスタチン受容体を標的とする画像検査であ
るソマトスタチン受容体シンチグラフィ（111In-pentreotide：オクトレオスキャン®など）が用
いられる。しかしソマトスタチン受容体を発現した腫瘍（甲状腺腫瘍など）や骨折などによる
炎症部位において集積を認めるため、FGF23産生腫瘍特異的な検査ではなく特異度に限界があ
る。2004年に我々のグループより、腫瘍からの FGF23産生を直接確認する手法として、全身
静脈 FGF23サンプリングを報告した[7]。この検査は、大腿静脈から挿入したカテーテルを用
いて体幹や四肢の主要静脈から採血を行い、血中 FGF23濃度が最高値を示す静脈の近傍に腫
瘍があると想定するものである。しかしこれらの手法を利用しても原因腫瘍が見つからない
TIO疑い症例が 2-3割存在し診断法の確立は急務である。正常なリン代謝の恒常性が保たれて
いる場合、なんらかの原因により低リン血症に陥ったとしても負のフィードバック機構により



骨からの FGF23産生は抑制される。しかし TIO症例ではこの正常なリン代謝が破綻し、腫瘍
が自律的に FGF23を産生するために慢性低リン血症を発症する。この際、TIO症例において
腫瘍以外の骨組織における成熟骨細胞では FGF23産生は抑制されている。従って臨床的に
TIOと診断されるものの腫瘍が同定できない症例の骨組織で FGF23産生が抑制されているか
否かを判定することにより、その症例が FGF23産生腫瘍を本当に有するかどうかを推察する
ことが可能である。しかし従来の免疫組織化学染色（Immunohistochemistry: IHC）では比較
的発現量が少ない FGF23の産生抑制を確認し得るほどの感度は得られなかった。また骨組織
は他臓器組織と比較し細胞量が少なく、mRNAの発現量解析やウェスタンブロッティングによ
る蛋白発現量の解析も技術的に困難である。近年 IHCのひとつとして、高輝度蛍光粒子である
Phosphor Integrated Dot (PID) nanoparticlesを用いた高感度免疫染色法が蛋白質の定量的解
析に有用であることが報告されている（図 2）[8]。PIDは蛍光色素よりも高い輝度、励起光照
射下での高い安定性をもつことから、従来の IHCに比べ標的蛋白の発現を高感度に検出し、さ
らに粒子数として定量的に評価できる（図 3）[9]。PIDを利用した FGF23高感度免疫染色を
行うことで、原因腫瘍の局在が不明である TIO疑い症例の骨組織における FGF23産生抑制の
有無の評価が可能となり、ひいては原因となっている病態が TIOであるか、遺伝性 FGF23関
連低リン血症などの全身の成熟骨細胞からの FGF23過剰分泌を惹起するものかの鑑別が可能
であると予想される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1腫瘍性骨軟化症の検査、治療チャート                    図 2 PID技術の原理 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 DAB染色と PIDを用いた染色の比較 
 
２．研究の目的 
局在が同定できなかった TIO症例に対する病態解明の手段として、骨組織における FGF23

発現抑制の有無を確認するための FGF23の定量的な発現解析を、蛍光ナノ免疫染色を用いて
検討する。特に本研究では、TIO症例の腫瘍部分以外の骨組織において、骨代謝疾患を有しな
い患者の骨組織と比較し、FGF23発現量が抑制されていることを示すまでを目的とした。 

  

 



３．研究の方法 
 当院整形外科で人工関節置換術を施行された腎機能正常症例（Standard: STD 群)13 例およ
び透析症例(Hemodialysis: HD群)2 例、骨内腫瘍によるTIOで腫瘍摘出術を施行された症例に
おいて切除検体に付随して切除された正常骨組織もしくは切除部補強のために採取した腸骨の
一部（TIO-bone 群）2例、耳下腺腫瘍によるTIO で切除検体に付随して切除された正常耳下
腺組織（Negative control: NC）1 例を対象とした。STD群およびHD群では人工関節置換
術、TIO 群では腫瘍摘出術により同時に摘出された腫瘍を含まない骨検体ないし非骨検体に対
して EDTA脱灰を行ったのち、4μmのパラフィン切片を作成し抗 FGF23 抗体にナノ粒子を
標識したもので免疫染色を行っている。粒子数の定量は PID粒子と細胞核表面との距離が最も
近い細胞核に PID 粒子を帰属させる帰属法を用いた。 
 
４．研究成果 

 病理画像について DAB染色および PID染色を図 4に示す。HD群では STD群や TIO-bone

群、NCと比較し非常に多くの PID粒子を認めている（図 4-B）。解析ソフト 

（PidAnalyzer、コニカミノルタ株式会社）を用いて細胞の核を同定し、核から 5.5μm以内に
ある粒子の数を計測した。観察した視野のすべての細胞の平均粒子数をその検体の PID粒子数
とした。STD群は粒子数の平均値は 1細胞核あたり 154.6（標準誤差 53.3)であった。一方で
TIO-bone群は 12.7、12.6、NCは 12.6と明らかに粒子数の低下を認めた。STD群、TIO-

bone群および NCでの PID粒子数の比較についてグラフに示す（図 5）。TIO-bone群では
STD群と比較し、有意に 1細胞核あたりの PID粒子数の低下を認め（p<0.001）、NC群も
TIO-bone群と同程度に低値であった。 

 以上より本検討において高感度ナノ免疫染色である PIDを用いることで、TIOの骨部位での
FGF23の産生抑制が検出できることが確認できた。よって原因腫瘍が明らかでない後天性の
FGF23関連低リン血症性骨軟化症でっても、骨生検を実施することでその病因を明らかとする
ことができる。また同時にその他の内分泌疾患の病因を確認する目的においても高感度ナノ免
疫染色が有用である可能性を示唆することが出来た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 5 STD,TIO-bone,NCの PID粒子数 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 病理画像 
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