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研究成果の概要（和文）：本研究では線維性異形成症(FD)におけるFGF23産生へのNotchシグナルの関与を明らか
にすることを目的として研究を推進し、以下の結果を得た。1)FD症例でNotch1, Hey1, FGF23の発現が免疫組織
学的に確認できた、2)FD症例でGNAS遺伝子変異が確認できた、3) FD患者の血清FGF23は増加していた、3) 
UMR106細胞、IDG-SW3骨細胞用細胞株でNotchシグナルはFGF23産生を促進し、その過程でHif2αが重要な役割を
担っていることが示唆された。 これらの結果より、FDにおけるFGF23産生にNotchシグナルが関与していること
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to clarify the involvement of Notch signaling in 
FGF23 production in fibrodysplasia (FD) and obtained the following results: 1) Notch1, Hey1, and 
FGF23 expression was immunohistochemically confirmed in FD cases, 2) GNAS gene mutation was 
confirmed in FD cases, 3) serum FGF23 was increased in FD patients, and 3) Notch signaling promoted 
FGF23 production in UMR106 cells and IDG-SW3 osteocytic cell line. 3) Serum FGF23 was increased in 
FD patients, and 3) Notch signaling promotes FGF23 production in UMR106 cells and IDG-SW3 cell line 
for bone cells, suggesting that Hif2α plays an important role in this process. These results 
suggested that Notch signaling is involved in FGF23 production in FD.

研究分野： 口腔病理学

キーワード： 線維性骨異形成症　FGF23　Notch
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研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者は骨芽細胞で特異的にNotch核内分子を過剰発現するトランスジェニックマウスの骨細胞、骨芽細胞は
FGF23を過剰産生し、骨軟化症を惹起することを世界で初めて報告した(BBRC 518:233-238,2019)。線維性骨異形
成症(FD)ではFGF23が過剰産生さるが、そのメカニズムは明らかにされていなかったが、本研究ではFDにおける
FGF23産生にNotchシグナルが関与していることを示し、この結果はFDの病態解明に貢献する。

※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 
線維性骨異形成症(FD)は FGF23 作用過剰疾患の一つで、低リン血症、骨軟化症を惹起するた

め、FD における FGF23 の動態が注目されている。頭蓋顎顔面骨は大腿骨と並ぶ FD の好発部位で
あるが、顎骨 FD での FGF23 産生に関する解析は極めて少ない。そのため、研究代表者は顎骨に
発症する FD の病態を包括的に理解するには、FGF23 産生と血清リン値の相関を詳細に解析する
必要性を痛感していた。 
研究代表者は、長年、骨代謝及び口腔癌の骨破壊における Notch シグナルの役割を解析してき

た。 Notch は膜貫通型の受容体で、組織形成や細胞の分化決定などで重要な役割を担っている。
Notch シグナルは Notch リガンド（Jagged, Delta など）が隣接細胞の細胞膜に存在する Notch
に結合することにより伝達される。その後、γ-secretase により Notch の細胞内ドメイン(Notch 
intracellular domain: NICD)が切り離されて、細胞質から核内へと移動し、転写因子である
RBPJ-γなどと複合体を形成して Hes1,Hey1 などの標的遺伝子の発現を調節する。 
研究代表者らは骨形成における Notch の役割を解析するために骨芽細胞で NICD を過剰発現す

る NICD transgenic mice (Col1 NICD Tg mice)を作出し、その表現型を解析する過程で、この
マウスの骨細胞は FGF23 を過剰発現し、骨軟化症を呈していることを発見した(BBRC 518:233-
238,2019)。我々はこの論文で世界に先駆けて Notch シグナルが骨細胞の FGF23 発現を制御する
ことを報告し、未だ十分に解明されていない FGF23 の制御機構の理解に一石を投じるものとし
て注目されている。 
 
２．研究の目的 
我々が発見した Notch シグナルによる骨細胞/骨芽細胞の FGF23 発現制御機構のメカニズム解

析をさらに推進し、顎骨 FD における Notch シグナルによる FGF23 産生とリン代謝の関連を明ら
かにして、顎骨 FD の病態を包括的に理解することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 培養細胞を用いた Notch シグナルによる FGF23 の発現制御機構の解析 
① UMR106 細胞（骨芽細胞様細胞）、IDG-SW3 細胞（骨細胞様細胞株）を用いて、Notch リガンド
である Jag1 をコートした培養ディッシュ上で両細胞を培養し、Notch シグナルの活性化と
FGF23 発現の関連を解析した。 

② レトロウイルスベクターを用いて UMR106 細胞に NICD, Notch extracellular domain(NECD), 
dominant negative RBPJ-γ(dnRBPJ-κ), RBPJVP16(R218H 変異を組込んだ RBPJ-κ)を導入し、
FGF23、Notch 関連分子の発現を解析した。 

③ 頭蓋冠または長管骨から純化骨細胞培養系を分離し、Notch シグナルによる FGF23 の制御機
構を解析した。 

④ 鉄欠乏状態は GSI 発現を上昇させ、hypoxia-inducible factor (Hif)を介して FGF23 発現を
上昇させることが報告されている。そのため、主に UMR106 細胞を用いて、鉄キレート剤(DFO)
添加による FGF23 発現の上昇を確認し、その過程における Hif1αと Hif2αの各 shRNA を用い
て FGF23 発現に及ぼす影響を解析して Hif1αと Hif2αの役割を解析した。 

⑤ FD 型 GNAS1 変異遺伝子 (R201H 及び R201C)cDNA を未分化間葉系細胞である C3H10T1/2 細胞、
骨髄間質細胞由来である ST2 細胞、骨芽細胞様細胞である MC3T3-E1 細胞にレンチウイルスベ
クターを用いて導入し、細胞株の樹立を試みた。 

 
(2) In vivo 実験 
① 既に作出した Col1 NICD Tg mice マウスの骨密度、血清 FGF23 値、リン値を測定する。 
② GNAS 変異遺伝子(R201H)を導入した Flox マウスと Dmp1-cre マウスを交配し、骨細胞／骨芽細
胞に変異 GNAS 遺伝子を発現するモデルマウスの作出と解析。 

 
(3) ヒト顎骨 FD 症例の解析 
① 検体の病理組織学的解析。 
② 病理検体の免疫組織学的解析（FGF23, Notch, Hey1 など）。 
③ FD 患者より血清サンプルを採取し、これらの血清を用いて FGF23 とリンを測定する。 
 
4．研究成果 
(1)培養細胞を用いた Notch シグナルによる FGF23 の発現制御機構の解析結果 
① UMR-106 細胞及び IDG-SW3 細胞を Notch リガンドである Jag1 をコートした培養ディシュで

培養すると FGF23 の発現が上昇した。 
② NICD を UMR-106 細胞で過剰発現する Hey1, Hes1 及び FGF23 の発現が上昇した。また、同細

胞に NECD を導入すると Jag1 が誘導した FGF23 発現は抑制された。さらに、タモキシフェン
誘導型 CreER システムで NICD を過剰発現することにより、UMR-106 細胞及び IDG-SW3 細胞
で FGF23 の発現が上昇した。 



③ UMR-106 細胞に dnRBPJ-κを導入すると、Hes1 及び FGF23 の発現が減少した。また、RBPJVP16
を導入すると Hes1, Hey1 及び FGF23 の発現が上昇した。 

④ 頭蓋冠及び長管骨から採取した純化骨細胞培養系では、Jag1 コートディシュで培養しても
FGF23 の発現上昇は確認できなかった。これは、採取した培養細胞の骨細胞系細胞が少なか
ったことに起因すると考えられた。 

⑤ UMR-106 細胞を DFO で処理すると FGF23 発現が上昇した。DFO 処理で UMR-106 細胞の Hif1α
と Hif2αタンパク質の発現上昇が確認できたので、同細胞に shHif1αまたは shHif2αを導
入すると shHif2αは DFO または Jag1 で誘導された FGF23 発現を抑制したが、shHif1αでは
抑制作用が確認できなかった。そのため、Notch シグナルが誘導する FGF23 の発現上昇では、
Hif2αが重要な役割を担っていることが示唆された。 

⑥ 3H10T1/2 細胞、ST2 細胞及び MC3T3-E1 細胞から FD 型 GNAS1 変異遺伝子 (R201H 及び R201C)
を過剰発現する細胞株の樹立に成功した。現在、これらの細胞の性状を解析中。 

(2) In vivo 実験 
① Col1 NICD Tg mice ではコントロールマウスに比べて骨幹部、骨端部で骨密度が減少し、骨

軟化症の病態になっていることを確認した。また、同マウスでは血清 FGF23 が増加し、リン
値の低下が確認できた。 

② 研究分担者の豊澤らが作出した骨細胞／骨芽細胞に変異 GNAS 遺伝子が発現するマウスでは
骨幹端部に異常に骨量が増加していることが確認できた。また、これらの骨異常部ではFGF23, 
Notch, Hey1 が発現している細胞が確認できたが、同一細胞で共発現しているか現在解析中。 

(3) ヒト顎骨 FD 症例の解析 
①  5症例のFDで血清FGF23値が上昇していることを確認できたが、全ての症例で血清リン値は

正常値範囲であった。これは、大腿骨などのFDに比べて、顎骨のFDは病変が小さくてFGF23
産生量は少ないために、低リン血症が確認できなかったと考察している。 

② 3症例でGNAS遺伝子のミスセンス変異（R201CまたはR201H）を確認した。 
③ FD症の脱灰パラフィン切片で、FGF23, Notch1, Hes1, Hey1の免疫染色を酵素抗体法で行っ

た。その結果、FDの多くの細胞でこれらの抗体に陽性の細胞が確認できた。現在、蛍光抗
体法でさらに詳細な解析を行なっている。 
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