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研究成果の概要（和文）：Fibroblastgrowthfactor23（FGF23）は、腎近位尿細管リン輸送を制御する骨由来のホルモ
ンである。Klothoは腎遠位尿細管に発現しており、この部位においてFGF受容体と複合体を形成してFGF23の信号を受け
る共受容体である。
本研究においてFGF23/Klothoシステムによるリン輸送阻害機構について検討を加えた。その結果、近位尿細管において
色々な条件下でKlothoが誘導されている現象を見出した。またPKCによるNaPi-IIcリン酸化がFGF23による分解の初段階
である事を明らかにした。
以上よりFGF23/Klothoシステムはリン代謝に必須である事が明らかになった。

研究成果の概要（英文）： Fibroblast growth factor 23 (FGF23) is a bone-derived hormone that plays an impor
tant role in phosphate (Pi) transport in the proximal tubular cells.  Klotho forms a specific receptor com
plex with FGF receptor that transmits signaling of FGF23 in the distal tubules. FGF23/klotho signaling lea
ds to down-regulation of sodium-dependent Pi cotransporter (NaPi-II ) in the proximal tubules.  In the pre
sent study, we investigated the mechanisms of down-regulation of renal Pi transporter by FGF23/klotho syst
em and the production of FGF23 in bone cells. We show that klotho expression in the proximal tubules is in
duced by several conditions. Furthermore, inactivation of NaPi-IIc by PKC is the first step of FGF23/kloth
o dependent down-regulation of the transporters. Thus, FGF23/klotho signaling in the kidney-bone axis is e
ssential for Pi homeostasis. 
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１．研究開始当初の背景 
慢性腎臓病の進行や透析患者の生命予後に

おいてリンコントロールは非常に重要な役

割を演じている。近年、リン代謝研究が加速

し、多くの新しいリン代謝系が明らかにされ

た。最近の研究から、慢性腎臓病では、リン

代謝異常は早期慢性腎臓病患者から生じて

おり、リンバランスの維持は生命予後を規定

する重要な因子であると考えられる。腎尿細

管リン輸送系はリン代謝調整の中核であり、

様々な因子により制御されている。とくにリ

ン代謝調節系を支配する中核的なホルモン 
副甲状腺ホルモン PTH および活性型ビタミ

ン  D に加えて繊維芽細胞様増殖因子 
FGF23 /klotho 系がリン輸送系を制御してい

ることが明らかにされた。 この調節系は、

骨に発現する FGF23 および 腎臓における

Klotho によりもたらされる新しいリン制御

系である。しかしながら、どのような機序に

より、 FGF23/klotho 系が腎近位尿細管リン

トランスポーターの調節をコントロールし

ているかは、明確にされていない。 
 
２．研究の目的 
FGF23/klotho シグナルによるリン利尿促進

機序に関しては不明な点が多い。骨細胞から

分泌された FGF23 が、どのような機序により

近位尿細管に作用するかは、明らかにされて

いない。 FGF23 の共受容体である klotho は、

遠位尿細管に発現しており、リントランスポ

ーターの抑制は近位尿細管で生じている。そ

こで、本研究期間において遠位尿細管特異的

および近位尿細管特異的な klotho 欠損マウ

スを作製して、 FGF23 シグナル伝達について

検討を加え、同時に、遠位尿細管から分泌さ

れる各種因子について、候補因子の同定を行

う事を目的とした。しかし、本プロジェクト

の開始後、スエーデンのグループから、遠位

尿細管特異的な klotho 欠損マウスの解析が

報告された。その結果、 FGF23/klotho シグ

ナ ル は 、 遠 位 尿 細 管 で 形 成 さ れ た 

FGF23/klotho /FGFR1 複合体を介して、何ら

かの因子により近位尿細管に伝達される事

が明らかにされた。 そこで、本プロジェク

トでは、 klotho-KO マウスの表現型解析を基

盤として近位尿細管 FGF23/klotho シグナル

による NaPi-IIc(リントランスポーター)抑

制機序に焦点をあて検討を加えた。さらに、

腎臓障害を引き起こすカドミウム腎症をモ

デルに 骨細胞からの FGF23 分泌機序の解明

を行なった。これらの研究は、早期慢性腎臓

病でのリン異常による機能不全の進行、長期

透析患者にみられる二次性副甲状腺機能亢

進症や異所性石灰化の分子機構を解明する

とともに、これらの予防を考える上でも重要

と推察された。 

 
３．研究の方法 
遺伝子改変動物 
マウスは恒温の飼育室で明暗サイクルの条

件下(8:00-20:00)、プラスチックケージ内で
実験動物用固形飼料 MF(Oriental Yeast, 
Tokyo, Japan)と蒸留水との自由摂取により
飼育した。実験動物は徳島大学動物実験委員
会の許可の下、徳島大学動物実験指針に従っ
て行った。 

 

各種免疫組織化学 
 腎臓を摘出し、4 ％パラホルムアルデヒド
溶液で一晩浸漬固定し後、OCT Compound
（Sakura Finetek Japan Co. Ltd., Tokyo, 
Japan）を用いて封埋した。クリオスタット
（ Leica Microsystems, GmbH, Wetzlar, 
Germany）で 5 m 厚に薄切し、あらかじめ
シランコートした MATSUNAMI MICRO SLIDE 
GLASS（MATSUNAMI GLASS IND., LTD., Tokyo, 
Japan）に貼付した。5％ goat serum /0.03％ 
Triton-X100 を用いて室温で 2 時間ブロッキ
ング後、一次抗体は 4 ℃で一晩、2次抗体は
室温で 1時間反応させた。 
 
遺伝子改変動物のカルシウム／リン代謝解
析（代謝ケージ） 
 カルシウム、リン出納を解析するため、代
謝ケージ（日本クレア）を用いてマウスを飼
育した。飼料は、市販固形飼料（MF、オリエ
ンタル酵母）および水を自由摂取させた。体
重、飼料および飲水摂取量、尿を２４時間毎
に測定、記録、回収した。 
 
腎臓スライスの作成およびリン輸送解析 
 
6-10 週齡のマウスをエーテルにて麻酔し、

左心房より 30 ml の phosphate buffer で灌
流した。腎臓の皮膜を取り除きスライサー
(リニアスライサー Pro7, 堂坂イーエム株
式会社)で 1 mm 弱の厚さにスライスした。ス
ライスした腎臓を 12-well plastic plate に
移し、水槽インキュベーターで 37 C̊ に保っ
た。コントロール群は Hank’s buffer(110 mM 
NaCl, 5 mM KCl, 1.2 mM MgSO4, 1.8 mM CaCl2, 
4 mM Na-acetate, 1 mM Na-citrate, 6 mM 



Glucose, 6 mM L-alanine, 1mM NaH2PO4, 3mM 
Na2HPO4, 25 mM NaHCO3)、FGF23 反応群は FGF23
を加えた HanK’s buffer に 30 分間反応させ
た。反応は 95%O2, 5%CO2ガスを供給しながら
行った。Ca沈殿法により生成した
Brush-border membrane vesicles (BBMVs)へ
の 32P 輸送活性は急速膜濾過法により測定し
た。 
FGF23 組換え体の投与 
FGF23 投与実験は、8-11 週齡のマウスそれ

ぞれに組み替え体 FGF23 10 g/head を尾静
脈投与した。Vehicle として PBS を同様に投
与した群を比較対象に用いた。 

４． 研究成果 

（1） FGF23/klotho 系によるリン輸送 

阻害機序 

本研究では、腎遠位尿細管から近位尿細管へ

のシグナルを伝える FGF23/klotho 系とリン

輸送との関係を検討した。まず、腎遠位尿細

管細胞 FGF23/klotho/FGFR1 複合体のシグ

ナルが、どのようなシステムで近位尿細管に

伝わるか検討した結果、様々な条件下で近位

尿細管細胞に klotho が誘導され、FGF23 の

シグナルを伝える機序を明らかにした。

FGF23 は共受容体 klotho の共存下で特異的

受容体 FGFR1 との結合を介して細胞内の各

種シグナル伝達経路を活性化する。FGF23
刺激下で活性化される分子については

ERK1/2 が最も代表的であるが、同ファミリ

ーに属する他の FGF での作用を見る限り、

その他複数の経路の活性化が示唆された。そ

こで、膜型 klotho を発現する近位尿細管細胞

安定発現株 (HEK-MmKL)を用いて、FGF23
組換え体で刺激後に活性化される細胞内シ

グナル伝達経路 PKC を系統的に解析し,そ
の候補を明らかにした。次に、得られた結果

が受容体特異的であるか否かの検証は

FGFR特異的阻害薬 (PD173074)による阻害

作用を指標に検証した。 In vivo においてマ

ウスに FGFR 阻害剤を投与した実験から、リ

ン輸送の制御とは独立して活性型ビタミン 
D の調節が行なわれていると考えられた。ま

た、腸管から分泌されるリン利尿因子の検索

を行い、これらは 膜型 klotho の切断とリン

クしている可能性が得られた。 
  FGF23/klotho の近位尿細管細胞でのリ

ン輸送に対する役割については、 FGF23 に

よる NaPi-IIc(リントランスポーター)の抑

制機序を解明しリン酸化を介した輸送機能

の不活性化を明らかにした。この機序にも 

klotho は必須であり、klotho (-/-)マウスの腎

臓では、このような不活性化は確認できなか

った。また、腎臓スライスの測定系を立ち上

げ、FGF23 刺激後の２０分の培養液中に、

活性型ビタミン D 合成抑制やリン利尿因子

の存在について検討した。その結果、 腎臓

スライス系において、 FGF23 の刺激に応答

して、 NaPi-IIc がリン酸化される可能性を

明らかにした。腎臓スライスを用いた解析系

において、 FGF23 はリン輸送機能を短時間

で阻害した。その場合、タンパク質量の変化

は観察されなかった。また in vivo において、

組み替え型 FGF23の投与したNpt2a-KOマ

ウスにおける NaPi-IIc 機能消失を見出し、 
NaPi-IIc の不活性化機序を in vivo で証明し

た。 
（2） 腎障害モデルにおける FGF23 産生亢

進機構 

次に、腎障害モデルマウスを、カドミウム投

与により作成し、 FGF23/klotho システムの

活性化、とくに FGF23 の骨細胞からの分泌

機序について検討を加えた。カドミウムを投

与したマウスにおいては、骨細胞における 
FGF23 の分泌増加が観察された。この機序

を明らかにする為に、培養骨芽細胞や骨細胞

を用いて、カドミウム処理により誘導される 
FGF23 分泌促進機序を解析した。その結果、

カ ド ミ ウ ム は 、  FGF23 の 成 熟 課 程 
(Processing)に関与する GALNT3 蛋白産生

を亢進させ、 FGF23 分解酵素である Furin
の発現を顕著に抑制した。この課程には、 

カ ド ミ ウ ム に よ る aryl hydrocarbon 
receptors (AhR) の リ ン 酸 化 を 介 し た 
GALNT3 の発現亢進が、重要であることが明

らかになった。 
 これらの結果を要約すると、FGF23/Klotho

のシグナルは、２つの経路でリン輸送系を制

御しており、１つは、遠位尿細管からのシグ

ナルが何らかの因子を介して、近位尿細管リ

ン輸送を抑制する事、もう１つは、低リン状

態などの刺激で klotho が近位尿細管に誘導

され、FGF23 の信号が直接、 NaPi-IIc 蛋白

のリン酸化を介してリン利尿を促進する。低

リン状態などでは、FGF23 による NaPi-IIc

の機能抑制には、後者の経路が関与している

と予想された。また、慢性腎臓病に伴う 

FGF23産生亢進には、 骨細胞におけるGALNT3

などの FGF23 のプロセシングに関わる酵素



の発現亢進が関与している可能性が推察さ

れた。 
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