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研究成果の概要（和文）：骨芽細胞・骨細胞には複数の低リン血症性くる病責任分子が発現しているが、リンの
過不足を感知する機構については不明である。本研究では、CRISPR/Casシステムを利用し、III型ナトリウム-リ
ン酸共輸送担体であるPit-1およびPit-2をノックアウトした骨芽細胞株を樹立し、骨芽細胞におけるリン酸シグ
ナルの受容とリン代謝関連分子の発現制御におけるPit-1およびPit-2の役割を解析した。Pit-1の欠損は細胞外
無機リン酸応答性に影響を与え、またPit-2 はリン酸取り込みを介して長期的なリンの作用に関与していること
が示唆され、Pit-1とPit-2は異なった役割を有することが推察された。

研究成果の概要（英文）：As osteoblasts mature, they acquire the expression of multiple molecules 
involved in phosphate (Pi) metabolism. Osteoblasts/osteocytes may sense and respond to alterations 
in Pi availability in their microenvironment. However, the involvement of type III sodium/phosphate 
co-transporters, Pit-1 and Pit-2, in Pi handling in osteoblasts/osteocytes is unclear. In the 
current study, we have investigated the role of Pit-1 and Pit-2 in the responsiveness of osteoblasts
 to Pi by deleting Pit-1 and Pit-2 from MC3T3-E1 cells using CRISPR/Cas9 systems. Deletion of Pit-1 
in osteoblastic cells affected the response to increased extracellular Pi. Although Pit-2 may play a
 role to mediate a long-term effect of high Pi in osteoblastic cells, it appears to be dispensable 
for responding to acute Pi elevation. In conclusion, Pit-1 and Pit-2 might have different roles in 
osteoblasts.

研究分野：骨ミネラル代謝学

キーワード： リン　Pit-1
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１． 研究開始当初の背景 

リンは生命維持や骨の石灰化に必須のミ
ネラルであり、生体にはリン恒常性維持のた
めの調節機構が存在する。最終分化に至った
骨芽細胞は骨基質に埋め込まれ、樹状の突起
を有する骨細胞となる。近年、遺伝性低リン
血症性くる病の責任分子が相次いで同定さ
れたが、そのうち、fibroblast growth factor 

23 (FGF23 ）、 dentin matrix protein 1 

(DMP1)、phosphate-regulating gene with 

homology to endopeptidase on X 

chromosome (PHEX)、family with sequence 

similarity 20, member C (FAM20C) は主と
して骨芽細胞・骨細胞に発現しており、リン
恒常性維持にこれらの細胞が重要な役割を
担っていることが示唆される。しかしながら、
骨芽細胞・骨細胞がどのような機序で体内の
リンの過不足を感知し、リン代謝関連分子群
の発現を制御しているのかという点につい
ては、適切なモデル細胞の欠如もあり、現在
のところ明らかになっていない。 

我々はこれまで、複数の細胞種において細
胞外無機リン酸により惹起されるシグナル
が III 型ナトリウム‐リン酸（Na+/Pi）共輸
送担体である Pit-1 の下流で FGF receptor 

substrate 2αのリン酸化をもたらし、FGF

シグナルとカスケードを共有することを報
告 し た （ Kimata, et al. Bone, 2010; 

Yamazaki, et al. J Cell Biochem, 2010）。こ
れらのことから、リン代謝調節における司令
塔である骨芽細胞・骨細胞においても、細胞
外環境中のリン酸濃度変化が Pit-1 を介して
細胞内へシグナルとして伝達され、リン酸利
尿因子である FGF23 をはじめとするリン代
謝関連分子の発現制御に関わるのではない
かと考え、本研究を計画した。 

 

２． 研究の目的 

CRISPR/Cas システムを用いたゲノム編
集により、Pit-1 遺伝子を完全にノックアウ
トした骨芽細胞株を樹立し、骨芽細胞・骨細
胞におけるリンの感知とリン代謝関連遺伝
子の発現制御における Pit-1 の役割について
解析することを目的とする。 

 

３． 研究の方法 

1) マウス骨芽系細胞株  MC3T3-E1 に
CRISPR/Cas システムを適用し、Pit-1 ノッ
クアウト細胞を樹立した 。 

2) Pit-1 の欠損が細胞へのリン酸取り込みに
及 ぼ す 影 響 を 32P で ラ ベ ル さ れ た
orthophosphate を用いて検討した。 

3) Pit-1 の欠損が、細胞外無機リン酸刺激に
より惹起されるシグナルの受容や低リンく
る病責任分子を含むリン代謝関連分子群の
発現に及ぼす影響を検討した。 

4) 長期のリン酸刺激に対する応答性を検討
するため、Pit-1 ノックアウト細胞とコント
ロール細胞を3 mMリン酸とアスコルビン酸
存在下で 8 週間培養し、ALP 染色と Alizarin 

red 染色を行った。 

5) Pit-2 遺伝子のノックアウト細胞も樹立し、
Pit-1 との機能の差異について明確化する。 

 

４．研究成果 
細胞外無機リン酸濃度の上昇に応答性を

示すことが知られているマウス骨芽系細胞
株 MC3T3-E1 細胞を使用し、CRISPR/Cas

システムによるゲノム編集を行い、Pit-1 ノ
ックアウト細胞を作成した。CRISPR/Cas シ
ステムとは、Cas9ヌクレアーゼ（二本鎖DNA

切断酵素）とヒト U6 ポリメラーゼ III プロ
モ ー タ ー で 発 現 さ れ る guide RNA 

(crRNA:tracrRNA)を共発現させ、標的ゲノ
ム DNA を切断し、その後の修復過程におい
てゲノム切断部に塩基の置換や欠失を誘引
し、遺伝子をノックアウトする手法である。
Pit-1 遺伝子をノックアウトするため、
CRISPR Genome Engineering Resources の
CRISPR design tool (http://www.genome- 

engineering.org/crispr) を 使 用 し 、 標 的
DNA 部位に一致する 20 bp の guide 

sequences をデザインし Cas9 発現ベクター
（Thermo Fisher Scientific）にクローニン
グした。このプラスミドを MC3T3-E1 細胞
に Fugene HD（Promega）を用いて導入し、 

限外希釈法によりクローンとして単離した。
各クローンのゲノムを調製し、Pit-1 遺伝子
配列をシーケンサーにて確認し、欠損、変異
が生じてフレームシフトが生じ Pit-1 遺伝子
がノックアウトされているクローンを選択
し以降の実験に使用した。 

 Pit-1 ノックアウトクローンのリン酸取り
込み能について検討した結果、MC3T3E1 親
株と比較して、Pit-1 ノックアウトクローン
はリン酸取り込み量が著明に減少していた。
次に、MC3T3 親株と樹立した Pit-1 ノック
アウトクローンの分化能を検討した。3 mM

リン酸とアスコルビン酸存在下で 8 週間培養
し、Alizarin red 染色により石灰化能を評価
したところ、Pit-1 ノックアウト細胞におい
ては親株と比較して、染色性が低下し、石灰
化能の減弱が示唆された。また、同様に培養
し、Pit-1 およびもう一つの III 型 Na+/Pi 共
輸送担体である Pit-2、細胞外無機リン酸シ
グナルにより誘導されることが知られてい
る リ ン 酸 応 答 遺 伝 子 の 一 つ で あ る
osteopontin の発現変化を検討した。MC3T3

親株においては、28 日目に Pit-1 の著明な発
現増加を認めたが、Pit-1 ノックアウトクロ
ーンでは極めて低値にとどまった。Pit-2 の
発現は、Pit-1 ノックアウトクローンと親株
の間で差はなく、またいずれの細胞において
も培養期間中に変動を示さなかった。また、
osteopontin の発現が MC3T3 親株において
は著明に上昇し、Pit-1 ノックアウト細胞に
おいてもDay0と比較してDay28で発現は有
意に上昇していたが、その上昇は親株と比較
して有意に減弱していた。 

 また、リン酸存在下で培養することでより



良好な石灰化を示すマウス骨芽細胞系細胞
株 MC3T3-E1 Subclone4 を使用し、Pit-2 ノ
ックアウトクローンも同様に作成した。Pit-2

ノックアウトクローンはリン酸の取り込み
量がコントロールクローンと比較して有意
に減少していた。急速な細胞外無機リン酸濃
度の上昇は、Pit-2 ノックアウトクローン、
コントロールクローンのいずれにおいても
FRS2や ERK1/2 のリン酸化を誘導した。ま
た、48 時間のリン酸刺激はいずれの細胞にお
いても Dmp1 の発現を誘導したが、Pit-2 ノ
ックアウトクローンでは発現の増加がより
軽度にとどまった。一方、長期的に高濃度リ
ン酸存在下で培養したところ、Pit-2 ノック
アウトクローンにおいても石灰化能は保持
されていたが、osteopontin や Dmp1、Fgf23、
Pit-1 の発現誘導が減弱していた。 

今回の検討から、骨芽細胞系細胞における
Pit-1 の欠損は細胞外無機リン酸応答性に影
響を与えることが示唆された。また Pit-2 は
リン酸取り込みを介して長期的なリンの作
用に関与していると考えられた。一方、急性
的なリン酸上昇に対する応答性は Pit-2 ノッ
クアウトクローンにおいても保持されてい
たことから、リン濃度の感知には Pit-2 は不
要であることが示唆され、Pit-1 と Pit-2 は骨
芽系細胞において異なった役割を有するこ
とが推察された。今後、これらのノックアウ
ト細胞を使用し、骨芽細胞の分化と石灰化に
おける III型Na+/Pi共輸送担体の役割につい
て検討していく予定である。 
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