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研究成果の概要（和文）：骨・軟骨石灰化のおけるアルカリホスファターゼ（ALP）によるリン産生の意義は明
らかではない。ヒト間葉系幹細胞やヒト低ホスファターゼ患者由来誘導骨芽細胞を用いた石灰化誘導培養実験に
よって、ALP活性、リン濃度、ピロリン酸濃度、リン/ピロリン酸濃度比が骨石灰化や骨芽細胞分化マーカーに影
響を与える可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Local phosphorus production system and role of alkaline phosphatase in bone 
and cartilage mineralization remain to be elucidated. Osteoblast-mediated mineralization study using
 human bone marrow derived mesenchymal stem cells and induced pluripotent stem cells derived from 
patients with hypophosphatasia suggested that alkaline phosphatase activity, phosphorus levels, 
pyrophosphate levels and phosphorus/pyrophosphate ratio affect bone mineralization and osteoblastic 
differentiation markers.

研究分野： 小児科学

キーワード： 小児科学、小児骨代謝学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨・軟骨石灰化のおけるアルカリホスファターゼ（ALP）によるリン産生の意義は明らかではない。ヒト間葉系
幹細胞やヒト低ホスファターゼ患者由来誘導骨芽細胞を用いた石灰化実験によって、ALP活性、リン濃度、ピロ
リン酸濃度、リン/ピロリン酸濃度比が骨石灰化や骨芽細胞分化マーカーに影響を与える可能性が示唆された。
成長障害を伴う骨や軟骨の石灰化障害、骨脆弱性疾患の病態解明や新規治療法の開発に寄与する可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
骨格の石灰化は、骨芽細胞が分泌した I 型コラーゲンを中心とする骨基質蛋白にカルシウム

とリンがハイドロキシアパタイトの形で沈着することで進行する。骨の石灰化には細胞外マト
リックスに存在するリンやカルシウムとともに、石灰化阻害物質であるピロリン酸が重要な役
割を果たしているが、骨の石灰化過程の調節機構は十分には明らかではない。骨・軟骨における
石灰化障害を来す代表的な疾患である X連鎖性低リン血症性くる病（XLH）やビタミン欠乏性く
る病の検討からは、全身的な低リン血症に付随する骨・軟骨でのリン不足がくる病の病態の中心
であると理解されている。 
骨の石灰化過程において、組織非特異型アルカリホスファターゼ（ALP）はピロリン酸を分解

することにより石灰化を促進していると考えられている。ALP はリン酸エステル結合を有する分
子を分解して無機リン酸を供給していると想定されているが、十分には検証されておらず、くる
病における血清 ALP 値上昇の意義についても明らかではない。くる病における ALP の代償的な
増加が、石灰化局所のリンの需要に比べて十分ではなく、局所のリン欠乏に生体として対応でき
ていない可能性がある。この仮説が正しければ、くる病の進行予防のためには、石灰化局所にお
いてより多くのリン、ALP 活性が必要となる。また、くる病の治療過程においては血清 ALP 値の
低下が見られる。血清 ALP 値の低下は、診療現場でくる病の改善の指標とされているが、実際に
は ALP 低下によるリン産生の減少は、骨・軟骨の石灰化局所へのリンの供給不足を引き起こし、
くる病の改善を遅延させうる。したがって、ALP を上昇させ、骨の石灰化局所でリン濃度を増加
させることができれば、石灰化が促進し、くる病の改善が早まると期待される 
低ホスファターゼ症（HPP）は、ALPL 遺伝子の機能喪失変異によって発症する稀な疾患で、骨

の低石灰化、くる病様変化、血清 ALP 値の低下、血清ピロリン酸濃度の増加を特徴とする。最近、
骨への親和性を高めたヒト組換え ALP による酵素補充療法が開発され、顕著な治療効果が報告
されている。一部には、酵素補充療法中に高リン血症を認める症例があり、ALP の投与は、ピロ
リン酸を分解するだけではなく、骨局所で効果的にリンを産生する治療法である可能性がある。 
 
２．研究の目的 
骨石灰化は、骨基質にカルシウムとリンがハイドロキシアパタイトの形で沈着することによ

って形成されるが、その詳細は明らかではない。リンが骨石灰化に必須であり、循環血液のリン
濃度が骨石灰化に影響を与えていることは明らかであるが、骨局所のリン調節機構は不明であ
る。適切な骨石灰化のために、局所のリン濃度が調節されている可能性は十分ある。骨形成・骨
石灰化を担う骨芽細胞に豊富に発現する ALP が骨石灰化局所のリン産生を担っている可能性が
ある。低ホスファターゼ症などの検討から石灰化阻害物質であるピロリン酸を分解することが
主要な役割であると考えられているが、リン酸エステルを有するピロリン酸や他の分子を分解
し、骨石灰化局所にリンを供給することも役割の一つと推定される。また、野生型 ALP と低ホス
ファターゼ症重症型の変異 ALP を比較することによって、ヒトの病態を反映した骨芽細胞の石
灰化やリン供給を検討する。 
骨石灰化に対する ALP による局所でのリン産生の重要性が、骨芽細胞、低ホスファターゼ症モ

デル骨芽細胞、野生型マウス、XLH モデルマウスの検討によって、評価できると予想される。こ
の結果は、骨石灰化障害を来す XLH などの遺伝性くる病に対して、ALP 投与による骨石灰化促進
療法の開発につながる可能性がある。また、XLH 患者における血清 ALP 値と血清 FGF23 濃度、く
る病の重症度との関連性を検討する。以上より、骨石灰化における ALP によるリン産生の重要性
を検証し、骨・軟骨石灰化障害を来す疾患に対する石灰化促進療法の開発につなげる。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養、試薬：ヒト皮膚線維芽細胞は、患者もしくは代諾者に説明し同意を得た上
で、ALPL 遺伝子の c.1559delT 病的バリアントをホモ接合性に有する患者より採取した。健常
ヒト皮膚線維芽細胞（Thermo Fisher Scientific）を購入した。既報に従い、皮膚線維芽細胞
を iPS 細胞に誘導し、さらに、神経堤細胞、間葉系幹細胞（hiPS-MSC）に誘導した。hiPS-
MSC、SaOS-2 細胞、ヒト骨髄由来間葉系幹細胞（hBM-MSC, PromoCell）はα- MEM と胎児ウシ血
清 (FBS)を用いて培養した。分化培養として dexamethasone、 L-ascorbic acid、β-
glycerophosphate を添加した。hBM-MSC 培養時はリン酸ナトリウム（Wako）、ピロリン酸
（Wako）、ALP 阻害薬（CAS 496014-13-2、Calbiochem）を添加した。 
リアルタイム PCR 法：抽出した全 RNA から SuperScript III（Life Technologies）を用いて

cDNA を作成した。リアルタイム PCR は THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（Toyobo）、ABI PRISM 
7900HI Sequence Detection System（Applied Biosystems）を用いて行った。参照遺伝子とし
て glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)を用い、ΔΔCt法によって発現量を算
出した。 
 リン酸とピロリン酸、ALP 活性の測定、ALP 染色：ホスファ C-テストワコー（Wako）、ピロリ
ン酸アッセイキット（abcam）、ラボアッセイ ALP（Wako）、Fast™ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl 
phosphate/nitro blue tetrazolium tablets（Sigma）を用いた。 
ゲノム編集：transcription activator-like effector nucleases (TALENs) のための標的

DNA は TAL Effector Nucleotide Targeter 2.0 もしくは ZiFiT Targeter Version 4.2 を用い
て作成した。作成された TALENs の特異性と切断活性は single-strand annealing assay によっ



て確認した。TALE リピートは Golden Gate TALEN Kit を用いて作成した。LoxP-flanked PGK-
puromycin cassette は 2つのホモロジーアーム間でクローニングした。ドナーDNA は健常者の
ゲノムより作成した。iSP 細胞は単細胞に分離し、増殖した iPS 細胞と TALENs、ドナーベクタ
ーを混合し、 Neon Transfection System (Life Technologies)を用いて electroporation を実
施した。細胞はフィーダー細胞と培養し、puromycin 耐性細胞を選択した。Cre 発現ベクターを
用いて、上記の cassette を除去した。 
 
（２） XLH 患者における血清 FGF23 と 25 水酸化ビタミン D［25(OH)D］濃度の有用性の検討 
XLH 患者における血清 FGF23 濃度およびカルシウム・リン関連マーカーを検討した。対象は

XLH9 家系 12 名で(男性２名、女性 10名)、中央値年齢は 1.9 歳（範囲：0.7〜36 歳）。全例、リ
ン製剤およびビタミン D製剤にて治療中であった。FGF-23 ELISA Kit（Kinos）を用いて血清
FGF23 濃度を測定した。 
本研究は施設倫理委員会の承認を得ている。 
 
４．研究成果 
（１）①骨芽細胞株 SaOS2 を用いた石灰化誘導実験において、アリザリンレッド染色によって石
灰化の時期をまず検討した。培養 3週目から明らかな石灰化を確認した。次に、qPCR によって、
骨芽細胞分化マーカーの変化を検討した。ALP、COL1A1、OCN は培養 2 週目から発現上昇を認め
た。ピロリン酸濃度の測定を確立した。分化培養ではピロリン酸濃度は維持培養（非分化培養）
に比べて低下していた。分化培養における ALP 活性、リン濃度は、維持培養に比べて上昇してい
た。ALP 阻害薬による ALP 活性抑制効果は部分的であった。 
②ヒト骨髄由来間葉系幹細胞を用いた石灰化誘導培養実験を行った。石灰化促進、骨芽細胞分化
マーカーの遺伝子発現上昇を認めた。骨芽細胞分化培養条件下では、培養液中のリン濃度、ピロ
リン酸濃度、リン/ピロリン酸濃度比の経時的上昇、培養細胞の ALP 活性の経時的上昇を認めた。
培養液中のリン濃度を一定にするために、分化培養条件において、βグリセロリン酸の代わりに
リン酸ナトリウムを添加した。リン酸ナトリウムにおいて、βグリセロリン酸と比較して、石灰
化、ALP 活性上昇、ピロリン酸の推移、骨芽細胞分化マーカーの遺伝子発現に明らかな差を認め
なかった。ALP 阻害薬を添加すると、ALP 活性低下、リン/ピロリン酸濃度比の低下、石灰化抑制
が認められた。また、分化培養条件下にピロリン酸を添加すると濃度依存的に培養液中のピロリ
ン酸濃度は上昇し、石灰化は抑制された(図 1)。
リン濃度は変化しなかった。分化培養初期の骨
芽細胞分化マーカーの発現は、βグリセロリン
酸に比べてリン酸ナトリウム添加によって上
昇したが、ピロリン酸の同時添加によってその
上昇は抑制される傾向が見られた。 
骨芽細胞による石灰化においてリン/ピロリ

ン酸濃度比が重要である可能性が示唆された
が、今後、リン、ピロリン酸によって発現調節
される遺伝子やその調節機構を明らかにして
いく必要がある。 
③HPP 患者由来皮膚線維芽細胞を用いて iPS 細
胞を作製した。ゲノム編集技術を用いて、HPP の
原因遺伝子である ALPL 遺伝子病的バリアント
の片アレル修復を行った。HPP 患者（c1559delT
ホモ接合性）由来 iPS 細胞では ALP 活性、ALP 染色お
よび石灰化を認めなかったが、バリアント修復 iPS 細
胞（c1559delT ヘテロ接合性）では ALP 活性の上昇、
ALP 染色の改善、石灰化の促進を認めた（図 2）。分化
誘導後、骨芽細胞分化マーカーの発現も増加していた。 
今後、ヒトへの間葉系幹細胞細胞移植療法に向けて、

ゲノム編集の安全性や必要移植細胞数の検討、間葉系
幹細胞細胞移植の in vivo での骨強度に対する効果の
検討などを必要とする。 
（２）低リン血症性くる病患者において、リン代謝に
重要なホルモンである線維芽細胞増殖因子 23（FGF23）
の血清濃度を測定したところ、低リン血症にもかかわ
らず、全例が 46.0pg/mL 以上であった。血清 25(OH)D
濃度は中央値が 19.6ng/mL（8.2～31.1）であった。ビ
タミン D 欠乏を併存していない患者（[25(OH)D]濃度 > 
15 ng/mL）の 8名において、血清 25水酸化ビタミン D
濃度と血清 FGF23 濃度は負の相関を認めた。今後、く
る病患者の治療指標、治療の最適化、骨石灰化と FGF23
の関連性などを検討していく必要がある。 

 
図 2 ヒト iPS 由来間葉系幹細胞の
骨芽細胞分化誘導培養のおける
ALP 染色．Control：健常人由来細
胞．HPP1: 低ホスファターゼ症
（HPP）患者由来細胞．HPP1-C: ゲ
ノム編集されたHPP患者由来細胞． 

 
図 1 ヒト骨髄間葉系幹細胞誘導骨芽細胞
の石灰化に対するβ-GP、Pi、PPi の影響 
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