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研究成果の概要（和文）：骨格においてリンは多様な作用を発揮するが、少なくともその一部は細胞形質膜や基
質小胞の膜上に存在するIII型ナトリウム/リン酸共輸送担体であるPit1およびPit2を介することが推察される。
本研究においては、骨芽細胞の機能制御におけるPit1およびPit2の役割を明確にするため、骨芽細胞系細胞株に
CRISPR/Cas9を適用することにより樹立したPit1欠損細胞、Pit2欠損細胞を用いた解析を行った。骨芽細胞にお
けるPit1やPit2は細胞外リン酸の上昇を介して石灰化の亢進とアルカリホスファターゼの低下をもたらし、ピロ
リン酸やATPの代謝に影響を及ぼすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In skeletons, extracellular phosphate (Pi) exerts various actions. Although 
these multiple actions of extracellular Pi on the skeletal cells are likely to be partly mediated by
 type III sodium/phosphate co-transporters Pit1 and Pit2, the details still remain unclear. In the 
current study, we generated osteoblastic cells lacking Pit1 or Pit2 by applying CRISPR/Cas9 genome 
editing. Our results demonstrated that ablation of Pit1 or Pit2 in the osteoblastic cell line led to
 accelerated mineralization, suppressed tissue-nonspecific alkaline phosphatase and altered the 
levels of extracellular and intracellular pyrophosphate and adenosine triphosphate, and we speculate
 that these changes might be partly mediated by changes in the availability of extracellular Pi.  

研究分野：骨ミネラル代謝学

キーワード： リン　Pit1　Pit2
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、血管や脳などの異所性の石灰化におけるPit1やPit2の関与が報告され、注目を浴びている。しかしなが
ら、小児の成長に関わる骨芽細胞の分化や石灰化におけるPit1およびPit2の生理的な機能については充分な検討
がなされておらず、本研究の学術的意義は大きい。

※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 

 
小児の特性である成長において、骨格の形成および石灰化は必須のプロセスである。骨基質の

石灰化は、骨芽細胞から出芽的に分泌される基質小胞を介して開始される。骨芽細胞の形質膜お
よび基質小胞の膜上には III 型ナトリウム‐リン酸（Na/Pi）共輸送担体である Pit1 および Pit2
が存在する。我々はこれまで、骨芽細胞や軟骨細胞等を用いて、細胞外無機リン酸濃度の変化が
Pit1 を介してシグナルを惹起し、遺伝子発現変化をもたらすことを明らかにしてきた。とくに、
骨芽細胞株においては、Pit1 を介するリン酸惹起シグナルは、骨細胞のマーカーである dentin 
matrix protein 1 (Dmp1) 遺伝子の発現を速やかに上昇させた（Nishino, Yamazaki, et al. J 
Cell Biochem, 2017; Yamazaki, et al. J Cell Biochem, 2010; Kimata, et al. Bone, 2010）。
このことから、Na/Pi 共輸送担体は骨の石灰化のみならず、骨芽細胞分化にも関わる可能性が示
唆されるが、骨芽細胞の分化や石灰化の制御における Pit1 と Pit2 の機能の異同は不明である。
また、Pit1 や Pit2 は異所性の石灰化にも関与することが推察されているが、Pit2 の機能喪失変
異による細胞内への Pi 取り込みの低下が、脳内の石灰化を示す家族性基底核石灰化症を引き起
こすことが報告されており（Wang, et al. Nature Genetics, 2012)、石灰化における Pit1、
Pit2 の機能の詳細についても不明な点が残されている。 
近年、ゲノム上の任意の位置に遺伝子改変を誘導するゲノム編集技術が開発されており、中で

も CRISPR/Cas システムは最新の手法である（Cong, et al. Science, 2013; Mali, et al. 
Science, 2013）。本研究においては、CRISPR/Cas を用いてこれらの Na/Pi 共輸送担体の欠損細
胞を作製し、骨芽細胞の分化と基質小胞を起点とする石灰化の分子機構における Pit1 と Pit2 の
役割を解明する。本研究は成長過程にある小児において重要な骨の形成と石灰化の分子機構の
解明をめざすものであり、得られる成果は小児の健全な骨発育に資すると期待される。 
 
 
２． 研究の目的 
 
CRISPR/Cas システムを用いて Pit1 および Pit2 遺伝子を欠損する骨芽細胞株を作成すること

により、骨芽細胞の分化と基質小胞を介した石灰化における Pit1 と Pit2 の役割について検討
することを目的とする。 
 
 
３． 研究の方法 
 
(1) Pit1 欠損細胞（Pit1-KO）および Pit2 欠損細胞（Pit2-KO）の樹立：マウス骨芽系細胞株 
(MC3T3-E1 subclone 4)に CRISPR/Cas9 によるゲノム編集を適用して Pit1-KO および Pit2-KO を
樹立した（GeneArt CRISPR Nuclease Vector with CD4 Enrichment Kit; Thermo Fisher 
Scientific）。コントロール細胞としては、ノックアウト細胞作製の手順を経て、Pit1、Pit2 遺
伝子に変異が導入されなかったクローンを使用した。 
 
(2) 樹立したノックアウト細胞の解析 
① Pi 取り込みアッセイ：P32-orthophosphate を使用し、Pit1-KO および Pit2-KOの Pi取り込
み能を検討した。 
② 骨芽細胞分化誘導および評価：3 mM Piとアスコルビン酸存在下で長期培養することにより
行った。In vitro の石灰化をアリザリンレッド染色 (Sigma-Aldrich)およびハイドロキシアパ
タイトに特異的に結合する蛍光色素を用いた OsteoImage Mineralization Assay (Lonza)により
評価した。 
③ Real-time PCR：total RNA を抽出し SuperScript II Reverse Transcriptase（Thermo Fisher 
Scientific）を使用し cDNA を合成した。Real-time PCR は Taqman Gene Expression Assay およ
び StepOnePlus Real-Time PCR system（Thermo Fisher Scientific）を使用し行った。 
④ Pi、ピロリン酸 （PPi）、アデノシン三リン酸（ATP）および組織非特異型アルカリホスファ
ターゼ（TNSALP）活性の測定：ホスファ C-テストワコー（富士フイルム和光純薬）、PPi assay 
kit （ Biovision ）、 CellTiter-Glo 2.0 Assay (Promega) お よ び 基 質 と し て p-
nitrophenylphosphate（富士フイルム和光純薬）を使用した。 
 
(3) レンチウイルスによるノックアウト細胞への Pit1 および Pit2 遺伝子導入：Pit1、Pit2 を
コードする Slc20a1 および Slc20a2 cDNAは DNAFORM より購入し CSII-EF-RfA-IRES-Puro にクロ
ーニングした。レンチウイルスは RIKEN BRCにより提供されている方法に従って調整した。 
 
 



４． 研究成果 
 
Pit1-KO 細胞、Pit2-KO 細胞においては、Pit1、Pit2 をコードする Slc20a1 および Slc20a2遺

伝子の変異導入部位近傍のシーケンスにより、それぞれフレームシフトと premature な stop 
codon が生じていることを確認した。 
 

Pit1-KO および Pit2-KO においては Pi 取り込みが著明に減少し、細胞外の Pi レベルが上昇し

ていた。3mM Pi 存在下長期培養における分化誘導を行い、骨芽細胞や骨細胞のマーカー遺伝子

の発現を real-time PCR にて検討した。骨芽細胞分化の重要な転写因子である Runx2 の発現は、

コントロール細胞においては Day14 にピークがありその後減少した。一方、Pit1-KO における

Runx2 の発現ピークは、コントロールと比較し遅く発現量も低下していた。Pit2-KO においては

Runx2 の発現は長期培養期間中一定して低かった。骨芽細胞分化のマーカーである Osteopontin、

成熟骨芽細胞と骨細胞が産生する Dmp1 と Fgf23、骨細胞のマーカー遺伝子 Sost の発現を検討し

たところ、コントロール細胞においては、3mM Pi 存在下で長期間培養することによりこれらの

遺伝子の発現が強く誘導されたが、Pit1-KO、Pit2-KO においては著明に抑制されていた。 
石灰化能をアリザリンレッド染色とハイドロキシアパタイトに特異的に結合する OsteoImage

蛍光染色により評価したところ、Pit1-KO 細胞、Pit2-KO 細胞においては、リン酸取り込み能が
減弱していたにも関わらず、石灰化がコントロール細胞に比べて著明に亢進していた。これらの
ことから、次に、石灰化阻害作用を有する PPi の代謝を検討した。 
分化誘導前の細胞を使用し、1 mM Pi 存在下での細胞外 PPi レベルは Pit1-KO、Pit2-KOにお

いては、コントロールより上昇していた。 このことから、Pit1-KO 細胞や Pit2-KO 細胞におけ
る石灰化の亢進は、細胞外ピロリン酸の低下によるものではないことが明らかになり、むしろ石
灰化亢進に対する代償機構としてピロリン酸が上昇していることが推察された。細胞内ピロリ
ン酸レベルは Pit1-KO、Pit2-KO において著明に減少していた。Pit1 や Pit2 の欠損によって細
胞内外の PPi レベルに変化を認めたことから、次に細胞外 ATP から PPi を産生する Enpp1 なら
びに PPi を細胞内から細胞外へと輸送する Ank の発現を検討した。その結果、Pit1-KO ではコン
トロールと比較し Enpp1 の発現が上昇していたが、Ank の発現は減少していた。Pit2-KO ではこ
れらの遺伝子の発現はコントロールと比較し差を認めなかった。 
骨において PPi は TNSALP の主要な基質であるため、次に Alpl 遺伝子発現と TNSALP 活性を検

討した。Pit1-KO、Pit2-KO においては、コントロール細胞に比べて Alpl 遺伝子発現と TNSALP 活
性が著明に減弱しており、このことが細胞外 PPi の上昇の原因となっていることが推察された。 
細胞外の ATP は細胞外シグナル分子として、ATP 受容体を介して作用を発揮し、細胞機能を制

御する。また骨においては PPi の産生に関与する。これらの細胞の ATP レベルについて検討した
結果、細胞外 ATP レベルは PPi と同様に、Pit1-KO、Pit2-KO においてコントロールより著明に
上昇しており、細胞外 ATP が TNSALP の基質となることが明らかとなった。細胞内 ATP レベルに
ついても検討した結果、細胞外と比べて細胞内の ATP はおよそ 1000 倍のレベルであり、細胞間
に明らかな差は見られなかった。ATP 受容体のうち、骨芽細胞に強く発現している P2Y2 と P2X7
の発現を検討した。Pit1-KO、Pit2-KO において、P2Y2 の発現は抑制されていた一方、P2X7の発
現は著明に上昇していた。 
 
次に、石灰化が進行した細胞における PPi 代謝や ATP 代謝について検討するため、3 mM Pi を

含む分化誘導培地で 21 日間培養した後の細胞を用いて、同様の解析を行った。Alpl 遺伝子発現
は Pit1-KO、Pit2-KO において低下していたが、TNSALP 活性は Pit2-KO 細胞においてコントロー
ルより増加しており石灰化前の細胞を用いた場合と異なった結果であった。細胞外 PPi は、Pit1-
KO で増加、Pit2-KO で減少し、細胞内 PPi は、Pit1-KO、Pit2-KO でともに増加していた。Day21
での細胞外 ATP については細胞間で差が認められなかった一方、細胞内 ATP レベルについては、
Pit1-KO 細胞、Pit2-KO 細胞で増加していた。 
 
レンチウイルスベクターを用いて Pit1、Pit2 をそれぞれの欠損細胞に発現させたところ、Pi

取り込み能は有意に回復していた。Pit1-KO 細胞や Pit2-KO 細胞で認められた石灰化の亢進、
Alpl 遺伝子発現および TNSALP 活性の低下、細胞外 PPi および ATP の上昇はいずれも解除され、
これらの変化が Pit1 や Pit2 の欠損によるものであることが確認された。 
 
骨芽細胞における Pit1 や Pit2 は細胞外 Pi の上昇を介して石灰化の亢進と TNSALP の低下を

もたらし、PPi や ATP の代謝に影響を及ぼすことが示唆された。 
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