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研究成果の概要（和文）：我々は異所性のカルシウム沈着が骨密度の低下をきたす原因になることを明らかにし
た。我々は1回膜貫通型分子であるectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1 (Enpp1)が骨へのカ
ルシウム沈着に必須の役割を担うこと、その機能不全によっては異所性のカルシウム沈着をきたし、骨量は減少
することを、Enpp1欠損マウス（Enpp1 KO）を用いて見出した。さらに、Enpp1は主に関節軟骨細胞に発現し、関
節軟骨から全身的な老化や異所性石灰化を制御することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We clarified that ectopic calcium deposition is a cause of reduced bone 
mineral density in mice. We found that ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1 (Enpp1), a
 single transmembrane molecule, plays an essential role in calcium deposition in bone, and that its 
dysfunction causes ectopic ossification and bone loss by using Enpp1-deficient (Enpp1 KO) mice. 
Furthermore, we found that Enpp1 is expressed primarily in articular chondrocytes and regulates 
systemic aging and ectopic calcification from articular cartilage.

研究分野：整形外科学

キーワード： 整形外科

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨粗鬆症の患者数ならびに脆弱性骨折の発生数は増大の一途を辿っている。すでに多くの骨粗鬆症治療薬が開
発・上市されているにも関わらず、このような傾向が持続している事実から、新たな骨粗鬆症の発症機序の解明
に基づく治療法の開発が必要と考えられた。今回、Enpp1欠損マウスを用いた解析により、異所性の石灰沈着が
骨密度低下の直接の原因となり得ること、全身的な老化を含めた骨密度制御が、関節軟骨に発現するEnpp1によ
って担われているという新しい概念を見出した点で学術的意義がある。また、今後の新たな骨粗鬆症治療薬を開
発するための機序を解明した点で、社会的にも意義があると考えている。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
本研究課題の申請当初、骨粗鬆症の患者数ならびに骨粗鬆症による代表的な脆弱性骨折の１つ
である大腿骨近位部骨折の発生数は増大の一途を辿っており、その傾向は今もなお継続されて
いる。すでに多くの骨粗鬆症治療薬が開発・上市されているにも関わらず、このような傾向が持
続している事実は、新たな骨粗鬆症の発症機序の解明に基づく治療法の開発が必要と考えられ
ていた。申請者は骨粗鬆症患者では骨密度の低下をきたしているにも関わらず、動脈などには異
所性の石灰化をきたしている症例が多くあることに注目し、骨にカルシウムの沈着を促し、血管
などへのカルシウム沈着を阻害する機構が存在すること、骨粗鬆症ではその機構が破綻し、結果
として異所性にカルシウムが沈着してしまい、骨のカルシウム量が減少している病態があると
考えた。申請者は1回膜貫通型分子であるectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 
1 (Enpp1)に着目し、Enpp1 欠損マウス（Enpp1 KO）を用いて Enpp1 が骨という本来カルシウム
を貯蔵すべき組織への正所性のカルシウム沈着に必須の役割を担うこと、その欠損によっては
大血管や腎臓などに異所性の石灰化を引き起こしてしまうことで骨のカルシウム量は減少する
ことで骨粗鬆症となり、動脈硬化や寿命の短縮等の様々な老化現象を引き起こすことを見出し
ていた（Sci Rep 2017）。Enpp1 の機能や発現制御機構を解明することで、骨粗鬆症の新たな発
症機構を明らかにすることが可能に
なると考えられた。 
 
２．研究の目的 
申請者は、Enpp1 欠損マウス（Enpp1 
KO）は様々な組織への異所性のカル
シウム沈着や骨量の減少、寿命の短
縮、正常下限程度の低リン血症をき
たすことを明らかにしていたが、
Enpp1がどの組織に発現し、これら多
彩な機能を担っているのかは明らか
ではなかった。そこで、本研究では
Enpp1の発現組織や細胞を同定し、全
身的な骨粗鬆症や老化を制御するコ
ントロールセンターとなっている組
織や細胞を決定することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
Enpp1 はマイクロアレイ等を用いた
解析により、様々な組織に発現して
いることが報告されていたが、発現
レベルの比較や、機能的な発現組織
の同定には至っていなかった。そ
こで、まず Enpp1 の発現組織を同
定すべく、Enpp1 のゲノム上の
locusの ATGスタートコドンにin-
frame で knock in する形で EGFP-
luciferase レポーター遺伝子を挿
入したモニターマウス（Enpp1 KI
マウス）を新規に樹立し、Enpp1 の
発現組織の同定や、発現の高い組
織を決定することとした。次いで、
同定された組織において組織特異
的に Enpp1 を欠損させるために
Enpp1 floxマウスを樹立すること
とした。Enpp1 KO マウスは Enpp1
遺伝子の自然変異マウスで exon18
に点変異が入ることで frame 
shift を起こし stop codon が出現
し、Enpp1 の機能が喪失する。そこ
で、Exon18を loxP sequence で挟
み、Cre recombinase の作用で loxP 
sequence で挟まれた領域が pop 



out することで frame shift を起こす Enpp1 floxを新規に樹立することとした。Enpp1 はリン
代謝を制御することを明らかにしていたことから、組織特異的に Cre を発現するマウスとして
は、リン代謝制御に関連する組織特異的 Cre マウスを並行して用意することとした。具体的には
リンの吸収に関与する小腸（Villin Cre）、リン濃度の上昇を感知して血中リンレベルを下げる
作用のある FGF23を分泌する骨細胞（DMT1 Cre）および骨芽細胞（Sp1 Cre）、FGF23の共受容体

である FGF receptor/Klotho を発現する腎
臓（Ndrg1 Cre）を用意した。Enpp1 KO マウ
スでは低リン血症を呈するにも関わらず、高
リン食投与によるリン補充では、異所性石灰
化の増悪と寿命の短縮を認めていることか
ら、組織特異的 Enpp1 欠損マウスにおいても
通常食に加えて高リン食を投与条件下に、骨
密度は dual-energy X-ray absorptiometry 
(DXA)を用いた定量評価で、異所性骨化はマ
イクロ CTを用いた評価で、大動脈や腎臓の
石灰化は von Kossa による組織染色で評価
することとした。 
 
４．研究成果 
まず、Enpp1 の発現をモニターする Enpp1 KIマウスを樹立することとした。Enpp1 の ATGスタ
ートコドンに in-frame で knock in する形で EGFP-luciferaseレポーター遺伝子を挿入したマ
ウスを作成し、発光基質である D-luciferin を投与したところ、in vivo imagingによって様々
な組織に luciferase の発光を確認することができた（図１）。さらに、発光が確認された部分に
おいて組織標本を作成し、抗 EGFP 抗体により免疫染色を実施したところ、興味深いことに関節
軟骨において EGFPの発現を検出した（図２）。軟骨細胞における Enpp1 の発現を確認するため、
Enpp1 KIマウスから肋軟骨細胞を採取し、in vitro で培養を行ったところ、Enpp1 KIマウス由
来の肋軟骨細胞では luciferase の発光を認め（図３A）、
培養細胞の免疫染色では、Enpp1 KIマウス由来の肋軟骨
細胞は関節軟骨のマーカーである Col2と EGFPにより二
重に染色された（図３B）。以上のことから、Enpp1 は主
に軟骨細胞に発現し、その他の組織における発現は



luciferase による in vivo ima gingや抗 EGFP 抗体による免疫染色の検出限界以下であると考
えられた。 
そこで、Enpp1 を軟骨細胞において組織特異的にノックアウトすることとした。Enpp1遺伝子の
自然変異マウスである ttwマウス（Enpp1 KO）は exon18の自然点変異マウスであることから、
今回は exon18を loxPで挟み、Cre recombinase による pop out により frame shift を起こして
Enpp1 欠損となるよう Enpp1 floxマウスを設計した（図４）。Enpp1 floxマウスが予定通りで
きているかを確認するために、まずは全身的に Cre を発現する CAG Cre マウスと Enpp1 floxマ
ウスを交配し、全身 Enpp1 欠損マウス（CAG Cre/Enpp1 flox）を作成することとした。CAG Cre
マウスと Enpp1 floxマウスを交配して作成された CAG Cre/Enpp1 floxマウス由来の軟骨細胞
では、ttwマウスと同様にEnpp1の発現が検出限界以下となっていることが確認された（図５A）。
体重をモニターした成長曲線では、オスメスともコントロールに比べて成長が抑制されており
（図５B）、ttwマウスと同様の所見であったことから Enpp1 floxマウスが予定通り作出された
ことが確認された。 

続いて、Enpp1  floxマウスと軟骨特異的 Creマウスである Col2 Creマウスと交配することで、
軟骨特異的 Enpp1 欠損マウスを作成することとした。上述のように、リン代謝制御は小腸―骨細
胞―腎臓細胞により制御されており、それぞれの組織特異的 Cre マウスを用意していたが、軟骨
細胞に Enpp1 が発現することが明らかとなったため、軟骨特異的 Cre マウスである Col2 Cre マ
ウスの準備することとした。Col2 Cre マウスと Enpp1 floxマウスとを交配し、軟骨特異的 Enpp1
欠損マウスである Col2 Cre/Enpp1 floxマウスを作出した。Col2 Cre/Enpp1 floxマウスから関
節軟骨細胞を採取し、ttwマウスや CAG Cre/Enpp1 floxマウス由来の軟骨細胞と Enpp1 の発現
を比較したところ、同程度に発現が抑制されていることを確認したことから（図６）、Col2 
Cre/Enpp1 floxマウスも予定通り作出されたことが確認された。そこで、Col2 Cre/Enpp1 flox
マウスにおいて、ttwマウスに見られるような異所性石灰化が見られるか、解析を行うこととし
た。まず micro CTにて脊椎の解析を行うと、
ttw マウスに見られたような脊柱靱帯の異所
性骨化や椎間板の異所性石灰化などが確認さ
れた（図７A）。同部を採取し、組織において von 
Kossa 染色でカルシウム沈着を確認すると、
micro CT で確認された部位に異所性のカルシ



ウム沈着が確認された（図７B）。さらに、Col2 Cre/Enpp1 floxマウスは ttwマウスに見られた
ように、コントロールマウスに比べて有意に短命であり（図 8）、また DXA で計測した大腿骨の
骨密度（BMD）は低く、高リン食（HPD）投与によりさらに BMDは低下した（図 9）。これらのデー
タから Col2 Cre/Enpp1 floxマウスは、マイルドではあるものの ttwマウスの表現型を再現し
ており、関節軟骨細胞が Enpp1 の発現を介して全身的なリン代謝や老化、異所性骨化を制御する
ことが明らかとなった。 
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