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研究成果の概要（和文）：αklotho-/-マウスおよびkl/klマウスに低リン食飼育を行うと、両マウスとも血中リ
ン濃度の上昇が抑えられ、kl/klマウスの骨の石灰化異常は回復したが、αklotho-/-マウスの骨異常は回復しな
かったことから、骨基質石灰化は血中リン濃度にだけ依存するのではないと考えられた。また、骨芽細胞から骨
細胞に分化しつつある細胞はpodoplaninとリン酸化erzrinを細胞膜周囲に局在させていたが、ENPP1-/-マウスと
kl/klマウスでは、早期にpodoplanin陽性骨芽細胞が誘導されたことから、血中リン濃度またはリン酸イオン供
与体が骨細胞分化を促進させる可能性が推察された。

研究成果の概要（英文）：αKlotho-/-mice and kl/kl mice prevented the increment of serum phosphate 
level, when being fed with low-phosphate diets. Low-phosphate diets rescued the reduced 
mineralization of kl/kl bone but not αklotho-/-bone, indicating that bone mineralization seems to 
be regulated not only by serum concentration of phosphate, but also other mechanism. In a normal 
state, steoblasts being about to differentiate into osteocytes localized podoplanin and 
phsophorylated-ezrin along the cell membranes.  ENPP1-/-mice and kl/kl mice prematurely demonstrated
 many osteoblasts featuring podoplanin and phosphorylated-ezrin.  Therefore, the elevated 
concentration of serum phosphate and/or membrane transporters/enzymes serving for phosphate 
ion-supplement may be involved in osteocytic differentiation from osteoblasts.

研究分野： 骨代謝学・細胞組織学
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１．研究開始当初の背景 

 

血中カルシウム濃度はほぼ一定に保たれている

のに対して、リン酸濃度は日内変動が大きく、石

灰化の場では局所的にコントロールされる必要

がある。リン酸イオン生成については、ENPP1

（ピロリン酸合成酵素）で合成されたピロリン酸が

石灰化を抑制する一方、TNAP（組織非特異型

あり仮ホスファターゼ）によって、リン酸モノマー

へと分解されて基質小胞内部へと輸送される。

カ ル シ ウ ム イ オ ン (Ca
2+

) に 関 し て は 、

membrane-bound Ca
2+

-ATPase も基質小胞膜に

存在し、組織液中のCa
2+を内部に能動輸送する

機構が考えられている。 

しかし、このプロセスは、骨芽細胞により基質

小胞性石灰化を行う場合であり、骨細胞が骨小

腔という内部環境を作るためには、基質石灰化

を抑制し、また、緻密な骨基質石灰化の状態を

維持する機構が別途必要になる。骨細胞は

FGF23 を分泌し、腎臓の FGFR1c/klotho 複合

体に結合することで血中リン濃度を調節している。

ところが、血中リン濃度は骨基質石灰化および

骨基質内部に存在する骨細胞や骨小腔に影響

を与えるのか、それとも、血中リン濃度に作用さ

れるのではなく、骨細胞が産生する FGF23 がオ

ートクリン／パラクリン的に骨細胞に作用するの

かという課題が生じた（課題１）。さらに、骨芽細

胞から骨細胞に分化すると、TNAP などの発現

が急に消失してしまい、ダイナミックに細胞極性

が変化する。従って、骨芽細胞から骨細胞へ分

化する際にトリガーとなる因子は何か、また、そ

の因子が発現する骨芽細胞/骨細胞において、

リン酸イオン膜輸送体である TNAP, ENPP1 など

の発現・局在が変化するか（課題２）、といった課

題を掲げた。 

 

２．研究の目的 

 

上記に記した背景や問題点を踏まえて、本研究

では、課題１に対しては「研究計画１：骨細胞に

おける FGF23/klotho のオートクリン的フィードバ

ック機構」について（詳細は「研究の方法」を参

照）、課題２に対しては、「研究計画２：骨芽細

胞・骨細胞のリン酸イオン膜輸送体の局所的

ON-OFF 機構」について（詳細は「研究の方法」

を参照）検討することで、本題である「骨細胞に

おけるリン酸イオン供与システムと FGF23 フィー

ドバック機構」の解明を行うこととした。 

 

３．研究の方法 

 

研究計画１（平成 27 年度）：骨細胞における

FGF23/klotho のオートクリン的フィードバック機

構 

kl/kl マウスもklotho
-/-マウスも同じ骨組織異常を

示すが、遺伝子レベルでの病因を考えると、

klotho
-/-マウスではklotho蛋白の発現上昇は誘

導されないが、kl/kl マウスはプロモーター領域

の変異であり、特定の環境によっては klotho 発

現上昇の可能性がある。従って、in vivo におい

て低リン食で kl/kl マウスもklotho
-/-マウスも組織

異常が回復する場合は、血中リン酸濃度が主た

る因子と考えられる。これに対して、kl/kl マウス

で組織異常が回復し、klotho
-/-マウスでは回復

しない場合は、リン酸濃度以外、特に、低リン状

態で klotho 産生が誘導されることで回復する可

能性が高く、これは骨細胞に FGF23/klotho シグ

ナルが作用することを意味する。以上より、kl/kl

マウスとklotho
-/-マウスに通常食または低リン食

＋3%リン吸着材を与えて、細胞組織化学的に

解析することとした。 

 

研究計画２（平成 28-29 年度）：骨芽細胞・骨細

胞のリン酸イオン膜輸送体の局所的 ON-OFF

機構 

骨芽細胞から骨細胞に分化する際に、どのよ

うな因子が発現・局在してくるか様々な蛋白

発現を検討する。また、その際に、細胞骨格

の変化とともに、リン酸イオン膜輸送体である

TNAP, ENPP1 などの発現・局在が変化するか、

組織化学的に検討することとした（詳細は研

究成果参照）。 

 

４．研究成果 

 

平成 27 年度では、kl/kl マウスとklotho
-/-マウス

の３週齢以降に通常食(Ca:1.17%、P:0.69%)ま

たは低リン食（Ca:1.17%、P:0.315%）＋3%リン吸

着材（塩酸セベラマー）を与えて、血中リン濃度

が低下した（正常に近い）状態で、骨基質石灰

化、DMP-1, osteopontin, osteocalcin, matrix Gla 

protein の免疫組織化学・透過型電子顕微鏡や

real time PCRによるFGF23, FGFR1c, klothoな

どの遺伝子発現を大腿骨・脛骨、腎臓で計測し

たところ、通常食では、kl/kl マウスとklotho
-/-マ

ウスでは、以前我々が報告した同じ低石灰化異

常を示していたが、低リン食飼育を行うと、kl/kl

マウスでは骨の石灰化異常がほとんど正常化し

ており、その原因には、腎臓におけるklotho の

発現が wild-type マウスの発現量の約半分まで

回復していたことがあげられる。一方、低リン食

飼育でもklotho
-/-マウスは、依然として、通常食

と同じ異常を示しており、腎臓におけるklotho

発現の回復は認められなかった。しかし、血中リ

ン濃度は有意に低下しており、wild-type マウス

および低リン食飼育の kl/kl マウスの値と有意差

が認められなかった。このことから、血中リン濃度

が、骨石灰化に直接影響を及ぼすのではないこ

と、また、FGF23 シグナルが腎臓による血中リン

濃度を介さずに、直接、骨にオートクリン/パラク

リン的に作用する可能性が強く示唆された。 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

平成 28～29 年度は、「骨芽細胞・骨細胞のリン

酸イオン膜輸送体の局所的 ON-OFF機構」を解

析した。我々は、podoplanin 陽性骨芽細胞が骨

細胞へと分化することを突き止めた。podoplanin

は CD44 結合部位を有する膜貫通蛋白であり、

EMR family (ezrin, moesin, radixin)を介してアク

チンなどの細胞骨格の再構築や細胞極性、そし

て、細胞分化にも影響することが知られている。

podoplanin 陽性骨芽細胞は、骨細胞と同様のア

クチンの細胞内分布を示しており、その細胞に

おいてリン酸化 erzrin を細胞膜周囲に局在させ

ていたことから、podoplanin 陽性骨芽細胞が骨

細胞に分化する過程にある細胞と推測された。

さて、その一方で、ENPP1 の免疫電顕を行うと、

ほぼ全ての骨細胞に ENPP1 の陽性反応が出て

いたが、細胞膜だけでなく粗面小胞体やゴルジ

体を構成する膜構造に一致して局在していた。

骨芽細胞でも骨細胞と同様の ENPP1 の分布を

示したが、その反応の程度は骨細胞に比べて低

かった。また、FGF23 はほぼ全ての骨細胞の小

腔および細管内に認められた。 

ところが、ENPP1
-/-マウスおよび kl/kl マウスで

は、早期に podoplanin 陽性骨芽細胞が出現す

ることが明らかとなった。ENPP1
-/-マウスと kl/klマ

ウスにおいて、基質石灰化が低下しているにも

関わらず、podoplanin 陽性骨芽細胞が増加した

ことは、骨芽細胞から骨細胞へ分化することでリ

ン酸イオン供与体の ON-OFF 機構が作動する

のではなく、リン酸イオン供与体の機能・作用が

骨芽細胞から骨細胞への分化の ON-OFF に関

与する可能性があると推察された。 
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術集会 福岡 2016 年 10 月 13-14 日 日

本整形外科学会雑誌 90(8):S1439, 2016. 

 

13. 網塚憲生、長谷川智香： 骨基質石灰化異

常における微細構造学的知見．パネルデ

ィスカッション「クル病、骨軟化症を考える」 

第 36 回日本骨形態計測学会 新潟 2016

年 6 月 23-25 日 プログラム・抄録集：S71, 

2016. 

 

14. 長谷川智香、佐々木宗輝、山本知真也、

本郷裕美、坪井香奈子、網塚憲生： 

FGF23/klotho 軸破綻による骨・血管の石

灰化異常．シンポジウム S6 第 121 回日本

解剖学会総会全国学術集会 郡山 2016

年 3 月 28-30 日 プログラム・抄録集：90, 

2016. 

 

15. 網塚憲生、長谷川智香、本郷裕美： 

Overview：骨基質石灰化における微細構

造学． シンポジウム S6 第 121 回日本解

剖学会総会全国学術集会 郡山 2016 年

3 月 28-30 日 プログラム・抄録集：90, 

2016. 

 

16. 網塚憲生、長谷川智香： FIB-SEM を用

いた骨組織の微細構造解析．シンポジウム 

日本顕微鏡学会第 71 回学術講演会 京

都 2015年 5月 13-15日 プログラム・抄録
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17. Amizuka N., Hasegawa T., Hongo H., 

Yamamoto T.: Histological aspects on the 

biological function of osteocytes.  13th 

Congress of the International Societyof 

Bone Morphometry, Tokyo, Japan, 

2015.4.27-29, Program & Abstracts :20, 
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〔図書〕（計 7 件） 

1. 網塚憲生、邱 紫璇、長谷川智香： 7.骨

代謝の病態生理学的機序 ミネラル代謝の

生理 CKD-MBD 3rd Edition「骨代謝の病

態生理学的機序」 東京 印刷中  

 

2. 小澤英浩、網塚憲生： 骨の組織観察法と

イメージング 1 骨の構造 第 2 章 硬組織

の構造 「新・骨の科学」第 2 版 医歯薬出

版株式会社 東京 pp.29-34, 2016 年 

 

3. 小澤英浩、網塚憲生： 骨・軟骨の再生法 

3 骨(軟骨)の組織発生(膜性骨化と軟骨内

骨化) 第3章 骨と歯の形づくりの分子メカ

ニズムと, 組織発生ならびに成長 「新・骨

の科学」第 2 版 医歯薬出版株式会社 東

京 pp.68-71, 2016 年 

 

4. 小澤英浩、網塚憲生： 骨細胞の形態学 

2 骨細胞 第 4 章 硬組織の細胞とその分

化 「新・骨の科学」第 2 版 医歯薬出版株

式会社 東京 pp.96-102, 2016 年 

 

5. 小澤英浩、網塚憲生： 4 骨の細胞の相互

作用 第 4 章 硬組織の細胞とその分化 

「新・骨の科学」第 2 版 医歯薬出版株式

会社 東京 pp.122-124, 2016 年 

 

6. 小澤英浩、網塚憲生： 基質小胞からコラ

ーゲンへの石灰化の移行 5基質小胞学説 

第6章 石灰化の機構 「新・骨の科学」第2

版  医 歯 薬 出 版 株 式 会 社  東 京 

pp.185-189, 2016年 

 

7. 網塚憲生、長谷川智香： 骨・硬組織の染
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〔その他〕 
北海道大学大学院歯学研究院 口腔健康科学
分野 硬組織発生生物学教室ホームページ 
http://www.den.hokudai.ac.jp/anatomy2/hokud
ai_d/index.html 
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