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研究成果の概要（和文）：骨基質石灰化における軟骨細胞・骨芽細胞系細胞（前骨芽細胞・骨芽細胞・骨細胞）
によるモノリン酸イオン供給の機序を明らかにする目的で、石灰化開始点となる基質小胞（matrix vesicle）を
産生する細胞（軟骨細胞・骨芽細胞）に、モノリン酸イオン合成酵素である組織非特異型アルカリフォスファタ
ーゼ（TNALP）を過剰発現させたマウスを作成し、骨基質石灰化とリン酸イオン供給に関与する酵素・膜輸送体
の発現・活性を微細構造学的に解析した。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the regulation of phosphate ion generation by 
chondrocyte and osteoblastic cells (preosteoblast, osteoblast and osteocyte) during the process of 
bone mineralization, we generated transgenic mice over-expressing tissue non-specific alkaline 
phosphatase (TNALP) driven by type I collagen promoter specific to preosteoblast/osteoblast, or type
 II collagen promoter specific to chondrocyte.  We have examined the localization of several enzymes
 and membrane transporters involved in phosphate ion generation and mineralization in bone.

研究分野：組織学
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１．研究開始当初の背景 
骨基質石灰化におけるリン酸カルシウム結晶
化は、肥大化軟骨細胞および骨芽細胞によって
産生される基質小胞(matrix vesicle)の内部環境
で開始されるが、そのためには、リン酸イオ
ンとカルシウムイオンの供給が必要である。
生体内において、カルシウム濃度はほぼ一定
に維持されているのに対して、リン濃度は日
内変動が大きいことから、石灰化の場ではモ
ノリン酸イオン濃度を局所的にコントロール
する必要がある。これらの調節は、基質小胞
や骨芽細胞の単位膜における、リン酸イオン合
成酵素 TNALP、ピロリン酸合成酵素 ENPP1, リ
ン酸イオン膜輸送体 Na/Pi co-transporter III 
(Pit1), ankylosis (ANK), plasma membrane 
Ca2+-ATPaseやMg2+-ATPaseなど各種酵素と膜
輸送体の発現・活性により行われるが、その
詳細なメカニズムは未だに明らかではないの
が現状である。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、骨基質石灰化の場では、骨芽
細胞のみならず、その骨髄側に存在する前骨芽
細胞にも組織非特異型アルカリフォスファターゼ
(TNALP)が局在しリン酸イオンの供給を、さらに、
骨芽細胞だけでなく骨細胞にも ectonucleotide 
pyrophosphatase/phosphodiesterase 1 (ENPP1)が
発現し、過剰な石灰化の抑制を行う可能性を見
出してきた。これらを踏まえて、軟骨細胞や骨芽
細胞系細胞（前骨芽細胞・骨芽細胞・骨細胞）が、
協調して TNALP と ENPP1 を介したリン酸産生・
輸送をダイナミックに供与・調節する機構を明ら
かにする目的で、in vivo を中心とした微細構造
学解析を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）軟骨細胞特異的 TNALP 過剰発現マウスの
微細構造解析 
type II collagen promoterに TNALP cDNAを組
み込んだベクターを作製し microinjection にて
Tg マウスを作製した。静止軟骨細胞、増殖軟骨
細胞に TNALPが過剰発現していることを確認し、
各種組織化学（TNALP, ENPP1, Pit-1, Ank, 
PHOSPHO1免疫組織化学、酵素組織化学）およ
び透過型電子顕微鏡による微細構造解析を行
う。 
（２）骨芽細胞特異的 TNALP 過剰発現マウスの
微細構造解析 
type I collagen 1 promoterに TNALP cDNAを
組み込んだベクターを作製しmicroinjectionにて
Tg マウスを作製し、軟骨細胞特異的 TNALP 過
剰発現マウスと同様に、各種組織化学および透
過型電子顕微鏡による微細構造解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１）軟骨細胞特異的 TNALP 過剰発現マウスの
微細構造解析について 
軟骨細胞に TNALPを過剰発現させた Tgマウス
では、骨端軟骨の静止・増殖軟骨細胞に
TNALP の過剰発現が誘導されていた（右上図）。

しかし、軟骨基質の石灰化は認められず、むしろ、
ENPP1 の過剰発現が誘導されたため骨組織に
おける石灰化が抑制されていた。また、軟骨細
胞特異的 TNALP Tgマウスでは、石灰化結晶
塊の形成が悪く、全体として石灰化度の低い
骨基質が形成されていた（下図）。 

このことから、過剰発現した TNALPはリン酸モ
ノマーを形成するだけでなく、同時に、ENPP1
や NaPi co-transporter III (Pit1)などの基質小
胞に付随した酵素や膜輸送体の発現・活性に
影響を与えて、石灰化の促進・抑制をコントロ
ールする可能性が高いと推測された。 
 
（２）骨芽細胞特異的 TNALP 過剰発現マウスの
微細構造解析について 
type I collagen 1 promoterに TNALP cDNAを
組み込んだベクターを作製しmicroinjectionにて
Tg マウスを作製した。現在、軟骨細胞特異的
TNALP 過剰発現マウスと同様に、各種組織化
学および透過型電子顕微鏡による微細構造解
析を進めている。 
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