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研究成果の概要（和文）：本研究は、石灰化骨基質の構成要素であるリン酸供給に対する副甲状腺ホルモン
（PTH）の作用を検討した。PTH投与マウスでは、TNAP、ENPP1、ANKなどのリン酸供与膜輸送体・酵素および
SIBLING familyの発現を上昇させることで基質石灰化を亢進させていた。一方、低リン血症を示すNaPiIIa/IIc
マウスでは、リン酸供与膜輸送体・酵素群の発現に変化がなく骨量が減少したが、Phex変異を有するHypマウス
では、未石灰化領域が広範囲に存在していた。以上、PTHはリン酸の供与を上昇させ、Phex/SIBLINGを介して石
灰化を調節すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to evaluate if the synthesis and supply of 
phosphate ions －a constituent of calcified bone matrix－ is regulated by serum concentration of 
parathyroid hormone (PTH).  PTH-administered mice showed the increased expression of TNAP, ENPP1, 
ANK, PHOSPHO1 and SIBLING family, consequently resulting in highly-calcified bone matrix.  In 
contrast, NaPiIIa/IIc mice bearing hypophosphatemia revealed no change of TNAP, ENPP1, ANK, PHOSPHO1
 genes and SIBLING family, showing less amount of bone volume.  Hyp mice － another hypophosphatemia
 model due to mutation in Phex－demonstrated huge areas of uncalcified bone matrix.  Taken together,
 it seems likely that PTH increases the synthesis and supply of phosphate ions in bone, while 
calcification in bone matrix is regulated by Phex/SIBLING family.

研究分野： 口腔組織学、微細構造学

キーワード： 石灰化　リン酸供与膜輸送体　副甲状腺ホルモン　骨芽細胞　微細構造

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢化社会を迎えた現在、骨をはじめとする運動器の健康維持はヒトの健康寿命を延ばすうえで大きく貢献す
ると思われる。特に、骨強度に深く関与する骨基質石灰化は、血清カルシウム(Ca)とリンによって規定されると
考えられているが、血清Ca濃度はほぼ一定に維持されていることから、血清リン濃度変化による骨基質石灰化が
注目を浴びている。特に、骨基質石灰化において、骨代謝に影響を与える副甲状腺ホルモンによるリン酸供与作
用の検索は、基礎研究から骨基質石灰化のメカニズムを解明することに繋がり、正常あるいは病的石灰化におい
て重要な情報を与えると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 

骨基質の石灰化成分はリン酸カルシウム結晶からなり，生物学的メカニズムでコラーゲン線維にリン

酸カルシウム結晶を生成・沈着させてゆく必要がある。骨基質石灰化においては，骨芽細胞系細胞が

基質小胞を分泌するとともに，体液に存在するカルシウムイオン(Ca2+)とリン酸イオン(PO43-)を局所的に

輸送することで石灰化を誘導してゆく。その材料である血清Ca2+濃度は 10mg/dlにほぼ保たれているの

に対して，PO43-濃度は日内変動が大きく，また，ATP などの有機化合物から PO43-を生成するなど，石

灰化の場では Ca2+/ PO43-供与が局所的に制御される可能性が高い。PO43-生成については，

ectonucleotide pyrophosphatase/ phosphodiesterase 1 (ENPP1)で合成されたピロリン酸が石灰化を抑制す

る一方(Am J Pathol, 2004, 2005)，組織非特異型アルカリホスファターゼ(TNAP)によって，PO43-モノマ

ーへと分解され (Nat Genet. 1995)，PO43-は基質小胞膜上の NaPi co-transporter III (Pit 1)により小胞

内部へと輸送される。一方で，membrane-bound Ca2+-ATPaseも基質小胞膜に存在し，組織液中のCa2+

を小胞内部に能動輸送すると考えられている(Amizuka et al., Front Biosci 2012)。また，PHOSPHO1 は

基質小胞単位膜の inner leaflet の phosphatidylcholine 等を基質とし PO43-を産生する。このような骨芽

細胞による基質石灰化機構が存在する一方で，骨細胞は FGF23 を分泌し，腎臓の FGFR1c/klotho 複

合体に結合し，NaPiIIa/IIc を介した PO43-再吸収を制御することで(Nature 2006, J Clin Invest 2004)，

骨基質石灰化への PO43-供給を抑制している。さらに骨細胞から産生される Mepe, DMP-1 といった

SIBLING family は、カテプシン B による分解を受け、切断された ASAM ペプチドのリン酸化を介して石

灰化を抑制している。なお，これら SIBLING family による石灰化調節経路は，同様に骨細胞/骨芽細

胞から産生される Phex によって抑制を受ける。 

 このように，骨基質石灰化において，様々な膜輸送体や酵素群が関与することが知られている一方，

骨粗鬆症治療薬として用いられている副甲状腺ホルモン(PTH: parathyroid hormone)は，著しく骨形成

を誘導するだけでなく，適度な投与頻度によって充分に石灰化した骨を形成することが知られている。

従って，PTH は骨芽細胞系細胞の増殖や基質タンパク合成だけでなく，PO43-を供与する膜輸送体・酵

素群に対して何らかの作用を示すのではないか，という疑問が生じる。従来の考え方では，PTH 過剰産

生による高骨代謝回転では，基質合成速度に石灰化が伴わないために広範囲な未石灰化領域（類骨

層：osteoid）が形成されると説明されている。しかし，この説明では，骨基質石灰化において，単に，物

理化学的な Ca2+と PO43-の供与・反応しか想定されておらず，PTH が，直接，PO43-を供与する膜輸送

体・酵素群に対する作用が考慮されていない。 

 以上のことを踏まえて，リン酸イオン（PO43-）供与膜輸送体・酵素群に対する副甲状腺ホルモンの骨

特異的作用について検索を進めることとした。 

 

２．研究の目的 

 

本研究の目的は，PTH が前骨芽細胞（骨芽細胞前駆細胞）の細胞増殖および活性型（成熟）骨芽細

胞の基質タンパク合成を亢進するだけでなく，石灰化基質の構成要素であるリン酸イオン（PO43-）の生

成・供与に関する TNAP, ENPP1, ANK, PHOSPHO1 といった膜輸送体・酵素群に直接作用する可能性

を解明することである。また，それだけでなく，骨基質内の骨細胞は Phex を介してカテプシン B の分解

から SIBLING family 防御することで，石灰化をより高度なものにしている可能性があり，PTH がそれに

対してどのように関与するか明らかにすることも本研究の目的の１つとしている。従って，本研究では，

PTH 投与マウスを作成し，TNAP, ENPP1, ANK, PHOSPHO1 ならびに SIBLING family である Mepe, 

DMP-1, osteopontin の発現と免疫局在を解析するとともに，骨基質における石灰化状態を各種の観察



図１ 

機器を用いて検索した。一方で，血液中の PO43-濃度が減少した場合，それが直接，骨基質石灰化に

影響を及ぼすのか明らかにするために，血清 PTH 濃度に影響を与えないが低リン血症を発症する

NaPiIIa/IIc 遺伝子欠損マウスにおいても同様の解析を行った。さらに，Phex/SIBLING family が骨基質

石灰化を制御するか明らかにするために，Phex 変異を有する Hyp マウスの骨基質石灰化と SIBLING 

family の局在についても検索した。以上，PTH が骨組織におけるリン酸イオン供与膜輸送体・酵素群に

対する作用，ならびに，その結果，骨基質石灰化に対する作用を中心に検索を進めた。 

 

３．研究の方法 

 

生後 6 週齢雄性 C57BL/6J マウスに human PTH[1-34] (20μg/kg/day)を 1 日 2 回もしくは 1 日 4 回

の頻度で 2 週間にわたって腹腔内投与し，PTH 非投与群，PTH１日２回投与群，PTH１日４回投与群の

３群を作成した（各群 n=6； 動物実験承認番号 15-0032）。PTH 投与後，マウスを paraformaldehyde 溶

液にて灌流固定を施した後，左の大腿骨は 10% EDTA にて３か月脱灰およびアルコール脱水しパラフ

ィン包埋を行い，各種の組織化学解析に供した。また，右の大腿骨は，固定後，未脱灰のまま epoxy 

樹脂に包埋し準超薄切片を作成し von Kossa 染色を行った。さらに，左の脛骨からは total RNA を抽出

し real time PCR などを用いた遺伝子発現解析，右の脛骨は 4.13% EDTA にて脱灰し，ジメチルホルム

アミドにて脱水した後に GMA に包埋して免疫電顕観察に用いた。組織化学解析の項目としては，

TNAP, ENPP1, ANK, PHOSHO1, FGF23 のほか，Mepe, DMP-1, osteopontin などの SIBLING family

の局在を，また，real time PCR では，Tnap, Enpp1, Phospho1, Ank, Mepe, Phex, Fgf23, FGFr1, αkltoho

などの発現を検索した。一方，sodium/phosphate co-transporter type IIa/IIc (NaPi IIa/IIc)遺伝子欠損

マウスおよび Hyp マウスについては，徳島大学・瀬川教授よりサンプルをご了承・ご供与していただき，

同腹の生後８週齢の野生型マウスと NaPiIIa-/-/IIc-/-遺伝子欠損マウス，ならびに，Hyp マウスを上記と

同様に組織固定および遺伝子解析用にサンプルとして採取した。 

 

４．研究成果 

 

生後 6 週齢雄性 C57BL/6J マウスに human PTH[1-

34]を投与した PTH 投与群では，投与頻度に応じて大

腿骨の骨梁が増加し，骨梁表面に多数の活性型骨芽

細胞や前骨芽細胞が観察された（図１）。血中 Ca2+濃

度はコントロール群および PTH 投与群で有意差を認

めなかったが，血中 PO43-濃度は PTH 投与群で有意

に低下していた。しかしながら，PTH 投与群では，骨幹

端のTNAP/ENPP1陽性活性型骨芽細胞・前骨芽細胞

の領域が広範囲にわたって局在しており，PHOSPHO1

の陽性反応は活性型骨芽細胞の細胞膜上に観察され

た。 

これらの結果に加えて，Tnap, Enpp1, Phospho1 遺伝子ならびに Ank 発現が，コントロール群に比較

して PTH 投与群で有意に上昇していた。よって、PTH 投与により骨芽細胞系細胞の増加ばかりでなく、

TNAP, ENPP1, PHOSPHO1, ANK といった膜輸送体・酵素群の遺伝子発現を上昇させることが強く示

唆された。 

一方，骨基質を観察すると，コントロール群では主に骨細胞に FGF23 陽性反応を示していたが，

PTH投与群では，骨細胞だけでなく骨芽細胞や前骨芽細胞にもFGF23陽性反応が観察された。また，

PTH 投与により Fgf23, FGFr1, αkltoho 遺伝子の発現上昇が認められた。骨基質石灰化抑制に寄与す



る SIBLING family である MEPE の免疫染色をおこなうと，コントロール群では MEPE の陽性反応がほと

んど認められないのに対し，PTH 投与群では骨細胞に強陽性反応が観察された。PTH 投与群では，

Mepe 遺伝子に加えて、他の SIBLING family である Osteopontin ならびに Dmp1 遺伝子の発現も上昇

する一方，SIBLING family を分解する Cathepsin B の遺伝子発現は低下していた。また，Phex 遺伝子

の発現上昇が認められた。 

これらの結果から，PTH を間歇投与すると，基質小胞性

石灰化に関わる TNAP, ENPP1, PHOSPHO1 発現が亢進し，

骨基質石灰化に必要な PO43-の局所的な供与を促進すると

推察された。また，PTH 投与により生じた SLBLING family，

Phex の発現上昇ならびに Cathepsin B の発現低下は，

SIBLING family/Cathepsin B による基質石灰化抑制を過剰

に産生された Phex が解除すると推測され，結果として石灰

化促進に作用すると考えられた（図２）。 

以上より，PTH 間歇投与は，TNALP/ENPP1 および

Phex/SIBLING family の発現を調整することによって骨基質

石灰化を亢進させると推測された。 

一方，低リン血症を示す NaPiIIa/IIc マウスおよび Hyp マウ

スにおいて Tnap, Phospho1, Enpp1 の遺伝子発現は大きく変

わらず，また，免疫局在も大きく変わらなかった。しかし，

NaPiIIa/IIc マウスの骨幹端の骨梁は発達せず、von Kossa 陽

性を示す短い骨梁しか観察されなかったのに対して、Hyp マ

ウスでは骨幹端の幅が広がるとともに、多数の von Kossa 陽

性を示さない未石灰化な骨梁が観察された（図３）。さらに、

骨小腔の周囲の骨基質には DMP-1 や osteopontin など

SIBLING family 陽性反応が認められた。よって，Hyp マウス

では，Phex変異のため SIBLING familyのカテプシン Bによる分解を抑制できず，それらが大量に残存・

蓄積してしまうことで，骨基質石灰化が抑制されることが示唆された。よって、Hyp マウスの骨基質低石

灰化は血清の低濃度 PO43-ではなく、Phex/SIBLING によって制御されることが示唆された。 

以上から，PTH は，直接，PO43-を供与する膜輸送体・酵素群に対する作用を有しており、石灰化部

位に PO43-を供給する可能性が示唆された。 

 

図２ 
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