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正⻭科 Nan Hatch 教授研究室・博⼠研究員）らの研究グループは, 頭蓋神経堤細胞（注 1）で
のみ組織⾮特異的アルカリホスファターゼ（TNAP, 注 2）が⽋損するマウスを⽤いて, 免疫組
織学的解析の他に頭蓋底の器官培養を⾏い, 無機リン酸塩とピロリン酸塩が蝶形⾻間軟⾻結合
（ISS, 注 3）における細胞シグナル伝達と表現系変化に特異的な影響を与えることを明らかに
しました。成⻑板軟⾻細胞における TNAP 発現は頭蓋底の正常な発達に不可⽋であり, そのメ
カニズムはピロリン酸塩だけでなく Sox9, PTHrP や IHH（注 4）といったタンパクへ関与して
い る 可 能 性 が ⾼ い こ と を 確 認 し ま し た 。 本 研 究 成 果 は , 2023 年 10 ⽉ 20 ⽇ , 科 学 誌
「International Journal of Molecular Sciences」のオンライン版に掲載されました。 

 
Ⅰ．研究の背景 

低ホスファターゼ症（注 6）モデルマウスの 1 つである TNAP の global ノックアウトマウス
（Alpl-/-マウス）は, 頭蓋⾻癒合症や頭蓋⾻の異常形状を発症します。さらに, この global ノッ
クアウトマウスは, 沿軸中胚葉由来の頭蓋⾻よりも頭蓋神経堤細胞由来の頭蓋⾻に⼤きな影響
を与えます。出⽣時は正常な表現系であるものの, 急速に健康状態が低下し, ほとんどが離乳
前もしくは離乳直後に死亡してしまうため, 本研究グループは, 頭蓋神経堤発現 P0-Cre プロ
モーター発現マウスとフロックス化 Alpl マウスを交配させ, 頭蓋神経堤細胞由来の組織でのみ
発現している TNAP を特異的に⽋損させることで死亡を回避させ, ⽣後発達の初期および後期

頭蓋底における組織⾮特異的アルカリホスファターゼの 
新しいメカニズムを解明 

−無機リン酸とピロリン酸による細胞シグナル伝達− 

【本研究成果のポイント】 
 頭蓋神経堤細胞でのみ組織⾮特異的アルカリホスファターゼ（TNAP）を⽋損させたマ

ウスでは, 軟⾻細胞の増殖, 成熟およびアポトーシス（注 5）に異常を⽰す。 
 TNAP を⽋損させたマウスでは, 蝶形⾻間軟⾻結合（ISS）での Sox9, PTHrP や IHH の

シグナル伝達にも影響を及ぼす。 
 TNAP が頭蓋神経堤細胞の分化や幹細胞性に関与しており, 神経堤細胞における

TNAP の細胞⾃律的な役割を確認した。 



における TNAP の影響を調査しました。 
 
＊P0-Cre プロモーター発現マウスとフロックス化 Alpl マウスを交配したマウスを Alplfl/fl;P0-Cre+と呼
び, 頭蓋神経堤細胞由来の組織でのみ TNAP の発現を特異的に⽋損させる conditional knockout マウス
（注 7）です。 
 
Ⅱ．研究の概要・成果 

作製した conditional knockout マウスである Alplfl/fl;P0-Cre+マウスについて調査しまし
た。すべての TNAP が⽋損してしまう global ノックアウトマウス（Alpl-/-マウス）では出⽣
後, すぐに死亡してしまいますが, Alplfl/fl;P0-Cre+マウスでは出⽣後 35 ⽇⽬まで健康に⽣存し
ていました。しかし, 野⽣型との⽐較ではサイズと体重は減少しており, さらに中顔⾯の劣成
⻑を含め異常な頭蓋⾻形状が明らかになりました（図 1A）。さらに, nanoCT 画像撮影を⾏い, 
Alplfl/fl;P0-Cre+マウスおける頭蓋底部の解析を⾏ったところ, 頭蓋神経堤細胞由来の蝶形⾻間
軟⾻結合で異常発達を引き起こすことが明らかになりました（図 1B）。 

 

 
 
図 1. Alplfl/fl;P0-Cre+について 
図 1 A. 表現系, B. NanoCT 解析。 
Alplfl/fl がコントロール（野⽣型）で Alplfl/fl;P0-Cre+が conditional knockout マウス。 
Alplfl/fl;P0-Cre+では, 異常な頭蓋⾻形状と, ISS での異常発達を認めた。 
 
 Alplfl/fl;P0-Cre+マウスにおける ISS で引き起こされる頭蓋底軟⾻結合成⻑板での異常発達の
メカニズムを解明するために細胞増殖の定量化を Ki67 の特異的抗体を⽤いた免疫組織学的解
析を⾏いました。その結果, 静⽌軟⾻細胞層と増殖軟⾻細胞層で増加していることが明らかに
なりました。さらに, 軟⾻細胞のアポトーシスについても調べたところ, 減少していることが
明らかになりました。肥⼤軟⾻細胞のアポトーシスは無機リン酸によって刺激され, 無機ピロ
リン酸によって抑制されることが知られているため, 今回の結果は TNAP の⽋損によって局所
的に無機リン酸が産⽣されず, ⼀⽅で無機ピロリン酸の割合が増加したためアポトーシスが刺
激されず, さらに抑制⽅向に傾いたことが⽰唆されました。 
 
 相互作⽤的な PTHrP-IHH（PTHrP: Parathyroid hormone-related Peptide, IHH: Indian 
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hedgehog）シグナル伝達は, ⻑⾻成⻑板や頭蓋底結合成⻑板で様々な調節をすることが知ら
れています。Alplfl/fl;P0-Cre+マウスで観察された成⻑異常の根底には, 異常な PTHrP-IHH シ
グナル伝達があるのではないかと考えました。そこで, 5 ⽇齢マウスの ISS における PTHrP と
IHH の免疫蛍光染⾊解析を⾏ったところ, 前肥⼤軟⾻細胞層と肥⼤軟⾻細胞層で各陽性細胞の
増殖が観察されました（図 2-A, B）。これらの結果は, TNAP の⽋損が IHH の⾼発現を引き起
こし, 肥⼤軟⾻細胞層での PTHrP の異所性発現と, PTHrP が正常に発現している静⽌軟⾻細
胞層における PTHrP 発現の増加を引き起こしていることを⽰唆しています。 
さらに P0-Cre による Alpl ⽋損（TNAP ⽋損）が軟⾻細胞の成熟に影響するかどうかを調査

するために, Sex determining region Y-box9（Sox9）および collagenⅩの免疫蛍光染⾊を⾏っ
たところ, 静⽌軟⾻細胞層と前肥⼤軟⾻細胞層で発現が⾼かったです（図 2-C, D）。Collagen
Ⅹは軟⾻細胞の分化マーカーとして使⽤しており, 前述した Ki67 の免疫染⾊の結果と合わせ
て軟⾻細胞における増殖の亢進に加えて早期の分化が起こっていることを⽰しています。
Sox9 は軟⾻細胞のマスター転写制御因⼦ですので, 頭蓋神経堤細胞における TNAP ⽋損後の
下流で⾒られる ISS 軟⾻細胞の変化を仲介している可能性が考えられます。 
 

 
 
図 2. Alplfl/fl;P0-Cre+の頭蓋底に対する免疫蛍光染⾊の結果 
図 1 A. PTHrP, B. IHH, C Sox9, D CollagenⅩ（ColX）。 
Alplfl/fl がコントロール（野⽣型）と⽐較すると Alplfl/fl;P0-Cre+マウスにおいて, PTHrP, IHH, Sox9 およ
び ColX の異所性発現や免疫陽性細胞の増加を認めた。 
RZ: 静⽌軟⾻細胞層, PHZ: 前肥⼤軟⾻細胞層, HZ: 肥⼤軟⾻細胞層, バーは 200µm。 



 
 Alplfl/fl;P0-Cre+マウスの頭蓋底で観察された様々な現象は, 無機ピロリン酸と無機リン酸が
局所的に変化したためと考え, 次に野⽣型マウスから単離した新⽣児の前頭蓋底を, 無機ピロ
リン酸あるいは無機リン酸を添加/無添加の培地を⽤いて器官培養を⾏ない, その後, 免疫蛍
光染⾊法で観察しました。その結果, ISS において無機リン酸添加群では IHH が有意に増加し
ましたが, 無機ピロリン酸添加群では PTHrP が有意に増加しました（図 3A, B）。軟⾻細胞の
分化マーカーである Sox9 と collagenⅩでは, 無機リン酸添加によって有意に増加しました 
（図 3C, D)。以上の結果から, 無機ピロリン酸と無機リン酸の割合が, 頭蓋底の発達時におけ
るシグナル伝達を正常に起動させるために重要であることを意味しています。 
 
Ⅲ．今後の展開 
 TNAP の⽋損が頭蓋底の成⻑に⼤きく関わることが今回の研究から⽰唆されました。しか
し, その詳細なシグナル伝達経路は不明なままです。TNAP は主に, ピロリン酸とピリドキサ
ールリン酸が化学的な基質として認められておりますが, まだ数は少ないですが上記 2 つ以外
にも病理⽣理学的な基質も確認されつつあります。今回の TNAP ⽋損も, こうした病理⽣理学
的基質の機能が抑制された結果であるかもしれませんので, 今後, 調査を⾏っていく予定で
す。 
 また, TNAP の⽋損は頭蓋底だけでなく⻭根（⻭の根）の成⻑にも⼤きく関与していること
がわかっています。こちらもその詳細は不明ですので, このマウスを⽤いて詳しく調査してい
く予定です。 
 

 
 
図 3.頭蓋底の器官培養 
図 1 A. IHH, B. PTHrP, C CollagenⅩ（ColⅩ）, D Sox9。 
無機リン酸と無機ピロリン酸の割合を変化させることで, PTHrP, IHH, Sox9 および ColX の異所性発現
や免疫陽性細胞の増加を認めた。バーは 200µm。 
 
Ⅳ．研究成果の公表 

これらの研究成果は、2023 年 10 ⽉ 20 ⽇、科学誌「International Journal of Molecular 
Sciences」のオンライン版に掲載されました。 
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【⽤語解説】 
（注 1）頭蓋神経堤細胞・・・頭蓋の⼤部分を構成し, 成⻑に伴い最終的に⻭, 軟⾻, 頭蓋顔⾯
⾻および結合組織を形成する。 
 
（注 2）組織⾮特異的アルカリホスファターゼ（Tissue non-specific alkaline phosphatase: 
TNAP）・・・無機ピロリン酸を加⽔分解して無機リン酸に変換する酵素。TNAP の活性は⾻
の無機化を促進。 
＊無機ピロリン酸・・・マトリックスの無機化を阻害。無機リン酸・・・ハイドロキシアパタイト形成の基質。 

 
（注 3）蝶形⾻間軟⾻結合（ISS）・・・頭蓋底の成⻑部位の 1 つで, 出⽣時に成⻑が終わる。
ISS は, 蝶形⾻と後頭⾻底部をつなぐ軟⾻結合。図 4 を参照。 
 
 
 

図 4.マウスの頭蓋に対する nanoCT 解析 
ISS: 蝶形⾻間軟⾻結合, SOS: 蝶形後頭軟⾻結合 
バーは 200µm。 

 
 
 



（注 4）Sox9, PTHrP, IHH・・・軟⾻形成時に関与する転写因⼦, あるいは間葉系幹細胞から分
泌される因⼦。 
 
（注 5）アポトーシス・・・個体をより良い状態に保つために積極的に引き起こされるプログ
ラムされた細胞死のこと。 
 
（注 6）低ホスファターゼ症・・・TNAP をコードする遺伝⼦（Alpl）の不活性化変異によっ
て引き起こされるまれな遺伝性疾患。 
 
（注 7）Conditional knockout マウス・・・標的となる遺伝⼦の働きを, 任意の時期と場所で
機能を⽋損させたマウス。 
 


