
大阪大学・歯学研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

基盤研究(B)（一般）

2019～2017

Dmp1の分泌経路と翻訳後修飾が骨細胞の機能に果たす役割

Significance of secretory processing of Dmp1 in the osteocyte function

３０２４３２４９研究者番号：

豊澤　悟（Toyosawa, Satoru）

研究期間：

１７Ｈ０４３６８

年 月 日現在  ２   ５ ３１

円    12,400,000

研究成果の概要（和文）：骨細胞が特異的に産生する骨基質Dmp1(dentin matrix protein 1)は、その翻訳後修
飾過程でN端とC端断片の２つに切断後、C端断片はキナーゼ(Fam20C)によりリン酸化されて骨細管壁に分布して
骨細胞機能に関与すると考えられる。本研究では、Dmp1/C端断片の役割を骨芽細胞がFam20Cを過剰発現するマウ
スの骨格解析から検討した。その結果、リン酸化したDmp1/C端断片は局在部の石灰化亢進を介して皮質骨形成に
関与する事が示された。また、N/C端断片の各々に異なる蛍光色をラベルしたDmp1の骨細胞株における発現解析
から、切断後の両断片の細胞内輸送経路が異なる事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The bone matrix Dmp1 (dentin matrix protein 1), which is specifically 
produced by osteocytes, is cleaved into two fragments, N-terminal and C-terminal, during the 
post-translational modification. The C-terminal fragment is highly phosphorylated by kinase (Fam20C)
 and then localized at osteocyte canal wall, and will be involved in the osteocyte function. In this
 study, to investigate the role of Dmp1/C-terminal fragment, we studied the skeletal bone of 
transgenic mice (Fam20C-Tg) in which osteoblasts overexpress Fam20C. As a result, the highly 
phosphorylated Dmp1/C-fragment is involved in cortical bone formation due to elevated local 
mineralization. In addition, in vitro expression analysis of Dmp1 in which each N/C-fragments 
labeled with different colored-fluorescence suggested the intracellular transport pathways of both 
fragments were different after cleavage.

研究分野： 口腔病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨に存在するDmp1等の酸性リン蛋白質は、多数のリン酸基が有する負電荷のため、Caイオンを引き寄せて骨形成
に関与すると推測されていたが、これまで証明されていなかった。本研究では、生体でリン酸化したDmp1が石灰
化を亢進して皮質骨形成に関与する事が示された。骨の全細胞の90%を占める骨細胞が特異的に発現するDmp1
は、骨の形成・維持に深く関与すると考えられ、本結果は骨疾患の病態解明に繋がる有用な知見となる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞外基質である Dmp1(dentin matrix protein 1)は、骨芽細胞では発現せず、骨基質に埋ま

った骨細胞に特異的に発現する。これまでの研究では、Dmp1 欠失マウスが FGF23 を高発現する
事から、Dmp1 の役割は FGF23 発現の抑制であると推測されている。しかし、腫瘍性骨軟化症と
いう疾患では腫瘍細胞は Dmp1 と共に FGF23 を高発現しており、現在推測されている役割(FGF23
発現抑制)とは矛盾するため、真の役割は他にあると考えられる。 
一方、Dmp1 の翻訳後修飾については研究が進んでおり、Dmp1 は翻訳後修飾過程で２つに切断

され、37kDa の N端断片はプロテオグリカンと結合して骨小腔周囲に分布し、57kDa の C 端断片
はキナーゼ(Fam20C)によってリン酸化されて骨細管壁に分布する。この Dmp1 の N 端と C端断片
の翻訳後修飾と分布の違いから、両断片の骨細胞機能における役割は異なる可能性が推測され
る。 
 
２．研究の目的 
 研究の目的は、Dmp1 の翻訳後修飾過程で２つに切断され、異なる翻訳後修飾を受けて異なる
分布を示す N端と C端断片の役割解明を通して、真の Dmp1 機能を探ることである。本研究では、
高度にリン酸化される Dmp1 の C 端断片の役割解明のため、骨芽細胞が Fam20C を過剰発現する
マウス(Fam20C-Tg)(既に作製済)の解析を行った。すなわち、Dmp1 は C端断片が主にリン酸化さ
れることから、骨芽細胞に Fam20C を過剰発現させれば、骨細胞が産生する Dmp1/C 端断片は高度
にリン酸化されると考えられる。そこで、高度にリン酸化した Dmp1/C 端断片が骨組織に及ぼす
変化を期待して、Fam20C-Tg における骨組織の変化を検討した。また、翻訳後修飾過程で２つに
切断された N端と C端断片の分布の違いから、両断片の分泌経路が異なると考えられるため、両
断片の細胞内輸送経路の解明を試みた。 
 
 
３．研究の方法 
（１）Fam20C-Tg の骨組織の解析 
① 骨格構造解析 
μCT撮影装置(R_mCT2Rigaku)を用いて、Fam20C-Tg(♂)の大腿骨海綿骨と骨幹部皮質骨の測定

を行った。pQCT 撮影装置 (XCT Research SA+,Stratec Medizintechnik GmbH)を用いて、大腿骨
骨幹部皮質骨の骨密度(BMD:bone mineral density)の測定を行った。 
 
② 形態学的解析 
Fam20C-Tg の下肢長管骨を 4%パラホルムアルデヒドにて一晩浸漬固定し、10%EDTA 溶液にて低

温脱灰後、通法に従いパラフィン包埋した試料をヘマトキシリン-エオジン(HE)組織解析や銀染
色、免疫染色に用いた。 
免疫組織化学的染色では、１次抗体に、ウサギ抗 Fam20C ポリクローナル抗体、マウス抗リン

酸化セリンモノクローナル抗体を用いた。各々に対するビオチン標識２次抗体を滴下し、ペルオ
キシダーゼ標識ストレプトアビジンにて免疫反応部位を検出し、DAB 発色を行った。対比核染色
を行い、脱水、透徹し、封入を行った。内因性ペルオキシダーゼ活性は、1.2% 過酸化水素水添
加メタノールにて不活化した。 
骨形態計測は、12 週齢の Fam20C-Tg に、テトラサイクリン、その 72 時間後にカルセインを皮

下注射し、さらに 48 時間後に大腿骨を剖出し、70％アルコールにて浸漬固定した。Villanueva 
bone 染色後に、非脱灰ブロックを作製した。大腿骨骨幹部横断面の研磨標本、大腿骨遠位部前
額断面の薄切標本を作製し、それぞれ骨形態計測に用いた。 
 
③ 血液学的解析 
4 週齢および 12 週齢 Fam20C-Tg の血液を採取し、キットを用いて血中の P濃度と Ca 濃度を測

定した。血中の FGF23 濃度と CTX-I 濃度に関しては、ELISA キットを用いて測定を行った。 
 
④ ウェスタンブロット解析 
 12 週齢 Fam20C-Tg の脛骨から骨髄を除去した皮質骨組織を凍結粉砕して、Phosphatase 
inhibitor を添加した蛋白質抽出液に加え、冷却下でホモジナイズした。12000rpm で 30 分間遠
心後、上清のみを採取して可溶化を行った。SDS-PAGE または Phos-tag○R  SDS-PAGE にて泳動分離
して PVDF 膜に転写した。１次抗体には、ウサギ抗 Dmp1/C 端断片ペプチド(FRRSRVSEEDDRGE)抗体
を用い、２次抗体にペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体を用いて、化学発光にて検出し
た。 
 
⑤ 遺伝子発現解析 
Fam20C-Tg の長管骨の海綿骨と皮質骨からそれぞれ total RNA を抽出後、逆転写を行い、骨関

連遺伝子のプライマーを用いて Real-time PCR 法にて遺伝子発現解析を行った。各遺伝子発現
レベルは、GAPDH で標準化した。 
 
⑥ 細胞培養 



Fam20C-Tg の初代培養には、生後 3-5 日齢の頭蓋冠から、コラゲナーゼとディスパーゼを用い
て細胞を分離し、遠心して細胞を沈殿させた後に、10％FBS 添加α-MEM 培地にて培養した。 
 
（２）Dmp1/N 端と Dmp1/C 端断片の細胞内輸送経路の解明 
① 蛍光ラベル Dmp1 発現ベクターの構築 
Dmp1 の N端に赤色蛍光、C端に緑色蛍光を付けた全長 Dmp1 と、それを段階的に短くしたディ

レーション変異体、また２つに切断されない Ala 変異体を発現するコンストラクトを作製した。 
 
②発現解析 
10％FBS 添加α-MEM 培地にて培養した MC3T3-E1 細胞株および MLO-A5 細胞株に上記の Dmp1 発

現コンストラクトをトランスフェクションし遺伝子導入を行った。遺伝子導入後、各蛍光の分布
を蛍光顕微鏡にて観察した。 
 
４．研究成果 
（１）Fam20C-Tg の骨組織の解析 
① Fam20C-Tg における Dmp1/C 末端のリン酸化 
Fam20C-Tg の骨組織において、Fam20C によるセリンのリン酸化状態を検討するため、リン酸化

セリンに対する免疫組織化学的染色を行った。その結果、Fam20C-Tg の骨組織では、野生型マウ
スと比較して、骨基質、特に骨細管に沿ってリン酸化セリンの強陽性反応を認めた。この骨細管
に沿った陽性反応は、Dmp1 の C 端断片の分布に一致しているため(Histochem Cell Biol,147: 
341-351,2017)、Fam20C-Tg では骨基質中の Dmp1/C 端断片のリン酸化が亢進している事が示唆さ
れた。 
次に、12 週齢 Fam20C-Tg の皮質骨の可溶化抽出試料とアルカリフォスファターゼにて脱リン

酸化した試料を、高リン酸化物の泳動速度が遅くなる Phos-tag○R  SDS-PAGE にて泳動分離した。
その後、抗 Dmp1/C 端断片抗体を用いたウエスタンブロット解析により、Dmp1/C 端断片のリン酸
化状態を検討した。Fam20C-Tg では野生型マウス試料に比較して、抗 Dmp1/C 端断片抗体に認識
される高位シフトのバンドが濃く観察され、脱リン酸化試料でも Fam20C-Tg で高位シフトのバ
ンドが残存している事から、Fam20C-Tg では、Dmp1/C 端断片が野生型より高度にリン酸化され
ていることが示された。 
なお、Fam20C-Tg の皮質骨の可溶化抽出試料を用いて網羅的リン酸化解析を行ったが、Dmp1 ペ

プチドは検出できなかった。Fam20C-Tg 試料では野生型マウス試料よりも高度にリン酸化した蛋
白質を多く検出できたが、その中に Dmp1 ペプチドは含まれておらず、今回の TiO2樹脂用いた回
収方法の検討が必要と思われた。 
 
② Fam20C-Tg の骨組織の変化 

 野生型マウスと比較して、Fam20C-Tg の血中 P 濃度や Ca 濃度および FGF23 濃度に有意差はみ
られなかった。 
Fam20C-Tg の大腿骨皮質骨では、皮質骨量が有意に増加し、骨石灰化面(MS/BS)と骨石灰化速

度 (MAR)が有意に亢進し、石灰化骨形成速度(Md.BFR)が促進した。一方、I型コラーゲン発現亢
進や骨芽細胞数の増加は見られなかった。従って、石灰化亢進を介して骨形成が促進することが
示された。また、骨細胞数 (N.OC/BS)と骨多孔性 (Po.Ar/Ct.Ar)が有意に増加していた 
 一方、Fam20C-Tg の大腿骨海綿骨では、海綿骨量と密度が有意に減少していた。骨形成量に変
化はないため、破骨細胞数の有意な増加や骨吸収面の増加傾向、および CTX-I(骨吸収マーカー)
亢進から判断して、骨吸収促進により海綿骨が減少したと考えられる。また、皮質骨における骨
多孔性の増加も骨吸収促進によるものと考えられる。骨芽細胞に高発現させた Fam20C が破骨細
胞を活性化する理由は明らかではないが、リン酸化骨基質は、破骨細胞の骨への接着促進を介し
て骨吸収活性を促進するのかも知れない。 
 皮質骨と海綿骨の骨形成態度の相違については、海綿骨では、リン酸化骨基質はすぐに骨改造
現象により吸収されてしまうため、骨形成におけるリン酸化の効果が現れにくいのではないか
と考えている。 
 

③ Fam20C-Tg 由来の骨芽細胞培養 

 Fam20C を過剰発現させたことによる骨芽細胞自律的な変化を検討するため、Fam20C-Tg の頭
蓋冠から分離した骨芽細胞を培養した。その結果、Fam20C-Tg の骨芽細胞に I型コラーゲン発現
や細胞増殖に変化は見られなかったが、石灰化球(mineralization nodules)形成が促進した。こ
の Fam20C-Tg の骨芽細胞自律的な特質が、皮質骨形成促進に関与したものと考えられる。 
 
 ④ まとめ 
 Fam20C-Tg の骨組織では、Dmp1/C 末端は高度にリン酸化されており、皮質骨形成促進に関与し
ていることが示された。本研究では、骨の様々な蛋白がリン酸化され、Dmp1/C 末端を特異的に
リン酸化した訳ではないが、Dmp1/C 末端は海綿骨より皮質骨で重要な働きをすると考えられる。 



 
（２）Dmp1/N 端と Dmp1/C 端断片の細胞内輸送経路の解明 
 Dmp1 の N端に赤色蛍光、C 端に緑色蛍光を付けた全長 Dmp1 の発現ベクターを、MC3T3-E1 細胞
と MLO-A5 細胞に発現させて蛍光分布を観察した。その結果、全長 Dmp1 発現では、赤色蛍光は顆
粒状に主に核周囲に、緑色蛍光は細胞質や細胞突起を含めて細胞全体に均一に分布していた。ま
た、２つに切断されない Ala 変異体を発現させると、両蛍光は重複して細胞全体に均一に分布し
たため、N 端断片および C端断片には、各々の輸送シグナル配列が存在すると考えた。 
次に、全長 Dmp1 を段階的に短くしたディレーション変異体を発現させたが、全長 Dmp1 と同様

の蛍光分布が観察され、輸送シグナル配列断片を同定することはできなかった。 
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