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研究成果の概要（和文）：ポリリン酸がマウス骨芽細胞様細胞MC3T3-E1の石灰化を促進する分子機構を明らかに
することを目的とした。アリザリンレッド染色により平均鎖長60のポリリン酸が最も石灰化促進効果が高いこと
がわかった。ポリリン酸で処理した細胞内のATP濃度の低下し、ミトコンドリアの膜電位が低下した。また、
ADP/ATP比が高かった。ミトコンドリアの分裂と融合には変化はなかった。ポリリン酸による石灰化促進効果
は、細胞内ATP濃度とミトコンドリア膜電位の低下が一要因である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Inorganic polyphosphate (polyP) is a linear polymer containing tens to 
hundreds of orthophosphate residues and found in all living organisms from bacteria to mammals. In 
the present study, we examined the molecular mechanism of polyP to promote calcification on MC3T3-E1
 osteoblastic cells. Cells cultured with polyP were strongly stained with Alizarin red. Long-chain 
length of polyP was the most effective chain length. PolyP-treated cells induced the depletion of 
cellular ATP contents accompany with ADP conversion though treatment with polyP did not affect cell 
growth.  In the polyP-treated cells, the mitochondria was swollen with low dense observed in 
electron microscopy. Mitochondrial membrane potential was significantly decreased in polyP-treated 
cells. These results suggested that the depletion of intracellular ATP and the decrease in 
mitochondrial membrane potential by polyP treatment would be a trigger to promote a cellular 
calcification.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

 

本研究では、生体内においてポリリン酸（図
１）がどのようなメカニズムで骨再生を促す
のか、そのトリガー分子を探索する。ポリリ
ン酸は、生体内の様々な細胞や器官に存在す
る生体内高分子（図 1）であるが、その機能
の多くは未だに不明な点が多い。しかしなが
ら、近年は形質細胞における血液凝固促進機
能や星状グリア細胞の信号伝達機能、多発性
骨髄腫におけるアポトーシス誘導作用など
の注目すべき作用が明らかとなってきた。 

  

一方、骨再生医療は、歯周病によって失った
歯槽骨の再生や、疾病によって欠損した骨の
再生、あるいは、高齢によって失った膝軟骨
の再生など、失われた骨を修復、再生する医
療であり、私たちの生活の質を維持する上で
重要であり、社会からのニーズが大きい。近
年は、人工多能性幹（iPS）細胞への期待が
高まり、将来的な臨床利用に向けて国内外で
研究が進められているところである。申請者
らは、現在多くの医療機関で採用されている
自己細胞を利用した移植の補助分子として
のポリリン酸の利用に着目している。 

 

我々はこれまでに、マウス骨芽細胞様細胞
MC3T3-E1 をポリリン酸によって処理をす
ると、オステオカルシンやオステオポンチン
の発現上昇し、それよって石灰化が促進され
ることを生化学的、分子生物学的に観察し報
告しており(J. Dent. Res. 2004)、また、ポリ
リン酸によって処理されたマウス骨芽細胞
様細胞の変化を電子顕微鏡によって形態学
的にも観察し、ポリリン酸で処理した細胞で
は発達した粗面小胞体やゴルジ装置が観察
され、細胞が骨形成の誘導段階に入っている
ことを示唆し報告した(PLOS ONE, 2014)。 

本研究では、組織そのものが保有する骨芽細
胞の骨への分化促進剤としてのポリリン酸
の効果に期待する。特に、ポリリン酸は、元
来生体内に存在する高分子化合物であるた
め、生体への親和性、安全性も高い。 

 

２．研究の目的 

 

ポリリン酸は無機リン酸が数個から数千個
結合した生体内高分子であり（図１）、ヒト
を含むほ乳類の様々な臓器、細胞内器官に局
在する。近年、ポリリン酸による血液凝固の
誘導、脳の星状グリア細胞の信号の伝達を仲
介する役割、形質細胞や骨髄腫のアポトーシ

ス誘導作用、骨再生効果などが報告されてい
る。骨再生効果は、動物実験によっても既に
確認されており臨床への応用が期待されて
いる。しかしながら、詳細な分子メカニズム
については未だ探索の過程である。本研究で
は、ポリリン酸が骨再生を促すシグナルのト
リガー分子を探索することを目的した。 

 

３．研究の方法 

 

ポリリン酸による骨芽細胞石灰化促進効果
は、マウス骨芽細胞様細胞 MC3T3-E1 細胞を
用いて観察した。ポリリン酸による処理を行
うにあたっては、事前に 0.5%の血清を含む培
養培地にて 12 時間の前処理を行った。ポリ
リン酸鎖長による石灰化促進効果の違いは、
平均ポリリン酸鎖長 14、60、130の 3種類を
用いてアリザリンレッド染色によって評価
した。細胞にポリリン酸を添加することによ
る細胞内 ATP 量の変化を CellTiter-Glo® 
Luminescent Cell Viability Assay (Promega
社)を用いた発光量の比較によって測定した。
ポリリン酸処理によるミトコンドリア膜電
位の変化の観察と生きた細胞のミトコンド
リ ア の 細 胞 染 色 は 蛍 光 指 示 薬
Mitotracker(Invitrogen 社)を使用した。ポ
リリン酸処理後の細胞内 ADP/ATP比の変化の
観 察 に は 、 ADP/ATP Ratio Assay Kit 
(Bioluminescent 社) を使用した。細胞の蛍
光観察には、蛍光顕微鏡 BZ-9000(キーエンス
社製)を使用した。また、全ての実験におけ
るポリリン酸処理に対するコントロールと
してリン酸ナトリウム（ Na-phosphate, 
pH6.8)を使用した。 
 
４．研究成果 
 
ポリリン酸による石灰化促進効果に有効な
ポリリン酸鎖長について選別し、平均ポリリ
ン酸鎖長 14、60、130の 3種類を用いて骨芽
細胞様細胞 MC3T3-E1 に対する石灰化促進効
果をアリザリンレッド染色によって観察し
たところ、60>14>130 の順で促進効果が高い

図 2 ポリリン酸処理後の細胞内 ATP量の変化 



ことがわかった。よって、本研究では平均鎖
長 60 のポリリン酸を使用することとした。
ポリリン酸処理による細胞内 ATP濃度変化を
観察したところ、ポリリン酸による細胞増殖
への影響はみられなかったにも関わらず、ポ
リリン酸処理後 10 分でコントロールと比べ
て有意な細胞内 ATP 濃度の低下が観察され、
ポリリン酸が細胞内ヌクレオチド代謝に影
響を及ぼしている可能性が示唆された（図 2）。 
 
また、ミトコンドリアの膜電位依存的にミト
コンドリアを染色することの可能な蛍光指
示薬 Mitotrackerによってポリリン酸処理細
胞を染色したところ、膜電位がコントロール
群と比較して優位に低下していることがわ
かった（図 3）。これは、研究者らによる電子
顕微鏡的形態観察におけるポリリン酸処理
細胞のミトコンドリアの膨潤と一致する結
果であった。 
 

 
 
ミトコンドリアの分裂と融合の存在比を 4段
階で評価を行ったがポリリン酸処理細胞と
コントロール群に大きな差異は認められな
かった。ATP 含有量に対する ADP/含有量の比
について検討したところ、ポリリン酸で処理
した細胞内の ADP/ATP比は処理後 3日目でコ
ントロール群と比較して優位に高く、細胞内
ATP の ADP への変換が細胞内 ATP 量の低下の
要因の一つと考えられた（図 4）。 
 

 
 

マウス骨芽細胞様細胞株に対するポリリン
酸石灰化促進効果は、ポリリン酸処理によっ
て細胞内 ATP濃度が低下しミトコンドリア膜
電位が低下することが石灰化促進の一要因
である可能性が示唆された。 
 
以上の結果より、ポリリン酸によるマウス骨
芽細胞様細胞 MC3T3-E1 細胞に対する石灰化
促進効果は、ポリリン酸処理による ADP変換
を伴う細胞内 ATP濃度の低下によるミトコン
ドリア膜電位の低下、膨潤が一要因となるこ
とが明らかとなった。 
 
本研究課題により、ポリリン酸によって骨芽
細胞の石灰化が促進する情報伝達分子メカ
ニズムの一旦を解明することができた。今後、
更に詳細について明らかにしたい。 
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図 3 ポリリン酸処理後のミトコンドリア膜電位の変化 

図 4 ポリリン酸処理後の細胞内 ADP/ATP比の変化 
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