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研究成果の概要（和文）：酸性リン蛋白質である dentin matrix protein 1 (DMP1) の分子進化

学的研究から、カゼインキナーゼ(CK)によりリン酸化されることが DMP1 機能に重要であること

が推測される。すなわち、CK によりリン酸化された DMP1 はマイナス荷電体となり、Ca2+結合能

を介して骨の石灰化に関与すると考えられる。本研究では、骨組織や骨芽細胞培養系において

DMP1 の Ser がリン酸化していること、さらに骨芽細胞由来の CK が DMP1 のリン酸化に関与する

ことが示唆された。次に、骨芽細胞培養系に CK 阻害剤を添加してリン酸化を阻害すると石灰化

が抑制された。従って、骨組織で DMP1 は CK によりリン酸化されてマイナス荷電体となり、Ca2+

結合能を有して骨の石灰化促進に関与すると考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：Dentin matrix protein 1 (DMP1), which is a one of the acidic 
phosphoproteins composed of the bone. Molecular evolution study of DMP1 indicated that 
phosphorylation by casein kinase (CK) might be related to the DMP1 function. Highly 
phosphorylated DMP1 by CK has a large number of acidic domains. Because of its highly 
acidic nature, it is supposed that negative-charged DMP1 can bind to calcium, thereby 
regulating matrix mineralization. In this study, we found that Ser residues of DMP1 were 
phosphorylated in the bone and cultured osteoblast and that osteoblast-derived CK might 
phosphorylate DMP1. Culture experiment with CK inhibitor indicated that mineralization 
was controlled by inhibition of the CK activity. Therefore, it was supposed when DMP1 
was phosphorylated by CK, and did negative-charged DMP1 promoted mineralization.  
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１． 研究開始当初の背景 
骨の非コラーゲン性酸性リン蛋白質であ

る dentin matrix protein 1(DMP1)は、骨芽
細胞では産生されず、骨基質に埋まった骨細
胞で産生される。産生された DMP1 は強力な
マイナス荷電体となり、強い Ca2+結合能を介
して骨の石灰化に関与すると考えられてい
るが、その石灰化機構の詳細は明らかではな
い。我々は、哺乳類、鳥類、爬虫類の DMP1
遺伝子をクローニングし、その分子進化を検
討した。その結果、「機能にとって重要な分
子の性質や部位は長い進化過程において変
化しない」という分子の進化学的性質から、
機能に重要と考えられる様々な生物種の
DMP1 に共通するアミノ酸配列の特徴を見出
した。これらの特徴の 1つは、カゼインキナ
ーゼ・アイソフォーム II(CKII)によるリン酸
化という翻訳後修飾であり、DMP1 が機能する
に必要であると考えられた。実際に、骨組織
にはCKII活性が認められ、骨細胞周囲でCKII
活性が高いことが報告されていることから、
DMP1 が CKII によりリン酸化されていること
が予測される。 
 
２．研究の目的 
骨組織において、酸性リン蛋白質の１つで

ある DMP1 は、カゼインキナーゼ（CK）によ
りリン酸化されて負に荷電し、強い Ca2+結合
能を介して骨の石灰化に関与すると考えら
れている。本研究では、DMP1 翻訳後修飾の中
でも DMP1 に特徴的なリン酸化が骨の石灰化
に重要であることを実証し、DMP1 などの酸性
リン蛋白質による生体内石灰化機構を明ら
かにする。 

 
３．研究の方法 
（１）骨組織中で DMP1 をリン酸化するカゼ

インキナーゼ（CK）のアイソフォームを
明らかにし、骨芽細胞様細胞（MC3T3-E1
細胞）を用いた石灰化過程におけるその
発現量の変化をリアルタイム PCRにて検
討する。また、CK の骨組織中における発
現分布を免疫染色にて明らかにする。 

（２）骨組織の骨基質のリン酸化の存在を明
らかにするために骨基質蛋白質のセリ
ンがリン酸化を受けたリン酸化セリン
の存在・分布を、リン酸化セリンに特異
的な抗体を用いて免疫染色にて検討す
る。次に骨基質中の酸性リン蛋白質であ
る DMP1 のセリンがリン酸化されている
ことを明らかにするために、共焦点レー
ザー顕微鏡にて、骨組織における DMP1
分布とリン酸化セリンの分布を蛍光 2重
染色により検討する。 

（３）培養細胞の石灰化過程においても DMP1
のセリンがリン酸化されていることを

明らかにするために、MC3T3-E1 細胞を用
いた石灰化培養系における DMP1 分布と
リン酸化セリンの分布を蛍光 2重染色に
より検討する。 

（４）MC3T3-E1 細胞を用いた石灰化培養系に
お い て 、 CKII の 特 異 的 阻 害 剤
(Tetrabromocinnamic acid：TBCA)を用
いて、CKII による DMP1 のリン酸化を抑
制して、骨芽細胞培養系の石灰化に及ぼ
す影響を検討する。 

（５）CK の触媒サブユニットの過剰発現用レ
ンチウイルスベクターを作製する。レン
チウイルスベクターにて骨芽細胞系細
胞株に CK の触媒サブユニットを過剰発
現させて、骨芽細胞培養系の石灰化に及
ぼす影響を、石灰化レベルをアリザリン
レッド染色にて評価して検討した。 

 
４．研究成果 
（１）骨組織から抽出した RNA の RT-PCR に

より、骨組織にはカゼインキナーゼ・ア
イソフォーム I(CKI)とアイソフォーム
II(CKII)の両アイソフォームの発現が
認められた。また、骨芽細胞様細胞
（MC3T3-E1 細胞株）を石灰化培地で培養
して石灰化過程における両アイソフォ
ームの発現を検討した結果、CKI と CKII
ともに培養１週目～石灰化が認められ
る 3週目までほぼ定常的に発現している
ことが分かった（図１）。 

 
 
図１：石灰化過程おける CKI と CKII 発現 

（骨芽細胞用細胞株：MC3T3-E1 細胞株） 

 

 

 
 
 



以上の骨組織や骨芽細胞株（MC3T3-E1
細胞株）の石灰化過程には、CKI と CKII
の両アイソフォームの定常的発現があ
るが、既に骨基質のリン酸化に関与する
可能性の高いと報告されている CKII を
研究対象として実験を進めた。 
 

次に CKII 特異的な抗体を用いて、骨
組織におけるCKII分布を検討した結果、
CKII 分布は主に骨芽細胞に認められた。 

 
（２）骨組織中で骨基質蛋白質中のセリンが

リン酸化されたリン酸化セリンの存
在・分布を免疫染色にて検討した結果、
骨表層や骨細胞周囲の骨基質にリン酸
化セリンの存在・分布を認めた。また、
切片を脱リン酸化して免疫染色を行う
とリン酸化セリンに対する免疫反応が
減弱し、この免疫反応の特異性が確認で
きた。 
次に、骨基質蛋白質の DMP1 のセリンが
リン酸化を受けている事が推測される
ため、蛍光 2重染色にて、骨組織におけ
る DMP1 分布とリン酸化セリンの分布を
検討した結果、DMP1 とリン酸化セリンの
分布は一部で重なり、DMP1 中のセリンが
リン酸化されていることが示唆された。 
 

（３）MC3T3-E1 細胞株を用いた石灰化過程に
おいても同様に、石灰化物における DMP1
分布とリン酸化セリンの分布を検討し
た結果、DMP1 とリン酸化セリンの分布は
一部で重なり、DMP1 中のセリンがリン酸
化されていることが示唆された。 

 
（４）MC3T3-E1 細胞を用いた石灰化培養系に

おいて、CKII を特異的に阻害することに
より、CKII による DMP1 のリン酸化を抑
制して、骨芽細胞培養系の石灰化に及ぼ
す影響を検討した。CKII の特異的阻害剤
(Tetrabromocinnamic acid: TBCA) が
MC3T3-E1 細胞の細胞増殖に影響を及ぼ
さない濃度を設定し、TBCA を培地に添加
して培養したところ、石灰化抑制傾向が
認められた。 

 
（５）マウス CKII の触媒サブユニットの過

剰発現用レンチウイルスベクターを作
製した（図２）。 

 
次に、このレンチウイルスベクターを用
いてマウス CKII 触媒サブユニットを
MC3T3-E1 細胞株に過剰発現させること
を試みたが、CKII 触媒サブユニット特異
抗体を用いたウエスタンブロットにて
過剰発現を確認できなかった。 

 

  図２：CKII 触媒サブユニット過剰発現用ベクター 
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