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研究成果の概要（和文）：プロタミンは、ラットBSPの遺伝子プロモーターに存在するcAMP応
答配列(CRE)、FGF2応答配列(FRE)およびホメオボックス応答配列(HOX)を介してBSPの転写を
調節した。さらに、リン酸化CREB、c-Fos、c-Jun、JunD、Fra2、Dlx5、Msx2、Runx2およびSmadl
は、プロタミンによるBSPの転写調節に関わる転写因子であると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：Protamine induced BSP transcription by targeting CRE, FRE and HOX sites in 
the proximal promoter of the rat BSP gene. Moreover, phospho-CREB, c-Fos, c-Jun, JunD, Fra2, Dlx5, 
Msx2, Runx2 and Smadl transcription factors appear to be key regulators of protamine effects on BSP 
transcription.  
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１．研究開始当初の背景 
プロタミンは、アルギニンを多く含む分子

量の小さい核内タンパク質であり、精子形成
の半数体細胞後期にヒストンと置き換わり、
精子頭部の濃縮とDNAの安定化に関与する。
プロタミンは、数々の生物学的活性を有し、
造血、免疫反応、神経系および骨代謝に関与
することが報告されている。 
 
２．研究の目的 
サケ由来の硫酸プロタミンの石灰化およ

び骨芽細胞の分化に対する効果を検討する
目的で、骨芽細胞様細胞を培養し、プロタミ

ンを添加後細胞を回収し、石灰化関連転写因
子および初期の石灰化に重要な役割を果た
すと考えられている、骨シアロタンパク質
（BSP）の転写に対する影響を検討した。 
 
３．研究の方法 
１）細胞培養 
骨芽細胞様細胞として ROS17/2.8 細胞を用

いた。10％ウシ胎児血清（FCS）を含むα-MEM
培地を用い、60 mm 培養ディッシュ中で、細
胞がコンフルエントになるまで培養し、無血
清のα-MEM 培地で 12 時間培養した。
ROS17/2.8 細胞は、各種濃度のプロタミン
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（7.135、71.35 および 713.5 ng/ml）で 12 時間
刺激後に細胞を回収した。プロタミン刺激後
のBSPmRNA発現量の経時的変化を検索する
ために、71.35 ng/ml のプロタミンにて刺激後、
3、6、12、24 時間後に細胞を回収し、ノーザ
ンハイブリダイゼーション法またはリアル
タイム PCR にて検索した。 
２）ノーザンハイブリダイゼーション 
回収した ROS17/2.8 細胞からグアニジンチ

オシアネート法で全 RNA を抽出し、20 µg の
全 RNA を 1.2%アガロースゲルで電気泳動後、
ナイロンメンブレンに転写し、紫外線照射で
メ ン ブ レ ン に 固 定 し た 。 BSP 、
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH) の cDNA を、ランダムプライム法
で [α-32P] dCTP で標識し、ハイブリダイズ後，
フジ BAS 2000 イメージングアナライザーで
解析した。 
３）リアルタイム PCR 
全 RNA（1 µg）から Exscript RT reagent Kit

を用いて cDNA を合成した。リアルタイム
PCR 反応は、Runx2、および GAPDH のプラ
イマーを使用し、TP800 thermal cycler dice real 
time system（Takara 社）で行った。SYBR 
Exscript RT-PCR Kitを使用し、2×SYBR Premix 
Ex Taq (12.5 µl)、0.2 µM の Forward および
Reverse プライマー、cDNA (100 ng) を混和後、
増幅反応を行った。PCR 反応は、初期変性と
して 95℃, 10 秒を 1 サイクル行ない，次に
95℃、5 秒、60℃、30 秒を 1 サイクルとして
40 サイクル行った。Runx2 発現量は GAPDH
の発現量で補正を行った。 
４）プラスミドの作製 
ルシフェラーゼプラスミドを、制限酵素

HindⅢおよび SalⅠで切断し、種々の長さに
調節したラット BSP 遺伝子プロモーター配
列を挿入した。作製したコンストラクトは、
pLUC1（-18~+60 塩基対）、pLUC2（-43~+60
塩基対）、pLUC3（-116~+60 塩基対）、pLUC4
（-425~+60 塩基対）、pLUC5（-801~+60 塩基
対）、pLUC6（-938~+60 塩基対）で、pLUCB
は，プロモーター配列を含まないルシフェラ
ーゼプラスミドである。次に，pLUC 3 およ
び pLUC 4 に含まれるプロモーター配列の長
さ を 調 節 し 、 pGL3Basic に 挿 入 し て
–43BSPLUC（-43~+60 塩基対）、-60BSPLUC
（-60~+60 塩基対）、-84BSPLUC（-84~+60 塩
基対）、-108BSPLUC（-108~+60 塩基対）、
-116BSPLUC（-116~+60 塩基対）、-280BSPLUC
（-280~+60 塩基対）を作製した。さらに、
Quickchange Site-directed Mutagenesis Kit を用
いて，ラット BSP プロモーターの-116~+60
塩基対上流まで（pLUC3）のプロモーター配
列に 2 塩基ずつ変異を挿入したミューテーシ
ョンルシフェラーゼプラスミドを作製した。
全てのミューテーションプラスミドは、塩基
配列のシーケンスを実施し、塩基配列を確認

した。 
５）ルシフェラーゼアッセイ 
ルシフェラーゼプラスミドを細胞に導入

する 1 日前に、ROS17/2.8 細胞を 35 mm ディ
ッシュに播種し、細胞が 40~70％ コンフルエ
ントの状態で、ルシフェラーゼプラスミド（1 
µg）とコントロールとしてβ-Gal プラスミド
（2 µg）を、リポフェクタミンを用いて細胞
に 導 入 し た 。 プ ラ ス ミ ド を 導 入 し た
ROS17/2.8 細胞は、10% FCS を含むα-MEM 培
地で 2 日間培養後、無血清培地で 12 時間培
養し、プロタミン(71.35 ng/ml)で 12 時間刺激
後細胞を回収した。細胞は、細胞溶解液（125 
µl）にて溶解後、遠心し、上清を活性の測定
に用いた。20 µl の上清と 100 µl のルシフェ
ラーゼ基質を混合し、ルミネッセンスリーダ
ーAccuFLEL Lumi 400（アロカ社）にてルシ
フェラーゼ活性の測定を行った。プラスミド
の導入効率を補正する目的で、60 µl の上清と
66 µl のβ-Gal 基質を混合し、37℃で 12 時間イ
ンキュベート後、420 nm で吸光度を測定し，
活性値の補正に用いた。 
６）ゲルシフトアッセイ 

BSP遺伝子プロモーター中の転写因子結合
配列と推定される配列部分を合成し、[γ-32P] 
ATP で標識を行った。ROS17/2.8 細胞をプロ
タミン(71.35 ng/ml)で経時的に刺激後、核内
タンパク質を抽出した。核内タンパク質には、
緩衝液（10 mM Tris-HCl、50 µM KCl、1 µM 
DTT、0.04% NonidetP-40、5% glycerol、0.5 µM 
EDTA、pH 8.0）と 1 µg/µl polydI-dC を加え、
アイソトープ標識したオリゴヌクレオチド
を添加し、20 分間室温でインキュベート後、
5% ポリアクリルアミドゲルにて電気泳動を
行った。ゲルを乾燥後、イメージングプレー
トに 12 時間コンタクトし、イメージングア
ナライザー（BAS 2000 富士写真フィルム）に
て解析を行った。 
 
４．研究成果 

プロタミン（71.35 ng/ml）は、ROS17/2.8骨
芽細胞様細胞のBSP mRNA量を6時間後に上
昇させ、ROS17/2.8細胞とラット骨髄由来未分
化間葉細胞（RBMC）に導入したラットBSP
遺伝子プロモーターコンストラクト（-116 to 
+60）のルシフェラーゼ活性を増加させた。こ
のプロタミンによるルシフェラーゼ活性の増
加は、プロテインキナーゼA、チロシンキナ
ーゼおよびERK1/2阻害剤の作用で抑制され
た。2塩基対の変異を導入したルシフェラーゼ
コンストラクトを用いた検索の結果、プロタ
ミンの効果は、BSP遺伝子プロモーター中の
CRE、FREおよびHOX結合配列を介している
と考えられた。ゲルシフトアッセイの結果、
プロタミン（71.35 ng/ml）は、CRE、FREおよ
びHOX配列へのROS17/2.8細胞核内タンパク
質の結合量を増加させた。CRE結合タンパク



質（CREB）、リン酸化CREB、c-Fos、c-Jun、
JunDおよびFra2抗体は、CRE応答配列への転
写因子の結合を阻害した。Dlx5、Msx2、Runx2
およびSmad1抗体は、FRE応答配列とHOX応
答配列への転写因子の結合を阻害した。以上
の結果から、プロタミンはラットBSP遺伝子
プロモーターに存在するCRE、FREおよび
HOX結合配列を介してBSPの転写を促進する
こと、さらに、転写因子であるリン酸化CREB、
c-Fos、c-Jun、JunD、Fra2、Dlx5、Msx2、Runx2
およびSmadlは、プロタミンによるBSPの転写
の調節に重要であると考えられた。 
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