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研究成果の概要（和文）：骨の非コラーゲン性基質蛋白質であるDMP1(dentin matrix protein 1)は、骨基質に埋まっ
た骨細胞により産生され、リン酸化されてマイナス荷電体となり、Ca2+結合能を獲得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、超微構造解析により、DMP1は類骨における初期石灰化には関与しないことが示唆された。免
疫組織化学的解析から、DMP1は分泌後に切断され、N末端断片は骨小腔周囲基質に、C末端断片は骨細管周囲基質に分布
する傾向を認めた。また、C端断片は高度にリン酸化されており、マイナス荷電体となるため、骨細管周囲基質でCa2+
を補足して骨の石灰化に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：DMP1 (dentin matrix protein 1) is a non-collagenous matrix protein produced by 
osteocytes buried in bone matrix. DMP1 has a large number of phosphorylation sites and these regions 
become highly negative-charged domain after phosphorylation. The highly phosphorylated, negative-charged 
DMP1 may play an important role in the bone mineralization by recruiting Ca2+ and subsequent mineral 
deposition. In this study, ultramicrostructural analysis suggested DMP1 did not participate in initial 
calcification in the osteoid. Immunohistochemical analysis suggested after post-translational cleavage, 
DMP1 had a tendency to be localized at perilacunar matrix as an NH2-terminal fragment and at 
pericanalicular matrix as a COOH-terminal fragment. Further, COOH-terminal fragment at pericanalicular 
matrix was demonstrated to be highly phosphorylated. Therefore, highly phosphorylated, negative-charged 
COOH-terminal fragment at pericanalicular matrix may play an important role in the bone mineralization.

研究分野： 口腔病理学
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１． 研究開始当初の背景 
骨の非コラーゲン性基質蛋白質である

DMP1(dentin matrix protein 1)は、骨基質
に埋まった骨細胞により特異的に産生され
る。骨細胞から産生された DMP1 は、分泌後
に高度なマイナス荷電体となり、強力な Ca2+

結合能を獲得して骨の石灰化に関与すると
考えられている。その過程で、DMP1 は切断
されて 37kDa と 57kDa 断片へと分かれ、高
度にリン酸化される等の翻訳後修飾を受け
ると考えられているが、これらの DMP1 の翻
訳後修飾と骨の石灰化との関係は明らかで
はない。 
 
２． 研究の目的 
骨組織において、酸性リン蛋白質は負に荷

電することにより Ca2+結合能を獲得して骨の
石灰化に関与すると考えられている。本研究
では、酸性リン蛋白質の１つである DMP1 の
翻訳後修飾という蛋白分子レベルの現象が、
骨の石灰化に果たす役割を、超微構造解析に
より明らかにする。 
 
３． 研究の方法 
（１） 非脱灰骨組織の電顕観察 
雄性 Wistar ラットの脛骨を、2.5% グルタ

ールアルデヒド含有 2% パラホルムアルデヒ
ドにて固定した。DMP1 を特異的に発現する骨
細胞と初期石灰化現象との関係を検討するた
め、非脱灰の脛骨サンプルは陰圧状態で長時
間放置してエポン樹脂を十分に浸透させた後、
重合を行った。超薄切片作製時、初期石灰化
結晶が可及的に溶解しないよう、50%アルコー
ル水溶液にて超薄切片を作製した。これらの
超薄切片を透過型電子顕微鏡にて、約 700 nm
厚切片を超高圧電子顕微鏡（加速電圧：3.0 
MV）を用いて観察した。 
 
（２） in situ hybridization  
4% パラホルムアルデヒド固定したラット

脛骨を10% EDTAにて低温脱灰した後にパラフ
ィン包埋した試料を用いた。ラットの DMP1 
RNA プローブは、全長 DMP1 cDNA を鋳型にし
て digoxigenin (DIG)-UTP で標識して合成し
た。合成 RNA プローブは約 150 bp にアルカリ
加水分解後、切片に滴下して hybridization
を行ない、アルカリホスファターゼ発色にて
検出した。上記の全行程を RNase free 環境下
にて行った。 
 

（３）免疫組織化学的染色 

ラ ッ ト DMP1 C 末 端 断 片 ペ プ チ ド
（FRRSRVSEEDDRGE）と N 末端断片ペプチド
(SGDDTFGDEDNGPGPEER- QWGG）およびヒト
Fam20C に対するウサギポリクローナル抗体
と、ヒト DMP1 C 末端断片、ホスホセリン、
ラット GM130（ゴルジ体のマーカー）に対す
るマウスモノクローナル抗体を一次抗体と
して切片に滴下した。各一次抗体との免疫反
応 部 位 は 、 sABC （ streptavidin-biotin 

complex）法を用いてDAB発色にて検出した。
蛍光二重染色には、二種の動物種の一次抗体
を同一切片に滴下・反応後、各々の一次抗体
を認識する二種の蛍光標識二次抗体と反応
させ、蛍光顕微鏡と共焦点レーザー顕微鏡を
用いて二種の蛍光発色部位を観察した。 
（４）包埋後免疫電顕 
水溶性樹脂包埋試料から超薄切片を作製

して、免疫組織化学的染色による二重染色を
行った。同一切片に抗ラット DMP1 C 末端断
片ペプチド抗体と抗ホスホセリン抗体を滴
下・反応後、各々の一次抗体を認識する 20 nm
と 10 nm の金粒子標識二次抗体と反応させ、
透過型電子顕微鏡（加速電圧：80 kV）を用
いて金粒子の局在部位を観察した。 
察した。 
 
４．研究成果 
（１）非脱灰骨組織の超微構造解析 
ラット皮質骨の類骨～石灰化骨にかけて

電顕観察を行った結果、初期石灰化は、DMP1
を特異的に産生する骨細胞を中心に進行す
るのではなく、骨芽細胞層からある一定の類
骨幅を保って石灰化が起こっていることが
分かった（図１）。この石灰化現象を超高圧
電子顕微鏡を用いて 2μm の厚みのある切片
において三次元的にも確認した。骨細胞の周
囲ではむしろ石灰化は抑制され、骨細胞周囲
に形態学的にプロテオグリカンと考えられ
る細胞外基質の分布が認められ、このスペー
ス確保が骨細胞が完全に石灰化骨内に埋入
した後の骨小腔になると考えられた。 
 
<図１:非脱灰超薄切片における初期石灰化部位> 

 
（２）皮質骨における DMP1 産生 
ラット皮質骨における DMP1 mRNA 発現は、

類骨に分布する骨芽細胞様骨細胞と類骨骨
細胞で強発現していたが、石灰化骨に分布す
る幼若骨細胞では DMP1 mRNA 発現が低下し、
成熟骨細胞ではその発現は殆ど認められな
かった。また、免疫組織化学的染色の結果か
ら、DMP1 は、骨芽細胞様骨細胞、類骨骨細胞、
幼若骨細胞内のゴルジ領域に認められると
共に、石灰化骨に分布する幼若骨細胞や成熟



骨細胞の骨細管や骨小腔周囲にその局在が
認められた。以上から、骨表層付近の未成熟
な骨細胞は DMP1 を産生するが、骨深部に分
布する成熟骨細胞は DMP1 を殆ど産生してお
らず、幼若骨細胞が産生し、細胞外に分泌さ
れた DMP1 は、骨細管や骨小腔周囲に安定し
て分布し続けるものと考えられた（図２）。 
 
<図２:皮質骨における DMP1mRNA発現と蛋白分布> 

 
（３）DMP1 の翻訳後修飾の検討 
DMP1 の翻訳後修飾について、蛍光 2重免疫

染色により検討した。まず、37kDa の N 端断
片と 57kDa の C端断片を捉える抗体を用いて
検討した結果、N 端断片は骨小腔周囲基質に
分布するのに対し、C 端断片は骨細管周囲の
基質に分布する傾向があることが分かった。
次に、高度にリン酸化されていると報告のあ
る 57kDa の C端断片のリン酸化状態を、Dmp1
の C端断片とホスホセリンの蛍光二重染色お
よび免疫電顕の二重染色から検討した結果、
DMP1のC端断片とホスホセリンの共局在が認
められ、リン酸化された DMP1 C 端断片は骨
細管周囲の骨基質に分布することが分かっ
た。 
 
（４）DMP1 がリン酸化を受ける部位の検討 
分泌蛋白質をリン酸化する Fam20C が、最

近発見され、Fam20C の免疫染色を行った結果、
Fam20C は骨細胞に高発現していることが分
かった。in vitro では DMP1 をリン酸化する
ことが報告された事から、骨細胞が特異的に
産生するDMP1は、骨細胞が高発現するFam20C 
によりリン酸化されることが推測された。そ
こで、Fam20C と DMP1 の蛍光二重染色を実施
した結果、骨芽細胞様骨細胞、類骨骨細胞、
幼若骨細胞ではゴルジ領域に Fam20C と DMP1
の共局在が認められ、DMP1 はゴルジ装置で
Fam20C によりリン酸化されることが示唆さ
れた。 
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