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諸言 

 

 骨細胞は、骨組織を構成する細胞の中で最もその数が多く、骨組織の全構成

細胞数の約 90～95%（20,000～80,000 個/mm
3骨組織）を占める 1, 2)。骨細胞は骨

小腔と呼ばれる骨基質内の空間に埋入された状態で骨の至る所に存在し、さら

に骨細胞間や骨細胞-骨芽細胞間を繋ぐ多数の骨細管の中に細胞突起を伸ばし

て（図 1）細胞間ネットワークを形成し 3)、骨の形成・維持に重要な働きをして

いる。最近、骨細胞が特異的または高率に発現する分子が次々に発見され、こ

れまで十分に理解されていなかった骨細胞の生理機能が次第に明らかになって

きた 4, 5, 6)。 

それらの分子の一つに、骨基質の中の酸性リン蛋白質である dentin matrix 

protein 1（Dmp1）が挙げられる。Dmp1 のアミノ酸組成の約 24-30%は、酸性ア

ミノ酸であるアスパラギン酸(Asp)とグルタミン酸(Glu)からなり、pH が中性領

域の生体内では Dmp1 はマイナスに荷電する。また、Dmp1 のアミノ酸組成の約

20%はセリン(Ser)で、Dmp1 にはセリンを含む多数のリン酸化モチーフが存在し

て、リン酸化されてマイナスに荷電すると考えられている。このように高度に

マイナスに荷電した Dmp1 は Ca
2+との強い結合能を獲得して、ハイドロキシア

パタイト形成の核となり、骨の石灰化に関与すると考えられている。実際、in vitro

の Dmp1 組換え蛋白質を用いた石灰化実験や培養細胞における Dmp1 の過剰発

現実験において、Dmp1 がハイドロキシアパタイト形成能や石灰化促進能を有す

ると報告する多数の論文がある 7, 8, 9)。in vivo では、ヒトの Dmp1 機能不全（常

染色体劣性低リン血症性くる病：autosomal recessive hypophosphatemic rickets）患

者や Dmp1 欠損マウスは低リン血症性くる病を発症し、骨の石灰化不全が認め

られるのに対して 10, 11)、Dmp1 過剰発現マウスでは骨密度の亢進が認められるこ
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とから 12)、Dmp1 は骨の石灰化やリン代謝に関与して骨の形成・維持に重要であ

ると考えられている。 

Dmp1 は、その翻訳後修飾の過程で N 末端の 37kDa 断片と C 末端の 57kDa 断

片へ切断され 13)、生化学的解析からも未切断の全長 Dmp1 は骨基質中には殆ど

存在しないことが報告されている 14)。Dmp1 の N 末端断片と C 末端断片への切

断が起こらない遺伝子改変マウスでは低リン血症性くる病を発症することから

も 15)、Dmp1 の N 末端断片と C 末端断片への切断は in vivo における骨の形成・

維持に重要な翻訳後修飾であると考えられる。また、骨基質から抽出した Dmp1

は無機リン酸を豊富に含んでいることから 13) 、Dmp1 は生体内の分泌過程でリ

ン酸化を受けていると考えられる。最近、骨基質をリン酸化するゴルジ体キナ

ーゼの Fam20C が発見され、Dmp1 にも Fam20C が認識するリン酸化モチーフ（セ

リン-X-アスパラギン酸/ホスホセリン）が多数存在し、in vitro の実験で Fam20C

により Dmp1 がリン酸化されることが報告されている 16)。生体内でも Fam20C

により Dmp1 がリン酸化されることが明らかになれば、Fam20C 欠損マウスは低

リン血症性くる病を発症することから 17)、Dmp1 のリン酸化は骨の形成・維持に

重要な翻訳後修飾となる。 

この Dmp1 を産生する骨細胞は、骨芽細胞に由来して、骨芽細胞が骨基質に

埋まって骨細胞に移行するが、その成熟段階は電子顕微鏡観察によって形態学

的に分類・命名されている 18-21)。骨芽細胞層に隣接するが類骨に埋入され始め

た骨芽細胞様骨細胞 (osteoblastic-osteocyte)（図１の①）と類骨内に完全に埋入

された類骨骨細胞 (osteoid-osteocyte)（図１の②）は、豊富な細胞内小器官を有

し、発達した粗面小胞体やゴルジ装置が認められる。石灰化骨に埋入されて間

もない幼若骨細胞(young-osteocyte)（図１の③）では細胞内小器官が減少し、粗

面小胞体やゴルジ装置の発達は乏しい。石灰化骨の深部に分布する成熟骨細胞
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(old-osteocyte)（図１の④）は骨芽細胞と比較するとその細胞体積が約 70%も縮

小し、細胞内小器官は殆ど認められなくなる。従って、骨組織中の全ての骨細

胞が一様に Dmp1 を産生することはないと考えられる。同様に、Dmp1 が翻訳後

修飾を受ける時期や部位は骨細胞の成熟に伴って変化し、骨の石灰化に関与し

ていると思われるが、その詳細は明らかではない。 

本研究では、Dmp1 の翻訳後修飾と骨の石灰化との関係を解明することを目的

として、骨細胞の成熟に伴う Dmp1 の発現・分布を in situ hybridization と免疫組

織化学的手法を用いて形態学的に観察し、次に Dmp1 の切断過程やリン酸化過

程、さらにその分泌経路を、免疫組織化学的手法や超微構造学的解析法を用い

て検討を行った。 
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材料と方法 

 

１．光学顕微鏡観察のための骨組織サンプルの作製 

 

本実験は、大阪大学大学院歯学研究科動物実験委員会の承認下で実施した（承

認番号：動歯 24-011）。実験には、生後 2 週齢から 12 週齢の雄性 Wistar 系ラッ

ト（日本クレア、東京、日本）を 30 匹用いた。実験動物に、ペントバルビター

ルナトリウム（200 mg/kg 体重）を腹腔内投与して安楽死させた後、左心室から

1000 単位/ml ヘパリン（持田製薬株式会社、東京、日本）を加えた生理食塩水を

灌流し、4% パラホルムアルデヒド含有 0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4）にて灌流

固定を行い、脛骨を剖出した。検体は同固定液で一晩浸漬固定し、0.05 M トリ

ス緩衝生理食塩水（TBS）で洗浄を行った後、10% エチレンジアミン 4 酢酸 2

ナトリウム（EDTA・2Na、同仁化学研究所、熊本、日本）溶液にて、4°C で 4

～10 日間、脱灰処理を行った。脱灰終了後、TBS で 9 時間洗浄した後、パラフ

ィン包埋ブロックを作製し、ヘマトキシリン-エオジン（H.E.）染色と in situ 

hybridization ならびに免疫組織化学的染色に用いた。 

 

２．in situ hybridization 

 RNA プローブ作製には、ラットの全長 Dmp1 cDNA を使用した。Dmp1 cDNA 

を pGEM-T Easy vector（Promega, Madison, WI, USA）内に遺伝子組換えを行った

プラスミドを、センスプローブ作製には制限酵素 Sal I（New England BioLabs Inc., 

Ipswich, U.K.）、アンチセンスプローブ作製には Sac II（New England BioLabs Inc.）

により切断し直鎖状として使用した。DIG-RNA Labeling Kit (SP6/T7)
®

 （Roche、

Barsel、Switzerland）を用いて、センスプローブは T7 ポリメラーゼにて、アン
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チセンスプローブはSP6ポリメラーゼにてdigoxigenin (DIG)-UTPで標識し、RNA

プローブを合成後、150bp にアルカリ加水分解してプローブとして用いた。 

パラフィン包埋ブロックから、滑走式ミクロトーム（Leica Microsystems, 

Wetzlar, Germany）を用いて矢状断で 4 μm 厚に薄切した組織切片を作製した。キ

シレンにて脱パラフィン後、水洗し、4% パラホルムアルデヒド含有 0.1 M リ

ン酸緩衝液（pH 7.4）で前固定した。前処理として 10 μg/ml プロテイナーゼ K

（life technologies, Carlsbad, CA, USA）にて 37°C 、10 分間処理後、4% パラホ

ルムアルデヒド含有 0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4）で後固定した。0.25% 無水

酢酸を含む 0.1 M トリエタノールジアミンで 10 分間アセチル化処理を行い、洗

浄後、エタノールにて脱水し、乾燥させた。その後、RNA プローブはハイブリ

ダイゼーションバッファー（和光純薬工業、大阪、日本）で約 1 ng/ml に希釈し

て切片に滴下し、52°C、16 時間ハイブリダイゼーションを行った。上記の全行

程は RNase free 環境下で行った。使用する器具は 200°C で一晩乾熱滅菌処理を

施し、固定液、組織切片作製時には DEPC 処理水を使用し、周囲環境は RNase

除去剤（RNase Zap® Solution, life technologies）で清拭し RNase を除去した。 

ハイブリダイゼーション終了後、2×標準クエン酸ナトリウム溶液（SSC）を

含む 50% ホルムアミド溶液中で、55°C、20 分間洗浄を 3 回行い、10 μg/ml の

RNase A（和光純薬工業）で 37°C、1 時間処理を行った。2×SSC で 55°C、20 分

間の洗浄を 2 回行い、次に 0.2 M 塩化ナトリウムを含む TBS で 10 分間 3 回洗浄

し、エタノールにて切片を脱水、乾燥後、水洗した。1% ウシ血清アルブミン（BSA）

（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）を含む TBS（TBS-BSA）で 10 倍に希釈し

た正常ヤギ血清（Dako, Glostrup, Denmark）を室温、30 分間反応させブロッキン

グを行った後、アルカリホスファターゼ標識ヤギ抗 DIG ポリクローナル抗体

（Anti-DIG-AP
®
,
 
Roche)を 37°C、30 分間反応させ、洗浄後、4-ニトロブルーテト
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ラゾリウムクロライド/5-ブロモ-4-クロロ-3-インドリルリン酸（NBT/BCIP Stock 

Solution
®
, Roche）にて約 3 時間発色させた。反応終了後、グリセロールゼラチ

ンにて封入を行った。なお、ネガティブコントロールには、アンチセンスプロ

ーブに対するセンスプローブを使用した。 

 

３．免疫組織化学的染色 

 4 μm 厚に薄切した組織切片を免疫組織化学的染色に用いた。その一部は、in 

situ hybridization 用パラフィンブロックから薄切し、H.E.や in situ hybridization 染

色に連続する切片を用いた。一次抗体には、ウサギ抗ラット Dmp1 C 末端断片ポ

リクローナル抗体（10000 倍希釈、ペプチド FRRSRVSEEDDRGEL を抗原として、

受託作製）（IBL、群馬県、日本）、マウス抗ヒト Dmp1（C-terminus）モノクロー

ナル抗体 IgG1（500 倍希釈、Merck Millipore、Darmstadt、Germany）、ウサギ抗ラ

ット Dmp1 N 末端断片ポリクローナル抗体（ 10000 倍希釈、ペプチド

SGDDTFGDEDNGPGPEERQWGG を抗原として、受託作製）（IBL）、ウサギ抗ヒ

ト Fam20C ポリクローナル抗体（200 倍希釈、Abcam、Cambridge、U.K.）、マウ

ス抗ホスホセリンモノクローナル抗体 IgG1（1000 倍希釈、Sigma-Aldrich）、マウ

ス抗ラット GM130 モノクローナル抗体 IgG2a（100 倍希釈、Abcam）を用い、単

染色の場合はペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン‐ビオチン複合体 

（sABC)法にて、二重染色の場合は蛍光抗体法にて免疫反応部位を検出した。 

 単染色の場合は、切片を脱パラフィン後に通法の 0.1N クエン酸緩衝液 (pH 

6.0) 加熱処理による抗原賦活化を行い、TBS による洗浄を 4°C、10 分間行った。

非特異的反応を阻止するために、1% ウシ血清アルブミン（Sigma-Aldrich）と

0.1% Tween20 を含む TBS（TBS-BSA）で希釈した正常ブタ血清（10 倍希釈、

Dako）で 30 分間ブロッキング処理を行った。TBS-BSA で希釈した一次抗体を
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滴下し 4°C で一晩反応させた後、二次抗体のビオチン標識ブタ抗ウサギ免疫グ

ロブリン（1000 倍希釈、Dako）またはビオチン標識ウサギ抗マウス免疫グロブ

リン（300 倍希釈、Dako）を滴下して室温で 40 分間反応させた。TBS-BSA で

1.2% 過酸化水素水添加メタノール（和光純薬工業）中に室温で 15 分間浸漬し、

内因性ペルオキシダーゼ活性の不活化を行った。次に TBS-BSA で 50 倍希釈し

たペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン‐ビオチン複合体（Dako）を滴下

し、室温で 30 分間反応させた上記の各ステップの終了後は TBS で 4°C、10 分間

の洗浄を 3 回行った。免疫反応の検出は、3,3’-ジアミノベンシジンテトラヒドロ

クロライドを使用し、室温で 10 分間発色させた。水洗後、ヘマトキシリンにて

対比核染色を行い、脱水、透徹し、封入を行った。観察は、EclipseE600 顕微鏡

（Nikon、東京、日本）にて行った。 

 蛍光抗体法による二重染色は、上記の一次抗体を 2 種類混合して滴下した。

二次抗体には、Alexa Fluor 488（緑色）標識ヤギ抗マウス IgG（H+L）（1000 倍

希釈、life technologies）と Alexa Fluor 594（赤色）標識ヤギ抗ウサギ IgG（H+L）

（1000 倍希釈、life technologies）を用いた。切片を脱パラフィン後に抗原を賦活

化し、TBS による洗浄を 4°C、10 分間行った。非特異的反応を阻止するために、

TBS-BSA で希釈した正常ヤギ血清（10 倍希釈、Dako）で室温にて 30 分間、前

ブロッキング処理を行った。TBS-BSA で希釈した一次抗体を滴下し 4°C で一晩

反応させた後、二次抗体を滴下し、4°C、2 時間反応させた。4’,6-ジアミジノ-2-

フェニルインドール（DAPI）（1000 倍希釈、life technologies）を室温で 3 分間反

応させて対比核染色を行った。各ステップ終了時には、TBS で 4°C、10 分間の

洗浄を 3 回行った。切片は、褪色防止用封入材 ProLong
®（life technologies）で封

入し、蛍光顕微鏡 Axio Imager M1（Carl Zeiss,  Oberkochem, Germany）および共

焦点レーザー顕微鏡 LSM510 Ver.3.2（Carl Zeiss）にて観察を行った。 
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４．免疫電顕観察のための骨組織サンプルの作製 

免疫電顕観察には、4 週齢の雄性 Wistar 系ラットを用いた。光学顕微鏡観察用の

骨組織サンプル作製時と同様に、麻酔により実験動物を安楽死させ、0.1% グル

タールアルデヒド添加 4% パラホルムアルデヒド固定液を用いて灌流固定後、

脛骨を剖出した。検体は同固定液で一晩浸漬固定し、TBS で洗浄を行った後、

10% EDTA 脱灰液にて、4°C で 4 日間脱灰を行った。 

 

５．包埋後免疫電顕 

前述の４．で得られた免疫電顕用の骨組織サンプルは TBS で洗浄し、1 mm 角

に切断後、親水性樹脂 LR Gold
®（London Resin Company Limited, Berkshire, 

England）に包埋した。約 80 nm に薄切し（Ultracut E, Reichert-Jung, Wetzlar, 

Germany）、フォルムバール膜付 Ni グリッド（150 メッシュ、日新 EM 株式会社、

東京、日本）に採取した。 

二重染色には、一次抗体にウサギ抗ラット Dmp1 C 末端断片ポリクローナル抗

体（10000 倍希釈）（IBL）とマウス抗ホスホセリンモノクローナル抗体（1000

倍希釈、Sigma-Aldrich）を用いた。非特異的反応を阻害するため、TBS-BSA で

希釈した正常ヤギ血清（10 倍希釈、Dako）を室温で 30 分間反応させた後、

TBS-BSA で希釈した各一次抗体を同時に同切片に滴下し、4°C で一晩反応させ

た。免疫反応の検出には、2 種類の大きさの異なった金コロイドを標識した 2 次

抗体を用いた。すなわち、20 nm 金粒子標識ヤギ抗ウサギ IgG（10 倍希釈、BBI 

Solutions、Madison、WI、USA）と 10 nm 金粒子標識ヤギ抗マウス IgG（20 倍希

釈、BBI Solutions）を同時に滴下し、室温で 1 時間反応させた。上記の各ステッ

プ終了後には、TBS で 4°C、 10 分間の洗浄を 3 回行い、二次抗体の反応終了後
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はさらに水洗を行った。切片を室温で 5 分間ウラン染色を行った後、透過型電

子顕微鏡（H-7500、日立、東京、日本）にて観察を行った。 

 

６．包埋前免疫電顕 

前述の４．で得られた免疫電顕用の骨組織サンプルは、リン酸緩衝生理食塩

水（PBS）で洗浄し、10% スクロース添加 PBS に 4°C、4 時間、15% スクロー

ス添加 PBS に 4°C、4 時間、20% スクロース添加 PBS に 4°C、4 時間浸漬後、

OCT compound（イーエムジャパン株式会社、東京、日本）にて包埋し、凍結し

た。クライオスタット（Leica Microsystems）にて 30 μm 厚の切片を作製し、包

埋前免疫電顕に用いた。 

 一次抗体には、ウサギ抗ラット Dmp1 C 末端断片ポリクローナル抗体（10000

倍希釈（IBL）を用いた。非特異的反応を阻害するため、TBS-BSA で希釈した

正常ヤギ血清（10 倍希釈、Dako）を室温 30 分間反応させた後、TBS-BSA で希

釈した一次抗体を切片に滴下し、4°C で一晩反応させた。免疫反応の検出には、

1.4 nm 金粒子標識ヤギ抗ウサギ IgG（50 倍希釈、Nanoprobes, Inc.、Yaphank、NY、

USA）を用いて 4°C、2 時間反応させた。各ステップ終了後は TBS で洗浄した。

2.5%グルタールアルデヒドにて室温 30 分間固定後、水洗し、Silver Enhancing Kit

（BBI Solutions）を使用し 5 分間銀増感を行った。再び水洗し、1% 四酸化オス

ミウムにて室温 30 分間固定を行い、脱水後エポキシ樹脂（Quetol812、日新 EM

株式会社）に包埋した。 

約 700 nm に薄切（Ultracut E, Reichert-Jung）し、フォルムバール膜付 Cu グリ

ッド（50 メッシュ、日新 EM 株式会社）に採取し、室温にて 5 分間ウラン染色

後、さらにフォルムバール膜を貼付し、オスミウム蒸着を行った。試料両面は

30 nm 金粒子（BBI Solutions）にてマーキングし、超高圧電子顕微鏡（H-3000、
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日立）にて観察を行った。細胞内三次元構造の観察のため、倍率 25000 倍、傾

斜角66°～66°にて 2°ごとに連続傾斜像撮影を行い、得られた画像の再構築・

輪郭抽出（IMOD software package
22)）を行った。 
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結果 

 

１． Dmp1 mRNA 発現と Dmp1 局在分布の検討 

 生後 2 週齢から 12 週齢のラット脛骨の皮質骨における Dmp1 mRNA 発現と

Dmp1 局在分布を検討した。週齢が異なっても、その発現分布は同様の結果を示

したため、それらの代表所見として 4 週齢のラット脛骨の皮質骨における結果

を以下に示す。 

 

皮質骨における Dmp1 mRNA 発現について 

 ラットの皮質骨における Dmp1 mRNA 発現は、骨芽細胞には認められず（図

2. B）、類骨基質に埋入され始めた骨芽細胞様骨細胞（図 2. B, C）と、類骨内に

分布する類骨骨細胞（図 2. B, D）で強発現していた。一方、石灰化骨に埋入さ

れて間もない幼若骨細胞（図 2. B, E）ではその発現が減弱し、石灰化骨深部に

広範囲に分布する成熟骨細胞（図 2. B, F）では、その発現は殆ど認められなか

った。 

 

皮質骨における Dmp1 の局在分布について 

 ラットの皮質骨における Dmp1 の分布は、Dmp1 C 末端断片に対する抗体を用

いて検討した。類骨に分布する骨芽細胞様骨細胞（図 3. B, C）や類骨骨細胞（図

3. B, D）の細胞内では核に隣接して Dmp1 が局在するが、これらの細胞外の類骨

基質に Dmp1 分布は認められなかった（図 3. B）。また、石灰化骨に分布する幼

若骨細胞（図 3. B, E）では、骨細胞内に Dmp1 が局在するとともに、骨小腔や

骨細管構造に沿って Dmp1 分布が認められた。これらの骨細胞内に局在する

Dmp1 は、ゴルジ体マーカー（GM130)との蛍光 2 重染色により、ゴルジ領域に
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局在することが明らかとなった（図 3. G-J）。成熟骨細胞（図 3. B, F）では、細

胞内に Dmp1 分布は認められないが、骨小腔と骨細管構造に沿ってその分布が

認められた。 

 

２．Dmp1 の N 末端断片と C 末端断片の局在分布の検討  

 Dmp1 は分泌過程で N 末端断片と C 末端断片に切断され 13)、骨基質中に未切

断の全長 Dmp1 は殆ど存在しない 14) ことが知られている。また、N 末端断片に

はプロテオグリカンが結合するのに対し、C 末端断片は高度にリン酸化されてい

ることが報告されている 13)。この両者の性質の違いから、両断片の局在分布に

相違がある可能性を想定して、ラットの皮質骨における Dmp1 の N 末端断片と

C 末端断片の分布を検討した。 

免疫組織化学的染色により、Dmp1 N 末端断片は、主に骨小腔周囲の骨基質に

分布するのに対し（図 4. A および挿入図）、Dmp1 C 末端断片は骨細管に一致し

て分布する傾向を認めた（図 4. B および挿入図）。 

蛍光二重染色では、骨細管には C 末端断片の分布を示す緑色蛍光が強く発色

し、骨小腔周囲には N 末端断片の分布を示す赤色蛍光が強く発色していた（図

5. C）。また、骨細胞内のゴルジ領域（図 5. C の矢印）や一部の骨小腔周囲（図

5. C の矢頭）は黄色蛍光が発色し、Dmp1 N 末端断片と Dmp1 C 末端断片の共局

在が認められた。次に、切片の厚さによる細胞や骨細管等の構造上の重なりの

ために、緑色蛍光や赤色蛍光が互いの蛍光発色をマスクする可能性を否定する

ため、共焦点でスライスした一断面の蛍光発色を観察し、上記の蛍光発色パタ

ーンと同様の結果を示すことを確認した（図 5. 挿入図）。 

以上の所見から、N 末端断片と C 末端断片の分布の相違が明確な部位は、緑

色蛍光と赤色蛍光が単独で認められる細胞外であるため、両断片への切断はゴ
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ルジ領域から細胞外に分泌されるまでの骨細胞内か、分泌直後の骨小腔周囲で

起こると考えられた。 

 

３．Dmp1 C 末端断片のリン酸化過程の検討 

Dmp1C 末端断片は、ゴルジ体キナーゼ（Fam20C）により認識されるリン酸化

モチーフを多数有しており 16)、骨基質中で高度にリン酸化されていることから 13)、

Dmp1 の分泌経路におけるリン酸化過程を観察するキナーゼ基質として適して

いる。そこで、Dmp1 機能に重要なリン酸化が分泌過程のどの段階で行われてい

るかを検討するため、セリン残基のリン酸化を示すホスホセリンと Fam20C の

局在分布を、Dmp1 C 末端断片の局在分布と比較検討した。 

 

骨組織におけるリン酸化部位の検討 

 Dmp1 C 末端断片のリン酸化は、Dmp1 が含有するセリン残基がリン酸化され

るため、まず、骨組織におけるホスホセリンの分布を検討した。ホスホセリン

は骨細胞内や骨小腔および骨細管にその分布が認められた（図 6. A）。このホス

ホセリンの分布パターンは Dmp1 C 末端断片の分布パターンと類似しており（図

3. B）、Dmp1 C 末端断片とホスホセリンが共局在することが予測されたため、

Dmp1 C 末端断片とホスホセリンの蛍光二重染色を行った（図 7）。その結果、骨

細管や骨小腔周囲に Dmp1 C 末端断片（図 7. C：赤色）とホスホセリン（図 7. D：

緑色）が共局在していた（図 7. B：黄色）。さらに、包埋後免疫電顕観察では、

骨細管や骨小腔周囲の骨基質に Dmp1 C 末端断片（図 8. A, B：矢印）とホスホ

セリン（図 8. A, B：矢頭）の局在が観察された。骨細管や骨小腔周囲の骨基質

にはリン酸化された Dmp1 C 末端断片が局在分布することが示唆された。 

骨細胞内ではホスホセリンは核に局在するが（図 6. B：矢印）、細胞質内の核
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近傍にもその局在が認められ（図 6. C：矢頭）、ゴルジ装置でリン酸化が行われ

ている可能性が考えられたため、蛍光二重染色にて観察を行った。類骨に分布

する骨芽細胞様骨細胞や類骨骨細胞では、ゴルジ領域（図 9. A-D：点線枠内）

に Dmp1 C 末端断片の局在を認めたが（図 9. B, C：矢印）、ホスホセリンは認め

られなかった（図 9. B, D：矢印）。一方、石灰化骨に分布する幼若骨細胞では、

ゴルジ領域（図 9. E-H：点線枠内）に Dmp1 C 末端断片（図 9. G：矢頭）とホス

ホセリン（図 9. H：矢頭）の共局在が認められ（図 9. F：矢頭）、Dmp1 C 末端

断片は幼若骨細胞内のゴルジ領域でリン酸化されていることが示唆された。 

以上から、Dmp1 C 末端断片は、骨細胞内のゴルジ領域でリン酸化された後に

細胞外に分泌され、リン酸化された状態で骨小腔や骨細管の周囲の骨基質に沈

着するものと考えられた。 

 

骨組織におけるゴルジ体キナーゼの局在について 

Dmp1は、ゴルジ体キナーゼのFam20Cにより認識されるリン酸化モチーフ（セ

リン-X-アスパラギン酸/ホスホセリン）を豊富に含み、in vitro の実験で Fam20C

によりリン酸化されることが報告されている 16)。従って、Fam20C は生体内で

Dmp1 をリン酸化する最有力候補であるため、骨組織における Fam20C の局在分

布を検討した。 

Fam20C は骨芽細胞には認められず、主に類骨骨細胞や幼若骨細胞の細胞内に

局在していた（図 10. A）。また、ゴルジ体に局在するキナーゼであることから 23)、

骨細胞においてもゴルジ領域に局在することを確認するため、Fam20C とゴルジ

体のマーカーである GM130 の蛍光二重染色を行い、両者が共局在することを確

認した（図 10. B-E）。Fam20C と Dmp1 C 末端断片の蛍光二重染色では、類骨骨

細胞や幼若骨細胞のゴルジ領域で両者が共局在しており（図 11）、Dmp1 C 末端
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断片はゴルジ体で Fam20C によりリン酸化されることが示唆された。 

 

４．骨細胞内における Dmp1 の輸送経路の検討 

 以上の結果から、Dmp1 C 末端断片は骨細胞内のゴルジ領域で翻訳後修飾を受

けて細胞外に分泌されると考えられ、その細胞内輸送経路を超微構造学的解析

により検討した。 

 包埋後免疫電顕では、細胞膜などの立体障害のためか骨細胞内に免疫反応を

検出できなかったため、1.4 nm 金粒子で標識して銀で増感する包埋前免疫電顕

により観察を行った。輸送小胞が立体的に観察できるよう、700 nm の厚みがあ

る切片を作製して、超高圧電子顕微鏡で観察した結果、幼若骨細胞内では、Dmp1 

C 末端断片は核に隣接する小胞体様またはゴルジ装置様構造内（図 12. A-D：矢

印）や、輸送小胞様構造内（図 12. A, B, F：矢印）に認められた。この輸送小胞

様構造物の断層像（図 13. A）の再構築により得られた三次元像からも、形態学

的に輸送小胞であることが確認でき、その内部に Dmp1 C 末端断片が局在してい

る事から（図 13. B, C）、Dmp1 C 末端断片は輸送小胞により骨細胞内を輸送され、

骨細胞外に分泌されることが示唆された。 
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考察 

  

本研究では、ラット脛骨の皮質骨を用いて Dmp1 の分泌過程における翻訳後

修飾を、超微細構造学的に検討した。まず in situ hybridization と免疫組織化学的

染色による Dmp1 の発現分布の検討から、骨の至る所に骨細胞が存在するが、

骨細胞の Dmp1 産生能は一様ではないことが分かった。すなわち、Dmp1 mRNA

発現は、骨芽細胞様骨細胞、類骨骨細胞、幼若骨細胞に認められ、これらの骨

細胞内のゴルジ領域に Dmp1 が局在するのに対し、骨深部に広範囲に分布する

成熟骨細胞には Dmp1 mRNA 発現や細胞内 Dmp1 の局在は認められず、Dmp1

を盛んに産生するのは骨表層に分布する比較的未熟な骨細胞（骨芽細胞様骨細

胞、類骨骨細胞、幼若骨細胞）であることが分かった。 Dmp1 の免疫組織化学

的染色では、成熟骨細胞の骨小腔や骨細管の周囲骨基質にも Dmp1 免疫反応が

認められることから、一見すると、骨深部に広範囲に分布する多数の成熟骨細

胞が Dmp1 を産生していると誤解されがちである。従って、骨細胞に特異的に

発現するプロモーターとして研究に広く用いられている Dmp1 プロモーターを

用いた遺伝子改変動物では、骨表層に分布する比較的未熟な骨細胞に目的遺伝

子を発現させることはできるが、骨深部に広く分布する大部分の成熟骨細胞に

その効果は及ばない。例えば、Dmp1 プロモーターの下流に connexin 43 のドミ

ナントネガティブ体を過剰発現させたトランスジェニックマウスは、骨内部に

広がる骨細胞間のネットワークを担当するギャップ結合チャネルとヘミチャネ

ルの障害を目的として作製されているが 24)、骨細胞間のネットワークが障害さ

れるのは Dmp1 発現が盛んな骨表層の骨細胞に限られる。また、Dmp1 プロモー

ターを用いたGFP発現トランスジェニックマウスの骨組織からGFPの緑色蛍光

標識細胞をセルソーティング 4, 25, 26)して得られた細胞は、主として全骨細胞の中
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の未熟な骨細胞であり、骨の大部分を占める成熟骨細胞の性質を十分に反映し

ない可能性があると考えられる。 

Dmp1 は、分泌過程で N 末端の 37kDa 断片と C 末端の 57kDa 断片へ切断され

ることが知られており 13)、生化学的解析からも、骨基質中に未切断の全長 Dmp1

は殆ど検出されず、大部分は N 末端断片と C 末端断片に切断されていることが

報告されている 14)。また、Dmp1 の N 末端断片と C 末端断片への切断が起こら

ないように切断部位のアミノ酸配列を改変した遺伝子改変マウスは、Dmp1 欠損

マウスと同様に、低リン血症性くる病を発症することから 15)、切断は Dmp1 機

能に必須の翻訳後修飾であると考えられる。その理由として、Dmp1 の N 末端

断片と C 末端断片の機能の違いが想定される。C 末端断片には I 型コラーゲンの

N テロペプチド領域との結合部位に多数のリン酸化モチーフが存在し、高度に

リン酸化した Dmp1
13)はマイナスに荷電して I 型コラーゲンと結合して、石灰化

促進作用を有する。In vivo において、C 末端断片の過剰発現マウスは、交配によ

り全長 Dmp1 欠損マウスをレスキューできることが報告されており 27)、C 末端

断片が Dmp1 の機能ドメインであると考えられている。一方、N 末端断片には

コンドロイチン 4-硫酸が結合しており、in vitro の石灰化実験ではコンドロイチ

ン 4-硫酸の結合した N 末端断片は石灰化抑制作用を有することが報告されてい

る 7)。すなわち、C 末端断片は石灰化を促進するのに対して、N 末端断片は石灰

化を抑制するため、切断されずに両断片が共存すると互いの機能を相殺して機

能しなくなると考えられる。骨基質中に全長 Dmp1 は殆ど存在しない事から、

本研究では N 末端断片と C 末端断片に対する 2 種類の抗体を用いて、両断片の

骨組織における分布を調べた。その結果、N 末端断片は主に骨小腔周囲の骨基

質に、C 末端断片は主に骨細管に分布しており、互いの機能を相殺しないかのよ

うに、各断片が異なる局在分布を示すことは興味深い。これらの分布から、Dmp1
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の分泌過程において両断片への切断が起こる部位は、両断片の分布の相違が明

確になる前の骨細胞内か、分泌直後の骨小腔周囲と思われる。Dmp1 を切断する

と考えられている bone morphogenetic protein 1 /tolloid-like proteinases
28)は骨組織

で発現し 29)、ゴルジ領域で前駆体から活性化されることからも 30)、Dmp1 の切

断は骨細胞のゴルジ装置内や輸送小胞内、あるいは細胞外への分泌直後に起こ

るものと思われる。また、骨細管周囲に C 末端断片が主に分布しているのに比

べ、骨小腔周囲には N 末端断片が主に分布していることは、骨小腔周囲の骨が

骨小腔から離れた部位の骨に比べて低石灰化であること 31)に関連すると思われ

る。Maciejewska らは 32)、象牙質における Dmp1 の両断片の局在分布について本

研究と同様の所見を報告している。すなわち、コンドロイチン 4-硫酸を結合し

た Dmp1 N 末端断片は石灰化していない象牙前質に分布するのに対して、C 末端

断片は石灰化象牙質に分布する。Dmp1 C 末端断片が局在する骨細管は、従来、

力学的負荷を感知するのに重要であると考えられていたが、Dmp1 C 末端断片が

石灰化促進作用を有することから、骨細管は骨の石灰化にも重要な役割を果た

すものと考えられる。 

ラットの骨組織から抽出した Dmp1 は、全長にして約 53 個のリン酸基を有し

ており、骨組織内で高度にリン酸化されている 13)
 。骨細胞周囲の骨基質がリン

酸化されていることは、骨の連続消化法により得られた骨細胞の豊富な分画に

カゼインキナーゼ II （CKII） 活性が高く、この CKII により bone sialoprotein 

（BSP）がリン酸化されることから、以前から示唆されていた 33)。Suzuki ら 34)

は、CKII のリン酸供与源である GTP を 32
P でラベルした[γ-

32
P]GTP を用いた in 

situ 解析により、骨基質蛋白質は CKII によるリン酸化を受けていることを報告

している。また、CKII によるリン酸化はセリン残基に起こるため、彼らは抗ホ

スホセリン抗体を用いた免疫組織化学的染色により、骨基質全域にホスホセリ
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ンが局在することを報告しているが、その結果は本研究におけるホスホセリン

の局在分布とは異なっていた。骨基質中のリン蛋白質には、Dmp1 以外に

osteopontin（OPN)や BSP 等が含まれるが、Dmp1、OPN、BSP の 1 モル当たり

の無機リン酸量は、OPN が 13 Pi/mol
35)、BSP が 5.85 Pi/mol

36)、Dmp1 が 53 Pi/mol 

（N 末端断片が 12 Pi/mol、C 末端断片が 41 Pi/mol）13)で、無機リン酸量が最も

多いのは Dmp1 であるため、ホスホセリンの免疫反応は、本研究結果で示した

ように、Dmp1 の分布に一致するのが妥当であると考えられる。また、本研究で

は、ホスホセリンの免疫組織化学的染色のコントロールとして、Alkaline 

Phosphatase（Calf intestine）により脱リン酸化した切片で免疫反応が減弱する事

を確認し（結果示さず）、ホスホセリンの免疫反応の妥当性を確認している。両

研究グループ間で、ホスホセリンの分布に違いが認められるのは、ホスホセリ

ンに対する抗体の違いに依存するのかもしれない。 

 これまで骨基質をリン酸化する酵素は CKII と考えられていたが、CKII は主に

核と細胞質に局在する事から 37)、分泌経路に存在する骨基質蛋白質が CKII に遭

遇してリン酸化を受ける可能性は低いという矛盾を抱えていた。最近になって、

その分泌経路のゴルジ体に局在するゴルジ体キナーゼ（Fam20C）が発見された

16)。また、Fam20C が認識するリン酸化モチーフ（セリン-X-アスパラギン酸/ホ

スホセリン）を有する OPN や Dmp1 の組換え体が Fam20C によりリン酸化され

ることが、in vitro の実験で報告された 16)。本研究結果では、Fam20C は骨芽細

胞では認められず、骨細胞特異的に高発現していた。しかも、骨細胞のゴルジ

領域に Fam20C と Dmp1 が共局在している（図 11）ことから、骨細胞のゴルジ

体で Dmp1 がリン酸化されることが示唆された。Dmp1、特にその C 末端断片は

Fam20C が認識するリン酸化モチーフ（セリン-X-アスパラギン酸/ホスホセリン）

を多数有すること、Fam20C がリン酸化供与体として利用する ATP は骨細胞が
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豊富に有し、細胞外にも放出する 38)ことなど、骨細胞には Fam20C が Dmp1 を

リン酸化する環境が整っている。これらの結果を踏まえると、Fam20C 欠損マウ

スがくる病様病態を呈する 17)のは、骨細胞が産生する Dmp1 が Fam20C が欠損

するためにリン酸化されないためであろうと考えられる。 

Dmp1 C 末端断片にはリン酸化モチーフが多数存在し、骨基質中では高度にリ

ン酸化されていることから 13)、Dmp1 C 末端断片の分泌過程におけるリン酸化状

態を観察した。類骨骨細胞内のゴルジ領域には、キナーゼとそのキナーゼ基質

である Fam20C と Dmp1 C 末端断片は局在するが、同領域にホスホセリンの免

疫反応は認められず、類骨骨細胞内では Dmp1 C 末端断片は十分にリン酸化され

ていないものと考えられた。一方、幼若骨細胞に成熟すると、そのゴルジ領域

には Fam20C と Dmp1、さらにホスホセリンの免疫反応が認められ、幼若骨細

胞のゴルジ領域にはリン酸化した Dmp1 C 末端断片が存在することが示唆され

た（図 9. E-F）。その他に、石灰化骨に分布する骨細胞の骨小腔や骨細管周囲の

骨基質には Dmp1 C 末端断片とホスホセリンが共局在しており、リン酸化した

Dmp1 C 末端断片が細胞外の骨基質に存在することが示唆された（図 7、8）。分

泌蛋白質は細胞質のリボソームで合成されて小胞体に運ばれ、ゴルジ体で翻訳

後修飾を受けた後、輸送小胞により細胞外に分泌されるという分泌経路を考え

ると、Dmp1 C 末端断片も同様に、骨細胞内のゴルジ体で Fam20C によってリン

酸化され、リン酸化された Dmp1 C 末端断片が輸送小胞により細胞外の骨基質に

運ばれ、骨基質に分布するものと思われる（図 14）。ただし、Fam20C はゴル

ジ体に局在する事から細胞外にも分泌される可能性がある。実際に、Fam20C を

遺伝子導入したヒト胎児由来腎臓細胞の培養液中に Fam20C が検出されており

24)、骨組織を用いた免疫組織化学的染色でも、細胞外基質に Fam20C が認められ

るという報告もあることから 39)、Dmp1 C 末端断片が細胞外でリン酸化される可
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能性は否定できない。従って、本研究結果は、Dmp1 C 末端断片は分泌過程のゴ

ルジ領域における翻訳後修飾の段階から既にリン酸化が始まっていることを示

すものである。 

Dmp1 は、骨細胞内のゴルジ領域に局在する事から、分泌過程における細胞

内輸送経路を検討した。超高圧電子顕微鏡解析の断層像より、Dmp1 C 末端断片

はゴルジ体様構造物や小胞様構造物内にその局在が認められた。また、小胞様

構造物の断層像（図 13. A）の三次元的再構築により、小胞様構造物は Dmp1 C

末端断片を含む輸送小胞であることが確認でき、Dmp1 は輸送小胞により細胞内

を輸送されることが示唆された。同様の分泌経路が、Dmp1 と同じ Small 

Integrin-Binding Ligand, N-linked Glycoproteins（SIBLINGs）ファミリーに属する

dentin sialophosphoprotein（DSPP）についても報告されている 40)。DSPP は、そ

の分泌過程で N 末端の dentin sialoprotein（DSP）と C 末端の phosphoryn（DPP）

に切断され、C 末端の DPP を含む輸送小胞は象牙芽細胞の体部に認められると

共に、象牙前質から石灰化前線付近までの象牙芽細胞の突起内に認められるこ

とから、DPP は輸送小胞により象牙芽細胞突起内を運ばれ、石灰化前線付近で

細胞外に分泌されると考えられている 40)。本研究では、時間の関係で骨細胞突

起内に Dmp1 C 末端断片を含む輸送小胞様構造物を探せていないが、象牙芽細胞

における DPP の輸送小胞による分泌経路を考えれば、骨細胞でも骨細胞突起内

に Dmp1 を含んだ輸送小胞が存在し、Dmp1 C 末端断片を骨細管周囲の骨基質ま

で輸送しているのではないかと考えられる。 

 常染色体劣性低リン血症性くる病や Dmp1 欠損マウスでは、骨細胞における

FGF23 発現亢進により血中の FGF23 濃度が上昇し、腎臓における尿中リン排泄

量が増加して低リン血症性くる病を引き起こすことが分かっている 10, 11)。Dmp1

欠損マウスの骨組織では類骨が増加し、骨細胞周囲にも類骨が認められ、骨芽
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細胞から骨細胞への分化異常が起こっている。この Dmp1 欠損マウスに高リン

食を摂取させると骨格の成長は回復するが、依然として骨細胞周囲に類骨が残

存することから、骨細胞周囲の石灰化障害は Dmp1 欠損による直接作用と考え

られる。このように、骨細胞が産生する Dmp1 は局所では骨細胞周囲の石灰化

に直接作用するともに、全身では骨細胞による FGF23 発現をその上流で抑制し

てリン代謝に関与すると考えられている 11)。Dmp1 による FGF23 発現制御メカ

ニズムは未だに明らかではないが、そのメカニズム解明に向けて幾つかの研究

結果が報告されている。Dmp1 欠損マウスから取り出した骨髄間質細胞を培養し

て分化誘導させると、形成された石灰化ノジュール内の骨細胞は FGF23 発現を

亢進することから、Dmp1 欠損による骨細胞の FGF23 発現亢進は Dmp1 欠損の

骨細胞自身に内在する異常による結果である 41)。骨細胞の FGF23 発現亢進は、

PHEX（phosphate regulating gene with homologies to endopeptidases on the X 

chromosome)の不活性変異を起こした X 染色体優性低リン血症性くる病

（X-linked hypophosphatemic rickets)のモデルマウスである Hyp マウスでも起こ

ることが報告されている 42)。Martin ら 43)は、この Hyp マウスと Dmp1 欠損マウ

ス、さらに両者の交配を組み合わせて作製した Hyp/Dmp1 欠損マウスの皮質骨

から抽出した RNA のマイクロアレイ解析等から、PHEX 不活性変異や Dmp1 欠

損による骨細胞の FGF23発現亢進には FGF受容体を介したシグナル伝達が関与

することを示唆している。また、最近、Fam20C が Dmp1 発現を介して FGF23

産生を制御する可能性が報告されている。変異 Fam20C 遺伝子を導入した培養

細胞実験から、Fam20C が Dmp1 発現を上昇させて FGF23 の産生を抑制してい

ると報告されており 44)、Fam20C ノックアウトマウスでは Dmp1 発現が低下して

いる現象を説明できる 45)。したがって、Fam20C 変異により発症する Raine 

syndrome患者やFam20Cノックアウトマウスで生じる血中FGF23の上昇は 46, 17)、
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Dmp1 発現低下による可能性が考えられ、今後、全身のリン代謝における Dmp1

と Fam20C の機能解明が望まれる。 
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結論 

 

１．骨の至る所に骨細胞が存在するが、骨細胞の成熟段階によりDmp1の産生能

は異なり、Dmp1を盛んに産生しているのは骨表層近くに分布する未熟な骨細

胞（骨芽細胞様骨細胞、類骨骨細胞、幼若骨細胞）である。骨深部に広範囲

に分布する大部分の骨細胞（成熟骨細胞）はDmp1 mRNAをほとんど発現して

いないが、未熟な骨細胞が分泌したDmp1は、成熟骨細胞周囲の基質で安定し

て維持されている。  

 

２．Dmp1は、その分泌過程でN末端断片(37kDa)とC末端断片(57kDa)に切断さ

れるが、骨細胞内のゴルジ領域や一部の骨小腔周囲では、N末端断片とC末端

断片が共局在していた。一方、細胞外では、N末端断片は主に骨小腔周囲の基

質に、C末端断片は主に骨細管周囲の基質に分布する傾向がある。このように、

N末端断片とC末端断片の分布の相違が明確になるのは細胞外であるため、両

断片への切断は骨細胞内か、分泌直後の骨小腔周囲で起こると考えられた。 

 

３．骨細管は従来、力学的負荷を感知するのに重要であると考えられていたが、

石灰化促進作用を有するDmp1 C末端断片が骨細管に局在分布することから

骨細管は骨の石灰化に重要な役割を果たすことが示唆された。 

 

４．Dmp1の機能ドメインであるC末端断片は、骨細胞内のゴルジ領域でFam20C

によりリン酸化されて輸送小胞により運ばれて細胞外に分泌され、リン酸化

された状態で骨小腔や骨細管周囲の骨基質に分布し、骨の石灰化に関与する

ことが示唆された。 
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図 1. 骨細胞の形態学的分類（Franz-Odendaal
21）の分類を参照） 

 骨芽細胞から骨細胞への成熟は、①骨芽細胞様骨細胞（osteoblastic-osteocyte）、

②類骨骨細胞（osteoid-osteocyte）、③幼若骨細胞（young-osteocyte）、④成熟骨細

胞（old-osteocyte）の順に進む。 

① 骨芽細胞様骨細胞：骨芽細胞層に隣接するが、類骨に埋入されつつある骨細

胞のことをいう。発達した粗面小胞体やゴルジ装置を有する。 

② 類骨骨細胞：類骨内に完全に埋入されている骨細胞のことをいう。依然とし

て、発達した粗面小胞体やゴルジ装置を有する。 

③ 幼若骨細胞：石灰化骨に埋入されて間もない骨細胞のことをいう。細胞の体

積は減少し、粗面小胞体やゴルジ装置の発達に乏しく、ミトコンドリア数も

減少する。 

④ 成熟骨細胞：石灰化骨の深部に存在する骨細胞のことをいう。骨芽細胞と比

較すると、その体積が約 30%に縮小し、細胞内小器官は殆ど認められない。 

１ ２ 
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図 2. ラット脛骨の皮質骨における Dmp1 mRNA の発現 

A：ラット脛骨皮質骨（H.E.染色） 

B：ラット脛骨皮質骨における Dmp1 mRNA の発現（in situ hybridization） 

C-F：成熟過程の各骨細胞における Dmp1 mRNA の発現（in situ hybridization） 

G：ネガティブコントロール（in situ hybridization） 

A、B：連続切片 

 Dmp1 mRNA は、骨芽細胞には発現せず、H.E.染色で薄い桃色として観察され

る類骨に埋入され始めた骨芽細胞様骨細胞（B、C）と、類骨内に分布する類骨

骨細胞（B、D）で強発現している。一方、石灰化骨に埋入されて間もない幼若

骨細胞（B、E）では発現が減弱し、石灰化骨の深部に広範囲に分布する成熟骨

細胞（B、F）ではほとんど発現しない。 

Peri：骨膜、OB：骨芽細胞、OS：類骨、Bo：石灰化骨 

スケール：A、B、G20 μm、C-F10 μm 
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図 3. ラット脛骨の皮質骨における Dmp1 C 末端断片の局在分布 

A：ラット脛骨皮質骨（H.E.染色） 

B：ラット脛骨皮質骨における Dmp1 C 末端断片の局在分布（免疫組織化学的染

色） 

C-F：成熟過程の各骨細胞における Dmp1 C 末端断片の局在分布（同上） 

G-J：骨細胞内における Dmp1 C 末端断片と GM130 の局在分布（蛍光二重染色） 

A、B：連続切片、G-J：同一切片 

Dmp1 C 末端断片は類骨に分布せず、石灰化骨では骨小腔周囲と骨細管に分布

する。骨芽細胞様骨細胞（B、C）、類骨骨細胞（B、D）、幼若骨細胞（B、E）

内には、Dmp1 C 末端断片が局在するが、成熟骨細胞（B、F）内には認められな

い。類骨骨細胞（G：H.E.染色）内 Dmp1 C 末端断片（J：赤色）はゴルジ体マー

カー（GM130、I：緑色）と共局在する（H：矢印）。 

Peri：骨膜、OB：骨芽細胞、OS：類骨、Bo：石灰化骨 

スケール：A、B20 μm、C-J10 μm  
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図 4. ラット脛骨の皮質骨における Dmp1 N 末端断片と C 末端断片の局在分布

（免疫組織化学的染色） 

A：Dmp1 N 末端断片の局在分布（挿入図：強拡大） 

B：Dmp1 C 末端断片の局在分布（挿入図：強拡大） 

Dmp1 N 末端断片は主に骨小腔周囲に分布し、Dmp1 C 末端断片は主に骨細管

に分布する傾向があり、両者の分布に相違がみられる。 

スケール：A、B =20 μm、挿入図=10 μm 
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図 5. ラット脛骨の皮質骨における Dmp1 N 末端断片と C 末端断片の局在分布

（蛍光二重染色） 

A-C：Dmp1 N 末端断片（A）と C 末端断片（B）の蛍光二重染色像 

C の挿入図：Dmp1 N 末端断片と C 末端断片の蛍光二重染色像（共焦点レーザー

顕微鏡） 

A-C：同一切片 

Dmp1 N 末端断片（A：赤色）は主に骨小腔周囲に分布し、Dmp1 C 末端断片

（B：緑色）は主に骨細管に分布する。一部の骨小腔周囲では Dmp1 N 末端断片

と C 末端断片が共局在する（C：矢頭）。骨細胞内のゴルジ領域では、Dmp1 N

末端断片と Dmp1 C 末端断片が共局在する（C：矢印、挿入図：矢印）。 

スケール：A-C=20 μm、挿入図10 μm 
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図 6. ラット脛骨の皮質骨におけるホスホセリンの分布（免疫組織化学的染色） 

A：ラット脛骨皮質骨におけるホスホセリンの分布 

B、C：ラット脛骨皮質骨におけるホスホセリンの分布（強拡大）  

 ホスホセリン陽性反応は、骨細胞の核（B：矢印）や細胞質内（C：矢頭）に

認められる。石灰化骨において骨小腔周囲や骨細管にホスホセリン陽性反応を

認めるが、類骨基質（*）には認められない。 

スケール：A =20 μm、B、C =10 μm 
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図 7. ラット脛骨の皮質骨における Dmp1C 末端断片とホスホセリンの局在分布 

A-D：ラット脛骨皮質骨（A：H.E.染色）における Dmp1 C 末端断片（C）とホス

ホセリン（D）の蛍光二重染色像（B） 

A-D：同一切片 

石灰化骨では、骨細管や骨小腔周囲に Dmp1 C 末端断片（C：赤色）とホスホ

セリン（D：緑色）が共局在している（B）。 

破線：類骨と骨芽細胞層との境界 

Peri：骨膜、OB：骨芽細胞、OS：類骨、Bo：石灰化骨 

スケール：10 μm 
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図 8. ラット脛骨の皮質骨における Dmp1 C 末端断片とホスホセリンの局在分布

（包埋後免疫電顕） 

A：骨小腔周囲における Dmp1 C 末端断片とホスホセリンの局在分布 

B：骨細管周囲における Dmp1 C 末端断片とホスホセリンの局在分布 

骨小腔周囲基質（A）と骨細管周囲基質（B）に、Dmp1 C 末端断片（矢印）

とホスホセリン（矢頭）が共局在していることが確認できた。 

N：核、Bo：石灰化骨基質、P：骨細胞突起 

スケール：A500 nm、B1 μm 
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図 9. 骨細胞内における、Dmp1C 末端断片とホスホセリンの局在 

A-D：類骨骨細胞（A：H.E.染色）における Dmp1C 末端断片（C）とホスホセリ

ン（D）の蛍光二重染色像（B） 

E-H：幼若骨細胞（E：H.E.染色）における Dmp1C 末端断片（G）とホスホセリ

ン（H）の蛍光二重染色像（F） 

A-D：同一切片、E-H：同一切片 

類骨骨細胞では、ゴルジ領域に Dmp1C 末端断片（C：矢印）の局在を認める

が、ホスホセリン（D：矢印）は認められない（B：矢印）。幼若骨細胞では、

Dmp1 C 端断片（G：矢頭）とホスホセリン（H：矢頭）の共局在が認められる

（F：矢頭）。核にもホスホセリンの局在を認める。 

点線枠内：ゴルジ領域 

スケール：10 μm 
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図 10. ラット脛骨の皮質骨における Fam20C の局在分布 

A：ラット脛骨皮質骨における Fam20C の局在分布（免疫組織化学的染色） 

 類骨骨細胞、幼若骨細胞の細胞内に Fam20C を認めた。 

B-E：皮質骨表層（B：H.E.染色）における Fam20C（D）と GM130（E）の蛍光

二重染色像（C） 

B-E：同一切片 

 骨細胞内では、Fam20C（D：赤色）と GM130（E：緑色）の共局在が認められ

る（C：矢印）。 

Peri：骨膜、OB：骨芽細胞、OS：類骨、Bo：石灰化骨 

スケール：A =20 μm、B-E =10 μm   
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図 11. ラット脛骨の皮質骨における Fam20C と Dmp1 C 末端断片の局在分布 

A-D：皮質骨表層（A：H.E.染色）における Fam20C（C）と Dmp1 C 末端断片（D）

の蛍光二重染色像（B） 

A-D：同一切片 

 類骨骨細胞と幼若骨細胞のゴルジ領域（A）で、Fam20C（C：赤色）と Dmp1 

C 末端断片（D：緑色）の共局在が認められる（B：矢印）。 

OB：骨芽細胞、OS：類骨、Bo：石灰化骨 

スケール：10 μm 
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図 12. 骨細胞内における Dmp1 の局在分布（包埋前免疫電顕） 

A：Dmp1 を金粒子標識した骨細胞の超高圧電子顕微鏡による観察  

B：A の拡大写真 

C-F：B の拡大断層像。ゴルジ体内に Dmp1 が認められる（C、D：矢印）が、小

胞様構造の外部には認められない（E）。小胞様構造内に Dmp1 が認められる（F：

矢印）。 

G：ゴルジ体（点線枠内）、N：核、矢頭：位置標識マーカー 

スケール： A 、B=1 μm 
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図 13. Dmp1 が局在する輸送小胞の三次元モデル 

A：図 12. c 領域の断層像の一つ 

B、C：図 12. c 領域の断層像から三次元像を再構築し、輪郭抽出を行い得られた

輸送小胞の三次元モデル（B、C）。輸送小胞（青色）内に Dmp1（桃色）が局在

する。 
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図 14. 分泌過程における Dmp1 C 末端断片のリン酸化 

A：類骨骨細胞と幼若骨細胞における Fam20C、Dmp1 C 末端断片とリン酸化

Dmp1 C 末端断片の局在分布 

B：A の赤枠内の拡大図 

 未熟な骨細胞が産生する Dmp1 は、ゴルジ体で Fam20C によりリン酸化さ

れる。特に C 末端断片は幼若骨細胞内で高度にリン酸化され、輸送小胞によ

り細胞内を輸送されて細胞外基質にリン酸化した状態で分布する。 
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