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DMP1 ELISAの構築と
血中DMP1量から推測される骨細胞の機能

佐藤　淳＊

（平成 28 年 1 月 31 日受付）

＊ 大阪大学大学院歯学研究科　顎口腔病因病態制御学講座（口腔病理学教室）

はじめに

　Dentin matrix protein 1（DMP1）は，骨細胞が特異
的に発現する非コラーゲン性骨基質タンパク質で，small 
integrin-binding ligand N-linked glycoproteins

（SIBLINGs）ファミリーに属している。DMP1を構成す
るアミノ酸の約 30％は，酸性アミノ酸であるアスパラ
ギン酸とグルタミン酸から構成されており，生体内に
おいては，この DMP1 はマイナスに荷電した状態で存
在している。さらに，DMP1 を構成するアミノ酸の約
20％はセリンであり，この DMP1 にはセリンを含む多
くのリン酸化モチーフが含有されており，リン酸化さ
れてマイナスに荷電すると考えられている。DMP1のリ
ン酸化酵素としては，family with sequence similarity 
member 20C（FAM20C）が重要な役割を果たしている
と考えられている1）。高度にマイナスに荷電した DMP1
は Ca2+ との強い結合能を得て，ハイドロキシアパタイ
ト形成の核となることが可能となり，骨の石灰化に影
響を及ぼすと考えられている。DMP1を過剰に発現させ
ると，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する多数の報告がなされてい
る2,3,4）。また，DMP1 は分泌過程で，N 末端の 37kDa

断片と C 末端の 57kDa 断片に切断され5），未切断の全
長の DMP1 は骨基質中には，ほとんど存在しないこと
が報告されている6）。骨組織における骨代謝マーカー
は，骨吸収マーカー，骨形成マーカーとして数多くの
有用なマーカーが用いられているが，骨吸収マーカー
は，破骨細胞の機能の指標であり，骨形成マーカーは
骨芽細胞の機能の指標となっており，骨細胞の機能を

評価するマーカーに関してはあまり報告がなされていな
い。DMP1 は，骨細胞が特異的に発現している骨基質
タンパク質であり，DMP1の発現を定量化出来れば，骨
細胞の機能を評価することが可能になると考えられる。
加えて，DMP1 の発現を指標として，骨組織の質的な
評価も可能になるものと思われる。本稿では，DMP1を
定量化出来る ELISA を用いて計測した DMP1発現量と
骨組織との関連性について解説する。

骨細胞の分化

　DMP1 は骨細胞が特異的に産生しているが，この骨
細胞は，骨組織を構成する細胞の中で最も数が多い細
胞で，骨組織の全構成細胞数の約 90％（20,000 ～
80,000 個/mm3 骨組織）を占めている7,8）。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
骨組織の至る所に存在し，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
て細胞間ネットワークを形成し9），骨の形成・維持に
重要な働きをしている。この骨細胞は，骨芽細胞に由
来しており，骨芽細胞は自らが産生した骨基質内に埋
入され骨細胞へと分化する。この過程では，50～ 70％
の骨芽細胞がアポトーシスによる細胞死により骨表層
部分から消失し，その残りが骨細胞や休止期骨芽細胞

（bone lining cell）に移行すると考えられている10,11）。
骨芽細胞が骨細胞へと分化するとその寿命は数十年に
もなるという報告もあり，骨芽細胞の寿命が約 3 ヶ月
程度であるのに比較すると骨細胞は長寿命である12）。
　骨細胞は，電子顕微鏡観察に基づいて，その分化・
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成熟段階に応じた詳細な分類がされている13）（図1）。骨
芽細胞層に隣接し，骨芽細胞の列から外れて類骨に埋
入されつつある骨細胞は，骨芽細胞様骨細胞，osteo-

blastic osteocyte と呼ばれる。骨芽細胞様骨細胞では，
mineral processes と呼ばれる太く短い細胞突起が類骨
内で石灰化骨側に向かって伸ばされ，発達した粗面小
胞体やゴルジ装置などを有しており，細胞内小器官は
骨芽細胞とほぼ同じである。周辺部に存在する骨芽細
胞との接触は少なくなるものの密着接合（tight junc-

tion）により接触している。次の分化段階では，類骨内
に完全に埋入された類骨骨細胞，osteoid osteocyte と
呼ばれる骨細胞となる。類骨骨細胞では，細胞の大き
さが骨芽細胞の 70％にまで縮小するが，依然として発
達した粗面小胞体やゴルジ装置を有しており高い基質
産生能を有している。類骨内から石灰化骨側へと向か
う mineral processes はさらに伸長され，骨芽細胞側に
向かって長く伸びる細胞突起は，ギャップ結合を介し
て骨芽細胞との接触を保った状態となっている。さら
に分化し，石灰化骨に埋入されてすぐの骨細胞は幼若
骨細胞，young osteocyte と呼ばれ，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くなって
いる。最終的に分化した骨細胞は，成熟骨細胞，old 
osteocyte となって，石灰化骨の深部に分布し，細胞内
小器官はほとんど認められなくなる。石灰化骨側に向い
た細胞突起や骨芽細胞側に向いた細胞突起は，さらに

発達して細長く伸長された状態となる。

DMP1発現分布

　前項で述べた骨細胞の成熟・分化段階ごとの形態学
的変化からは，骨内に存在する全ての骨細胞が一様に
DMP1 を産生しているわけではないことが推測される。
In situ hybridization により Dmp1 mRNA 発現の検索
を行うと，図 1 に示される骨表面に分布している骨芽
細胞の領域においては，Dmp1 mRNA の発現は認めら
れず，骨表層で類骨に埋入し始めた骨芽細胞様骨細胞，
類骨内に存在する類骨骨細胞，石灰化骨に埋入し始め
た幼若骨細胞に特異的にDmp1 mRNAの発現が観察さ
れる。
　さらに DMP1 蛋白質を認識する抗体を用いた免疫染
色によって，骨細胞の詳細な分化ごとに DMP1 の発現
を検索すると，類骨に分布する骨芽細胞様骨細胞や類
骨骨細胞では，細胞内の核に隣接して DMP1 の局在が
観察されるが，これらの細胞外の類骨基質には，DMP1
の発現は認められない。石灰化骨に分布する幼若骨細
胞では，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 の分布が観察される。
成熟骨細胞では骨細胞内にDMP1の分布は認められず，
骨小腔や骨細管構造に沿ってのみ，その分布が認めら
れる。これは，すでに分泌された DMP1 が骨基質蛋白

Dmp1 

図 1　骨細胞の分類とDMP1 発現分布。（文献 13 より改変）
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質として骨基質に残存しているためと考えられる。

血中DMP1を定量化するELISAの開発

　骨の石灰化に関連した DMP1 の生体内での発現を定
量化することは，骨細胞の機能から骨の性状を理解す
る上で有効なマーカーになると考えられる。しかしなが
ら，DMP1 は骨基質蛋白質であるため，非侵襲な方法
を用いて測定するためには，循環血液中の DMP1 を測
定することが理想となる。そこで，血液サンプルを測
定する DMP1 の ELISA の作製を行った。DMP1 タンパ
ク質は，分泌過程において N 末端の37kDa 断片と C 末
端の 57kDa 断片の 2 つに切断され，全長の DMP1 はほ
とんど存在しないため，N 末端および C 末端を認識で
きる抗体を組み合わせた ELISA を作製した。DMP1 1‒
2 では，N 末端の DMP1‒1 と DMP1‒2 のペプチドに対
するポリクローナル抗体を用い，DMP1 4‒3では，C 末
端の DMP1‒3 と DMP1‒4 のペプチドに対するポリクロ
ーナル抗体を用いた（図 2）。
　2 週齢から 96 週齢（約 2 年齢）の間のラットから血
漿を採取し，DMP1 ELISA 1‒2 と 4‒3 を用いて循環血
液中の DMP1 蛋白量の測定を行った。ELISA1‒2 と 4‒
3 により定量化された DMP1 の蛋白量は，ラットの週
齢が進むにつれて，明らかな減少を示していた（図3）。
両方の ELISA キットにより定量化された DMP1 の蛋白
量を比較すると，2 週齢から 12 週齢の急速な骨成長を
示す時期において，C 末端を検出する ELISA4‒3により
測定されたDMP1蛋白量は，N末端を検出するELISA1‒
2 により測定された DMP1 蛋白量よりも 3 倍以上の高
い数値を示していた（図 3）。しかしながら，老齢の 72

週齢や 96 週齢の DMP1 蛋白量は，どちらの ELISA で
もほぼ同じ数値であった（図 3）。

DMP1と他の骨代謝関連因子との関連

　DMP1 以外の骨代謝関連因子を，2 週齢から 96 週齢
のラットの血漿を用いて測定し，DMP1 の発現との関
連性について検討した。骨形成マーカーとして骨芽細
胞が特異的に発現する Osteocalcin の発現と Wnt シグ
ナル伝達の阻害により骨形成を阻害する Dickkopf‒1

（Dkk‒1）の発現を検索したところ，Osteocalcin，Dkk‒
1，両者ともにラットの週齢が進むにつれて減少する傾
向が観察された（図 4a, b）。
　さらに，骨吸収マーカーとして破骨細胞が発現する
Tartrate-resistant acid phosphatase 5b（Trap5b）とWnt

シグナル伝達を阻害し骨形成を阻害する Sclerostin

（SOST）の発現を検索すると，この両者ともに 8 週齢
で増加が見られたが，12 週齢以降では減少が見られた

（図 4 c, d）。
　DMP1 の ELISA により測定された血液中の DMP1 量
とその他の骨代謝マーカーとの相関性について検討を
行ったところ，DMP1 ELISA により検出される DMP1
タンパク量と高い相関性を示していた骨代謝マーカー
は，Dkk‒1（r=0.9）であった。ついで高い相関性が見
られたのは，Osteocalcin（r=0.8）であった。Trap5b

や SOST と DMP1 とは，低い相関性であった。

力学的負荷によるDMP1量の変化

　宇宙空間での宇宙飛行士の長期滞在や高齢者の寝た

DMP1

DMP1-1 : residues   90-111
DMP1-2 : residues 148-164
DMP1-3 : residues 247-261
DMP1-4 : residues 275-293

DMP1-1 DMP1-2 DMP1-3 DMP1-4

N
37kDa

C
57kDa

図 2　DMP1 ELISA に用いた抗DMP1 抗体の組み合わせ。
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図 3　ラットの週齢変化に伴うDMP1 量の変化。
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きり状態，あるいは運動不足などで骨組織に力学的負
荷がかからない状態となると，骨量は減少し，骨密度
が低下する。この際，骨細胞は，骨組織への力学的負
荷を感知し，骨の形成や吸収を調節する重要な役割を
果たしていると考えられている。力学的負荷と血液中の
DMP1 との関連性を検討するため，ラットの運動を制

図 5　運動制限飼育ケース。

図 4　ラットの週齢変化に伴う骨代謝関連因子の変化。
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限し，力学的負荷のかからない環境を再現した。図 5
の運動制限飼育ケージを用いてラットを飼育し，血液
を採取した。運動制限飼育ケージの広さはほぼラット
一匹分程度で，体の向きは変えられるが，ラットが自
由に行動できる十分な広さは無い。このような環境下
で3ヶ月飼育を続けたラットを不動化グループとし，コ
ントロールグループとの比較を行った。不動化グルー
プおよびコントロールグループから脛骨を採取し，
pQCT を用いて海綿骨骨密度の測定を行うと，コント
ロールグループと比較して不動化グループでは骨密度
が低下し，骨粗鬆症のような状態を示していた。それ
ぞれのグループのラットから採取した血液を用いて
DMP1量を計測すると，実験開始後，2週目の時点では，
統計学的に有意な差は無いものの，不動化グループは
コントロールグループと比較して低い DMP1 量を示し
ていた（図6 a, b）。4週目，8週目，12週目においては，
コントロールグループよりも不動化グループの方が統
計学的に有意に低い DMP1量を示していた（図6 a, b）。
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図 6　力学的負荷によるDMP1 量の変化。

おわりに

　血液中の DMP1 を定量化する ELISA の構築を行い，
この ELISA を用いて 2 週齢から 96 週齢の雄ラットの
血漿中の DMP1 量を計測すると，ラットの週齢の増加
に伴い，DMP1 量が減少することが明らかとなった。
DMP1 とその他の骨代謝マーカーとの相関性を検討す
ると，Dkk‒1，オステオカルシンとの相関性が高いこと
が示された。また，運動が制限され，力学的負荷の無い
環境下では DMP1量が減少することも明らかとなった。
　DMP1 の ELISA により血液中の DMP1 を定量化する
ことで，生体内の DMP1 を非侵襲的に測定し，その変
化から骨細胞の機能を推測出来る可能性が示唆された。
今後は，DMP1 と骨代謝との関連性や骨関連疾患にお
ける DMP1 の発現変化の検索を引き続き行い，DMP1
の詳細な機能を明らかにするとともに，様々な疾患や
病態の診断マーカーとしての有効利用を検索したい。
　本総説は，Bone に掲載された論文 Novel sandwich 
ELISAs for rat DMP1: Age-related decrease of circula-

tory DMP1 levels in male rats をもとに内容を追加し，

日本語で解説した。
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